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La diabetes es una afeccion cronico-degenerativa que se produce cuando se eleva
la glucemia, debido a que el organismo deja de producir o no se produce la suficiente
insulina (IDF, 2021), se clasifica en: diabetes tipo 1, tipo 2, gestacional y otros tipos
de diabetes. Actualmente, la diabetes se encuentra entre las 10 principales causas
de muerte en el mundo, se estima que hay mas de 536.6 millones de personas con
diabetes y se prevé que en 2045 la cifra aumente a 783.2 millones (IDF, 2021). Tan
solo en México se estima que hay mas de 8.6 millones de personas mayores a 20
afios con diabetes (ENSANUT, 2018). Al igual que la diabetes, la hipertension es
un problema de salud publica mundial, contribuyendo a la carga de cardiopatias,
accidentes cerebrovasculares e insuficiencia renal, presentando alta incidencia, se
clasifica en primaria y secundaria, siendo la primaria la responsable del 90-95% de
los casos (Flores, 2011) en 2008 se estimé que hay 1,000 millones de adultos
mayores de 25 aflos que padecen hipertensiéon (OMS, 2013), durante 2012 el 31.5%
de mexicanos mayores a 20 afios fueron diagnosticados con hipertension,
incrementando la tasa de mortalidad a 29.9%, y ubicando a esa patologia como el

principal factor de riesgo de muertes prevenibles en 2015 (Campos, 2018).

Actualmente existen tratamientos para ambas enfermedades que incluyen cambio
en el estilo de vida mediante dieta y ejercicio, asi como terapia con farmacos cuya
finalidad es disminuir y regular los valores de presion arterial y glucosa en sangre,
para prevenir futuras complicaciones; sin embargo, parte de la poblacién recurre a
alternativas terapéuticas como el uso de plantas medicinales. Dentro de las plantas
medicinales se encuentra Ludwigia octovalvis, la cual se ha seleccionado por los
antecedentes etnomédicos y farmacologicos que reporta propiedades
antihipertensivas y antidiabéticas, por lo que el presente proyecto se planteé para
evaluar el extracto hexanico (EHLo) en modelos murinos, como antihipertensivo
agudo y en un estudio toxicolégico agudo y subagudo; mientras que el extracto
diclorometanico (EDLo0) fue evaluado en un modelo murino DENID agudo, de igual

manera a ambos extractos se estudiaron por fitoquimica.
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Diabetes is a chronic-degenerative condition that occurs when blood glucose rises,
which is caused when the body stops producing or does not produce enough insulin
(IDF, 2021), it is classified as: type 1 diabetes, type 2, gestational and other types of
diabetes. Currently, diabetes is one of the 10 leading causes of death in the world,
and it is estimated that affects more than 536.6 million people, numbers that increase
every year, it is expected that in 2045, 783.2 million people will have the disease
(IDF, 2021). In Mexico, there are more than 8.6 million people over 20 years of age
with diabetes (ENSANUT, 2018). As important as diabetes, hypertension is a global
public health problem, contributing to the burden of heart disease, stroke and kidney
failure, presenting a high incidence. It is classified into primary and secondary, being
primary responsible for 90-95% cases (Flores, 2011). In 2008 it was estimated that
there are 1,000 million adults over 25 years of age suffering from hypertension
(WHO, 2013). In 2012, 31.5% Mexicans over 20 years of age were diagnosed with
hypertension, increasing the rate of mortality to 29.9 %, and placing this pathology

as the main risk factor for preventable deaths in 2015 (Campos, 2018).

Currently, there are treatments for both diseases that include changes in lifestyle
through diet and exercise, and drug therapy that helps to lower and regulate blood
pressure and blood glucose values, to prevent future complications; however, part
of the population still looks for therapeutic alternatives such as the use of medicinal
plants. Within the medicinal plants is Ludwigia octovalvis, which has been selected
for the ethnomedical and pharmacological background that reports biodirected
antihypertensive and antidiabetic properties. Because of this the project was
proposed to evaluate the hexane extract (EHLo) in murine models, as an acute
antihypertensive and in an acute and subacute toxicological studies; while the
dichloromethane extract (EDL0) was evaluated in an acute DENID murine model, in

the same way both extracts were studied by phytochemistry.
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En la actualidad el uso de plantas en la medicina tradicional es de gran interés para
la ciencia, ya que se contindan estudiando los compuestos bioactivos que puedan
contener esas especies para el tratamiento o cura de algunas enfermedades; los
estudios tienen la finalidad de obtener los principios activos y determinar sus
estructuras fisicoquimicas, para dar a conocer los resultados a la humanidad
(Vasconsuelo, 2007). Se estima que existen al menos 35,000 especies vegetales
gue puedan presentar potenciales efectos terapéuticos, y el 80 % de la poblaciéon
mundial emplea la medicina tradicional para tratar sus enfermedades (Garcia,
2012).

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de 17 millones
de muertes por afio, entre las que mas destacan son las complicaciones por
hipertension, las cuales causan 9.4 millones de muertes al afio; esa patologia causa
el 45% de mortalidad por cardiopatias y el 51% por accidentes cerebrovascular. En
2008 el 40% de adultos mayores de 25 afios fueron diagnosticados con hipertension
(OMS, 2013). De manera general se estima que la prevalencia de la hipertension
€s menor en paises con ingresos elevados que en paises con menores ingresos, lo
cual puede ser atribuido a que estos paises presentan problemas en sus sistemas
de salud, por lo cual pueden existir personas hipertensas sin diagnostico,
tratamiento y control de la enfermedad; otro aspecto que es atribuible a la alta
incidencia son los factores de riesgo, que estan relacionados con el
comportamiento, como son: la dieta, el consumo de alcohol, inactividad fisica, entre
otras (OMS, 2013).

Por otro lado, durante 2012 el 31.5% de mexicanos mayores a 20 afios fue
diagnosticado con hipertension, incrementando la tasa de mortalidad a 29.9%,
ubicando a esa patologia como responsable del 18.1% de las muertes y el principal
factor de riesgo de muertes prevenibles en 2015 (Campos, 2018). Sin embargo, se
calcula que en 2025 la hipertension arterial sistémica (HAS), se incrementara 24%

en los paises desarrollados, y mas del 80% en paises en desarrollo como México,
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lo cual presentara un reto para los servicios de salud en el diagndstico y control de
la enfermedad (Romén, 2016).

Actualmente, México ocupa el séptimo lugar mundial con 14.1 millones de personas
diabéticas, se estima que en 2045 México ocupe el octavo lugar con 21.2 millones
(IDF, 2021); de acuerdo con la Federacion Mexicana de Diabetes, la prevalencia de
diabetes en México es de 10.3% en mujeres y 8.4% en hombres, es importante
destacar que del total de los casos de diabetes en el pais, el 90% corresponden a
Diabetes tipo 2 (DT2) (Federacion Mexicana de Diabetes, 2018), esta patologia
es la segunda causa de muerte en México con 106, 525 defunciones (INEGI, 2018).

El principal objetivo en el tratamiento de esas enfermedades es regular los valores
de presion arterial y glucosa, previniendo o retardando la aparicion de
complicaciones de la enfermedad y mejorando la calidad de vida del paciente
(Rivera, 2000; Flores, 2011); sin embargo, el impacto econdmico y los efectos
adversos de los tratamientos farmacoldgicos son factores por los que gran parte de
la poblacién recurre a alternativas terapéuticas, como el uso de plantas medicinales,
y en el contexto investigativo, representan una de las principales fuentes de

obtencion de nuevas moléculas bioactivas.

Estudios previos han demostrado el efecto antidiabético, vasorrelajante y
traqueorrelajante de Ludwigia octovalvis, conocida como clavillo o flor de calavera,
y es utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de

enfermedades de la piel, diarrea, granos y diabetes (UNAM, 2009).
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2.1 Endotelio muscular

El endotelio vascular forma una monocapa de células endoteliales, en arterias,
venas y capilares. Esta estructura metabodlicamente activa es una barrera con alta
selectividad y con funcion fundamental en la homeostasis vascular y se localiza en
la superficie interna de los vasos sanguineos (Widlansky, 2011). La homeostasis
vascular implica mantener el balance regulado entre la vasodilatacion, asociada con
eventos antiinflamatorios, antitromboticos, antioxidantes, y la vasoconstriccion
relacionada con eventos proinflamatorios, prooxidantes y protrombéticos (Mudau,
2012); en caso de no mantener la homedstasis vascular podrian desarrollarse
aterosclerosis, desordenes vasculares y algunas enfermedades crénicas (Steyers,
2014).

2.1.1 Funciones del endotelio

Las células endoteliales sintetizan y liberan una gran variedad de sustancias
vasoactivas, las que regulan el tono vascular, la presion y el flujo sanguineo,
sustancias que participan en la coagulacion, en la fibrindlisis, en reacciones
inflamatorias e inmunolégicas y factores de crecimiento que promueven el
crecimiento celular (Su, 2015) (Tabla 1). Por otro lado, la funcién del endotelio es
modulada por receptores presentes en la membrana para moléculas como
proteinas, hormonas, particulas transportadoras, por proteinas de union vy
receptores que regulan las interacciones célula-célula y célula-matriz (Yau, 2015),

entre las funciones de la célula endotelial (CE) encontramos:
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Tabla 1. Sustancias producidas por el endotelio (Modificado de Su, 2013).

Sustancias vasoactivas
Vasodilatadores
Adrenomedulina
Kininas
Oxido nitrico
Factor hiperpolarizante derivado del
endotelio
Prostaciclina
Vasoconstrictores
Angiotensina Il
Prostanoides vasoconstrictores
Coagulacion y fibrinolisis
Coagulacion
Factor V
Heparan sulfato
ProteinaCy$S
Trombomodulina
Factor tisular
Factor von Willebrand
Fibrinolisis

Inhibidor del activador del plasminégeno
Activador tisular del plasminégeno
Urokinasa
Factores de crecimiento
Factor basico de crecimiento de fibroblastos
Factor de crecimiento similar a insulina
Factor de crecimiento transformante

Mediadores inmunoldgicos e inflamatorios
Citoquinas
Interleuquinas
Proteina quimioatrayente de monocitos 1
Factor de necrosis tumorala (TNF a)

Moléculas de adhesion
Moléculas de adhesion intercelular
Moléculas de adhesién célula endotelial-plaqueta
Selectinas
Moléculas de adhesion de células vasculares
Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
Especies reactivas del oxigeno
Peréxido de hidrégeno (H,0,)
Hidroperoxilo (HG)
Superdxido (Q)
Especies reactivas del nitrogeno
Nitrito (NQ)
Didxido de nitrogeno (NG,)
Peroxinitrito (ONOO)
Cloruro de nitrilo (NQCI)

2.1.1.1 Funcién vasomotora

La principal funcion del endotelio es la regulacion del flujo sanguineo y la perfusion
tisular, lo cual ocurre por los cambios en el tono vascular/diametro de los vasos
sanguineos. El control del tono vascular depende de la produccion de éxido nitrico
(NO), prostaciclina y factor hiperpolarizante; mientras que la vasoconstriccién es
mediada por la produccién de endotelina-1, angiotensina Il, y tromboxano A2
(Mikhed, 2015).
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2.1.1.2 Oxido nitrico (NO)

Es un vasodilatador liberado por células endoteliales y por su naturaleza gaseosa,
difunde hacia las células musculares y los tejidos; el NO es sintetizado a partir de la
L-arginina y oxigeno por oxidacion del grupo amino, por la enzima Oxido nitrico
sintasa (NOS), donde el agente oxidante es el oxigeno molecular, el cual pasa de
un estado de oxidacion de 0 a 2, proceso complejo que requiere un segundo agente

reductor como el NADPH para llevar a cabo la reaccion (Centelles, 2017).

