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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo se llevé a cabo el estudio del efecto de una solucién de sacarosa al 20% administrada a ratas
Wistar macho y hembra. De la misma manera, se estudié el efecto protector de un extracto crudo de hojas
de la planta Kalanchoe pinnata conocida como “mala madre” y a la que se le han adjudicado gran variedad
de propiedades, entre ellas, antiinflamatorias y antioxidantes. Para llevar a cabo lo anterior se determind la
composicion fotoquimica y las propiedades antioxidantes del extracto. Se encontrd que las hojas de
Kalanchoe pinnata, poseen taninos, flavonoides, terpenoides, esteroides y glucésidos. En cuanto a su
actividad antioxidante, se observé que poseen poder reductor, capacidad para estabilizar radicales libres, un
alto contenido fendlico, capacidad para descomponer perdxido de hidrégeno, asi como para realizar el
barrido de radicales superdxido evaluado.

Para llevar a cabo los ensayos con los animales de experimentacién, se establecieron cuatro grupos
experimentales. Los ensayos fueron divididos en dos: los fisiolégicos incluyendo la determinaciéon de glucosa
en sangre, examen general de orina (EGO), pesos corporal y de los érganos, y la proteina C reactiva; y los
bioquimicos, dentro de los que se determinaron las actividades de tres enzimas antioxidantes: Glutation S-
transferasa (GST), Catalasa (CAT) y Superdxido dismutasa (SOD), la actividad de la Citocromo C-oxidasa y la
generacién de especies reactivas de oxigeno (EROs).

Entre los resultados obtenidos, en los ensayos con los grupos experimentales se obtuvieron diferencias
significativas en todas las determinaciones realizadas. En general, se observé que la administracién de la
solucion de sacarosa alterd el comportamiento de la mayoria de las pruebas realizadas y que en algunos casos
éstas alteraciones pudieron ser revertidas al utilizar el extracto de hojas de la planta como un posible
tratamiento. Lo anterior indica que, la familia de metabolitos presentes en las hojas de Kalanchoe pinnata
(KP) puede contrarrestar los efectos inducidos por la alta concentracién de glucosa en sangre proveniente de

una dieta elevada de azucar (sacarosa).



ABSTRACT

ABSTRACT

In this study, the effect of a 20% sucrose solution administered to male and female Wistar rats was
investigated. Similarly, the protective effect of a crude extract from the leaves of the Kalanchoe pinnata plant,
known as "mala madre" and attributed with a variety of properties including anti-inflammatory and
antioxidant, was studied. To accomplish this, the phytochemical composition and antioxidant properties of

the extract were determined.

It was found that Kalanchoe pinnata leaves contain tannins, flavonoids, terpenoids, steroids, and glycosides.
Regarding their antioxidant activity, they exhibited reducing power, the ability to stabilize free radicals, a high
phenolic content, the capacity to decompose hydrogen peroxide, as well as the ability to scavenge superoxide

radicals.

Four experimenal groups were established whit regard to the animal experiments. The experiments were
divided into two categories: physiological, including blood glucose determination, a general urinalysis, body
and organ weights, and C-reactive protein; and biochemical, within which the activities of three antioxidant
enzymes were determined: Glutathione S-transferase (GST), Catalase (CAT), and Superoxide Dismutase (SOD),

as well as the activity of Cytochrome C oxidase and the generation of Reactive Oxygen Species (ROS).

Among the results obtained, significant differences were observed in all measurements conducted in the
experimental groups. Overall, it was observed that the administration of the sucrose solution altered the
behavior of most of the tests performed, and in some cases, these alterations could be reversed by using the
leaf extract of the plant as a potential treatment. This indicates that the family of metabolites present in
Kalanchoe pinnata (KP) leaves may counteract the effects induced by the high concentration of glucose in the

blood resulting from a high-sugar (sucrose) diet.
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uL Microlitros

AACE Asociacion Estadounidense de Endocrindlogos Clinicos

Abs Absorbancia

ADA Asociacién Americana de Diabetes

ADP Adenosin fosfato

AGL Acidos grasos libres

ATP Adenosin trifosfato

ATP Il Programa Nacional de Educacion sobre el Panel de Colesterol de Tratamientos
para Adultos Il

BA Bebidas azucaradas

CAT Catalasa

CDP Capacidad para descomponer peroéxido de hidrégeno
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CTE Cadena de transporte de electrones
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DM Diabetes mellitus
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ERNs Especies reactivas de nitrogeno
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1.1 Bebidas azucaradas
Dentro de la industria de los alimentos, se considera bebida azucarada (BA) a los jugos de fruta que han sido
industrializados, los refrescos, las aguas que han sido endulzadas, las bebidas energizantes y sustitutos de
azucar, ya que todas ellas contienen principalmente azlcares afiadidos como sacarosa, glucosa y jarabe de
maiz alto en fructosa. Este tipo de bebidas contienen exceso de azucar. Por ejemplo, una bebida azucarada
de medio litro tiene 55 g de azlcar, equivalente a 11 cucharadas de aztcar y mas de 220 calorias. De acuerdo
con la Asociacion Americana del Corazon, el ingerir una bebida de este tipo sobrepasa el 100% de la cantidad
de azlcar recomendada en nifios.” En la actualidad, la principal causa de ingesta excesiva de jarabe de maiz
alto en azucares proviene de este tipo de bebidas. Este hecho se ha relacionado, principalmente, con la
obesidad.? Este tipo de bebidas constituye un grupo diverso de productos que incluye bebidas carbonatadas
0 no carbonatadas, energéticas, jugos y néctares de frutas mismos que se pueden clasificar dependiendo de

su contenido en azucar, jugo de fruta, saborizantes, nivel de carbonatacién y funcionalidad (Tabla 1).>*

Tabla 1. Tipo de bebidas azucaradas (Paredes-Serrano, 2016).

Tipo de bebida Descripcion
Carbonatadas Endulzadas, bebidas con didxido de carbono, jarabes para dilucidn y refrescos.
Jugo Jugo 100% de fruta o vegetales sin ingredientes, excepto los minerales y
vitaminas permitidos, con edulcorantes (menos del 2%).
Néctares Pulpa y jugos de frutas y vegetales diluidos con edulcorantes, vitaminas y
minerales.
Jarabes Productos concentrados a base de frutas o saborizantes.
Bebidas en polvo En forma de polvo para diluir.
Té/Café Bebidas a base de té o café y polvos concentrados para dilucion.
Bebidas deportivas Se pueden describir como isotdnica, hipertdnica o hipotdnica, carbonatada o

no, en polvo o concentrados, con sabores frutales o no para diluir.

Bebidas energéticas Bebidas para aumentar energia, principalmente gasificadas, que contienen
taurina, guarand, glucosa, cafeina, hierbas y sustancias exaticas,
vitaminas/minerales.

En paises del continente americano, el apogeo del consumo de BA empezd en los afios 70’s al convertirse en

una bebida de la canasta bdsica y de la vida cotidiana.

En los ultimos 20 afios el consumo de BA a nivel mundial ha aumentado un promedio de 195 a 275 mL/dia en
la poblacién general y de 365 a 570 mL/ dia en adolescentes.® El consumo de BA comienza con los infantes

menores de 24 meses de edad hasta los adolescentes y personas adultas.’
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De acuerdo con el Estudio Latinoamericano de Nutricién y Salud (ELANS) se observo que en Argentina, Brasil,
Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, México, Peru y Venezuela el consumo promedio de BA preparadas fue
de 387.6 g/dia.® Del 2012 al 2022, México ocupa el primer lugar a nivel mundial en el uso de BA; esto es
preocupante en los infantes ya que, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ESANUT), en
el 2018 se establecid que aproximadamente el 85% de los nifios de entre 1y 11 afios de edad consumen cada
dia de 0.81 a 1.04 litros de BA, por otro lado, los adolescentes entre 12 y 19 afios ingieren alrededor de 1.4
litros diarios.’ En otras palabras, el consumo de BA aumenta conforme los seres humanos van creciendo, a
pesar de que actualmente se conoce que el consumo excesivo de BA dafia la salud provocando multiples

enfermedades como obesidad, hipertension, hiperglucemia y diabetes tipo 1 o 2.

ESANUT' en 2018, indic6 que el sobrepeso en México es debido, principalmente, a la mala alimentacién. Por
ejemplo, la poblacién de 5 a 11 afios no muestra diferencias por sexo (18%), y se incrementa conforme

aumenta la edad. Lo anterior se basa en las siguientes cifras, resultado de dicha encuesta.

Hombres Mujeres
Edad (afios) Prevalencia de sobrepeso Edad (afios) Prevalencia de sobrepeso
5a11 18% 5a11 18%
12a19 21% 12a19 27%
Mas de 20 42% Mds de 20 37%

Datos extraidos de esa encuesta indicaron que la prevalencia de obesidad (siendo esta diferente al sobrepeso)
en nifios de 5a 11 afios fue del 20%, siendo mayor a un grupo de hombres de 12 a 19 afios (15%); sin embargo,
en las mujeres se observd una tendencia igual entre ambos grupos (nifias de 5 a 11 aflos y adolescentes de
12 a 19 afios). En las mujeres se comprobd que conforme aumenta la edad, aumentan los problemas de
obesidad ya que, mujeres de 20 a 29 afios mostraron una prevalencia de obesidad del 26% mientras que en
las de 30 a 59 fue del 46%. En los hombres de 20 a 29 afios la prevalencia de obesidad fue de 24% mientras

que en hombres de 30 a 59 afios aumentd a 35%.°

Debido a que las BA contienen un alto porcentaje de azucares en forma de monosacdridos y disacdridos, asi
como derivados de los mismos. A continuacidn, se muestra el metabolismo de la glucosa y la fructosa y

posteriormente sus efectos en el ser humano al ser consumidas junto con otros edulcorantes.




INTRODUCCION

1.2 Metabolismo oxidativo: Degradacién de glucosa y fructosa

En las células de cualquier ser vivo existe un cambio continuo de energia y materia con su entorno. La materia
que entra alas células es transformada en la energia necesaria para sus actividades vitales. Todo este proceso
ocurre mediante procesos quimicos catalizados por enzimas constituyendo el metabolismo celular. El
metabolismo celular se define como el conjunto de todas las reacciones quimicas catalizadas por enzimas que
ocurren en la célula.!! El metabolismo se encuentra constituido por dos fases, la cuales se explican a

continuacion.

» Catabolismo o fase degradativa: En la cual las moléculas organicas complejas se fragmentan en
moléculas mas sencillas, en donde uno de sus productos es la sintesis de energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP), el cual es util para muchos procesos metabdlicos.

> Anabolismo o fase constructiva: En esta fase ocurre la sintesis de macromoléculas a partir de

moléculas sencillas utilizando el ATP obtenido de la fase catabdlica.

Existen diferentes biomoléculas productoras de energia: carbohidratos, lipidos y proteinas, mismas que
también son formadoras de estructuras en los diferentes seres vivos y que por lo tanto se vuelven esenciales
para la vida. Por ello una parte del metabolismo se enfoca solamente en sintetizarlas para la construccion de

tejidos y en degradarlas para utilizarlas como recursos energéticos.?

En condiciones normales, la principal fuente de energia para cualquier ser vivo son los carbohidratos (CHO),
también conocidos como glucidos, azlcares o hidratos de carbono, los cuales estan constituidos por carbono

(C), hidrégeno (H) y oxigeno (O).

1.2.1 Glucosa

La glucosa es la biomolécula mas importante. Una vez ingerida, ésta debe ser transportada hacia el interior
de las células para poder ser metabolizada. El transporte de glucosa a través de la membrana ocurre por
medio de proteinas transportadoras de glucosa (GLUT) principalmente 1y 4 las cuales se encuentran en los
eritrocitos, placenta, tejido nervioso, tejido muscular y linfocitos. El GLUT-1 es el transportador de glucosa
mas distribuido en el ser humano, éste se expresa en numerosos tejidos, entre ellos fetal, eritrocitos, células
endoteliales y nerviosas, placenta, gldbulos blancos, células de retina, rifién, tejido adiposo, etc., mientras
que, el GLUT-4 se expresa fundamentalmente en los tejidos estriado, muscular, cardiaco y en los adipocitos.?
El GLUT-1 se codifica por un gen localizado en el cromosoma 22 y estd formado por 664 aminoacidos, su
mayor expresion ocurre en el musculo esquelético y se presenta durante la gestacion pero disminuye después

del nacimiento. Cuando hay deficiencia de este transportador se pueden originar convulsiones, retraso en el
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crecimiento, microcefalia adquirida, hipotonia y desordenes motores (movimientos involuntarios). Por otra
parte, cuando hay alteraciones en el gen que codifica este transportador se puede inducir el desarrollo de la
diabetes mellitus tipo 2. GLUT-4 se codifica en el gen 17 y estd formado por 509 aminodcidos, presenta
alta afinidad por la glucosa y se expresa en los tejidos sensibles a la insulina como el musculo esquelético, el
tejido adiposo y el corazén. La insulina estimula la incorporacién de este trasportador a la membrana
plasmatica a través de las vesiculas intracelulares incrementando de 10 a 20 veces el transporte de glucosa.
Aungue no se conoce con exactitud como la insulina induce la expresion de los GLUTs se sabe que una vez
gue la insulina se une a su receptor membranal hay un cambio conformacional que estimula la actividad de
tirosina-cinasa, esto quiere decir que cuando la glucosa se une a su receptor de membrana se activa una via
de transduccion de sefiales mediada por enzimas, como la tirosina-cinasa. Esta via tiene como finalidad que

el transportador introduzca a la glucosa a la célula.*>*®

Como se menciond anteriormente, los azucares, principalmente la glucosa, constituyen la principal fuente de
energia para los seres humanos. Esto se debe a que la glucosa, al ser catabolizada, produce energia que es
fundamental para funciones celulares. A esta secuencia de procesos se conoce como glucdlisis. Esta se define
como el conjunto de reacciones que ocurren en el citosol de las células eucariotas, comenzando con la glucosa
y, dependiendo de la presencia de oxigeno, produciendo diferentes metabolitos. En condiciones aerobias,
esta se degrada hasta piruvato, CO; y H,0, mientras que en condiciones anaerobias a dacido lactico

(fermentacion).'”®

La glucdlisis es una de las rutas indispensables para el desarrollo de la vida en mamiferos ya que su ausencia
no es compatible con la vida debido a que la glucosa se transforma principalmente a piruvato en presencia

de oxigeno teniendo como ganancia neta 2 moléculas de ATP, que es la energia celular.’®
Esta via metabdlica esta constituida por 10 pasos:

1) La glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato (Glu-6-P) por la glucosa cinasa mediante un enlace tipo éster
entre un grupo fosfato de una molécula de ATP y un grupo hidroxilo (OH) del carbono 6 de la glucosa. Esta

reaccion tiene una energia libre de Gibbs (AG°) de -16.7 kJ/mol indicando que es una reaccion exotérmica.

2) La Glu-6-P se isomerisa a fructosa-6-P (Fruct-6-P) mediante la enzima la glucosa-6-fosfato isomerasa. El AG®

de esta reaccién es de 1.7 klJ/mol, siendo una reaccién endotérmica.

3) La Fruct-6-P, mediante la enzima fosfofructoquinasa-1 (PFK1), se fosforila afiadiendo un grupo fosfato
proveniente de una molécula de ATP el cual se une con el grupo OH del carbono 1 de la fructosa, para dar

como resultado a la Fructosa-1,6-bifosfato. Esta reaccién es de tipo exotérmica con AG® de -14.2 kl/mol.
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4) La fructosa-1,6-bifosfato se hidroliza por accion de la aldolasa en dos azucares de 3 carbonos:
dihidroxicetona-fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (Gli-3-P). Reaccion tipo endotérmica con AG® de
23.8 ki/mol.

5) Cuando se requiere energia, la enzima isomerasa cataliza la conversion de la DHAP a Gli-3-P facilmente.
Para producir, a partir de este punto, dos intermediarios y productos de cada tipo, aumentando la produccién

de piruvato y ATP. Reaccidn tipo endotérmica con AG® de 7.5 kl/mol.

6) Las dos moléculas de Gli-3-P se oxidan mediante la enzima Gli-3-P deshidrogenasa para formar glicerato,
obteniendo una molécula de nicotinamida adenina dinucleétida (NADH) + H*. Al mismo tiempo el fésforo
inorganico (Pi) se une al grupo 4cido del carbono 1 de la molécula dando como resultado 1,3-bifosfato-

glicerato. El AG® de esta reaccidn es de 6.3 kJ/mol, siendo una reaccion tipo endotérmica.

7) El 1,3-bifosfatoglicerato mediante la enzima 3-fosfoglicerato cinasa pierde un grupo fosfato que es
aportado al adenosin fosfato (ADP) para poder formar 3-fosfoglicerato y ATP, esto con el fin de producir ATP
sin necesidad de O,. Este proceso constituye la primera fosforilacion a nivel sustrato. Esta reaccidn es de tipo

exotérmica ya que el AG® es de -18.5 kJ/mol.

8) La enzima 3-fosfoglicetaro mutasa transfiere grupo fosfato del 3-fosfoglicerato al carbono 2 de este mismo,

obteniendo 2-fosfoglicerato. Esta reaccion es endotérmica con AG® es de 4.4 kJ/mol.

9) Mediante la 2-fosfoglicerato DHsa el 2-fosfoglicerato se deshidrata y pierde una molécula de agua dando
como producto el fosfoenolpiruvato. La AG® de esta reaccién es de 7.5 kJ/mol, siendo una reaccidn

endotérmica.

10) En este ultimo paso, la piruvato cinasa transfiere un grupo fosfato al ADP para producir ATP, teniendo
como producto de esta reaccion al piruvato. Se obtienen dos moléculas de piruvato si se cumple con las

condiciones mencionadas en el paso 5. Esta reaccidn es de tipo exotérmica ya que la AG® es de 31.4 kJ/mol. 120

La figura 1 representa los 10 pasos de la glucdlisis mencionados anteriormente.
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2X

Figura 1. Ruta metabdlica de la glucdlisis, fases y reacciones enumeradas (Menéndez-Valderrey, 2021).

Cuando la célula requiere energia, la glucdlisis produce dos moléculas de piruvato, mismo que, mediante las
enzimas del complejo de la Piruvato deshidrogenasa, dentro de la membrana interna de la mitocondria,
sintetizan dos moléculas de Acetil Co-A, mismas que participan en el Ciclo de Krebs?! (Fig. 2) para producir

cuatro moléculas de CO,, seis NADH y dos moléculas de GTP.

Cuando esto pasa a la cadena de transporte de electrones y se hace el balance de produccién de energia, se

ha encontrado que por cada mol de glucosa se producen, en total entre 31.5 y 32.5 moles de ATP.*

——
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Figura 2. Ciclo de Krebs o ciclo del acido citrico, fases y reacciones (Murray, 2010).

1.2.2 Fructosa

La fructosa constituye otro carbohidrato de importancia biolégica que se encuentra en vegetales, frutas y

miel. Es isdmero de la glucosa, es decir, comparten la misma férmula molecular (C¢H1206) pero su estructura

es diferente. En la figura 3, se muestran las estructuras de la glucosa y la fructosa, donde se observa que la

glucosa posee un grupo aldehido en el primer carbono, mientras que la fructosa posee un grupo cetona en el

segundo carbono. Dentro del metabolismo las enzimas reconocen la forma ciclica de estos carbohidratos.
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Figura 3. Estructura quimica de las biomoléculas Glucosa y Fructosa (Gerardo-Agosto, 2023).

El metabolismo de la fructosa comienza cuando la sacarosa es hidrolizada por la enzima sacarosa isomaltasa
liberandola junto con la glucosa. Ambos carbohidratos se encuentran unidos mediante un enlace glucosidico,
cuando se encuentran en forma de disacarido. La hidrdlisis se refiere al rompimiento de ese enlace.

La glucosa entra a la ruta de la glucélisis para la produccidn de energia, mientras que la fructosa es absorbida
en el intestino delgado mediante el transportador GLUT-5 (el cual es especifico para la fructosa). Después del
transporte apical, la fructosa es transportada en la membrana basolateral por el transportador GLUT-2.
Posteriormente desde la circulacién llega al higado donde es captada y metabolizada de manera mas rapida
que la glucosa, aunque esta Ultima se absorbe mas rdpido.?? Aunque la fructosa se metaboliza rdpido posee
un efecto estimulante para la insulina inferior al de la glucosa, ya que el mecanismo por el cual se estimula la
liberacidn de insulina requiere la entrada inicial de glucosa en la célula a través de un transportador que esta
asociado a la glucocinasa que fosforila la glucosa y constituye el sensor esencial para la liberacién de insulina.?
La figura 4 muestra el metabolismo de la glucosa y fructosa; la glucosa es transportada a tejidos y organos
insulinodependientes y no insulinodependientes mediante los transportadores de membrana GLUT-1,2y4e
ingresa a la ruta de la glucdlisis para producir piruvato y ATP mediante la intervencién del ciclo de Krebs y de
la cadena del transporte de electrones (CTE). Por su parte, la fructosa es metabolizada en el higado e ingresa
alas células por accidn de los transportadores GLUT-2, 8 y 9. Cuando las células no requieren energia de mas,
las triosas contintan la via metabdlica hacia la sintesis de acidos grasos. El metabolismo de la fructosa no
cuenta con puntos de regulacion, razén por la cual, la actividad de la fructocinasa se vuelve continua e

incrementa las concentraciones de las triosas lo que conlleva al aumento de la sintesis de los 4cidos grasos al
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igual que el aumento en las concentraciones de acido uUrico como producto del metabolismo de los

nucleétidos de adenina.?*

Figura 4. Metabolismo de la fructosa y de la glucosa. (G-3-P: gliceraldehido-3-fosfato; G-6-P: gliceraldehido-6-fosfatoF-
1,6bis-P: fructosa-1,6bis-fosfato; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato; F-1,6bis-P: fructosa-1,6bis-fosfato; GAPDH:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; GLUT: transportador de glucosa; DHA-P: dihidroxiacetona fosfato; TG:
triacilglicéridos; VLDL: lipoproteina de muy baja densidad; ATP: adenosin trifosfato; ADP: adenosin difosfato;
*transportador insulinodependiente (Loza-Medrano, 2019)).

La fructosa se metaboliza principalmente en el higado. Cuando es absorbida, disminuye rapidamente la
concentracién del ATP ya que necesita de su grupo fosfato para fosforilarse, dando como producto de esta
reaccién ADP que puede metabolizarme posteriormente a acido Urico. La fructosa fosforilada es un sustrato
para la aldolasa que produce triosas que sirven precursores de triacilgliceroles. Esto puede explicar del

aumento de la lipogénesis relacionada con el consumo de bebidas altas en fructosa.?®
El metabolismo de la fructosa se divide en dos fases:
1) La sintesis de triosas: dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (Gli-3-P).

2) Conversion de esas triosas en piruvato, el cual es metabolizado para formar acetil Co-A y de esta forma ser
incorporado al ciclo de Krebs y condensarse con el oxalacetato mediante la enzima citrato sintasa y formar

citrato para, posteriormente, dirigirse hacia la sintesis de acidos grasos.2®

——
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Como el acetil Co-A se sintetiza en el interior de la mitocondria, no puede salir hacia el citosol por lo tanto se
condensa con el oxalacetato que se difunde hacia el citosol formando citrato y mediante la citrato liasa
romper esta molécula quedando nuevamente acetil Co-A y oxalacetato. En el citosol, el acetil Co-A tiene dos
funciones: la primera se basa en el inicio de la sintesis de novo (via metabdlica compleja y enormemente
regulada, que convierte los carbohidratos en acidos grasos, que una vez esterificados se almacenan en el
tejido adiposo como triacilgliceroles) y la segunda en la base para sintesis de malonil Co-A, que es el donador
de unidades carbonadas en la sintesis de acidos grasos. Esta ultima molécula es sintetizada a partir de la

carboxilacion del acetil Co-A mediante la enzima acetil Co-A carboxilasa.?’

La figura 5 muestra el metabolismo de la fructosa, donde es transportada por GLU-2 del intestino hasta el
higado para metabolizarse, en condiciones de ingesta normal o también puede ser utilizada en la via de
lipogénesis, cuando es consumida en exceso ya que estimula la proteina de unién al receptor del esterol-1

que activa los genes involucrados en la lipogénesis.?®

En el higado la fructosa genera triosas-fosfatos que se pueden unir a la via de la glucdlisis. Estos productos a
su vez, pueden ser secretados en la circulaciéon o proporcionar glucdgeno hepatico v triacilgliceroles.?® Lo
anterior puede provocar, como resultado, una disminucién en la secrecion de insulina y un aumento de la
secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y triacilgliceroles (TAG), de igual forma, puede
aumentar los depdsitos de grasa visceral e intrahepatica, ocasionando hipertrigliceridemia (exceso de TAG en
la sangre) e hipertensién.3%32Por otro lado, a nivel gastrointestinal, la ingesta elevada de fructosa, podria
ocasionar sintomas asociados a una mala absorcion de fructosa, como distensiéon abdominal, meteorismo
(exceso de gases) y diarrea. Existe una relacién directa entre la aparicidon de sintomatologia gastrointestinal y
el aumento en la ingesta de fructosa. Las consecuencias fisioldgicas de la mala absorcién de fructosa, incluyen
un aumento de la carga osmdtica luminal; que el monosacarido se convierta en sustrato de rdpida
fermentacién para bacterias en el colon; alteracién de la motilidad gastrointestinal y generacién de un cambio
en laflora intestinal. Por otra parte, el consumo de bebidas gaseosas con hidrofluorocarburos, ha demostrado
estar asociado al desarrollo de resistencia a la insulina, higado graso no alcohdlico, diabetes mellitus, obesidad

y enfermedades cardiovasculares.®

11

——
| —



INTRODUCCION

Figura 5. Esquema metabdlico de la fructosa. Metabolismo de la fructosa transportada por GLUT2 del intestino hasta
el higado, donde se metaboliza, en condiciones de ingesta normal, o puede ser utilizada en la via de la lipogénesis de
novo, cuando es ingerida en exceso (VLDL: Lipoproteinas de baja densidad, GLUT2: Transportador de glucosa 2).
Imagen tomada de Efectos Metabdlicos del Consumo Excesivo de Fructosa Afiadida (Carvallo, et. al. 2019).

1.3 Composicion de las bebidas azucaradas
Las Bebidas Azucaradas comerciales contienen agua, saborizantes artificiales, acidos como el fosférico, citrico,
malico, tartdrico, cafeina, colorantes, edulcorantes, CO,, conservadores y azucares refinados, especialmente
jarabe de maiz que es alto en fructosa (JMAF),*” el cual es elaborado a partir del almidén de maiz que es
hidrolizado por al a-amilasa para obtener moléculas de glucosa libre que posteriormente se convierten en
fructosa mediante la glucosa isomersa. Este jarabe de maiz se puede clasificar de acuerdo con la fructosa en
la mezcla (42%, 55% o 100%).3* Es importante recalcar que, aunque las frutas y sus zumos contienen fructosa
son menos propensas a inducir alteraciones en el metabolismo ya que su contenido de fructosa es menor
comparado con una BA, ademas de que las frutas contienen vitamina C, flavonoides, epicatequina y otros
antioxidantes que regulan los efectos generados por el consumo de BA, de esta manera se explica porque el
consumo de frutas naturales no esta relacionado con el desarrollo de enfermedades hepaticas y desordenes
en el metabolismo, pero las BA si estan relacionas con este tipo de afecciones ya que contienen una alta

concentracién de fructosa que son adsorbidas rdpidamente.?

Alcantara-Ortiz et. al. reportaron mediante una revision sistematica evaluada en el 2021, la cantidad de

fructosa que contienen los alimentos y bebidas procesadas consideradas “snacks” o comida chatarra por
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porcion, la tabla 2 muestra el JIMAF de los alimentos procesados mds populares en la poblacion mexicana, en

personas con un rango de edad de 5 a 20 afios.3®

Tabla 2. Alimentos procesados principales que contienen fructosa

L Contenido de
Producto Porcion JMAF/Fructosa
Coca-Cola 100 mL 12 g
Naranjada Jumex Frutzzo 100 mL 8.5¢g
Levité Pifia-coco de Bonafont 100 mL 4.75g
Choco-roles Marinela 100 g 40¢g
Galletas emperador de Gamesa 100 g 333¢g
Galletas Break Fast biscuits de Quaker 100 g 283¢g
Doraditas Tia Rosa 100 g 2454 ¢g

Se sabe que la fructosa promueve la adiposidad a través de la sintesis de triacilgliceroles. Cuando llega al
higado es fosforilada a fructosa-1-fosfato por la fructosa cinasa para luego sintetizar glicerol-3-fosfato
(molécula base para la sintesis de triacilgliceroles). Por lo tanto, cuando es consumida en altas cantidades se
produce un incremento de triacilgliceroles originando, asi, aumento de tejido adiposo y acumulacién ectépica
de lipidos en el musculo esquelético o en el higado (lipotoxicidad: fendmeno que desencadenan los acidos
grasos y sus metabolitos, o la acumulacién de éstos) lo que constituye la unidn entre este fenédmeno y la
insulinorresistencia. La fructosa también puede aumentar el nivel de acido Urico en el suero, lo que puede
reducir la concentracién de éxido nitrico endotelial e incrementar la presion arterial ya que al reducir la

produccidn de éxido nitrico se dificulta la dilatacidn de los vasos sanguineos.?’

En los ultimos 50 afios, la ingesta de fructosa (principalmente en combinacién con glucosa) ha aumentado
drasticamente a nivel mundial,®® lo que ha llevado a estudios previos en animales y humanos, obteniendo

como resultado la relacidon entre el aumento de la obesidad, la diabetes tipo 2 y el sindrome metabélico.>

La fructosa presenta un metabolismo diferente al de la glucosa. La primera puede disminuir la actividad de la
enzima lipoproteina lipasa (LPL) al producir una menor respuesta a la insulina postprandial y sensibilidad a la
insulina manteniendo los niveles elevados de triglicéridos. Varios estudios han demostrado que el tejido
adiposo subcutaneo es mas sensible a los efectos de la insulina sobre la activacidon de la LPL.3 Lo anterior,
indica que las diferentes respuestas de la enzima lipoproteina lipasa pueden contribuir al aumento de tejido
adiposo subcutaneo en personas consumidoras de glucosa y de igual forma, al aumento del tejido adiposo

visceral en quienes consumen fructosa.

13
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Figura 6. Relacion del metabolismo de la sacarosa con el incremento de tejido adiposo subcutdneo y visceral. (Gerardo-Agosto,
2022; https://bit.ly/3PcL7Ji; https://bit.ly/3PB4InK).

Se puede afirmar que el consumo excesivo de fructosa puede promover el desarrollo de enfermedades
metabdlicas mediante un aumento de la adiposidad y la resistencia a la insulina ocasionando el aumento de

la concentracion de acidos grasos en la circulacién (Fig.6).

El consumo de BA se ha relacionado con el incremento de diferentes enfermedades metabdlicas, como
obesidad, alteraciones en el perfil lipidico y de la presion arterial. En algunos casos, el consumo de este tipo
de bebidas se ha asociado con el deterioro de la salud mental relaciondndose a enfermedades como Parkinson
y Alzheimer y un mayor riesgo a desarrollar trastornos del estado de animo como la ansiedad, la depresiény

la bipolaridad.*°

1.4 Enfermedades metabdlicas
Las enfermedades metabdlicas son un conjunto de enfermedades causadas por mutaciones genéticas que
tiene como consecuencias alteraciones en el funcionamiento de enzimas, proteinas o transportadores, lo cual
conlleva a una alteracion en el funcionamiento de las células. Esta alteracidon puede producir sustratos
enzimaticos no catalizados, déficit de produccién de proteinas fundamentales e incluso inhibir la produccion
de energia celular o la pérdida de funcionamiento de algun receptor celular o transportador. Este tipo de

enfermedades constituyen una serie de desérdenes o anormalidades que se producen dentro del
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metabolismo, que en conjunto son consideradas como factores principales o condicionantes del desarrollo

de enfermedades cardiovasculares, hepaticas y renales.*!

La ingesta de fructosa se puede relacionar con diferentes enfermedades, por ejemplo, en altas cantidades se
relaciona con el aumento de peso corporal e incremento de tejido adiposo abdominal y visceral debido al
aumento de lipogénesis, ya que la fructosa disminuye las concentraciones circulares de insulina y genera
resistencia a la leptina, lo cual genera una menor sensacidon de saciedad provocando mayor ingesta de
alimentos (CHOS, calorias, etc.) aumentando la sintesis de acidos grasos. Otra consecuencia de la ingesta de
fructosa es la resistencia a la insulina ya que se encuentra directamente relacionada con el metabolismo de
los lipidos, secundaria a la produccion de metabolitos como la acetil-CoA, las ceramidas y el diacilglicerol.
Tappy et. al. determinaron que cada 50 g de fructosa ingerida se convierte en 3% en grasa en el higado, en
forma de triglicéridos, el 50% en glucosa, el 25% en lactato y el 15% en glucégeno,** explicando, de esta forma;
la relacion que existe entre la fructosa y el higado graso. Esta enfermedad puede evolucionar desde una forma
leve (esteatosis hepatica) hasta una mas agresiva (esteatohepatitis) teniendo como consecuencias cirrosis y
falla hepdtica. Es decir, un alto consumo de fructosa aumentara la concentracion de triglicéridos presentes
en el plasma estimulando la sintesis de novo, asi como la oxidacion defectuosa de acidos grasos a nivel
hepatico, generando acumulacién de lipidos en este drgano.*® Los criterios propuestos para considerar una
enfermedad como metabdlica son diversos, sin embargo, varios autores han reportado datos respecto al
diagndstico, prevencién y tratamiento de éstas. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Federacidn
Internacional de Diabetes (IDF), el Programa Nacional de Educacion sobre el Panel de Colesterol de
Tratamiento para Adultos Il (ATP Ill) y la Asociacion Estadounidense de Endocrindélogos Clinicos (AACE) han

propuesto los siguientes criterios o componentes a considerar en una enfermedad metabdlica (tabla 3).**

Tabla 3. Componentes de enfermedades metabdlicas segun la ATP Ill, OMS, AACE e IDF.

