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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA, HIPOLIPIDEMICA Y ANTIOXIDANTE DE Eryngium
carlinae EN RATAS DIABETICAS

1. RESUMEN GENERAL

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metalodlbausado por una deficiencia
absoluta o relativa en la secrecion y/o accionad@dulina o ambas y se caracteriza por una
hiperglucemia crénica. Como resultado de estamaltmes, se presentan anormalidades en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos y un aumentel estrés oxidativo, lo que da lugar al
desarrollo de sus complicaciones y agrava la camdidiabética. La incidencia de la DM
crece de manera alarmante, por lo que aumentacksidad de encontrar alternativas de
tratamiento mas efectivas y seguras. Es sabido Ilgge personas diabéticas muy
frecuentemente consumen remedios extraidos deaplaoh o sin prescripcion médica, lo que
representa un peligro cuando se desconoce la caigpoguimica de la planta y sus posibles
interacciones farmacoldgicas, y mas aun si su @fect ha sido estudiado y validado.
Eryngium calinaeconocida comunmente como “hierba del sapo”, esplenata empleada en
la medicina tradicional por las personas diabétmas controlar sus niveles de glucosa y
colesterol, sin embargo, a la fecha no hay estugliesvaliden su efecto. Por lo anterior, fue
de nuestro interés analizar la composicion quirdiglaextracto etandlico dE. carlinaey
estudiar el efecto de su consumo. Este trabajdgaagueE. carlinaepuede tener actividad
hipoglucémica, hipolipidémica y antioxidante quesghen ofrecer un beneficio a las personas
diabéticas que lo consumen. Para comprobarlo, @ledel efecto del consumo del extracto
etandlico deE. carlinae en ratas diabéticas inducidas con estreptozoto(8¥Z). Se
analizaron indicadores de los niveles de gluced@dipemia y riesgo cardiovascular asi como
de la actividad antioxidante en las mitocondriasridén. También se realiz6 un analisis
cromatogréafico de la composicion quimica del extracse evalud su efecto antioxidaire
vitro. Los resultados mostraron que el extracto etamddie E. carlinae no tiene efecto
hipoglucémico al ser administrado de manera onatas diabéticas inducidas con STZ (45
mg/kg de peso), sin embargo, si fue capaz de madifios niveles de colesterol y
triacilglicéridos mejorando con esto el perfil dmio y disminuyendo el indice de riesgo
cardiovascular. En cuanto a la actividad antioxieaal analisisn vitro mostré una cantidad
importante de compuestos fendlicos y flavonoidéscienados con la actividad antioxidante,
sin embargo, en el analisisvivo, el extracto no tuvo un efecto significativo solwre niveles

de lipoperoxidacion y la actividad de las enzimasioaidantes superoxido dismutasa y
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catalasa, sOlo se observo una disminucion en loslesi de 6xido nitrico. En el analisis
histolégico de los rifiones de las ratas tratadaset@xtracto dé=. carlinae se observo que

células presentaron menos alteraciones estructucple las diabéticas. En conclusion, se
considera que aunque el extracto Elecarlinae no controla la hiperglucemia, si ofrece

beneficios sobre el perfil de lipidos y retardadagresion del dafio renal mejorando con asi el
pronostico y calidad de vida de los diabéticos.
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2. SUMMARY

Diabetes mellitus (DM) is a chronic and progressitlisorder characterized by
hyperglycemia due to absolute or relative deficjent insulin. Metabolic disturbances of
carbohydrates and lipids and increased oxidativesstare present, which lead to the
development of complications and diabetic conditmrsens. The diabetic population shows
an alarming increase making it necessary to firie allernatives and effective treatment. It is
known that people with diabetes many times consuraetbdies from plants with or without a
medical prescription. This represents a dangernhwirknown chemical composition of the
plant and possible drug interactions, and even nfoits effect has not been studied and
validated. Eryngium calinag commonly known as "hierba del sapo”, is a plas¢duin
traditional medicine for diabetic people to conttioéir levels blood glucose and cholesterol;
however, to date no studies that validate its efiee available. Therefore, our interest was to
analyze the chemical composition of the ethanalaextofE. carlinaeand study the effect of
its consumption. This study hypothesizes that carlinae may have hypoglycemic,
hypolipidemic and antioxidant activity that may yide a benefit to people with diabetes. To
test the hypothesis in this study was evaluate@tieet of consumption of ethanolic extract of
E. carlinaein streptoziticin (STZ)-diabetic rats. Indicatorere analyzed of blood glucose
levels, lipids levels and cardiovascular risk asll wentioxidant activity in kidney
mitochondria. Chromatographic analysis of the cltaintomposition of the extract was also
carried out and its antioxidant effect was evaldate vitro. The results showed that the
ethanolic extract oE. carlinaehas no hypoglycemic effect when administered piallSTZ-
diabetic rats (45 mg/kg), however, it did reducelebterol and triacylglycerol levels with this
improving the lipid profile and reducing cardiovakr risk index. Analysisn vitro showed
antioxidant activity a considerable amounts of dlaeids and phenolic compounds, related to
antioxidant activity; however, in thie vivo analysis, the extract did not have a significant
effect on the measurements of lipoperoxidationjoaitant enzymes superoxide dismutase
and catalase, only showed an effect of reducingifne oxide levels. In histological studies
of kidney was observed that cell from rats treatétth the extract oE. carlinaehave fewer
structural alterations than diabetics kidney. Tfeeewe concluded that although the extract

of E. carlinaedid not control the hyperglycemia, it may offembéts on lipid profile and
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progression of renal damage, so it may be conswnegar with a drug that controls blood

sugar.
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3. INTRODUCCION GENERAL
3.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grave problemaaledsmundial, se estima que en el
mundo hay 371 millones de personas con DM, deuates 50% no han sido diagnosticados.
Se espera que la cifra aumente a mas de 552 nslidaaliabéticos para el 2030 [1]. Segun
datos de la Federacion Internacional de Diabetgsefd México la prevalencia de este

padecimiento es del 15.59% y ocupa el primer leganimero de defunciones por afo [2].

3.1.1 Definicidn, clasificacion y diagndéstico

La OMS define a la DM como un trastorno metabolide, etiologia multiple,
caracterizado por hiperglucemia crénica, con atterees en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, resultado de una deficienbsoluta o relativa en la secrecién y/o acciéon
de la insulina o ambos [3]. Los sintomas de largipeemia incluyen poliuria, polidipsia,
pérdida de peso, polifagia y visidbn borrosa. Tambpuede observarse deterioro del
crecimiento y susceptibilidad a ciertas infecciojgs

La DM puede clasificarse en: 1) DM tipo |, caus@dala destruccion autoinmune de
las células} del pancreas, generalmente conduce a una defiabsoluta de insulina; 2)
DM tipo Il, que va desde una predominante resistemda insulina con relativa deficiencia de
insulina hasta derivar en un defecto predominamta secrecion de la insulina con resistencia
a la misma; 3) otros tipos especificos de diabepes,incluyen los defectos genéticos en las
célulasp, endocrinopatias, diabetes inducida por farmacgsimicos, entre otras; 4) la DM
gestacional, la cual generalmente se resuelverairné del embarazo pero en algunos casos la
condicion persiste [4]. Debe resultar menos impetael tratar de “etiquetar” al paciente en
un tipo especifico de diabetes, lo importante ¢sneler la patogénesis de la hiperglucemia y
tratarla eficazmente.

Los criterios que establece el Comité de Experbsesel Diagndéstico y Clasificacion
de la Diabetes MellitusExpert Committee on the Diagnosis and Classificatid Diabetes
Mellitus) para el diagnostico de la DM son: a) niveles deagga en plasma en ayunag26
mg/dl (7.0 mmol/l), b) el diagndstico debe ser aomfdo por determinacion de glucosa
postprandial 2h la cual debe $e200 mg/dl (11.1 mmol/l). Recientemente se ha agtolda

RUTH NORIEGA CISNEROS 11QB
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determinacion del porcentaje de hemoglobina gliedsi (Alc) como herramienta en el
diagnostico de la DM, estableciendo el punto déecem 6.5% [4].

Las complicaciones de la DM suelen clasificarse pracrovasculares vy
microvasculares, ambas se presentan en la maywits dliabéticos tanto tipo | como tipo II,
junto a estas complicaciones se encuentra el estx@&ativo;, el desarrollo de estas

anormalidades parece tener como factor comun yndadenante la hiperglucemia cronica.

3.1.2 Las complicaciones macrovasculares y la dliemia diabética

Se estima que en México entre 7 y 8 de cada 1@messcon diabetes mueren por un
problema macrovascular [5]. Entre las principalesnglicaciones macrovasculares que
presentan los diabéticos se encuentran: la enfewineatdiovascular, que resulta en infarto al
miocardio y la enfermedad cerebrovascular, que agmifiesta como ataque cerebral [6],
ademas, presentan una mayor frecuencia de enfadegdardiovasculares relacionadas con
la aterosclerosis como insuficiencia cardiaca, finguncia cerebral vascular e insuficiencia
arterial periférica dependiendo de la localizadéhbloqueo de las arterias [4,7].

La aterosclerosis es una enfermedad de las artenssulares de medio y grueso
calibre, se caracteriza por disfuncién endoteiilamacion vascular, acumulacion de lipidos
(como colesterol), calcio y restos celulares dedigda intima de las paredes de los vasos
sanguineos, lo que conduce a la formacion de ta@terosclerdtica, a la remodelacion de la
vasculatura, a la obstruccién luminal crénica odaga anormalidades en el flujo sanguineo y
a un aporte de oxigeno comprometido en los tejatkosco [7].

Es frecuente que los pacientes diabéticos preseateaparicion combinada de
hiperglucemia y dislipidemia [4, 8]. La dislipideanidiabética engloba un conjunto de
anormalidades en las lipoproteinas y lipidos patémente aterogénicos9] Estas
anormalidades incluyen niveles elevados de tribodgdos (TAG) en plasma, baja
concentracion de colesterol en lipoproteinas da dinsidad (C-HDL), predominio de
pequefas y densas particulas de colesterol asoziiylmproteinas de baja densidad (C-LDL)
y excesiva lipemia postprandial. Se ha demostragouna reduccion en el C-LDL reduce el

riesgo cardiovascular [10].
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3.1.2.1 Las alteraciones en el metabolismo y transie de lipidos en la diabetes

Los principales lipidos de la sangre son el cotebte los TAG, ambos lipidos son
esenciales ya que tienen funciones importantes erganismo. El colesterol forma parte de
las membranas celulares, es precursor de hormet@®ideas, vitamina D y sales biliares.
Los &cidos grasos producidos por la degradaciomAfe, tienen funciones estructurales y
como precursores de prostaglandinas, tromboxankesigotrienos. Los niveles de lipidos
circulantes (colesterol y TAG) dependen de la dautide lipidos ingeridos a través de la
dieta, de la sintesis interna y de la cantidadsguexcreta diariamente a través de las heces.

Los lipidos provenientes de los alimentos debenlsgradados por las lipasas (gastrica

y pancreética) para poder ser absorbidos por lesaaitos en el intestino (Fig. 1) [11].

LUZ INTESTINAL
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Fig. 1. Digestion y absorcidn intestinal de lipidod.as lipasas gastrica y pancreatica actlan
sobre los triacilglicéridos degradandolos y coméirtiolos en diacil y monoacilgliceroles, lo
que los hace absorbibles por los enterocitos. Tagadodificada de Valdemat al. [11].
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El colesterol proveniente de la dieta es absorpatoel intestino y junto con los TAG
y fosfolipidos, debido a su naturaleza hidrofobidaben ser transportados en los liquidos
corporales unidos a proteinas, en forma de agregadacromoleculares denominados
lipoproteinas [12].

Las lipoproteinas se clasifican en cinco tipos@itsrdo a su densidad, la cual depende
de su relacion lipido/proteina, de menor a mayosiddel se tienen: quilomicrones,
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), LDL,doteinas de densidad intermedia
(IDL) y HDL. Las células las reconocen medianteeores especificos de membrana gracias
a su contenido de apoproteinas (Apo) de las cgaléan caracterizado varios tipos: Apo-A: |,
II'y lll, Apo-B: B-48 y B-100, Apo-C: I, II, lll, Apo-D, Apo-E, Apo-F y Apo-G [12].

Los quilomicrones son las lipoproteinas que trariapa los lipidos exdgenos desde el
intestino hasta los tejidos periféricos; las VLDénen una funcion muy parecida pero para
lipidos endbgenos sintetizados en el higado. Arfipaproteinas tienen en su estructura un
elevado contenido de TAG los cuales se hidrolizgticerol y acidos grasos en la superficie
interna de los capilares de los tejidos periférigms accion de la lipoproteina lipasa (LPL)
[12]. A partir de las VLDL se obtienen las IDL yslaquilomicrones se transforman en
quilomicrones remanentes. La Apo B100 se utiliza pa sintesis de LDL a partir de la IDL,
siendo estas lipoproteinas las que transportanlesterol a los tejidos periféricos, de ahi su
nombre coloquial de “colesterol malo”. Las HDL eambio, eliminan el exceso de colesterol
de los tejidos periféricos y lo devuelven al higgdwa su metabolismo o excrecion, por tal
motivo, al colesterol de éstas lipoproteinas lm#a “colesterol bueno” (Fig.2) [12].

Bajo condiciones normales, el ser humano es capgaanaovilizar y excretar el
colesterol y otros lipidos por un proceso llama@mgporte reverso de colesterol (TRC), lo
cual previene la aterosclerosis [13]. Esta vian®amga de llevar el colesterol remanente desde
los tejidos periféricos hacia el higado para stilizacion o eliminacion a través de la bilis
evitando asi su acumulacion en los tejidos [14].TRIC puede evaluarse mediante dos
parametros que cuantifican indirectamente a las :Hbltravés de la Apo Al, su proteina

mayoritaria, o por su contenido de colesterol (CLH[4].
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Fig. 2. Transporte de lipidos exégenos y endogenpsr las lipoproteinas. Los acidos
grasos y monoacilgliceroles obtenidos de la digastie TAG presentes en las células del
endotelio intestinal se condensan para formar TA& PN empaquetados junto con proteinas,
fosfolipidos, colesterol y vitaminas liposolubles guilomicrones los cuales son secretados a
la circulacion linfatica y posteriormente a la sang.os TAG de los quilomicrones son
degradados por la (lipoproteina lipasa) LPL preserein membranas basales de las células
endoteliales que recubren los capilares sanguiiterando acidos grasos para la utilizacion
en los diferentes tejidos y convirtiéndose en guitwones remanentes son captados para el
higado y su contenido utilizado. Cuando se excéenecesidades energéticas del higado, el
exceso se convierte en TAG que son empaquetad®d.Bh, junto con colesterol libre y
esterificado, fosfolipidos y apoproteinas, posterente son secretadas a la circulacion
sanguinea y llegan a los capilares presentes ediferentes tejidos en donde la LPL activa
degrada los TAG, quedando particulas con gran cmttede colesterol libre y esterificado,
las IDL y LDL. El colesterol captado por las HDLqule dirigirse hacia el higado para su
eliminacion por la bilis. Tomado y modificado devizison y Jacobson [14a].

Se distinguen cuatro etapas en el transporte @vees colesterol: el eflujo del
colesterol libre hacia el espacio extracelulargsterificacion, la transferencia del colesterol

esterificado hacia lipoproteinas que contienen Bpy por ultimo, la captacion hepatica de
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colesterol. EI aumento en los niveles de TAG pualtlerar algunas etapas del TRC [14],
disminuyendo por lo tanto su efecto protector.

Es importante sefialar que casi todo el colesterdbgeno se sintetiza en el higado a
partil de acetil-CoA [12], que pasa a 3-hidroxmetilglutaril-CoA (HMG-CoA), el cual se
reduce a mevalonato por accion de una reductasendiemte de NADPH, la HMG-CoA
reductasa, esta reaccion es el paso limitante yladgr de biosintesis de colesterol [12]. En
este nivel actian las estatinas, farmacos emplgzatascontrolar los niveles plasmaticos de
colesterol, suprimen la actividad de la HMG-CoA ugldsa, reduciendo la biosintesis de
colesterol y por lo tanto, los niveles plasmatidesmismo.

La biosintesis de colesterol se ve modificada @oiog factores. El aumento en los
niveles de colesterol proveniente de la dieta disgen la sintesis y actividad de la enzima
HMG-CoA reductasa hepética, por lo tanto disminlaykiosintesis de colesterol. También se
ve disminuida como consecuencia del efecto queeaxdos niveles intracelulares elevados de
colesterol sobre la sintesis y expresion del receglular para las LDL (LDL-r) que se ven
disminuidos y bloquean la incorporacion de colestdesde proteinas plasmaticas [12]. Por
otra parte, el exceso de grasas de la dieta, ¢ieydar de acidos grasos saturados, elevan los
niveles de acetil-CoA en el hepatocito aumentaadndsintesis de colesterol [12].

Por otra parte, la carencia de insulina en el asgam diabético, ya sea por falta de
secrecion de insulina o por la resistencia a lanajgrae como consecuencia alteraciones en el
metabolismo de los lipidos. La deficiencia de imgulcausa una disminucién de la
lipoproteina lipasa (LPL) por lo que disminuye ldrblisis de TAG de los quilomicrones y de
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lpaianto no hay liberacién de éstos hacia
el tejido muscular y adiposo [15], lo que a su &ementa la lipdlisis en adipocitos.

El exceso de &cidos grasos libres observado erermasi diabéticos, provoca un
incremento en la gluconeogénesis hepatica y emmiasculos, el metabolismo cambia de
utilizar glucosa a utilizar lipidos, hay lipotoxdeid en las célula del pancreas por la
acumulacioén de lipidos, y se presenta la clasiadarlipidica (elevacion de TAG y C-LDL, y
disminucion de C-HDL) sin hipercolesterolemia &l

Se debe considerar la influencia reciproca de dapaiemia sobre la funcion de las

célulasP y a su vez, de la disfuncion de las cél@iambre el metabolismo de los lipidos y las
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complicaciones micro y macrovasculares [8], pamrdepofrecer a los pacientes diabéticos un
tratamiento integral y a su vez para plantear resj@strategias de prevencion ya que los

tratamientos actuales solo ralentizan la progred@la enfermedad [6] sin curarla.

3.1.3 Las complicaciones microvasculares y la nefratia diabética

Entre las complicaciones microvasculares mas frégeseque se presentan en los
diabéticos se encuentran la nefropatia, la reti@pala neuropatia periférica con desenlace
en amputaciones [6].

La nefropatia diabética es una de las complicasiomerovasculares mas severas y la
principal causa de falla renal terminal [16]. Seacteriza por el desarrollo de proteinuria con
una subsiguiente disminucién de la tasa de filraglomerular y evoluciona durante un largo
periodo de tiempo, a menudo mas de 10-20 afosEJ6Hesarrollo y progresion de la
nefropatia es altamente compleja dada la divergigadoblaciones celulares presentes en el
rinon y las diferentes funciones fisioldgicas die @gano [6, 16].

Las alteraciones hemodindmicas, como el aumenta tsa de filtracion glomerular
debido al incrementado flujo de plasma y la presi@pilar glomerular [17], asi como la
hiperplasia e hipertrofia, son eventos que aparecertapas tempranas de la nefropatia [18].

Es conocido que en la patogénesis de la nefrogiatiiética, ocupa un lugar importante
la elevada generacion de especies reactivas dermx{§RO) causada por la hiperglucemia y
el consecuente estrés oxidativo [19]. EI mecanisme relaciona la hiperglucemia con el
estrés oxidativo y la nefropatia diabética no empietamente conocido. Estudios muestran
gue el estrés oxidativo puede afectar los acideteimos y desencadenar procesos de muerte
celular por apoptosis en los podocitos, tambiérhaeeportado la elevacion de enzimas
antioxidantes como la hemo oxigenasa 1 para redacapoptosis de los podocitos bajo

condiciones diabéticas [19].