La NOS tiene 3 isoformas: NOS neuronal (nNOS), NOS inducible (iNOS) y NOS
endotelial (eNOS); la nNOS y la eNOS son enzimas calcio-dependientes que
producen NO en baja cantidad, mientras que la INOS es calcio-independiente y su
expresion aumenta por citocinas proinflamatorias, generando gran cantidad es de
NO, ~1,000 veces mas que las isoformas nNOS y eNOS (Carvajal, 2017) (Figura
1).

NH; N"OH 0
NADPH  NADP* 1/2 NADPH 1/2 NADP*

MH rH rH

+
CO0™ HaH COoor oo

L-arginina Me-hidroxi-L-arginina L-citrulina

Figura 1. Generacién del NO (Tomada de Centelles, 2004).
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2.1.1.3 Contracciéon del musculo liso vascular

El proceso de contraccion inicia cuando la concentracion de calcio intracelular
aumenta, provocado por estimulacion nerviosa u hormonal, los cuales inducen la

activacion de las proteinas contractiles como la actina y la miosina.

La contraccion inicia cuando un agonista se une a su receptor acoplado a proteina
G heterotrimérica estimulando la actividad de la fosfolipasa C, la cual cataliza la
formacion de dos segundos mensajeros, trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol
(DG). Donde IP3 se unira a sus receptores-canal en el reticulo sarcoplasmico
permitiendo la liberacién de calcio hacia el citosol; por su parte, el DG junto con el
Ca?* activan a la proteina cinasa C (PKC) que fosforila a proteinas especificas,
ademas, el Ca?* intracelular aumentara y se unira con la calmodulina formando el
complejo calcio-calmodulina, que activa a la cinasa de las cadenas ligeras de
miosina (MLCK) para fosforilar la cadena ligera de miosina, mientras los canales de
Ca?* tipo L dependientes de voltaje se abren en respuesta al estimulo (Renna, 2013)
(Figura 2).

Canales con compuerta
para la liberacion ™
de Ca**

Hormena

\ S\~ " = e
reL # omplejo Car —
i,',/ p L ~calmodulina s S —
Recaptor® % " 0O AP~ /7 Fosfatasa
(4 " ; OfC .

Sitios de fijacion

para actina

Cadenas ligeras
de la miosina

MLCK Miosina Il activa
(cinasa de las cadenas
ligeras de la miosina)

Figura 2. Proceso de contraccién del masculo liso vascular.
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2.1.1.4 Relajacion del masculo liso vascular

La relajacion del muasculo liso se produce al eliminar el estimulo contractil o por la
accion directa de un inhibidor del mecanismo contractil; independientemente la
relajacion requiere la disminucion de Caz?* intracelular y el aumento de la actividad

de la fosfatasa de las cadenas ligeras de miosina (MLC fosfatasa).

Entre los mecanismos implicados en la recaptura o eliminaciéon del Ca?* estan las
Ca?*-ATPasas del reticulo sarcoplasmico (SERCA) y la de membrana plasmatica
(PMCA). La recaptura de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico, via SERCA, depende
de la hidrélisis de ATP, de la fosforilacion de la Ca?* -Mg?* -ATPasa quien se une a
dos iones Ca?* que seran bombeados al interior del reticulo sarcoplasmico, en
donde seran liberados. La PMCA es un mecanismo adicional para reducir la
concentracion de Ca?* en la célula, esta enzima a diferencia de SERCA tiene un
dominio de auto inhibicion vinculada a la calmodulina, que estimula el bombeo de
Ca?* en la membrana plasmatica. Los canales de Ca?* localizados en la membrana
plasmatica, y que son operados por voltaje, son indispensables en el flujo de Ca?*y
la contraccion, por lo que su blogueo provoca f relajacion (Renna, 2014).

Otro mecanismo de relajacion es el NO el cual activa la guanilato ciclasa soluble
(GCs) en las células del musculo liso vascular, favorece la conversion del trifosfato
de guanosina (GTP) a monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) vy, con ello, la
activacion de la proteina cinasa dependiente de cGMP (PKG) que fosforila
diferentes proteinas, en Ultima instancia, la apertura de los canales de K*, que
promueve la salida de K* intracelular y, en consecuencia, la hiperpolarizacion de la
membrana, la disminucién del Ca?* citosélico s y la desfosforilacién de la cadena
ligera de miosina, lo que desencadena la relajacion de los vasos sanguineos
(Centelles, 2017), (Figura 3).

12
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Figura 3. Proceso de relajacion del tejido muscular vascular (Tomado de Gallego, 2016).

2.1.1.5 Presién arterial

De acuerdo con la OMS la presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre eentra

sobre las paredes de los vasos sanguineos al ser bombeada por el corazén,

mientras mas alta sea la resistencia de los vasos (tension arterial), mayor es el

esfuerzo que debe realizar el corazén para bombear la sangre. En la regulacion de

la presion arterial (PA) estan implicados mecanismos especiales de corto y largo

plazo, entre ellos existen mecanismos de control humoral y mecanismos de

regulacion nerviosa (Hall, 2020).
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2.1.1.5.1 Control humoral de la presion arterial

El control humoral de la presion arterial hace referencia al control mediante
sustancias secretadas hacia los liquidos del organismo, como hormonas y factores
producidos localmente, algunas son generadas en glandulas que las secretan al
torrente sanguineo, mientras que otras se forman en algunas zonas del tejido
afectado y provocan un efecto local, este es uno de los principales mecanismos

reguladores de la presién arterial.

En este mecanismo la angiotensina Il es un péptido vasoconstrictor a muy potente,
ya que una millonésima de gramo (1 pg) es suficiente para incrementar la presion
arterial en el humano; otra hormona en este mecanismo es la vasopresina, mas
potente que la angiotensina Il, cuya funcion es la reabsorcion de agua en los tubulos
renales, sin embargo, se conoce gque aumenta de manera significativa después de
una hemorragia intensa. Dentro de las sustancias vasodilatadoras en el mecanismo
humoral estan las cininas, que provocan vasodilatacion potente cuando se forman
en la sangre y en los liquidos tisulares de algunos 6rganos y tienen una funcién
importante en la regulacion del flujo sanguineo y en la pérdida capilar de los liquidos
en tejidos inflamados. La histamina es otra sustancia vasodilatadora del mecanismo
humoral, con un potente efecto sobre las arteriolas, aumenta en gran medida la
porosidad capilar permitiendo la pérdida de liquidos y proteinas plasmaticas hacia
los tejidos (Hall, 2020).

14
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2.1.1.5.2 Mecanismos de regulacion nerviosa de la presion arterial.

El sistema nervioso controla la circulacion casi totalmente a través del sistema
nervioso autbnomo, el cual se divide en sistema nervioso simpatico y sistema
nervioso parasimpético.

El sistema nervioso simpatico inerva de pequefas arterias y arteriolas, permitiendo
gue la estimulacion simpatica aumente la resistencia al flujo sanguineo y disminuya
la velocidad del flujo sanguineo a través de los tejidos; mientras que la inervacion
de las venas hace que la estimulacién disminuya el volumen sanguineo de las
venas, jugando un papel importante en regular la funcion del corazén.

El sistema nervioso parasimpatico tiene menor participacion en regular la funcién
vascular en la mayoria de los tejidos, pese a ello, la estimulacién parasimpatica
provoca un importante descenso de la frecuencia cardiaca y un descenso minimo

en la contractilidad del musculo cardiaco (Hall, 2020).

2.1.1.6 Hipertension

La hipertension arterial sistélica es un padecimiento de origen multifactorial, que se
caracteriza por la elevacion sostenida de la presion arterial sistélica, la presion
arterial diastélica o ambas, cuyos valores son > 130/80 mmHg (PROY-NOM-030-
SSA2-2017). La clasificaciéon y diagndstico de la hipertension arterial sistémica ha
sido tema de discusion, debates y actualizaciones por afios. En la actualidad se
reconocen dos tipos de hipertension: la hipertensién primaria y la hipertension
secundaria. La hipertension arterial esencial o primaria, representa el 90% de los
casos y se considera idiopatica; sin embargo, tiene una gran carga hereditaria. La
hipertension secundaria ocurre en el 10% de la poblacion afectada por esa
enfermedad, su aparicion estd relacionada con enfermedades como:

glomerulopatias, enfermedades tiroideas, entre otras (Valero, 2009).

15
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2.2.1 Clasificacion de la hipertension arterial sistémica

En septiembre del 2019 la American Heart Association (AHA) y el American College
of Cardiology (ACC) emitieron la nueva guia de préctica clinica para la prevencion,
deteccion, evaluacion y tratamiento de la hipertension en adultos, con una nueva
clasificacion (Donna-K., 2019) (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de clasificacion de la presion arterial

Categoria Cifras de presion arterial (mmHgQ)

Sistolica/diastoélica

Normal < 120/80

Elevada 120-129/< 80
Hipertension estadio 1 130-139/ 80 -89
Hipertension estadio 2 > 140/90

2.2.2 Sintomatologia de la hipertension

Uno de los principales problemas de la hipertension arterial sistémica (HAS) es ser
asintomatica hasta detectarse en fases muy avanzadas de la enfermedad;
actualmente no existe un sintoma caracteristico que pueda relacionarse con la

enfermedad, aunque es muy comun relacionar la HAS con sintomas como: dolor de

16
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cabeza, cansancio, dolor de cuello, palpitaciones en las piernas, entre otros, y el
hecho de que algunas personas tengan uno o mas sintomas no significa que los
sintomas pueden servir de parametro, porque se presentan picos de hipertension

de manera asintomatica sin darse cuenta de ello (Pinheiro, 2019).