Componentes ATP Il | OMS | AACE | IDF

Triglicéridos = 150 mg/DI X X X X
Colesterol < 40 mg/dL en varones y 50 mg/dL en mujeres X X X X
Presion arterial > 130/85 mmHg X X X
Insulino resistencia X

Glucosa en ayunas > 100 mg/dL X X X
Glucosa 2h: 140 mg/DI X
Obesidad abdominal X X
indice de masa corporal elevado X X

——
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La base de estas enfermedades es la resistencia a la insulina. La insulino resistencia (IR) se puede definir como
el estado metabdlico en el cual los efectos tisulares de la insulina se encuentran alterados generando
disminucion de procesos como la homeostasis de macromoléculas, diferenciacion celular, regulacion de la
presién arterial, etc.”® La IR se observa en personas que padecen obesidad, sindrome de ovario poliquistico,
infeccion crénica y enfermedades relacionadas con alteraciones metabdlicas. Estudios clinicos han
demostrado que la obesidad se relaciona con un flujo elevado de acidos grasos libres (AGL) lo cual se asocia
con la inhibicién de lipogénesis en el tejido adiposo dependiente de la insulina, por ello los AGL contribuyen
tanto a la progresion de la IR como a la hiperinsulinemia (insulina en la sangre > 5-25 (U/mL)) lo cual se
produce por varios mecanismos como disminucién de la captacion y utilizacidon de glucosa, inhibicion en el
ciclo de Krebs y alteracidn en el patrén de la secrecion de insulina.*® Dado que existe una relacién entre la
obesidad y la IR (Fig. 7) se ha planteado que también la obesidad es un factor importante de riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas ya que implica el aumento y acumulacién de tejido adiposo, generando adipocinas

gue favorecen estados proinflamatorios y protombéticos.

Figura 7. Factores asociados con el desarrollo de enfermedades metabdlicas. (Lizarzaburu-Robles, 2013, modificada
por Gerardo-Agosto, 2022).
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De acuerdo con los datos de la OMS, este tipo de patologias son responsables del 70% de todas las
enfermedades anuales del mundo. Se ha calculado que, de 41 millones de personas, aproximadamente 15
millones de fallecidos oscilaban entre los 15 y 69 aiios. Entre los principales factores de riesgo que condicionan
el desarrollo de este tipo de enfermedades se encuentra el tabaquismo, la inactividad fisica, el consumo

nocivo de alcohol, la mala alimentacidn y la presencia de xenobidticos en los ecosistemas ambientales.*’

1.5 Obesidad

La definicién de obesidad es arbitraria, pero todas llegan al mismo significado: exceso o acumulacion excesiva
de tejido adiposo en zona visceral y en tejido muscular. Se ha confirmado que los riesgos para la salud son
significativos, cuando el sobrepeso alcanza el 20 o el 25 % del indice de masa corporal, IMC, el cual es un
indicador confiable de sobrepeso y obesidad y se usa para identificar las categorias de peso que pueden llevar
a problemas de salud. Se calcula con el peso de la persona en kilogramos dividido por la estatura en metros

cuadrados.*®4°

La obesidad es una enfermedad metabdlica relacionada con el metabolismo de los lipidos, que se caracteriza
por un exceso de grasa corporal, de elevada prevalencia y de demanda asistencial creciente que condiciona
la salud de la persona que la padece. Cuando la cantidad de energia que se ingiere con los alimentos
(carbohidratos, lipidos, proteinas) es superior a la que se gasta, el exceso de ésta es depositado en el tejido
adiposo promoviendo la sintesis de lipidos. Ademas, se encuentra asociada al desarrollo de multiples
desérdenes alimenticios y metabdlicos. Se relaciona con el funcionamiento del tejido adiposo el cual aparte
de ser una forma de almacenamiento de energia también sirve para regular el metabolismo. Es decir, el tejido
adiposo maneja los depdsitos de acidos grasos no esterificados (triacilgliceroles libres) en el cuerpo, los cuales
llegan a través de la circulacidon sanguinea y son captados y transportados al interior de los adipocitos por
diferentes receptores o por difusion pasiva. Una vez dentro de los adipocitos, los lipidos son esterificados por
la enzima acil Co-A sintasa y usados para la sintesis de triglicéridos (TAG) en el reticulo endoplasmico rugoso.
En el caso de las personas obesas, el tejido adiposo es abundante y por ende promueve un estado pro
inflamatorio generalizado, con un incremento en el nimero y migracién de los macréfagos hacia el tejido

adiposo. Este cambio esta asociado con la inflamacion sistematica y la resistencia a la insulina (Fig. 8).5%°!
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Dieta hipercalorica excesiva alta en grasas saturadas y azucares.
Sedentarismo — predisposicion genética.

N

Acumulacion de lipidos en el adipocito.

N2

Estrés celular:
Activacion de cascadas proinflamatorias se sefalizacion
molecular
(Genes PKC-&, IKK-NFkB y JNK sobreexpresados).

N

Produccion incrementada de citocinas proinflamatorias en el
tejido adiposo:
Acidos grasos libres, TNF-a, IL6, MCP1, resistina, leptina, PAI-1
incrementados, adiponectina disminuida.

N2

Activacion e infiltracion de monocitos hacia el tejido adiposo:
Union de ICAM1 y VCAM1 a CCR2

N2

Monocitos diferenciados en macréfagos
Inflamacion local-apoptosis.

N2

Macréfagos activados-necrosis-muerte del adipocito
Hipoadiponectinemia marcada.

N

Inflamacion sistematica.
Resistencia a la insulina.
Disfuncion endotelial.

Figura 8. Mecanismos potenciales para la activacidon del proceso inflamatorio en el tejido adiposo, (Bastarrachea,
2007).

Como ya se ha mencionado, la causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y calorias gastadas. Lo anterior se debe, entre otras cosas, a que actualmente la
poblacién en general ha optado por tener una mayor ingesta de alimentos ricos en lipidos, sal y azucares,
pero pobres en vitaminas, minerales y otros micronutrientes. Por ejemplo, el consumo de Soritol que es un
derivado de la glucosa presente en productos dietéticos que, aunque no presenta aumentos repentinos en el
nivel de glucosa en sangre puede presentar efectos laxantes. Otro sustituto de azucar es la Sacarina conocida
como sal sédica, aunque se encuentra en bebidas gaseosas y productos de panaderia, existe la sospecha que

genera posibles sustancias carcinogénicas, motivo por el cual EE. UU y Canada decidieron prohibir su uso. Por
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ultimo, esta el Ciclamato el cual endulza de 30 a 50 veces mads que la sacarosa, sin embargo, este compuesto
se encuentra en estudios ya que el producto resultante de su metabolismo es la ciclohexilamina y esta puede

producir dafios genéticos y posible atrofia testicular.>?

Como consecuencia de la obesidad se pueden desarrollar enfermedades cardiovasculares, aumento de
glucosa en la sangre (hiperglucemia), trastornos en el aparato locomotor y algunos canceres (endometrio,
mama y colon). Los infantes tienden a presentar una mayor probabilidad de obesidad y esto conlleva a una
muerte prematura o a la presencia de discapacidades fisicas al momento de llegar a la etapa adulta, ademas
de presentar dificultad para respirar, mayor riesgo de fracturas, hipertension, resistencia a la insulinay a su

vez, la hiperglucemia.>®

1.6 Hiperglucemia
La hiperglucemia se define como cualquier valor de glucosa en sangre mayor a los valores de 100 a 125 mg/dL
en ayuno (6 a 8 horas antes de la toma),** ademas, es la manifestaciéon de una enfermedad crénica resultado
de un cambio metabdlico y hormonal agudo, asociado con una respuesta a lesion mitocondrial y estrés
celular.®® La hiperglucemia se caracteriza por ser una afeccién potencialmente téxica en personas con
diabetes mellitus previa ya que es capaz de inducir un estado proinflamatorio lo que contribuye a la
sobrecarga celular de glucosa y el estrés oxidativo celular.*® Es decir, se puede asociar con un incremento en
la generacién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs). El incremento en la carga oxidativa en la
hiperglucemia se asocia con el dafio a los lipidos, proteinas y DNA.’ La hiperglucemia afecta la inmunidad
celular y puede provocar la reduccién de la activacion de neutrdfilos, disminucién del quimotactismo,
disminucién de la fagocitosis y la actividad bactericida intracelular.'® Algunos sintomas de la hiperglucemia
incluyen poliuria (excrecidon abundante de orina), polidipsia (sed excesiva), pérdida de peso, a veces con
polifagia (exceso de apetito) y visién borrosa, ademas del incremento en la susceptibilidad a infecciones
ocasionando, como consecuencia, enfermedades mortales como diabetes, hiperglucemia con cetoacidosis o
el sindrome hiperosmolar no cetdsico.*® La liberacion de hormonas contrarreguladoras (catecolaminas,
cortisol, hormona del crecimiento y glucagdn) producen alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos;
resistencia a la insulina; incremento en la produccidon hepatica de glucosa y deficiencia relativa de la

insulina.>®®0

La hiperglucemia puede estar relacionada con variables fisioldgicas en los seres vivos como la edad, el

genotipo, el género, etc. La hiperglucemia, al ser un desequilibrio metabdlico se ve afectado por la obesidad
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y la mala alimentacién. Si esto no se trata a tiempo y de la manera adecuada puede desencadenar

enfermedades metabdlicas mdas complejas y graves, como la diabetes.5!

El ayuno y la dieta establecida en la rutina diaria constituyen factores que afectan la presencia de glucosa en
la sangre ya que esta se encuentra regulada por el aporte y los tipos de carbohidratos en la dieta. El ayuno es
uno de los factores principales que pueden modificar la concentracion de glucosa presente en la sangre, pero
esta se puede elevar 10 minutos después de la primera ingesta de alimentos ya que es el resultado de la

absorcion de nutrientes.

La diabetes reduce drasticamente los efectos de la insulina en el cuerpo. Esto se deber a que el pancreas no
puede producir insulina (diabetes tipo 1), o también a que el cuerpo genera una resistencia a los efectos de
la insulina o no produce suficiente insulina para mantener un nivel de glucosa normal (diabetes tipo 2). Como
resultado, la glucosa tiende a acumularse en el torrente sanguineo (hiperglicemia) y puede alcanzar niveles

muy elevados, lo cual representa un peligro si no se trata en forma adecuada.®?

Diversos factores estan involucrados en el desarrollo de la hiperglucemia como lo son: la mala alimentacién,
el consumo excesivo de bebidas azucaradas, gaseosas y alcohdlicas, el sedentarismo, la obesidad y el consumo
de tabaco. Los mecanismos de este trastorno varian dependiendo de la tolerancia a la glucosa y la capacidad
de produccién de insulina por parte del ser vivo, asi como el tipo, gravedad y estado de la enfermedad
presente, ademas de los farmacos empleados para su tratamiento, es decir, la deficiencia absoluta o relativa
de insulina y el incremento de hormonas contrarreguladoras ocasionan afecciones en los érganos y musculos
dependientes de glucosa, como lo es el higado (6rgano que mantiene los niveles de azicar en la sangre

circulante), los musculos (cuya dependencia varia desde la formacién de proteinas hasta la obtencién de

energia celular) y el tejido adiposo (forma de reserva energética obtenida por la ruta catabdlica de la fructosa
y sintesis de TAG). Esto conlleva a que haya un incremento en la concentracién de glucosa teniendo como
resultados efectos tisulares como la reduccién de o6xido nitrico, generacién de superodxido, lesiones
mitocondriales, entre otros. Ademds de efectos circulatorios y electroliticos como lo es la hipoperfusion
(disminucidn de flujo en la sangre en los érganos), pérdida de electrolitos, entre otras, todo esto conllevando

a multiples fallas organicas e incluso a la muerte (Fig. 9).%’
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Figura 9: Fisiopatologia de la hiperglucemia (Garcia-Ramos, 2014).

1.7 Inflamacion y Estrés oxidativo

La inflamacidn es un proceso complejo que implica una serie de reacciones interdependientes. En relacion
con ello, Khovidhunkid et. al., comprobaron que la interaccién entre el metabolismo y el sistema inmune
implica procesos altamente regulados, lo cual indica que el desequilibrio metabdlico puede provocar un
desequilibrio inmune, teniendo como caracteristicas desnutricion e inmunosupresion de un lado y obesidad
e inflamacién del otro.%® Una respuesta de inflamacidn regular implica el funcionamiento de ciertas vias
metabdlicas, principalmente de los lipidos, asi como de la produccién y redistribucién de energia, todo esto
para favorecer el estado catabdlico y a su vez suprimir reacciones anabdlicas como puede ser el caso de la
sintesis de insulina, ya que al ocupar los canales de distribuciéon de energia genera una disminucién de la
relacion ATP/ADP lo que causa una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica por la salida de los cationes
potasio, cerrando los canales de calcio dependientes del voltaje y a su vez, suprimiendo la secrecién de

insulina.®*

Varios factores exdgenos y/o enddégenos pueden alterar los procesos bioquimicos que ocurren en el cuerpo

de un ser vivo involucrando, a su vez, al sistema inmune al afectar su estabilidad generando estrés
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inflamatorio. Una de las principales funciones del sistema inmune es reconocer y eliminar patégenos externos

e internos mediante los siguientes procesos:®®

1) La inmunidad innata o inespecifica: Consiste en barreras que impiden que los agentes patégenos
ingresen al cuerpo.

2) Lainmunidad adquirida: El sistema inmune aprende de ésta cuando el ser vivo se expone a agentes
patégenos, de tal forma que cuando los linfocitos empiezan a atacar desarrollan al mismo tiempo una

memoria respecto a este antigeno.®®

En relacion con el proceso inflamatorio se ha observado la participacidén de varias proteinas y moléculas
regulatorias. La primera de ellas es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que es una citocina inflamatoria
que se produce en los macréfagos y en otras células. La siguiente es lainterleucina-1 (IL1) que junto con TNFa
desarrollan una serie de reacciones en las cuales sus efectos caen sobre el endotelio, leucocitos y fibroblastos
induciendo respuestas inflamatorias sistematicas®’. Cuando una persona tiene exceso de tejido adiposo suele
aumentar la presencia de mediadores de inflamacion, entre ellos la interleucina-6 (la cual tiene un efecto en
la resistencia a la insulina), el TNF a y la Proteina-C Reactiva (PCR, proteina que aumenta en respuesta a la

inflamacidn).

Aungue en la actualidad no se conoce con exactitud como empieza la respuesta inflamatoria, se puede decir
gue probablemente inicia con los mismos adipocitos ya que ellos son los primeros afectados después de un
desorden metabdlico. Diversos autores, como Almudena et. al., Ozcan et. al., y Nakatani et. al., han
relacionado la activacion de las vias inflamatorias con la obesidad. Lo anterior se relaciona con una
acumulacién de lipidos en los adipocitos, lo cual da inicio al estrés celular y a la activacidn de las vias JNK (Jun
N-Terminal Kinase, que es el eslabdn final de las vias de transduccién de sefiales en respuesta de citocinas y
estrés celular), y del factor nuclear de transcripcién kB (NF-kB). Estas vias regulan la fosforilacién de proteinas
y generan reacciones celulares de transcripcion que dan lugar a un aumento de moléculas proinflamatorias
en el adipocito, incluidas TNFa, IL-6, leptina y resistina, también hay un aumento de quimiocinas como la
proteina quimioatractante de monocitos (MCP-1) y de otros mediadores proaterogénicos. Las moléculas
guimioatractantes junto con las moléculas de adhesién se unen a integrinas y receptores de quimiocinas para
favorecer la recepcion de monocitos y otras células inflamatorias del tejido adiposo. Los adipocitos amplifican
la respuesta inflamatoria, quienes una vez que estdn en el interior se diferencian de los macrdfagos,

produciendo quimiocinas inflamatorias.%7°

Otro mecanismo que desencadena el proceso inflamatorio es el estrés oxidativo. En este caso, bajo

condiciones de hiperglucemia, aumenta la recepcién de glucosa en las células endoteliales del tejido adiposo
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causando un exceso de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs o ROS, por sus siglas en inglés) y posteriormente
activando senales de inflamacidn dentro de la célula endotelial. El dafio ocasionado en estas células genera
guimiotaxis de macréfagos aumentando aun mas la inflamacién local. Es decir, la hiperglucemia estimula la

generacion de EROs en los adipocitos lo cual incrementa la presencia de citocinas proinflamatorias. 7*72

En la figura 10 se observa la contribucion del tejido adiposo en la obesidad lo cual produce una acumulacién
de lipidos dando inicio al estrés celular y a la activacion de las vias INK y de NF-kB, generando inflamacion
local en el adipocito por el incremento de células endoteliales. Esto provoca resistencia hepatica a la insulina
y la inflamacién local en el higado debido a la alta concentracién de lipidos, mayor estimulacidn de las vias
JNK y NF-kB. Todo lo anterior da lugar a la resistencia a la insulina periférica en los musculos y rifiones,
alteraciones metabdlicas como aumento en la concentracion de glucosa vy triglicéridos y afecciones en el

tejido vascular como hipertensidn y aterosclerosis.

Figura 10. Contribucién del tejido adiposo en la obesidad y las complicaciones metabdlicas y vasculares asociadas.
(Almudena-Hernandez, 2014).

El oxigeno es necesario y esencial para la mayoria de seres vivos, ya que actla en la respiracion mitocondrial
como aceptor final de 4 electrones, generando dos moléculas de agua y la formacién de ATP.”® Los organismos
vivos que se desarrollan en condiciones aerobias estan expuestos a diversos agentes oxidantes los cuales
pueden ser de dos tipos: las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) y las Especies Reactivas de Nitrogeno (ERNs

).”* Ambos tipos tienen funciones bioldgicas para el desarrollo celular normal, pero cuando existe un aumento
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de concentracion estos oxidantes pueden resultar en una homeostasis deteriorada y conducir diversas
patologias, como algunas enfermedades neurodegenerativas como el cancer, la diabetes tipo 2, entre

otras.”>’®

El término EROs se refiere a un grupo de moléculas que contienen oxigeno con diferente actividad quimica,
se les considera metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos que poseen una fuerte capacidad oxidante,
aunque esta capacidad varia dependiendo de la especie.”” En la tabla 4 se ejemplifican algunas especies
reactivas de oxigeno de importancia bioldgica, ya que son generados en varios sistemas celulares localizados
en la membrana plasmatica, el citosol, el reticulo endoplasmico y la mitocondria.*’® Las EROs interactian con
estructuras moleculares como el DNA, proteinas, lipidos y CHOs, lo que conduce a alteraciones metabdlicas,

generando dafio molecular, que eventualmente resulta en algunas patologias (Fig. 11).

Tabla 4. Especies Reactivas de Oxigeno (Phaniendra, et. al. 2015)

Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Radicales No Radicales
Superoéxido 0,” Perdxido de hidrégeno H20,
Hidroxilo °OH Oxigeno singulete 0,
Radical alcoxilo RO° Acido hipocloroso HOCI
Radical peroxilo ROO° Ozono 0Os

Figura 11. Papel de las EROs y ERNs en la fisiologia de algunas enfermedades. (Hernandez-Espinoza, et al. 2019)7°
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Las diferentes especies reactivas pueden generar un estado conocido como estrés oxidativo, principalmente
las de oxigeno: su generacidn, los sistemas que mantienen su nivel dentro de limites fisioldgicos, su funcidon
normal y las consecuencias de un aumento de su nivel por encima del valor normal, condicién conocida como
estrés oxidativo.® Dicho estado, es definido como un desbalance entre la generacién de especies reactivas y

la defensa antioxidante.

Los mecanismos moleculares propuestos para explicar los dafios causados por la hiperglucemia son varios y
dependen en gran medida por los érganos que se analicen, algunos autores hasta el momento indican los
siguientes: acumulacién de productos de glicosilacién avanzada; activacidn de la via del sorbitol; activacién
de diversas vias mediadas por las proteinas quinasas C; activacion de las via de las hexosaminas y el

incremento del estrés oxidativo.#2

1.8 Diabetes

La diabetes pertenece a un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia crdnica, la
cual se debe a las anormalidades en la secrecidn y/o accidn de la insulina. Es decir, es consecuencia a una
alteracion del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, caracterizada por niveles elevados de

glucosa (hiperglucemia) debido a fallas o defectos en la accién de la insulina en las células B del pancreas.®8

De acuerdo con la Nueva Guia 2019 sobre Diabetes de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus

siglas en inglés),® |a diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

e Diabetes tipo 1 (DM1): Debido a la destruccidon autoinmune de las células B que conduce a una
deficiencia absoluta de la insulina.

e Diabetes tipo 2 (DM2): Debido a la pérdida progresiva de la secrecién de la insulina de las células B
con frecuencia en el fondo de la resistencia a la insulina.

e Diabetes Mellitus Gestacional (GDM): Es la diabetes diagnosticada en el 2° 0 3*" trimestre de embrazo
gue no fue claramente evidente en la diabetes antes de la gestacion.

e Diabetes por otras causas: Fibrosis quistica, pancreatitis, diabetes inducida por medicamentos

(glucocorticoides, en el tratamiento del VIH/SIDA o después de un trasplante de 6rganos).

Dado que la enfermedad en su etapa inicial no produce sintomas, cuando se detecta tardiamente y no se
trata adecuadamente ocasiona complicaciones como el infarto del miocardio, ceguera, falla renal,
condiciones que generan amputacion de las extremidades inferiores y muerte prematura. La DM2 representa
del 85 a 90% de los casos y esta se puede relacionar con factores de riesgo entre los cuales se pueden citar:

antecedentes familiares, edad superior a 45 afios, obesidad y falta de ejercicio.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el mundo hay mas de 250 millones de personas
con diabetes, de las cuales el 90% son diagnosticados con DM2, lo que probablemente aumentard mas del
doble para el 2030. Se estima que un 30% de la poblacién con DM2 no ha sido diagnosticada. Con respecto a
este valor, La Federacidn de Diabetes Internacional (FID), ha estimado que desde el 2009 hasta el 2019 han
aumentado los casos de personas que padecen esta enfermedad. En el 2009 se tenia una cifra de 285 millones
de personas diabéticas, mientras que para el 2019 se estimaron 463 millones en el mundo las cuales se

encuentran entre los 20y 79 afios de edad.®®

México se posiciond en el 6° lugar en el mundo, con 12.8 millones de personas. Los primeros tres lugares son
China (116.4 millones), India (77.0 millones) y EEUU (31.0 millones), respectivamente.®” De acuerdo con los
datos del INEGI en el 2019, en México las mayores tasas de diabetes, determinadas por medio de la Entidad
Federativa de Residencia Habitual (por cada 10 000 mil habitantes), se presentaron en Tabasco con 11.2,
Veracruz de Ignacio de la Llave con 10.9 y Ciudad de México con 10.2, mientras que las mas bajas se

encontraron en Aguascalientes con 5.2, Sonora con 5.3, Nuevo Ledn y Baja California, ambas con 5.4.%8

La Asociacion Americana de Diabetes indicé que las recomendaciones sobre la dieta de los diabéticos han
cambiado de forma importante en los ultimos 80 afios. Antes del descubrimiento de la insulina, en 1921, las
personas con diabetes tipo 1 se mantenian vivas sélo durante unos meses gracias a dietas de inanicion pobres
en energia y muy pobres en hidratos de carbono. Cuando se dispuso del tratamiento con insulina, la inanicion
dejé de ser necesaria para sobrevivir y los pacientes pudieron volver a su peso normal. Sin embargo, se
mantuvo la restriccién en hidratos de carbono a sélo el 20% de la energia hasta 1950, cuando se hizo una
revision y se incrementd hasta el 40%. En 1971 se modificaron de nuevo estas recomendaciones y se permitié
que un 45% de la energia total de la dieta procediera de los hidratos de carbono, el 35% de los lipidos y el
20% de las proteinas. En 1986, debido a la alta prevalencia de dislipemias y enfermedades cardiovasculares
entre los diabéticos, se decidié que el porcentaje de grasa deberia ser inferior al 30%, con un porcentaje de
grasa saturada no superior al 10% del total de energia. Durante estos ultimos afios se ha planteado un dilema
en cuanto al equilibrio entre hidratos de carbono y grasas en la dieta de los diabéticos. El resultado ha sido
gue las normas actuales de la ADA (1994) no establecen una Unica recomendacion para los diabéticos, sino
gue obligan a valorar a cada uno de ellos de forma individual y establecer su tratamiento nutricional teniendo
en cuenta las alteraciones y los objetivos terapéuticos especificos en cada caso. Por tanto, ya no existe una
dieta para los diabéticos, sino una serie de normas que ayudan a los expertos en nutriciéon y a los pacientes a
planificar la dieta mas beneficiosa para un tratamiento médico dptimo y evitar, de esta manera, las

complicaciones a largo plazo.®®

——
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La ingesta de azucar, como se ha mencionado en los parrafos anteriores, conduce a padecimientos en los
cuales el metabolismo se encuentra descontrolado. Médicamente se cuenta con fadrmacos que pueden ayudar
a controlar algunos de los sintomas de las enfermedades. De manera alterna se cuenta con la medicina
tradicional y el conocimiento de las propiedades de diversas plantas. Algunas de ellas han sido mas estudiadas
que otras y también, muchas mas se han comenzado a estudiar debido a las observaciones que se han llevado
a cabo tanto por quienes cuentan con los conocimientos tradicionales como de los cientificos que han puesto

su atencidn en ellas.

1.9 Medicina tradicional
Desde siempre, las plantas han tenido una importancia econdmica en la humanidad, pues el ser humano ha
encontrado en ellas su principal fuente de alimento; ha obtenido materiales combustibles y fibras para la
fabricacion de papel y telas. También ha descubierto plantas productoras de diferentes compuestos que,
utilizadas en pequefas dosis, alivian dolores, mitigan la fatiga y contrarrestan los sintomas de muchas
enfermedades. Esto ultimo se debe a que las plantas contienen principios activos que ejercen acciones
farmacoldgicas beneficiosas o perjudiciales sobre las diferentes formas de vida y es aqui de donde surge su

utilidad para servir como medicamentos alternos.®°

El principio de la medicina tradicional o medicina naturista se basa en terapias espirituales o técnicas
manuales con ayuda de recursos naturales ya sean plantas, animales o minerales; esto con el fin de mantener
la salud individual y comunitaria.®® La medicina tradicional ha desempefiado un rol fundamental en el
tratamiento de afecciones debido a que a través de los afios el ser humano ha utilizado a la naturaleza para
satisfacer sus necesidades primordiales desde la alimentacién hasta el uso de cosméticos, sin olvidar a la

medicina.®!

La base primordial de la medicina tradicional son las plantas las cuales, desde hace miles de afios, se han
usado para mantener la salud e incrementar la calidad de vida del ser humano.>® No obstante, el manejo de
los productos naturales ha ido cambiando conforme el conocimiento humano crece; aumentando los proceso
terapéuticos de forma positiva, examinando sus componentes y con esto ayudando al desarrollo de la
medicina cientifica. De la misma manera también se han descubierto los efectos malignos que muchas plantas
pueden ocasionar. Todo lo anterior provoca que para obtener conocimientos quimicos, farmacoldgicos y
clinicos se desarrollen métodos analiticos que validen el control de calidad de los compuestos extraidos y
utilizados.??°3 Durante més de 200 afios las Ciencias Quimicas y Bioldgicas se han enfocado en el estudio y en
el aislamiento de extractos naturales y gracias al Diccionario de Productos Naturales®® se conocen més de

165, 000 datos quimicos, estructurales, y bibliograficos de productos naturales y compuestos similares.>®
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A pesar de en la actualidad se cuenta con el equipo y el personal capacitado para acudir a la medicina
cientifica, se cree que cerca del 80% de la poblacidn en los paises de desarrollo dependen de la medicina
tradicional para sus necesidades basicas empleando principalmente plantas.®® De igual forma la OMS estima
que cerca del 80% de la poblacién mundial recurre a los productos naturales para saciar sus necesidades
basicas, principalmente la alimentacion y para aliviar muchas de sus dolencias. Esto Ultimo implica el uso de
extractos de plantas o sus compuestos activos.®’ Este tipo de extractos se conocen como medicamentos
fitoterapéuticos y sirven para combatir afecciones leves, moderadas o crdnicas, aunque algunos no son muy

apropiados para afecciones agudas o de emergencia que requieran hospitalizacion urgente.

Cabe mencionar que de igual forma que los medicamentos sintéticos, en los productos naturales también

existen grados de potencia, por ejemplo:

1) Muy potentes. Por ejemplo, la digoxina, extraida de Digitalis lanata la cual se utiliza para
enfermedades del corazon.

2) De potencia relativamente baja, como las hojas de manzanilla, cominmente se utilizan para
trastornos digestivos.

3) Potencia intermedia entre ellas la flor de arnica cuya principal funcidon es para traumatismos y

torceduras, asi también para irritacién, dolores articulares y reumaticos.>*

El efecto de los productos naturales varia, entre otras cosas, dependiendo de qué tan susceptible es la
persona a sus efectos. Aun asi, existe un sinfin de productos naturales bioactivos que se han aislado a partir
de plantas y resultan importantes porque se utilizan como prototipos para la sintesis y el desarrollo de nuevos
medicamentos y también funcionan como ensayos bioquimicos para entender la farmacologia humana y de
animales que se encuentran en desarrollo. En la tabla 5, se muestran algunos productos naturales

provenientes de plantas, su fuente de extraccion y el uso clinico.>”°%%°

Tabla 5. Productos Naturales bioactivos y fuente de proveniencia.

Producto Fuente Actividad farmacoldgica/ Uso clinico
Diogexina, digitoxina, Digitalis purpurea y D. lanata Accién inotrépica positiva sobre el
deslanoside miocardio.

Quinidina Corteza del arbol Cinchona Antiarritmico.

Papaverina Papaver spp. Vasodilatador.

Cocaina Hojas de Erythroxylum coca. Bloqueo nervioso.
Lidocaina, benzocaina, Sintesis basadas en el precursor de la cocaina. | Anestésicos.

dibucaina

Camptotecin Arbol chino Camptotheca acuminata Antineoplasico

Hermine (alcaloide) Peganum harmala Antiviral de amplio espectro.
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1.9.1 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son conocidas desde hace miles de afios y son, hasta la actualidad, muy bien
aceptadas por el mundo ya que representan una rica fuente de agentes terapéuticos. Algunos de estos
agentes difieren en puntos de ubicacidn de las plantas, se pueden encontrar en mayor cantidad en las hojas,
en los tallos o en la raiz.1% En este trabajo se evaluara una planta nativa de Madagascar, Kalanchoe pinnata
(KP), la cual tiene una excelente produccidn en varias partes de pais incluido el municipio de San Juan Bautista
Tuxtepec — Oaxaca. La variedad utilizada en este trabajo proviene del municipio de Texcoco, en el Estado de

México.

1.9.2 Género Kalanchoe

La especie Kalanchoe es una planta originaria de Madagascar, cuenta con alrededor de 125 especies y
pertenece a la familia de las Crasuldceas, las cuales han sido como una especie invasiva en zonas desérticas
de paises como Espafia, Puerto Rico, Estados Unidos, Sudafrica, Venezuela y México. Algunos de los nombres
comunes de esta planta son “espinazo del diablo, mala madre, madre de miles” entre otros. Esta especie
puede llegar a medir desde los 1.5 hasta los 6 metros de largo dependiendo del subgénero en el cual se
encuentren posicionadas. Por sus caracteristicas invasivas, se ha reportado que puede inhibir la repoblacién

de plantas nativas modificando los compuestos del suelo en zonas semidridas.'% 1%

Aungque tiende a ser una especie invasora, la planta Kalanchoe ha sido aceptada en la rama de medicina
tradicional, particularmente las especies pinnata, daigremontiana, brasilinses ya que han presentado

actividades antitumorales, antihistaminicas, antiinflamatorias, antibacterias e inmunomuduladoras.'®®

K. daigremontiana ha sido utilizada como antinflamatorio, antiséptico y también ha estado presente en
distintos tratamientos contra el cdncer ya que se han podido aislar esteroides cardioténicos bufadiendlidos,
los cuales presentan efectos inhibitorios sobre el virus Epstein-Barr que puede atacar a los linfocitos B y se
asocia con el desarrollo de neoplasias.!® Investigadores como Kruck aislaron de las hojas una nueva forma
de vitamina E, los B-,Y-, 6-tocomonoenoles, los cuales presentan una relacion biosintética con los tocoferoles

y los tocotrienoles, asi también como la presencia de triterpenoides y 4cidos grasos de cadena larga.1%5:1%

El extracto de las hojas de K. brasilinses presenta efectos antiinflamatorios. En el caso del reumatismo, se cree
que el uso constante de esta planta puede aumentar los mecanismos de defensa o reducir las respuestas
inmunitarias negativas en las que se encuentra la artritis reumatoide.'®” Ibrahim utilizé el zumo extraido de

las hojas de K. brasilinses para obtener resultados que avalaron la respuesta anti-inflamatoria de esta planta,
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ya que el grupo de investigacién se dio cuenta que este extracto inhibia la respuesta proliferativa de los

linfocitos humanos.