3.1.3.1 La hiperglucemia y el estrés oxidativo ea Hiabetes
La hiperglucemia puede estimular la generacioniR® & través de diferentes fuentes
tales como la fosforilacion oxidativa, auto oxidacide glucosa, NADPH oxidasa, xantina

oxidasa, entre otros, aunque es dentro de la nmithizo donde se ubica la principal fuente
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generadora de ERO, la cadena trasportadora deoslest la cual produce el anién superéxido
(O27) debido a la reduccion parcial del oxigeno [2@.2M no sélo estimula la generacién de

ERO, sino que también deteriora la habilidad decéslas para hacer frente al aumento de
ERO al afectar muchos sistemas antioxidantes etizimsdy no enzimaticos son afectados
[20]. Ambas situaciones dan lugar a la condicionooctda como estrés oxidativo, situacion

gue se genera por la sobreproduccién de ERO \shailicion de las defensas antioxidantes
de las células. Las ERO oxidan y alteran la estracy funcion de las proteinas y pueden
activar las vias de sefalizacion a través de lgeppra cinasa C (PKC) y del factor nuclear

potenciador de las cadenas ligeras kappa de lasas@ activadas (FNB) [20].

Los niveles elevados de glucosa en la diabetesipeodaniones superoxido y radicales
hidroxilo (OH) en presencia de metales de transicion lo queacdafio oxidativo en los
lipidos de las membranas celulares, sin embargagrafio del dafio parece ser tejido
especifico, siendo mas susceptible el tejido caodiue el tejido hepatico o el tejido renal
[21]. El efecto dafiino del £y ‘OH causantes del estrés oxidativo puede ser coggtado
por las enzimas antioxidantes superoxido dismy&&d) y catalasa (CAT). Se ha observado
un aumento en estas enzimas antioxidantes combl@aesecanismo de respuesta en etapas
tempranas de la DM [21], mientras que los antiaxiese no enzimaticos como las vitaminas E
y C, se han observado disminuidos en el plasmadermtes con DM [22].

El 6xido nitrico (NO), producido por la 6xido néo sintasa (NOS), también esta
asociado con varios desordenes en la DM. En lésnsés biol6gicos donde se conjuntan la
generacion de varias especies reactivas, se datenaccion, como en el caso delyel NO,
dando lugar a la formacion de especies reactivasr&s dafiinas como el peroxinitrito. Se ha
reportado que en rifiones de ratas diabéticas iddsiggon alloxan hay un aumento en los

niveles de productos finales del metabolismo de) N®nitritos y nitratos [23].

3.2 Estudio de las plantas empleadas en la medicitradicional

Desde hace algunos afios se ha hecho evidenteesirpor estudiar y constatar los
efectos de las plantas empleadas en la medicidigitiaal, a pesar de esto, la gran mayoria no
han sido estudiadas, posiblemente debido a la djkearsidad de plantas empleadas y a la

variedad de usos y propiedades que se le puedeuiatr cada una de ellas.
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Entre los objetivos del estudiar las plantas eagas en la medicina tradicional se
encuentra el comprobar su eficacia y la seguridedueconsumo. Muchas plantas han sido
estudiadas y los resultados publicados muestraeafnente tienen eficacia, ademas de los
aspectos de seguridad de las plantas mas frecusmtientilizados son ahora bien conocidos.
Las contraindicaciones de algunas plantas pomgesacciones con farmacos también se estan
conociendo, pero ésto no esta disponible para {@das

Muchas plantas empleadas en la medicina tradicmalas personas diabéticas han
sido estudiadas y su efecto comprobado como easel de las siguienteS€apparis decidua
gue tiene actividad hipoglicémica y antioxidanteratas diabéticas inducidas con alloxan
[21], Zaleya decandrgue también tiene actividad hipoglucémica en rdiaiséticas inducidas
con alloxan [25] y deOrostachys japonicusque tiene efectos hipolipidémicos e
hipoglucémicos en ratas diabéticas inducidas can [8®], s6lo por mencionar algunas. Los
efectos que las plantas pueden mostrar dependenodiello de diabetes en que se prueben, la
preparacion y el periodo por el que sean admidiatiala via de administracion empleada,
entre otros factores. En México se han documerdghdtenos 306 especies de 235 géneros y
93 familias usadas como agentes hipoglucemiantdse éas que sobresalen las familias
Asteraceae (47 especies), Fabaceae (27 especiesgc€&xre (16 especies), Solanaceae y
Euphorbiaceae (10 especies) y Laminaceae (9 espesie embargo estudios etnobotanicos
sugieren subestimada la cantidad de especies dataglaey estiman que son cerca de 500

especies las empleadas para tratar la DM en nyssis§26a].

3.2.1 Compuestos de interés bioldgico presenteslas plantas

Las plantas vasculares sintetizan una gran cantddmnoléculas orgénicas, como
consecuencia de su metabolismo secundario. Esti@ilacipales metabolitos secundarios con
efecto terapéutico se encuentran los aceites edesci taninos, acidos fendlicos,
sesquiterpenolactonas, cetonas y flavonoides [27].

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliandistebuidos en el reino vegetal. La
caracteristica antioxidante de los fenoles se get@samente a la reactividad del grupo fenol
[28]. Los flavonoides son polifenoles que posees sidbunidades fendlicas; los compuestos

gue tienen 3 o0 mas subunidades fendlicas se deanrtaninos [28]. Los flavonoides y otros
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polifenoles tienen poderosas propiedades antiotedamvitro, siendo capaces de eliminar un
amplio espectro de especies reactivas, incluyendoradicales hidroxilo y O Ademas
inhiben el dafio biomolecular por peroxinitritovitro. Muchos flavonoides quelan metales de
transicion disminuyendo con esto la formacibn deOER9]. Se ha reportado que los
flavonoides con un H en la posicién C-3, tienerctefénhibitorio contra la aldolasa reductasa,
lo cual es considerado como efecto hipoglucémista Ectividad se basa en su habilidad para
establecer un enlace entre un H del compuestobjasico. Se ha reportado que la estructura
de flavona de los flavonoides posee actividad diatdética [26].

Los compuestos fitoquimicos proporcionan proteca@ontra los efectos dafinos de los
radicales libres y también pueden reducir el riesigo enfermedades cardiovasculares,

ateroesclerdticas e inflamacion asociadas contrélsegxidativo [29a].

3.3Eryngium carlinae

Recientemente se elaboré un listado de las espaeiptantas mas importantes y con
gran potencial medicinal que habitan en la locdlida Nuevo San Juan Parangaricutiro, una
region con gran uso de plantas en la medicinaci@atil. Ese trabajo incluyé 90 especies, 63
géneros y 33 familias, de ahi fueron seleccion@@asspecies por ser las mas utilizadas, las
cuales se sometieron a un programa de propagauitiivo y caracterizacion quimica de sus
extractos [30]. Una de las plantas seleccionadasgbgproceso fuEryngium carlinae

E. carlinae es una planta perteneciente a la familia Apiacg#mbelliferae), es
perenne, por lo general baja, de 5 a 50 cm deralto pivotante, con uno o varios tallos, tiene
hojas basales en forma de roseta densa, con stkameia cimosa en ocasiones repetidamente
ramificada, tiene cabezuelas pedunculadas de ealok violeta o blancas y ovoides con
pétalos espatulados, de alrededor de 1 mm de (&igo3) [30]. Crece de manera arvense,
ruderal y en claros donde ha sido derribada lataegm original. Se encuentra en bosques de
oyamel, pino, pino-encino, laderas y barrancadpsy@ofundos y ricos en materia organica,
se distribuye de 2020-2590 msnm [30]. Entre losupee se le da en la medicina tradicional
encontramos que la parte aérea de la planta spanggreparar un té para tratar congestion
del pecho y tos, padecimientos gastrointestinaefgermedades de la prostata, desérdenes de

lipidos y DM. Se le han atribuido propiedades cuaaty diuréticas a extractos de la planta
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[30]. También es usada en lavados vaginales, paar punzadas en el oido e inflamaciones
por golpes [31]. Otras especiesEigngium(Eryngium columnareghan sido usadas para tratar

enfermedades del rifion, diarrea, alergias, tos1gerd30].

Fig. 3. Plantas deEryngium carlinae (A) Planta deE. carlinaeque presenta hojas basales en
forma de roseta densa. B) Inflorescencia ovoideEdearlinae de color azul-violeta con
petalos espatulados de alrededor de 1 mm. (C) Réréa déc. carlinaecon cabezuelas en
color azul-violeta (www.discoverlife.org/mp/20q?sge=Eryngium+carlinae).

Los Unicos estudios realizados con el extractodiitamdeE. carlinaehan demostrado

gue posee propiedades antimicrobianas, inhibiemgdtalun 60% el crecimiento de bacterias
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(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptogscsp, Pseudomonas aeroginoga
Klebsiella pneumonige y entre un 35 a 100% el crecimiento de hongasocG@andida
albicans, Mucor circinelloidey Sporothrix schenckii30]. Los terpenos identificados como

o-pineno y a-humuleno podrian ser los metabolitos potenciatsgpansables del efecto
antimicrobiano.
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4. JUSTIFICACION

Dada la implicacion de la hiperglucemia, las didimias y el estrés oxidativo como
factores de las complicaciones de la diabetes, eegsario el estudio y evaluacién del
potencial hipoglucémico, hipolipidémico y antioxida de las plantas empleadas en la
medicina tradicional para tratar la diabetes/ngium carlinaees una planta con amplio uso
en Michoacan y que puede tener potencial teramépica tratar las complicaciones de la
diabetes representado una alternativa para sumigatt, por lo que es importante realizar
estudios que conduzcan a determinar las propiedageglucémicas, hipolipidémicas y
antioxidantes de esta planta.

5. HIPOTESIS

El extractos etandlico deEryngium carlinae tienen actividad hipoglucémica,
hipolipidémica y antioxidante en ratas diabéticas.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar la capacidad hipoglucémica, hipolipidganmy antioxidante del extracto
etanolico deEryngium carlinagy analizar el posible mecanismo de accidn en ditdgeticas.

6.2 Objetivos especificos

» Evaluar el efecto hipoglucémico e hipolipidémicd eetracto etandlico dg. carlinaeen
ratas diabéticas.

» Determinar los principales compuestos presented ertracto etandlico dé. carlinaey

determinar la fraccion con mayor actividad hipogiuéca e hipolipidémica.

» Evaluar el efecto antioxidante del extracto etadtieE. carlinaein vitro ein vivo.

» Determinar el mecanismo de accion por el Eualarlinaeejerce su efecto.
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7. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se presentan didpgdin tres capitulos. El capitulo uno
corresponde a las primeras determinaciones reakzedn el objetivo de evaluar de manera
general el efecto hipoglucémico e hipolipidémicd dgtracto etanolico deéE. carlinae
empleando ratas diabéticas inducidas con estredptwma. Con los resultados obtenidos en
ésta primera parte se publico el articulo: Hypdipnic Activity of Eryngium carlinaeon
Streptozotocin-Induced Diabetic Rats. 2012. Nor€gmneros R, Ortiz-Avila O, Esquivel-
Gutiérrez E, Clemente-Guerrero M, Manzo-Avalos 8lg&do-Garciglia R, Cortés-Rojo C,
Boldogh I, Saavedra-Molina Biochem Res 111012:603501.

El capitulo dos corresponde a un estudio mas g&pepara determinar el mecanismo
a través del cual el extracto ejercia su efectolipjlémico empleando para ello mediciones
especificas que indicaron el nivel de accion dabeto etandlico d&. carlinaey permitieron
sugerir un mecanismo de accion. También en éstéutape muestran los resultados del
empleo de una de las fracciones del extracto et@andéE. carlinag asi como los resultados

del andlisis cromatografico donde se muestranifitattos los compuestos mayoritarios.

El capitulo tres muestra los resultados del asélealizado para evaluar la actividad
antioxidante del extracto etandlico He carlinaey es comparado desde varias perspectivas.
Por una parte se compara su capacidad antioxidantetro con la de otros extractos
etandlicos y acuosos dE. carlinae Posteriormente se evallin vivo la capacidad
antioxidante del extracto empleando uno de loscjpates 6rganos afectados por el estrés

oxidativo en la diabetes.
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Capitulo 1

Actividad hipolipidémica de Eryngium carlinae en ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina
Resumen

La diabetes mellitus (DM) es un factor de riesgpontante para el desarrollo de las
complicaciones cardiovasculares. Este estudio éaéizado para investigar el efecto de la
administracion crénica del extracto etandlico Elgngium carlinaesobre los niveles de
glucosa, creatinina, acido urico, colesterol togatriacilglicéridos en el suero de ratas
diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ)s lmveles de glucosa, acido Urico,
colesterol total y triacilglicéridos incrementarem el grupo de ratas diabéticas. El tratamiento
con el extracto d&. carlinaedisminuyé los niveles de creatinina, acido Urimmesterol total
y triacilglicéridos. Con lo que se concluye queaisumo del extracto d& carlinaees capaz
de reducir la hiperlipidemia relacionada con lamglicaciones cardiovasculares durante la
DM.
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Diabetes mellitus ( DM) is a significant risk factor for the development of cardiovascular complications. This study was undertaken
to investigate the effect of chronic administration of ethanolic extract of Eryngiten asriinae on ghicose, creatinine, uric acid, total
cholesterol, and triglycerides levels in serum of streptozotocin- (STZ-) induced diabetic rats. Triglycerides, total cholesteral, and
uric acid levels increased in serum from diabetic rats. The treatment with E carlinae prevented these changes. The administration
of E. carlinae extract reduced the levels of creatinine, uric acid, total cholesterol, and trighycerides. Thus administration of E
carlinae is able to reduce hyperlipidemia related to the cardiovascular risk in diabetes mellitus.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) describes a metabolic disorder of
multiple etiologies characterized by chronic hyperglycemia
with disturbances of carbohydrate, fat, and protein metab-
olism resulting from defects in insulin secretion, insulin ac-
tion, or both [1]. The effects of DM include long-term dam-
age, dysfunction, and failure of various organs. Diabetic
people present a 2—4-fold higher risk of developing cardio-
vascular disease than normoglycemic population of similar
age and sex. The cardiovascular complications attributable
to atherosclerosis are responsible for 70-8096 of all causes
of death in patients with diabetes and represent more than
75% of all hospitalizations for diabetic complications [2].
The primary goal of diabetes treatment is the prevention of
macrovascular complications (myocardial infarction, heart
failure, ischemic stroke), as well as the microvascular com-
plications (retinopathy, neuropathy, and nephropathy); for
that reason, most patients require not only a good glycemic
control butalso treatment for dyslipidemia [3]. Dyslipidemia
(disruption in the normal levels of lipids, mainly cholesterol
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and triglycerides) is considered a major cardiovascular risk
factor in diabetes [2]|. Therefore, the detection of dyslipi-
demia and its treatment to reduce the cardiovascular risk and
its consequences are required in diabetic patients.

The growing need to find alternatives for the treatment
of diabetes justifies the study of medicinal plants used in tra-
ditional medicine. There are several reports about the bene-
ficial effects of a wide range of plants to treat diabetes. Hypo-
glycemic effect was observed in extracts of plants such as
Amaranthus viridis [4] and Psidium guajava [5] whose effects
are almost comparable with the synthetic drug tolbutamide,
while Zaleya decandra |6)] has effects equivalent to gliben-
clamide. Other plants also appear to exert their beneficial
effects by improving the dyslipidemia and oxidative stress
that characterize diabetes. For example, Morus indica L. [7]
decreases LDL-cholesterol and VLDL-cholesterol level and
increases HDL-cholesterol levels, while Phyllanthus amarus
|8] improves antioxidant status and reduces the risk of
oxidative stress.

In México, the use of plants for diabetes treatment is gen-
erally carried out in an empirical basis. In this regard, it seems
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that many plants for diabetes treatment were originally used
for a variety of kidney disorders and most notably for their
diuretic effect [9]. This study was conducted to analyze the
effect of chronic administration of ethanolic extract of E
carlinae in diabetic rats. This plant has often used in tra-
ditional medicine to treat diabetes; however there are no
studies indicating the effects of its consumption. Eryngium
carlinae F. Delaroche is a perennial herb plant considered a
weed belonging to the family Umbelliferae. It is distributed
in forests of fir, pine and pine-oak hillsides, and canyons,
deep soils rich in organic matter. It is distributed from 2020-
2590 meters above sea level. It is commonly known as “Frog
herb”. Decoctions of the aerial parts of the plant are used to
treat coughs, indigestion, diseases of the prostate, lipid dis-
orders, and diabetes [10]. It has been attributed healing and
diuretic properties to extracts from the plant. Other species
of Eryngium (Eryngium columnare) have been used to treat
kidney disease, diarrhea, allergy, cough, and cancer [10].

2. Results

Therefore, the aim of this research was to determine the
effect of chronic oral administration of ethanolic extract of
E. carlinae on some biochemical parameters in STZ-induced
diabetic rats.

3. Materials and Methods

3.1. Vegetal Material. Plant samples of Eryngium carlinae F.
Delaroche were collected in September and October, 2008, in
the region of Nuevo San Juan Parangaricutiro, Michoacdn,
México. The plant was identified by Miguel Angel Bello-
Gonzilez PhD (Faculty of Agrobiology, Universidad Michoa-
cana de San Nicolas de Hidalgo) genus and species preserv-
ing. A voucher specimen was deposited at the Biology Faculty
Herbarium of the Universidad Michoacana de San Nicolds de
Hidalgo (no. 15214). The aerial part of the plant was dried at
room temperature and pulverized.

3.2, Extract Prepamtion. Ethanolic extract of the plant was
prepared by adding 1,000 mL of absolute ethanol to 100 g of
plant powder and kept at 5°C for five days. The extract was
then filtered, concentrated in a rotary evaporator at vacuum
and at a temperature lower than 50°C, evaporated at room
temperature, suspended in ethanol 96%, and stored in the
dark at 5°C. The percentage yield of the dry residue was
1.27% wiw.

3.3. Animals. Male Wistar rats weighing 280-360g were
used. They were housed and maintained at room tempera-
ture with day/night cycles of 12 h. They were fed with stand-
ard rodent diet and water ad libitum. We followed the rec-
ommendations of the regulatory standard for the use of
animals issued by the Mexican Ministry of Agriculture in the
paragraph of the Federal Regulations for the Use and Care
of Animals (NOM-062-ZO0O-1999). This research was also
approved by the Institutional Committee for Use of Animals
of the Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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3.4, Diabetes Induction. Diabetes was induced by intraperi-
toneal administration of STZ (45 mg/kg of body weight)
dissolved in citrate buffer (pH 4.5). Control rats were in-
jected with citrate buffer alone. Five days after streptozo-
tocin administration, the glucose levels were determined
to confirm diabetes. Rats exhibiting blood glucose levels
>300 mg/dL were considered for the study.

3.5, Experimental Protocol. Rats were randomly divided into
four groups of six rats. Group I control (vehicle, ethanol
5006), Group II, control + E. carfinae (30 mg/kg of body
weight), Group IIL, diabetic (vehicle, ethanol 50%), Group
IV, diabetic + E carlinae ( 30 mg/kg of body weight). The ex-
tract was given by oral administration using oral gavage. The
treatment was continued daily for 40 days.

3.6. Effects of E Carlinae on Glycemia and Body Weight. Glu-
cose estimation was started just before extract administration
and followed every 5 days using a commercial glucometer
{ Accu-Check Sensor 111 Glucometer) through a puncture in
the tail tip, and animal weight was recorded ata time during
the 40 days.