2.2.3 Diagndéstico de la hipertensién arterial

Para diagnosticar HAS es necesaria una medicion precisa de la tension arterial (TA),
gue requiere tener el tamafo adecuado del brazalete o manguito y del instrumento,
también es fundamental hacer mediciones repetidas antes de emitir un diagnostico
y para ello se recomienda la determinacion de la tension arterial (DDTA) en el
domicilio, con mediciones secuenciales por el propio paciente o familiar en casa, o
utilizar la monitorizacion ambulatoria de la presion arterial (MAPA) (Mancia, 2013)
(IMSS, 2017); asi, se han establecido diversos criterios de diagnostico, los cuales

se describen a continuacion (Tabla 3):
En el consultorio durante el dia

Esta medicidbn se hace a cualquier hora del dia en el consultorio médico; sin
embargo, los valores de TA pueden estar elevados en pacientes sanos, y eso puede
ocurrir bajo situaciones de ansiedad o debido a la hipertension asociada a la bata
blanca del personal de salud, por lo cual se recomienda el monitoreo ambulatorio
de la presion arterial (IMSS, 2017).

En horas diurnas (condicion despierta)

Esta medicion se hace en el hospital o domicilio del paciente durante el dia, y es

necesario que la persona esté despierta.

En horas nocturnas (condicion suefio)
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Esta medicion de PA se puede hacer en el hospital o en casa del paciente; sin
embargo, para la toma es necesario que la persona esté dormida durante la

medicion.
En el domicilio durante el dia

Las mediciones se hacen en casa del paciente, en repetidas ocasiones durante el

dia.

Tabla 3. Criterios de diagnéstico para la hipertension arterial

Estado de latoma Valor promedio

En el consultorio durante el dia > 130/80 mmHg

En horas diurnas (condicién despierta) > 135/85 mmHg
En horas nocturnas (condicién suefio) > 120/70 mmHg
En el domicilio durante el dia > 130/80 mmHg

2.2.4 Tratamiento

El principal objetivo del tratamiento de la HAS es regular los valores de tensién
arterial en los vasos sanguineos, para prevenir o retardar la aparicion de sintomas
o complicaciones de la enfermedad, asi como disminuir la mortalidad y mejorar la
calidad de vida de los pacientes. El tratamiento se divide en no farmacolégico, que

incluye cambios en la alimentacion y hacer ejercicio, si los valores de TA no
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disminuyen es necesario iniciar el tratamiento farmacolégico, en el cual es necesaria

la ingesta de medicamentos (Valero, 2009).

2.2.4.1 Tratamiento no farmacoldgico

Modificar el estilo de vida constituye la base de la prevencion y tratamiento de la
HAS y, por consiguiente, la reduccion del riesgo cardiovascular asociado (RCV); la
implementacion de dieta adecuada y ejercicio son medidas prioritarias y en la Tabla

4 se muestran los puntos basicos a seguir en el tratamiento no farmacoldgico.

Tabla 4. Recomendaciones del tratamiento no farmacologico (Modificado de Gijén,
2018).

Recomendaciones

Pérdida de peso en personas con sobrepeso u obesidad.

Dieta cardiosaludable (dieta mediterranea”).

Reduccién en el consumo de sal.

Consumir suplementos de potasio, excepto en pacientes con enfermedades
renales o que estén tomando medicamentos que reducen la eliminacién de

potasio.

Aumentar la actividad fisica con programas estructurados.
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Restringir la ingesta de alcohol.

2.2.4.2 Tratamiento farmacolégico

Actualmente existen 6 grupos de medicamentos para el tratamiento de la HAS
(Tabla 5). El uso de los diferentes farmacos para el tratamiento debe basarse en
parametros como: costo, enfermedades asociadas, efectos secundarios, entre otros
(Galvari, 2004; Bragulat, 2001).

Tabla 5. Farmacos de primera eleccion para el tratamiento de la hipertensién arterial
(Modificado de IMSS, 2017).

Farmacos (ejemplos) Efecto Mecanismo de

farmacologico accion

o N Bloquea el
\| transporte de
Diuréticos o\\ NH Favorece la
s s~ Na*y Cl en el
DN 7N eliminacion de . :
. o o o tabulo distal
Tiazidas : A
los iones Na*/Cl renal

Hidroclorotiazida
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Diuréticos de asa

H=0

0O=¢
o
(/5

Furosemida

Bumetamida

Aumentan la
excrecion renal
de sodio,

cloruro y agua

Bloquea el
transporte de
Na*, K*y 2CI
en el asa de
Henle

Diuréticos
ahorradores de

potasio

Espironolactona

Favorece la
eliminacion de
aguay
electrolitos, a

excepcion de K*

Antagonizan el
receptor de la
aldosterona en
el tubulo
colector
cortical y en la
porcién
terminal del

tubulo distal

Inhibe las
respuestas
cronotropica,
inotropica y
vasodilatadora a
la estimulacion
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B-bloqueadores

CH,

adrenérgica
mediada por los
receptores f3

Antagoniza a
los receptores

B-adrenérgicos

Propranolol
Metoprolol
Inhibe la
produccion de
IECAs o Reduce la angiotensina I,
(Inhibidores de la resistencia dismi
_ N isminuyendo
Enzima i A vascular la actividad
- 3 - Ve -
Convertidora de 0 periféricay la vasopresora y
Angiotensina) retencion de la
HS +
Na™y agua concentracion
Captopril de aldosterona
Enalapril

ARA I

HyC

Losartan

Disminuyen la
resistencia
vascular
periféricay la

presioén arterial

Antagonizan el
receptor AT1
de

angiotensina
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(Antagonistas de Telmisartan

los Receptores de

Angiotensina) Candesartan

Bloqueadores de
canales de Ca?*

Relaja la Bloquean de
(No musculatura lisa manera no
dihidropiridinicos) selectiva los
canales de

Ca?* de tipo L

Verapamilo

Bloguean los

canales de
Bloqueadores de Relaja la Ca de la
canales de Ca?* musculatura lisa
Amlodipina membrana
(dihidropiridinicos) celular

Isradipina
Felodipina
Nicardipina
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2.2 Factores de riesgo y enfermedades concomitantes

En la actualidad gran parte de la poblacion mundial presenta HAS, sin embargo,
existen factores de riesgo que pueden aumentar la probabilidad de padecer esta
enfermedad, estos factores se dividen en dos: modificables, que pueden ser la
causa de la patologia y su regulacion es parte del tratamiento no farmacoldgico,
entre ellos: el peso del individuo, la ingesta de alcohol, el tabaquismo, ingesta de
alimentos con alto contenido de sodio y carbohidratos, consumo de cafeina y el
sedentarismo; mientras que los factores de riesgo no modificables, son los que no
pueden ser alterados, como: historia familiar (herencia), sexo y raza (Robles, 2001).
Al igual que estos factores, la HAS tiene una relacion concomitante con otras
enfermedades como la diabetes y la obesidad, donde el aumento de la actividad del
sistema nervioso simpatico (SNS), la reabsorcion de sodio y agua, asi como la
accion alterada de la insulina, pueden favorecer el desarrollo de una o mas

patologias en conjunto con la hipertension arterial (Sanchez, 2014).

2.3. Diabetes

Es una enfermedad grave a largo plazo que ocurre cuando el cuerpo no puede
producir suficiente insulina 0 no puede usar la insulina que produce de manera
eficiente. Actualmente la diabetes se clasifica en tres tipos: diabetes tipo 1, diabetes
tipo 2 y diabetes gestacional (IDF, 2021).

2.3.1 Clasificacion de la diabetes

Diabetes tipo 1 (DT1)

Se caracteriza por la destruccion absoluta de las células B del pancreas, que

ocasiona una deficiencia total de insulina, y se relaciona con el sistema inmune y

24



-

. “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %Ml[ad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de FarmaCia

EsTADO DE MORELOS

onocimiento al servicio de la salud

por defectos en la secrecion de la insulina; la DT1 es 5 a 10% del total de los casos
de diabetes, la patologia se manifiesta a temprana edad (PROY-NOM-015-SSA2-
2018; Planas, 2010).

Diabetes tipo 2 (DT2)

Es caracterizada por resistencia a la insulina, asi como la pérdida gradual de
insulina, es la mas frecuente (90-95% de los casos), suele presentarse después de
los 40 afios, en el 80% de los casos viene acompafada con obesidad (Planas,
2010).

Diabetes gestacional (DG)

Este tipo de diabetes se desarrolla durante el embarazo, en el 1-14% de las
embarazadas, y es diagnosticada durante el segundo o tercer trimestre del
embarazo; en caso de no tener control adecuado puede generar complicaciones
obstétricas o perinatales. Posterior al parto la glucemia en la madre disminuye a los
valores normales, pero en algunos casos la DT2 puede continuar y ser un factor de
riesgo en el futuro para la madre y el bebé (American Diabetes Association, 2019;
Planas, 2010).

Otros tipos de diabetes

Pueden desarrollarse debido a otras causas como, por ejemplo: sindromes de
diabetes monogénica (como diabetes neonatal y diabetes juvenil de inicio en la
madurez [maturity-onset diabetes of the young, MODY]), enfermedades del
pancreas exocrino (como fibrosis quistica y pancreatitis) e inducida por farmacos o

productos quimicos (American Diabetes Association, 2019).

25



-

“ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %Mltad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de FarmaCia

EsTADO DE MORELOS

2.3.2 Sintomatologia de la diabetes

La diabetes es denominada una enfermedad silenciosa; sin embargo, presenta

sintomas caracteristicos, que son comunmente ignorados y relacionados con otras

actividades por los pacientes (Figura 4).

0060Q0e

Orinar Tener mucha sed Sentir mucha Fatiga extrema Visién borrosa Cortaduras o Disminucidn Hormigueo, dolor o
frecuentemente hambre, incluso moretones que de peso no entumecimiento
sl estd comiendo tardan en curarse  Intencional (tipo 1) en las manos

o ples (tipo 2)

Figura 4 Sintomas de la diabetes (Modificado de la ADA, 2018).

2.3.3 Diagnostico de la diabetes

El diagnéstico de la diabetes permite detectar e identificar a los pacientes con
diabetes o prediabetes, permitiendo una intervencion temprana, por lo cual se han
establecido criterios y algoritmos de diagndéstico para diabetes y prediabetes

(Figuras 5,6y 7).
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GA =126 mg/dI (7,0 mmol/l). El ayuno se define como ningun aporte calérico durante, al menos,
8h*

(0]

GP a las 2 h 2200 mg/d| (11,1 mmol/l) durante una PTGO. El analisis debe efectuarse como
lo describe la Organizacion Mundial de la Salud, con una carga de glucosa que contiene el
equivalente a 75 g de glucosa anhidra disueltos en agua.*

(8]

A1C =6,5% (48 mmol/mol). El analisis se debe realizar en un laboratorio con un método
certificado por el NGSP y uniformado con el analisis del DCCT*

8]

En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o una crisis hiperglucémica, una GP
al azar 2200 mg/dl (11,1 mmol/l).