Kalanchoe pinnata, crece en Colombia, Ecuador, Panamd, Venezuela y México. Se le conoce con muchos
nombres, entre ellos: Hierba bruja, flor del aire, hoja bruja, mala madre y siempre viva.'® Puede llegar a

medir un metro de altura y posee hojas carnosas, espesas y poco ramificadas. Esto se muestra en la figura 12.

A) B)

o

Figura 12. Kalanchoe pinnata. A) Imagen de referencia de la planta en donde 1) Tallo, 2) Hojas, 3) Flores.
(https://es.wikipedia.org/wiki/Kalanchoe_pinnata), B) K. pinnata, recolectada para este trabajo.

Tradicionalmente, el zumo de las hojas ha sido usado para el tratamiento de afecciones como tos, heridas,
golpes, quemaduras, dolores de cabeza, fiebre, picaduras de insectos, como ayuda enfermedades
respiratorias; antinflamatorio y cicatrizante. La forma de administracién se realiza mediante infusiones,
unglientos, jarabes, o usando las hojas directamente. En partes de Latinoamérica como Perd, Brasil y México
no solo utilizan las hojas, sino también la raiz o el tallo, y no solo la combinan con agua, sino que también
crean elixires.'® Actualmente se han realizado diversas determinaciones quimicas para identificar sus
fitoconstituyentes. Los estudios han reportado alcaloides, triterpenos, glucdsidos, flavonoides, cardiendlidos,
esteroides, bufadiendlido, briofilina, briofilol, briofolona, briofolenona, briofinol y bersaldegenina. Ademas,
las hojas de KP contienen compuestos quimicos llamados bufadiendlidos, entre ellos las brotoxinas A, By C,

que son muy similares en estructura y por lo tanto en sus propiedades antibacterianas, antitumorales,
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anticancerigenas, insecticidas y antinflamatorias.'° Algunos de los compuestos mencionados se muestran en

la figura 13.

OAc

Briofilina Briofilol Briofolona

= Me

N Me

OH OH

Briofinol Bersaldegenina Briofolenona

Figura 13. Metabolitos reportados en Kalanchoe pinnata (Seema 2012).
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2.1 Roedores expuestos a altas concentraciones de azucar

En 1994, Ramos et. al. establecieron que la abundancia caldrica facilita la obesidad y la diabetes en humanos
y roedores, al igual que los factores ambientales. Su equipo de investigacion observd que cuando las ratas
arenosas del desierto (Psammomys obesus) se alimentaban con una dieta vegetal nativa en cautiverio, no
desarrollaban obesidad y se volvian euglucémicas e hipometabdlicas y que cuando ingerian altas
concentraciones de calorias, aproximadamente el 33% de los roedores se volvian hiperfagicos (consumen mas

alimento), hiperinsulinémicos y ligeramente hiperglucémicos.'**

En 2015, Kanaly realizé experimentos utilizando la técnica de la “dieta de cafeteria (CAF)” con el fin de estudiar
los mecanismos de resistencia a la obesidad en ratones Balb/c. Esta dieta consistié en un acceso libre a
comidas con alta densidad calérica. Como resultado se observé un aumento en la biomasa de los ratones
(obesidad) y se comprobd que la dieta de cafeteria influencid, de manera diferente, entre ratones susceptibles

a obesidad y ratones obesos resistentes.!?

En 2016, Meza et. al., establecieron que cuando las ratas son expuestas a una dieta rica en carbohidratos
estas tienden a incrementar el consumo de alimento y en consecuencia de ello hay un incremento en el peso

corporal.}13

En 2017, el grupo de Dupas, evalud el sindrome metabdlico y la hipertensidn como posible resultado de los
efectos a largo de la suplementacion con fructuosa en ratas Wistar, para ello utilizé machos de 3 semanas a
los que se les administré una solucion azucarada del 20 al 25% (peso/volumen) durante un periodo de 21
semanas. Se midié la presion arterial, la glucemia en ayunas y el peso corporal. Como resultados se encontré
que, al administrar esta suplementacion, hubo una induccidn temprana de hipertensién sin insuficiencia
renal, desarrollo progresivo de hiperglucemia en ayunas y resistencia a la insulina sin modificacién de la
tolerancia a la glucosa. Ademas de presentar dislipidemia (triglicéridos plasmaticos mds altos) y signos de
dafio hepatico. Con respecto al sindrome metabdlico, se concluyé que desarrollaron hipertensién y

resistencia a la insulina, pero no diabetes mellitus tipo 2.1

2.2 Diabetes e hiperglucemia
La insulina es una hormona secretada por las células-a del pancreas en respuesta a diversos estimulos, cuya
funcidn principal es mantener la homeostasis glucémica y de otros sustratos energéticos. Por lo cual, después
de la cada comida, la insulina suprime la liberacion de acidos grasos libres promoviendo la sintesis de
triglicéridos en el tejido adiposo. Por otra parte, la insulina suprime la produccién hepatica de glucosa,

mientras favorece la captacidn de glucosa por el tejido muscular y adiposo.!*®
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En 2020, el grupo de Garcia indujo el desarrollo de diabetes mellitus tipo Il en ratas recién nacidas aplicando
estreptozotocina (0 — 30 mg/kg) con la finalidad de observar las diferencias en plasma vy tejido de algunos
mediadores de inflamacidn en ratas normales y ratas con diabetes tipo 2. Tras la insuficiencia renal, las ratas
diabéticas mostraron un aumento de las concentraciones plasmaticas de hidroperdxidos lipidicos
(determinados espectrofotométricamente con ayuda de un kit comercial), éxido nitrico (se midié como NO~,

+ NO3, por la reaccién de Griess) y moléculas de adhesién endotelial (determinacién por el método Elisa). '*®

En 2009, Jaiswal et. al., evaluaron el efecto de la terapia con extracto acuoso de las hojas Moringa oleifera
sobre el control glucémico, hemoglobina, proteina total, azlcar en orina y peso corporal administrando por
via oral dosis variables de 100, 200, 300 mg/kg de extracto acuoso para evaluar sus efectos hipoglucemiantes
y antidiabéticos sobre la glicemia en ayunas. Obteniendo como resultado que la dosis de 200 mg/kg disminuyd
los niveles de glucosa en sangre de animales control en un 26.7 y 29.9 % durante el analisis de glicemia en
ayunas, en ratas con diabetes en etapa inicial la misma dosis ocasioné un descenso del 32.8% en la tolerancia
oral a la glucosa. Después de 21 dias de tratamiento la proteina total, el peso corporal y la hemoglobina

aumentaron en un 11.3, 10.5y 10.9 %, respectivamente.'’

En 2012, Gonzalez y su grupo de investigacién, determinaron el dafio oxidativo en ratas Wistar macho a las
cuales se les indujo hiperglucemia. Lo anterior se logré elaborando una mezcla al 35 % de sacarosa en agua
de bebida la cual se administré durante un periodo de 4 meses. Como resultado se obtuvo un incremento en
los valores de glicemia, colesterol y triglicéridos en las ratas expuestas a la solucién de sacarosa. Los resultados
obtenidos determinaron que se habia alcanzado un estado inicial de dafio oxidativo, caracterizado por un
moderado incremento de especies reactivas de oxigeno, que resultaron insuficientes para provocar

alteraciones fisioldgicas en la membrana de los eritrocitos.'*®

En el 2013, Ballesteros et. al. utilizaron un modelo experimental de hiperglucemia e hiperlipidemia inducida
por una solucidn de sacarosa al 35% en ratas Wistar durante un periodo de 4 meses, esto con fin de realizar
una evaluacién de la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD),
también se determinaron los niveles de glicemia, lipidos plasmaticos. Como resultado, se obtuvo un
incremento significativo de la actividad enzimatica de CAT observandose una fuerte relacion entre los niveles

de triglicéridos y la actividad de dicha enzima.!!®

En 2016, Esteves-Mar llevd a cabo la induccidon de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) por administracion, durante

4 semanas, de una dieta alta en azucares, lipidos y colesterol a ratas Wistar a las cuales se les administrd
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posteriormente estreptozotocina. Lo anterior se llevé a cabo con el objetivo de evaluar la actividad de jugos
ricos en polifenoles administrados a ratas Wistar con diabetes mellitus tipo 2. Se les administré, via oral, 500
ml de extractos de frutos rojos (zarzamoras, uvas y fresas) durante un periodo de 28 dias, obteniendo como
resultado una reduccidn del peso corporal de los roedores, mientras que, en los niveles de colesterol, glucosa,

triglicéridos no hubo un incremento significativo.?°

En el 2019, Naranjo et. al., evaluaron el peso corporal, el tejido adiposo e indicadores metabdlicos (glucosa,
triglicéridos y colesterol total), en ratas Wistar expuestas a bebidas con endulzantes caléricos, con sacarosa
10%, alta fructosa 10%, dextrosa 10% durante la gestacién y lactancia. Concluyendo que las bebidas con
endulzantes caldricos provocan un aumento en el tejido adiposo. Sin embargo, no hay cambios significativos

en las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol y triglicéridos con respecto al grupo control.'*

En el 2019, Chimal-Mufioz et. al., evaluaron el efecto de la hiperglucemia por un tiempo prologando a nivel
sistémico en ratas Wistar tratadas con insulina a niveles normoglucemiantes, administrando aloxano (150
mg/kg). Se obtuvo, como resultado, un modelo de hiperglucemia, en el cual se observd, a nivel hepatico,
dilatacion de sinusoides, esteatosis de gota gruesa y bajo recuento celular. Concluyendo que la insulina

empleada no inhibe los efectos histoldgicos, bioquimicos y conductuales de la hiperglucemia a largo plazo.'*

En el 2020, Bequer et. al. estudiaron el efecto de la hiperglucemia moderada pregestacional sobre la
morfologia fetal en un modelo de diabetes experimental. La diabetes se indujo por inyeccidén subcutdnea de
estreptozotocina (100 mg/kg) en ratas Wistar hembras, realizando al dia 20 de gestacidn la cesarea y sacrificio
para extraer los fetos y placentas, y analizarlos individualmente. Como resultado se obtuvo que los fetos
hiperglucémicos presentaban una reduccion de las dimensiones fetales, craneofaciales y
placentarias, concluyendo que este tipo de modelo experimental puede ser util para identificar los

mecanismos implicados en la gestacién diabética humana.'®

2.3 Kalanchoe pinnata
En 1990, Akihisa et. al., identificaron los grupos principales de Kalanchoe pinnata (Fig. 14) mediante la
pulverizacion de la materia seca utilizando hojas y tallos. Para realizar la caracterizacién de los compuestos
se realizd una extraccién Soxhlet con CH,Cl, y una saponificacién con KOH al 5%. Dieciocho esteroles fueron

aislados mientas que cuatro fueron identificados como nuevos (1j, 1p, 2my 3m).12*
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Figura 14: Estructura de los esteroles (Akihisa 1990).

En 1996, Yamagish et. al., realizaron el aislamiento de la Briofilina-B, el cual es un agente antitumoral
mediante una maceracidon con agua y una extraccidon con n-butanol. El extracto se obtuvo mediante un
homogenizado de 10 kg de planta fresca en 2 litros de agua, los residuos (A) se concentraron en CHCls,
mientras que el sobrenadante se concentrd en 1.5 litros de CHCls a 40°C. El extracto de CHCl; se etiquetd
como la muestra B, mientras que a la fase acuosa de le afiadieron 1.5 litros de n-butanol. A la fase orgdnica
(n-butanol) se le realizé una cromatografia en gel Sephadex LH-20 (4x38 cm) en HPLC-fase reversa, para

obtener un rendimiento de briofilina-B del 4.3x10°> %.1%

En el 2006, Salahdeen et. al., evaluaron los efectos neuro farmacoldgicos de las hojas y tallos de Kalanchoe
pinnata mediante una maceracion con agua destilada en ratones, aplicando dosis de 50, 100 y 200 mg/kg.
Obteniendo como resultado una disminucidn de la actividad neuroldgica de forma dependiente a la
dosis. Con estos datos, los autores pudieron afirmar que el extracto, ademas de mostrar un efecto

sedante posee una accion depresora sobre el sistema nervioso central.??®
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En el 2014, Aransiola et. al., demostraron la propiedad antidiabética del extracto acuoso de las hojas de
Kalanchoe pinnata usando ratas diabéticas (ratas albinas) como modelo. Al mismo tiempo, se comparé el
efecto antidiabético del extracto acuoso con el de una muestra que contenia una mezcla del extracto y un
medicamento comercial para la diabetes (glibenclamida). Se administré una dosis especifica de extracto
acuoso de hojas de KP (200 mg/kg) a las ratas diabéticas, se midid y registrd su nivel de glucosa en sangre.
Los resultados mostraron un descenso significativo en el nivel de glucosa en sangre de las ratas diabéticas a
un valor cercano al nivel normal de glucosa en sangre en aproximadamente 2 horas cuando solo se utilizé
extracto acuoso de hojas de KP. Cuando se administréd una muestra que contenia una mezcla del extracto
acuoso y glibenclamida, se observé un descenso mayor del nivel de glucosa en sangre. Con ello pudieron
concluir que el extracto acuoso de las hojas de KP posee importantes propiedades antidiabéticas y que el

rendimiento de los farmacos existentes (glibenclamida) podria mejorarse con el uso del extracto acuoso.'?’

En 2014, Kamal et. al., determinaron la actividad antibacteriana, antifungica y la fitotoxicidad de las hojas y
tallos de Kalanchoe pinnata contra los siguientes componentes de la microbiota intestinal: Bacillus epidermis,
Bacillus cereus, Staphylococcus epidermis y Escherichia coli también contra Epidermophyton floccosum,
Trichophytum mentogrophytes, T. rubrum, T. simii, T. scheonleinii, Microsporum canis, Pseudallescheria boydii
y Cdndida albicans mediante el método de difusién en disco. Los resultados mostraron que los extractos
probados poseian actividades antimicrobianas y antifingicas leves o no significativas. El extracto elaborado
con CHCl, con metanol presentd menos zona de inhibicién en comparacidn con el extracto acuoso. Por lo
cual se concluyé que el los extractos de CH,Cl, con metanol presentaron actividades antibacterianas y

antifungicas no significativas.'?®

En el 2016, Nickhil et. al., evaluaron la actividad de |la ATPasa de la membrana de los glébulos rojos y los
niveles de antioxidantes en ratas inducidas a diabetes mediante estreptozotocina (60 mg/kg). Se les
administré una preparacidn acuosa de las hojas de Kalanchoe pinnata (0.14 g / kg) durante 30 dias. Teniendo
como resultado una pérdida de peso y reduccidn en el consumo de alimentos, al igual que una reduccién de
los niveles de glucosa en suero. Los niveles de SOD y glutatidn no se elevaron significativamente, sin embargo,
la actividad de CAT si aumento en el grupo diabético. Concluyendo que el consumo de una preparacidn acuosa
de KP puede reducir el estrés oxidativo y mejorar la disponibilidad de Mg celular a través de aumento en la

ATPasa.'?®

En el 2020, Ramoén et. al.,, determinaron el efecto de la preparacién combinada de Kalanchoe pinnata y
metformina sobre la inflamacién mediada por citocinas en células musculares esqueléticas normales y

diabéticas. Los resultados mostraron que las preparaciones mantuvieron la viabilidad celular por 3 dias en
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células de los mioblastos del musculo esquelético humano y del musculo esquelético diabético. Sin embargo,
al dia 5 presentdé una disminucion significativa en la viabilidad celular de ambas lineas celulares. Por lo que
esta mezcla pudo, posiblemente, modular respuestas inmunitarias mediante la regulacion positiva
significativa de los marcadores proinflamatorios, la interleucina 2 y el factor de necrosis tumoral alfa, y la
regulacion positiva del marcador antiinflamatorio. Por lo tanto, se concluyé que preparaciones combinadas
de Kalanchoe pinnata y metformina podrian ser un agente inmunomodulador potencial que puede promover

la inflamacidn y afectar negativamente el resultado de los pacientes diabéticos.**°

En 2020, Araujo et. al., determinaron la actividad cicatrizante de un extracto por maceracion de las hojas de
Kalanchoe pinnata. Comparando dos cremas que contenian un extracto acuoso de Kalanchoe pinnata al 6 y
0.15 %. Ambas cremas se evaluaron topicamente en un modelo de escisién de rata durante 15 dias. En el dia
12, los grupos tratados con extracto de hoja y cremas de flavonoides en exhibieron 95,3 + 1,2% y 97,5 + 0,8%
de curacién, respectivamente. Como conclusion se establecid que los glicésidos de flavonol fueron los
principales compuestos fendlicos en el extracto de hoja de Kalanchoe pinnata segun el analisis HPLC-ESI-
MS/MS. Concluyendo que el flavonoide mayor Kalanchoe pinnata podria jugar un papel fundamental en la
cicatrizacion de heridas y de esta manera los resultados observados con ambas cremas indicaron que el uso

del extracto crudo de Kalanchoe pinnata debié ser mas rentable que el compuesto aislado.?

En 2020, Agliero et. al., demostraron las propiedades antidiabéticas de extractos hidroalcohélicos de hojas
de Kalanchoe pinnata a través de la realizacidon de extractos de las hojas mediante infusidn y decoccién
utilizando una mezcla agua:etanol (70:30) como disolvente. Para determinar la actividad hipoglucémica en
ratas, se administraron extractos por via oral a dosis de 250, 500 y 750 mg / kg y se controlaron los niveles de
azucar en sangre durante un periodo de cuatro horas utilizando un glucémetro. Como resultado se observé
que el tratamiento con 750 mg/kg de infusién indujo una reduccidn estadisticamente significativa del aztcar

en sangre a los 90, 180 y 240 min, mostrando la existencia de un efecto hipoglucemiante de este extracto.'*?

En 2020, Sudriman determiné el efecto antinflamatorio de la infusiéon de Kalanchoe pinnata contra la
inflamacién en el muslo de la pierna de ratones machos Swiss Webster y determinaron las relaciones entre el
aumento de las concentraciones y el aumento del efecto antinflamatorio. Se utilizaron ratones Swiss Webster
machos a los cuales se les administré una infusion de Kalanchoe pinnata en concentraciones de 20, 40 y 80
%. La inflamacién en los muslos de los roedores fue inducida mediante una inyeccion al 1% de acido acético.
Como conclusidn se establecid que la infusién de Kalanchoe pinnata ayudé a disminuir la inflamacién en el
muslo de ratones, sin embargo, la concentracién de hojas de Kalanchoe pinnata utilizada en la infusién no

fue suficiente para disminuir al 100% la inflamacién del muslo de los ratones.*33
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Existen muchas comunidades indigenas alrededor de todo el mundo y gran nimero de ellas utilizan las plantas
medicinales. Se han reportado diferentes usos en distintos paises y las comunidades que habitan en ellos. Un
trabajo reportado por Bermudez y Granger menciona el uso de varias especies de Kalanchoe pinnata en
algunas partes del siguientes.

“Bangladesh: Para tos, moco, fiebre, epilepsia, estrefiimiento, hemorroides.

Brasil: Para abscesos, adenoides (infectados), artritis, pie de atleta, forunculos, bronquitis, bubos,
guemadauras, callosidades, conjuntivitis, tos, dermatitis, dermatosis, dolor de oido, eczema, edema, erisipela,
fiebre, glaucoma, dolor de cabeza, infecciones, inflamacidn , picaduras de insectos, problemas intestinales,
picazén, cdlculos renales, trastornos linfaticos, Ulceras en la boca, nerviosismo, infecciones respiratorias,
reumatismo, escorbuto, problemas en la piel, dolor de muelas, tuberculosis, tumor, ulceras, insuficiencia
urinaria, verrugas, tos ferina, heridas y como sedante.

Ecuador: Para contusiones, huesos rotos.

Estados Unidos: Para varicela, fiebre, dolor de estémago.

Guatemala: Para dolores, diarrea, problemas de la piel.

Himalaya: Las hojas se aplican sobre heridas, contusiones, hinchazén y picaduras de insectos.

India: Para molestias abdominales, forinculos, hematomas, célera, cortes, diabetes, diarrea, disenteria,
flatulencia, dolores de cabeza, calculos renales, indigestiodn, picaduras de insectos, sarna, llagas, insuficiencia
urinaria, heridas.

Meéxico: Para infecciones oculares, dolores de cabeza, inflamacién, trastornos menstruales, granos, heridas.
Nicaragua: Para dolores, quemaduras, parto, resfriados, tos, fiebre, dolor de cabeza, dolor, infecciones
respiratorias.

Nigeria: Para tos, dolor de oido, eccema, inflamacién, granos.

Peru: Para infecciones bacterianas, forinculos, huesos rotos, bronquitis, cancer (linfoma), conjuntivitis, tos,
dolor de oido, infecciones oculares, epilepsia, erisipela, fiebre, gases, dolor de cabeza, acidez estomacal,
inflamacién, problemas intestinales, migrafa, nduseas, problemas de la piel, llagas, ulceras, uretritis.

Vietnam: Como tratamiento antibacteriano y antiinflamatorio” .13
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JUSTIFICACION

En México la tasa de mortalidad debida a enfermedades metabdlicas es alta debido a que no se les ha dado
la difusiéon necesaria entre la poblacidn. Esto trae como consecuencia poco conocimiento de ellas y de los
factores que las desencadenan. Uno de estos factores se relaciona con la existencia de niveles altos de azucar
en sangre como consecuencia del consumo de alimentos y bebidas que contienen altas concentraciones de

carbohidratos como la sacarosa.

De la misma manera existe un amplio conocimiento de las propiedades de muchas plantas que poseen
propiedades medicinales pero que, por falta de conocimiento y estudio, no se utilizan para contrarrestar
algunos de los sintomas, complicaciones e incluso enfermedades para los que pueden ser utilizadas. Muchas
veces se ha menospreciado el conocimiento que, de muchas plantas, tienen algunas personas y que han

adquirido a través de generaciones.

En este trabajo se estudié una condicién detonante de muchas enfermedades conocida como hiperglucemia
empleando un modelo consistente en la administracidn, via oral, de una solucién alta en azucar utilizando el
modelo de la dieta de la cafeteria, ya que este replica las condiciones normales mediante las cuales se puede
ingerir una cantidad elevada de carbohidratos. De la misma manera se estudié el efecto que la planta
Kalanchoe pinnata, podria tener como posible regulador de las concentraciones de glucosa en sangre, asi

como del metabolismo de los roedores expuestos a azucar.

Los resultados obtenidos proporcionaran conocimientos sobre los efectos que la administracion de la planta
Kalanchoe pinnata tendra sobre las alteraciones metabdlicas ocasionadas en animales expuestos a altas
concentraciones de azucar. Si los resultados son favorables, se podran establecer nuevos estudios incluyendo
nuevas variantes para continuar con el analisis de las propiedades medicinales de esta planta. El estudio de
las plantas medicinales resulta de vital importancia debido a que se sabe que muchos farmacos sintéticos
pueden tener efectos adversos. Lo anterior impulsa el estudio de los recursos vegetales para beneficio de la

salud.
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HIPOTESIS

El uso de extractos acuosos de las hojas de Kalanchoe pinnata podrian tener actividad antiinflamatoria,

antioxidante y/o anti hiperglucémica en ratas Wistar expuestas a altas concentraciones de aztcar por via oral.
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OBIJETIVOS

5.1 General

Evaluar las propiedades antiglucémicas, antioxidantes y antiinflamatorias de Kalanchoe pinnata en ratas

Wistar expuestas a concentraciones elevadas de azlcar por via oral.

5.2 Especificos

1.

Determinar el nivel de glucosa en sangre en los siguientes grupos de estudio: control; expuestos a
una solucién al 20% de sacarosa; expuesto a sacarosa y al extracto acuoso de Kalanchoe pinnata; y
tratados con el extracto acuoso en un periodo de 60 dias.

Realizar Exdmenes Generales de Orina (EGO) en todos los grupos experimentales.

Evaluar la produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) en higado, rifién y pancreas de los
grupos tratados de ratas.

Determinar la actividad de enzimas antioxidantes: Superdxido dismutasa (SOD), Glutatidn-S-
Transferasa (GST), Proteina-C Reactiva (PCR) y Citocromo C oxidasa, en los grupos establecidos de
ratas.

Monitorear la variacion de peso en los grupos establecidos de ratas.

Realizar la caracterizacidn de fitoconstituyentes en un extracto acuso de Kalanchoe pinnata.
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METODOLOGIA

6.1 Metodologia cualitativa para la determinacién de fitoconstituyentes presentes en
Kalanchoe pinnata

6.1.1 Recoleccién de Kalanchoe pinnata
Kalanchoe pinnata se recolectd en el centro del municipio de Texcoco (coordenadas Latitud: 19.5126,
Longitud: -98.8798, 19° 30’ 45" Norte, 98° 52’ 47" Oeste a 2220 metros sobre el nivel del mar), en el Estado
de México, y se trasladé al municipio de Tuxtepec, Oaxaca, en donde fue resembrada en las colonia obrera
(coordenadas Latitud: -96.169444, Longitud: 18.020000 a 49 metros sobre el nivel del mar) y en la colonia
Nueva Florencia (coordenadas Latitud: 18.0839550 y Longitud: -96.1714360, 18°5'2" Norte -96°10'17" Oeste
a una altura aproximadamente de 20 metros sobre el nivel del mar) a una distancia de 6 km de San Juan

Bautista Tuxtepec, Oaxaca

6.1.2 Extraccion asistida por ultrasonido
Para la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), se utilizaron hojas frescas de un peso aproximado de 10 g
cada una. Se redujo el tamafo de tal forma que cupieran sin problemas en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.
Al matraz se le adiciond 200 g de materia vegetal y 100 mL de una solucién agua-metanol (1:1). Una vez que
el matraz estaba colocado dentro del equipo de ultrasonido (BRANSON 1510) se procedié a hacer 3 ciclos
ultrasénicos, con una frecuencia de 40kHz, de 10 minutos cada uno, con un tiempo de descanso de 10

segundos entre cada ciclo (Fig. 15).

A) B)

Figura 15. Extraccion Asistida por Ultrasonido. a) Equipo de EUA. b) Matraz Erlenmeyer con la materia vegetal dentro del equipo
EAU.
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6.1.3 Extraccién rapida de agua caliente presurizada
Para la Extraccion Rapida de Agua Caliente Presurizada (ERACP), se utilizaron hojas frescas de 10 g cada una
aproximadamente. Se utilizd6 una cafetera express convencional (TAURUS, espresso coffe maker). Se
redujeron de tamano y se introdujeron en el portafiltro de café, que es un pequeiio contenedor en forma de
copa donde se coloca la capsula de café. Seguido de esto se afiadié 300 mL de agua destilada en el contenedor
de agua de la cafetera. Debido a que el agua caliente daiid la materia vegetal solo se hizo una extraccidn de

1 ciclo con un tiempo aproximado de 3 minutos.

6.1.4 Ensayos quimicos para la determinacién de fitoconstituyentes presentes en
Kalanchoe pinnata

Las pruebas quimicas se realizaron sobre el extracto obtenido de cada uno de los métodos anteriormente

planeados, colocando cantidades de extracto desde 1 mL hasta 5 mL en tubos de ensaye de 16x150. De

acuerdo con Yadav'*® et. al, se establecieron los criterios, pardmetros y condiciones para la identificacion de

metabolitos presentes en la materia vegetal y de acuerdo con la literatura referencial de la Kalanchoe pinnata

se optd por la identificacion de taninos, flavonoides, terpenoides, saponinas, esteroides, alcaloides y

glicdsidos, tabla 6.

Tabla 6. Parametros establecidos para la identificacion de metabolitos presentes en Kalanchoe pinnata.

Fitoconstituyente Ensayo Observacién
. 2mL extracto + 2mL H,0 + 2-3 gotas FeCl; (5%) Precipitado
Taninos
Verde
. 1mL extracto + 1mL Coloracion
Flavonoides .
Pb (CH3-C0OO0), (10%) Amarilla
Terpenoides 2mL extracto + 2mL (CH;CO),0 + 2-3 gotas o
Coloracion rojo intenso.
de H,SO, concentrado
a) 5mL extracto + 5mL Formacion de espuma.
+
Saponinas H20 + calor
b) 5mL extracto + gotas de aceite de oliva. Emulsiéon formada.
Esteroides 2mL extracto + 2mL CHCl, Anillo de color marrén-—rojizo
+2mL H,S0, concentrado
Alcaloides 2 mL extracto + unas gotas del reactivo de Hager Precipitado amarillo.
L. 2 mL extracto + 2 ml CHClz + 2 ml CHsCOOH Coloracion violeta, azul o verde
Glicésidos

——
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6.2 Metodologia para la evaluacidn de las propiedades antioxidantes de Kalanchoe pinnata

6.2.1 Poder reductor de los antioxidantes

136

De acuerdo con Oyaizu™>° se estableciéd un método modificado para la evaluacién del poder reductor del ion

férrico (Fe*) en extractos de materia vegetal.

En un tubo eppendorff de 1500 pL se afiadieron 100 puL de muestra (utilizando concentraciones de 40 hasta
80 pg/mL) homogenada en agua, 500 pL de un amortiguador de fosfatos (0.2 M, pH: 6.6) y 500 uL de
Ferrocianuro de potasio (KsFe (CN)g) al 1%. Se incubaron los tubos por 20 minutos a una temperatura de 50°C,
una vez pasado el periodo de incubacidn se les afiadié 400 pL de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% vy se llevd
a centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm. En un tubo de ensaye de afiadieron 1 mL del sobrenadante obtenido,
1 mLde aguay 0.2 mLde cloruro férrico (FeCls) al 1%. La absorbancia de las muestras se obtuvo por triplicado
en un espectrémetro UV-Vis (Perkin Elmer, Lambda 25) a una longitud de onda de 70 nm. El incremento de

esta absorbancia da a entender que existe un aumento en el poder reductor del extracto vegetal.

6.2.2 Actividad estabilizante del radical DPPH

137

Con la metodologia propuesta por Ohinishi*’, se cuantificd la capacidad estabilizante de un extracto

metandlico vegetal para estabilizar el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Se elabord un extracto vegetal disuelto en metanol (MeOH) en diferentes concentraciones (5, 10, 20, 50, 70,
100, 120 pg/mL). Se tomaron 1.5 mL de cada extracto y se colocd en un tubo de ensaye junto con 0.5 mL de
DPPH 0.1 mM disuelto en metanol. Se incubé a 37°C durante 30 minutos. Pasado el periodo de incubacién se
procedid a hacer la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 517 nm en un espectrometro UV-Vis
(Perkin Elmer, Lambda 25). Como referencia de esta actividad de utilizd el acido ascorbico con las mismas

concentraciones que el extracto vegetal.

El porcentaje de capacidad maxima para captar radicales libres (DPPH) se calculé con la siguiente formula.

Abs DPPH — Abs muestra

%CSRL = [ Abs DPPH X100

6.2.3 Contenido de fenoles totales

La cantidad de fenoles totales presentes en un extracto vegetal acuoso se determiné con el reactivo de Folin-

Ciocalteu y la metodologia descrita por Singleton-Rossi.**®

1 mL de extracto con una concentracién de 40 pug/mL se aforé en un matraz de 50 mL. 1 mL de esta nueva

solucion se afiadié a un tubo de ensaye al cual se le adiciond 2.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu 1:1y 2 mL de
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carbonato de sodio (Na,COs) al 7.5%. Se incubd por 10 minutos a una temperatura de 50°C para después
tomar lectura de su absorbancia en un espectrometro UV-Vis (Perkin EImer, Lambda 25) a una longitud de
onda de 760 nm, utilizando como referencia una curva de calibracion de acido galico en concentraciones (0,

1,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 pg/mL) y un blanco de reactivos.

El contenido fendlico total se expresa como miligramos equivalentes de acido galico por gramo (mg EAG/g).

6.2.4 Habilidad para descomponer perdxido de hidrégeno

De acuerdo con Ruch'* se establecié la metodologia para evaluar la capacidad para descomponer peréxido

de hidrégeno (H,0;) de un extracto acuso de materia vegetal.

En un tubo de ensaye de afiade 3 mL de extracto acuoso a concentraciones (40, 50, 60, 70, 80 pug/mL) y se le
adiciond 1.8 mL de amortiguador de fosfatos (100 mM, pH: 7.4) con H,0, (2 mM/L), se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos y posteriormente se obtuvo la absorbancia mediante un espectrémetro UV-Vis

(Perkin Elmer, Lambda 25) a una longitud de onda de 230 nm, utilizando un blanco de reactivos.
El porcentaje de esta actividad se calculé con la siguiente formula.

Y%CDP = Abs muestra 100
0 "~ Abs blanco X

6.2.5 Barrido de radicales superdxido

Con la metodologia propuesta por Beauchamp,*° se determind el barrido de radicales superéxidos (0;") de

un extracto metandlico vegetal.

