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Resumen
El propdleo es un producto apicola colectado y procesado por las abejas, su composicién

es variable y se ha encontrado que su actividad biolégica es diferente dependiendo de la
zona geografica y climatica. Sin embargo se le han demostrado versatiles actividades
farmacoldgicas: antibacteriano, antifungico, antiviral, antiinflamatorio, hepatoprotector,
antioxidante, antitumoral, inmunoestimulante, antiprotozoario, anestésico, regeneracién
tisular y como tratamiento para la diabetes. La Diabetes Mellitus (DM) es un conjunto de
trastornos metabdlicos de distinta etiologia caracterizado por hiperglucemia y aunque los
tratamientos para éste padecimiento son abundantes, estos son costosos y provocan
efectos adversos, por lo que la medicina alternativa ofrece para muchos pacientes un
recurso terapéutico muy importante. En la busqueda de nuevas alternativas
hipoglucemiantes, se ha demostrado que algunos propdleos pueden reducir los niveles de
glucosa sanguinea. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto hipoglucemiante del
extracto etandlico de propdleo de Chihuahua (EEPCh) en un modelo experimental de DM.
Se determind el efecto del EEPCh sobre los niveles de glucosa en sangre, pérdida de peso
corporal, produccién de insulina, tamafio de los islotes pancredticos y se determinaron los
antioxidantes en 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH), fenoles totales y flavonoides. Los
resultados fueron una disminucién de la glucemia en el Grupo Diabético tratado con
propdleo (GDT) (350mg/dL) respecto al Grupo Diabético (GD) (600mg/dL) y menor pérdida
de peso corporal del GDT. La secrecidn de insulina presenté diferencias significativas entre
el GD (ausencia completa de insulina) mientras que el grupo GDT fue en promedio
0.4ng/mL en suero, el tamafio de los islotes pancreaticos en el GDT presentd un efecto
protector. La Capacidad Antioxidante del propdleo fue de CAs0=69.53ug/mL, la cantidad
de fenoles totales fue de 314 mg/mL., la cantidad de flavonoides fue de 62.58 mg/mL. En
conclusién el EEPCh si tiene un efecto hipoglucemiante, ademas podria estar teniendo un

efecto protector en los islotes pancreaticos.

Palabras clave: propdleo, diabetes mellitus, glucemia, islotes pancreaticos
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Introduccion

Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabdlicos de distinta etiologia
caracterizado por la hiperglucemia, debido a la causa, existen tres posibles alteraciones
gue contribuyen a esta caracteristica, las cuales son, una elevada produccién hepatica de
glucosa, secrecion insuficiente de insulina y accidn alterada de esta hormona (Vazquez,

2013).

La DM es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, tanto en los paises
del 1°" mundo como en aquellos en vias de desarrollo. Se calcula que existen 382 millones
de personas con este padecimiento, lo que equivale al 8.3% de la poblacién mundial y
para 2030 se calcula que esta cifra habra aumentado hasta alcanzar los 592 millones, con
un total de 5.1 millones de muertes. En México hay 8.1 millones de personas que padecen
DM en edad productiva, con mds de 70 mil muertes y 400,000 casos nuevos anuales

(Nam, 2013).

Clasificacion

De acuerdo al comité de expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la OMS
la DM se clasifica en: DM tipo 1 (T1) (antes conocida como DM insulino-dependiente o de
inicio en la infancia), DM tipo 2 (T2) (antes conocida como DM no insulino-dependiente o
de inicio en la edad adulta), diabetes gestacional y otros tipos especificos de DM (Lépez,

1998).

La DM T1 representa del 5 al 10% de la prevalencia a nivel mundial, es resultado de la
deficiencia completa o casi total de insulina, debido a la destruccién autoinmune de las
células beta (B) pancredticas por anticuerpos, los cuales estan presentes en el 85-90% de
los individuos con hiperglucemia y se sabe que estan asociados al Complejo Principal

Histocompatibilidad (CPH), ligado a los genes DQA y DQB (Nam, 2013).

La DM T2 es un grupo heterogéneo de trastornos que se caracterizan por disminucién de

la eficacia de la insulina en estimular la captacién de glucosa por el musculo esquelético y

Miguel Angel Villanueva Campos 2
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en la restriccidon de la produccién hepatica de glucosa (resistencia a la insulina), debido en
parte a una menor secreciéon de dicha hormona y una mayor liberacién de glucosa en
sangre (Beers y Berkow, 1999). No hay destruccién autoinmune de las células B
pancreaticas pero si estd asociada a predisposicion genética y obesidad (Harrison, 2012).
Es el tipo de diabetes mas comun, abarcando el 80 a 90% de todos los casos de DM

(Guyton, 2001).