*5i no hay hiperglucemia inequivoca, obtener dos resultados anormales con la misma muestra o en dos
muestras separadas.

Figura 5. Criterios para el diagnostico de prediabetes (Tomado de ADA, 2019).

GA de 100 mg/dl (5,6 mmol/l) a 125 mg/dI (6,9 mmol/l) (GAA)
0]

GP alas 2 h en la PTGO de 75 g de 140 mg/dI (7,8 mmol/l) a 199 mg/dl (11,0 mmol/l) (TAG)
0]

A1C 5,7-6,4% (39-47 mmol/mol)

*Para los tres analisis, el riesgo es continuo; se extiende por debajo del limite inferior del intervalo y se vuelve
desproporcionadamente mayor en el extremo mas alto del intervalo.

Figura 6. Criterios para el diagnéstico de la diabetes (Tomado de ADA, 2019).
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Glucemia basal (mg/dl)

26*

"

< 100 100-125%

[N

< 5,7 % 5,7-6,4 % >6,5%

- N

Normal Prediabetes Diabetes

*Confirmar el resultado con una segunda
determinacion.
HbA : hemoglobina glucosilada.

Figura 7. Algoritmo diagndstico de diabetes. Tomada de (SEMERGEN, 2016).

2.3.4 Tratamiento de la diabetes

En la actualidad existen diferentes farmacos cuyo efecto principal es el control y
reduccion de la glucemia en el organismo, con la finalidad de reducir los sintomas,
mejorar la calidad de vida del paciente, asi como prevenir complicaciones y
disminuir la mortalidad (Santa, 2002). La eleccion del medicamento debe estar
enfocado en las caracteristicas y necesidades de cada paciente, considerando la
eficacia, los efectos secundarios, peso y comorbilidades (Chaudhury, 2017). El

tratamiento para la diabetes se divide en no farmacoldgico que incluye cambios en
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la alimentacion (dieta) y hacer ejercicio, y el tratamiento farmacol6gico empleando
medicamentos antidiabéticos. Por otro lado, es importante el monitoreo de la

glucemia en esos pacientes (Rivera, 2000).

2.3.4.1 Tratamiento no farmacoldgico

Las intervenciones terapéuticas no farmacologicas (ITNF) representan el pilar
fundamental en el tratamiento del paciente con diabetes, se deben considerar dos
estrategias clasicamente conocidas: la nutricién y la actividad fisica (Brajkovich,
2012).

2.3.4.2 Tratamiento farmacoldgico

Actualmente existen 7 grupos de farmacos para el tratamiento de la DT2 que actian

a distintos niveles (Tabla 6), por su mecanismo de accion y efecto farmacoldgico.
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Tabla 6. Antidiabéticos orales

Efecto Mecanismo de

farmacologico accion

Sulfonilureas T Incremento en | Bloqueo de canales
/& la secrecion de de potasio
' insulina

Glibenclamida

Bloqueo de los
canales de potasio
Secretagogos dependientes de

ATP

T CHs de insulina

Meglitidinas
Nateglinida
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CH, Disminuir la

HN N produccion de

o Activacion de la
LAY glucosa por el
Enzima Activada

por AMP (AMPK)

higado

Biguanidas
Metformina

N Atentan la

= resistencia a la

%)

insulina,

incrementando ) .,
Activacion de

la utilizacion de PPARY

N

| la glucosa por

/

el musculo

CH,

Tiazolidindionas

Pioglitazona

Son inhibidores
competitivos
de a-
glucosidasas,
retrasan la
Inhibidores de hidrdlisis y la Inhibicion de a-

a-glucosidasas absorcion de glucosidasas

almidon y

disacaridos
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2.4 Importancia de la medicina tradicional

La medicina tradicional es una alternativa empleada desde hace miles de afios para

el tratamiento de algunas enfermedades, actualmente las plantas medicinales son

un amplio campo para el estudio y descubrimiento de nuevos compuestos

bioactivos; en los ultimos afios la medicina tradicional ha tomado un gran impulso,

ya que se considera como tratamiento complementario y de bajo costo, para

algunas enfermedades (Schlaepfer, 2010). Bajo este contexto, México ha sido

clasificado el segundo lugar en cuanto a riqueza de plantas medicinales, con ~4,000

especies registradas con efecto terapéutico (Ramos, 2015), dentro de estas plantas

medicinales, y empleada para el tratamiento de la diabetes, esta Ludwigia octovalvis

gue se describe a continuacion.
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2.4.1 Ludwigia octovalvis

Figura 8. Ludwigia octovalvis. Tomada de: Atlas de las plantas de la medicina tradicional

mexicana.

La especie L. octovalvis pertenece a la familia Onagraceae, es conocida
comunmente como: flor de calavera, clavillo y palo de agua, es una hierba tipo
arbusto de 60 cm de altura, presenta hojas angostas y alargadas, las cuales miden
10 cm de largo, sus flores son de color amarillo con cuatro pétalos y nervaduras
muy marcadas. Sus frutos son cdpsulas cilindricas que se abren cuando maduran,
conteniendo en su interior las semillas, florece en los meses de julio a octubre. Su
origen se desconoce, sin embargo, crece en clima calido en los estados de

Veracruz, Oaxaca, Tabasco y Morelos (UNAM, 2009).
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2.4.2 Antecedentes del género Ludwigia

El género Ludwigia es considerada, en parte de Europa, como una especie invasiva,
ya que ha provocado problemas ecoldgicos, dinamicos y taxondmicos en la region
(Dandelot, 2005). Sin embargo, algunas especies de este género han reportado
actividades como la bioadsorcibn de metales pesados por biomasa vegetal
(Elifantz, 2002), antibacterial y antitumoral (Das, 2007), citotdéxica contra dos lineas
celulares de cancer humano (Chang, 2004), contra B. subtilis, P. aeruginosa y S.
aureus (Vivot, 2012) y antifungica (Vivot, 2009).

2.4.3 Antecedentes etnomédicos de Ludwigia octovalvis

Se emplea en el tratamiento de la diarrea, ictericia, disenteria y diabetes
(Murugesan, 2002), también en el tratamiento de edema, nefritis e hipertension
(Soejarto, 2002). Los usos medicinales que se atribuyen a esta planta en Morelos,
Veracruz y Oaxaca, se refieren a afecciones de la piel como infecciones, erisipela,
granos (UNAM, 2009), en los municipios de Xochitepec, Jojutla y Zacatepec del

estado de Morelos, se usa para tratar la diabetes (Ramirez, 2012).

2.4.4 Antecedentes fitoquimicos de Ludwigia octovalvis

Estudios de Morales y cols. obtuvieron e identificaron que algunos metabolitos de
L. octovalvis tienen actividad antidiabética, por inhibicion de las enzimas o-
glucosidasas (Figura 9), esos compuestos se aislaron del extracto hidroalcohélico

integro de L. octovalvis (EHiLo) (Morales y cols., 2018).
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Figura 9. Compuestos aislados del extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis.

2.4.5 Antecedentes farmacolégicos de Ludwigia octovalvis

Algunos estudios han reportado que los extractos de L. octovalvis ayudan a mejorar
el control glucémico y el rendimiento de la memoria (Wei, 2017), también se
conocen propiedades cardiovasculares protectoras, inmunoestimulantes vy
hepatoprotectoras (Yakob, 2012).

Estudios previos en el grupo del Dr. Samuel Estrada de la Facultad de Farmacia
UAEM, establecen que el extracto diclorometanico de L. octovalvis (EDL0) es
antihiperglucémico y antidiabético significativo, también se descubri6 que el extracto
hexanico de L. octovalvis (EHLO) es vasorrelajante y traqueorrelajante sobre aorta
y anillos de trdquea, aislados de rata, respectivamente (Marquina, 2019). Bajo este
contexto, los antecedentes sugieren que el EHLo posee una potencial actividad
antihipertensiva, explorada en el presente trabajo de investigacion. De igual manera

se obtuvieron e identificaron los compuestos bioactivos del EHLo y EDLo.
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2.4.6 Antecedentes toxicolégicos de Ludwigia octovalvis

En cuanto a la seguridad farmacoldgica de L. octovalvis, en un estudio agudo del
extracto metandlico, con dosis de 5000 mg/kg, se estableci6 que no hubo
mortalidad. Ademas, en un estudio subagudo (28 dias) a dosis de 200, 400 y 800
mg/kg, no se observé dafio toxicoldgico aparente, aunque a 400 mg/kg los glébulos
blancos aumentaron significativamente; mientras que la actividad de ALT, AST y
ALP disminuyeron significativamente y con 800 mg/kg el colesterol disminuyo
(Yakob, 2012). También, en un estudio agudo del extracto diclorometénico de L.
octovalvis, se estableciéo que a 2000 mg/kg no generé mortalidad y sin toxicidad

aparente (Marquina, 2019).
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3. JUSTIFICACION

38



-

. “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %‘Mll‘ad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de FarmaCia

EsTADO DE MORELOS

Conocimiento al servicio de la salud

La diabetes y la hipertension son enfermedades cronico-degenerativas con alta
incidencia y prevalencia mundial, son problemas de salud publica, van en aumento
debido a que son multifactoriales, y si ho se diagnostican a tiempo y se tratan de
manera eficaz y oportuna, producen complicaciones severas (IDF, 2019; Campos,
2018).

A pesar de los métodos de diagndstico y tratamiento para ambas enfermedades, la
carga econdmica y los efectos secundarios que tienen los tratamientos
farmacoldgicos, son factores importantes por los que la poblacion recurre a
alternativas terapéuticas, como la medicina tradicional usando plantas medicinales,
y que son empleadas para la busqueda racional de farmacos o compuestos
bioactivos. En este contexto, el presente trabajo esta enfocado en estudiar a L.
octovalvis para determinar el efecto antidiabético del EDLo, el potencial efecto
antihipertensivo del EHLo, asi como su seguridad mediante ensayos de toxicidad
aguda y subaguda en modelos murinos, y de igual manera aislar e identificar los

componentes bioactivos responsables de esas actividades.
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4. HIPOTESIS
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Los extractos hexanico y diclorometanico de L. octovalvis contienen compuestos
bioactivos con potencial terapéutico para el tratamiento de la hipertension y de la

diabetes, sin generar toxicidad aparente en ensayos in vivo.
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5. OBJETIVOS
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5.1 Objetivo general

Determinar el efecto antihipertensivo, antidiabético y antihiperglicémico agudo

de los extractos EHLo y EDLo, respectivamente.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1. Evaluar en un estudio agudo el efecto antihiperglicémico y antidiabético del

extracto EDLo en ratas normoglucémicas y diabetizadas.