En un tubo de ensaye se afadio el volumen correspondiente a concentraciones de (5, 10, 15, 20, 30 pg/mL)
de una solucidn patrén y se anadid el volumen de amortiguador de fosfatos (100 mm, pH: 7.4, al cual se le
afiadio 20 ug de riboflavina, EDTA 2mM y 0.1 mg de azul de nitrotetrazolio) para tener 1 mL de volumen final.
Se expuso a luz durante 5 minutos y se obtuvo la absorbancia mediante un espectrémetro UV-Vis (Perkin
Elmer, Lambda 25) a una longitud de onda de 590 nm, utilizando un estandar de 4cido ascdrbico con las

mismas concentraciones.
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6.3 Metodologia para los grupos de ensayo bioldgicos

Se seleccionaron ratas Wistar con pesos entre 130 — 150 g. Se separaron por sexo y se establecieron grupos

IM

de 6 ratas cada uno (1. Control, 2. Expuesto a azlcar via oral “azicar”, 3. Expuestos al extracto acuoso de
Kalanchoe pinnata “EKP”, 4. Expuesto a azucar + extracto de Kalanchoe pinnata “azicar-KP”). Se midid la
glucosa en sangre cada 7 dias y se realizé un examen general de orina al inicio, a los 30 dias y a los 60 dias de
tratamiento. Pasado los 60 dias de tratamiento se sacrificaron recolectando el higado, el rindn y pancreas
homogenizando los 6rganos con ayuda de un buffer a pH 7.4 para analizarlos mediante un equipo de
espectrometria UV-Vis (Perkin EImer, Lambda 25), con longitud de onda de 190 nm hasta los 1100 nm, y asi

determinar la actividad de las enzimas CAT, SOD, Cit-Cox, GST.

6.3.1 Examen general de orina (EGO)

El examen general de orina (EGO) esta compuesto por varias pruebas que identifican diferentes analitos
eliminados por el rifdn; su resultado es de gran importancia en el estudio inicial de enfermedades de origen
urinario o sistémico, esto hace necesario que sus datos sean correctamente interpretados ya que pueden

ofrecer una informacion tan cercana como la que entrega una biopsia renal.

El analisis quimico se realizd con tiras reactivas (ACON, Mission) y generd resultados en segundos; estas al
tener contacto con las sustancias de la orina, producen reacciones quimicas que son reflejadas en cambios
en el color proporcionales a la concentracién de las sustancias y expresadas en resultados cualitativos y

semicuantitativos.*

e pH. El pH urinario varia de 4.5 a 8. Normalmente la orina es ligeramente acida, oscilando su valor
entre 5 a 6.5; este pardmetro varia de acuerdo al equilibrio acido base sanguineo, a la funcidn renal
y en menor proporcion a la dieta, a farmacos y al tiempo de exposicion de la muestra. La orina es
alcalina cuando su pH es mayor a 6.5, como sucede en dietas vegetarianas, ingesta de diuréticos,
alcalosis respiratoria, vémito, acidosis tubular renal distal o tipo | y en aquellos casos donde la urea
se convierta en amoniaco y aumente el pH (como sucede en las orinas procesadas tardiamente y en
las infecciones por Proteus spp, productor de amoniaco gracias a la accién de la ureasa). Por otra
parte, cuando la orina tiene un pH menor a 6 se considera acida y se da por dietas hiperproteicas,
ceto-acidosis diabética, infecciones por E. Coli, fiebre, acidosis respiratoria, aciduria por acido
mandélico y fosfdrico, administracién de fadrmacos como anfotericina B, espironolactona y Aines.

e Leucocitos. La prueba de esterasa leucocitaria se considera una medida indirecta para indicar la

presencia en la orina de gldbulos blancos, principalmente granulocitos (neutrdéfilos y eosindfilos).
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Estas células blancas intactas o lisadas son las Unicas que contienen en su citoplasma una enzima
llamada esterasa, la cual hidroliza el reactivo de la tirilla (ACON, Mission) haciéndola cambiar de color;
de esta forma se determina la presencia de los leucocitos. Esta prueba en el estudio de la
Incontinencia Urinaria (IU) tiene mejor sensibilidad que especificidad, sus falsos positivos se pueden
presentar en orinas contaminadas por secreciones genitales, en balanitis (inflamacién del prepucio y
glande), vaginitis, fiebre, deshidratacion, glomerulonefritis, nefrocalcinosis, tumores nefrouroldgicos,
malformaciones del tracto urinario, trauma renal, nefritis intersticial por farmacos, entre otros.
Proteinas. Normalmente no se deben reportar proteinas en la orina; su valor debe ser menor a 6
mg/dL. La tira reactiva tiene una sensibilidad y especificidad de 99% para detectar albumina, pero es
pobre para detectar globulinas, glucoproteinas, ribonucleasas, lisozimas y mucoproteinas. La
deshidratacidn, la fiebre, la exposicidn prolongada al frio y la realizacién de ejercicios pueden generar
trazas de proteinas en la orina clasificada como proteinuria transitoria, que por lo general remite en
pocos dias y no es patoldgica.

Glucosa. Se detecta a través de la reaccion de la glucosa oxidasa/peroxidasa. La lectura de glucosuria
debe ser cero porque la glucosa filtrada es reabsorbida casi en su totalidad (99.9%) en el tubulo
contorneado proximal y solo aparece en la orina cuando el valor de la glicemia supera el umbral renal
tubular de reabsorcion de glucosa estipulada entre 160-180mg/dL o cuando hay dafio en el tubulo
proximal renal. Por lo tanto, la glucosuria se puede presentar en dos escenarios, primero en cuadros
hiperglucémicos con funcién tubular proximal normal, como sucede en la diabetes mellitus tipo 1y
en la sobre-infusidon de sueros glucosados, y segundo en cuadros no hiperglucémicos con funcidn
tubular proximal alterada.

Cetonas. Su lectura debe ser cero; la presencia de cetonuria esta relacionada con alteraciones en el
metabolismo de los acidos grasos y de los carbohidratos. Los pacientes con ayuno prolongado, fiebre,
vomito, diabetes mellitus tipo 1, algunos errores innatos del metabolismo y dietas ricas en proteinas
pueden cursar con cetonuria. De los tres cuerpos cetdnicos (acido hidroxibutirico 78%, acido
acetoacético 20% y acetona 2%), solamente son detectados por la tira el acido acetoacético y la
acetona.

Urobilinogeno. Es un pigmento biliar que se oxida facilmente a temperatura ambiente; su valor esta
relacionado directamente a la presencia de bilirrubina indirecta y se encuentra normalmente en
concentraciones bajas, alrededor de 1mg/dl e incluso su lectura puede ser menor o negativa. La

presencia de urobilindgeno en la orina esta asociada a patologias hepatocelulares como la hepatitis
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y a entidades con hiperbilirrubinemia indirecta como las anemias hemoliticas; su existencia también
puede significar o indicar dafio temprano del parénquima hepatico.

e Bilirrubinas. Su lectura es negativa. Cuando se presenta bilirrubina en la orina es conjugada o directa,
ya que por ser hidrosoluble pasa el glomérulo renal, lo cual haria sospechar la presencia de
obstruccién intra o extra-hepatobiliar como sucede en la ictericia obstructiva, en la enfermedad
hepatocelular y en el cdncer del pancreas o de los conductos biliares. La bilirrubina indirecta, por no
ser hidrosoluble, no pasa el glomérulo y por lo tanto su reporte es negativo; de esta forma, ciertas
patologias presentes en pacientes pueden tener reportes negativos de bilirrubinas en orina. Existen
falsos negativos por presencia de acido ascérbico y cuando las orinas no son procesadas
tempranamente ya que la luz solar puede alterar la estructura quimica de las bilirrubinas.

e Sangre. |a tira reactiva no discrimina entre hematuria, hemoglobinuria y mioglobinuria porque todas
catalizan la reaccion de la peroxidasa, de ahi la importancia de realizar el analisis del sedimento
urinario, proceso que es esencial para el diagndstico de la hematuria. Los datos de la historia clinica,
el estudio del sedimento urinario y los resultados de las pruebas especificas, como la del sulfato de
amonio, pueden ayudar a establecer esta diferenciacion. Si la tira reactiva es positiva para sangre,
pero el examen microscdpico no reporta presencia de hematies se debe sospechar la existencia de

hemoglobinuria o mioglobinuria.

6.3.2 Proteina C-reactiva (PCR) como indicador de procesos inflamatorios

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina presente normalmente en suero. Pero su concentracién puede
aumentar significativamente en infecciones bacterianas y virales, dafio tisular, inflamacién y neoplasias
malignas, pudiendo llegar a ser el 2% de las proteinas del suero. La PCR, se detecta mediante una reaccién
inmunoldgica de aglutinacién. El Reactivo latex-PCR posee anticuerpos especificos anti-PCR absorbidos sobre
particulas inertes de latex. Mezclando de forma directa la muestra con el Reactivo latex, la presencia de PCR

provoca la aglutinacion de las particulas de latex, que se visualiza macroscépicamente.
Su determinacidn se llevard a cabo de la siguiente manera.

Se colocd una muestra de suero en un portaobjetos de vidrio para pruebas de aglutinacion, posteriormente
se afnadid 1 gota de reactivo latex-PCR, se mezclé por 2 minutos con ayuda de un aplicador y se analizé
mediante un estereoscopio de fondo negro. Los resultados obtenidos fueron comparados con los controles

proporcionados por el kit comercial de andlisis clinicos (Bio-PCR).
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6.3.3 Determinacién de proteina total por el método de Lowry

La cuantificacidn de la concentracién de proteinas se realizé6 empleando el método colorimétrico de Lowry,
modificado por Peterson en 1977. El principio del método se basa en que ciertos aminoacidos como tirosina,
triptéfano y cisteina reaccionan en un medio alcalino con acido fosfotungsténico y acido molibdico del
reactivo de Folin (color amarillo) para dar un complejo incoloro que se puede reducir mediante una reaccion
lenta con fenol en un complejo de coloracidn azul detectable por espectrofotometria entre 600 y 900 nm (con

una absorbancia maxima a 740 nm).

Esta coloracidn es reforzada por el acomplejamiento de sulfato de cobre con los enlaces peptidicos de las
proteinas. La intensidad de la coloracidn obtenida depende del nimero y de la naturaleza de los residuos que
constituyen la proteina presente en la muestra a analizar ya que a iguales concentraciones dos proteinas
diferentes no desarrollan la misma intensidad de color. La figura 16 muestra la reacciéon que se lleva acabo.
Es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se afiade un reactivo
que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la

concentracion de proteinas, segun la Ley de Lambert-Beer.'*?

Figura 16. Esquema del proceso de obtencidon de proteinas mediante la técnica de Lowry (Lowry, 1951).

Este método consta de dos etapas:

i Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los dtomos
de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?*-proteina tienen un color azul claro.
Ademads, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de la

reaccion. El Cu?*, se mantiene en solucidn alcalina en forma de su complejo con tartrato.
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ii. La reduccién, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos fenélicos
de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como
catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el 4acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a

un complejo de color azul intenso.
La metodologia utilizada para los ensayos bioquimicos fue la siguiente.

En un tubo se ensaye se colocaron 790 pL de agua destilada junto con 10 plL de la muestra, 100 pL de

desoxicolato de sodio, 2 pL de CuSO, -4H,0 al 0.5%, 2 g de NaOH y 0.134 g de Tartrato de sodio potasio.

Posteriormente se hizo una dilucién 1:3 del reactivo de Folin-Ciocalteau y a se afiadieron 100 pL al tubo de
ensaye ya preparado. Una vez preparado el tubo de ensaye se agité vigorosamente dejandolo en reposo por
un tiempo de 15 minutos para posteriormente leerlo en un espectrémetro de Ultravioleta-Visible (Perkin

Elmer, Lambda 25) a una longitud de onda de 750 nm. Utilizando una curva patrén de albumina sérica.

6.3.4 Especies reactivas de oxigeno (EROs)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son producidas como una consecuencia del metabolismo aerdbico
fisiolégico normal. La cadena de transporte de electrones de la mitocondria, los peroxisomas, la NADPH
oxidasa, el oxido nitrico sintetasa desacoplada y el sistema del citocromo P450 son las fuentes mas
importantes de produccién de los EROs. El desbalance entre la produccion de los EROS y el sistema de defensa
antioxidante en los sistemas vivos ocasiona una ruptura de la funciéon celular y dafo. Este desbalance ocurre
por una sobreproducciéon de EROS y una reduccidon del mecanismo de defensa antioxidante. Las acciones
protectoras contra los EROS son llevadas a cabo por varias enzimas (superdxido dismutasa, catalasa y
glutatién peroxidasa) y también por compuestos no enzimaticos (vitamina E, ascorbato, glutation,
transferrina, ceruloplasmina, etc.). Las EROs son moduladores cruciales de las funciones celulares. A bajas
concentraciones, las EROs son participantes esenciales en la sefializacion celular, la induccidon de la respuesta
mitogénica, la defensa contra agentes infecciosos, mientras que el exceso de los EROS puede alterar la funcién

celular normal y promover el dano irreversible a lipidos, acidos nucleicos y a proteinas celulares.

El principio de su medicidn se basa en la interaccidn que tiene que acido tiobabiturico con el malondialdehido,

obteniendo un color susceptible de ser medido directamente.

La metodologia empleada para los ensayos bioquimicos fue la siguiente.
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En un tubo eppendorf de 1500 uL de capacidad se anadieron 0.2 mL de homogenizado, se completé 1 mL con
amortiguador PBS (solucidn salina amortiguadora de fosfatos) 0.1 M con un pH igual a 7.4. Para que la
reaccién mencionada anteriormente se lleve a cabo se afiadieron 0.025 mL de butilrihidroxitolueno y 300 pL
de acido tricloroacético al 30%. Se agitaron los tubos y se re dejaron reposar en hielo por un periodo de 2 h
para después centrifugarse a 2000 rpm por 15 min pasado este tiempo, se tomd 1 mL de la fase liquida
formada se llevd a un tubo de ensaye limpio para afadirle 0.075 uL de EDTA al 0.1 M y 0.25 L de acido
tiobarbiturico. Finalmente, se agitaron los tubos y mediante bafio maria se llevaron a punto de ebullicién
durante 15 min. Pasado este tiempo se analizaron las muestras en un espectrometro Ultravioleta-Visible
(Perkin Elmer, Lambda 25) a una longitud de onda de 532 y 600 nm, respectivamente. Una vez obtenidos los
datos de la absorbancia se procedid a calcular la concentracién presente de esta especie mediante la ley de

Lambert-Beer (A=cel).

6.3.5 Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

La catalasa es una enzima que se clasifica como antioxidante ya que constituye el principal mecanismo de
defensa frente al dafio oxidativo in vivo. Cataliza la reaccién de dos moléculas de perdxido de hidrégeno a

oxigeno y a las moléculas de agua.
2 H;0, - 0, +2H,0

Ademas de que posee actividad peroxidativa, donde alcoholes como el metanol, etanol, acido féormicoy

fenoles pueden servir como donadores de electrones.'*?
ROOH + AH; > A + H,0 + ROH
La metodologia empleada para la medicién de la actividad fue la siguiente.

En una celda de 3 mL se afiadié el volumen correspondiente para 1 mg/mL de proteina, calculada con los
datos obtenidos de la concentracidon de proteina total por el método de Lowry, se afiadié el volumen
necesario para completar los 3 mL de amortiguador de fosfatos 0.1 M con pH 7.4 al cual se le colocé H,0; 50
mM. Posteriormente se analizd en un espectrémetro Ultravioleta-Visible (Perkin ElImer, Lambda 25) a una

longitud de onda de 240 nm, calculando su actividad con el método de Lambert-Beer.

6.3.6 Actividad de la enzima Superdxido dismutasa (SOD)

Dentro del sistema de defensa enzimatico se encuentran enzimas como superdxido dismutasa (SOD), la cual
pertenece a una familia de metaloenzimas que catalizan la conversién del O,” a H,0, y a O,. Para su

determinacién se empleara la siguiente metodologia.
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Se realizé el homogenizado en un amortiguador de fosfatos (PBS) 50 mM a pH de 7.8, junto con 13 mM de
metionina, 75 UM de nitrito azul de tetrazolio, 100 uM de EDTA y 2 mM de riboflavina. Para que la reaccién

se lleve a cabo se afiadieron 100 pL de riboflavina al amortiguador de PBS.

La medicidn se llevd a cabo en un espectrémetro Ultravioleta-Visible (Perkin Elmer, Lambda 25), utilizando
celdas de vidrio, a las cuales se les afiadié 3 mL de amortiguador y el volumen correspondiente a 1 mg/mL de
homogenizado renal, hepdtico y pancreatico preparado anteriormente. La absorbancia se medira en

diferentes tiempos.

Longitud (nm) Tiempo (min)

560 O
560 5
560 10

Después de la primera lectura, la muestra se expuso a la luz natural por un periodo de tiempo de 10 min
(teniendo una lectura en un intervalo de tiempo a los 5 min), el cual es tiempo en el que el azul de nitro-
tetrazolio reacciona con la proteina, debido a que actia como receptor de electrones y como ocurre una
reduccion este tiende a cambiar a una coloracién rojiza. Pasado este tiempo, se prosiguié a realizar una
lectura en el espectrofotdmetro. La concentracion de esta enzima se determiné mediante la ley de Lambert-

Beer (A=c e ).

6.3.7 Actividad de la Citocromo-C oxidasa (Cit-Cox)

Los citocromos son proteinas que poseen un grupo prostético hemo. Durante el transporte de electrones, el
atomo de hierro de los citocromos alterna entre un estado reducido (+2) y un oxidado (+3). El grupo hemo
transfiere un solo electrén, la coenzima Q reducida debe transferir sus 2 electrones a 2 moléculas de

citocromo b.'* La enzima citocromo oxidasa de la cadena respiratoria cataliza la oxidacién del citocromo c.

Debido a que los sistemas antioxidantes que disponen los seres vivos no son 100% eficientes, las células se
van dafando de forma progresiva y con ello pierden funciones fisioldgicas. En la mitocondria este dafio
disminuye la capacidad de produccidn de energia (disminuyendo su capacidad de regeneracién) y por otro

incrementa la fuga de electrones (que a su vez incrementa el dafio oxidativo).#

La medicién de su actividad se llevé a cabo de la siguiente manera.

Se homogenizaron en frio de 2 — 5 gramos de higado, rifidn y pancreas por separado, afadiendo 9 veces su

volumen de cloruro de potasio 0.15 M por cada gramo de 6rgano. Seguido de esto se midié la concentracion
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de proteina total por el método de Lowry. Posteriormente se calculé el volumen necesario para tener la
concentracién de 1 mg/mL. En una celda de vidrio de 3 mL se agregaron 0.5 mL de a-naftol 0.15% en EtOH al
10%, 0.5 mL de dimetil-p-fenilendiamina al 0.15%, el volumen determinado por la metodologia de Lowry del
homogenizado con la concentracion de 1 mg/mL de proteina total y finalmente el volumen necesario de agua
para completar los 3 mL totales de la celda. Se colocé en un espectrometro UV-Visible (Perkin EImer, Lambda
25) y se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 625 nm, en un periodo de tiempo total de 5 min cada

20 segundos.'*®

6.3.8 Actividad de la enzima Glutatidn-S-Transferasa (GST)

Las glutatién-S-transferasas constituyen una superfamilia de isoenzimas multifuncionales que participan en
la detoxificacién celular de una serie de compuestos electrofilicos que incluyen las Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs) y de los productos generados durante el dafio celular, tales como lipoperodxidos. Esta
detoxificacion se realiza principalmente a través de la conjugacion de glutation con xenobidticos y/o

endobidticos, convirtiéndolos en compuestos mas solubles capaces de ser eliminados por el organismo.*’

Para su determinacién se utilizé un homogenizado de cada érgano con un amortiguador de fosfatos (PBS)
(pH: 7.4). Posteriormente, se determind la concentracién de proteinas presente en cada muestra mediante
la técnica de Lowry. Para analizar la muestra en el espectrofotémetro de Ultravioleta-Visible (Perkin Elmer,
lambda 25) con una longitud de onda a 350 nm, se utilizé una celda de vidrio, la cual incluird un volumen
correspondiente de un amortiguador de PBS 0.1 M y pH de 6.5, el sustrato 2,4-dinitroclorobenceno a una
concentracién final de 1 mMy el ligante glutatidn reducido a una concentracion final de 1 mM la mezcla se
homogenizd porinversidn y se afiadié un volumen correspondiente de 1Img/mL de proteina. La concentracion
obtenida de esta enzima se calculé mediante la ley de Lambert-Beer (A = ¢ €1 ). La medicidn se llevé a cabo

en intervalos de 20 segundos y se utilizé un coeficiente de extincién molar de 1.56x10° cm™ mmol ™.

6.4 Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Las diferencias generales entre los grupos
de tratamiento se compararon mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de
la prueba de comparacion multiple de Tukey. P<0.05 se considerd estadisticamente significativo. La

metodologia del Minitab, Versién 2017, se utilizé para todos los analisis estadisticos.

——

58

'



RESULTADOS Y DISCUSION

Capitulo 7:
RESULTADOS Y
DISCUSION

——

59

'



RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacién de fitoconstituyentes y evaluacién de la actividad antioxidante de
Kalanchoe pinnata

7.1.1 Material vegetal
En Texcoco el clima es templado y en Tuxtepec, Oaxaca cdlido-hiumedo. Esto provocé que la adaptacién de la
planta al clima modificara el crecimiento y el contenido de metabolitos de la misma. En Texcoco, la planta no
crece tanto como se ha reportado en la bibliografia, sin embargo, en Tuxtepec, crecidé desarrollando tallos
largos y delgados, asi como flores de color rosa en forma de racimos de campanillas. De la misma forma se ha
observado que los brotes pueden crecer en condiciones de hidroponia, en ausencia de tierra. Las imdagenes
siguientes de la figura 17 muestran las caracteristicas mencionadas y se tomaron siguiendo el crecimiento de

los brotes que se plantaron en Tuxtepec, Oaxaca.

Planta crecida en Tuxtepec, originaria de Texcoco

Flores en forma de campanilla. Crecimiento en condiciones de hidroponia

Figura 17. Caracteristicas fisicas de Kalanchoe pinnata en diferentes condiciones de crecimiento. A) Crecida sola en maceta. B) Hijuelos juntos
de KP en maceta. C) Presencia de flores de KP. D) Hijuelos juntos de KP en ausencia de tierra (Gerardo-Agosto; Navarro-Moreno, 2023).
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7.1.2 Extraccién y estudios fitoquimicos
Una vez obtenidos los extractos se realizé una comparacidn visual de los métodos Extraccidon Rapida con Agua
Caliente Presurizada (ERACP) y Extraccién Asistida por Ultrasonido (EAU). Para EAU se realizaron 3 ciclos de
10 minutos cada uno mientras que para ERACP solo uno, debido a que el agua caliente presurizada dafia el
material vegetal dejandolo casi inservible. En la figura 18, se observan los extractos obtenidos por ERACP (A)
y las tres fracciones obtenidas por EAU (B) en cada ciclo. También se observa que, a medida que fueron
aumentando los ciclos de EAU el extracto aumentd de color, posiblemente debido a la alta concentracién de

metabolitos obtenidos.

1° FRACCION 2° FRACCION

A) B)

1° CICLO 2° CICLO 3° CICLO

Figura 18. Extractos obtenidos mediante: A) Extraccion Rapida con Agua Caliente Presurizada (ERACP) y B) Extraccion
Asistida por Ultrasonido (EAU) (Gerardo-Agosto, 2020).

Los resultados anteriores pueden deberse al fendmeno de cavitacién ocasionado por la interaccién de las
ondas generadas en el bafio ultrasénico con el material vegetal. Aunque el método ERACP es mas rapido no
se compara con la eficiencia de EAU ya que la materia vegetal se ve afectada por el agua caliente haciendo
gue esta quede inservible ademas que el tiempo de interaccidn entre el disolvente y la materia es minimo.
Por su parte la EAU es mas viable para este tipo de investigacién porque no generd dano a la materia vegetal,
haciendo que se pueda reutilizar para ciclos posteriores y que haya un mayor tiempo de interaccion entre el
sistema ultrasénico y la materia en cuestion. Esto provoca que, como ya se menciond anteriormente, el

fendmeno de cavitacién aumente la concentracién de metabolitos presentes en el disolvente.

Algunas técnicas de extraccion como la maceracidn, la extraccion con fluidos supercriticos, extraccion
alcalina, entre otros, pueden generar pérdida de metabolitos de interés en la materia vegetal a analizar ya

que se utilizan altas temperaturas, tiempos muy prolongados o reactivos que desnaturalizan los metabolitos
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de las plantas. Es por ello que en esta investigacidn se optd por utilizar dos tipos de extracciones mencionadas

anteriormente.

Las ventajas al utilizar EAU son: aumento de la eficiencia; reduccidn del tiempo de extraccién y disminucién
del volumen de disolventes usados, asi como el consumo de energia.'*® 14° Este procedimiento consta de dos
etapas: 1) remojado el material vegetal en el disolvente para facilitar los procesos de hinchamiento y
deshidratacién: 2) la transferencia de masa de los fitoconstituyentes solubles de la materia vegetal al
disolvente por difusién y procesos osméticos. Es asi como el ultrasonido puede facilitar la hinchazén y la
hidratacion y, por lo tanto, causar agrandamiento en los poros de la pared celular, mejorando el proceso de
difusién y transferencia de masa.'® Se han descrito diferentes mecanismos que pueden ser activados por el
ultrasonido de alta densidad (20 — 100 KHz), tales como el calentamiento, turbulencia, agitacién, friccion,
inestabilidad superficial y otros. Aunque no todos estan bien estudiados, la mayoria de ellos se pueden
atribuir a un fendmeno no linear muy complejo conocido como cavitacidn. Se sabe que cuando la potencia
de ultrasonido aumenta, se presentan cambios quimicos y fisicos en el medio liquido por la generacién y
posterior destruccidn de burbujas de cavitacidon. Cuando un liquido se somete a un ultrasonido con suficiente
potencia, el liquido se comprime y se expande, formando pequefias burbujas o cavidades (fig. 19)**! estas
burbujas creen y se encogen con ciclos de expansién y compresién de la onda ultrasénica, cuando alcanzan
un tamafio critico estas éstas explotan. El colapso de estas burbujas puede ser tan violento que puede causar

dafios considerables al medio circundante.®?

Figura 19. Fendmeno de cavitacion.

Por otro lado, la técnica de ERACP tiene una similitud con la extraccion de Soxhlet, el cual es un método de
extraccion solido-liquido. ERACP tiene como objetivo realizar un aislamiento a pequefia escala utilizando el
material vegetal triturado o cortado en pedazos pequefios, esto con el fin de que los disolventes tengan mayor

interaccion con el area superficial de la planta y que con esto faciliten la extraccién de los metabolitos. Otra
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de las ventajas dentro de esta técnica es que se utiliza como reactor una cafetera convencional de café exprés
y como disolvente se utiliza al agua, ya que su punto de ebullicién es de 100°C y el reactor alcanza una
temperatura por arriba a la establecida anteriormente. Se debe tener en cuenta que el volumen del disolvente
se vera afectado por la temperatura alcanzada del reactor, dando como resultado una disminucidn
aproximada de 7.5% del volumen inicial.'*® El sistema utilizado tuvo las siguientes condiciones fisicoquimicas:
temperatura maxima 100 °C, presién de 1 Atm; tiempo de operacidon aproximado de tres minutos y un filtro

metalico.

7.1.3 Estudio fitoquimico

La evaluacién fitoquimica cualitativa se realizé en el laboratorio de Productos Naturales, perteneciente a la

Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec, con el asesoramiento del Dr. Omar Vifias Bravo.

De los extractos obtenidos, se utilizé la primera fraccidén recolectada de ERACP y la fraccién correspondiente
al 3° ciclo de EAU. Se opté por estas dos fracciones, ya que, en el caso de ERACP, la primera fraccién tuvo una
coloraciéon mds intensa en comparacion con la segunda fraccidn. Algo similar ocurrié para la tercera fraccion
de EAU, que obtuvo una coloracién mayor a diferencia de las dos primeras. Con ambas fracciones se llevé a

cabo la deteccién de los constituyentes fitoquimicos de las hojas de la planta.

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos de las pruebas quimicas en las hojas de Kalanchoe pinnata para
detectar los fitoconstituyentes presentes en ambos extractos. Los ensayos se basaron en el trabajo de Yadav

/ 123

et al.*** utilizando la siguiente simbologia: (+++) muy positivo, (++) positivo, (+) poco positivo y (-) para pruebas

negativas.

Tabla 7. Fitoconstituyentes de las hojas de Kalanchoe pinnata ERACP y EAU.

Fitoconstituyentes Observaciones ERACP | EAU
Taninos Precipitado verde. - +
Flavonoides Coloracién amarilla. - ++
Terpenoides Coloracion rojo intenso. - -
) Formacién de espuma. - -
Saponinas Emulsiéon formada. - -
Esteroides Anillo de color marrén-rojizo. - ++
Alcaloides Precipitado amarillo. - -
Glicosidos Coloracion violeta, azul o verde. - -

Al realizar las pruebas para taninos en el extracto EAU, el resultado obtenido era dudoso. Para verificar dicho

resultado, se procedio a realizar una comparacién con acido tanico. Al observar las similitudes al momento
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de agregar el cloruro de hierro Il (FeCls) en el extracto puro, se concluyd que si habia presencia de taninos en

la muestra obtenida por EAU.

De igual manera que los taninos, los flavonoides daban un resultado dudoso, sin embargo, al momento de
hacer una comprobacién al agregar las gotas de acetato de plomo, se observd el cambio de coloracion

esperado seguido de un precipitado de color blanco. El resultado se muestra en la figura 20.

Figura 20. |dentificacion de flavonoides en muestras por EAU (Gerardo-Agosto, 2020).

7.1.4 Cromatografia en capa fina
Como método de comprobacién de los resultados obtenidos en la seccién anterior se utilizé la técnica de
cromatografia en capa fina para las muestras obtenidas por EAU, tomando en cuenta las siguientes

consideraciones:

a) Se utilizaron 200g de material vegetal.
b) Se realizaron 3 ciclos de bafio ultrasénico con un tiempo de 10 minutos cada ciclo y un tiempo de
descanso de 10 segundos.

c) Se utilizd una solucién agua-etanol 1:1.

El extracto obtenido en esta ocasién se introdujo en un matraz bola de 250 mL, el cual se colocd en un
rotavapor para eliminar el exceso de solventes. Pasado 30 minutos gran parte del etanol (EtOH) se habia
evaporado y el agua también comenzd a evaporarse. Por lo anterior, se omitio el paso de la extraccién con n-
butanol y se procedid a tomar la muestra directamente del residuo presente para realizar las cromatografias

en capa fina (CFF).

En la figura 19, se muestran las placas cromatograficas donde se observan los compuestos presentes en el

extracto obtenido. Para su visualizacién se usaron los siguientes reveladores: Lampara de UV de 365 y 254
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nm, FeCl;, KMnQ, y calcinacidn con H,SO4 al 50%, siendo estos dos ultimos considerados como reveladores
universales ya que, en el caso de H,SO4, permite ver un amplio nimero de compuestos no volatiles, y en el
caso de KMnQ, se observan compuestos que tienen en su estructura grupos que se oxidan como son los

alcoholes, alquenos, alquinos, entre otros.

Al revelar las placas cromatografias se observé que cuando el sistema de elucién empleado fue el Hexano:
Acetato de etilo (4:1) y las placas se revelaron con luz ultravioleta se detectd una banda de arrastre por
muestra. Al utilizar la calcinacidn y el revelado con KMnQ,4, H,SO, y FeCls, solo en el caso del dcido sulfurico
se pudieron detectar las mismas bandas. Al usar FeCl; las bandas fueron muy tenues y en el caso del
permanganato de potasio el resultado fue negativo. Sin embargo, la informacién que proporciona la CCF no
es utilizada para proponer estructuras quimicas, sino para observar la existencia o no de bandas de
corrimiento y separacidon de compuestos. Esto podria indicar que los compuestos visualizados por esta técnica
son afines a los solventes orgdnicos no polares y resistentes al acido sulfhidrico. También puede explicar el

por qué en la fase acuosa polar del sistema ERACP no se obtuvieron metabolitos.

SISTEMA UV: 254 nm UV: 254 NM UV: 365 nm

Hexano:Acetato de etilo

(4:1)

Calcinacion

KMnOg4 H2504 FeCls

Figura 21. Placas cromatografias del extracto obtenido por EAU. Se emplearon reveladores de KMnO4, H,S0,, FeCls y
una lampara de UV con longitudes de onda de 365 y 254 nm (Gerardo-Agosto, 2020).
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Se sabe que la cromatografia en capa fina especialmente se utiliza para determinar el nUmero de compuestos
presentes en una mezcla, establecer si dos 0 mas compuestos son idénticos o no y para seguir el curso de una
reaccion. Las placas cromatograficas estan cubiertas cominmente gel de silice (particulas de SiO,) finamente
molidas, que sirven como fase estacionaria. Para la fase mavil se utiliza un disolvente puro o una mezcla de
disolventes cuya composicidén apropiada de la fase mévil depende de las polaridades de los compuestos en la
mezcla que se estén separando. Una vez aplicada la muestra en la capa, se introduce en una cdmara saturada
de la fase movil, en donde el disolvente se eleva a través de la fase estacionaria por el fendmeno de
capilaridad, a medida que el disolvente asciende por la placa, la muestra se distribuye en la fase movil y
estacionaria. Cuanto mds se une un compuesto al adsorbente mas lentamente se mueve en la placa. Una vez
realizado este paso, la placa se retira y se marca inmediatamente la posicién del frente del disolvente antes
que el disolvente se evapore y se seca la placa para poder ser revelada. De esta forma se obtiene la
informacién. Debido a los resultados obtenidos por cromatografia en placa fina, se establecid una nueva
metodologia para verificar los compuestos presentes en Kalanchoe pinnata, en la cual se disminuyd la

polaridad del sistema de solventes, con el fin de extraer la mayor cantidad posible de metabolitos presentes.