3.7. Effeces of E. Carlinae on Hematological and Biochemical
Parameters. At 40 days of treatment, the animals were fasted
overnight and sacrificed by decapitation. The blood was col-
lected, and serum was separated and used for biochemical
estimations. The levels of glucose, creatinine, uric acid, total
cholesterol, and triglycerides were estimated spectrophoto-
metrically using a commercial assay kit ( BioSystems, Spain).
Glucose was determined measuring enzymatic oxidation cat-
alyzed through the Trinder reaction [11]. Creatinine was
determined by a kinetic method without deproteinization as
reported by Junge et al. [ 12]. Uric acid was determined by an
enzymatic photometric method using TBHBA (2, 4, 6-tri-
bromide-3-hydroxybenzoic acid). Total cholesterol was de-
termined measuring the enzymatic hydrolysis and oxidation
with the Trinder reaction [ 13]. Triglycerides were determined
by an enzymatic colorimetric method using glycerol-3-phos-
phate oxidase [14]. Whole blood samples were usad for he-
moglobin (Golden Bell, México) and glycosylated hemo-
globin (DiaSys, Germany) determinations using commercial
assay kits.

3.8, Sratistical Analysis. The results were expressed as the
mean + Standard Error (SE) of at least six independent ex-
periments, Statistical significances (P = 0.05) were deter-
mined with Student’s ¢-test using GraphPad Prism 5 soft-
ware,

Changes in the body weight of the rats are presented in
Table 1. In control groups, the extract did not alter the body
weight gain as this parameter increased 31% and 29% at the
end of the treatment in both control and control + E. carlinae
groups, respectively, compared to their initial body weight.
Similarly, no differences in body weight were detected be-
tween diabetic and diabetic + E. carlinae groups throughout
the study.
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Tanie 1: Effect of E. carlinae on body weight and blood glucose.
Body weight (g) Blood ghicose (mg/dL)
Groups Initial  Final Day
(day0) (day40) 0 5 10 15 20 5 a0 35 40

Control 349+4 456410 102+4 109413 92+4 B9+] 93+]13 86+4 9017 74200 B2+4
Control + E. carlinae  317+12 408+17 11+£7 116210 97+4 95+2 105+2 90+4 94+4 84+3 8542
Diabetic 307+15 305x17 551+£20% 423116 411213 549+21 535+£22 580£15 538122 530+30 571229

Diabetic + E. carlinge  298+12 302+14 436+16"

372+14 365+19 475%33 373: 4

41029 405+38 56615 537x27

Values are mean = SE. * P = (.05 versus control group day 0.

Tasie 2: Effect of E aariinae on hemoglobin and glycosylated hemoglobin (HbAlc).

Groups Hemoglobin (mg/dL) Glycosylated hemoglobin (% HbAlc)
Control 16 0.7 332xo007

Control + E. carlinae 16 =0.1 ND

Diabetic 17 205 748 +0.08*

Diabetic + E. carlinae 16 +08 7.34+ 004

Values are mean + SE. * P < (105 versus control grougp.

With regard to blood glucose levels, Table 1 shows the
records taken during the 40 days of treatment with E car-
linae. Tt can be observed a significant increase in glucose
levels in diabetic groups compared with controls at the be-
ginning of treatment. Oral administration of E. carlinae
(30 mg/ kg of body weight) for 40 days showed no reduction
in blood glucose.

Table 2 shows the levels of hemoglobin and glycosylated
hemoglobin in the different groups. The results show that he-
moglobin levels are not affected by treatment with E. carii-
nae. Glycosylated hemoglobin determinations show a signifi-
cant increase in the percentage of glycosylated hemoglobin in
diabetic group compared to control group, and the treatment
with E carlinae did not change this behavior.

Table 3 shows the levels of glucose, creatinine, uric acid,
total cholesterol, and triglycerides in serum of all groups.
It is important to point out that these determinations were
made with animals 12 h fast. The levels of glucose, uric acid,
total cholesterol, and triglycerides in serum were significantly
increased in the diabetic group when compared to control
group. The treatment with E carlinae decreased creatinine,
uric acid, total cholesterol, and triglycerides levels in serum
compared with the diabetic group.

4. Discussion and Conclusions

Oral administration of the ethanolic extract of E. carlinae
was conducted for 40 days in a concentration of 30 mg/kg
of body weight. During the treatment it was observed that
the control group had a weight gain corresponding to age-
appropriate growth (Table 1). In contrast, the diabetic group
showed no weight gain, which is characteristic of this model
of diabetes, and the treatment with E carlinae did not change
this tendency.

Glycemic control is a priority in diabetic patients because
it has relationship with a decrease in microvascular compli-
cations in diabetes [15]. In the measurements made at the
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end of treatment (Table 1), there was no reduction in glucose
level in the groups that received E. carlinae. The glycohemo-
globin (HbA1)is a general term used to describe hemoglobin
that has been modified by the addition of glucose through a
nenenzymatic mechanism, and the HbAlc is one of those
glycosides compounds in particular that reflects average
blood glucose in patient 2 or 3 months before blood col-
lection [16, 17|. According to the United Kingdom Prospec-
tive Diabetes Study (UKPDS), each 1% reduction in glycosy-
lated hemoglobin (HbAIc) was associated with a 37% reduc-
tion in microvascular complications, 18% fewer myocardial
infarction, and 21% fewer diabetes-related deaths [15]. The
results obtained from the measurement of HbAIc (Table 2)
show a clear difference between control (HbAlc 3.32%)
and diabetic (HbAlc 7.48%) group. The diabetic group that
received E. carlinae did not show significant decrease in
HbAlc (HbAlc 7.34%). Based on this and the results from
Table 1, we can conclude that the ethanolic extract E. carlinae
has not hypoglycemic effect. However, it is noteworthy that
many of the plants that have been reported as hypoglycemic
agents are less effective in severe diabetes [ 18], so it may be
necessary to evaluate the extract in another model of diabetes
to rule out completely its possible hypoglycemic action.
Diabetes leads to renal dysfunction [19]. Measurement
of creatinine can be considered as a marker of renal dysfunc-
tion. Our results suggest that the administration of E carlinae
in the diabetic group decreased level of creatinine (Table 3),
probably by improving renal function. The complex patho-
genesis for the development of diabetic nephropathy is not
well understood. One factor that has been associated with
renal and cardiovascular disease is serum uric acid. It has
been found that level of uric acid circulating in the upper end
of normal range concentration is an independent predictor
for development of diabetic nephropathy, which supports the
concept that uric acid may be involved in the pathogenesis
of diabetic microvascular complications [20]. Uric acid level
in the diabetic group is elevated compared to control group
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Tasre 3: Effect of E carlinae on biochemical parameters after oral administration during 40 days.

Groups Glucose (mg/dL)  Creatinine (mg/dL) Uric acid (mg/dL)  Total cholesterol img/dL) Triglvcerides (mg/dL)
Control 85+6 0.59 + 0,02 L40 + 004 59+3 153+ 18
Control + E. carlinae M3 0.56 + 0.01 L17+£026 54+3 128+7
Diabetic 359+ 8 0.48 + 0.06 2.43 £ 050 78 +6* 252 + 19*
Diabetic + E. carlinae 376 £ 21 032 + 0,02+ 110 £0.33* 46 + 6* 115+ 7+

Values are mean + SE of at least n = 6. *P < 0.05 versus control groug; *P' = 0.05 versus diabetic group.

(Table 3). Interestingly, the higher levels of uric acid in |6] P. Meenakshi, R. Bhuvaneshwari, M. A. Rathi et al, “Antidia-

diabetic rats are diminished significantly by the administra- betic activity of ethanclic extract of Zaleva decandm in allox-
tion of E carlinae, which could be related to a delay in the an-induced diabetic rats,” Applied Biochemistry and Biovech-
onset of the complications of diabetes, as has been previously nology, vol. 162, no. 4, pp. 1153-1159, 2010.

suggested [ 20]. Abnormalities in the metabolism of lipids are [7] B. Andallu, A. Vinay Kumar, and N. Varadacharyulu, “Lipid
one of the most frequent complications in diabetes. Among abnormalities in streptozotocin-diabetes: amelioration by
the most common lipid abnormalities is the elevation of morus indica L. cv Suguna leaves.” International Journal of Di-
cholesterol and triglycerides. Hypertriglyceridemia has been abetes in Developing Cotentries, vol. 29, no. 3, pp. 123-128,
identified as a major risk factor for cardiovascular com- 2009,

icati i i i : R. Karuna, S. Reddy, R. Baskar, and D. Saralakumari, “Antiox-
plications [21]. Diabetic group had elevated triglycerides 18l : : .
level compared to control group (Table 3). This increase was idant E:"“;‘ of ;‘I“F‘;‘: m"ﬂ:‘, of t:lﬂir:!rﬁus :ﬂm e:f
normalized by treatment with E carfinae. With regard to FRiR - Inciem Jaenal. o ERarmacoiogy; wvor A1; ne. L P

H . 67, 2009,
total cholesterol level, the treatment with E. carlinae was able (9] A. AndendoCitts and M, Hilaiich, “Meiicia plasts with

to reduce this level (Table 3). Based on our results we con- | | b effact wned i the trest t of disbetes” :
clude that the ethanolic extract of E carlinae has no hypo- nal qfﬁknopk':?maiogy. vol. 99, mm‘?zs-aﬁ "z'm{;f'r
glycemic effect; however, by its hypolipidemic effect it could (1) G, M. A. Bello, Catdlogo de Plantas Medicinales de la Comu-
be used as an adjuvant in the treatment of diabetes. Further nidad Indigena Nuevo San Juan Parangaricutiro, Libro Técnico
studies need to be done to characterize the active compo- no. 4. Campo Experimental Uruapan. CIRPAC. INIFAP, Mi-
nents of the ethanolic extract of E carlinae and its mecha- choacan, Meéxico, 2006,
nism of action. [11] D. Barham and P. Trinder, “An improved colour reagent for
the determination of blood glucose by the oxidase system,” The
Analyst, vol. 97, no. 1151, pp. 142-145, 1972.
Acknowledgments (12] W. Junge, B. Wilke, A. Halabi, and G. Klein, “Determination of
The authors express their gratitude to Q.EB. Rosa Edith ﬁ“::u‘:xd’] fox ’%ﬁ:ﬁ;ﬁrﬁ:‘: mml. fiod
Zavala-Vivanco (Clinical Chemistry Laboratory, Dr. Miguel Jafié method;” Clinica Chimica Acta, vol. 344, no. 1-2, pp. 137-
Silva General Hospital) for loan of the facilities to carry out 148, 2004,
the bmcbamcal determinations. This work was snpponrd'by [13] R. Deegand]. Ziegenhorn, “Kinetic enzymic method for auto-
Mexican Grants from CONACYT (144250 to ASM during mated determination of total cholesterol in serum,” Clinical
his sabbatical ), CIC-UMSNH (2.16, ASM; 2.37, SMA). R. N- Chemistry, vol. 29, no. 10, pp. 17981802, 1983.
Cisneros is a CONACYT fellow. [14] T. G. Cole, S. G. Klotzsch, and 1. McNamara, “Measurement

of triglyceride concentration,” in Handbook of Lipoprotein
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Capitulo 2

El efecto hipolipidémico de Eryngiun carlinae observado en ratas diabéticas es
comparable al de la atorvastatina pero por un mecasmo que no implica inhibicion de la
HMG-CoA reductasa

Resumen

Los pacientes con diabetes mellitus presentarom@gsgo de padecer enfermedades
cardiovasculares ateroesclerdticas derivado deigardiucemia y la carencia de insulina
presentan alteraciones en el metabolismo de lado#ip reflejado como altos niveles de
triacilglicéridos y colesterol de las lipoproteirdes baja densidad (C-LDL) y bajos niveles de
colesterol de las lipoproteinas de alta densidadHDQC) en suero. Previamente se ha
reportado que el extracto etanodlicoElgngium carlinaees capaz de disminuir los niveles de
colesterol total y triacilglicéridos (TAG) en ratdg@béticas. En este estudio se realizdé un
fraccionamiento y un andlisis de la composicionedétacto con la finalidad de identificar los
posibles compuestos responsables del efecto higélipco, ademas se realizaron
determinaciones del perfil de lipidos en sangreeyasalizé la actividad de la HMG-CoA
reductasa y los niveles del receptor para LDL (LpLlo anterior comparandolo con un
farmaco hipolipidémico, la atorvastatina. Los resibs indican que el extracto etandlico de
E. carlinaedisminuye los niveles de TAG, colesterol total,estérol no-HDL y aumenta los
niveles séricos de colesterol-HDL, un efecto simita mayor que el producido por la
atorvastatina. La actividad de la HMG-CoA reductgséos niveles del LDL-r, en ratas
diabéticas no se ven modificados por el consumoertehcto, lo que indica que el efecto
hipolipidémico observado no es a través de la intdib de la biosintesis de colesterol como
lo hace la atorvastatina. Proponemos que el efs@a@ nivel de la absorcidn intestinal, ya que
se ha reportado que uno de los compuestos idewhifec en el extracto, el estigmasterol,

disminuye la absorcion del colesterol de la diéompetir por su absorcion.
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Abstract

Patients with diabetes mellitus are at increase#t of suffering atherosclerotic
cardiovascular diseases. Result of hyperglycemihimsulin deficiencyhave disturbances in
lipid metabolism,as reflected high levels of triacylglycerides (TA@hd low density
lipoprotein-cholesterol (LDL-C) and low levels ofgh density lipoprotein-cholesterol (HDL-
C) in serum. Previously, we reported that the athaxtract ofEryngium carlinaewas able to
normalize the levels of total cholesterol and TAGdiabetic rats. In this study we made a
fractionation and an analysis of the extract cortjpos with the purpose of identifying
potential compounds responsible for hypolipidenifect. Determinations were performed on
blood lipid profile and analyzing the activity ofMG-CoA reductase and the LDL receptor
levels (LDL-r), comparing our results with a hygademic drug, atorvastatin. The results
indicated that the extract &. carlinaedecrease TAG, total cholesterol, non-HDL choledter
and increase HDL cholesterol levels in the seruntewels equal or even higher than those
induced by atorvastatin. The activity of HMG-CoAluetase and LDL-r levels in diabetic rats
were not modified by the extract consumption, iatliny that the hypolipidemic effect
observed is not through the inhibition of the cltdeol biosynthesis as does atorvastatin, but
possibly intestinal absorption level, since it Hasen reported that one of the identified
compounds in the extract, stigmasterol, decreasewetitively the absorption of dietary
cholesterol.
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1. Introduccién

La Diabetes mellitus (DM) engloba un conjunto desdldenes metabdlicos
caracterizados por hiperglucemia crénica como ta&dol de una ausente o inadecuada
secrecion y/o accion de la insulina, siendo ésfeidecia la base para el desarrollo de las
alteraciones en el metabolismo de carbohidratpgldé y proteinas que se presentan en el
diabético [1].

Los pacientes con DM tienen una mayor incidenciardfermedades cardiovasculares
aterosclerdticas, por lo que las anormalidades eretabolismo de lipidos son frecuentes. Los
efectos de la carencia de insulina en el metabolide lipidos se ven reflejados como un
aumento en los niveles de acidos grasos libreagilglicéridos y bajos niveles de colesterol-
HDL (colesterol de las lipoproteinas de alta deajd[2]. Mas del 50% de las muertes
relacionadas con la diabetes estan asociadas complicaciones macrovasculares,
especialmente aterosclerosis. Mudltiples factores rgEsgo estan asociados con la
aterosclerosis, incluyendo hiperglucemia, hipetionia y alteracion del sistema angiotensina
angiotensina [3]. Por lo tanto, el tratamiento pelrpaciente diabético debe ser integral para
reducir los factores de riesgo que asocian la Dlslsyenfermedades cardiovasculares [4], lo
que se lograria con el control de la hipergluceynda la dislipidemia.

No obstante de los avances en el desarrollo decamdntos para controlar a los
pacientes diabéticos, éstos frecuentemente optael gonsumo de plantas medicinales o sus
extractos, ya sea que Unicamente consuman a d8toesio en conjunto con la medicina
alépata, lo cual puede representar un riesgo fobdeecuando se desconocen los compuestos
presentes en la planta y las posibles interaccicme$os medicamentos [5]. Por lo anterior, es
necesario el estudio etnofarmacolégico de las gdamsadas de manera empirica, debido a que
es indispensable tener conocimiento de los efdatasacoldgicos y composicion quimica de
la especie que se consume [6].

Existen reportes acerca de plantas empleadasreadiina tradicional a las cuales se
les ha probado su actividad hipoglucemiante o lppotiante, incluyendo su consumo
paralelo con medicina alopata [Hryngium carlinaeF. Delaroche (Apiaceae=Umbelliferae)

comunmente llamada “hierba del sapo”, es una pkamgaleada de manera tradicional por los
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pacientes diabéticos, quienes la toman en cociosecdmo “agua de uso”. En un estudio
previo se reportd [7] que esta planta no presefeitiae hipoglucémico al ser administrado de
manera oral (30 mg/kg de peso) durante 40 dias tas reiabéticas inducidas con
estreptozotocina (STZ) (45 mg/kg de peso), perpresentd un efecto hipolipidémico al
disminuir los niveles de colesterol y triacilgliciys en las ratas diabéticas, razon por la cual
se considera que puede ser usado como coadyuvastdratamiento de las dislipidemias en
los pacientes diabéticos.

En el presente trabajo se realiz6 un fraccionamignin andlisis de la composicion
guimica del extracto etanodlico @ carlinaecon la finalidad de identificar los compuestos
responsables del efecto hipolipidémico observaeagealizé una determinacion del perfil de
lipidos (colesterol total, colesterol-HDL, colesterno-HDL, triacilglicéridos, indice
aterogénico (lA), apolipoproteina B (Apo B) en sugise analizo la actividad de la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA rectasa), enzima clave en la biosintesis
del colesterol y los niveles de proteina del remepDL (LDL-r), el cual es el encargado de
mediar la endocitosis de las lipoproteinas de dejsidad (LDL), con lo anterior se obtuvo
informacién acerca del mecanismo de accion dehebtdry se compard su efecto con el de la

atorvastatina, un hipolipemiante oral ampliamersizdo.

2. Materiales y Métodos

2.1 Extracto dé&. carlinae

Las plantas deE. carlinae fueron colectadas en la region de Nuevo San Juan
Parangaricutiro, Michoacan, México y un ejemplalalelanta fue depositado en el herbario
de la Facultad de Biologia de la Universidad Midaoea de San Nicolas de Hidalgo (No.
15214). El extracto fue preparado como se repggdigmente [7].

2.2 Fraccionamiento del extracto
Para la separacion de las fracciones del extraetodkco deE. carlinag 500 pl
(1g/ml) del extracto se sometieron a cromatograefiecapa fina, para lo cual se emplearon

placas de vidrio de 20 X 20 cm y 2.5 mm de espesor el gel de silice como absorbente para
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la fase estacionaria (Silica gel 60, Sigma-Aldrigh, Louis, Mo., USA) y para la fase movil
una mezcla de cloroformo:metanol en una propord®@:1 % (v/v). Las placas se corrieron y
se visualizaron con luz ultravioleta (UV) de ondeta (\=254) mediante una lampara (Cole-
Parmer, Vernon Hills, lllinois, USA) para determidas bandas representativas de grupos de
compuestos. Se separaron 6 fracciones en basesepdaacion de grupos de compuestos
visualizados con UV (Anexo 1), las cuales fuerospaalas de las placas, colocadas en un
matraz y extraidas del gel de silice con 5 ml @matabsoluto, mantenidas en agitacion
vigorosa por al menos 8 h vy filtradas (Watman NoPhsteriormente, las fracciones fueron
llevadas a sequedad en rotavapor (temperatura nders®°C). Finalmente, cada fraccion fue
resuspendida en 5Q0 de etanol absoluto con el fin de estandarizar misma concentracion
en gue se encuentra en el extracto completo. Ehawrty las seis fracciones obtenidas se

analizaron por cromatografia de gases acopladpeztesmetria de masas (CG-EM).