5.2.2. Establecer el mecanismo de accién vasorrelajante de EHLo.

5.2.3. Determinar el efecto antihipertensivo agudo en ratas SHR del EHLo.

5.2.4. Determinar del efecto toxicolégico agudo y subagudo del EHLo.
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6. METODOLOGIA

44



-

. “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %‘Mll‘ad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de FarmaCia

EsTADO DE MORELOS Conocimiento al servicio de la satud

6.1 Recoleccion de la materia vegetal

La recoleccion de L. octovalvis la hizo el M.F. Emmanuel Gaona Tovar de la
Facultad de Farmacia, en el municipio de Xochitepec, Morelos, durante septiembre
de 2019. La Dra. Irene Perea Arango (CEIB, UAEM) identificé y caracterizd un
espécimen maduro con flor para su inclusion en el Herbario de la UAEM (NUmero

de Voucher en tramite).

6.2 Secado y molienda del material vegetal

El material vegetal de L. octovalvis se limpi6 de todo material extrafio,
posteriormente se inicié el secado a la sombra, a temperatura ambiente y con
circulacién de aire durante un mes. Para la molienda se emplearon las hojas y los

tallos de L. octovalvis, trituradas con un molino manual.

6.3 Obtencidn de los extractos organicos

A partir de 568 g de material vegetal seco y molido, se obtuvieron los extractos de
L. octovalvis por orden creciente de polaridad, con los disolventes hexano y
diclorometano, por maceracion exhaustiva de 72 horas por triplicado, se filtraron y

concentraron en un rotaevaporador bajo condiciones de presion reducida.

6.5 Uso y manejo de animales de experimentacion
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Para las determinaciones toxicoldgicas se emplearon ratones macho de la cepa
CD1 de 25-35 g, y para las evaluaciones farmacologicas se usaron ratas macho de
las cepas Wistar y SHR de 250-300 g, alimentadas con Rodent Labs Chow® y libre

acceso a agua en condiciones de bioterio.

Los animales fueron tratados conforme a la Normatividad vigente descrita por la
Regulacion Federal para el Manejo y Uso de Animales, y emitida por la Secretaria
de Agricultura y Recursos Naturales (SAGARPA). Procedimientos descritos en la
NOM-062-Z00, 1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de animales de laboratorio”.

6.6 Reactivos

Para este proyecto fueron empleados los siguientes reactivos:

Estreptozotocina de MERCK KGaA, Nicotinamida de FlukaBioChemika, Tween 80
de Sigma-Aldrich, Cloruro de carbacol, bitartrato de noradrenalina (NA), Nitro-
arginina-metil-éster (L-NAME), 1-H-[1,2,4]-oxadiazol-[4,3a]-quinoxalin-1-ona
(ODQ), nifedipina, isoproterenol, cloruro de calcio (CaClz), hexano, diclorometano,

y metanol.

6.7 Determinacion del efecto vasorrelajante de los extractos organicos

de L. octovalvis en un modelo ex vivo

Se evaluo el efecto relajante sobre aorta aislada de rata, de los extractos hexanico,

diclorometanico y metandlico de L. octovalvis.

46



-

. “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %’M!l‘ad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de Fa}"maCia

EsTADO DE MORELOS

mocimiento al servicio de la salud

6.7.1 Obtencion de la aorta de rata

Para la obtencion de los anillos de aorta de rata, los animales fueron eutanizados
en una camara saturada con éter etilico. Inmediatamente después, la aorta fue
disectada; y una vez obtenida, se colocaron en solucion de Ringer-Krebs a 37°C
para su limpieza, y eliminar la mayor cantidad de tejido conectivo, finalmente se

cortaron anillos de 4-5 mm de los tejidos aislados.

6.7.2 Sistema para determinar el efecto vasorrelajante

La determinacion del efecto vasorrelajante se hizo en anillos de aorta aislada de
rata, se colocaron en 10 mL de solucién de Ringer-Krebs [mM] NaCl (118), glucosa
(11.4), NaHCOs (25), KCI (4.7), MgSOa (1.2), KH2PO4 (1.2), EDTA (0.026), CaCl:
(2.5)], a pH 7.4 con burbujeo constante de carbégeno (02/CO2, 95:5%), a
temperatura constante de 37°C en bafio recirculador. Cada anillo se colocé en la
camara de incubacién, unida con un gancho al extremo de la camara y, a un
transductor de fuerza Grass modelo FT 03 el cual emite los registros, que envia a

un poligrafo UIM 100C (Biopac systems).

6.7.3 Evaluacion del efecto vasorrelajante

Para evaluar el efecto relajante, se emple6é un modelo ex vivo de anillos de aorta en
presenciay ausencia de endotelio vascular, los anillos se sometieron a tension basal
de 3 g de fuerza, con un periodo de estabilizacion de 30 min. Posteriormente, el
tejido fue sometido a sensibilizacion durante 15 min estimulando con NA [0.1 uM] a
intervalos de 30 min (por triplicado). Posterior a cada estimulacién, el tejido se lavd
con solucion de Ringer-Krebs para recuperar la tension basal. Se verifico la

presencia o ausencia de endotelio, al adicionar carbacol [1 uM] antes del lavado en
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la tercera contraccion. Posteriormente, se generd una cuarta contraccion, y una vez
que se obtuvo la meseta de la contraccién, se adicionaron las muestras de prueba
de forma acumulativa [3-1000 pg/mL] en % de logaritmo. Finalmente, se
construyeron curvas concentracion-respuesta (CCR), y se calculo la concentracion
efectiva 50 (CEso) de los extractos evaluados, para esto se usO el programa
AcgKnowledge (Biopac, Figura 10).

Lavado Krebs Lavado Krebs Carbacol 1pM
normal normal

l l Lavado Krebs
normal

Muestras de prueba

NA 0.1 uM NA 0.1 M

\ A\

| Estabilizacién || Sensibilizacion
[T 20-30min. || 50-60 minutos

NA 0.1 pM

N\

NA 0.1 pM

A\

Evaluacién |
40-50 min, |

Figura 10. Evaluacion del efecto vasorrelajante sobre aorta aislada de rata.

6.7.4 Determinacion del mecanismo de accion sobre aorta aislada de

rata del extracto mas activo (EHLO)
La determinacién del mecanismo de accion se obtuvo con la metodologia

mencionada en la pagina 46, empleando la CEso del EHLO, extracto que fue el mas

activo en estudios previos.
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6.7.5. Participacion de los canales de calcio en contracciones
inducidas por CaCl2y KCI

Con la finalidad de evidenciar si el efecto relajante de la musculatura lisa se
relaciona con el bloqueo de canales de calcio, se construyeron CCR posterior a la
contraccion inducida con KCI [B0mM] y adicion, en forma acumulativa, del EHLo
(Figura 11); como el EHLo provoco vasorrelajacion significativa a la contraccion
inducida por KCI, se prosiguié a construir CCR con CaClz [0.081-27.03mM)], para
determinar si el EHLo actta por bloqueo de canales de calcio de la membrana
celular (Figura 12).

Diluciones del
extracto o compuesto

KCI 80 mM

\

Contraccion

inducida con Evaluacién I
KCI I

Figura 11. Determinacion de la participacién de canales de calcio en contracciones
inducidas por KCI [80mM].
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Lavado Krebs Lavado Krebs
80 mM sin CaCl, 80 mM sin CaCl,
1 Curva control 1
Diluciones Diluciones
de CaCl, de CacCl,

Preincubar extracto

CE 5,30 min.
It Evaluacion |
]

Figura 12. Determinacion de la participacion de canales de calcio en contracciones

inducidas por CaCls.

6.7.8 Participacion de los receptores al-adrenérgicos

Este ensayo determina si el mecanismo de accién funcional se relaciona con el
antagonismo de los receptores al-adrenérgicos; se construyo la CCR control,
agregando diluciones de NA [0.03-10uM] de forma acumulativa, se lavé el tejido
hasta llegar al estado basal, se incub6 con la CEso del EHLo durante 15 minutos y
se agregé nuevamente de forma acumulativa NA [0.03-10uM] (Figura 13), al

finalizar el ensayo se analizaron las CCR.

50



-

. “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE %‘ulmd
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL LUdngla octovalvis en modelos murinos” de FarmaCia
EsTADO DE MORELOS Conocimiento al servicio de la salud
Lavado Krebs
normal
Curva control 1
Diluciones de

Diluciones de NA

NA

incubar extracto o

compuesto CE 5,
| Evaluacion |

Figura 13. Determinacion de receptores al-adrenérgicos en anillos de aorta aislada de

rata sin endotelio.

6.8 Determinacion del efecto antihipertensivo agudo no invasivo en
ratas SHR

Se emplearon ratas macho SHR de 250 a 300g de peso, alimentadas ad libitum con
libre acceso a agua, se formaron 3 grupos (n=6 animales por grupo), al grupo control
se administré amlodipino via intragdastrica, al grupo vehiculo se administrd tween 80
al 10% y al grupo de prueba se administré 100 mg/kg del EHLo; se midié con el
pletismografo la presidn arterial sistolica (PAS), la presidn arterial diastolica (PAD)
y la frecuencia cardiaca (FC) a los tiempos 0, 1, 3, 5 y 7 horas posteriores a la

administracion.

6.9. Determinacion del efecto antihiperglucémico in vivo en ratas

Para determinar el efecto antihiperglucémico del extracto diclorometanico de L.
octovalvis, se construyeron curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) y curvas de
tolerancia a la sacarosa (CTS) en ratas Wistar, respectivamente, y como controles

positivos se utilizaron glibenclamida y acarbosa.
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6.9.1 Curvas de tolerancia a glucosay a sacarosa

Para este ensayo se ayunaron las ratas 16 horas con libre acceso de agua,
posteriormente, las ratas fueron pesadas y se formaron los grupos correspondientes
(n=5).

Previo al inicio del ensayo y a las administraciones de farmacos, se midio la glucosa
(TO), posteriormente, se administrd via i.g. al grupo vehiculo: tween 80 al 10%;
control positivo: glibenclamida (10 mg/kg) o acarbosa (10 mg/kg) y grupo de prueba:
extracto diclorometanico (132 mg/kg). 30 minutos después se administré una carga
de glucosa (2 g/kg) o sacarosa (5 g/kg), a partir de este momento se midio la
glucemia a los tiempos 0.5,1, 2 y 3 horas. Finalmente, se construyeron las graficas

correspondientes.