7.1.5 EAU con un sistema de disolvente de hexano al 100%
La metodologia consistid en la recolecta de la materia vegetal junto con el lavado y desinfeccidn, y la
reduccion del tamafio de los cortes de las hojas bajo los criterios de la seccion. Posterior a ello, se realizé una
EAU con un sistema de disolvente de hexano al 100%; se filtré el contenido y se obtuvo el primer extracto. A
la materia vegetal restante se le aplicé otra EAU con un sistema de solventes agua-etanol 1:1; se filtré y se
obtuvo el segundo extracto. A ambos extractos se les realizaron las pruebas quimicas y CFF indicadas

anteriormente (seccion 7.4).

Cuando se recolectd el extracto obtenido con el sistema hexano 100% se observd la presencia de dos fases
(organica y acuosa, Fig. 23), esto debido a que Kalanchoe pinnata pertenece a la familia de las Crassulaceae,
la cual se caracteriza por la acumulacién de agua dentro de ellas, con el fin de formar una alterativa de
sobrevivencia.® La divisién de fases fue ocasionada porque el hexano no es miscible en agua ya que es un

solvente no polar (fase orgdnica, figura 20-A).
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Figura 22. Presencia de dos fases en el extracto obtenido con un sistema de hexano 100%, donde A) corresponde a la fase organica
y B) a la fase acuosa (Gerardo-Agosto, 2020).

Para la identificacidén de taninos y flavonoides se utilizé la fase acuosa (Figura 20-B), mientras que para las

demas pruebas se utilizé la fase orgdnica de la extraccidn con hexano y el extracto obtenido con agua-etanol.

La tabla 8 muestra los resultados generales.

Tabla 8. Compuestos determinados en hojas de Kalanchoe pinnata mediante Extraccion Asistida por Ultrasonido, empleando
diferentes sistemas de disolventes (simbologia: (+++) muy positivo, (++) positivo, (+) poco positivo y (-) para pruebas negativas).

Fitoconstituyentes

Observaciones

EAU

Taninos

Precipitado verde.

Flavonoides

Coloracion amarilla.

Terpenoides

Coloracion rojo intenso.

++

Esteroides

Anillo de color marrén-rojizo.

+++

Alcaloides

Precipitado amarillo.

Glicosidos

Coloracion violeta, azul o verde.

++

La figura 23 muestra los resultados visuales y los cambios presentes en los extractos obtenidos.
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Metabolito: Taninos Flavonoides
Imagen:
Extracto: Fase acuosa del extracto con Fase acuosa del extracto con
hexano 100% hexano 100%
Metabolito: Terpenoides Glicésidos
Imagen:
Extracto Fase organica del extracto con Fase organica del extracto con
hexano 100% hexano 100%
Metabolito: Esteroides
Imagen:
Extracto Extracto con agua-etanol 1:1

Figura 23. Pruebas quimicas en los extractos obtenidos con diferentes sistemas de disolventes para la determinacién de
fitoconstituyentes presentes en Kalanchoe pinnata (Gerardo-Agosto, 2020).
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De acuerdo con Yadav, y analizando los resultados obtenidos, en los extractos se identificaron tres grupos de

metabolitos: terpenoides, esteroles y glicdsidos.

Como siguiente paso se realizd la CCF de los extractos tres sistemas de fases méviles diferentes, las cuales se

conformaron por:

e Hexano: Acetato de etilo 4:1
e Hexano: Acetato de etilo 7:3

L] MeOH:CH,Cl, 1:4

Las placas analizadas mostraron separaciones de bandas en las placas tratadas con el sistema Hexano: acetato
de etilo. De ellas, las placas en donde se usé la mezcla 7 a 3 fueron en la que se separaron mas. En el caso del

sistema metanol: cloroformo se observé un barrido sin separacién de las bandas.

En la figura 24, se observa A) la primera placa analizada en una lampara UV, con una longitud de onda de 365
nm. Esta placa corresponde a la fase organica de la EAU con hexano, en donde se aplicd la misma muestra
dos veces, esto dio como resultado la presencia de un compuesto abundante que fue revelado con el sistema
hexano: acetato de etilo 4:1. B) Para la segunda placa se utilizé el mismo concentrado de la fase organica,
pero se cambid la composicidén de la mezcla hexano: acetato de etilo (7:3). En este caso, se observaron 4
compuestos diferentes en una longitud de onda de 264 nm y 4 metabolitos presentes en 365 nm. C) Para la
tercera placa, se utilizé el concentrado de la extraccién agua-etanol, empleando un sistema MeOH: CH,Cl,
1:4, el concentrado se aplicd por duplicado. La placa fue expuesta a las dos longitudes de onda. La misma
placa se sometid a una longitud de onda a 254 nm, revelando un compuesto diferente el cual se posicioné en

la parte superior del punto con mayor intensidad.

Tabla 9. Compuestos fitoquimicos determinados por Extraccién Asistida por Ultrasonido usando dos sistemas diferentes.

. . EAU con el sistema EAU con el sistema
Fitoconstituyentes .
Agua:metanol Hexano:acetato de etilo
Taninos + -
Flavonoides ++ -
Terpenoides - ++
Saponinas - -
Esteroides ++ ++
Alcaloides - -
Glicosidos - ++
( |
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De acuerdo con los sistemas de extraccidén utilizados (ERACP y EAU), se puede proponer que los
constituyentes encontrados en los extractos de K. pinnata fueron taninos, flavonoides, terpenoides,

esteroides y glicésidos en las muestras obtenidas por EAU.

Sistema de elucion UV: 365 nm UV: 264 nm

A) Fase orgdnica del extracto con
hexano 100%.
Sistema:
Hexano: Acetato de etilo
4:1

B) Fase orgénica del extracto con
hexano 100%.
Sistema:
Hexano: Acetato de etilo
7:3

C) Concentrado de la extraccion:
agua-etanol 1:1
Sistema:
MeOH:CH,Cl,

1:4

Figura 24. CFF de los extractos obtenidos en la fase orgdnica de una extraccion hexano 100% y del concentrado de la extraccion
agua-etanol 1:1, utilizando una lampara de UV con longitudes de onda de 365 nmy 264 nm, y diferentes sistemas de fases moviles
(Gerardo-Agosto, 2020).

Al comparar los resultados obtenidos usando los diferentes sistemas de corrimiento en hojas de extractos
obtenidos por EAU, se puede proponer que existieron diferencias en funcion de la polaridad de los

compuestos utilizados para correr las placas de cromatografia en placa fina (tabla 9).
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Autores como Akihisa,'** Yamagish'* y Quazi'>> han reportado que las propiedades de las hojas de KP varian
dependiendo la zona geogréfica en donde es cultivada y han demostrado que las hojas de la mala madre
contienen esteroles, alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos; macro elementos; como el
magnesio, calcio, potasio, fosforo y sodio; microelementos como el hierro y zinc y vitaminas como el acido
ascorbico, riboflavina tiamina y niacina®'®®. Las hojas de la planta cultivada en el municipio de Tuxtepec,
Oaxaca presentaron taninos, flavonoides, esteroides, terpenoides y glicdsidos, sin embargo, los demas
compuestos no fueron detectados en las hojas que fueron analizadas. Lo anterior indica que las
determinaciones de metabolitos con propiedades antioxidantes fueron parecidas a las reportadas por otros
autores. La estructura quimica de los metabolitos secundarios en las plantas es diversa, pero en la actualidad
se ha logrado clasificar en grupos quimicamente analogos. Uno de estos es el relacionado con los compuestos
fendlicos que abarcan a flavonoides, taninos, cumarinas, compuestos con estructura terpenoide, compuestos
nitrogenados, y compuestos azufrados. El grado de solubilidad de estos compuestos ha sido de gran ayuda
para complementar su clasificacién, por ejemplo, los compuestos solubles en agua son los acidos fendlicos,
fenilpropanoides, flavonoides y quinonas, mientras que los insolubles en agua son taninos condensados,

ligninas y acidos hidroxicindmicos, los cuales estan unidos a la pared celular de las células vegetales.'>’

El alto contenido de compuestos fendlicos particularmente de flavonoides, ha correlacionado positivamente
con la capacidad de ciertas plantas para eliminar radicales libres e inhibir enzimas prooxidantes.'*® Se ha
reportado que los compuestos fendlicos inhiben las LPL, mientras que estudios epidemioldgicos han sugerido
gue su ingesta se asocia con enfermedades resultantes del estrés oxidativo. Esto se puede demostrar con la
caracteristica antioxidante de los metabolitos, ya que se ha demostrado in vitro que estos compuestos
fendlicos disminuyen los niveles de EROs y ERNs mediante un mecanismo donde atrapan y disipan los
electrones libres de los radicales libres mediante la donaciéon de H* generdndose como consecuencia la
formacion de un radical fenoxilo menos dafiino para las células.’®*®2Sin embargo, se ha demostrado que
diversos parametros pueden influenciar de manera negativa la capacidad antioxidante de estos compuestos,

como cambios en su estructura mediante una sulfatacién o glucuronidacién.

7.2 Evaluacion de la actividad antioxidante
Una vez comprobada la presencia de metabolitos con propiedades antioxidantes, en las hojas de Kalanchoe
pinnata, la siguiente etapa consistié en la evaluacién de las propiedades antioxidantes del extracto acuoso

crudo de las hojas de la planta.
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7.2.1 Poder reductor

En la figura 23, se muestran los resultados obtenidos, representados por una grafica de absorbancia vs
concentraciones del extracto organico. Se observd que a medida que aumentd la concentracidon de 40 a 60
pug/mL de extracto crudo, la capacidad reductora fue aumentando, sin embargo, al incrementar la

concentracidn de extracto mas de 60 mg/mL la capacidad disminuyd.

0.73 . 5
0.71 1
0.69 |
0.67
0.65 / lr
0.63

0.61 1
0.59

0.57

0.55
40 50 60 70

Concentracién (ug/mL)

Absorbancia

Figura 25. Poder reductor de un extracto acuoso de las hojas de Kalanchoe pinnata. El analisis estadistico se realizé comparando los
valores de las absorbancias y las concentraciones, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El
promedio * la desviacion estandar (n=3), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

El poder reductor se determiné por el método de Oyaizu. Este se basa en la capacidad de reducir el Fe3* a
Fe?*. De acuerdo con la literatura, entre mayor sea la absorbancia de las diferentes concentraciones, superior
serd |la capacidad del extracto de reducir los iones de hierro. Lo anterior se debe a la formacion de un complejo
coloreado por una reaccidn de tipo Fenton. La importancia del poder reductor radica en la proteccion contra
el estrés oxidativo, el cual se produce cuando hay un desequilibrio entre las EROs y la capacidad del organismo
para neutralizarlo. En este sentido, las moléculas con alto poder reductor, como los antioxidantes enddgenos
(glutatidn, superodxido dismutasa, catalasa, entre otros) y los antioxidantes exdgenos provenientes de la dieta
(vitamina C, vitamina E, polifenoles, etc.), pueden donar electrones a las especies reactivas de oxigeno,
reduciéndolas y evitando asi su dafio a las células y tejidos.®® Metabdlicamente, el poder reductor estd
relacionado con la capacidad de una molécula para actuar como agente reductor, es decir, para transferir
electrones a otras moléculas. Esta transferencia de electrones es esencial para el funcionamiento adecuado
de muchas vias metabdlicas, como la respiracion celular y la produccién de energia en forma de ATP. En el
contexto de la respiracion celular, el poder reductor se manifiesta a través de la transferencia de electrones

a lo largo de la cadena de transporte de electrones en la membrana mitocondrial. En este proceso, las
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moléculas con alto poder reductor, como el NADH y el FADH,, donan electrones a las proteinas de la cadena

de transporte de electrones, lo que genera un gradiente electroquimico que impulsa la sintesis de ATP.163

7.2.2 Actividad antirradical DPPH

La tabla 10 y la figura 26, muestran la capacidad estabilizante de radicales libres (RL) del extracto acuoso de
Kalanchoe pinnata usando como referencia al acido ascérbico. Los resultados indicaron que el extracto de la
planta presentd, en promedio, 20 unidades menos de que el acido ascérbico. Ambas muestras, mostraron
una capacidad mayor al 50% evidenciando un alto potencial antioxidante.

Tabla 10. Porcentaje obtenido de la actividad estabilizante de radicales libres con el extracto de las hojas de Kalanchoe

pinnata, usando como referencia acido ascorbico. El promedio * la desviacién estandar (n=3), que no comparten una letra son
significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

Concentraciones de la muestra (ug/mL)
Muestra 5 10 20 | 50 | 70 | 100 | 120
PORCENTAIJE DE ACTIVIDAD ESTABILIZANTE DE RADICALES LIBRES
Acido Ascérbico * | 98.2 99.58 97.11 98.8 97.61 95.6 96.79
Extracto KP ® 77.39 77.36 76.67 76.88 75.77 76.26 77.46
120
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Figura 26. Grafica correspondiente a la tabla 3 para el porcentaje de la capacidad maxima para captar radicales libres donde (A)
corresponde al acido ascérbico y (E) al extracto de las hojas de Kalanchoe pinnata. El andlisis estadistico se realizé comparando los
valores de acido ascérbico y extracto a las diferentes concentraciones, utilizando un ANOVA de una via y una comparacién de Tukey

(p<0.05). El promedio + la desviacidn estandar (n=3), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

La capacidad estabilizante de radicales libres se cuantificé con el método descrito por Ohinishi et al (1994).
Los radicales libres son moléculas que se caracterizan por tener uno o mas electrones desapareados en su
capa de valencia, condicidn que los vuelve altamente reactivos.'®* Dentro del metabolismo humano estas

especies se generan en la cadena respiratoria mitocondrial, cuando reacciona el peréxido de hidrégeno con
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el hierro en estado idnico, por accién de la ciclooxigenasa o por la reaccion de la vitamina C (acido ascorbico)
con el ion ferroso, por la accién de la NDADPH reductasa. Se han descrito diversas técnicas para evaluar la
capacidad antioxidante de los extractos naturales de plantas medicinales, pero se ha tenido preferencia por
la técnica en la cual se utiliza el radical libre DPPH, ya que dicho radical es susceptible a reaccionar con
compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la cesion de un dtomo de hidréogeno

165

proporcionado por el agente reductor®>, como se muestra a continuacion.

[DPPH*] + [AOH] > [DPPH-H] + [AO*]

Por otro lado, la vitamina C o 4cido ascérbico es una vitamina esencial y un importante agente antioxidante
hidrosoluble, que se encuentra regularmente en érganos como el ojo, higado, bazo, cerebro, glandulas
suprarrenales y tiroideas, se sintetiza a partir de la glucosa, mediante una serie de reacciones enzimaticas,
siendo la L-gulono-Y-lactona oxidasa (GLO) la ultima enzima involucrada.®® Dicha vitamina tiene la capacidad
de estabilizar radicales libres cediendo un electrén al radical libre y convirtiéndose en el radical ascorbato
(Fig. 27), los pares del radical ascorbato reaccionan rapidamente para producir una molécula de ascorbato y
una molécula de dehidroascorbato. Debido a que el dehidroascorbato no tiene capacidad antioxidante se
convierte nuevamente en ascorbato mediante la adicién de dos electrones.®”-1%8 Asi mismo, dentro del
metabolismo existen tres formas de degradar y eliminar el acido ascdérbico: la primera es mediante via
oxidativa catalizada por oxigeno, Fe3*, Cu®*; la segunda mediante una via oxidativa sin catalizador; y la tercera
mediante condiciones anaerobias. Independientemente de la via degradativa, la apertura del anillo lactona,
elimina irreversiblemente la actividad del acido ascdrbico generando distintos productos: intermediarios
polimerizados, acidos carboxilicos insaturados de 5y 6 carbonos y productos de fragmentacién con menos de

5 carbonos.®®

O:N

OzN
HO HO
. ° o " 0 0
N—N NO,  +  HO N—N NO,  +  HO
—_— >
C; o ” - @ - .

DPPH Acido DPPH-H Radical ascorbato
ascorbico

Figura 27. Estabilizacién de DPPH con un agente antioxidante. (Gerardo-Agosto, 2023).
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7.2.3 Contenido de fenoles totales

Se usd la metodologia de Singleton-Rossi, para cuantificar el contenido fendlico total (CFT) en un extracto
acuoso de las hojas de Kalanchoe pinnata. Se pudo determinar la concentracién de fenoles totales en la

muestra utilizando la ecuacion de la recta obtenida utilizando acido gdlico como estandar.

y=0.0005x + 0.0408 y r’= 0.9753

0.075
y = 0.0005x + 0.0408
R?=09753 L. ° Tabla 11. Concentracion de fenoles totales obtenida
....... del extracto de KP a 40 mg/mL con ayuda de la
3 _.9 “““ ecuacion de la recta de la curva de calibracion con el
© . o IaT]
---- acido galico (n=3).
..... . g (n=3)
Q.
.. Extracto de KP | Concentracién
(mg/mL) (mg EAG/g)
0.035 40 147.87
0 10 20 30 40 50 60 Acido galico | Concentracién
Concentracién (ug/mL) (mg/mL) (mg EAG/g)
40 93.6

Figura 28. Curva de calibracion del 4cido galico.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la cuantificacién de contenido fendlico, se encontré que en el
extracto de la hoja de KP a una concentracion de 40 pug/mL la CFT fue de 147.87 mg EAG/g, mientras que en

el acido gélico a la misma concentracién de 93.6 mg EAG/g (tabla 11).

El 4cido galico pertenece al grupo de los acidos fendlicos, y se encuentra distribuido en la naturaleza en frutas
y plantas. Posee propiedades antioxidantes y se ha utilizado en la medicina tradicional debido a sus efectos
antiinflamatorios, antimicrobianos y anti carcinogénicos.'’® Es bien sabido que distintas plantas medicinales
son excelentes fuentes de compuestos fitoquimicos, como los fendlicos y polifendlicos, por ejemplo, los
acidos fendlicos, taninos, flavonoides, etc.'’! La actividad antioxidante de estos compuestos se debe
principalmente propiedades redox, donadores de hidrégeno y neutralizadores del oxigeno singulete.'’2 Con

esta prueba se confirma el contenido de compuestos fendlicos en las hojas de Kalanchoe pinnata.

Este método se fundamenta en que los compuestos fendlicos reducen el reactivo Folin-Coicalteu para formar
un complejo que absorbe a 765 nm. El CFT se expresé en miligramos equivalentes de acido galico por gramo
(mg EAG/g), se utilizd una curva de calibracion de acido gélico con concentraciones de 1 hasta 50 pug/mL (Fig.

28), ya que este compuesto se utiliza como estandar debido a su estabilidad y capacidad para formar
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compuestos coloreados y especificos de los fenoles, a partir de esta curva obtenida, que muestra la relacidon

entre la absorbancia y la concentracidn obtenida de acido galico.

7.2.4 Habilidad para descomponer perdxido de hidrégeno.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12, la cual indica que a concentraciones establecidas
indicaron una capacidad mayor al 50% de CDP. Los resultados indican la relacién que existe entre los
componentes que tienen esta capacidad y la disminucién de la concentracién de H,0; en el sistema de
medicidn utilizado. Entre los componentes con la capacidad de descomponer el perdxido de hidrégeno se
encuentran las enzimas catalasa, peroxidasa y algunos iones como cobre, hierro y zinc, asi como algunas

vitaminas. Todas ellas pueden estar presentes en los extractos de plantas medicinales.*®

Tabla 12. Capacidad para descomponer H,O, en un extracto acuoso de las hojas de Kalanchoe pinnata a diferentes
concentraciones. El promedio * la desviacion estandar (n=3), que no comparten una letra son significativamente diferentes

Ap £0.05, B.
HABILIDAD PARA DESCOMPONER PEROXIDO DE
HIDROGENO
Concentraciones de la CDP
muestra (mg/mL) (%)
40 65.4 +5.84
50 55.8+4.78
60 54.7+1.88
70 58.1+5.08
80 51.9+3.98

La metodologia utilizada para determinar la capacidad del extracto acuoso de las hojas de Kalanchoe pinnata
para descomponer perdxido de hidrégeno (H,0;) fue la establecida por Ruch. La habilidad para descomponer
H,0, esta relaciona con la enzima catalasa, la cual es una enzima antioxidante que acelera la descomposicion
de esta molécula en hidrégeno y oxigeno. Esta reaccion es crucial para neutralizar los efectos toxicos de dicha
molécula, ya que el dafio oxidativo que ocasiona puede resultar en la oxidacidn y alteracidn de los compuestos
celulares incluyendo proteinas, lipidos y dcidos nucleicos, lo que conlleva a disfunciones celulares e incluso
enfermedades.'’>17% Algunas plantas poseen esta habilidad, asi como otros mecanismos antioxidantes que
les ayudan a protegerse del estrés oxidativo.}”>*’® En muchos organismos, el H,0, puede ser un producto
natural del metabolismo y de igual forma puede acumularse como el resultado de condiciones ambientales
adversas, como la exposicidn a luz intensa, radiacion UV, sequia, estrés térmico y contaminacién. Ademas de
la catalasa, las plantas poseen otras enzimas como la peroxirredoxina y la ascorbato peroxidasa, las cuales
estan involucradas en el proceso de H,0, Sin embrago, también tienen una red de antioxidantes no

enzimaticos, como el glutation y carotenoides que ayudan a neutralizar el H,0, y otros radicales libres.1”7178
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los resultados indican que el extracto podria tener cualquiera de estos compuestos por lo que su capacidad

para descomponer el peréxido de hidrogeno fue evidente.

7.2.5 Barrido de radicales Superéxido
En la figura 29, se muestra la grafica con los resultados obtenidos, teniendo como referencia al acido
ascorbico. Elaumento de absorbancia indica una mayor concentracion de radicales superdxido. Los resultados
indicaron que, al aumentar la concentracion del extracto, la absorbancia fue disminuyendo, lo cual indicé que
la concentracidn de radicales superdxido fue disminuyendo. La actividad en funcién de la concentracién del
extracto de la planta fue similar al del estandar de acido ascérbico, lo que indica que la planta posee una

capacidad similar a la del acido ascérbico.
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== Ac. AscOrbico Extracto

Figura 29. Barrido de Radicales Superdxido en un extracto metandlico de las hojas de Kalanchoe pinnata y acido ascérbico en
diferentes concentraciones. El andlisis estadistico se realiz6 comparando los valores de 4cido ascorbico y extracto a las
diferentes concentraciones, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion
estandar (n=3), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

El estudio de la actividad de barrido de radicales superéxido se realizd de acuerdo a la metodologia
establecida por Beuchamp, la cual se basa en la capacidad del extracto acuoso de las hojas de Kalanchoe
pinnata para inhibir la formacion de los radicales superéxido (RS) formados en el sistema riboflavina-luz-azul
de nitrotetrazolio. Los radicales superéxido son un tipo de EROs altamente reactivos, por su inestabilidad,
gue se generan como subproductos del metabolismo celular especialmente en las mitocondrias, donde se
produce en la cadena respiratoria como resultado de una reduccién incompleta del O,, cuyo dafio esta
relacionado con diversas enfermedades y procesos inflamatorios. 1’° Para contrarrestar los efectos

ocasionados por estos radicales, los organismos han empleado sistemas de defensa antioxidantes que
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incluyen enzimas como la SOD, la cual cataliza la conversidon del superdxido en peréxido de hidrégeno y este

a su vez, mediante la CAT y la glutation peroxidasa lo convierten en agua y oxigeno.18%181

El barrido de radicales superéxido es esencial para mantener el equilibrio redox en los organismos y prevenir
el dafio oxidativo, incluso se puede decir que, desempefia un papel crucial en la proteccién de las células
contra el estrés oxidativo,®? asimismo, los sistemas antioxidantes, como la superdxido dismutasa y otras
enzimas antioxidantes, trabajan en conjunto para convertir y neutralizar el superéxido, manteniendo asi la
homeostasis redox y preservando la integridad de las células y tejidos. ®® Ademas de las enzimas
antioxidantes, las plantas producen moléculas antioxidantes como el acido ascoérbico, el glutatién y
tocoferoles, que actian como donantes de electrones y neutralizan a los RL, incluyendo el superdxido,

protegiendo a las células vegetales del dafio oxidativo.'848

De acuerdo con los estudios fitoquimicos y de las propiedades antioxidantes realizados en la planta, se puede
afirmar que las hojas de Kalanchoe pinnata poseen taninos, flavonoides, terpenoides, esteroides y glucésidos,
metabolitos que ayudan a mantener un equilibrio con agentes oxidantes y daiiinos para las células. Al
comparar la cantidad fenoles totales en el extracto realizado, con otras especies de Kalanchoe, se observaron
diferencias. Kalanchoe pinnata mostré un contenido total de fenoles de 147.86 EAG/g mientras que K.
daigremontiana obtuvo una concentracion de 14.17 EAG/g y K. nykae un valor de 9.61 EAU/g, lo cual
demuestra que la especie K. pinnata posee una mayor cantidad de contenido fendlico total. En comparacién
con agentes antioxidantes de origen natural como el 4cido ascérbico, el extracto de las hojas de KP ha
demostrado que, al evaluar su actividad antirradical, esta fue, en promedio, 76.83% de capacidad
estabilizante, mientras que el acido ascérbico tiene un promedio de 97.76%. La bibliografia reporta que K.
daigremontiana posee 56.87% de actividad. Esto indica que Kalanchoe pinnata presenta 19.96 % mas
actividad que la otra especie. El extracto de las hojas de KP mostré un comportamiento similar al acido
ascorbico en relaciéon con el barrido de radicales superéxido, ya que conforme aumentaba la concentracion
tanto del extracto la absorbancia iba disminuyendo, lo cual indicé una menor presencia de radicales
superoéxido. Por ultimo, la habilidad para descomponer H,0, mostré una relacién no proporcional a esta
actividad, es decir, conforme aumentaba la concentracién de extracto de hojas de KP disminuia la habilidad
para descomponer H,0,, esto se deba posiblemente a una limitacidon enzimatica, es decir, a medida que se
aumenta la concentracion del extracto de la planta, también se incrementa la cantidad de enzimas presentes,
asimismo, podria haber un punto en el que las enzimas se vuelvan limitantes debido a la saturacion de su
actividad. En este caso, un mayor contenido enzimatico no necesariamente aumentaria la capacidad de

descomponer el peréxido de hidrégeno, ya que las enzimas estan funcionando a su maxima capacidad.
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Aunque las actividades medidas presentaron una eficacia mayor al 50%, este resultado no se puede
generalizar atodas las especies de plantas de un mismo género, ya que, en cada planta, puede variar la sintesis
de metabolitos secundarios dependiendo de factores como la temperatura, la disponibilidad de agua,
intensidad luminica, contaminacién, etc. Cada planta es Unica y responde de manera individual a su entorno,
lo que genera una diversidad de respuestas y resultados. Como ejemplo, se tiene la figura 30, en la cual se
observan las diferencias de las plantas KP en la cual se observan las flores producidas por KP en el municipio
de Texcoco, Estado de México, donde las condiciones ambientales y meteoroldgicas son diferentes al
municipio de Tuxtepec, Oaxaca, donde fue sembrada y cosechada para este trabajo, cabe mencionar que en
esta regidn KP no presenté flores, lo cual plantea diversas interrogantes relacionadas con las propiedades de

las plantas cultivadas en distintos municipios.

TUXTEPEC, OAXACA TEXCOCO, EDO MEXICO

Figura 30. Comparacion de Kalanchoe pinnata en el municipio de Texcoco, Estado de México y en Tuxtepec, Oaxaca. (Gerardo-
Agosto; Navarro-Moreno, 2022).
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7.3 Grupos expuestos a alta concentracion de azucar y tratados con extractos acuosos de
hojas de Kalanchoe pinnata

7.3.1 Ensayos fisioldgicos
Como primera determinacién, se procedié a monitorear la concentracion de glucosa en sangre de los grupos
de ratas Wistar macho y hembra expuestos a una solucién alta en sacarosa. Los datos se mostraran analizando
lo que sucedid en los machos y en las hembras por separado y después se realizard una comparacioén entre

los géneros.

7.3.2 Glucosa en sangre
Ratas macho. La figura 31, muestra la concentracién de glucosa en sangre. El grupo control no presenté
cambios significativos (p>0.05) manteniendo la concentracidn de glucosa en sangre constante. En el grupo
expuesto a sacarosa (azlcar comun) hubo un incremento significativo (p<0.05) con respecto al control final
aumentando 125 unidades (mg/dL). El grupo tratado con el extracto acuoso de las hojas de KP (en la gréfica,
EKP) mostré un incremento no significativo en las concentraciones de glucosa al comparar los grupos inicial y
final (p<0.05). Cuando los roedores fueron expuestos a azlcar y tratados con KP se observé un aumento de
glucosa en sangre en el grupo final con respecto al grupo control inicial, de 110 unidades (mg/dL) (p<0.05).
Este comportamiento fue similar a los roedores expuestos a una solucidn de azlcar. En este caso, el extracto
de KP no ayudd a mantener bajos los niveles de glucosas en sangre al estar los animales expuestos a azucar.

Ay B indican la comparacién entre grupo inicial y final en cada caso.
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Figura 31. Concentracidn de glucosa en sangre en ratas wistar macho a los tiempos inicial y final de 60 dias. El analisis estadistico se
realizd comparando los valores de inicio y 60 dias de cada grupo, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey
(p<0.05). El promedio * la desviacidn estandar (n=3), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.
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Al observar el incremento de glucosa en sangre a los 60 dias de exposicion a azucar, surgio la pregunta iqué
pasa después de los 60 dias de tratamiento? Por ello se decidié llevar dos grupos (control y azucar) a un

periodo de tratamiento de 90 dias con el fin de saber cédmo evolucionaban los niveles de glucosa en sangre.

La figura 32 se puede observar que la concentracién de glucosa fue constante en el grupo control durante el
periodo establecido, mientras que en el grupo expuesto a la solucidn de azucar la concentracidon de glucosa

en sangre aumentd 80 unidades mas a los 90 dias.
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Figura 32. Concentracion de glucosa en sangre de los grupos Control y Azucar de cero a 90 dias. El analisis estadistico se realizd
comparando las concentraciones de los grupos control y azucar para cada tiempo, utilizando un ANOVA de una via y una
comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio + la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente
diferentes Ap < 0.05, B. y ¢p < 0.05, D.

Ratas hembra. En ellas se observd una diferencia significativa (p<0.05) en grupos control, azlcar y aztcar +KP
finales en comparacién con el grupo inicial. La figura 30 muestra los resultados obtenidos. En relacién con el
grupo control, se observé un aumento de 8 unidades; para el grupo expuesto a azlcar de 184 unidades y para
el grupo azlcar-KP de 56. Para el grupo EKP se detecté un incremento, pero sin ser significativo
estadisticamente (p>0.05). Todo lo anterior indica que la exposicidn a la solucion de azucar en ratas hembra
ocasiona un aumento de la concentracion de glucosa en sangre mucho mayor al observado en ratas control.
Cuando las ratas son expuestas al extracto de KP no hay un incremento significativo de glucosa en sangre y
cuando los animales son expuestos a azucar y tratados con KP en aumento de la concentracién en sangre es
mucho menor que el observado en el grupo expuesto solo a azlcar, por lo que el extracto, posiblemente, esta
contribuyendo a mantener los niveles de glucosa en sangre en valores parecidos a los del grupo control o el

expuesto solo a KP.
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Figura 33. Concentracidn de glucosa en sangre en ratas Wistar hembra a los tiempos inicial y final (60 dias). El andlisis estadistico se
realizd comparando las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos experimentales para cada tiempo, utilizando un ANOVA
de una via y una comparacién de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son
significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

Machos y hembras. La figura 34 muestra la comparacién de los resultados en funcion del sexo de los animales.
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Figura 34. Concentracidn de glucosa en sangre en ratas Wistar para los 5 grupos de estudio de ambos sexos. El andlisis estadistico se
realizd comparando las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos experimentales para cada tiempo, utilizando un ANOVA
de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio + la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son
significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

Al realizar la comparacion de la concentracién de glucosa en sangre, en los cuatro grupos, machos y hembras

(fig. 34), se observd que un comportamiento similar de la glucosa en los grupos establecidos, a excepcién del

grupo control inicial en donde se observé que la presencia de glucosa en machos es significativamente mayor
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en comparacién con las hembras. Por otro lado, en el grupo azucar, las hembras tuvieron una concentracion
no significativa de azlcar superior a la de los machos (43.4 unidades mas), sin embargo, en los grupos EKP y
azucar-KP, la concentracién de glucosa en machos fue mayor que en el grupo de las hembras, pero no

presentd cambios significativos (10.7 y 80.1 unidades mas, respectivamente).