2.3 ldentificacion de compuestos del extracto gdianes por CG-EM

Para el analisis cromatografico, se inyectd lutalia extracto o fraccion (1g/ml) en
un cromatégrafo de gases Agilent 6890 acoplado datector de masas selectivo Agilent
5973N, usando una columna capilar Equity 5 Sup@&6om x 0.25 mm x 0.25 pm) (5% de
fenil metil siloxano). La inyeccion fue con un fiuglividido (50:1) a 250 °C y se utilizé helio
como gas acarreador a una velocidad de 1.0 mlhiprograma de la temperatura del horno
fue el siguiente: una temperatura inicial de 50 ¥&guido por una rampa de 13 °C por min
para llegar a una temperatura de 200 °C, y unansegampa de 5 °C nifrpara llegar a 300
°C. El espectrometro de masas se operé a una gatbde flujo de 1ml/min, con un voltaje de
ionizacion a 70eV, a una temperatura de la interfEc250 °C, en modo SCAN y en un rango
de masas de 50-500m/z. La identificacion de lospumstos se llevd a cabo por comparacion
de los espectros obtenidos con los de la bibliotdesional Institute of Standars and
Technology (NIST98) y por comparacion de sus irglig®@vats con los reportados en la
literatura [8]. Los indices de retencidn o indi&essats fueron calculados usando una serie
continua de n-alcanos (C8-C20). La cuantificaci@ lds picos se realiz6 de manera
automatica con el software Environmental ChemStatie Agilent Technologies, usando el

método de area.
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2.4 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar machos con un peso &%0e400 g, las cuales
permanecieron enjauladas y mantenidas a tempematbinte con ciclos luz/oscuridad de 12
h y alimentadas con dieta estandar para roedoreguga ad libitum Se siguieron las
recomendaciones de la norma para el uso de aninexipedido por la Secretaria de
Agricultura en el parrafo de Regulaciones Federpla el Uso de Animales (NOM-062-
Z00-1999). Esta investigacion también fue aprohamtael Comité Institucional para el Uso

de Animales de la Universidad Michoacana de Sapnl&kcde Hidalgo.

2.5 Induccion de la diabetes mellitus

La diabetes experimental fue inducida mediantesyaccion intraperitoneal de STZ
(45 mg/kg de peso) disuelta en buffer de citratd 4p5), dosis Unica, en ratas con un ayuno
previo de 12 h. A las ratas control se les admimighicamente el buffer de citrato. Cinco dias
después de la administracion de estreptozotootnaidieron los niveles de glucosa, las ratas

con glucemia >300 mg/dL fueron empleadas para cordolos grupos diabéticos.

2.6 Disefio experimental

Las ratas fueron divididas al azar en diez grufgisnUmero de ratas para cada
experimento se describe en el pie figura de ladtaatns. Grupo I: Control (durante el periodo
experimental solo recibieron el vehiculo, etand¥%b0Grupo Il: Control +£C30 (durante el
periodo experimental recibieron 30 mg/kg de pedoedtacto etanolico dé&. carlinag.
Grupo llIl: Control +F6EC30 (durante el periodo experimental recibieron lzdién 6 del
extracto etandlico d&. carlinaeen la dosis de 30 mg/kg de peso). Grupo IV: Contro
F6EC3 (durante el periodo experimental recibieron ladién 6 del extracto etandlico @&
carlinae en la dosis de 3 mg/kg de peso). Grupo V: Contrdhtor (durante el periodo
experimental recibieron atorvastatina en una dibesis0 mg/kg de peso). Grupo VI: Diabético
(vehiculo, etanol 50%). Grupo VII: Diabético EC30 (30 mg/kg de peso del extracto
etanolico deE. carlinag. Grupo VIII: Diabético H++6EC30(fraccion 6 del extracto etanolico
deE. carlinaeen la dosis de 30 mg/kg de peso). Grupo IX: Diabét FGEC3(fraccion 6 del

extracto etanolico dE. carlinaeen la dosis de 3 mg/kg de peso), Grupo X: Diabéti@Ator
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(atorvastatina 10 mg/kg de peso). Las ratas degtogos V y X fueron administradas con
atorvastatina (Lipitor, Pfizer) suspendida en agestilada, 10 mg/kg de peso/dia, empleando
una sonda orogastrica para su administracion, Bstma via fue empleada para la
administracion del el extracto y las fraccionestrBtamiento fue administrado una vez cada

dia durante 40 dias.

2.7 Registro del peso corporal, glucemia, consuenagiia y alimento

Durante el periodo experimental diariamente sestegiel consumo de agua y
alimento. Cada cinco dias las ratas fueron pesadas niveles de glucosa fueron medidos
empleando un glucometro comercial (Accu-Check Sehsdslucometer) a través de una

puncién en la punta de la cola.

2.8 Recoleccion de las muestras

Concluidos los 40 dias de tratamiento, las ratasofusacrificadas por decapitacion,
previo ayuno desde la noche anterior. La sangrecdlectada y el suero separado para las
determinaciones bioquimicas. Réapidamente fueromaigits higado y riflones, pesados y
colocados en medio 1 (Manitol 220 mM, Sacarosa ) MOPS 2 mM, EGTA 1 mM, pH
7.4) a 4 °C, para la obtencion de homogenadoscamitirias (higado y rifidon) y microsomas
(higado). Se tomaron muestras del higado, riflop&screas y cerebro se colocaron en
formaldehido al 4% para estudios histopatolégiasstqyiores.

2.9 Determinacién de glucosa, perfil de lipidospoM en suero

Glucosa, colesterol total, triacilglicéridos, caoésl-HDL y Apo B fueron
determinados usando un kit comercial (BioSystenspaBa). La glucosa fue determinada
midiendo la oxidacion enzimatica catalizada a tsadé la reaccion de Trinder [9]. El
colesterol total fue determinado midiendo la oxidac hidrolisis enziméatica con la reaccion
de Trinder [10]. Los triacilglicéridos fueron detenados por un meétodo colorimétrico
usando glicerol-3-fosfato-oxidasa [11]. El colestédiDL, fue determinado
espectrofotométricamente en el sobrenadante deeizlande reaccion, después de que las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de lwgasidad (LDL) fueran precipitadas en
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presencia de fosfotungstato y iones magnesio [13]. Apo B fue determinada por
inmunoturbidimetria empleando anticuerpos antiigppproteina B [13]. El indice aterogénico
(colesterol total/c-HDL) [14] y el colesterol no-HD(colesterol total - c-HDL) fueron

calculados [15].

2.10 Preparacion de microsomas de higado

El higado fue homogenizado a 4 °C en medio 1 emgkeain homogenizador de
vidrio con vastago de teflon impulsado con un motars microsomas fueron preparados
siguiendo el método descrito por Honetal. [16] con algunas modificaciones como se
describe a continuacion. EI homogenado fue cegaio a 2,000 rpm (centrifuga Beckman
J2-MC) por 10 min y el sobrenadante fue centrifegad 7,500 rpm por 10 min. El
sobrenadante de la centrifugacion de 7,500 rpnedu&ifugado a 32,600 rpm (ultracentrifuga
Beckman L-80) por 90 min a 4 °C y el precipitada¢tion microsomal) fue resuspendido en
medio 2 (Sacarosa 100 mM, KCI 50 mM, D, 40 mM y EDTA 30 mM; pH 7.2) y
repartido en alicuotas a las cuales se les adiddfiba una concentracion final de 10 mM y
se almacenaron a -20 °C hasta su uso. La concémrade proteina en la muestras de

microsomas fue determinado por el método de Lowry. [

2.11 Medicion de la actividad de la enzima HMG-Qeductasa

El ensayo fue realizado empleando un método egpetttmétrico descrito por
Edwardset al.[18] con algunas modificaciones para su optimizaci®s microsomas fueron
descongelados a 37°C antes de adicionar un volugnahde glicerol 50% en medio 3 (medio
2 mas DTT 10 mM) precalentado a 37 °C. La susparfsi® homogeneizada y luego incubada
a 37°C durante 60 min. La suspension fue diluida weces con medio 3 precalentado a 37°C
para dar una concentracion final del glicerol d8%8. nuevamente homogeneizada y
centrifugada a 32,600 rpm (ultracentrifuga BeckmaB0) por 60 min a 25°C. El
sobrenadante que contenia la enzima HMG-CoA resactmlubilizada, fue separado y
empleado de inmediato para el andlisis de la detivi La actividad de la HMG-CoA
reductasa fue determinada a 37°C en un volumenl @wéa 1 mL empleando un

espectrofotometro (Perkin ElImer Lamda 18). La lamjide la celda fue de 1 cm. La
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velocidad de oxidacion del NADPH fue inicialmenttatminada en ausencia de HMG-CoA y
este valor fue restado del obtenido con ambosatastrEl medio 4 (KCl 20 mM, KiPO, 160
mMy EDTA4 mMy DTT 10 mM; pH 6.8) junto con NADPBl2 mM y RS-HMG-CoA 0.1
mM, fueron usados para medir la actividad. Una aohide actividad de la enzima es definida
como la cantidad requerida para oxidar 2 nmoleNAIBPH por minuto, y es equivalente a la

sintesis de 1 nmol de mevalonato por minuto.

2.12 Inmunodeteccion del LDL-r

Para la inmunodeteccion del LDL-r, la pastilla rmggmal fue resuspendida en medio
de lisis-SDS (Tris-HCI 10 mM, pH 6.8, SDS 1% (w/MgaCl 100 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1
mM). Una alicuota fue utilizada para medir la coricgcion de proteina. Un volumen
correspondiente a 45 ug de proteina fue mezcladaunogual volumen de medio 5 (Tris-
HCI, pH=6.8, SDS 15%, urea 8 M, glicerol10% (v/)TT 100 mM). A la mezcla anterior
fueron adicionados 6 pl de buffer de carga (SDS,122al de bromofenol 0.02%, glicerol
30%, Tris-HCI 0.15 mM, pH 6.8}-mercaptoetanol 6%). La mezcla se incub6 por 20 anin
37°C y sometida a SDS-PAGE 10%. Una vez separafagrbteinas, se transfirieron a
membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno) eegrido un equipo de transferencia
hameda (Bio-Rad) durante 60 min a 100 V. Postegaits) las membranas fueron bloqueadas
con TBS-leche no grasa 5%, durante 1 h a temparambiente en agitacion continua.
Posteriormente, las membranas fueron incubadaslcanticuerpo policlonal de cabra anti-
LDLr (goat-polyclonal-IgG, Santa Cruz Biotechnoldpgn TBS-leche 5% (1:1,000) toda la
noche en agitacion continua a 4°C. Las membraresriuavadas 3 veces con TBS durante
10 min y se incubaron con el anticuerpo secundartelgG acoplado a peroxidasa (donkey
anti-goat 1gG-HRP, Santa Cruz Biotechnology) en I&%e 5% (1:2,000) durante 2 h. Las
membranas se lavaron 3 veces con TBS durante 1Q_minteraccion antigeno-anticuerpo se
determiné mediante quimioluminiscencia (Wester tigt Luminol Reagent; Santa Cruz
Biotechnology), las membranas se expusieron panpixs variados de 30 s a 10 min. Las
peliculas se digitalizaron con ayuda de un escd&ipmon Stylus TX130 (Epson) y la
intensidad de las bandas fueron determinadas eng@aa software de andlisis de imagenes
(Imaged).
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2.13 Andlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + Estandar (EE). La significancia
estadistica (p<0.5) fue determinada con una prtoiet@ Student empleando el software
GraphPad Prism 5.

3. Resultados y Discusion

3.1 Composicidon quimica del extracto etandlic&Edearlinae

Para conocer la composicion quimica del extrataoico deE. carlinae, éste fue
separado por cromatografia en capa fina y los cestps identificados por CG-EM. Se
identificaron 9 compuestos mayoritarios, los cuases enlistan en la Cuadro 1. Un

cromatograma representativo del extracto etandide. carlinaese muestra en el Anexo 2.

Cuadro 1. Separacion e identificacion de los compuestos nitayios presentes en el
extracto etandlico dE. carlinaepor CG-EM.

No. 2 Compuestos % de Abundancia

1 1322.14 elemeno 1.61

2 1387.28 humuleno 2.81

3 1419.60 B-selineno 26.04

4 1426.97 a-selineno 17.54

5 1432.42 a-cedreno 1.10

6 1473.13 elemol 1.78

7 1857.16 acido palmitico 14.43

8 2056.88 acido estearico 14.54

9 3113.35 estigmasterol 2.12

a: Indice de Retencién Kovats.

Las seis fracciones obtenidas del extractg.dearlinaefueron analizadas por CG-EM,
sin embargo, la abundancia de los compuestos fyebaja en las primeras cinco fracciones y

s6lo la fraccion seisFB) presentd algunos de los compuestos identificadosl eextracto
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completo B-selineno,a-selineno y estigmasterol), probablemente pordaité empleada no
fueron detectados mas compuestos, por esta radériadraccion E6) fue administrada a las
ratas diabéticas en dos dosis 30 mg/dl y 3 mg/dip@s identificados com&6EC30y
F6EC3 respectivamente), se probd una dosis de 3 mgadhue como se trataba de una
fraccion los compuestos podrian estar muy cona#wdgrg provocar un efecto toxico en las
ratas.

De los compuestos identificados en el extractoditamdeE. carlinag se ha reportado
gue el elemeno tiene un efecto antiproliferativbredas ceélulas de carcinoma renal [19] lo
gue ha conllevado a que se busque la mejor pres@mtarmacoldgica de administrarlo [20]
En estudios realizados en ratas con una dietemltalesterol, a las cuales se les administro el
aceite esencial dBendropanax morbiferd_eveille, mostraron una mejora en el perfil de
lipidos, el andlisis cromatografico identific6 demmeno como principal constituyente del
aceite esencial [21].

El humuleno es un sesquiterpeno con actividad rdlatinatoria [22], que ha sido
probado en un modelo experimental de inflamaciérgaa de las vias respiratorias [23], pero
el efecto sobre el perfil de lipidos no ha sidoorgo. El selineno y ek-cedreno, por
separado, se reportan como componentes mayoritad@®s extractos con actividad
antimicrobiana [24-26]. El elemol ha sido probadono repelente de las garrapate®des
scapularisy Amblyomma americanuf@7].

El &cido palmitico y el &cido estearico son dosl@igrasos saturados ampliamente
distribuidos en la dieta. Su presencia se relacimmaniveles elevados de colesterol en suero
[28]. El acido estearico a diferencia de otros é@gigrasos saturados como el acido palmitico,
no eleva los niveles de colesterol en suero nidlsolesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (colesterol-LDL). Estudios en animaleslat®ratorio y en seres humanos han
evidenciado que el acido esteérico es transformapliolamente en acido oleico [29]. Otros
estudios reportan que el estigmasterol reduceil@tes de colesterol en plasma a través de la
inhibicion de su sintesis hepatica y su absorcidastinal [30], por lo que, junto con el
elemeno, son los compuestos que probablemente easté@cionado con el efecto

hipolipidémico encontrado en el extractoElecarlinae
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3.2 Efecto deEC30Q F6EC30y F6EC3 sobre la ganancia de peso, consumo de agua y
alimento e indice de eficiencia alimenticia

Los cambios en el peso de los animales fuerostragos y se muestran en la Cuadro
2. Los grupos controles presentaron una ganancjgese que fue mayor para el grupo que
consumié F6EC30 (33%) y la menor ganancia fue ohder para el grupo que consumio
atorvastatina (23%). Una tendencia similar se pitésen los grupos diabéticos, solo que en la
mayoria no hay ganancia sino pérdida de peso. lgogdiabético + F6EC30 tuvo una
ganancia del 1% vy el grupo diabético que consunadvastatina tuvo la mayor pérdida de
peso (6%). Con estos resultados, se asume quedalgp&e peso observada en los grupos
diabéticos indica un buen establecimiento del nmdel diabetes. La mayor pérdida de peso
(o menor ganancia) observada en los grupos quelco@®n atorvastatina coincide con otros
reportes donde la ésta al ser administrada ducaiite semanas a conejos normales provoca
una reduccién de peso [31], sin embargo, el eféetta atorvastatina puede ser complejo, ya
gue se ha reportado que previene la pérdida degoegocada por la diabetes [32].

El consumo de agua fue similar entre grupos cargroEn el grupo diabético, el
consumo de agua fue mayor comparado con los cest(®t0.05). En los grupos diabéticos
gue recibieron cualquiera EC30, FEEC30, F6EC3 ovastatina, el consumo fue aumentado
significativamentef<0.05) en comparacion con el grupo diabético sitaimiento. La misma
tendencia fue observada en el consumo de alimahtgrupo diabético consumié mas
alimento que el control normgb<0.05), datos que también corroboran el establecitoide
la condicion diabética. De igual manera, los grupas recibieron cualquiera EC30, F6EC30,
F6EC3 o atorvastatina aumentaron el consumo deealoycomparado con el grupo diabético
sin tratamiento §<0.05). Sin embargo, aunque las ratas diabéticasucaeran mayor
cantidad de alimento, el indice de eficiencia afitivéa es bajo, siendo negativo en las ratas
diabéticas (Cuadro 2), lo que indica que no haywmhamiento de la gran cantidad de
alimento que consumen debido a la condicion diehgtademas, esta diferencia en el
consumo de alimento en las ratas diabéticas pwda sesponsable del aumento visto en los

lipidos del suero.
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Cuadro 2. Efecto deEC3Q F6EC30y F6EC3sobre el consumo de agua, alimento, IEA y por¢emnka ganancia de peso al término

de la administracion oral durante 40 dias.

Peso inicial Peso Ganancia Consumo Consumo indice
Grupo (9) final de peso de agua de alimento Eficiencia
(9) (%) (ml/rata/dia) (g/rata/dia) Alimenticia
Control 343+16 451+17 31 25.2+0.3 41+1 0.095
Control + EC30 338114 437+26 29 25.0+0.3 3316 0.088
Control + FGEC30 328+08 441+06 33 25.1+04 44+1 98.0
Control + FGEC3 336+14 428+13 27 26.0+£0.3 50+1 0.079
Control + Ator 332119 415425 23 26.4+0.6 51+2 0.070
Diabético 304+12 297109 -2 46.3+0.8 1804 -0.004
Diabético + EC30 292+11 276111 -4 48.6+0.6* 194+4* -0.006
Diabético + FEGEC30 300+08 303+11 1 50.0+0.8* 201+4* 0.002
Diabético + F6EC3 381+20 389126 -4 56.0+1.3* 236+6* -0.007
Diabético + Ator 335+15 314424 -6 55.2+0.8* 239+4* -0.009

Los datos representan la media £ EE. Grupos destrz=4-12, grupos diabéticos n=4-15

EC30: representa el extracto etandlicddearlinaeen una dosis de 30 mg/kg de peso.