6.10 Determinacion del efecto antidiabético agudo

6.10.1 Diabetizacion

Para la obtencion del modelo experimental de diabetes no insulino dependiente en
(DENID), los animales fueron puestos en ayuno previo de 8 horas, y se les
administré via intraperitoneal nicotinamida (40 mg/kg), la cual se disolvié en agua
destilada, y 15 minutos después se administraron 85 mg/kg de estreptozotocina
(STZ) disuelta en un buffer frio de citratos a un pH 4.5 (Cer6n-Romero, 2016).

Después de dos semanas de la diabetizacién, se monitorearon los niveles de
glucemia a cada uno de los animales, se eligieron para este estudio aquellos que
presentaron glucemias mayores a 140 mg/dL y menores de 250 mg/dL (Cerdn-
Romero, 2016)
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6.10.2 Evaluacion antidiabética

Se colocaron los ratones en ayuno previo de 13 horas se pesaron para formar 3
grupos a los cuales se les administro via intragastrica: grupo vehiculo: agua o tween
80 al 10%, control positivo: glibenclamida (10 mg/kg) y grupo de prueba: extracto
(100 mg/kg). Finalmente, se midieron los niveles de glucosa a las horas 1, 3,5y 7
horas posteriores a la administracibn y se construyeron las gréficas

correspondientes.

6.11 Evaluacién toxicologica

Para determinar el efecto toxicolégico agudo se eligié el extracto hexanico de L.
octovalvis, ya que mostré mayor actividad vasorrelajante en los ensayos in vitro
(Figura 14).

A 4

saltnakaaka

Figura 14. Toxicidad oral aguda evaluada siguiendo las pautas modificadas de la prueba de la
OCDE (OCDE, 2001).
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6.12 Determinacién del efecto toxicolégico agudo in vivo de EHLo

Este ensayo siguio la guia 423 de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economico (OECD, 2008), para un modelo de toxicidad aguda in vivo,

con algunas modificaciones.

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1, con ayuno de 8 horas y libre acceso
de agua previo al inicio del ensayo. Los animales se dividieron en 4 grupos (n= 3),
a cada grupo se administré el extracto hexanico de L. octovalvis, via i.g. (5, 50, 300
y 2000 mg/kg de peso).

Durante el ensayo se monitore6 a los animales durante las primeras 4 horas para
observar mortalidad, cambios fisiolégicos o conductuales; se observaron a las 24
horas post-administracion y durante 14 dias mas para descartar toxicidad aparente,

asi como posibles cambios fisicos o conductuales.

6.12. Determinacién del efecto toxicolégico subcronico in vivo de
EHLo

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de 20-30g, se formaron dos grupos (n=
8), al grupo 1 (Sin tratamiento) se administré6 agua a 0.1 mL/kg via i.g. al grupo 2

(Con tratamiento) se administrd6 100 mg/kg del extracto hexanico de L. octovalvis.

Una dosis Unica de 100 mg/kg fue administrada durante 28 dias, a la misma hora
del dia, a los ratones del grupo 2, bajo las mismas condiciones que el grupo 1, con

ayuno de 8 horas y libre acceso a agua (Giles, 2014).

Durante el experimento, los animales de cada grupo se pesaron al inicio, final e
inter-experimento, y sSe mantuvieron bajo observacion después de cada

administracion, para evaluar su comportamiento. EI monitoreo de peso es para
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determinar la variacion durante todo el periodo de experimentacion, que se calculd

con la siguiente ecuacion:

Diferencia de peso = Peso final — Peso inicial

Al finalizar el experimento los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico
(0.1 mL/kg) para obtener la sangre por puncién cardiaca directa, y posterior a su
sacrificio se obtuvieron los 6rganos siguientes: higado, rifién, pulmén y corazén.
Estos érganos se lavaron con solucion salina a 0.1%, cada tejido se pesé y coloco
en formol al 3.6% para su andlisis histologico. La muestra de sangre de cada animal
se usO para determinar parametros bioquimicos, como perfiles hepaticos (Giles,
2014).

El peso relativo de los érganos para cada grupo experimental se determind

empleando la siguiente ecuacion:

(%) _ Peso del 6rgano %100

Peso Total del raton a los 28 dias
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7. RESULTADOS Y
DISCUSION
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7.1Evaluacién del efecto relajante en aorta

En un estudio previo, se determind el efecto vasorrelajante de los extractos
organicos e hidroalcohdlico de L. octovalvis sobre anillos de aorta aislada de rata
en presencia de endotelio vascular, y se construyeron CCR de todos los extractos
evaluados, los cuéles fueron comparados contra el efecto mostrado por el control
positivo (carbacol). Como se desprende de la grafica 1, el extracto hexanico (EHLo)
fue el Unico de ellos que mostr6é una eficacia similar a la mostrada por el control
positivo, sin embargo, fue menos potente que éste. Tomando en cuenta que EHLo
fue el extracto mas activo de todos los evaluados, en el presente trabajo decidimos
determinar el mecanismo de accion vasorrelajante y la actividad antihipertensiva del

extracto mencionado.

Para evaluar el mecanismo de accion funcional, en primer término, se estudi6 el
efecto relajante en anillos de aorta de rata sin endotelio, observandose un efecto
similar al mostrado en presencia de este, sin observar diferencia significativa entre
ellos. Este dato sugiere que el mecanismo de accién no es dependiente de la
presencia de endotelio, y que el efecto relajante esta involucrado en interferir en los
procesos contractiles relacionados con las células musculares lisas de los vasos

sanguineo (Rendon, 2016).
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Gréfico 1. Efecto vasorrelajante de los extractos obtenidos de L. octovalvis sobre aorta
aislada de rata. EHLo vs EDLo, EMLo, EHiLo (*p<0.05).

7.2Participacién de los receptores a1-adrenérgicos.

Los efectos de la adrenalina y noradrenalina estdn mediados por receptores de 7
dominios transmembranales acoplados a proteina G, denominados receptores
adrenérgicos, se clasifican en tres a1, a2z y B, cada uno dividido en 3, distribuidos
ampliamente en los tejidos periféricos. La activacion de los receptores a1 por
agonistas adrenérgicos estimula la proteina G, aumentan la actividad de la
fosfolipasa C con la formacion de dos segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG)

y el inositol trifosfato (IP3), este Gltimo se une a sus receptores-canal en el reticulo
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sarcopldsmico y permiten la liberacién de calcio hacia el citoplasma que inicia la

contraccion del muasculo liso vascular (Scanzano, 2015).

En la grafica 2 se muestra un antagonismo no competitivo del EHLo, ya que la
eficacia de la contraccion inducida por el agonista (la noradrenalina) disminuye
significativamente en presencia del extracto, sugiriendo que la interferencia en la
contraccion provocada por la NA es un sitio alostérico o debido a un antagonismo
no competitivo funcional a través de la interaccion con otras vias de sefializacion
gue impidan la contraccion, como por ejemplo el bloqueo de canales de calcio, la

apertura de los canales de potasio o la inhibicion de las fosfodiesterasas (Rendén,

2016).
—m— control
—eo— EHLo
100 -  m-
ﬁf—l - | -y
%,/’ﬁ
~8 /+//; ****************
kS ******** - — @
8 - hkk °® .
= 50+ %/_ kkkk
= ok P L
o} e
O / *kkk }/
=R % e
1 / m——a P
» Ekkk E’./
/ Y .
s
v
¥,
0+ l/
& T T T T T
0.001 0.01 0.1 1 10

[uM]

Gréafica 2. Efecto de la CEso [160 pug/mL] del EHLo sobre la contraccién inducida por noradrenalina
sobre anillos de aorta aislada de rata sin endotelio. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos

hoc Bonferroni *p<0.05, ***p<0.001 control noradrenalina vs. NA + CEso [160 pg/mL] del EHLo.
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7.3 Participacion de los canales de calcio en contracciones inducidas
por KCly CaCl2

Los canales de calcio dependientes de voltaje median el flujo de calcio en respuesta
a la despolarizacion de la membrana, regulando procesos intracelulares como la
contraccion, la secrecion de neurotransmisores o0 la expresion génica.

Los canales de calcio se dividen en diferentes tipos agrupandose en canales L, P/Q,
N, Ry T. Los canales L (long lasting) son activados por despolarizaciones intensas,
y regulan el flujo prolongado de calcio al interior de la célula, fundamental en la
contraccion y excitacion del musculo esquelético, cardiaco y liso, por lo cual, son
blancos farmacoldgicos para el tratamiento de la hipertensiéon y la angina de pecho.
Por otro lado, los canales T (transient) se activan por despolarizaciones débiles y
provocan flujo de calcio transitorio, estos canales se expresan en sistema nervioso,
cerebro, corazon, rifibn e higado, estan relacionados con el ritmo cardiaco,
contraccion del musculo liso vascular y crecimiento celular, e influencian la
secrecion de hormonas como renina, angiotensina Il (Hayashi, 2007). El bloqueo
de los canales L es mas relevante en regular las funciones vasculares, ya que es la
principal via de entrada de calcio a las células del musculo esquelético, corazéon y
rifidn; no obstante, el bloqueo de los canales T puede generar efectos benéficos, ya
gue se inhiben procesos inflamatorios y bloquean el sistema renina-angiotensina o

el sistema simpatico (Hayashi, 2005).

En el siguiente ensayo estudiamos la actividad bloqueadora de los canales de calcio
por el extracto hexanico, para empezar a elucidar el mecanismo funcional. Al
construir la CCR del EHLo se observa que el extracto se opone a la contraccién
inducida por CaClz2 con respecto a la curva control, con significancia desde la
segunda adicion hasta la ultima, lo que sugiere que el efecto vasorrelajante es sobre
la musculatura lisa del extracto hexanico de L. octovalvis, y que podria estar
mediado por el bloqueo de los canales de calcio indispensables para la contraccion
de la musculatura lisa. El efecto observado en la CCR puede atribuirse a los
compuestos presentes en el EHLo.
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Grafico 3. Efecto de la CEso [160 pg/mL] del EHLo en la contraccion inducida por CaClz sobre anillos
de aorta aislada de rata sin endotelio. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc Bonferroni

*p<0.05, ***p<0.001 control CaClz vs. CaClz + CEso [160 pg/mL] del EHLo.

Para corroborar el efecto mostrado en el experimento anterior, se construyé una

curva concentracidon-respuesta de relajacion a la contraccion inducida por KCI (80

mM).