Las pruebas realizadas, hasta este momento, junto con la revision bibliografica y las observaciones de los
animales, indicaron que posiblemente se generaron alteraciones en el metabolismo de las ratas, dando inicio
al desencadenamiento de nuevas afecciones. Por ello se procedié a realizar la evaluacién de algunas
caracteristicas fisioldgicas en los diferentes grupos de animales, entre ellas el peso corporal, el peso de los
drganos de estudio, el monitoreo de los analitos excretados en orina realizando un Examen General de Orina
(EGO) vy la determinacidn cualitativa de inflamacidn. Las mediciones se realizaron al tiempo inicial y al final

después de 60 dias de los diferentes esquemas de exposicién.

7.3.3 Peso corporal

Se observo el peso inicial a los 0 dias y el final a los 60 dias y la diferencia de pesos obtenidos durante este
periodo. El grupo control indica el comportamiento normal que tienen los roedores desde el inicio hasta los

60 dias.

Ratas macho. La tabla 13 muestra los pesos inicial y final en ratas Wistar macho. Todos los grupos presentaron

un incremento significativo en sus pesos corporales.

Tabla 13. Pesos corporales de ratas Wistar al inicio y al final del tratamiento experimental. El promedio + la desviacion estandar
(n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes #p < 0.05, B.

Grupo Peso inicial (g) | Peso final (g) | A de pesos

Control 137.8+7.6" | 218.3+25.7° 80.6
Azucar 132.8+4.5* | 202.3+23.3° 69.5
EKP 135.5+8.1" | 232.3+22.4° 96.8

Azucar-KP | 201.1+14.4% | 267.2+20.3° 65.4

En condiciones normales los animales aumentaron 80 gramos en un periodo de 60 dias. Cuando son
expuestos a la solucién de azucar, también aumentan 69. 5 gramos de peso. El extracto de KP provocd un
aumento de peso 96 gramos y cuando los animales fueron expuestos a azucar y tratados con el extracto se
observé un aumento de peso de 65.4 gramos. Cada condicidn reflejo un aumento de peso particular. La tabla
indica que la administracion del extracto de KP produjo el mayor aumento de peso, mientras que los grupos
KP y azucar-KP no mostraron una diferencia en el aumento de peso, aunque ésta fue menor a la observada

en el grupo control y el administrado con KP.
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Como se ha discutido anteriormente, la ingesta de azlcar genera condiciones de estrés en el metabolismo, lo
conlleva a la causa de que haya un incremento de peso en general de los ratones expuestos en este trabajo.
Para el caso de las ratas macho, se observo que durante el periodo de tratamiento el grupo expuesto a azucar
y azUcar-KP dejaron de comer optando por la preferencia de la solucién azucarada, lo cual posiblemente
pueda estar relacionado con disminuciéon de peso en relacion con el grupo control. Por otro lado, el aumento
de peso del grupo EKP, puede estar relacionado con la alta presencia de antioxidantes, ocasionando estrés
oxidativo que posteriormente genera inflamacién de érganos blancos y a su vez un incremento en el peso

corporal de los roedores.

Ratas hembra. La tabla 14 muestra los pesos inicial y final en ratas Wistar macho. Todos los grupos tratados
presentaron un incremento similar y significativo en sus pesos corporales, y mayor al observado en el grupo

control.

Tabla 14. Pesos corporales de ratas Wistar hembra al inicio y al final del tratamiento experimental. El promedio * |la desviacién
estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

Grupo Peso inicial (g) | Peso final (g) | A de pesos
Control 148.8+15.5% [ 170.1+14.4°8 21.3

Azucar 149.2 +4.5% 184.7+9.6° 35.5
EKP 167.0+10.1* | 199.8+9.6° 32.8
Azucar-KP | 168.8+9.5" | 202.6+4.0° 33.8

En el caso de las hembras del grupo control, se observé un aumento, en promedio, de 21 gramos de peso
corporal en 60 dias. El grupo expuesto a azlcar tuvo un aumento de 35.5 gramos. La administracién del
extracto de KP produjo un aumento de peso de 32.8 gramos, mientras que el grupo expuesto a azlcar y
tratado con el extracto presentd un aumento de peso de 33.8 gramos. El aumento de peso de los grupos

experimentales fue semejante entre ellos y en general, fue mayor que el grupo control.

Para el caso de las hembras, el aumento de peso puede estar relacionado con el proceso hormonal. Se sabe
gue el aumento de tejido adiposo esta relacionado con la resistencia a lainsulinay a su vez con la inflamacién,
sometiéndolas a estrés y liberando citoquinonas proinflamatorias. Este biomecanismo de defensa puede ser
el resultado de los tratamientos administrados en las ratas hembras, lo que pudo haber ocasionado un
incremento de peso en los tres grupos con respecto al grupo control, como se ha mencionado en el marco

tedrico de este trabajo.
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Machos y hembras. La tabla 15 muestra el aumento de los pesos de los grupos de ratas macho y hembra.

Tabla 15. Aumento de peso corporal de ratas Wistar macho y hembra. El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes *p < 0.05, B

Grupo Macho (g) | Hembra (g)
Control 80.6 21.3
Azucar 69.5 35.5
EKP 96.8 32.8
Azucar-KP 65.4 33.8

Al comparar los resultados obtenidos en machos y hembras se puede observar que los primeros presentan
un aumento de peso mucho mayor que las hembras en todos los grupos. Esto indica una diferencia en el
metabolismo en funcién del sexo de los animales de experimentacidn, lo que tuvo como consecuencia que el
efecto de los diferentes esquemas de tratamiento también variara. Bajo el mismo tiempo de experimentacion
los machos aumentaron de forma normal aproximadamente 60 gramos mds que las hembras. La
administracion de la solucién de azucar ocasiond una disminucion en el aumento de peso de los machos y un
aumento en las hembras. El extracto de KP ocasiond el aumento de peso de los machos y de las hembras. Y,
finalmente en los animales expuestos a azUcar y tratados con extracto, los machos disminuyeron su aumento

de peso en relacion con su grupo control, mientras que las hembras lo aumentaron.

Se ha reportado que existen diferentes factores que pueden contribuir con el aumento de peso de los
roedores. En los machos, se observé un aumento del tejido adiposo formado en el grupo expuesto a la
solucion de azucar. Los demas grupos experimentales no presentaron un cambio significativo con respecto al
grupo control. Otro factor que puede contribuir con el aumento de peso en los roedores es el edema
(acumulacién de agua en el cuerpo y érganos). Este trastorno estuvo mayoritariamente presente en las ratas
que fueron expuestas a la solucidn en crudo de las hojas de KP, ya que al momento de sacrificarlas y extraer

los érganos se observd una mayor cantidad de liquido peritoneal (ascitis).

La figura 35 muestra algunas imdgenes representativas de los cuatro grupos de ratas macho. En ella se puede
observar que en condiciones normales no existen depdsitos de grasa en exceso. Cuando los animales son
expuestos a la bebida azucarada, se producen cimulos de grasa muy notorios en el drea de los intestinos. Por
su parte el extracto de KP no induce la formacién de grasa abdominal. Cuando los animales que fueron
expuestos a azUcar y tratados con el extracto, se observé que la cantidad de grasa abdominal disminuyé de

una forma notoria.
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Tejido adiposo

Grupo control. Grupo expuesto a la
solucién de azucar.

Tejido adiposo

/

Grupo expuesto al extracto de Grupo expuesto a azucar y tratado con
las hojas de KP extracto de KP

Figura 35. Presencia de tejido adiposo en ratas Wistar expuestas a diferentes tratamientos.

Para explicar el aumento de peso de los ratas, Carvallo? et. al., evidenciaron que la ingesta de fructosa puede
influir en la liberacién de acidos grasos no esterificados del tejido adiposo. Asi mismo, las bebidas azucaradas
promueven la deposicidon de lipidos intraabdominales y la produccidn de lipidos hepaticos, aumento del

186 et al., establecieron que el consumo

colesterol y disminucion de la sensibilidad a la insulina. Basciano
excesivo de fructosa provoca cambios metabdlicos que resultan en la inflamacidn crénica de bajo grado,
resistencia a la insulina y adiposidad. Aunque la fructosa no requiere de insulina, su metabolismo puede
promover la inflacién debido al aumento de 11-HSD1, conduciendo al aumento de cortisol intracelular de los
adipocitos subcutaneos, generando que menos acidos grasos entren en el adipocito subcutaneo mientras

mas son expulsados para almacenamiento en depdsitos viscerales y en el higado.

Por otro lado, las diferencias en el aumento de peso entre ratas machos y hembras se deben principalmente

a factores hormonales y fisiolégicos. La testosterona, una hormona sexual masculina, desempefa un papel
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crucial. Esta hormona promueve el desarrollo de masa muscular y una mayor sintesis de proteinas, lo que
puede resultar en un aumento de peso mas significativo en los machos. Por otro lado, las hembras tienen
niveles mas bajos de testosteronay, en cambio, tienen una mayor proporcién de estrégeno, que puede influir
en la distribucion de la grasa en el cuerpo. Ademads de las diferencias hormonales, también existen variaciones
en la alimentacion y el metabolismo entre los sexos. Los machos pueden tener un mayor apetito y una mayor
ingesta caldrica para mantener sus necesidades energéticas, lo que contribuye al aumento de peso, mientras
qgue las hembras experimentan cambios hormonales durante el ciclo reproductivo que pueden afectar su
peso, como el ciclo menstrual y el embarazo. Estos factores hormonales influyen en la distribucién de la grasa
y la retencidn de liquidos en las hembras, lo que puede hacer que ganen menos peso en comparacion con los

maChOS 187-189

7.3.4 Peso de los 6rganos

Ratas macho. La figura 36 muestra el peso de los 6rganos higado, rifidn y pancreas en el grupo control y los

tres grupos experimentales.
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Figura 36. Peso de érganos higado, rifidn y pancreas en ratas Wistar macho. El andlisis estadistico se realiz6 comparando el peso de
los érganos de los grupos experimentales para cada dérgano, utilizando un ANOVA de una via y una comparacién de Tukey (p<0.05).
El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

El peso del higado del grupo control al inicio fue de 6.2 + 0.78 g, en relacidn con la edad, el higado del grupo
control final aumenté 3 g teniendo como peso final 9.4 + 1.07, ahora, comparando los sistemas de tratamiento

de dos meses con el grupo final, se observé que el higado del grupo azucar (7.3 + 1.22 g) disminuyd 2.1
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unidades, caso contrario a los higados del grupo EKP (10.4 + 2.6 g) e higado del grupo aztcar (11.1 +5.33 g),

los cuales aumentaron 1 gy 1.7 g respectivamente en comparacién con el higado del grupo control final.

El rindn del grupo control inicial tuvo un peso de (1 + 0.21 g), pasado los 60 dias, el rifién del grupo control
final (2.4 £ 0.31 g) aumentd 1.4 g en referencia al grupo control inicial. Comparando el rifidn del grupo control
final con los tres grupos en tratamiento, se observé qué, el rifidn del grupo azucar (1.2 £ 0.24 g) aument6 0.2

g; grupo EKP (2.1 +£0.20 g) aumentd 1.1 g); y el grupo azucar-KP (2.6 + 0.21) aumentd 1.6 g.

Por ultimo, el pancreas del control inicial pesé 0.5 £ 0.04 g, el cual aumentd 0.4 g en funcién del tiempo,
reflejado en el peso del pancreas del control final (0.9 + 0.17 g). Siguiendo el mismo esquema comparativo,
se observé que el pancreas del grupo azucar (0.9 £ 0.2g), de igual forma que en el control final, aumenté 0.4
g. El pancreas del grupo EKP (1.0 + 0.13) aumentd 0.5 g, mientras que en grupo azucar-KP (0.6 + 0.144) sélo

aumentd 0.1 g, en comparacion con el grupo control final.

En general los tres érganos, en condiciones control aumentaron de peso en funcién de tiempo de crecimiento.
La administracién de azlcar ocasiond aumento de peso en higado y pancreas mientras que en rifidén se
observé una disminucién. En los tres érganos, el extracto de la planta ocasiond aumento de peso. En el grupo
expuesto a la solucion de azlcar y tratado con el extracto de la planta se observé un aumento de peso en los

tres organos.

Con estos resultados se pudo observar que en condiciones normales los érganos tienen a aumentar de peso
en funcion del tiempo debido al desarrollo fisiolégico de los mismos, sin embrago, cuando se suministrd
azucar se observd que el higado y el rifndn disminuyeron en comparacién con su grupo control. Por otro lado,
en los grupos EKP y azlcar-EKP se observé que el higado y el riidn aumentaron su peso en comparacion con
el grupo control, esto puede deberse a varios factores como el almacenamiento de grasa, la acumulacién de
liquidos o la inflamacién. En el caso del pancreas, se observd que el comportamiento del control final, azucar
y EKP fue similar. En el caso del grupo azucar-KP, se observd que el peso disminuyd en comparacion con el
grupo control, demostrando que la mezcla de la solucidn de azucar con el extracto de KP altera de manera

negativa el metabolismo de las células presentes en el tejido pancredtico y asi mismo su funcionalidad.
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Ratas hembra. La figura 37 a muestra el comportamiento de los drganos higado, rifién y pancreas en el grupo

control y los tres grupos experimentales.
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Figura 37. Peso de d6rganos higado, rifidn y pancreas en ratas Wistar hembra. El andlisis estadistico se realizé comparando el peso de
los 6rganos de los grupos experimentales para cada 6rgano, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05).
El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

En el grupo de las ratas hembra el comportamiento de los pesos de los érganos fue muy diferente al de los
machos. Mientras que el higado y los rifiones aumentaron de peso, el pancreas tuvo un peso semejante al
inicio y al final de los 60 dias. La administracion de la solucién de azucar disminuyd el peso de los érganos
higado y rifidn mientras que en el pancreas no se observé ningln cambio. La administracion del extracto de
la planta no ocasiond cambio en el peso de los tres érganos. Finalmente, el grupo expuesto a azlcar y tratado
con el extracto de planta origind aumento de peso en los érganos higado y pancreas, mientras que el rifidn

no tuvo cambio alguno.

Inicialmente, el higado pesd 7.2 £ 1.15 g; pasados los 60 dias de tratamiento el peso alcanzado fue de 8.2 +
0.11 g. El aumento no fue significativo. Cuando los animales fueron expuesto a la solucidn de azucar, el peso
alcanzado (6.3 + 1.14 g) demostrd una disminucion significativa de 1.9 gramos disminuyd 1.9 g. El grupo
expuesto al extracto (8.9 + 1.29 g) no mostré una diferencia significativa en relacion con el grupo control,
mientras que el higado del grupo azucar-KP (10.1 + 0.79 g) aumentd 2.9 g, de forma significativa, en

comparacién con el grupo control.

En relacidn con el rifidn, se cuantificd un aumento de peso significativo (1 g) en el rifidn (peso inicial 1.5+ 0.12

gy peso finall.6 = 1.11 g). El peso de los riflones de los animales expuestos a la solucion azucarada mostré
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una disminucién de peso de 0.3 gramos (1.2 + 1.14 g) con significancia estadistica al compararlo con el grupo
control. En los grupos EKP (1.9 + 0.14 g) y azucar-KP (1.9 + 0.10 g), los aumentos de peso no fueron

significativos ni entre ellos ni en relacién con el control

EL pancreas tuvo un peso inicial de 0.7 £ 0.37 g, mientras que el peso final fue de 0.4 + 0.82 g, estos cambios
no fueron significativos. Los grupos azucar (0.5 + 0.19 g) y EKP (0.5 + 0.12 g) no presentaron diferencia
significativa con el control. El grupo expuesto a la solucidn azucarada y tratado con extracto de KP, presentd

un aumento significativo de 0.4 g (0.8 £ 0.08 g).

Los resultados anteriores muestran que, en las hembras, el aumento de peso de los 6rganos en funcién de la
edad no presentd cambios significativos, sin embargo, cuando se les administré la solucidon de sacarosa se
observé que el higado y el rifién disminuyeron de peso en comparacidn con los grupos controles y expuesto
a la solucién de KP, teniendo un comportamiento similar a los machos, lo cual indica que estos érganos
independientemente del proceso hormonal, son susceptibles a estrés ocasionado por la alta presencia de
azucar. También se observé que un incremento de peso en el higado y en el pancreas del grupo azucar-KP, lo
cual puede estar relacionado con la alteracién del metabolismo de los érganos ocasionando acumulacién de
liquidos, inflamacion o almacenamiento de grasa. Sin embargo, en condiciones normales, se observé que la
variable del tiempo/edad para el caso del rifién si es un factor que se debe de tomar en cuenta, ya que de
acuerdo con la figura 37, se observé un cambio significativo de pesos entre el control inicial y el control final.

Para corroborar las observaciones anteriores se llevé a cabo la relacion peso del 6rgano/peso corporal
Relacién peso del 6rgano /peso corporal en machos y hembras.

Los datos anteriores denotan cambios en pesos corporales y érganos en los diferentes grupos de estudio de
tal manera que se procedié a hacer una tabla en donde la relacién peso corporal/peso del érgano indica si las
condiciones de experimentacién provocaron alguna condicién fisioldgica que pudo alterar la relacidon normal.
Se ha reportado que un requisito importante dentro de los experimentos toxicoldgicos es la capacidad de
evaluar los efectos de los xenobidticos en dérganos especificos. Muchas veces esto se hace mediante
examenes macroscopicos de los érganos, pesandolos o haciendo exdmenes histolégicos. El peso del 6rgano
puede ser el indicador mas sensible del efecto de un compuesto experimental, ya que las diferencias
significativas en el peso de los érganos entre animales tratados y no tratado pueden ocurrir en ausencia de

cambios morfoldgicos.?9% 191

Dentro del trabajo de laboratorio experimental, diversos estudios han demostrado que la relacién peso

organo/peso corporal es de suma importancia ya que revelan patrones de seleccién de los grupos
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establecidos, como es el tamano de camada, factores genéticos, ambientales, agentes xenobidticos y
esquemas de tratamiento. Lo anterior mencionado, puede influenciar en el desarrollo corporal de los
mamiferos de estudio marcando diferencias entre los érganos ratas del mismo grupo. La tabla 16, muestra

la relacion de los pesos de los drganos entre el peso corporales de las ratas hembras y machos.

Tabla 16. Relacidn de peso érgano/peso corporal de los grupos de ratas Wistar, hembras y machos, empleados en este trabajo

(n=6).
Esquemas de tratamiento
C?N'\gifl' C?::\INT:LO L AZUCAR EKP AZUCAR-KP C?N’\gif)l_ C?::\INT:LO g AZUCAR EKP AZL:<(|:)AR_
MACHO MACHO MACHO MACHO MACHO HEMBRA HEMBRA HEMBRA | HEMBRA HEMBRA
PESO
CORPORAL 137.78 218.33 202.29 | 232.33 267.2 148.83 170.13 | 184.67 | 199.95 | 202.57
PESO HIGADO
6.2 9.4 7.3 10.4 11.1 7.2 8.2 6.3 8.9 10.1
RELACION
PESO 0.045 0.043 0.036 0.045 0.042 0.048 0.048 0.034 | 0.045 0.050
ORGANO/PESO ’ ) ) ) ) ) ) ) ) :
CORPORAL
PESO RINON 1 2.4 1.2 2.1 2.6 1.5 1.6 1.2 1.9 1.9
RELACION
PESO 0.007 0.011 0.006 0.009 0.010 0.010 0.009 0.006 | 0.010 0.009
ORGANO/PESO ) ) ) ) ) ) : : : :
CORPORAL
PESO
PANCREAS 0.5 0.9 0.9 1 0.6 0.7 0.4 0.5 0.5 0.8
RELACION
PESO 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.005 0.002 0.003 | 0.003 0.004
ORGANO/PESO ) ) ) ) ) ) : : ) :
CORPORAL

La tabla indica algunos cambios en la relacién peso del érgano/peso corporal, los cuales indican un efecto
como consecuencia de los tratamientos de experimentacién. Esta tabla sirve detectar cambios que,
posiblemente, no se detectaron al observar el peso de los 6rganos o el peso corporal de los animales de forma
individual. En rata macho y hembra se pudo ver que la exposicién a la solucidén azucarada ocasiond un cambio
en la relacidn al comparar este grupo con el grupo control final. De la misma forma se comprobd que el
tratamiento con el extracto de la planta en las ratas expuestas a azlcar logro revertir la relacién a los niveles
de los controles, lo cual indica que el extracto podria normalizar el o los procesos toxicoldgicos generados por
la solucién azucarada en los dos 6rganos de rata macho y hembra. Por otro lado, en el pancreas, los grupos
en donde se detectd una alteracion de la relacion fueron los de machos y hembras expuestos a azlcar y
tratados con extracto de KP. Los otros grupos no mostraron diferencia. Ello indica que, probablemente, la
combinacion de azucar y extracto origind un efecto en este érgano, debido a que los metabolitos en conjunto

afectaron de manera negativa la fisiologia y la bioquimica del pancreas, generando procesos como
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acumulacidn de lipidos, inflamacién o almacenamiento de grasa, consecuencia de una alteracién hormonal o

metabdlica.

7.3.5 Examen general de orina
El EGO es considerado como una biopsia liquida renal que ofrece informacién sobre las funciones del rifién y
del higado, proporcionando datos sobre su funcionamiento. Para realizar esta prueba los roedores fueron
colocados en una caja metabdlica (Laboratorio de Bioquimica Aplicada a las Ciencias Ambientales, UNPA
campus Tuxtepec) en un periodo de ayuno de 12 horas para recolectar muestras de orina y analizarlas con un
kit comercial (ACON, Mission). La tabla 17 muestra los resultados obtenidos al determinar los analitos
excretados en las muestras de orina de las ratas machos control, en un periodo inicial, después de 60 dias y
finalmente en 90 dias. Se determinaron los valores a los 90 dias para verificar si, en funcién de la edad, los

animales sufrian de modificaciones severas.

Tabla 17. Examen General de Orina para ratas Wistar macho control (n=6), (ND: no detectado).

TIEMPO

Analito Inicio 60 dias 90 dias
Leucocitos

(Leu/dL) ND ND 70

Nitritos Positivo Positivo Positivo

50% 50% 33%
Urobilinégeno

(umol/L) 0.2 0.2 0.2

Proteina 18 £ 6.7 (83%)
+
(umol/L) 17.5+6.123 100 (17%) 15.00
pH 7.8+0.75 7.5+0.316 7.6+0.28
Sangre
(Erit/uL) ND ND ND
Gravedad Especifica |, o, 003 | 1.003 + 0.005 | 1.007 £ 0.002

(mg/gl)

Cetonas

(mmol/L) ND ND ND
Bilirrubina

(umol/L) ND ND ND

Glucosa

ND ND ND
(mg/dL)

A los 90 dias, el grupo presentd leucocitos, mientras que el 33% de la poblacién dieron positivos a nitritos,
estos dos analitos nos indican que existe una posible relaciéon del aumento de edad con la presencia de
procesos inflamatorios (cdlculos, tumores, enfermedades sistémicas, malformaciones, etc) o infecciosos. No

hubo cambio en los niveles de urobilinégeno lo cual indica que posiblemente no existe dafio hepatico (sin
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embrago este resultado no puede excluir, de forma definitiva, la existencia de dafios como fibrosis y anemia
entre otros), al igual que la bilirrubina. De igual forma no hubo alteraciones en el metabolismo de los CHOs,
esto se ve reflejado los resultados de la prueba en cetonas. El 100% de la poblacién no presenté dafio renal
en los 90 dias ya que los valores sangre se mantuvieron negativos y casi constantes los valores de proteina.
La orina presenté un pH neutro indicando que no habia infeccidn en las vias urinarias ni presencia de calculos
de acido urico. Estos resultados nos indicaron que a los 90 dias no existen cambios notables de las funciones
renal y hepatica en las ratas macho, aunque si en los procesos infecciosos, por lo que se confirmé que el uso
de los animales a los 60 dias fue correcto. Por lo tanto, los datos obtenidos en todas las demds pruebas se
realizaron en ratas de 60 dias. Con lo anterior en mente, se procedidé a determinar los analitos en los diferentes

grupos de estudio. La tabla 18 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 18. Examen General de Orina en ratas Wistar macho bajo los cuatro tratamientos determinados a los 60 dias (n=6) (ND: no

detectado).
ESQUEMAS DE TRATAMIENTO
Analitos Control Azucar EKP Azucar-KP
Leucocitos ND 70 (50%) 70 (16%) 70 (16%)
(Leu/dL) 15 (50%) Negativo (83%) Negativo (83%)
Nitritos Positivo Positivo
50% ND ND 60 %
Urobilinégeno 0.2 0.2 0.2 0.2
(umol/L)
Proteina 18 + 6.7 (83%) 21.0+ 8.2 (83%)
+
(umol/L) 100 (17%) 100 (17%) 15.0 18.0£6.7
pH 7.5+0.316 7.583 £0.376 7.6+0.40 7.8+0.27
Sangre
(Erit/uL) ND ND ND ND
Gravedad
Especifica 1.003 + 0.005 1.001 + 0.002 1.005 + 0.004 1.008 + 0.002
(mg/gl)
Cetonas 0.5 (80%)
(mmol/L) ND ND ND Negativo (20%)
Bilirrubina
(umol/L) ND + ND +
Glucosa
ND ND ND ND
(mg/dL)

A los 60 dias, las ratas expuestas a la soluciéon azucarada presentaron un 100% de leucocitos a niveles entre
15y 70, mientras que la solucion de las hojas de KP redujo esta concentracion hasta un 83%, teniendo un
comportamiento similar al grupo azucar-KP. Esto podria indicar que el azlcar promueve un proceso
inflamatorio mientras que la solucién de KP lo disminuye. En cuanto a los nitritos, el grupo azucary EKP dieron

un resultado negativo, y con respecto al grupo aztcar-KP solo hubo un incremento del 10%. La concentracion
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de urobilindgeno se mantuvo constante para los cuatro grupos. El grupo EKP no presenté proteinuria o daino
renal, ya que los valores se mantuvieron constantes a diferencia de los grupos restantes. El pH fue neutro y
constante para los cuatro grupos, la igual que la presencia de sangre la cual dio negativo como resultado. El
80% del grupo azucar-KP fue quien sufrié alteraciones en el metabolismo de los CHOs, indicando una
presencia de cetonas, mientras que los tres grupos restantes no sufrieron esta alteracion. Los grupos azucar
y azucar-KP dieron como resultado positivo al prueba de bilirrubina, indicando una posible alteracién en el
metabolismo y funcionamiento del higado. Por ultimo, el 100% de los grupos establecidos no presentd

glucosuria. En ratas macho, el extracto acuoso de Kalanchoe pinnata ayudd a restablecer

Ratas hembra. La tabla 19 muestra los resultados obtenidos comparando a los animales al inicio y al final del

periodo de experimentacion.

Tabla 19. Examen General de Orina para ratas Wistar hembra control (n=6). (ND: no detectado)

TIEMPO
Analitos Inicio 60 dias
Leucocitos (Leu/dL) ND Zg g;;:;
- Positivo
Nitritos 66.6% ND
Urobilinégeno (umol/L) 0.2 0.2
Proteina (umol/L) 15.0 15.0
pH 7.9%0.2 7.7 0.6
Sangre (Erit/uL) ND ND
Gravedad Especifica (mg/gl) 1.003 + 0.002 1.002 + 0.002
Cetonas (mmol/L) ND ND
Bilirrubina (umol/L) ND ND
Glucosa (mg/dL) ND ND

Los resultados mostrados en la tabla indican que mas del 50% de la poblacidn de ratas hembras, presentaron
leucocitos al cumplir los 60 dias del periodo experimental, lo cual denota procesos infecciosos. Al inicio los
animales presentaron nitritos en un 66 %: al cumplir los 60 dias no se encontraron estos anualitos en el 100%
de los animales. No existieron cambios en la concentraciéon de urobilindgeno, proteina, pH y gravedad
especifica en funcién del tiempo de crecimiento. No se detectd sangre, cetonas, bilirrubina ni glucosa en los
animales en los dos grupos. Estos resultados indicaron que las ratas hembra conservan su estado metabdlico
a través del periodo experimental en condiciones normales. Cuando los animales fueron tratados con los
diferentes esquemas, se llevd a cabo el Examen general de orina para los cuatro grupos a los 60 dias de

tratamiento. Los resultados se muestran en la tabla 20.
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Tabla 20. Examen General de Orina en ratas Wistar hembra para los cuatro grupos a los 60 dias (n=6) (ND: no detectado).

RESULTADOS Y DISCUSION

ESQUEMAS DE TRATAMIENTO
Analitos Control Azlicar EKP Azucar-KP
0,
Leucocitos 79 (33.3%) 70 (66%) 15 (16%) ;(2)(5) 822
(Leu/dL) 15 (33.3%) 15 (16%) 500 (16%) 15 (167;
1 0, 1 0, 0, °
Negativo (33.3%) Negativo (14%) 70 (67%) Negativo (36%)
- Positivo Positivo Positivo
Nitritos ND 33% 50% 50%
Urobilinégeno 0.2 0.2 02 02
(umol/L)
Proteina 15 (83%)
(umol/L) 15.0 100 (17%) 15.0 15
pH 7.7+0.6 7+0.6 7.8+0.25 6.9 0.6
Sangre
ND ND ND ND
(Erit/uL)
Gravedad
Especifica 1.002 £ 0.002 1.006 + 0.004 1.005 + 0.003 1.013 £ 0.006
(mg/gl)
Cetonas 0.5 (16%)
(mmol/L) ND ND ND Negativo (83%)
Bilirrubina ND N Positivo (33.3%) Positivo (67%)
(umol/L) Negativo (66.3%) Negativo (33%)
Glucosa
ND ND ND ND
(mg/dL)

Los leucocitos estuvieron presentes en los cuatro grupos experimentales, en el grupo expuesto a azlcar nos
detectd un cambio significativo en los valores solo en los porcentajes, ya que el 66 % de la poblacién presentd
70 leucocitos por decilitro. Esta proporcién fue conservada en los animales expuestos solo a KP observdndose
que el 16% presentd un aumento a 500. Por su lado, el grupo azlcar-KP presenté aumento a 125 y 500
leucocitos por decilitro y el caso de resultados negativos aumento a 36%. Esto indica que KP pudo disminuir
los casos de presencia de leucocitos en ese porcentaje de la poblacién y por ello los posibles casos de
infeccidn. En el caso de los nitritos, el grupo control no los presenté mientras que el grupo expuesto a azucar
mostré un aumento del 83%. El extracto de la planta al igual que el grupo expuesto a azlcar y tratado con
extracto, mostraron una disminuciéon de nitritos del 50%, lo que indica que el extracto pudo haber
normalizado los niveles de este analito en ratas expuestas a la solucidon de azicar. No hubo cambios en la
concentracidn de urobilinégeno y pH para los 4 grupos. En cuanto a la presencia de proteina solo el 17% de
la poblacidn presente en el grupo azucar dio un resultado elevado, indicando dafo renal, mientras en que los
demas grupos el valor el nivel fue normal y constante. En ningln grupo hubo presencia de sangre y glucosa
enorina. El 16% de la poblacién del grupo azucar-KP sufrié alteraciones en el metabolismo de los CHOs dando

resultados positivos ante la prueba de cetonas. En comparacién con el grupo control, los tres grupos restantes
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sufrieron dafios hepaticos en diferente proporcion: el 100% del grupo azucar, el 33% de la poblacién del grupo

EKP y el 67% de la poblacion del grupo azicar-KP dieron resultados positivos ante la presencia de bilirrubina.

Machos y hembras. La tabla 21 muestra los resultados obtenidos en machos y hembras. En ella se observan
los datos positivos y el porcentaje de ellos. Se eliminaron los datos negativos para poder observar mejor las

variaciones en funcion de los esquemas de exposicidn y tratamiento.

Tabla 21. Examen general de orina de ratas Wistar macho y hembra de los diferentes grupos experimentales (n=6). (ND: no

detectado).
ESQUEMAS DE TRATAMIENTO
Analitos Control Control Azucar Azucar EKP EKP Azucar-KP | Azucar-KP
macho hembra macho hembra macho | hembra macho hembra
Leucocitos ND Positivo Positivo Positivo Positivo | Positivo | Positivo Positivo
(Leu/dL) 66% 100% 82% 16 % 100% 16 % 64%
L Positivo Positivo Positivo | Positivo Positivo
D D D
Nitritos 50% N N 83% N 50% 60 % 50%
Urobilinégeno | , 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
(umol/L)
Proteina 182100 | 155 | 212100 | 152100 | 15.0 150 |18.0+6.7 15
(umol/L)
pH 75+03 | 7.7+06 | 7.6+0.3 7+06 |76+04|7.8+0.3| 7.8+03 | 6.9+0.6
Sangre ND ND ND ND ND ND ND ND
(Erit/pL)
gsra;’:::i: 1.003+ | 1.002+ | 1.001+ | 1.006+ | 1.005+ | 1.005+ | 1.008+ | 1.013+
P 0.005 0.002 0.002 0.004 0.004 0.003 0.002 0.006
(mg/gl)

Cetonas Positivo Positivo
(mmol/L) ND ND ND ND ND ND 0% 16%
Bilirrubina Positivo | Positivo Positivo

+ +
(umol/L) ND ND ND 33% 100% 67%
Glucosa ND ND ND ND ND ND ND
ND
(mg/dL)

La tabla muestra que los resultados obtenidos al analizar los analitos por medio del EGO, dependen del sexo
de los animales, del compuesto que se les administre y de la combinacién de los mismos. En el caso de los
leucocitos, el Unico grupo negativo fue el de los machos control, los grupos restantes presentaron niveles
variables de este compuesto, siendo los machos y hembras expuestos a la soluciéon de azicar los que
mostraron mayor porcentaje y posiblemente mayor indice de infecciones bacterianas. El nivel de nitritos fue
igual o mayor al 50 % en todos los grupos menos los del grupo control de las hembras y los machos expuestos
a azucar y KP. La concentracidn de urobilinégeno fue constante en todos los grupos, asi como el valor de pH

y la gravedad especifica. A nivel renal los grupos no presentaron glucosuria, pero si casos de elevada
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proteinuria en los grupos de machos y hembras expuestos a azucar. El metabolismo de los carbohidratos fue
alterado solo en el grupo de ratas macho y hembra expuestas a la soluciéon azucarada y tratadas con el
extracto de KP. Se presentd dafio hepatico en cinco de los ocho grupos, siendo negativo en los grupos control

y en los machos tratados con KP.