F630: representa la fraccion 6 del extracto etaad@eE. carlinaeen una dosis de 30 mg/kg de peso.
F63: representa la fraccion 6 del extracto etaod@iE. carlinae en una dosis de 3 mg/kg de peso.
Ator: representa Atorvastatina administrada endosas de 10 mg/kg de peso.

indice de Eficiencia Alimenticia: representa consuie alimento (g)/ganancia de peso (g)

+p<0.05vs. grupo control
*p<0.05vs.grupo diabético
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3.3 Efecto d&EC3Q F6EC30y F6EC3sobre la glucosa, el perfil de lipidos y la Apo B

La induccién de la diabetes experimental fue cordda por los niveles elevados de
glucosa que presentaron los grupos diabéticos yocsenreporté previamente [7]. El
tratamiento durante 40 dias con el extractoEdecarlinae no modifica los niveles de
glucemia. En este estudio, la administracion F&=C30 y F6EC3 tampoco tuvieron
eficacia para reducir los niveles de glucosa emgrea(Cuadro 3), y en el caso del grupo
diabético que recibié atorvastatina los niveles gligcemia aumentaronp€0.05). Al
respecto, existen pocas evidencias de que la atatirm realmente deteriore el
metabolismo de la glucosa en los pacientes diatios estudios en este sentido son
limitados [33].

El efecto de la administracion @&C3Q F6EC3Q F6EC3y atorvastatina sobre el
perfil de lipidos y Apo B se muestran en la CuaBlr&cn este estudio el aumento en los
niveles de glucosa en el grupo diabético va acoagmide un aumento en los niveles de
triacilglicéridos y una disminucién en el colestddL (p<0.05), lo que se ve reflejado
con un indice aterdgenico elevado de 6 (colestetal/colesterol-HDL) y por lo tanto, un
mayor riesgo de padecer algun evento cardiovasf38at.

Como previamente se reportd, el tratamiento corexttacto deE. carlinae
disminuye los niveles de colesterol total y trigibdéridos [7]. En este estudio, se demostro
gue también es capaz de disminuir el colesterol-lyplaumentar el colesterol-HDL
(p<0.05) lo que se ve reflejado como una disminueidr| indice aterogénico (3) a niveles
deseables y por tanto también disminuyen las pildiadles de padecer algin evento
cardiovascular. Estos efectos fueron comparables los producidos por el farmaco
atorvastatina que también presento en el gruporastnaido un indice aterogénico deseable
(3).

En los grupos controles sin o con tratamiem®EC30y FEEC3J presentaron un
indice aterogénico bajo (2-3) ya que sus nivelesotisterol total y colesterol no-HDL son
bajos, por lo tanto, no estan en riesgo de presantavento cardiovascular. El incremento
en los niveles de TAG en los grupos contrdi&EC30y F6EC3 puede ser debido al
aumento en la cantidad de alimento ingerido en epagidn con los otros grupos

controles.

RUTH NORIEGA CISNEROS 11QB
39



Cuadro 3. Efecto deEC30Q F6EC30y F6EC3sobre la glucosa y el perfil de lipidos al térmileola administracion durante 40 dias.

Concentracion (mg/dl)

Grupo 1A
Glucosa Colesterol Triacilglicéridos Colesterol- Colesterol-no Apo B
Total HDL HDL

Control 7616 6813 6313 2241 4716 1241 3
Control + EC30 7814 66+6 4616 20+1 45+7 14+4 3
Control + FGEC30 7311 44+4 7616 21+1 2414 ND 2
Control + F6EC3 5149 27+4 109+6 15+2" 1143 ND 2
Control + Ator 74+18 30+18 112+171 1547 16+9" 12+3 2
Diabético 397430 7417 224+40 1342 61+7 10£10 6
Diabético + EC30 373127 55+4* 123+23* 20+2* 35+4* 1242 3
Diabético + FBEC30  452+29 6619 127+19 18+2 49+7 ND 4
Diabético + FGEC3 39780 57+13 156+15 20+2* 3719 ND 3
Diabético + Ator 564+69* 47+14 14145 15+2 32+8* 1145 3

Los datos representan la media = EE. Grupos damt®12, grupos diabéticos n=3-15, Apo B grupdéteco n=2.
EC30: representa el extracto etandlicddearlinaeen una dosis de 30 mg/kg de peso.

F630: representa la fraccion 6 del extracto etaad@eE. carlinaeen una dosis de 30 mg/kg de peso.

F63: representa la fraccion 6 del extracto etaod@eE. carlinaeen una dosis de 3 mg/kg de peso.

Ator: representa Atorvastatina administrada endosas de 10 mg/kg de peso.

IA (Indice Aterogénicp colesterol total/HDL-colesterol.

+p<0.05 comparado con el grupo contrgd<®.05 comparado con el grupo diabético.

ND: no determinado
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La elevacion de los triacilglicéridos observadoekgrupo diabético sin tratamiento
(Cuadro 3), puede ser debido a que por la conditigdnética que genera una incapacidad
de aprovechar los carbohidratos provoca un aunenta lipdlisis en tejido adiposo y por
lo tanto, mayor cantidad de triacilglicéridos clemtes. La reduccion observada de
triacilglicéridos puede verse favorecida si la ad de Apo B, esencial para la formacion
de VLDL, se ve disminuida, pero queda por defirdrque en este estudio el nimero de
muestras no fue suficiente.

El colesterol no-HDL (calculado de la resta delestdrol-HDL al colesterol total),
representa el colesterol contenido en las VLDL, PILDL y su estimacion es usada
cuando no se determina Apo B [34]. En nuestro éseldyrupo diabético mostré un mayor
nivel de colesterol no-HDL vy el tratamiento con BA8 disminuyd <0.05). Esta misma
tendencia se observé en el grupo diabético queuotinsatorvastatingp0.05), lo que nos
puede indicar que el efecto del consumo de EC3@epureplicar una menor secrecion de
VLDL por parte del higado o en una mayor captaciérLDL por parte del mismo. Los
grupos diabéticos que consumierdt6EC30 y F6EC3 no mostraron disminucion
significativa en los niveles de colesterol no-HOla falta de efecto observada en los
grupos que consumieron las fracciones puede s&talaljue compuestos necesarios para
gue el extracto lleve a cabo su efecto no est&eptes en ellas.

Aunque generalmente se considera que los nivelesldsterol-LDL deben ser el
blanco terapéutico para controlar la dislipidemragucir el riesgo cardiovascular, estudios
epidemioldgicos han demostrado que el colesterdiDb y la Apo B, pueden ser mejores
predictores de eventos cardiovasculares [35, 26fjue la determinacion de Apo B podria
evidenciar individuos con elevado riesgo de didkpnia como consecuencia de los
elevados niveles de Apo B [35].

La Apo B es la principal molécula proteica de I&_LIDL y VLDL, por lo que la
determinacion de su concentracion nos da una estimde la cantidad de estas particulas
en el suero y no uUnicamente de las LDL. En el mtesestudio no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos @rsiy tratamientos (Cuadro 3), lo que podria
indicar que el consumo deC30 mas que disminuir el nimero de lipoproteinas que s

secretadas por el higado puede estar afectandintalad de colesterol presente en cada
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una de ellas. Cabe mencionar que para el grupetitabsin tratamiento, el error estandar
obtenido no permite asegurar completamente queotaicon diabética no elevo los
niveles de Apo B como se ha reportado en algunassiigaciones [35a], por lo que se

considera necesario llevar a cabo mas determinesion

3.4 Efecto d&=C30sobre la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa

La enzima microsomal HMG-CoA reductasa catalizasilatesis de mevalonato,
precursor metabolico del colesterol, este es & pastante en la biosintesis de colesterol
[35b], de ahi que sea utilizado como blanco terap@u_as estatinas son inhibidores de la
HMG-CoA reductasa. Actualmente, son ampliamentedasgara bajar los niveles de
colesterol a través de la disminucion de su swtgsial incremento del nimero de
receptores de LDL tanto a nivel hepatico como é@efpatico, lo que da lugar a un
incremento de la absorcion y del catabolismo de .Lbh este estudio, la atorvastatina fue
administrada a un grupo control y un grupo diabétgara comparar su efecto sobre la
HMG-CoA reductasa con la del extracto He carlinae Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 1.

Como se puede observar, tanto en grupos controtes en diabéticos que recibieron
el extracto deéE. carlinaedurante 40 dias, no se presentaron modificacisigegficativas
en la actividad de la enzima HMG-CoA, lo que swgique el efecto hipolipemiante del
extracto deE. carlinaeno es a traves de la reduccion de la actividath @gmzima HMG-
CoA reductasa y por consecuencia de la sintesisldsterol, es necesario considerar otros
posibles blancos de accion, como la inhibicionadaldsorcion intestinal de colesterol, por
ejemplo. Aunque no es significativo, parece halbeaumento en la actividad de la enzima
HMG-CoA reductasa en el grupo de ratas diabéticeasopnsume el extracto, esto puede
ser debido a un mecanismo compensatorio a la regsuen la absorcion del colesterol
proveniente de la dieta debido a compuestos pesentel extracto como el estigmasterol,
lo cual ha sido reportado [30].

Por otra parte, cabe resaltar que tanto el gruptralacomo el diabético que recibio

atorvastatina durante 40 dias tuvieron una disnonusignificativa p<0.05) en la

actividad de la enzima (Fig. 1), lo que correspagld®ecanismo de accion de las estatinas
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a través del cual disminuyen los niveles de calekt cual es observado en este trabajo.
Se ha reportado que la atorvastatina tiene uncefeotongado inhibiendo la biosintesis de

colesterol comparado con otras estatinas.

e
QN

(mmol mevalonato
mint mg? prot)
D
|

4_
2- . .
O_ [ ] I 1
EC30 - + - - + _
Ator - - + - - +
Control Diabético

Fig. 1. Efecto deEC30 sobre la actividad de la enzima HMG-CoA reductasaen
microsomas de higado de rataLos diferentes grupos de ratas fueron tratadoseton
extracto etandlico deE. carlinae o con atorvastatina durante 40 dias, al final del
tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y ehdidgempleado para la obtencién de
microsomas que fueron utilizados para la deternnade la actividad enzimatica. Los
datos son la media + EE. n=3H#C30: extracto etandlico d&. carlinae (30mg/kg de
peso). Ator: atorvastatina (10 mg/kg de pesp¥0t05 vs. control sin tratamientgp<0.05

vs. diabético sin tratamiento.

3.5 Efecto d&=C30sobre el nivel de proteina del receptor LDL

En la Figura 2se observa que los niveles del receptor LDL hepatic varian
significativamente en las ratas tanto controles a@odiabéticas que recibieron la
administracion del extracto de carlinaedurante 40 dias, lo que sugiere que la forma de

actuar del extracto no es a través de la modificaen el nUmero de receptores que captan
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a las LDL reduciendo el colesterol circulante. Rotanto, es necesario explorar mas los

puntos de regulacion que pudieran estar siendofitadids al administrar el extracto.

0.54

receptor LDL/actina
(intensidad x areal/intensidad x area)

7§

0.0-

EC30 -
Ator -

Wi,

Control Diabético

LDLT e — 160 kba

Actina i‘- '- . 25kDa

Fig. 2. Efecto deEC30sobre los niveles del receptor LDL en microsomasechigado de
rata. Analisis densitométrico y Western blot represevidade los niveles del receptor LDL
(LDL-r) hepatico de los grupos control y diabéti¢ados con el extracto etandlicokle
carlinae (EC30 o con atorvastatina (Ator) durante 40 dias. Abfidel tratamiento, las
ratas fueron sacrificadas y el higado empleadolpavhtencion de microsomas que fueron
utilizados para la determinacion de los nivelesrdeéptor LDL. Los datos son la media
EE de al menos tres experimentos independieBte3Q extracto etandlico dE. carlinae
(30mg/kg de peso). Ator: atorvastatina (10 mg/kg p#so). $<0.05 vs. control sin
tratamiento. La cuantificacion de proteina del péme fue calculada por analisis
densitométrico normalizando con la cantidad denaajue sirvié de estandar interno.

En cuanto a los grupos que tomaron atorvastatineede observarse una

disminucion significativa de la cantidad de losemores en el grupo contrg<0.05) y
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aungue la tendencia es similar en el grupo diatdcdisminucion no es significativa (Fig.
2). Cabe mencionar que por un tiempo fue considegae la eficacia de las estatinas para
bajar los niveles de colesterol era debida a swaadpd de retirar del suero las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) a través detento en la funcién del receptor LDL
hepéatico [37], sin embargo, en otros reportes sebbarado que la atorvasatina aumenta los
niveles del ARNm del receptor LDL, por lo que inoenta el recambio de receptores, no
de la cantidad de proteina, lo que a su vez auntemi@ptacion de lipoproteinas LDL [38].
Con estos resultados se considera que la dismmucbservada en la cantidad de
receptores LDL en el grupo control que recibio \setatina es consecuencia de la poca
cantidad de colesterol no-HDL circulante.

Resumiendo, el andlisis fitoquimico del extracto Ele carlinae revela como
componentes mayoritarios a seis sesquiterpenosaadss grasos saturados y un esterol.
En conjunto, los sesquiterpenos encontrados hao sihcionados con actividades
antiproliferativas, antiinflamatorias y antimicrabas [19-26]. De los dos acidos grasos
encontrados, no hay evidencia de que puedan mejbparfil lipidico, por el contrario, el
acido palmitico es considerado de los mas aterogenPor su parte, el acido estearico se
considera “neutral” en cuanto a su capacidad deifibadla concentracion de colesterol,
especificamente el de las LDL. De los compuestesgmtes en el extracto, el estigmasterol
es el unico del que se ha reportado un mecanisedigminuye lipidos [30].

Tomando en cuenta lo anterior y considerando |gsiltaelos obtenidos en el
tratamiento con el extracto etanolico Be carlinae,el cual no modifica la sintesis de
colesterol a través de la enzima HMG-CoA reductastgmpoco modifica los niveles de
proteina del receptor LDL, que seria otra via dipde la cual el colesterol sanguineo
podria disminuir, se considera que a nivel intestiel estigmasterol, un esterol contenido
en el extracto d&. carlinag puede competir con la absorcion del colestermlgmiente de
la dieta incorporandose en las micelas y desplazahdaolesterol y siendo pobremente
absorbido [30], disminuyendo de esta manera loslesvde colesterol incorporados. Se ha
reportado que el estigmasterol también suprimeirigesis hepética de colesterol y de
acidos biliares. En esta investigacion, tal efewtose presentd, posiblemente, porque en

este estudio se administré en conjunto con demapwestos del extracto @& carlinae y

RUTH NORIEGA CISNEROS 11QB
45



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA, HIPOLIPIDEMICA Y ANTIOXIDANTE DE Eryngium
carlinae EN RATAS DIABETICAS

en el reporte se administré estigmasterol purificg]. Las fracciones probadBSEC30
y FBEC3no mostraron el mismo efecto debido posiblemerdaeatenian menor cantidad

de estigmasterol que el extracto completo.

4. Conclusion

El extracto etandlico dé&. carlinae cuando es administrado por 40 dias a ratas
diabéticas inducidas con STZ, es capaz de dismilagirniveles de triacilglicéridos,
colesterol total, colesterol no-HDL y de aumentar hiveles séricos de colesterol-HDL en
magnitud similar o aiin mejor que la atorvastatioaue se refleja como una disminucion
en el indice aterogénico. EI mecanismo de accidnedtacto difiere con el de la
atorvastatina ya que no actta sobre la HMG-CoA aeda. Los efectos benéficos del
extracto etandlico dE. carlinaepueden ser atribuidos a su contenido de estigrofsad

competir con el colesterol de la dieta por su atiéorintestinal.

5. Anexos

Frente de corrida $ 1 ¢m

Fraccion 6 (F6) } cm

Fraccion 5 (F5)

Fraccion 4 (F4)

| Fraccion 3 (F3)

Fraccion 2 (F2)

Fraccion 1 (F1)

Aplicacion de la muestra

Anexo 1.Esquema del método de separacion del extracto &e carlinae.El extracto fue
separado por cromatografia en capa fina en plaeag0d20 cm. Las bandas fueron
visualizadas empleado luz UV de onda coita264) y se obtuvieron seis fracciones.
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Anexo 2.Cromatograma representativo del andlisis del extrao etanodlico deE. carlinae El analisis cromatogréfico fue realizado
bajo las condiciones descritas en el apartado deerMkes y Métodos. Se indican los picos correspmtes a algunos de los
compuestos mayoritarios identificados.
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Capitulo 3

Evaluacion de la capacidad antioxidanteén vivo ein vitro de Eryngium carlinae

Resumen

Eryngium carlinaees una planta empleada en la medicina tradicipoal los
diabéticos para controlar los niveles de glucosdipidos. Algunos estudios han
corroborado que el extracto etanolicoElecarlinaetiene propiedades hipolipidémicas, sin
embargo, no existen reportes acerca del estudso g@tencial antioxidante. El objetivo de
este estudio fue evaluar la posible actividad atantein vitro de varias preparaciones
acuosas, etandlicas y fraccionesHlecarlinaey compararlas con su efedto vivo. Los
resultados indican que de los extractos probadataedlico muestra la mayor capacidad
antioxidante que cualquiera de sus fracciones @ragaraciones acuosas al eliminar los
radicales DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil) y ABTS (acido 2,2"azinobis-[3
etilbenzotiazolina]-6-sulfonico), probablemente idebal contenido de flavonoides y
fenoles encontrados en las determinaciones de lapasicion del extracto. La
administracion oral del extracto etandlicoElecarlinaea las ratas diabéticas no afecta la
actividad de las enzimas antioxidantes superoxidmutasa y catalasa ni los niveles de
lipoperoxidacion en las mitocondrias de rifion. Adsnse observo que el extracto es capaz
de disminuir los niveles de 6xido nitrico elevadwslas ratas diabéticas en las primeras
etapas de dafio renal. El analisis de los cortewldggcos de rifion, apunta a una
recuperacion parcial de la arquitectura celularri@ones de las ratas diabéticas que
consumieron el extracto etandlico &e carlinae Los resultados de esta investigacion
sugieren que el extracto etandlico Eecarlinaeno tiene el mismo efecta vitro quein
vivo, posiblemente por transformaciones en los compsal extracto al ser consumidos
de manera oral y tiene un efecto protector al dismias alteraciones estructurales que se

desarrollan en el riidn en las primeras etapa®ftepatia diabética.
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Abstract

Eryngium carlinaeis a plant used in traditional medicine by diateetio control
blood glucose and lipids, studies have confirmeat the ethanol extract d&. carlinae
hypolipidemic properties, however, there are noorepon the study of their potential
antioxidant effect. The objective of this study wasevaluate the antioxidant activiiy
vitro of aqueous, ethanolic extracts or fraction€otarlinaeand comparing theirs effect
in vivo. Our results indicate that the extracts analy#eel ethanolic extract whole showed
higher antioxidant capacity than any of its fragiar aqueous preparations by eliminating
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid) radicals, probably due to thetennhof flavonoids and phenols found in
the determinations of extract composition. Oral sxstration of the ethanol extract &f
carlinae to diabetic rats did not affect the activity okthntioxidant enzymes superoxide
dismutase and catalase or the levels of lipid pdation in mitochondria of kidney. It was
observed that the extract is capable of reducimgnikric oxide levels (NO) elevated in
diabetic rats in the early stages of kidney damBRg®al histological observations point to a
partial recovery of cellular architecture in kidsegf diabetic rats that consumed ethanol
extract ofE. carlinae Our results suggest that the ethanol extrad.ofarlinaedoes not
have the same effead vitro thatin vivo, possibly by changes in the compounds of the
extract when consumed orally and has a protecfieeteby reducing structural alterations
developed in the kidney in the early stages ofetiamephropathy.
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1. Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdiige presenta alteraciones en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos y prot®ifiy§. Todos los tipos de DM se
caracterizan por hiperglucemia, la cual es el tadalde una relativa o absoluta deficiencia
en la produccion o accién de la insulina, o deresstencia tejido-selectiva a la misma, lo
gue trae como resultado el desarrollo de las caagbnes microvasculares caracteristicas
de la diabetes como nefropatia, retinopatia y pauia periférica [2]. La diabetes también
se asocia al desarrollo de complicaciones macralaes, como la aceleracion del
desarrollo de ateroesclerosis que afecta impogaarterias que irrigan el corazon, cerebro
y extremidades inferiores [2]. Esto ha conducidodesarrollo tanto de regimenes de
tratamiento intensivo para el diabético, como ddid@s preventivas [3].