61



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

C
N
(&)
i)
o
(O]
'
=

“ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE
Ludwigia octovalvis en modelos murinos”

= Nifedipina

. i N —u— EHLo KCI

20 ~

40 § E\

60 - \+ \;
80 \+\ \\\
o %
100 - .
004 01 1 10 100 1000
[ng/mL]

o
%’ulmd

de Farmacia
Co

onocimiento al servicio de la salud

Grafico 4. Efecto de la CEso [160 pg/mL] del EHLo en la contraccion inducida por KCl sobre anillos

de aorta aislada de rata sin endotelio. ANOVA de dos vias seguida de una prueba pos hoc Bonferroni
*p<0.05, ***p<0.001 control Nifedipina vs. KCI| + CEso [160 pug/mL] del EHLo

7.4 Ensayo antihipertensivo in vivo.

Adicionalmente para corroborar el efecto antihipertensivo del EHLo se administro,

via i.g., 100 mg/Kg a ratas SHR y se monitore6 PAD, PAS y FC. En el grafico A de

la figura 15 no se observa una disminucion de PAS (p <0.05) post-administracion,

asi mismo en el grafico B se puede observar la disminucion de PAD (p <0.05) a

partir de la quinta hora manteniendo disminuidos los valores de PAD hasta la

séptima hora del ensayo, este efecto puede deberse a la disminucion de la
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resistencia periférica vascular y por consecuencia la PAD disminuye, este resultado
correlaciona con el efecto relajante observado en el modelo ex vivo en anillos de
aorta, en donde el efecto observado es dependiente de la concentracion e
independiente de la presencia de endotelio, observando como principal mecanismo
de accion el bloqueo de los canales de calcio. De igual manera, podemos observar
que el EHLo presenta un efecto similar al control positivo empleado. Finalmente, en
el grafico C podemos observar que no hubo cambios significativos en la frecuencia

cardiaca.
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Figura 15. Gréaficos del ensayo antihipertensivo in vivo no invasivo, A) Frecuencia cardiaca, B)

Presion sistélica, C) Presion diastélica
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7.5 Curva de tolerancia a la glucosa

Para determinar la capacidad del EDLo de mantener la glucemia en homeostasis,
después administrar una carga de glucosa, se evalud el extracto con curvas de

tolerancia a la glucosa (Chavéz, 2018).

En la grafica 5 se observa que el EDLo inhibio el pico hiperglucémico a partir de los
30 min post-administracion comparado con el vehiculo, de forma significativa y la
mantuvo durante 2 horas posteriores al inicio del ensayo. Adicionalmente, la gréafica
sugiere que el EDLo puede actuar por diferentes mecanismos, entre ellos el bloqueo
de los transportadores o0 cotransportadores de glucosa y como
insulinosensibilizador; sin embargo, se necesitan otros ensayos que permitan

determinar el mecanismo de accién del extracto evaluado.

=
[£.]
<

-o- EHLo (100mg/Kg)
-+ Tween 80 al 10%

% variacion de glucosa
-
(=]
<

504 & Glibenclamida (10mg/Kg)
0-
=50
-100 T T T T T
0 0.5 1 2 3
Tiempo (h)

Grafico 5. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas normoglucémicas del EDLo (100 mg/kg),
vehiculo (tween 80 al 10%, 0.1 mL) y glibenclamida (10 mg/kg), administrados via intragastrica.

Vehiculo vs. extracto (*p<0.05).
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7.6 Curva de tolerancia ala sacarosa

La finalidad de este ensayo es observar la absorcidon y metabolismo de los
disacaridos con respecto a un monosacarido como la glucosa, en este experimento
se empled la sacarosa la cual es un azucar no reductor, conformada por la unién de

la glucosa y la fructuosa mediante enlaces a-1,4 (McKee, 2014).

En la grafica 6 se observa que 132 mg/kg del EDLo disminuyo la glucemia de
manera significativa con respecto al vehiculo, la disminucién se mantuvo durante 2
horas del ensayo, ademés el extracto diclometanico tuvo un patron similar a la
acarbosa, lo cual nos sugiere que podria inhibir las a-glucosidasas como uno de sus

mecanismos de accién al efecto antihiperglicémico posprandial (Morales et

al.,2018).

300+

250
©
8
S 200+ -& Acarbosa 10mg/kg
=) -~ Tween 80 al 10%
[
T 1501 -+ EDLo 100mg/kg
c
g 100
S
S
°\o 50'
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0 05 1 2 3
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Grafico 6. Curva de tolerancia a la sacarosa en ratas normoglucémicas del EDLo (132 mg/kg),
vehiculo (tween 80 al 10%, 0.1 mL) y acarbosa (10 mg/kg), administrados via intragastrica. Vehiculo

vs. extracto (*p<0.05).
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7.7. Evaluacion del efecto antidiabético agudo del EDLo

100+
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o
1

-100
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Gréfico 7. Determinacién del efecto antidiabético del extracto diclorometano de L. octovalvis (100 mg/kg),
vehiculo (Tween 80 al 10%) y glibenclamida (10 mg/kg), administrados via intragastrica, vehiculo vs
EHiLo (*p<0.05).

Con la finalidad de determinar la capacidad del EDLo para disminuir los niveles de
glucosa en sangre, se realizé un estudié antidiabético en ratas Wistar empleando
un modelo DENID, observando que el EDLo a una dosis de 100 mg/Kg disminuy6
de manera significativa los niveles de glucosa en sangre con respecto al vehiculo
durante las primeras 5 horas que dura dicho ensayo, lo cual, correlaciona con lo
descrito por (Lin y col, 2017), quienes reportan el efecto antidiabético de L.

octovalvis mediante la activacion de AMPK en las células musculares.
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7.8 Determinacion del efecto toxicolégico agudo in vivo del EHLo

El presente ensayo determino el efecto toxicologico agudo del extracto hexanico, en
dosis Unica de 5, 50, 300 y hasta 2000 mg/kg; durante el experimento los ratones
no mostraron reacciones téxicas visibles (salivacion, temblores, letargo, entre
otras), cambios fisicos en pelaje, 0jos, 0 mucosas, ni conductuales durante los 14

dias después de la administracion.

De acuerdo con esos resultados y con base en la guia 423 de la OEDC y al Sistema
Globalmente Armonizado de la clasificacion y etiguetado de productos quimicos
(SGA), la DLso del EHLo por via oral se estimé superior a 2000 mg/kg, clasificando
al extracto en la categoria 4 compuesto con toxicidad aguda relativa baja, sin dejar
de suponer un riesgo para la poblacién vulnerable (Tabla 7). Los resultados

concuerdan con lo reportado (Yacob, 2012; Marquina, 2019).

Tabla 7. Categorias de peligro de toxicidad aguda por ingestion (modificado de
SGA, 2015).

- Categoria 1l | Categoria 2 | Categoria 3 | Categoria 4 | Categoria 5

Rango de valores
experimentales de
toxicidad aguda 0>5 5>50 50 > 300 300 > 2000 | 2000 > 5000
Estimacion
puntual obtenida
de toxicidad aguda 0.5 5 100 500 2500
Simbolo Calaveray Calaveray | Calaveray Signo de
tibias tibias tibias exclamacion
cruzadas cruzadas cruzadas Sin simbolo
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caso de caso de caso de caso de nocivo en
ingestion ingestion ingestion ingestion caso de
ingestion

7.9 Determinacioén del efecto toxicolégico subcronico in vivo del EHLo

El ensayo de toxicidad subcronico fue con la dosis de 100mg/Kg del EHLo, para

observar posibles efectos toxicos a mediano plazo. Se formaron 3 grupos

experimentales, el grupo con tratamiento (n=3) y grupo vehiculo (n=3). Los dos

grupos fueron administrados via intragastrica bajo las mismas condiciones de

experimentacion durante 28 dias.

7.9.1 Variacion de peso de los animales

En la gréfica 8 se muestra la variacion de peso de los ratones durante el tiempo que

durd el experimento. En el ensayo el peso de los ratones se mantuvo constante, por

lo cual, el EHLo no mostré variacion significativa de peso con respecto al vehiculo,

por lo tanto, el extracto no influye en la variacion de peso de los animales en el

mediano plazo.
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Grafico 8. Variacién de peso de peso de los ratones durante el estudio subcrénico administrados via

intragastrica. Vehiculo vs. extracto vs. agua (*p<0.05).

7.9.2 Variacion de peso de 6rganos

Después de 28 dias, los animales se anestesiaron para obtener sangre por puncién
cardiaca y determinar el perfil bioquimico, se extrajeron los siguientes 6érganos:

higado, pulmon, rifidn y corazén, los cuales fueron pesados y colocados en formol

para su estudio histologico.

En la grafica 9 se muestra la variacién de peso de los 6rganos extraidos, donde el
corazon, el rifidn y el pulmén de los ratones expuestos al EHLo tuvieron peso similar
a los 6rganos de aquellos con tween 80 al 10%; sin embargo, el peso del higado de
les ratones con el extracto hexanico disminuyé significativamente en comparacion

al vehiculo, la disminucion puede estar asociada con dafio hepéatico.
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Grafico 9. Variacién de peso de los érganos aislados de ratones CD-1

7.9.3 Histologia de los 6rganos extraidos

Para complementar el ensayo toxicolégico del EHLo, se hizo el analisis histologico
de los érganos (corazoén, higado, pulmén y rifién). Los tejidos disecados se fijaron
en alcohol absoluto y después en solucion acuosa de xilol; se incluyeron en parafina
y de los bloques se hicieron cortes con un grosor de 4uM en un micrétomo, se
colocaron sobre un portaobjetos y tifieron con hematoxilina-eosina en agua y ya que
la eosina es mas soluble en alcohol que en agua, se vuelve a deshidratar la muestra
con soluciones alcohdlicas de concentracion creciente y después se tifie con eosina
en alcohol, al finalizar la muestra se pasa por xilol y se coloca un medio de montaje
y un cubreobijetos. La técnica de tincion de hizo en colaboracién del laboratorio de
histologia del INER.

En la figura 16 se muestran las histologias de los 6rganos de ratones con EHLO,
teflidas con hematoxilina y eosina; Los cardiomiocitos, las fibras musculares, y los

nucleos definidos sin infiltracion, no muestran dafios aparentes (Figura 16a). En la
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figura (16b) se observan los nucleos de los hepatocitos de color azul, el color se
debe a los grupos catiénicos de la hemateina de alumbre, la cual tifie de color azul-
purpura a los acidos nucleicos de los nucleos celulares, mientras que la eosina,
colorante acido, tifile de color rosa componentes cationicos, como estructuras
proteicas, citoplasma celular, fiboras y membranas basales (Santos, 2017); se
pueden identificar células de Kupffer, de nicleo grande y abundante citoplasma,
estas células se relacionan con la reparacion de diversas lesiones que puedan
generarse en el higado, asimismo hay células binucleadas diploides y tetraploides,
por lo que se espera un aumento significativo en la concentracion? de las
transaminasas, pese a observarse células caracteristicas de dafio hepatico, el tejido
no muestra necrosis celular. En el pulmén (Figura 16¢c) se observan espacios
alveolares, asi como un vaso capilar, de color azul se aprecian los nucleos de los
neumocitos sin dafio aparente. En la figura (16d) del rifion se aprecian corpusculos
renales, asi como tubulos renales que pueden ser proximales, distales o colectores.
Los tubulos contorneados proximales son los mas abundantes, con revestimiento
de epitelio cilindrico simple con microvellosidades, didmetro externo mayor;
mientras que los tubulos contorneados distales con revestimiento de epitelio cubico
simple y superficie definida y nitida, en color azul se observan los ndcleos de las

células renales con morfologia normal sin dafios aparentes.
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Figura 16. Histologia de los 6rganos de raton administrados con el EHLo via intragastrica.