7.3.6 Proteina-C Reactiva (PCR)

La PCR se ha considerado como un biomarcador cldsico de inflamacidn, participando activamente en la
formacidn y rotura de la placa de ateroma (masa de grasas que restringen el flujo sanguineo).'*? El suero fue
separado del paquete globular y se procedio a hacer la prueba con el kit comercial. En este caso se presentan
los resultados obtenidos en machos y hembras juntos. En el caso de los grupos donde hay variabilidad de
resultados positivos y negativos solo se muestran los positivos. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 22.

Tabla 22. Ensayo de la Proteina C Reactiva en muestras de suero sanguineo de ratas Wistar macho y hembra (n=6) (ND: no

detectado).

Grupo Machos Hembras
Control Inicial ND ND
Control Final ND Positivo 34%

Azucar ND Positivo 100%

EKP ND Positivo 50%
Azucar-KP Positivo 60% Positivo 66%

Se observaron diferencias en la presencia de inflamacién en funcién del sexo de los animales y del grupo
experimental. En los machos no se desarrollé un proceso inflamatorio hasta que fueron expuestos a la
solucion de azlcar y tratados con el extracto acuoso de KP (60% de la poblacidn). Las ratas hembras fueron
mas susceptibles al desarrollo de la inflamacién. Esta se observé en funcidn de la edad y de la susceptibilidad
de los individuos del grupo, ya que a los 60 dias el 34% de los roedores la presentaron. El 100% de las ratas
hembra expuesta a azlcar presentaron inflamacidn. Cuando se tratd a las hembras con el extracto de KP solo
el 50% de ellas fueron positivas, lo que indica que el otro 50% se comportaron como las ratas iniciales. Las
ratas hembra fueron mas susceptibles a la inflamacién ocasionada por la administraciéon de una solucion alta

en azucar, pero el extracto de hojas de KP puede lograr que el 37 % de ellas se recuperaran.

Se ha demostrado que la inflacion es un proceso que promueve el desarrollo de ateromas y con ello
enfermedades cardiovasculares, que se pueden asociar con las concentraciones de glucosa en la sangre,
presencia de tejido adiposo en la zona peritoneal e insulinorresistencia, componentes cruciales de un

trastorno metabdlico. Esto cual indica que el trastorno metabdlico se asocia con valores elevados de PCR,
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interlucina-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (estas dos ultimas son biomoléculas que se asocian con el
procesos inflamatorio)'°>°*, El trastorno metabdlico inicialmente se conocia como sindrome X o sindrome de
resistencia a la insulina ya que se caracterizaba por una disminucion a la insulina, junto con la obesidad

peritoneal, hiperglucemia, inflamacién crénica e hipertension arterial.'*®

Hasta este punto se puede afirmar que, la solucién al 20% de sacarosa puede ocasionar un aumento de
concentracién de glucosa en sangre en ratas machos y hembras. En machos el extracto de KP no pudo revertir
el efecto de la solucidn azucarada, mientras que en las hembras si. En cuanto a los pesos, se observé mediante
la relacion peso érgano/peso corporal, que el grupo azlcar para ambos sexos, es el grupo mas vulnerable a
perder peso debido a los desequilibrios metabolitos ocasionado por una alta concentracién de glucosa
presente en el organismo, por su contra parte se demostré que el uso del extracto de KP no tiene relevancia
en la ganancia o pérdida de peso para las ratas machos y hembras, sin embargo, al juntar y exponer los grupos
a azucar-KP se observd que estos tienden a aumentar significativamente de peso como consecuencia a los
factores expuestos y ocasionado por los esquemas de tratamiento. Asi mismo, se observd que las ratas
machos del grupo expuesto a la solucidn de azucar al 20% desarrolld presencia de leucocitos mientras que el
grupo expuesto al extracto de KP y azlcar-KP redujeron esta concentracion hasta un 83%, indicando que la
planta ocasiona efectos antagdnicos ante el comportamiento de los efectos de la sacarosa. Este Ultimo grupo
desarrollé alteracion en el metabolismo de los CHOs, y posibles alteraciones a nivel hepatico en las ratas de
los grupos azlcar y azlcar-KP. Para el caso de las hembras, los cuatro grupos en tratamiento presentaron la
presencia de leucocitos, siendo el grupo azucar el mas vulnerable a infecciones bacterias, mediante el grupo
azucar-KP se indicé que KP pudo disminuir la presencia de leucocitos y asi mismo, casos de infeccidn. A su
vez, el grupo azucar fue el Unico que presentd una concentracién alta de nitritos mientras que el grupo azucar-
KP disminuyd esta concentracién un 43%, lo que indica que el extracto de KP, como se ha visto con
anterioridad, en la mayoria de los casos, contrarresta los efectos ocasionados por la sacarosa. A nivel renal,
el 17% de la poblacién del grupo azucar sufrié daio, mientras que, a nivel hepatico, los 4 grupos sufrieron
dafio en diferente proporcion. Por tltimo, mediante la técnica de PCR se observd que las ratas hembras fueron
mas susceptibles a procesos proinflamatorios independientemente del esquema de tratamiento, mientras

que, en los machos, solo se observd un resultado positivo del 60% para el grupo azdcar-KP.
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7.4 Ensayos bioquimicos en ratas wistar macho

7.4.1 Especies reactivas de oxigeno
La figura 38 muestra la determinacidén realizada en los drganos higado, rindn y pancreas de los animales de
los diferentes grupos experimentales. Cada drgano analizado posee una actividad caracteristica, por lo que el
analisis de los datos y sus implicaciones se hard de forma individual. Sin embargo, si se observa la figura, se
podrd ver que la concentracion de EROS de higado y rifiones es semejante en todos los grupos
experimentales. Es decir, existe un aumento de EROS que va aumentando en los grupos azucar, KP y azlcar-
KP. El pancreas, por otro lado, mostré un efecto diferente en relacién con los dos 6rganos anteriores, siendo

solo el grupo azucar-KP en donde se detectd un incremento de EROS.
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Figura 38. Determinaciéon de EROs en higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho bajo los diferentes esquemas de exposicién y
tratamiento. El analisis estadistico se realizé comparando las concentraciones de EROs en los 6rganos de los grupos experimentales,
utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no comparten una
letra son significativamente diferentes #p < 0.05, B, C.

En el higado, la concentracion de EROS en el grupo control fue de 0.62 + 0.28 pmol/mg de proteina; para el

grupo azucar de 1.66 + 0.42 pmol/mg de proteina; en el grupo EKP se encontraron 2.101 + 0.52 pmol/mg de
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proteina y para el grupo azlcar-KP se determinaron 4.24 + 0.52 pmol/mg de proteina. Los valores fueron
significativos ya que p<0.05 para los 3 casos en comparacién con el grupo control. El aumento de la
concentracién de EROS en los grupos azucar y KP, en relacién con el grupo control, fue el mismo mientras que
el del grupo azucar-KP fue de casi seis veces en control. Pareciera que en este grupo se sumaran los efectos
de los dos anteriores y, por ello, el tratamiento con el extracto de KP no contrarrestara la produccién de EROS

ocasionada por la exposicién a la solucidn azucarada.

A nivel renal se observé un comportamiento similar al del higado indicando que, tanto el aztcar (3.37 £ 0.32
pmol/mg de proteina) como el extracto acuso de las hojas (3.19 + 0.94 pmol/mg de proteina) no generaron
aumento de EROs en el rifidon. De la misma forma, el comportamiento del grupo azucar-KP (9.01 + 1.66

pmol/mg de proteina) fue similar al del higado.

En el pancreas se obtuvieron los siguientes resultados: los grupos control (6.53 + 1.84 pmol/mg de proteina),
azlcar (8.87 + 2.82 pmol/mg de proteina) y KP (5.80 + 2.5 pmol/mg de proteina) no presentaron diferencias
significativas, indicando que no la solucién azucarada ni el extracto de alteraron el nivel de EROS en este
drgano. Sin embrago, cuando se observé el grupo azucar-KP se detecté un aumento significativo de la
concentracion de estas especies (36.66 * 10.3 pmol/mg de proteina), sugiriendo la posibilidad de que los
compuestos presentes en el extracto acuso de las hojas de KP puedan estar induciendo un desequilibrio
oxidativo dentro del este drgano o que los compuestos antioxidantes presentes en el extracto acuoso no sean
suficientes para disminuir los EROs, ya que, como se recordard, el extracto acuoso solo presentd taninos y

flavonoides.

Se han reportado varios estudios que avalan la relacién existente entre la hiperglucemiay el estrés oxidativo.

Entre ellos, Ford®®®

, ¥ su equipo en 2005, realizaron una investigacion con 2, 296 personas adultas, en las
cuales se pudo asociar la elevada concentracién de glucosa sanguinea con bajos valores de glutatién reducido
(GSH) y altas concentraciones de especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS). Otro estudio
epidemidlogo demostrd que en personas adultas sin antecedentes de diabetes existe una relacion inversa
entre la concentracion de glucosa sanguinea y la concentracion de alfa-tocoferol plasmatica, después de
ajustarse el analisis por edad, sexo, habito de fumar, actividad fisica, entre otras variables relacionadas con el
estrés oxidativo.’®” Una investigacidn realizada en Cuba, demostré que, en nifios y adolescentes con diabetes
tipo 1, presentan niveles mas altos de proteinas oxidadas y niveles mas bajos de GSH, asi como una actividad

reducida de las enzimas CAT y SOD en comparacién con los nifios del grupo de control. Ademads, se encontré

una correlacién significativa negativa entre los niveles de malondialdehido (MDA) y los niveles de glutation
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reducido (GSH), asi como entre los niveles de grupos carbonilos (proteinas oxidadas) y la actividad de la

SOD.'?#

Por otro lado, se llevd a cabo un estudio utilizando células endoteliales de la vena umbilical, las cuales fueron
expuestas a concentraciones elevadas de glucosa durante un periodo de 2 semanas. Se observé que, a partir
del séptimo dia de tratamiento, se produjo un aumento en la expresidon de las enzimas antioxidantes
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). Asimismo, se realizd una
investigacion similar utilizando fibroblastos humanos expuestos a concentraciones de glucosa de 5 mmol/Ly
22 mmol/L durante 12 semanas. En este caso, se encontrd que los fibroblastos de pacientes diabéticos con
nefropatia presentaban una disminucidn en la expresién de estas enzimas antioxidantes, a diferencia de los

pacientes diabéticos sin nefropatia y de aquellos sin diabetes, pero con afectacién renal. **°

Diaz-Arce, 2°°

en 2006, demostrd que las EROs generadas ante el aumento de glucosa son capaces de inducir
la sintesis de enzimas antioxidantes como Cu/Zn-SOD, CAT y GPx. Sin embargo, cuando la concentracién de
glucosa es elevada, como en pacientes diabéticos o hiperglucémicos, la situacion difiere, esto puede deberse
a que la hiperglicemia crénica mantiene un estrés oxidativo capaz de dafiar moléculas de importancia
biolégica. En la figura 39 se muestran algunos mecanismos de las EROs y el desbalance redox en un paciente
diabético, el cual demuestra que las elevadas concentraciones de glucosa pueden aumentar los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ERQO), por diferentes vias: aumentando la formacion de los productos de

glicosilacion avanzada (PGA); activando a la proteina quinasa C (PQC); disminuyendo el NADPH + H+

intracelular; activando la produccion de EROs en la mitocondria.

Figura 39. Mecanismos de EROs y desbalance redox (Diaz-Arce, 2006). CAT: catalasa, GSH: glutation reducido, GRd:
glutation reductasa, Fru: Fructosa, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, Gli-3P: gliceraldehido 3 fosfato, DAG: diacil glicerol,
GIcNH2: glutamina, Glc: glucosa, las flechas hacia arriba o abajo indican que aumenta o disminuye respectivamente, (+):

indica que se activa, (-): indica que se inhibe.
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La figura 40 muestra la comparacion de la concentracion de EROs en los tres drganos de estudio.

EROs en machos
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Figura 40. Comparacion de la concentracion de EROs en los tres drganos de estudio. El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que
no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

A nivel hepatico se almacena el glucégeno, que es una forma de glucosa, para liberarlo en la sangre cuando
los niveles de glucosa son bajos. Sin embargo, cuando la hiperglucemia es crénica, el higado tiende a
experimentar estrés oxidativo debido a los mecanismos mencionados anteriormente.* Se sabe que el exceso
de glucosa en la sangre aumenta la formacién de EROs en el higado, dafiando las células hepaticas y
provocando inflamacién. Ademas, la hiperglucemia puede producir y utilizar antioxidantes endégenos, como
el glutation, que son importantes para neutralizar las EROs y proteger las células contra el dafio oxidativo.?%!
La glucosa administrada en este modelo experimental demostré que si podria promover la formacién de EROs
aligual que el extracto acuoso de las hojas de KP administrado, estos resultados se comprueban con el sistema
competitivo azlcar-KP, ya que hubo un doble incremento en la concentracidon de EROs en el higado. Cabe
mencionar que, aunque el extracto acuso contiene metabolitos que pueden servir como antioxidantes, estos
a nivel hepatico pueden inhibir la actividad de las enzimas encargadas del sistema antioxidante, provocando

un aumento en la concentracién de EROs.

En relacidn con el rifdn, el desequilibrio oxidativo que puede sufrir al ser expuesto a agentes nefrotdxicos
(EROs) o infecciosos, como también obstrucciones de la via urinaria se puede asociar a un predominio pro-
oxidante respecto a las defensas antioxidantes. Los lipidos de las membranas de las células renales son las

principales moléculas que sufren el dafio oxidativo, dando lugar a la peroxidacidn. Esta lipoperoxidacién
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compromete la integridad de la membrana basal y del epitelio de los del rifidén, por lo que también puede
afectar su funcionalidad.?®? Los EROs producidos por las altas concentraciones de glucosa pueden generar
nefritis por formacidon de inmunocomplejos y estos a su vez estimulan a los leucocitos polimorfonucleares y
a los macréfagos a producir radicales libres aniones superdxido los cuales participan en el aumento de EROs,
en el desarrollo de dafio renal y en la formacidn de proteinuria?®® ocasionando pérdida de nefronas

aumentando la produccién de EROs y la lipoperoxidacion?°4203,

Diferentes estudios han demostrado la relacién del metabolismo oxidativo y la inflacion pancreatica,
indicando que el estrés oxidativo pancredtico tiene lugar en las etapas iniciales de su induccion. Sin embargo,
se ha observado que el tratamiento con agentes antioxidantes reduce el dafio ocasionado en las células
acinares (encargadas de la sintesis y secrecion de las enzimas y proenzimas), lo que sugiere a la formacién de

EROs reduciendo la defensa de antioxidantes.2%®

Aungue no se conoce con certeza las causas del estrés oxidativo pancreatico, se piensa que su origen podria
estar relacionado con factores presentes en la dieta o en el ambiente, como algunos aceites de alto contenido
de acidos grasos, el humo del tabaco, productos petroquimicos o pesticidas, el causante del estrés oxidativo
en la célula acinar por parte de las enzimas participantes la glucagén transferasa o el citocromo P450
2E1.%07:208  Existe una hipdtesis en donde las células acinares, representantes del 90% del parénquima
pancreatico, se ven sometidas a una situacién de estrés creado por la exposicion a factores agresivos
externos, en las cuales liberan citocinas y EROs que crean un ambiente oxidativo pancreatico, sin lesiones

perceptibles.?®

7.4.2 Glutation-S Transferasa

En la figura 41 se observa la actividad de la GST en higado, rifidn y pancreas de las ratas expuestas a los

diferentes grupos experimentales.

En el higado, la actividad de los grupos control (6.85 * 3.41 umol/mg/min), EKP (4.37 = 2.09 umol/mg/min) y
azlcar (3.13 = 1.59 umol/mg/min) no presentd diferencia significativa entre ellos (p>0.05) lo que indica que
ni la bebida azucarada ni el extracto de KP modificaron la actividad de la enzima. Contrario a lo anterior, el
grupo azucar-KP (0.625 * 0.26 umol/mg/min) presentd una disminucion de su actividad significativamente

diferente (p<0.005), de 6.225 unidades en diferencia al grupo control.
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Figura 41. Actividad de la enzima Glutation S-transferasa en higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho tratadas con los
diferentes esquemas. El analisis estadistico se realizé comparando la actividad de GST de los érganos de los grupos experimentales
con el grupo control, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacidon estandar
(n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

En el higado, la actividad de los grupos control (6.85 * 3.41 umol/mg/min), EKP (4.37 £ 2.09 umol/mg/min) y
azlcar (3.13 = 1.59 umol/mg/min) no presentd diferencia significativa entre ellos (p>0.05) lo que indica que
ni la bebida azucarada ni el extracto de KP modificaron la actividad de la enzima. Contrario a lo anterior, el
grupo azutcar-KP (0.625 * 0.26 umol/mg/min) presentd una disminucion de su actividad significativamente
diferente (p<0.005), de 6.225 unidades en diferencia al grupo control. Este resultado puede indicar que alguno
o algunos de los compuestos a los cuales se expusieron a los animales de este grupo, pudo ocasionar la
inhibicién de la actividad de la enzima posiblemente mediante la unién directa a la enzima o de forma

indirecta mediante cualquier otro mecanismo.

En el rifidn, los resultados obtenidos fueron los siguientes. La actividad de GST en el grupo control fue de 2.65
+ 0.007 pmol/mg/min en el grupo azucar 0.039 + 0.018 pumol/mg/min; en el grupo EKP de 0.0541 + 0.187
pmol/mg/min) y para el grupo aztcar-KP se obtuvo una actividad de 0.865 *+ 0.041 pmol/mg/min. Se observé
que la actividad de GST para el grupo expuesto a la solucién de sacarosa disminuyd drastica y

significativamente 2.61 unidades (p>0.05) en comparacion con el grupo control, indicando un efecto sobre la
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enzima. Los grupos EKP y azlcar-KP presentaron una actividad enzimatica de 0.011 y 0.826 pmol/mg/min
respectivamente, mayor al grupo azlcar, pero menor al control. Eso indica que la exposicidon a azlcar, extracto

de KP y azucar-KP ocasioné una disminucion en la actividad de GST.

La actividad de la GST en el pancreas del grupo del EKP (10.3 + 4.9 umol/mg/min) y aztGcar-KP (11.08 + 1.67
pumol/mg/min) no aumentaron significativamente en comparacién con el grupo control (8.57 + 3.83
pumol/mg/min), sin embargo, para el caso del grupo azucar (4.07 + 1.6 umol/mg/min), la actividad de la GST
disminuyd de manera significativa 4.5 unidades, respecto al grupo control. La disminucidn de la actividad de
esta enzima en el pancreas pudo verse afectada por el exceso de azlcar al generar, posiblemente, un estado

de estrés osmoético en el érgano.

Aunque la sacarosa en si misma no interactta directamente con la GST, los niveles de glucosa en el organismo
pueden influir con la actividad de la enzima de varias maneras. Una de ellas es la influencia en los niveles de
glutatién, ya que el consumo excesivo de sacarosa y otros CHOs simples pueden aumentar los niveles de
glucosa en la sangre, lo que a su vez puede reducir los niveles de glutatién afectando la actividad de la GST.?*°
Como ya se ha mencionado, el consumo excesivo de sacarosa y otros azucares pueden aumentar la
produccidn de radicales libres, y provocar estrés oxidativo el cual puede afectar la funcién de las enzimas,
incluida la GST, al dafiar su estructura o modificar su actividad,*® incluso algunas investigaciones han sugerido
gue el consumo de diversos tipos de azucares puede tener efecto sobre la expresidn genética y la regulacion
de las enzimas, los cuales pueden estar mediados por mecanismos epigenéticos, como modificaciones en la

metilacion del DNA, que pueden afectar la actividad y funcién de la GST.?!!

La GST pertenece a la familia de las enzimas conocidas como ligandinas, mismas que pertenecen a la fase Il
del metabolismo de los xenobidticos.?'? Se ha observado que existen isoformas tanto en eucariontes como
en procariontes estas proteinas poseen la capacidad de catalizar la conjugacién del GSH a diversos sustratos
electrofilicos con el propdsito de llevar a cabo la detoxificacién.?'* 22 Esto podria ayudar a entender el porqué
de los diferentes comportamientos en los drganos de estudio. Analizando los resultados obtenidos en la
actividad de esta enzima se puede decir el estrés oxidativo ocasionado por las diferentes sustancias
administradas a los animales no tiene relacion con la actividad de GST. La figura 42 muestra la actividad de la

enzima en los érganos de estudio bajo las diferentes condiciones de tratamiento.
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Figura 42. Comparacion de la actividad de la GST en los tres 6rganos de estudio. El promedio + la desviacion estandar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

7.4.3 Catalasa

La figura 43 muestra la actividad de la catalasa en los drganos de estudio. La figura muestra que solo en el
higado se pudo observar un incremento de la actividad en los grupos EKP y azlcar-KP. Esto podria implicar
gue en rindn y en pancreas, asi como en los grupos controles, no existen condiciones que generen la

sobreproduccién de peréxido de hidrégeno y por lo tanto la activacién de la enzima.

En esta figura se puede observar que, en el higado, el grupo tratado con KP tuvo una actividad 5.77 + 2.48
mM/mg/min, la cual fue mayor significativamente al grupo control (2.77 + 0.95 mM/mg/min). El grupo
expuesto a la solucion de azicar (2.08 + 0.99 mM/mg/min) presentd un comportamiento similar al grupo
control sin cambios significativos. Por otro lado, el grupo azucar-KP (3.9 + 1.47 mM/mg/min) mostré una
actividad mayor que el grupo control, pero menor que el grupo EKP. El incremento de la actividad de CAT en
el grupo EKP podria estar relacionado con el efecto de los metabolitos presentes o los que se pudieron haber

generado durante la exposicion.

En el rifidn y en el pancreas, no se observaron cambios significativos en ninguno de los grupos. En el rifidn se
obtuvieron los siguientes resultados: control (3.26 + 1.52 mM/mg/min), azucar (3.34 + 2.16 mM/mg/min);
EKP (3.71 + 1.52 mM/mg/min); azucar-KP (2.54 + 1.26 mM/mg/min). En el pancreas: control (2.16 + 1.21
mM/mg/min), azucar (3.4 + 1.77 mM/mg/min); EKP (2.37 = 1.13 mM/mg/min) y azdcar-KP (2.0 = 1.0
mM/mg/min).
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Figura 43. Actividad de la enzima Catalasa en higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho tratadas con los diferentes esquemas.
El andlisis estadistico se realizé6 comparando la actividad de CAT de los érganos de los grupos experimentales con el grupo control,
utilizando un ANOVA de una via y una comparacién de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no comparten
una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, AB.

distribuida en el organismo, aunque su actividad varia en dependencia del tejido resultando mas elevada en
higado y rifiones, mas baja en el tejido conectivo y epitelios, y practicamente nula en el tejido nervioso. A
nivel celular, se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los eritrocitos, donde se encuentra
el citosol.?® La CAT estd involucrada en la destruccién de H,0, generado durante el metabolismo celular. Esta
enzima se caracteriza por su alta capacidad de reaccién, pero relativamente poca afinidad por el sustrato,
ademds de presentar una funcidn catalitica y otra peroxidativa.?!® Chance et al., establecieron que la actividad
de la CAT puede verse inhibida por el cianuro, la azida, el sulfuro, la hidroxilamina, el paracetamol, la
bleomicina, la adriamicina y el paraquat.?®® Diversos estudios establecen que la CAT tiene cierta afinidad por
altas concentraciones de su sustrato, el H,0, formado por la dismutacion de la SOD. La alta concentracion de
H,0, formado en las condiciones de hiperglicemia puede conducir a un incremento de la actividad de la CAT,
lo que unido al aumento de la sintesis de proteinas como mecanismo de adaptacion de las células frente al
dafio por H,0; provoca un incremento de expresion de CAT, entre otras proteinas.?!”-?'® La figura 44 muestra

las actividades enzimaticas de los érganos en conjunto.
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Figura 44. Comparacion de la actividad de la CAT en los tres drganos de estudio. El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes p < 0.05, B, AB.

7.4.4 Superoxido dismutasa
Para observar la actividad de esta enzima en los érganos de estudio se muestra la figura 45. Es notorio cémo

la administracion de la solucidn azucarada puede ocasionar el incremento de la actividad de esta enzima, en

los tres drganos, a diferencia de lo observado en la actividad de las enzimas GST y CAT.
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Figura 45. Actividad de la enzima SOD en higado, rifién y pancreas de ratas Wistar macho. El anélisis estadistico se realiz6 comparando
la actividad de SOD de los drganos de los grupos experimentales con el grupo control, utilizando un ANOVA de una via y una
comparacion de Tukey p<0.05). El promedio * la desviacién estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente
diferentes Ap < 0.05, B, C, D.
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El higado se obtuvieron los siguientes resultados, que son estadisticamente diferentes: control (0.265 + 0.098
pmol/mg/min), azucar (10.2 + 4.45 pumol/mg/min); EKP (1.02 £ 0.56 pumol/mg/min) y aztcar-KP (3.06 + 1.47
pumol/mg/min). La administracion de azlcar ocasiond un aumento de la actividad de 9.94 unidades de
actividad. Cuando los roedores fueron tratados con el extracto crudo de la planta se observé un incremento
de 0.76 unidades de actividad. El grupo tratado con la solucidn azucarada y tratado con el extracto de KP
mostrd una disminucién de la actividad de 7.14 unidades en relacién con el grupo expuesto a azucar. Esta
disminucién no igualé los valores del control. A nivel renal los resultados obtenidos fueron los siguientes:
control (0.235 + 0.125 umol/mg/min), azdcar (11.4 + 4.02 pmol/mg/min), EKP (1.08 * 0.6 pmol/mg/min) y
azlcar-KP (0.113 £ 0.0436 umol/mg/min). De la misma forma que en el higado la exposicién a la solucién
azucarada produjo un aumento de la actividad. En este caso dicho incremento fue de 11.17 unidades de
actividad. El extracto aumenté la actividad en 0.85 unidades. En este caso el tratamiento con el extracto de
KP logré disminuir la actividad de SOD a niveles mayores a los del control. Finalmente, en el pancreas la
actividad de SOD fue la siguiente: control (0.271 + 0.138 pmol/mg/min), aztcar (10.12 + 3.14 umol/mg/min),
EKP (0.927 + 0.406 umol/mg/min) y azdcar-KP (0.345 + 0.131 umol/mg/min). La exposicidn a la solucién de
azucar produjo un incremento en la actividad enzimdtica de 9.8 unidades, por su parte KP indujo un
incremento de 0.71 unidades. El tratamiento con extracto de KP en ratas expuestas a la solucién de azucar

logré normalizar la actividad de la enzima.

Los resultados indican que, en los tres érganos, el tratamiento a base de extracto de KP ayudd a disminuir la
actividad de la enzima posiblemente debido a la capacidad antioxidante de los componentes presentes en las

hojas de KP.

La SOD es una enzima antioxidante que se encuentra en las células de los organismos de los seres vivos. Su
principal funcién es proteger a las células contra el estrés oxidativo, que puede ser causando por la
acumulacién de EROs.?*® La SOD cataliza la conversién del superdxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno.
Su actividad puede ser afectada por diversos factores, como la edad, el estrés, la exposicidon a toxinas y
enfermedades.??° Algunos estudios sugieren que aumentar los niveles de SOD en el cuerpo podria tener
beneficios para la salud, ya que podria ayudar a reducir el dafio oxidativo y disminuir el riesgo de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas y algunos tipos de cancer.?21.222

En resumen, si bien la sacarosa en si misma no afecta directamente las actividades de las enzimas
antioxidantes, un consumo excesivo de azlcares simples puede contribuir al estrés oxidativo y afectar

negativamente el equilibrio redox y el sistema antioxidante del organismo. Por otro lado, algunos metabolitos
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secundarios, especialmente aquellos con propiedades prooxidantes, pueden afectar negativamente la
actividad de la SOD. Estos compuestos pueden generar especies reactivas de oxigeno y aumentar la
produccion de radicales libres en el organismo, lo que puede comprometer la capacidad de la SOD para
neutralizarlos de manera efectiva.??® Ademas, algunos estudios han sugerido que ciertos metabolitos
secundarios pueden inhibir directamente la actividad de la SOD, interfiriendo con su funcidn
antioxidante.?**??> Es importante destacar que la influencia de los metabolitos secundarios en la actividad de
la SOD puede variar dependiendo de la concentracidn, el tipo de metabolito y las condiciones especificas del

organismo. La figura 46 muestra las actividades enzimaticas en los tres 6rganos de estudio en conjunto.
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Figura 46. Comparacion de la actividad de la SOD en los tres érganos de estudio. El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C, D.
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7.4.5 Citocromo-C oxidasa

La figura 47 y la tabla 21 muestra los resultados obtenidos en la determinacién del comportamiento de la

enzima Citocromo C-oxidasa en los érganos.
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Figura 47. Actividad de Citocromo C-oxidasa en higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho.

En el caso de esta enzima, la evaluacion de su actividad se hace determinando la absorbancia mediante
ensayos espectrofotométricos, monitoreando el cambio de los valores de absorcidon de la muestra a una
longitud de onda de 590 nm. Esto se debe a que la citocromo-c oxidasa reduce el oxigeno moleculary, a su
vez, oxida el citocromo-c, lo que resulta en un cambio en la absorbancia de la muestra a lo largo del tiempo.1?

La velocidad de cambio en la absorbancia esta relacionada con la actividad enzimatica.?252%’

Se muestran las tablas de datos debido a que en las graficas no se pusieron por el espacio que ocupan y que

ocasiona traslape entre las lineas.

111

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 21. Actividad de Citocromo C-oxidasa en rifidn, higado y cerebro de ratas macho Wistar. Los resultados muestran la X £ SD de
n=6. El promedio % |a desviacidn estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes #p < 0.05, B.

a) Rifdn
Tiempo (min) Control Azucar EKP Azucar-KP
X+SD X+SD X+SD X+SD
0 1.33+0.06" |1.13+0.14*| 1.57+0.22* | 1.34+0.04*
1 1.40 £ 0.06 1.13+£0.14 1.58 £0.23 1.40 £ 0.02
2 1.46 £0.05 1.13+£0.14 1.58 £0.23 1.42 £0.02
3 1.48 £0.09 1.13+£0.14 1.61+£0.26 1.43 £0.02
4 1.51+0.03 | 1.13+0.14 | 1.59%0.23 1.43+£0.02
5 1.52+0.03% [ 1.19+0.318| 1.59+0.238% | 1.44+0.02°8
b) Higado
. . Control Azucar EKP Azucar-KP
Tiempo (min)
X+SD X+SD X+SD X+SD
0 1.32+0.12% | 1.29+0.104 | 1.38+0.23* | 1.34+0.05*
1 1.36 £ 0.09 1.29+0.10 | 1.38+0.23 1.38 £ 0.03
2 1.41 £ 0.08 1.29+0.10 | 1.38+0.23 1.41+£0.02
3 1.42 £0.07 1.29+0.10 | 1.38+0.23 1.43+0.01
4 1.44 £ 0.06 1.29+0.10 | 1.38+0.23 1.45+0.01
5 1.46+0.058% | 1.29+0.10" | 1.38+0.23% | 1.46+0.01*
¢) Pancreas
Tiempo (min) Control Aztcar EKP Azticar-KP
X+SD XxSD XxSD XxSD
0 0.79+0.16~ |0.72+0.22A 1.14+£0.204 0.74 £0.26 A
1 0.83+£0.18 0.71+£0.23 1.16 £0.19 0.73+£0.26
2 0.84 £0.19 0.71+£0.22 1.16 £0.19 0.74 £0.25
3 0.86 £0.20 0.71+£0.21 1.16 £0.19 0.74 £0.25
4 0.87 £0.20 0.70+£0.21 1.17£0.19 0.73£0.25
5 0.88+£0.20~ |0.70+0.21A 1.17£0.194 0.74 £0.24 A

En el rifidn, bajo condiciones normales se observé aumento en la absorbancia en funcién del tiempo,
indicando la actividad normal de la enzima. Entre el puno inicial y el final se observé un aumento significativo
de 0.19 unidades. La exposicidn a la solucidon azucarada y al extracto de KP mostré que no hubo actividad
enzimatica, ya que no existié aumento significativo en sus absorbancias. El grupo expuesto a azucar y tratado
con el extracto acuoso de KP mostré un comportamiento parecido al grupo control. El higado presentd
actividad normal y la diferencia significativa entre el punto inicial y el final fue de 0.14 unidades. De la misma
manera que el rifidén, los grupos azucar y EKP mostraron una nula actividad enzimatica, mientras que el grupo
azucar-KP tuvo una tendencia a aumentar la concentracion, pero de forma no significativa. Cuando se analizd

la actividad de la enzima en el pancreas se encontré que el grupo control mostré una tendencia a aumentar
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sus valores de absorbancia, pero sin significancia estadistica. Lo mismo sucedié en los tres grupos

experimentales.