Se han descrito cinco mecanismos por los cualbgpé&glucemia causa el dafo y
complicaciones en los tejidos: 1) aumento en ¢b ftle la via de los polioles, 2) aumento
en la formacion de productos finales de glucosilacgvanzada (AGES), 3) incremento en
la expresion del receptor para los AGES vy sus tigamactivadores, 4) activacion de las
isoformas de la proteina cinasa (PK) C y 5) un aumen la actividad de la via de la
hexosamina, sin embargo, las evidencias dispordipestan a que todos estos mecanismos
se desencadenan por un evento en comun, la sotuepion de especies reactivas de
oxigenos (ERO) por la mitocondria a consecuencik deperglucemia [2,4]. Como se ha
mencionado, la nefropatia diabética, es una dedagplicaciones microvasculares mas
frecuentes en los diabéticos, probablemente caysadal estrés oxidativo mitocondrial
gue se produce como resultado de la hiperglucerardoa. Por lo anterior, es importante
encontrar alternativas de tratamiento que no sélergoquen en controlar los niveles de
glucemia, sino también a disminuir el estrés oxidatjue se haya generado como
consecuencia del desequilibrio en los niveles deogla.

El uso de plantas con fines medicinales ha creerdtos ultimos afios, por lo cual
es necesario el estudio cientifico de las propieslagl efectos ocasionados por estas
especies para que su consumo sea se@mmgium carlinaees una planta herbacea
perene, endémica de México y Centroameérica. En omlades de Michoacan, México,

esta planta es usada de manera tradicional enrpog@@es como “agua de uso” y
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consumida por diabéticos, ademas, también es ygadas personas de las comunidades
para tratar la tos, padecimientos estomacaledy pi®stata [5].

Actualmente, no se sabe si el extracto etandlida.dmrlinaetiene algun beneficio
adicional a las personas diabéticas que puedaiaetase con la disminucion del estrés
oxidativo o el aumento de las defensas antioxidayteo sélo ayudar a la disminucion de
los lipidos como ha sido reportado [6]. Tampoco hegortes donde el contenido de
fenoles, flavonoides y su actividad antioxidantgitro hayan sido evaluados.

Por tanto, se consider6 necesario la exploracibefdeto antioxidante del extracto
deE. carlinaein vitro y compararlo con su actividad antioxidamevivo en mitocondrias
de rifién de ratas diabéticas, tomando en cuentagjleemitocondria uno de los principales
sitios de produccion de especies reactivas y si@gldafiones los encargados de desechar
los productos del metabolismo que pudieran estataido a este drgano, el cual también
es de los primeros en presentar falla en una peidiabética.

En el presente estudio, se investigé por primeraevefecto dé. carlinaesobre
marcadores del estado antioxidante en ratas diaéthducidas con estreptozotocina
(STZ), asi como los niveles de lipoperoxidacionghds de oxido nitrico (NO), la actividad
de las enzimas antioxidantes superoxido dismua&d] y catalasa (CAT) y marcadores
de dafio renal. También, se midio la cantidad delésny flavonoides totales, la actividad
antioxidanten vitro por los métodos de DPPHABTS™ de diferentes extractos etandlicos

y acuosos d&. carlinaey sus fracciones.

2. Materiales y Métodos

En este trabajo se estudiaron las posibles progésdantioxidantes de los extractos
deE. carlinaeempleando un analisis vitro y mediante ensayas vivo. En este Ultimse
determino el consumo del extrade E. carlinaeempleando un modelo de ratas diabéticas

y realizando determinaciones en mitocondrias danrif

2.1 Material vegetal y preparacion de los extrad&is. carlinae
Las plantas déE. carlinae fueron colectadas en la region de Nuevo San Juan

Parangaricutiro, Michoacan, México y un ejemplar ldeplanta fue depositado en el
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herbario de la Facultad de Biologia de la Univagidichoacana de San Nicolas de
Hidalgo (No. 15214). El extracto etandlico fue faelo como se reportd previamente [6]
y para su posterior fraccionamiento, se empleédaita descrita en el capitulo 2.
Ejemplares de la planta d& carlinae provenientes de la localidad de Cointzio
(Municipio de Morelia, Michoacan, México) y de lachlidad de Las Ranas (Municipio de
Puruandiro, Michoacan, México) fueron recolectadiasel mes de octubre de 2010. Las
partes aéreas de las plantas se secaron a tennaexatiiente y se pulverizaron; con ellas,
se elaboraron extractos etandlicos siguiendo etopoto previamente reportado [6].
Ademas se elaboraron extractos acuosos como saébgegcontinuacion: 1,000 ml de agua
hirviendo fueron agregados a 100 g de planta pubga, se agitaron y se dejaron reposar
en hielo para atemperar. Se dejaron sedimentaalgonas horas y finalmente el extracto
fue filtrado y almacenado en la oscuridad a 5°Ctehasi uso. Las abreviaturas para
referirnos a los distintos extractos son las sigeEC, Eryngium carlinaeSJ Localidad
Nuevo San Juan Parangaricutik®, localidad Las Rana§;O, localidad Cointziof1-F6.

Fraccién 1-6 del extracto etanélico Hecarlinae

2.2 Experimentosin vitro

2.2.1 Determinacion de fenoles totales

La determinacion de la cantidad de fenoles totaledas muestras fue medida
espectofotométricamente basandose en el métodatdgsar Singleton y Rossi [7], con
algunas modificaciones. A cada una de las mued#aiasxtracto se les agregaron 800 pul de
agua destilada y 100 pl del reactivo de Folin-Gteca se agitaron y se dejaron reposar
durante 8 min. Posteriormente, se les adiciona@onl 5le NaCO; al 20% y después de 1 h
se tomaron lecturas empleando un espectrofotorRetrkin EImer Lambda 18 a 760 nm.
Se usaron soluciones de acido galico (0.5 mg/miy panstruir una curva estandar. Los
resultados fueron expresados como mg equivaleetésido galico por g de extracto (mg
AGA/g extracto).
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2.2.2 Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides en las muestras fuerd@bado empleando el método
descrito por Liuet al. [8] con modificaciones para optimizacion. A las astas
previamente preparadas se les adicionaron 1,288 pgua destilada y 75 pl de NaN4D
5% y se dejaron reposar por 6 min. Posteriormeaat@dicionaron 150 pl de Al 10%
y se dejaron reposar por 5 min mas. Transcurridiemipo se adicionaron 500 pl de NaOH
1My se completaron con agua destilada a un voluimahde 2,500 pl. La absorbencia de
las muestras fue medida a 510 nm empleando unte&petro Perkin Elmer Lambda 18
antes de que transcurrieran 30 min. Diferentesmehes de una solucion de catequina (0.1
mg/ml) fueron medidas bajo las mismas condiciohes.resultados son expresados como

mg de catequina por g de extracto (mg catequindrgao).

2.2.3 Determinacion de la actividad antioxidantelake extractos dé. carlinae por el
método de DPPH

La actividad antioxidante de los extractos fue exdh en base a la capacidad de
eliminar el radical libre 2,2-difenil-2-picrilhided (DPPH) en base al método descrito por
Brand-Williamset al. [9] con modificaciones para adaptarlo a nuestraglicanes. Las
soluciones de los extractos fueron mezcladas cda®01ll de la solucion metandlica de
DPPH 1 mM. Las muestras fueron incubadas por 30 aniemperatura ambiente y la
absorbencia fue medida a 517 nm empleando un edpetto Perkin EImer Lambda 18.
Las diferencias en absorbencia entre la muestrh oprérol (DPPH en etanol) fueron
calculadas y expresadas como % de atrapamientaadétal DPPH. Se emplearon

soluciones de acido galico y catequina como esténate referencia.

2.2.4 Determinacion de la capacidad antioxidantéodeextractos dé&. carlinae por el
método ABTS

La capacidad de atrapamiento de los radicalesslitore evaluada por el método del
radical ABTS (acido 2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulféo)j desarrollado por Ret
al. [10], indicado para emplearse con compuestos idorcomo los extractos de éste
estudio, adaptado a la metodologia descrita pokd&ks et al. [11], con modificaciones.

RUTH NORIEGA CISNEROS 11QB
58



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA, HIPOLIPIDEMICA Y ANTIOXIDANTE DE Eryngium
carlinae EN RATAS DIABETICAS

Para la preparacion del radical ABTS$e hizo reaccionar persulfato de potasio (2.45 mM
con ABTS (7mM). La mezcla se cubrié completamerge dej6é en agitacion por al menos
16 h a temperatura ambiente para permitir la forbmadel radical. Transcurrido este
tiempo, 150 pl del radical ABTSfueron diluidos con 15 ml de etanol absoluto ervasp
cubierto con papel aluminio, para obtener una &lesmia de 0.7+0.02, se registro la
absorbencia inicial y en la misma celda se anadi&foul del extracto a probar diluido en
etanol absoluto. La mezcla se agitdé cuidadosamestecomenzoé a leer la absorbencia a
754 nm empleando un espectrémetro Perkin Elmer damiB, se tomaron lecturas a 1 min
y 6 min después de iniciar la reaccion. Se realiz curva estandar con Trolox disuelto en
etanol (10 mM) con el mismo procedimiento para rtrassy estandares. Los resultados

fueron expresados como CAET (capacidad antioxideouev/alente a Trolox).

2.3 Experimentosin vivo

2.3.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar machos con un peso 29400 g, las cuales fueron
mantenidas a temperatura ambiente con ciclos lewosd de 12 h y alimentadas con
dieta estandar para roedores y agdalibitum Se siguieron las recomendaciones de la
norma para el uso de animales expedido por la Be@ale Agricultura en el parrafo de
Regulaciones Federales para el Uso de Animales (#624Z00-1999). Esta
investigacion también fue aprobada por el Comiséitircional para el Uso de Animales de

la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

2.3.2 Induccion de la diabetes mellitus

La diabetes fue inducida mediante la inyecciéraperitoneal de STZ (45 mg/kg de
peso) disuelta en buffer de citrato (pH 4.5), dasiga, en ratas con un ayuno previo de 12
h. A las ratas control se les administré Unicamehtauffer de citrato. Cinco dias después
de la administracion de STZ, se midieron los nwele glucosa, las ratas con glucemia

>300 mg/dl fueron empleadas para conformar losaguabéticos.
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2.3.3 Disefo experimental

Las ratas fueron divididas al azar en cuatro grupgbswimero de ratas de cada
grupo se indica en el pie de figura de cada redult&rupo I: control (vehiculo, etanol al
50%). Grupo II: control 4E. carlinae (30 mg/kg de peso). Grupo llI: diabético (vehigulo
etanol al 50%). Grupo IV: diabético E. carlinae (30 mg/kg de peso). El extracto
administrado a los grupos control 1l y diabéticq 8érresponde al extracto etandlicoEle
carlinae preparado a partir de la planta colectada en dalitad de Nuevo San Juan
Parangaricutiro, Michoacan, México, extracto emgbeaen los procedimiento
experimentales de los dos primeros capitulos. Ebeto deE.carlinae fue administrado

diariamente durante 40 dias empleando una sondagirita.

2.3.4 Recolecciéon de muestras

Concluidos los 40 dias de tratamiento, las rataofusacrificadas por decapitacion,
previo ayuno desde la noche anterior. Rapidamseatextrajeron el higado y los rifiones, se
pesaron y los riflones se colocaron en medio 1 {@la220 mM, Sacarosa 70 mM, MOPS
2 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4) a 4 °C, para la obtenca® mitocondrias. El higado fue

empleado en determinaciones posteriores.

2.3.5 Aislamiento de mitocondrias de rifién

Las mitocondrias de rifion fueron aisladas emplealeddécnica descrita por
Saavedra-Molingy Devlin [12] con modificaciones para adecuar a nuestrasliciones.
Una vez obtenidos los rifiones y colocados en mé&di 4°C, fueron homogeneizados
empleando un homogenizador de vidrio con vastageftn impulsado con un motor. El
homogenado fue centrifugado a 2,000 rpm (centrildgekman J2-MC) por 10 min, el
sobrenadante fue centrifugado a 7,500 rpm por 18. ral precipitado (fraccion
mitocondrial) fue resuspendido en medio 2 (Sacat@amM, KClI 50 mM, KHPQO, 40
mM y EDTA 30mM; pH 7.2), se le agrego albumina de suero denooal 0.02% y fue
centrifugado a 9,000 rpm por 10 min. La pastilla fasuspendida en 1 ml de medio 2 y la

cantidad de proteina fue determinada por el métedoowryet al [13].
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2.3.6 Determinacion de los niveles de lipoperoxiatac

La medicion de los niveles de lipoperoxidacion fhasada en el método del acido
tiobarbitarico descrito por Buege y Aust [14] cofgumas modificaciones para su
optimizacion. Este método mide la produccién de dastancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBA) entre las que se encuentrenalondialdehido (MDH), un producto de
la lipoperoxidacion por radicales libres. Las mitodrias (0.15 mg) fueron colocadas en
tubos y resuspendidas en medio de fosfatos 0.1A bhda tubo se le agregaron 2 ml de
una solucion acida (&cido tricloacético 15%, TBA™% y HCI 0.25 N) y fueron
calentados a bafio Maria hirviendo durante 15 mansturrido este tiempo, los tubos
fueron enfriados en hielo y centrifugados a 7,500 por 5 min. Se extrajo el sobrenadante
y se determind la absorbencia a 535 nm en un esfmoimetro Perkin EImer Lambda 18.
Los resultados se expresaron como nanomolas de $BAdrRde proteina empleando el

coeficiente de extincién molar del malondialdehdeal .56 x 10M™* cm™.

2.3.7 Determinacién de la actividad de las enziam®xidantes SOD y CAT

La actividad de la SOD fue determinada empleandd&iude andlisis comercial
(Sigma-Aldrich, USA), el cual permite analizar lztiaidad de la SOD mediante un método
colorimétrico utilizando una sal de tetrazolio Dojp’s altamente soluble en agua, WST-1
(sal monosddica (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil}(3,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio) que
produce un tinte formazano cuando es reducida Ipanién superoxido. Esta reaccidon es
inhibida por la SOD, que dismuta el anion superaditando su reaccion con la sal. Las
lecturas fueron tomadas a 440 nm empleado un ldetaricroplacas (Stat Fax 2100).

La actividad CAT en las mitocondrias de rifion fuelezada empleando un kit
comercial (Sigma-Aldrich, USA) por un método cohoétrico, el cual se basa en la
medicion del perdxido de hidrégeno que queda desgeda accion de la CAT. Primero, la
CAT convierte el peréxido de hidrégeno en agua igemxo (via catalitica), después la
reaccion enzimatica es detenida con azida de sbdi@.alicuota de la mezcla de reaccion
se analiza para determinar la cantidad de perdeédoaidrogeno restante [15]. Este método
usa un fenol sustituido (acido 3,5-dicloro-2-hidb@®nceno-sulfonico) que se acopla

oxidativamente a la 4-aminoantipirina en presedeigperoxido de hidrégeno y peroxidasa
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de rabano (HRP) para dar un tinte rojo quinoneinua absorbe a 520 nm. La lectura de

las muestras se llevo a cabo empleando un lectoricteplacas (Stat Fax 2100).

2.3.8 Determinacion de los niveles de 6xido nitrico

La produccién de oxido nitrico (NO) se determindiemdo la acumulacion de
nitritos en mitocondrias de rifidn de ratas dialaétig controles con o sin tratamiento del
extracto. Los nitritos fueron medidos como describeeenet al. [16] con algunas
modificaciones para su optimizacion. A 100 pl dectwo de Griess (solucion de
sulfanilamida al 1% en &cido fosforico al 5% y sidm NED (N-(naftil)-etilendiamina
dihidrocloruro)) se adicionaron al sobrenadanteOde mg de proteina mitocondrial e
incubaron en la oscuridad por 10 min a temperambiente. La absorbencia de la muestra
fue medida a 546 nm empleando un espectrofoténieerkin ElImer Lamda 18. La
concentracion de nitritos en las muestras fue tmdeua partir de una curva estandar

elaborada con nitrito de sodio (1 mM).

2.4 Observacion histologica
Una porcion del rifion y del pancreas de los difes® grupos de ratas fueron fijadas

en formaldehido al 4% y tefiidos con hematoxilingi& para observacion histolégica

2.5 Andlisis estadistico

Los datos representan el promedio + error esta(ielay del nimero de mediciones
indicada en cada estudio. Los datos se analizaoont ple Student para determinar
significancia p<0.05) de la diferencia entre los valores promef#idos diferentes grupos

usando el programa GraphPad Prism 5.

3. Resultados

3.1 Experimentosin vitro
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3.1.1 Determinacion de fenoles y flavonoides tatale

Los fenoles y flavonoides, son metabolitos secuadate las plantas ampliamente
distribuidos, estos compuestos son en su mayotenies antioxidantes por su estructura
guimica. Varios estudios reportan que estos conmpuiesienen propiedades
hipoglucemiantes, hipolipemiantes y antioxidant&g-20]. El contenido de fenoles y
flavonoides en los diferentes extractos se presemtia Cuadro 1. De manera general, la
cantidad de compuestos identificados se encuentcamidades similares a las reportadas
para otros extractos de plantas [19]. Como puederoarse, los extractos etandlicos tienen

mayor cantidad de compuestos que los respectivopuwestos acuosos.

Cuadro 1. Contenido de compuestos fendlicos y flawoides en los extractos dé.

carlinae

Fenoles totales Flavonoides totales

Muestra (mg de acido galico/g de (mg de catequina/g de

materia seca)

materia seca)

Extracto etanélic&C SJ

0.8594 +0.1312

2.1528 +£0.0876

Extracto etandlic&C LR

3.1026 £ 0.4716

7.8183 £ 1.7046

Extracto etanodlic&C CO

1.9581 + 0.3880

2.8766 = 1.3894

Extracto acuos&C LR

0.6029 +0.0120

0.8940 +0.0344

Extracto acuos&C CO

0.3473 +0.0236

0.5748 £0.1014

Extracto etanolico deC F1

0.0073 + 0.0068

0.1642 + 0.0229

Extracto etandlico dEC F2

0.0324 + 0.0066

0.2188 + 0.0601

Extracto etanolico dEC F3

0.0641 +0.0129

0.1321 + 0.0046

Extracto etanodlico deC F4

0.0272 + 0.0068

0.0633 + 0.0092

Extracto etandlico dEC F5

0.0247 +0.0076

0.1317 £ 0.0041

Extracto etandlico dEC F6

0.9790 £ 0.1924

5.2408 + 0.0408

Los datos representan la media = EE de determimesipor duplicadoEC: Eryngium
carlinag SJ. Localidad Nuevo San Juan Parangaricutirg; localidad Las Rana$;O:

localidad CointzioF1-F6: Fraccion 1-6 del extracto etandlicoEecarlinae
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De los tres extractos etandlicos, el que mayoridamtde fenoles y flavonoides
contiene es el que fue recolectado en la localkittatas Ranas, lo cual puede ser debido a
las variaciones en la composicion del suelo donele@eron, ya que se ha reportado que los
metabolitos acumulados en una planta pueden v@eendiendo del lugar donde fueron
aislados [20a]. El extracto que contiene menos c@stps fenoles y flavonoides es el
elaborado de la planta recolectada en la localdadNuevo San Juan Parangaricutiro.
Posiblemente, la variacién en este extracto seaaebque tenia mayor tiempo de haber
sido elaborado al momento de las determinacionas|gcual, alguna cantidad de los
compuestos presentes pudo haberse deteriorador(Cljad

En cuanto a las fracciones del extracto etandle&.dcarlinaeen el cuadro 1 se
muestra que la fraccion 6 es la que tiene mayorendirde fenoles y flavonoides. Esto
concuerda con el analisis de CG-EM realizado alasstras, donde se observa que soélo en
la fraccion 6 se detectan compuestos de importg¢@agitulo 2, datos no mostrados). Debe
tomarse en cuenta que la deteccion de compuegiqgaifnicos bioactivos no garantiza que
el extracto tenga alguna propiedad biolégica, ya egto depende de la concentracion en
gue se encuentre de manera natural, de los deptdssde compuestos con los que esté
combinado y con los que pudiera ejercer algun efsatérgico para poder lograr su
actividad [21].