En el tejido cardiaco (Figura 17a) se observan fibras musculares tefiidas de color
rosa y en color azul los nucleos de las células musculares, el tejido no muestra dafio
alguno. En la figura (17b) del tejido hepético hay células de Kupffer y algunas células
binucleadas, sin necrosis hepatica; los nucleos de los hepatocitos tefiidos de color
azul, mientras que el citoplasma tefiido de color rosa. El tejido de pulmén (Figura
17c) muestra espacios alveolares, los nlcleos de los neumocitos son color azul, sin
dafos aparentes. La (Figura 17d) del tejido renal, muestra ndcleos celulares de

color azul, el citoplasma y pared celular de color rosa, sin dafio histolégico aparente.
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Figura 17. Histologia de los érganos de raton administrados con Tween 80 al 10% via intragastrica.

7.9.4 Perfil bioquimico de la sangre extraida

El colesterol, molécula indispensable para la vida ya que desempefia funciones
estructurales y metabdlicas vitales se puede localizar en la membrana celular
brindando fluidez y permeabilidad, es precursor de biomoléculas como hormonas
esteroides, vitamina D y acidos biliares, el colesterol puede provenir de la dieta del
ser humano o puede ser sintetizado por los hepatocitos; elevadas concentraciones
de colesterol en sangre pueden ocasionar alteraciones como hipercolesterolemia,
que promueve la disfuncién endotelial causada por aterosclerosis, siendo un factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Maldonado, 2012).
Por otro lado, los triglicéridos son ésteres de &cidos grasos y glicerina, los
triglicéridos forman parte de la familia mas abundante de los lipidos, de se
consideran de depdsito y son sintetizados por hepatocitos y adipocitos (Lehninger,
1997). El colesterol y los triglicéridos en concentraciones altas se depositan en las
paredes internas de las arterias, principalmente en cerebro y corazén generando

placas o ateromas que reducen la luz interna vascular (Ross, 1994).
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En la grafica 10 se muestra la colesterolemia de los ratones con EHLo fue menor a
la de ratones con Tween 80 al 10%, la disminucién no fue significativa; sin embargo,
los ratones con el extracto hexanico tuvieron menor trigliceridemia, el EHLo reduce
significativamente este metabolito en sangre y el riesgo de la formacion de

ateromas.

*%

E—, E Tween 80 al 10%

Colesterol Trigliceridos

Grafico 10. Perfil lipidico de ratones CD-1.

Las transaminasas son enzimas intracelulares que catalizan reacciones de
transaminacion, se localizan en diversos tejidos del organismo, siendo mas

comunes en higado; su aumento en la sangre sugiere dafio hepatico (Cortés, 2009).

Los ratones con EHLo mostraron mayor actividad de transaminasas en sangre en
comparacién con los animales con vehiculo, el incremento se asocia con la
reduccion significativa en el peso del higado (gréafica 9), asi como lo observado en
la (Figura 16b) en la histologia del higado: células binucleadas y células de Kupffer,

relacionadas con el dafio hepatico.
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Grafico 11. Perfil hepético de ratones CD-1.
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e El extracto hexanico de Ludwigia octovalvis bloqued los canales de calcio
como mecanismo de accion, ya que se opuso a la contraccion inducida por
CaClz en el ensayo sobre la participacién de canales de calcio, empleando
CaClzy tuvo antagonismo no competitivo en el ensayo sobre receptores ai-
adrenérgicos, este efecto se correlaciona con la disminucion de la presion
arterial diastdlica mostrada en el modelo in vivo.

e B2tiene una DLso mayor a 2000 mg/kg y no mostro toxicidad aguda aparente,
clasificAndolo en categoria 4 de acuerdo con los lineamientos de la SGA.

e EIl extracto hexanico de L. octovalvis disminuyé significativamente los
triglicéridos en sangre, y aunque aumentd la actividad de ALT y AST el
extracto no genero necrosis hepatica o dafios en los 6rganos aislados.

e Elextracto diclorometénico de L. octovalvis mostré accion antihiperglucémica
significativa en la CTG y CTS lo que podria deberse al bloqueo de los
transportadores de glucosa y/o a la inhibicién de las enzimas a-glucosidasas
reportadas en estudios previos, respectivamente. Los efectos mostrados
anteriormente, correlacionan directamente con la actividad antidiabética

aguda mostrada por el extracto.
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9.1 Obtener y caracterizar los compuestos bioactivos de los extractos EHLo y EDLo,

respectivamente.

9.2 Evaluar el efecto antidiabético sub-crénico del EDLo.

9.3 Determinar el posible efecto toxicologico del EDLo en los modelos mencionados

en el manuscrito.
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04g3yPuAcnRCOBVfyxAP+EHE3W 7rLK2CJpYgGPDcPWHKKLyIF5Ib6Uay+19fWw/A4luwTgdDNYYJ+HhIAVQ YomaKncV2VBMIyXIYTTzWdmQnHrFhI5XsEXTpZFDOjcVMTeEX
kiHVxhYklaVKrN/ISfozZjZ2ZlomBk/Vxb/pmPIwB/KIAS+kvOE74L{712cCgPcW FCQBFpNeSONTsjwZghLCIXRzkPx7kjmhO2HEHFMfowgIzK930lUDHAR75Vj10DUWTnN18ZjOLCN
/Q63SZ5DeQNVK/wY 1FvdhMc797R871Ac5zhP2CGgPctQ6KDxcFWAgGECWPSpVUFMGft7THRSPA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

djx9N82Ju

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/8zVH8HVU96Dahldm3aSi41x4xLbZ4q16



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/8zVH8HVU96DahIdm3aSi41x4xLbZ4q16
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Conocimiento al sewvicio de la salud UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Hugo Marquina Rodriguez
Titulo de latesis: “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE Ludwigia
octovalvis EN MODELOS MURINOS”

Grado a obtener:

_X Maestria en Farmacia

___ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Julio Cesar Almanza Pérez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de
tal forma quemi decision es:

La tesis:
X_Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado
Fecha: 13/mayo/22



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JULIO CESAR ALMANZA PEREZ | Fecha:2022-05-16 15:00:15 | Firmante

XlggFSYeKj7TJ9cll/AwsGoDToipbCC0s2zfpoYbdEu4r3PvSzuMaUl6exUNvVkAebfAXG SSmZnG90IlqckB2aOKZQU2KmiDyptyguTwkSPuJYBX5SEENScGOIYr4ylfF6rYollgC6S90
MXer/JyCG6Vjjdvi7uN6lsZIwa/iOR6yp9FvC5izdVLKNsp8FWidO2XKYdn+c/uFnrEuqCKCzYNAS2A02tE AkeqG+WikZDOQEQWEzUMhPCcW piG4j//FqPY1VCnQ9IxN 363bdK8TCJY
ERLjjiIGuzcqEqGo1bFbY3Ur+uTW22G/7UM6Kp+++26UtwaaeyylLCT4ZQf7zNvrXYw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

oyMYUw4PD

https://efirma.uaem. mx/noRepudlo/JsbIROmKuGIW P2ITsgJdgYfLxHKqVQvdY



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/JsblR0mKuGIWP2ITsqJgYfLxHKqVQvdY
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VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Hugo Marquina Rodriguez
Titulo de la tesis: “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE Ludwigia
octovalvis EN MODELOS MURINOS”

Grado a obtener:
_X Maestria en Farmacia
____Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Delia Vanessa Lopez Guerrero

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de
tal forma quemi decision es:

La tesis:
X_Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado
Fecha: 16/mayo/22



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrdnico

DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO | Fecha:2022-05-17 06:59:06 | Firmante
NBIOzciuYUOtEI+GV1PipP6VjhDw8+sQHQkbEfO16 SW BuZnMnQD3VOGV0lo1Zv7tLopJE6BPGTOARaMrAKXf9bh10g/BZXZIGg7kIGTHuU/1D2LdB4jU8PxX66d9029XjLaulvx3Qj
¢8q0I0PdHaJf1d71AIxJQ06QRca+MK2s6tvG1NZ8nAaN+4cu/rW MtYb/MiNylnxgwVFgii70jAUmeqYwp5L9CVF+riQr538ZFqEbknKb57R9/n/nkpQowK1SfOki3U8GL4/RCKsD/Qlqgrr
IBthJhIxRa+F3aGAIKNr4oKB9+0U3z04tzhzgQMto2efG/Df58Z3bnXPPcCCOkA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

IESJDPkdi

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/9uULXY2uQBXVErXX32zYxx8reax51cA2W



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/9uLXY2uQBXVErXX32zYxx8reax51cA2W

i 5 }-
: Sl iif s 1\ Cenna iy
@ HST2 L ,,‘@5, ool
e
iy
acultad ",

e Farmacia "
Conocimiento al servicio de la salud UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Hugo Marquina Rodriguez
Titulo de latesis: “ESTUDIOS ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO DE Ludwigia
octovalvis EN MODELOS MURINOS”

Grado a obtener:

_X Maestria en Farmacia

___ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Samuel Enoch Estrada Soto

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de
tal forma quemi decision es:

La tesis:
_X Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado
Fecha: 16/mayo/22



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SAMUEL ENOCH ESTRADA SOTO | Fecha:2022-05-16 14:53:50 | Firmante
toKXiaz+RLNeCQAcX4qfAr7X65D0OCvyYz10ZHDdIj6NYs6HPmWUdyBa3IT5PgJRRh1kcVZjeDukh51DW XsxLc97xHLI36tnkHreD2fgk TXE+j1jsQMWtMPbvnKGDW XJ9DOTJaC
Fi6lkXLs4fdYcYdYBo6iwKg4SKvXVaPJwv6fFnRO9GIDxxgOOLKI9oztQHHVAKFS4+fdurOvTdOSUC083Zwtpgz0rf5SHtuKNW8buAhgisUtblluLQ5s5f2vthN71G I/8KnDVWIMGABS
0eh6JWIED42cRNR4p5ZVRW 7UUADPH4BrgPFamEAQ219XMtQuxxkCnRLEwxdn1W 5cx/ MEw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

2Cr7D30YO

https://efirma.uaem. mx/noRepud|0/XpuXqu4BWlpOHhaUlyNOCWCuOCGSyJK



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/XpuXGwq4Bw1pOHhaU1yNOcwCuOCG3yJK
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