La literatura indica que la enzima resulta crucial para el transporte de electrones, debido a que los fija al
oxigeno encargado de captar a los electrones transportados. Se ha reportado que, sin oxigeno, la enzima no
funciona correctamente y eventualmente el mecanismo de la CTE se detiene, provocando una acidificacidon
mitocondrial y a su vez, un desequilibrio en el potencial de la membrana provocando muerte celular.?28%2°
Los resultados indicaron que en higado y rifidn, la exposicidon a las soluciones de azlcar y de extracto,
inhibieron la actividad enzimatica, lo cual podria indicar dos cosas: la primera un dafio a los sistemas de
transporte y por ello a la formaciéon de oxigeno y por ende a la sintesis de ATP, lo que eventualmente
ocasionaria dafios severos en los animales. Sin embargo, los roedores siguen viviendo a lo largo de todo el
tiempo de exposicion. La segunda cosa que pueden indicar los resultados es que ambas soluciones inhiben la
actividad de la enzima debido a los componentes de la misma. No se sabe en realidad cual es el mecanismo
de dafio, pero lo que llama la atencién es que cuando las ratas son expuestas a azuUcar y tratadas con el
extracto crudo la actividad de la enzima se restablece. Posiblemente el extracto sea antagonista de los dafios

de la solucidon y por ello se recupere la actividad.

No existen referencias que se relacionen con estas observaciones en la literatura, sin embargo, se sabe que
la sacarosa y la enzima Citocromo-c oxidasa estan vinculadas en el metabolismo energético de los organismos.
La sacarosa es una molécula de relevancia nutricional que se descompone en glucosa y fructosa gracias a
enzimas especificas en el tracto digestivo.'” Estos monosacaridos pueden ser empleados por las células como
fuentes de energia mediante rutas metabdlicas, como la glucdlisis y la respiracion celular.?® En este sentido,
la sacarosa puede proporcionar los monosacaridos necesarios para la generacién de energia a través de la
respiracion celular, en donde la citocromo-c oxidasa desempefia un papel crucial.*® Aunque no existe una
interaccion directa entre ambas moléculas en cuanto a funcién o regulacion, su relacién radica en la
contribucion de la sacarosa como fuente de combustible para la actividad de la citocromo-c oxidasa en el

proceso respiratorio.

En relacidn con el extracto crudo de KP, diversos estudios han sugerido que ciertos metabolitos secundarios
pueden interactuar con la actividad de la citocromo-c oxidasa y afectar su funcionamiento. Por ejemplo,
algunos polifenoles pueden inhibir la actividad de la enzima al interactuar con su sitio activo o modificar su
conformacién.?3°:23! Esto puede tener implicaciones en la generacién de energia celular y en procesos
metabdlicos asociados. Ademas, algunos metabolitos secundarios pueden tener efectos directos o indirectos

sobre la expresidn génica, incluyendo genes relacionados con la sintesis y regulacion de la citocromo-c
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oxidasa. Estas interacciones pueden influir en la cantidad y actividad de la enzima, y, por lo tanto, en la
eficiencia de la cadena de transporte de electrones y la produccion de ATP.%? Es importante destacar que la
relacion entre los metabolitos secundarios y la citocromo-c oxidasa no es universal y puede depender de
multiples factores, como la concentracidn y la estructura quimica de los compuestos, asi como la especie y el
contexto bioldgico en el que se encuentran. Se requiere una investigacién adicional para comprender mejor

estas interacciones y sus implicaciones fisioldgicas.
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7.5 Ensayos bioquimicos en ratas wistar hembra

Las ratas presentan niveles de estrés oxidativo diferentes en funcion del sexo al ser expuestas a

xenobidticos.?3%234

7.5.1 Especies reactivas de oxigeno
La figura 48 muestra los resultados obtenidos en los tres érganos de estudio en ratas hembra expuestas a
los tres tratamientos. EI comportamiento observado indica que higado y rifidn son semejantes, mientras

gue en pancreas el comportamiento difiere.
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Figura 48.Especies reactivas de oxigeno en higado, rifién y pancreas de ratas Wistar hembra, expuestas a los diferentes esquemas de
tratamiento. El analisis estadistico se realizé comparando las concentraciones de EROs en los 6rganos de los grupos experimentales,
utilizando un ANOVA de una via y una comparacidn de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no comparten

una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B.

Los resultados obtenidos en el higado fueron los siguientes: el control (1.27 * 0.46 nmol/mg de proteina),
azlcar (2.82 + 0.46 nmol/mg de proteina); EKP (2.21 + 0.29 nmol/mg de proteina) y azlicar-KP (3.42 + 0.82
nmol/mg de proteina). Los grupos experimentales mostraron un aumento de actividad estadisticamente
diferente en relaciéon con el grupo control. Los aumentos fueron de 1.01, 0.94 y 2.15 unidades
respectivamente. Esto indica que en este érgano las tres condiciones generaros especies reactivas de oxigeno

y que la combinacién de las soluciones de azlcar y extracto acuoso de KP fueron las que mas las
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incrementaron. En el rifidn, los resultados obtenidos fueron los siguientes: control (3.71 + 0.68 nmol/mg de
proteina), azlcar (8.3 + 0.74 nmol/mg de proteina); extracto acuoso de hojas de KP (6.34 + 0.9 nmol/mg de
proteina)y azucar-KP (8.36 + 0.83 nmol/mg de proteina). Los incrementos en la concentracién de EROs fueron
de 4.51, 3.24 y 4.55 unidades respectivamente y en relacién con el control. El pancreas presentd un
comportamiento diferente. El grupo control mostro una actividad de 40.96 + 14.40 nmol/mg de proteina. Esta
actividad disminuyo hasta 7.3 + 2.44 nmol/mg de proteina (33.66 unidades) cuando los animales fueron
expuestos a la solucién de azlcar, la administracion de extracto crudo y la exposicidn a azucar y extracto se

comportaron de forma parecida al grupo control.

En el caso del pancreas de especies hembras, algunos estudios han sugerido que la produccién de EROs puede
estar influenciada por hormonas sexuales como el estrégeno y la progesterona. Se ha propuesto que el
estrogeno puede aumentar la produccidon de EROs en el pancreas, lo cual podria estar relacionado con la
mayor susceptibilidad de las hembras a ciertas enfermedades pancredticas, como la pancreatitis.?3>-23®
Ademas, los cambios hormonales durante el ciclo menstrual pueden afectar los niveles de EROs en el
pancreas. Otros aspectos como los factores hormonales, pueden influir en la produccién de EROs en el

pancreas femenino. Por ejemplo, la presencia de condiciones como la diabetes tipo 2 o la obesidad puede

aumentar la produccién de EROS debido a la disfuncién metabdlica y la inflamacién crénica asociada.?®’

Se ha publicado que la produccion de EROs en el pancreas de organismos femeninos puede tener
implicaciones tanto en la funcidn normal del érgano como en la aparicidon de enfermedades pancreaticas. El
estrés oxidativo causado por un aumento en la produccién de EROS puede daiar las células pancreaticas,
comprometiendo la produccién de insulina y contribuyendo al desarrollo de enfermedades como la diabetes.
La produccidon de EROs en hembras, puede verse influenciada por una serie de factores hormonales y
metabdlicos propios del sistema reproductivo femenino. Durante el ciclo menstrual, por ejemplo, los niveles
fluctuantes de hormonas como el estrégeno y la progesterona pueden afectar la produccién de EROs.* Se ha
sugerido que niveles mas altos de estrogeno pueden aumentar la produccidn de ROS, especialmente durante
la fase preovulatoria. Factores hormonales, otras condiciones y enfermedades especificas pueden influir en
la produccion de EROs en las mujeres. Por ejemplo, ciertas enfermedades como el sindrome de ovario
poliquistico (SOP) y la endometriosis pueden estar asociadas con un aumento en la produccion de ROS debido
desequilibrios hormonales y procesos inflamatorios.23 La figura 49 muestra las actividades enziméticas en los

tres drganos de estudio en conjunto.
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Figura 49. Comparacion de EROs en los tres 6rganos de estudio. El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no comparten una
letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

7.5.2 Glutation-S Transferasa

La figura 50 muestra los resultados que se obtuvieron para la enzima GST. Los resultados muestran que los

comportamientos de la enzima fueron diferentes en cada drgano. De la misma forma las diferencias existieron

entre machos y hembras.
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Figura 50. Actividad de la Glutatidn-S transferasa en higado, rifién y pancreas de ratas Wistar hembra, expuestas a los diferentes
esquemas de tratamiento. El analisis estadistico se realizé comparando la actividad de GST de los 6rganos de los grupos
experimentales con el grupo control, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la
desviacion estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.
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En el higado se vio que en condiciones control, la actividad de la enzima fue de 11.09 + 5.25 umol/mg/min.
Cuando los animales fueron expuesto a la solucién de azlcar, la actividad fue de 9.9 * 3.63 umol/mg/min,
actividad que no fue estadisticamente diferente entre los dos grupos. La presencia del extracto crudo de KP
(0.53 + 0.25 umol/mg/min) ocasion una disminucién de 10.56 unidades en relacién con los dos grupos
anteriores. Cuando las ratas expuestas a azUcar fueron tratadas con extracto de KP, la actividad obtenida fue
de 1.42 + 0.57 umol/mg/min, la cual es mayor en relacion con el grupo EKP, pero menor al control y al grupo
azucar. Estos resultados podrian explicarse asumiendo que, posiblemente, el azlcar no se ve implicada en el
metabolismo de los xenobidticos, niinhibe la actividad de esta enzima, es por ello que la actividad de la GST
se comporta de igual manera que en el grupo control. Caso contrario del grupo expuesto al extracto acuoso
de las hojas de KP, en donde se observé que la actividad disminuyd, posiblemente debido a la mezcla de
metabolitos presentes los cuales funcionan como barrera antioxidante contra los agentes externos o inhiben
la actividad de esta enzima. La actividad enzimatica de la GST estd influenciada indirectamente por la
concentracién de azucar y de metabolitos presentes, por lo que en el sistema competitivo azlicar-KP la
disminucion de podria basar en que el efecto de los metabolitos en la GST es superior a los diversos factores
que atribuyen la funcionalidad de la GST. En el rifién, el comportamiento fue diferente al del higado. En este
caso la actividad encontrada en los grupos fue la siguiente: control (1.53 + 0.34 pmol/mg/min), azdcar (1.94
+ 0.78 pmol/mg/min); EKP (1.79 £ 0.8 umol/mg/min) y azucar-KP (0.865 * 0.41 pmol/mg/min). Estos
resultados indican que no hay variacion significativa en la actividad enzimatica. En el pancreas solo el grupo
azucar-KP presento un incremento significativo en comparacién con el grupo control (12.8 + 2.26
pmol/mg/min vs 7.91 + 3.39 umol/mg/min respectivamente), lo que indicd un incremento de 4.89 unidades.
Los grupos azucar (4.16 £ 2.36 pumol/mg/min) y al grupo EKP (3.99 + 1.88 umol/mg/min) no mostraron

diferencias en la actividad entre ellos y comparandolas con el control.

Se ha observado que los estrégenos, una clase de hormonas femeninas, pueden regular la expresion y
actividad de la GST en diferentes tejidos y condiciones. En algunos estudios, se ha encontrado que los
estrogenos pueden aumentar la actividad de la GST en tejidos especificos, como el higado y los rifiones. Sin
embargo, los efectos de los estrogenos en la GST pueden variar dependiendo del tipo de tejido y las
condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, se ha observado que los estrégenos pueden tener efectos opuestos en
la actividad de la GST en los tejidos mamarios. En algunos casos, los estrégenos pueden aumentar la actividad
enzima de dicha enzima, lo que puede tener un efecto protector contra el estrés oxidativo y la formacion de
agentes carcinégenos.?%?%0 L a figura 51 muestra las actividades enzimaticas en los tres érganos de estudio en

conjunto.
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Figura 51. Comparacién de la actividad de la GST en los tres 6rganos de estudio. El promedio + la desviacion estandar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C

7.5.3 Catalasa

La figura 52 muestra los resultados obtenidos. En este caso la actividad medida en todos los drganos se

comportd de la misma manera, aun cuando existieron tendencias a subir y bajar, el andlisis estadistico mostro
gue no existieron diferencias.
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Figura 52. Actividad de la enzima catalasa en higado, rifidén y pancreas de ratas Wistar hembra bajo los diferentes esquemas de tratamiento.
El andlisis estadistico se realizé6 comparando la actividad de CAT de los 6rganos de los grupos experimentales con el grupo control, utilizando
un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion estandar (n=6), que no comparten una letra son
significativamente diferentes Ap < 0.05, B.
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La actividad de catalasa en el higado de los diferentes grupos de experimentacién fue la misma. Los datos
obtenidos fueron los siguientes: (3.72 + 1.48 mM/mg/min); aztcar (5.62 * 1.78 mM/mg/min); EKP (4.15 +
1.77 mM/mg/min) y azucar-KP (3.06 + 1.14 mM/mg/min). En el rifidn, la de los grupos fue: control (2.73 +
1.34 mM/mg/min); azlcar (5.12 + 2.47 mM/mg/min); EKP (2.29 + 0.88 mM/mg/min); azucar-KP (2.36 + 1.16
mM/mg/min). Para el pancreas las actividades medidas dieron los siguientes resultados: control (2.42 + 1.19
mM/mg/min); azdcar (3.39 + 1.93 mM/mg/min); EKP (3.36 * 1.6 mM/mg/min); aztcar-KP (1.37 + 0.67

mM/mg/min).

En diferentes drganos, la actividad de la enzima CAT puede estar influenciada por varios factores, incluyendo
las hormonas femeninas y las condiciones fisioldgicas especificas.?*! Sin embargo, la investigacion sobre la
influencia directa de las hormonas femeninas en la actividad de la CAT es limitada y los resultados son
contradictorios. Algunos estudios sugieren que los estréogenos pueden tener efectos protectores y aumentar
la actividad de la CAT. Se ha observado que los estrégenos pueden regular la expresidon génica de la CAT y
aumentar su actividad en el rifidn e higado, lo que podria aplicarse también al pancreas. Ademas, se ha
encontrado que los estrégenos pueden tener efectos antiinflamatorios y antioxidantes, lo que podria
contribuir a la regulacién positiva de la actividad de la CAT**%*2%3, Por otro lado, algunos estudios han sugerido
que los estrégenos podrian tener efectos negativos en la actividad de la CAT en el pancreas femenino. Se ha
observado que los estrégenos pueden aumentar la produccion de EROs en el pdancreas, lo que podria
desencadenar estrés oxidativo y reducir la actividad de la CAT.?* La figura 53 muestra las actividades

enzimaticas en los tres drganos de estudio en conjunto.
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Figura 53. Comparacién de la actividad de la CAT en los tres 6rganos de estudio. El promedio * la desviacion estdndar (n=6), que no
comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C
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7.5.4 Superdxido dismutasa

La figura 54 muestra los resultados en higado, rifdn y pancreas. Se puede observar que el comportamiento

de la enzima en los tres érganos fue completamente diferente entre ellos y al compararlos con los de los

machos.
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Figura 54. Actividad de la enzima SOD en higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar hembra bajo los diferentes esquemas de
tratamiento. El analisis estadistico se realizé comparando la actividad de SOD de los érganos de los grupos experimentales con el
grupo control, utilizando un ANOVA de una via y una comparacion de Tukey (p<0.05). El promedio * la desviacion estandar (n=6), que
no comparten una letra son significativamente diferentes Ap < 0.05, B, C.

En higado, los resultados fueron los siguientes: control (0.31 + 0.12 pumol/mg/min), azdcar (0.33 *+ 0.14
pmol/mg/min), grupo EKP (0.81 + 0.349 umol/mg/min) y aztcar-KP (3.06 + 0.14 umol/mg/min). Estos datos
indican que la exposicidon a azucar en solucidon no causa un cambio en la actividad de la enzima al compararla
con el grupo control, mientras que los grupos EKP y aztcar-KP mostraron un incremento significativo de 0.5
y 2.75 unidades en relacién con el grupo control. La combinacién de las dos soluciones produjo el mayor
incremento de la actividad de la enzima, indicando que, posiblemente, se generaron condiciones que
favorecieron la formacion de los radicales superéxido, incrementando, en este caso, el estrés oxidativo. En
cuanto a los rifiones, se observd que la actividad de la enzima disminuyd cuando los animales fueron

expuestos a los tres esquemas experimentales. La actividad determinada para cada grupo fue la siguiente:
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control (0.3 £ 0.14 pmol/mg/min, azucar (0.015 = 0.009 pmol/mg/min), EKP (0.06 + 0.02 umol/mg/min) y
azlcar-KP (0.11 £ 0.06 umol/mg/min). Esto significa que la exposicion a la solucién azucarada indujo una
disminucion de 50% de la actividad de la enzima, de 0.24 unidades para el grupo EKP y de 0.19 unidades para
el grupo azucar-EKP, la actividad registrada fue de 0.08 + 0.03 umol/mg/min, indicando una disminucion
significativa de 0.22 unidades. Para el pancreas, los resultados fueron los siguientes: control (0.83 + 0.41
pumol/mg/min); azdcar (1.05 + 0.51 pmol/mg/min); EKP (0.97 + 0.4 umol/mg/min). Estos datos indicaron que
no hubo diferencia significativa y por ello la actividad enzimdtica no sufrié cambios cuando los roedores
fueron expuestos por separado a las soluciones de azucar y extracto de KP. Sin embargo, cuando las ratas
fueron expuestas a azucar y tratadas con extracto (0.08 * 0.03 pmol/mg/min) se registré la disminucion de la

actividad de la enzima de 0.75 unidades.

La sacarosa ha demostrado tener un comportamiento normal en la enzima SOD a nivel hepatico y pancreatico,
sin embargo, puede que inhiba la accién de esta misma a nivel renal es por ello que, se observé una
disminucion de su actividad al momento de evaluarse. La presencia de los metabolitos de las hojas de KP en
el higado generan un aumento de la actividad de SOD debido a que algunos de los metabolitos pueden ser
prooxidantes y estén generando EROs lo cual aumenta la actividad de la SOD, a nivel renal esta actividad
disminuye, esto posiblemente podria deberse a que los metabolitos actian como barrera antioxidante
acaparando las EROs presentes en el metabolismo generando una inactivacion de la enzima y comportandose
de forma formal a nivel pancredtico. La combinacién de estos sistemas genera un aumento de actividad
enzimdtica a nivel hepatico, debido posiblemente a la generacidon de EROS, en los mecanismos anteriormente
explicados. A nivel pancredtico, esta actividad baja posiblemente debido a la presencia de los metabolitos
antioxidantes de KP o algun otro factor hormonal que afecte la funcionalidad de la enzima. Por otro lado, se
ha observado que hormonas como los estrégenos pueden aumentar la expresion de la SOD en tejidos como
el higado, los vasos sanguineos y los tejidos reproductivos en modelos animales y en estudios in vitro, lo que
sugiere que estas hormonas pueden tener un efecto protector en el metabolismo femenino al aumentar la
capacidad antioxidante y ayudar a neutralizar los radicales libres. Ademas, otros factores como la dieta y el
estilo de vida pueden afectar la produccién y la actividad de la SOD. Una dieta rica en antioxidantes, como
vitaminas C y E, y minerales como el zinc y el cobre, puede aumentar la actividad de la SOD y mejorar la
capacidad antioxidante en general.2*>%%7 L3 figura 55 muestra las actividades enziméticas en los tres érganos

de estudio en conjunto.
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Figura 55. Comparacion de la actividad de SOD en los tres érganos de estudio. El promedio * la desviacidn estandar (n=6), que no

comparten una letra son significativamente diferentes AP < 0.05, B, C

7.5.5 Citocromo-C oxidasa

La figura 56 y la tabla 23 muestran los resultados obtenidos. Los comportamientos en los tres drganos

muestran diferencias en su comportamiento.
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Figura 56. Actividad de Citocromo C-oxidasa en higado, rifidén y pancreas de ratas Wistar hembra (n=6).
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La actividad de la enzima en el higado fue inhibida en presencia de la soluciéon de azlcar. En condiciones
control, la actividad aumento 0.1 unidades. Cuando los animales fueron tratados con el extracto de KP, la
actividad tuvo un aumento significativo de 0.07 unidades. De la misma forma que con la exposicién a azlcar,
el grupo expuesto a ella y tratado con el extracto mostrd inhibicién de la actividad, denotando que el

tratamiento con KP no pudo restaurar la actividad observada en el grupo control.

Tabla 23. Actividad de Citocromo C-oxidasa en higado, rifién y pancreas de ratas Wistar hembra (n=6). El promedio # la desviacién
estandar (n=6), que no comparten una letra son significativamente diferentes #p < 0.05, B.

Higado
. . Control Azucar EKP Azucar-KP
Tiempo (min) — = - —
X +SD X +SD X +SD X +SD
0 1.39+0.09%|1.52+0.04*|1.41+0.13"| 1.38 £0.11*

144 +0.15 | 1.52+0.04 | 1.47+0.16 | 1.39+0.11
1.43+0.07 | 1.52+0.04 | 1.45+0.13 | 1.40+0.11
1.45+0.06 | 1.51+0.05 | 1.47+0.15 | 1.41+0.10
1.47+0.06 | 1.52+0.04 | 1.49+0.16 | 1.42+0.10
1.49+0.06%|1.52+0.04*|1.48+0.15°%|1.43+0.10*

N WIN|F

Riion
. . Control Azucar EKP Azucar-KP
Tiempo (min) — = - -
X +SD X +SD X +SD X +SD

0 1.15+0.19%|1.49+0.04*|1.39+0.09*|1.27 +0.08
1 1.13+0.29 | 1.47+0.09 | 1.44+0.07 | 1.28+0.08
2 1.27+0.19 | 1.48+0.04 | 1.48+0.06 | 1.32+0.08
3 1.33+0.19 | 1.48+0.04 | 1.51V +.08 | 1.34+0.08
4 1.38+0.18 | 1.48+0.04 | 1.52+0.09 | 1.38+0.06
5 1.41+0.17%]1.48+0.04*|1.52+0.10% | 1.40+0.06 ®
Pancreas
Tiempo (min) C_ontrol A}zdcar _EKP Az_ljcar-KP
X +SD X +£SD X +£SD X £SD
0 0.71+0.182|0.67+0.06"|0.74 +0.11" | 0.47 £0.06 *

0.71+0.18 | 0.63+0.08 | 0.75+£0.10 | 0.48 +£0.06
0.70+£0.19 | 0.62+0.08 | 0.75+0.10 | 0.49+0.06
0.70+£0.17 | 0.61+£0.08 | 0.75+0.10 | 0.49+0.06
0.69+0.17 | 0.59+£0.09 | 0.76 £0.10 | 0.50+0.06
0.69+0.17%|0.60 + 0.07*|0.76 £ 0.09* | 0.50 + 0.06 *

N IWIN|F-

La actividad de la enzima en el rifidn, bajo condiciones normales, presento un incremento significativo de 0.26
unidades. La exposicidon a azlcar inhibid la actividad de la enzima mientras que, la administracion de KP y el
tratamiento con éste extracto en ratas expuestas a la solucidon de azlcar presentaron incremento en la
actividad de la enzima en funcidon del tiempo. Dichos incrementos fueron 0.13 y 0.27 unidades

respectivamente. Esto indica que el tratamiento con el extracto pudo reestablecer la actividad de la enzima
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en ratas expuestas a la solucién de azlcar. En el pancreas no se observé actividad en ninguno de los grupos
experimentales. Este comportamiento puede estar influido por la disponibilidad de sustratos, el estado
fisioldgico y patoldgico del pancreas. Por ejemplo, se ha observado que la inflamacién y el estrés oxidativo

pueden alterar la actividad de la enzima.
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7.6 Comportamiento bioquimico en machos y hembras
En muchos casos, la investigacidn en ratas se lleva a cabo como un modelo animal para comprender mejor la
biologia y los mecanismos subyacentes en los humanos. Al incluir tanto machos como hembras, se pueden
realizar observaciones mas precisas y generalizables con respecto a los aspectos bioldgicos y de género que
podrian ser relevantes paralos humanos. Debido a las altas diferencias encontradas entre machos y hembras,
las tablas 24 y 25 muestran los resultados obtenidos de EROS las actividades de las enzimas antioxidantes

medidas en los diferentes érganos y grupos experimentales.
Especies reactivas de oxigeno.

En la tabla se puede notar que, en el higado, de los ocho grupos, siete tuvieron el mismo comportamiento, es
decir el grupo expuesto a la solucién de azucar y tratado con el extracto crudo de KP generé mas especies
reactivas de oxigeno que los grupos control, azdcar y EKP. En el pdncreas de las hembras control se determiné
una concentracion de EROs mucho mayor que en los tres grupos restantes y esta fue disminuyendo en funcién
de los esquemas de tratamiento. Todo esto indica un comportamiento que depende de muchos factores. Hay
gue tener en cuenta que los animales de experimentacién, asi como los demds seres vivos, presentan
susceptibilidad individual ante los diferentes tipos de estrés que se generan en sus organismos y por ello

muchas veces hasta en el mismo grupo experimental, existen variaciones individuales importantes.

Tabla 24. Especies reactivas de oxigeno en los érganos higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho y hembras bajo los
esquemas de exposicidn y tratamiento (n=6).

Machos Hembras
Higado Rifidn Pancreas Higado Rifidn Pancreas
Control f 0.62 £0.28 1.35+0.32 6.53+1.84 1.27 £ 0.46 3.71+0.68 | 40.96 + 4.40
Aztcar 1.66 + 0.42 3.73+0.81 8.87 £2.82 2.82+0.46 8.29+0.74 7.28 +2.45
EKP 2.10+0.52 3.19+0.94 4.86 +1.29 2.21+0.29 6.34+0.90 | 33.63+4.95
Aztcar-KP 4.25 +0.52 9.01+1.66 | 36.66+0.30 | 3.42+0.82 8.36+0.83 | 23.43+7.15
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Actividades enzimaticas antioxidantes.

Tabla 25. Actividad de enzimas antioxidantes en los érganos higado, rifidn y pancreas de ratas Wistar macho y hembras bajo los
esquemas de exposicidn y tratamiento (n=6).

MACHOS HEMBRAS

Higado
GST CAT SOD GST CAT SoD

Control final | 6 g5+341 | 2.27+0.95 | 0.265+0.98 | 11.09+5.25 | 3.72+1.48 | 0.31+0.12

Azticar 3.13+1.59 | 208+0.99 | 10.2+4.45 9.9+3.63 5.62+1.78 | 0.33+0.14

EKP 437+2.09 | 5.77+2.48 | 1.02+0.56 | 0.53+2.54 | 4.15+1.77 | 0.81+0.35

Aziicar-KP 0.62+0.26 | 3.90+1.47 | 3.06+1.47 | 1.42+0572 | 3.06+1.14 | 3.06+1.44

MACHOS HEMBRAS

Rifidn
GST CAT SOoD GST CAT SOD

Control final 2.65+0.77 | 3.26+1.52 | 0.265+0.98 | 11.09+5.25 | 3.72+1.48 | 0.31+£0.12

Azicar 0.039+0.018 | 3.34+2.16 | 10.2+4.45 | 9.9+3.63 | 562+1.78 | 0.33+0.14
EKP 0.541+0.18 | 3.71+1.52 | 1.02+0.56 | 0.53+2.54 | 4.15+1.77 | 0.81+0.35
Azicar-KP 0.86+0.41 | 2.54+1.26 | 3.06+1.47 | 1.42+0.572 | 3.06+1.14 | 3.06+ 1.44
MACHOS HEMBRAS
Pancreas
GST CAT soD GST CAT SoD

Controlfinal | gs57+383 | 216+3.4 0.27+0.13 | 7.91+3.39 | 2.42+1.19 | 0.83+0.41

Azticar 4.07 £1.6 3.4+1.77 10.12+3.14 | 416+2.36 | 3.93+1.93 | 1.05+0.51
EKP 10.3+4.9 237+1.13 | 092+040 | 3.99+1.88 | 3.36+x1.6 | 0.97+0.40
Azicar-KP 11.08 +1.67 2+1 0.34+0.131 | 12.8+2.26 | 1.37+0.67 | 0.08 +0.03

El higado es el érgano encargado de los procesos de detoxificacién y de un gran porcentaje de trabajo
eliminarlos del organismo. En este trabajo los animales fueron expuestos a una solucidn al 20 % de sacarosa
y tratados con un extracto crudo de hojas de kalanchoe pinnata. Tanto la sacarosa y sus componentes como
todos los metabolitos existentes en el extracto representan una gran carga de xenobidticos para este érgano.
Aungque el extracto pueda contener sustancias con propiedades diversas, entre ellas las antioxidantes, todas
representan compuestos externos a los organismos. La forma en la que las células respondan dependera
tanto de los factores propios del individuo como los de las sustancias ingeridas. En este caso, la combinacién
de azucar y KP ocasiond el aumento de la actividad de las tres enzimas. No obstante, al medir la actividad de
catalasa en ratas hembras se pudo observar que el extracto de KP si protegié al higado de los efectos del

azUcar.
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En el rifdn los efectos también dependieron de los factores mencionados anteriormente. En este érgano la
actividad de SOD determinada en machos fue la que pudo ser reestablecida en ratas expuestas a azucar y
tratadas con el extracto. En algunos grupos se observd el incremento en la actividad de SOD cuando los
animales fueron expuestos a azucar, evidenciando de esta manera la posible relacion entre la generacién de

radicales superdxido y la presencia de un exceso de azucar (sacarosa).

El pancreas fue el 6rgano en donde existié una menor actividad enzimatica observable, pero también fue el

drgano en el que mas se observd proteccion del extracto de KP en las ratas expuestas a azucar.

El andlisis del comportamiento de las enzimas implica la comprension de las caracteristicas del medio
ambiente que las rodea. El efecto de un agente externo puede ser debido a acciones directas, como la unidn
de los compuestos a los sitios activos de las enzimas, o por efectos indirectos como la generacion de especies
reactivas de oxigeno. En este trabajo se detecté que en muchos casos los xenobidticos administrados
generaron aumento de especies reactivas de oxigeno que pudieron ser la causa de la activacion o inhibicion

del funcionamiento enzimatico.
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Conclusiones

1. En este trabajo, la extraccidn asistida por ultrasonido (EAU) aplicando sistemas de solventes con
diferente polaridad resultd ser el método mas eficiente para extraer los metabolitos de las hojas de
Kalanchoe pinnata.

2. Lla hojas de Kalanchoe pinnata, cultivadas en Tuxtepec, poseen flavonoides, taninos, terpenoides,
esteroles y glicésidos.

3. Llashojas de Kalanchoe pinnata poseen propiedades antioxidantes entre las que se encuentran: poder
reductor, capacidad para estabilizar radicales libres, un alto contenido fendlico, capacidad para
descomponer perdxido de hidrégeno, asi como para realizar el barrido de radicales superdxido
evaluado.

4. Laadministracién de una solucidon al 20 % de sacarosa produjo alteraciones en los niveles de glucosa
en sangre, peso corporal y peso de los drganos, inflamacién y alteraciones renales, hepaticas y del
metabolismo de los carbohidratos.

5. El tratamiento con el extracto crudo de hojas de Kalanchoe pinnata, antagonizé, en la mayoria de los
casos, los efecto fisioldgicos y bioquimicos provocados por la solucidn azucarada. Este efecto
dependié del sexo de los roedores.

6. Los resultados encontrados al estudiar los efectos fisicos y bioquimicos de la solucién azucarada y su
posible tratamiento son datos que no se pudieron comparar con otros sistemas de estudio al carecer

de bibliografia, por lo que se requerird demds estudios para su completo entendimiento.
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Perspectivas

1. Realizar nuevos extractos de las hojas de Kalanchoe pinnata empleando disolventes polares y no
polares, con la finalidad de extraer la mayor cantidad de metabolitos presentes.

2. Analizar el contenido de metabolitos en otras partes de la planta o, en su caso, otras especies de
Kalanchoe, para comparar su composicidon fitoquimica y sus propiedades antioxidantes.

3. Realizar la elucidacién estructural de algunos de los compuestos aislados.

4. Realizar pruebas fisioldgicas y bioquimicas de los metabolitos extraidos individualmente, en ratas
Wistar macho y hembras.

5. Evaluar las posibles propiedades antioxidantes, antimicrobianas y anticancerigenas de nuevos

extractos o de los metabolitos extraidos a partir de las plantas del género Kalanchoe.
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