3.1.2 Determinacion de la actividad antioxidantelpe métodos de los radicales DPRH
ABTS”

Se evaluo la capacidad antioxidante de los exsapty medio de dos métodos
basados en la eliminacion de diferentes radic@®PHy ABTS™). Esto fue decidido ya
gue los compuestos presentes en el extracto pueden diferentes mecanismos para
interaccionar con los radicales [22] y de esta maargar como resultado diferente
capacidad antioxidante que se vera reflejada cammorcentaje de eliminacion del radical

distinto. Los resultados obtenidos se muestraa €uhdro 2 como puede apreciarse.
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Cuadro 2. Determinacion de la actividad antioxidané por el método del radical
DPPH y por el método del radical ABTS' de los extractos dé. carlinae

DPPH ABTS
Muestra (% de eliminacion (% de eliminacion CAET puM/g de
radical DPPH radical ABTS") materia seca

Extracto etanolico EC SJ 72.5+19.7 91.5+0.9 2604%* 62.8
Extracto etanolico EC LR 89.0+15 98.2+0.3 689619.3
Extracto etanolico EC CO 947 +0.5 92.4+0.2 682815.7
Extracto acuoso EC LR 96.7 £ 0.7 99.4+0.3 698218.1
Extracto acuoso EC CO 81.2+23 729+27 50#4193.1
Extracto etanolico de EC F1 56+35 10.5%0.1 8.646.2
Extracto etanolico de EC F2 425 +3.7 38.1+0.3 56&2 + 20.0
Extracto etandlico de EC F3 19.7+14 18.8+0.3 1742 +22.7
Extracto etanolico de EC F4 uD ND ND
Extracto etanolico de EC F5 ub 89+12 465.1 83
Extracto etandlico de EC F6 ub 23.2+0.2 149317 O

Los datos representan la media + EE de determinesipor duplicado.EC: Eryngium
carlinag SJ: Localidad Nuevo San Juan Parangaricutif@; localidad Las Rana£;O:
localidad Cointzio.F1-F6: Fraccion 1-6 del extracto etandlico &e carlinae CAET:
capacidad antioxidante equivalente a Troldk. no determinaddJD: no detectado.

La capacidad para eliminar a cada uno de los Hadicaria de un método a otro.
En cuanto al porcentaje de eliminacion de radistl#de DPPHpodemos notar que de los
extractos, los preparados con plantas recolectawlda localidad de Las Ranas, tanto el
acuoso como el etanolico, muestran la mayor aeividntioxidante con el mayor
porcentaje de eliminacion (96.7£0.7% y 89.0x1.5%spectivamente), seguido por los
extractos etandlico y acuoso elaborados con lagtgdarecolectadas en la comunidad de
Cointzio (89.0£1.5% y 81.2+2.3%, respectivamente) ge menor actividad fue el extracto

etanolico elaborado con plantas recolectadas enodalidad de Nuevo San Juan
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Parangaricutiro (72.5£19.7%), que como se mencemériormente, puede ser debido a
gue los compuestos de este extracto se han idepédodcon el tiempo que ha transcurrido
desde su preparacion. Aunque los extractos muegtrgorcentaje de inhibicion elevada,
cabe mencionar que para alcanzar esta actividadjeessario una concentracion de
extracto 4,000 veces mayor que la que requierestahéar de acido galico para ejercer
aproximadamente el mismo porcentaje de eliminadi@h radical DPPH (10 mg
extracto/0.0025 mg é&cido galico), posiblemente pergn los extractos probados no se
encuentran puros e interacciones con otros congmigsesentes pueden disminuir su
efecto antioxidante.

En cuanto a las fracciones del extracto etandlieoEd carlinae (Cuadro 2),
podemos ver que tuvieron menor porcentaje de eiom que los extractos completos y
las fracciones 4-6 no tuvieron capacidad para eamel radical DPPHIo que nos indica
gue para efectos de una mejor actividad antioxed@st mejor consumir los extractos
completos.

Con respecto a los resultados de la capacidatindimar al cation radical ABTS
nuevamente, los extractos etandlico y acuoso pmdparcon plantas recolectadas en la
localidad de Las Ranas, tuvieron el mayor porcenda eliminacion del radical ABTS
(98.2+0.3 % y 99.4+0.3 9%, respectivamente), seguysdo los extractos etandlicos
preparados con plantas de la localidad de Coingzlduevo San Juan Parangaricutiro
(92.4+0.2% y 91.5+0.9%, respectivamente) que towviarna actividad muy similar. Las
fracciones del extracto etandlico @ carlinae al igual que con el método anterior,
tuvieron menor capacidad para eliminar el radidBT&" que los extractos completos. El
Cuadro 2, también muestra los resultados como mgzh@ntioxidante equivalente a

Trolox, un analogo hidrosoluble detocoferol, en uM/g de materia seca del extracto.
3.2 Experimentosin vivo
3.2.1 Efecto del extracto etandlico Hecarlinaesobre el peso del higado y los riflones

Se ha comprobado que la diabetes causa hiperterfi@ como resultado de la

hiperglucemia [23] y que ésta podria ser atenuaodutando los niveles de glucosa. En
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nuestro estudio probamos si el consumo del extdedto carlinaeseria capaz de disminuir
la hipertrofia renal por un medio alterno que nglioara la disminucion de los niveles de
glucosa, que como se ha reportado [6], el extrdet. carlinaeno es capaz de lograr. Los

resultados obtenidos del peso del higado y deflosgs se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Efecto deE. carlinae sobre el peso de higado y rifiones de las ratastidas
durante 40 dias con el extracto.

% %
Grupo Peso rifidn (g) / Peso corporal Peso higado (g) / Peso corporal (g)
(9)
Control 0.59+0.01 25+0.1
Control + EC 0.62 £0.01 26+0.1
Diabético 1.0 +0.03* 3.0+£0.6
Diabético +EC 1.1+£0.1 4.7 +0.3*

Los datos representan la media + EE. Grupos ceastnot4, grupos diabéticos n=&C:
grupos que recibieron el extracto etandlicoEdecarlinaeen una dosis de 30 mg/kg de
peso. P<0.05vs. control.

Los resultados muestran que los animales del gdigdmetico presentan un peso
mayor en los rifones comparado con el peso corpocale el consumo del extracto no
modifica esta tendencia, por lo que ademas de lmarao que el extracto etandlico He
carlinae no modula la hiperglucemia generadora del estxétativo que relaciona con el
desarrollo de la hipertrofia renal, podemos sugguig no causa un dafio adicional al ser
consumido durante los 40 dias del tratamiento y& mu se observa un aumento en la
hipertrofia renal.

Como se ha reportado en otros trabajos [24], la®aas diabéticos muestran un
higado mas grande, respecto a su peso corporalacadipcon los controles, sin embargo,
en nuestro estudio no llega a ser significativadtel la variacion en los datos (Cuadro 3).
Podemos observar que en el grupo diabético quaicod®l extracto d&. carlinaehay un
aumento significativo del peso del higado en rélaagon el peso corporal, esto puede
deberse a que el metabolismo de las sustanciascasipresentes en el extracto etandlico

deE. carlinaecausan toxicidad al tejido hepatico o, por otndepal aumento en el tamafio
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del higado puede sugerir que el extracto puede astaando a nivel hepatico sobre el
almacenamiento y movilizacion de lipidos, y de estanera modificar los lipidos
sanguineos, como ya se ha reportado [6], ya qu® @snsabido el higado juega un papel
central en la regulacion de los lipidos sanguin&us.embargo, no podemos asegurar la
causa del aumento, el analisis de cortes hist@éggudaria a conocer los cambios que se
pudieran estar presentando a causa del extracto.

3.2.2 Efecto del extracto etanoliEo carlinaesobre los niveles de NO

La concentracion de nitritos en las mitocondriasridi®n de ratas controles y
diabéticas, tratadas o no con extractedearlinag fue determinada como una medicion
indirecta de los niveles de 6xido nitrico (NO). Gose puede observar en la Figura 1, hay
un aumento significativo en los niveles de NO emgyreipo diabético comparado con el
control (<0.05), y el tratamiento con el extracto He carlinae en el grupo diabético

provoca que los niveles se normalicen.
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Figura 1. Efecto del extracto etandlico deE. carlinae sobre los niveles de NO en
mitocondrias de rifion. Los valores representan la media + EE. Gruposra@est n=4,
grupos diabéticos n=5p%0.05vs. control, p<0.05vs. diabético. Se midieron los niveles
de nitritos como una determinacion indirecta derlingles de NO. Las mitocondrias de
rifidn de ratas (0.5 mg) de los diferentes grupesofuincubadas con 100 pl de reactivo de
Griess por 10 min y la absorbencia leida a 546 mpleando un espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lamda 18. La concentracidén de nitritos emiagstras fue calculada a partir de una
curva estandar elaborada con nitrito de sodio ().mM
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Estos resultados concuerdan con revisiones acelcdedarrollo de la nefropatia
diabética [25] donde mencionan que en etapas teraprde este padecimiento hay un
aumento en los niveles del NO, que de continuadadéio renal se veran disminuidos
agravando la nefropatia. La disminucion de loslas/ele NO provocada por el consumo
del extracto deE. carlinae pude estar relacionada con un retardo en el ddlsade la
nefropatia diabética.

3.2.3 Efecto del extracto etanolicoHecarlinaesobre los niveles de TBARS

La concentracion de TBARS en mitocondrias de riéiéros diferentes grupos de
ratas se muestra en la Figura 2. Como se puedevahseo hay diferencias significativas
entre los diferentes grupos controles o diabétiomso sin el tratamiento del extractokle
carlinae Nuestros resultados difieren de los reportadosters estudios donde se observa
un aumento en los niveles de TBARS de mitocondi@gifion de ratas de 20 dias de
tratamiento con un compuesto aisladdCaeni fructus[26].
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Figura 2. Efecto del extracto etandlico dé. carlinae sobre los niveles de TBARS en
las mitocondrias de rifién.Los valores representan la media + EE. Grupos@estn=4,
grupos diabéticos n=5. Las mitocondrias de rifionratas (0.15 mg) de los diferentes
grupos fueron resuspendidas en medio de fosfatlds M, mezcladas con una solucion
acida y calentadas a bafio Maria durante 15 mirepasnente fueron centrifugadas vy el
sobrenadante empleado para la determinacion debdarksencia a 535 nm en un
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espectrofotometro Perkin ElImer Lamda 18. Para &sutos se empled el coeficiente de
extincion molar del malondialdehido de 1.56xM'cm™.

Consideramos que estas diferencias pueden serseltado de una respuesta
adaptativa que se presenta tiempo después deuleciod de la diabetes en las ratas, donde
la mitocondria aun es capaz de responder para n@ange integridad. Se observa una
tendencia a disminuir los niveles de TBARS en elpgr diabético sin llegar a ser
significativa, sin embargo, podria significar queegtracto puede ayudar a proteger aun

mas contra el desarrollo del dafio oxidativo emda@scondrias de riion.

3.2.4 Efecto del extracto etandlico Becarlinaesobre la actividad de las enzimas SOD y
CAT

La actividad de la SOD y CAT se muestran en lasiriéig) 3A y 3B. Se observa un
incremento significativop<0.05) en la actividad de la SOD y la CAT en elpgrdiabético
sin tratamiento comparado con el control sin tréato. El tratamiento con el extracto de
E. carlinae no modifica este aumento en la actividad de la&ngs antioxidantes.
Nuestros resultados sugieren que estos cambiosuson mecanismo de respuesta
aunmentando las defensas antioxidantes ante larmiasde estrés oxidativo que se trata de
contrarrestar con un aumento en la actividad deriasnas antioxidantes, lo cual explicaria
gue no se observen diferencias en los niveles deRBEBdebido posiblemente a que adn se

controla el dafo por estrés oxidativo.
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Figura 3. Efecto del extracto etandlico deE. carlinae sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y CAT en mitocondrias de rifidn(A) actividad SOD ¥B) actividad
CAT. Los valores representan la media + EE. Grgoosroles n=4, grupos diabéticos n=5.
*p<0.05vs. control. El analisis de la actividad de las enarfiee realizado emplendo kits
comerciales (Sigma-Aldrich) por métodos colorimggicla determinacion de la actividad
de la SOD se basa en la inhibicién de la reducd@nona sal de tetrazolio por eliminacion
del anién superoxido realizando lecturas a 440 naendeterminaciéon de la actividad de la
CAT se basa en la medicion del peroxido de hidrogpre queda después de la accion de
ésta enzima, realizando lecturas a 520 nm, empbepada ambos casos un lector de
microplacas (Stat Fax 2100).
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3.2.4 Observacion de los cambios histologicos arcneas y riflones producidos por el
extracto etandlico dé&. carlinae

Como se ha venido mencionando durante el desauelléste trabajo, el extracto
etandlico deE. carlinaeno tiene actividad hipoglucémica, para corrobestios resultados
se realiz6 una examinacion histoldgica de tejidpaéecreas para observar que no hubiera

modificaciones en la arquitectura celular a consecia del consumo del extracto etandlico

deE. carlinae

Figura 4. Fotografia de cortes histolégicos de pargas de ratas.En las fotografias se
pueden apreciar los islotes de Langerhans de fesedte gupos: controles (A), diabéticos
(B) y diabéticos que consumieron el extractdedearlinae(C). Cortes de pancreas fueron
embebidos en parafina y se obtuvieron cortes dem@e grosor que fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y observados a 40X. |: isti#eLangerhans; N: acinos pancreaticos;
G: granos de cimégeno; TJ: tejido conectivo intsaldlar; CD: conducto pancreético; ER:
eritrocitos.

Se realiz6 una examinacién histoldgica de losesotle pancreas de ratas controles
muestra las células de los islotes conservandossuctura normal. Se observa que la
relacién nucleo-citoplasma se conserva (Fig. 4A).eEcaso de los cortes de pancreas de
ratas diabéticas, se observa que los islotes pi¢adeslacion nucleo-citoplasma en algunas
células, hay disminucién y edema del citoplasmaldenas células, lo que sugiere que su
funcion esta comprometida (Fig. 4B). En el casdodecortes de pancreas pertenecientes a

ratas diabéticas que consumieron el extracto etandéE. carlinag se observa que no hay
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recuperacion de los cambios originados por la addidiabética (Fig. 4C), por lo que
confirmamos que el extracto no produce cambios lepaacreas que permitan su
recuperacion y actividad normal.

Las observaciones histopatolégicas de cortes dene#i de ratas normales
pertenecientes a los grupos controles muestraratquatectura normal donde se pueden

apreciar un glomérulo rodeado por la capsula derBawy los tlbulos proximales sin

cambios inflamatorios (Fig. 5A).

Figura 5. Fotografia de cortes histoloégicos de rifio de ratas: (A) controles, (B)
controles +E. carlinag (C) diabéticas y (D) diabéticasE: carlinae Cortes de rifiones
fueron embebidos en parafina y se obtuvieron caieeE) um de grosor que fueron tefidos
con hematoxilina-eosina y observados a 40X. G: étafo; CB: capsula de Bowman; P:
tubulo proximal; E: tubulo proximal edematoso. lfeechas sefialan la membrana basal
glomerular.
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Los grupos controles que recibieron el extract& dearlinaetambién conservan la
arquitectura normal sin sefales inflamatorias (BB). Los cortes de riflones de las ratas
diabéticas muestran dafio en el glomérulo y adehgigrdo de la membrana basal, ademas
de cambios edematosos en los tubulos proximalgs 8E). En las ratas diabéticas que
consumieron el extracto dé. carlinag podemos observar un dafio menor, ya que el
adelagazamiento de la membrana basal no es magiadembargo, persisten los cambios
edematosos en los tubulos proximales (Fig. 5Due nos sugiere que el consumo del

extracto deéE. carlinaesolo protege en parte del dafio renal que prowadabetes.

4. Discusion

La hiperglucemia es la caracteristica principal lde diabetes y se asocia
directamente con el desarrollo de sus complicasioi® mecanismo de dafio de la
hiperglucemia se encuentra estrechamente relacocad la elevada produccion de
especies reactivas a nivel mitocondrial [4]. Secbasiderado al estrés oxidativo como el
factor comun causante del desarrollo de complice&siacomo la nefropatia diabética, y se
ha visto que controlando la produccidn de espemestivas se disminuye el estrés
oxidativo y se normalizan las vias metabdlicagattas [27]. El dafio que pueden provocar
las especies reactivas depende de la capacidaidatite que tenga la mitocondria para
contrarrestarlas y no permitir que predomine unadimion de estrés oxidativo. Por lo que
para prevenir o controlar el dafio renal en losgrdes diabéticos debe tomarse en cuenta el
consumo de un compuesto antioxidante que complenetiratamiento.

En un estudio previo [6], reportamos que el extratandlico deéE. carlinaetiene
propiedades hipolipidémicas al ser administradatasrdiabéticas durante 40 dias, aunque
la hiperglucemia no es controlada. En un estudsiguimr sobre la composicion quimica
del extracto etandlico dé. carlinae(Capitulo 2), se identificaron compuestos coma-el
humuleno, que ha sido reportado con actividad =idmte y antiinflamatoria [28, 29] por
lo que consideramos que el extracto Hle carlinae puede tener uso potencial como
antioxidante y protector contra el dafo oxidatimdaediabetes, y debe ser evaluado.

Las determinaciones vitro de la actividad antioxidante por los métod#PH y

ABTS™ demuestran que el extracto etandlico Elecarlinaetiene una elevada capacidad
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para eliminar los radicales libres (72.5£19.7% yb6%0.9%, respectivamente) sin embargo,
con esas determinaciones no se puede aseguran gu&raeto tenga la misma eficacia
cuando sea consumido por las personas diabétiasdeterminacion de fenoles y

flavonoides demostré que el extracto etandlic&dearlinaetiene una cantidad similar de

estos compuestos a la encontrada en otros extnagogados con actividad antioxidante,
sin embargo, la presencia de éstos no garantigdeetoin vivo, ya que las sustancias

presentes en el extracto pueden interactuar derenaliferente dentro de un organismo
completo, ademas, se debe considerar que hay igariec la cantidad y la calidad de los
compuestos presentes dependiendo del lugar deececmt de la planta y el tipo de

preparacion, acuosa o etandlica, que se consuma.

El incremento en la actividad de SOD y CAT en la®woondrias de rifion de las
ratas diabéticas puede deberse a una respuestdig@iauir el estrés oxidativo, aunque
sea por un corto periodo. El consumoEdearlinaeno modifica esta tendencia, por lo que
concluimos que el extracto no tiene efecto diresciore estas enzimas antioxidantes. Este
aumento en la actividad de las enzimas antioxidaptede ser la explicacion de que no
encontremos elevacion en los niveles de TBARS ®ralas diabéticas debido a que se esta
contrarrestando la presencia de estrés oxidatiapecikera que nuestros resultados no
coinciden con los reportes en donde se muestra lguactividad de las enzimas
antioxidantes SOD y CAT estan disminuidas en riflérratas diabéticas y los niveles de
TBARS se encuentran elevados [30], debemos deaadtpre estos estudios han sido
realizados en homogenados totales del érgano yhmai®condrias, y la variacion de la
fuente de radicales libres es mayor por lo queatemos compararlos. Aunque en las ratas
diabéticas que consumieron el extractddearlinaese observa una tendencia a disminuir
los niveles de TBARS no llega a ser significatiposiblementen vivo el extracto tiene
menor capacidad de eliminar los radicales libres@ausan la lipoperoxidacion. Los cortes
histoldgicos de riibn muestran una parcial recug@nade la arquitectura del rifién en las
ratas diabéticas que recibieron el tratamient& dearlinag esta recuperacion puede estar
relacionada con la disminucién en los niveles de dt®ervados, o con el contenido de
compuestos antiinflamatorios del extracto, come-lelimuleno. También fue observado en

estudios anteriores que el consumo del extractodkta deE. carlinae disminuia los
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niveles de creatinina en ratas diabéticas (Cafdifudtribuido a propiedades diuréticas del
extracto. Todos estos datos sefialan beneficiosalumo del extracto a nivel renal, sin
embargo serian necesarios mas estudios para camproblacionar estos efectos como la

determinacion de la tasa de filtracion glomerular.

5. Conclusién
La evaluacionin vitro del extracto etandlico dé. carlinae mostré tener un gran

potencial antioxidante, éste no se vio reflejadtasrmitocondrias de rifidn, probablemente
por las transformaciones metabdlicas que sufrgted@o al ser consumido de manera oral.
Sin embargo, el extracto d& carlinae parece tener un efecto protector al disminuir las
alteraciones estructurales que se desarrollan efi¢el, posiblemente por otro mecanismo
relacionado con el contenido de compuestos araiirdgtorios encontrados en el extracto y
no tanto por la actividad antioxidante.
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8. DISCUSION GENERAL

La diabetes mellitus (DM) es una amenaza para ldap@n mundial. Cada afio,
siete millones de personan debutan como diabétesodgecir, cada 10 segundos aparecen
dos nuevos diabéticos [32]. Aunque ahora la maycidéncia de diabetes se sitla en el
grupo de 20 a 79 afios, las cifras de diabetes @mfdacia y en la adolescencia estan
creciendo de manera preocupante [33].

La DM repercute en las personas y en la sociedadndrastorno progresivo, de
modo que su repercusion sobre la persona varimmroafavanza la enfermedad [34]. El
80% de las muertes debidas a la diabetes, ocunrpaises de ingresos bajos o medios, que
en su mayoria se encuentran menos preparados rnfegatar esta patologia. Los gastos
involucrados en el cuidado y manejo de la diabatestan no solo a los sistemas de salud
sino también a los individuos y la economia deaswilfa. Aunado a los costos econémicos,
se encuentran los costos intangibles, o psicogscigle tienen un gran impacto en la vida
de las personas con diabetes y en sus familiasinglig/en estrés, dolor y ansiedad. La
expectativa y calidad de vida pueden resultar naigrebradas por la diabetes [35].

Los gastos médicos de una persona con diabetefsancinco veces mas altos que
los de una persona sin esta enfermedad, lo que ggoleida si la persona diabética sera
capaz de solventar los gastos generados por sumetfad o si en algdn momento se vera
obligada a dejar el tratamiento farmacologico. Ceasl control glucémico se deteriora en
los pacientes diabéticos corren mas riesgo de mqis¥seomplicaciones microvasculares
(enfermedades en los pequefios vasos sanguinet®),oéras nefropatia, neuropatia y
retinopatia, y macrovasculares (enfermedades degilasdes vasos sanguineos), por
ejemplo enfermedad coronaria, infarto al miocaadaxcidente cerebrovascular [35].

Por otra parte, no es nuevo que las personas aacartas plantas con el fin de
aliviar sus padecimientos, por ser una alternaerzilla y econdémica, ademas de tener un
componente cultural. En el caso de las persondstitas sucede lo mismo. Un gran
niamero de plantas medicinales han demostrado tefemtos benéficos sobre las
enfermedades cardiovasculares y diabetes a travéedtos como la disminucion glucosa,
de lipidos, antioxidantes y efectos antiinflamatsr[36]. Las plantas son una fuente de

fitoquimicos activos que pueden servir como gui@ @ desarrollo de nuevas farmacos

RUTH NORIEGA CISNEROS 11QB
80



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA, HIPOLIPIDEMICA Y ANTIOXIDANTE DE Eryngium
carlinae EN RATAS DIABETICAS

mas seguros, efectivos y sobre todo economicos [[aGhformacion etnobotanica mundial
reporta que mas de 800 plantas pueden ser usadaal gantrol de la DM, por su actividad
hipoglucémica, hipolipidémica o antioxidante cuasddoman oralmente, algunas de estas
plantas han sido probadas farmacolégicamente ylbanostrado tener efecto positivo en el
tratamiento de la diabetes en humanos [37].

Eryngium carlinaees una planta con un amplio uso no solo en Micoamo en el
pais, al ser una planta arvense y ruderal su cus&s elevado, por lo que es accesible a
toda la poblacion. La diversidad de usos de estatples amplia, sin embargo, para este
estudio el efecto sobre los niveles de glucosald§py antioxidantes fue el punto central.
Para estos padecimientos es consumida en cocimieletda parte aérea de la planta y
tomados como agua de uso [30, 31].

En este trabajo se estudio el efecto del consumlodet extracto etandlico de.
carlinae Se empled un extracto etandlico debido a quederaste que se tenian los
primeros antecedentes de analisis de la actividea gpbre la inhibicion del crecimiento de
microorganismos patdgenos. En nuestro estudiaséngstro el extracto etandlico de
carlinae durante 40 dias en ratas diabéticas inducidas Sat, desde los primeros
experimentos realizados se pudo observar comorsuaao del extracto tenia un efecto
benéfico en los animales diabéticos al disminupogtentaje de mortalidad ocasionada por
la condicion diabética, los grupos controles camitos por ratas normales no presentaban
mortalidad durante el periodo de tratamiento, apgrde ratas diabéticas presentaba una
mortalidad alrededor del 50% al término del periedperimental, en cambio las ratas
diabéticas que consumian el extractd&dearlinaetenian menor porcentaje de mortalidad
(27%) (datos no mostrados), en ese momento sert@sacque modificaciones se estarian

dando para permitir que mayor numero de ratas tit@sécontinuaran con vida.

Los registros de los niveles de glucosa realizallwante el periodo de tratamiento
asi como los determinados tras un periodo de ageri? h al finalizar el tratamiento, nos
mostraron que el tratamiento c& carlinae no era capaz de disminuir los niveles de
glucosa en las ratas diabéticas, este dato fueolmmado con la determinacion del
porcentaje de hemoglobina glucosilada (% HbAlcg nos indicé que durante el tiempo

del periodo experimental las ratas diabéticas haib&ntenido niveles elevados de glucosa
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(Capitulo 1, Cuadros 1 y 2), ademas que sintomaacteaisticos como polifagia y
polidipsia seguian presentes. Aunque en nuestudiestl extracto etandlico de carlinae
no tuvo efecto hipoglucémico no se descarta labgmkd de que en otros modelos de

diabetes menos severos si pueda ejercer éstadactivi

Junto con los resultados obtenidos de los niveteglacosa, se analizaron niveles
de creatinina, acido urico, colesterol y triacitglidos en suero, observando que todos los
parametros analizados disminuyeron en las ratagegilgieron el extracto dg. carlinae
(Capitulo 1, Cuadro 3). Debido a que las alteraasaen el metabolismo de los lipidos son
frecuentes en los pacientes diabéticos y son Isacael desarrollo de enfermedades
cardiovasculares [4, 6, 8], el estudio continudeaéio a discernir el mecanismo por el cual
el extracto era capaz de disminuir los nivelesalesterol y TAG en las ratas diabéticas,
por lo que se determinaron los niveles de coleskibd., colesterol no HDL, Apo B y de
calcul6 el indice aterogénico. Sabiendo que ewliEséticos las principales alteraciones en
los lipidos son la elevacion de los niveles de TGolesterol-LDL y la disminucion del
colesterol-HDL [10], y que en la actualidad se ¢aeron farmacos que normalicen estos
parametros como las estatinas, decidimos empleaatdavastatina como punto de
comparacion para saber qué tan efectivo podial ®emeumo del extracto de carlinae
Los resultados de este estudio mostraron que elatatetanolico d&. carlinaeera mejor
gue la atorvastatina para disminuir los nivelesTd4 y elevar el colesterol-HDL, vy
similares en la disminucion del colesterol no-HBZapitulo 2, Cuadro 3). Finalmente,
tanto el extracto como la Atorvastatina reduciameice aterogénico al mismo valor. Por

lo que se considera que la potencia de su acciéimdar a la de la atorvastatina.

Es bien sabido que el efecto de las estatinassdardiir los niveles de colesterol es
a través de la inhibicion de la biosintesis de stetel por la HMG-CoA reductasa y el
aumento en el recambio de los LDL-r que favoreceninternalizaciéon del C-LDL,
ocasionando con esto la disminucién del colesterrcllante [38]. Tomando en cuenta
esto, decidimos medir la actividad de la HMG-CoAuetasa y los niveles de LDL-r en
higado de las ratas diabéticas tratadas con ehotajrlos resultados mostraron dte

carlinae no tiene efecto sobre la actividad de esta engin@anpoco afecta los niveles de
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LDL-r (Capitulo 2, Figs. 1 y 2), por lo tanto, ekoanismo a través del cual modifica los
niveles de lipidos en sangre debe de ser distidtmando en cuenta que entre los
compuestos encontrados en el analisis cromatogré@iapitulo 2, Cuadro 1) se encuentra
el estigmasterol, un esterol de las plantas quee ti@ habilidad de interferir la absorcion
intestinal de colesterol entre otros efectos [3Qigerimos que el efecto observado del
extracto dekE. carlinaede disminuir los niveles de lipidos en sangre pusgt debido en
parte al contenido de estigmasterol. En cuanto aeerminacion de Apo B, una
apolipoproteina indispensable para el ensamblajlagiéDL y quilomicrones que se ha
reportado elevada en condiciones diabéticas [@gnsuentra en niveles normales en las
ratas diabéticas que recibieron el extractoEdecarlinae lo que también contribuiria a
mantener unos niveles de TAG y C-LDL bajos, sin @mb en nuestro trabajo no podemos
asegurar la disminucién en Apo B por la gran vasiague existe en el grupo diabético,

por lo que este aspecto requiere mayor investigacio

Con la informacion recabada proponemos el siguiesgeema como mecanismo de
accion hipolipidémico del extracto etanolico & carlinae (Fig.1). Como se ha
mencionado el estigmasterol identificado en elaettr etandlico d&. carlinaecomo uno
de los compuestos mayoritarios, ha sido reportamoocun inhibidor de la absorcion
intestinal de colesterol, ya que lo desplaza deniaslas formadas en el intestino durante el
proceso de emulsion de los lipidos y después escp@nte absorbido por el epitelio
intestinal debido a diferencias estructurales, Ipaue se sugiere que en este trabajo es el
responsable de la disminucién en los niveles desterol circulante. Esta inhibicion en la
absorcion del colesterol proveniente de la diefauside tener impacto sobre los niveles de
colesterol circulantes ya que las ratas diabéttoasumen de 4 a 5 veces mas cantidad de
alimento que la que consume una rata normal y dewdden provenir una gran parte de
los lipidos que se encuentran en circulacion. Fosta la absorcion intestinal de los
lipidos que constituyen a las micelas, éstos saesian con la enzima colesterol Acil-
CoA-aciltransferasa (ACAT) la cual esterifica elesterol para formar quilomicrones que
seran liberados hacia el sistema linfatico para kbpguen a circulacion, esta enzima
también se ha visto afectada por la presencia eotss vegetales por lo que quedaria

pendiente su evaluacion. También en los entec® encuentra un transportador
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denominado ABC encargado del eflujo del colestéadia la luz del intestino, se ha
reportado que su expresion puede verse afectadéa pmesencia de esteroles vegetales
aumentando el eflujo de colesterol.

Debido a que no hay disminucion en la actividadadéiMG-CoA reductasa ni
modificaciones en los niveles del LDL-r, descartamuoe el extracto dé. carlinaetenga

un mecanismo de accion similar al de las estatinas.

Estigmasterol ~ Colesterol

® Tejidos

. Enterocito { \ § VLDL
e ] X \
: A uB’TAPOB /
& / RAARPRE 4 2
I ¥ @ Lo
® o T an”®
£ ks '}"" TG Y/ poB ApoB - /
» - C : \ o ; Vasos sanguineos
ac uilomicron en tejidos
s Quilomicrén Vasos sal_zlguincc!s Qrenmlente
2 en tejidos

Eliminacion
en las heces

Figura.1 Mecanismo propuesto de la accion hipolipémica del extracto etandlico de

E. carlinae (1) El estigmasterol, presente en el extracto decéflinae, por ser mas
lipofilico que el colesterol de la dieta, o degalda desde las micelas ocupando su lugar
durante el proceso de emulsificacion de los lipelogl intestino delgado por accion de las
sales biliares. (2) El colesterol proveniente deiéda, no emulsionado, no se absorbera y se
eliminara en las heces. (3) Cuando las micelasdda® llegan hasta las microvellosidades
de las células epiteliales del intestino delgads Inicelas se disocian liberando el
colesterol, estigmasterol, acidos grasos y demégpaoentes. La cantidad de colesterol
gue se absorba serd mas baja y el estigmastenaliygpoco absorbido por las células del
intestino debido a la diferencia estructural corcaksterol. (4) Hay menor cantidad de
colesterol absorbido para ser empacado en quilomest (5) Los niveles menores de
colesterol no-HDL en sangre (corresponde al calestie los quilomicrones, VLDL, IDL,
LDL) observados en los experimentos, significan lgag menor cantidad de colesterol en
las particulas de quilomicrones y VLDL circulanf@®bablemente debido a una menor
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disponibilidad de colesterol proveniente de laai@into con niveles normales de Apo B
significa que hay menor cantidad de particulasu@rdo que las que se encontrarian en la
condicién diabética. (6) El consumo del extractaafertd la actividad de la HMG-CoA ni
la expresion de LDL-r.

En el andlisis cromatografico realizado en el ettrase encontraron varios
sesquiterpenos con posible actividad antioxidaragetynflamatoria (Capitulo 2, Cuadro 1),
por lo que se decidi6 evaluar la capacidad anteniel del extracto por medio de
determinaciones vitro. Tomando en cuenta que en la diabetes, la hipengia produce
una condicion de estrés oxidativo a través dedeagla produccion de especies reactivas y
siendo el dafio oxidativo en el riidn una de lasaaulel desarrollo de nefropatia diabética
[19], se analiz6 el efecto del consumo del extrazbre algunos indicadores de dafio
oxidativo en rifion, ya que de encontrar actividadoxidante resultaria en un mayor
beneficio para los diabéticos que lo consuman.

Cabe mencionar que aunque el objetivo centralrdbhjo fue estudiar el efecto del
consumo del extracto etandlico & carlinae preparado de plantas colectadas en la
localidad de Nuevo San Juan Parangaricutiro, dizdaa analisis de extractos elaborados
con plantas de las localidades de Las Ranas yZimirstsi como preparaciones acuosas Yy
etandlicas, con la finalidad de comparar los corsfmsepresentes en ellas encontrando que
los componentes mayoritarios identificados por Q&-fderon los mismos para las tres
plantas sélo que la cantidad presente era didieitéddo posiblemente a variaciones en la
materia organica donde crecian las plantas. Semgegsn problemas al tratar de analizar
los compuestos acuosos por CG-EM, sin embargo ®mdéerminaciones de fenoles vy
flavonoides, asi como en la determinacion de leacidad antioxidante por DPPH
ABTS", siempre fueron mejores los extractos etandliass Igs acuosos, de la misma
manera se observd que ninguna fraccion del extiaoseia la misma actividad que el

extracto completo.

Los resultados de las determinacidrvitro mostraron que el extracto etandlico de
E. carlinaetenia gran potencial antioxidante (Capitulo 3,dZodl y 2) por su contenido

de fenoles y flavonoides, ademas por su capacieadlichinar los radicales DPPKt
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ABTS", lo que resultaba prometedor. Sin embargo al sealizado sobre la
lipoperoxidacion, y las enzimas antioxidantes SOGAT en las mitocondrias de ratas
diabéticas, el extracto mostré no tener acciono€Estsultados muestran que el potencial
antioxidante de una planta determinado mediantelgaigin vitro no puede ser extrapolada
directamente a estudi@s vivo esperando encontrar el mismo efecto, esto tantiz@ésido
reportado por otros autores [40].

Cuando hay deterioro en la funcion renal, estaeseeflejada como una tasa de
filtracion glomerular reducida, siendo a la vez fantor de riesgo para el desarrollo de
complicaciones macrovasculares [6]. En las ratalsédicas que consumieron el extracto de
E. carlinaese observo una disminucion en los niveles deioieat(Capitulo 1 , Tabla 1),
una sustancia que puede encontrarse elevada emdeescuando hay dafio renal ante la
imposibilidad de poder eliminarla por la orina; tdém se observaron niveles reducidos de
NO en las mitocondrias de rifidn de las ratas diedseigue consumieron el extracto, los
cuales se encontraron elevados en ratas diabgteagl analisis histoldgico de los rifiones
se observé una recuperacion parcial en la estaudirenal de las ratas que consumieron
el extracto, por lo que estos datos nos indicanetje&tracto etandlico de. carlinaepuede

tener efecto protector retrasando la apariciorddib renal.

9. CONCLUSION GENERAL

El extracto etandlico deée. carlinae no mostré actividad hipoglucémica, sin
embargo presentd un efecto hipolipidémico y antiarte. Lo anterior demuestra el
beneficio de estos extractos sobre el perfil deldpy el retardo de la progresién del dafio
renal, que conlleva a mejorar la calidad de vidoodeliabéticos.
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10. PERSPECTIVAS

» Evaluar el efecto hipoglucémico d& carlinae empleando un modelo de diabetes
menos severo, es probable que bajo otras condgcieheextracto muestre efecto
hipoglucémico.

» Determinar si se presentan interacciones farmawalguando el extracto etandélico de
E. carlinaees consumido a la par con un hipoglucemiante estty debido a que este
trabajo demuestra que puede tener beneficios sbherfil de lipidos y el dafio renal
aunque no disminuya los niveles de glucemia.

» Determinar los niveles de Apo B en ratas diabétzaa corroborar que el extracto de
E. carlinaees capaz de normalizar los niveles de esta apobpEina.

* Realizar determinaciones de la absorcion de cotdstgroveniente de la dieta
empleando [€7] colesterol en ratas diabéticas que sean adn@disrcon el extracto
etanolico deE. carlinag realizar mediciones en suero y heces, para eséhgrado de
inhibicion de la absorcion de colesterol que prisehextracto.

* Medir la actividad de la enzima colesterol Acil-Ga&iltransferasa (ACAT) y la
expresion del transportador ABC en enterocitosaderatas diabéticas administradas
con el extracto etandlico de. carlinae,ya que se ha visto que algunos esteroles de
plantas pueden inhibir la actividad de la ACAT proando menor esterificacion del
colesterol para formar quilomicrones y también auare la expresion del transportador
ABC para aumentar el eflujo de colesterol.

* Analizar cortes histoldgicos de higado en buscaaiebios estructurales que puedan
estar relacionados con el aumento de tamafio delndrgbservado en las ratas
diabéticas que consumieron el extracto etandlide.dmrlinae

» Determinar niveles de lipoperoxidacion en sueragalas diabéticas administradas con
E. carlinae en busca de efecto antioxidante a ese nivel, desdenportante para

impedir la oxidacion de lipidos circulantes.
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