Alteraciones metabolicas

La hiperglucemia crénica se debe tanto a la incapacidad de los tejidos para captar glucosa
periférica como a la sobre produccion de esta por el higado; en el primer caso, estos
defectos metabdlicos contribuyen a exacerbar los altos niveles de glucosa en estados
postabsortivos, mientras que la sobre producciéon de glucosa por el higado mantiene altas

las concentraciones de glucosa en sangre durante periodos de ayuno (Vazquez, 2013).

Ya que los tejidos son incapaces de utilizar glucosa, el organismo reacciona como si
estuviera en un estado de inanicién, poniendo en marcha diversos mecanismos
compensatorios. Ademas existe un aumento de la gluconeogénesis hepatica, que puede
deberse a factores como: resistencia a la insulina, deficiencia en la secrecién de insulina,
incremento de precursores gluconeogénicos y acidos grasos libres, entre otros (Vazquez,

2013).

Los factores que predisponen al desarrollo de DM T2 pueden ser variados: genéticos,
hormonales y ambientales. Factores de riesgo ya conocidos como la elevacidon de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), disminucién de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), hipertrigluceridemia, tabaquismo, hipertensidn arterial, baja actividad fisica, estrés

y la inflamacion de bajo grado sostenida (Tilg y Moschen, 2006).

Debido a la heterogeneidad de esta enfermedad acompafiada de diversos desdrdenes
metabdlicos como dislipidemia e hipertensidn, el control de este padecimiento requiere
no sélo de la normalizacién de los niveles de glucosa, sino también de la modificacion de
ciertos factores de riesgo que llevan a desarrollar complicaciones en otros sistemas del
organismo, como los habitos alimenticios y la actividad fisica (Vazquez, 2013).

Miguel Angel Villanueva Campos 3
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El sistema inmune celular tiene una respuesta retardada e ineficiente sobre agentes
téxicos, también hay una alteracién de los sistemas antioxidantes y hay una baja
produccién de interleucinas, como la IL-2, que es clave en el proceso inflamatorio para
una respuesta inmune efectiva (McMahon y Bistrian, 1995). Estas deficiencias del sistema
inmune por la DM, desencadena diversos mecanismos bioquimicos que llevan procesos
como son el estrés oxidativo, la inflamacién crénica y un proceso de cicatrizacion mas
lento, ademds son mas sensibles a padecer heridas crdnicas, como lesiones ulcerosas en
los miembros inferiores lo cual es causa de amputaciones debido a infecciones (Ramanuja

C. etal., 2015).

Complicaciones de la DM

La hiperglucemia crénica y la desregulacion metabdlica concomitante pueden asociarse

con lesiones secundarias en multiples érganos, destacandose:

e La retinopatia diabética debida al dafio de los pequefios vasos de la retina,
acumulado a lo largo del tiempo, es una importante causa de ceguera. Al cabo de
15 afios con diabetes, aproximadamente un 2% de los pacientes estan ciegos y

cerca del 10% sufren un grave deterioro de la vision.

¢ La neuropatia diabética se debe al dafio de los nervios y puede llegar a afectar a un
50% de los diabéticos. La neuropatia diabética puede causar muchos problemas
diferentes, pero los sintomas mas frecuentes son hormigueo, dolor,

entumecimiento o debilidad en los pies y manos.
e Combinada con la disminucién del flujo sanguineo, la neuropatia incrementa el

riesgo de ulceras en los pies y finalmente, de amputacion del miembro inferior.

e La diabetes se encuentra entre las principales causas de insuficiencia renal. Un 10%

a 20% de los pacientes con diabetes fallecen por esta causa.

e La diabetes aumenta el riesgo de cardiopatia y accidente vascular cerebral. El 50%

de los pacientes con diabetes fallecen de enfermedades cardiovasculares.

Miguel Angel Villanueva Campos 4
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e En general, la mortalidad de los diabéticos es al menos el doble que el de los no

diabéticos (Lopez, 1998).

Tratamiento de la DM

El tratamiento actual del enfermo diabético exige un abordaje multiple, dirigido no sélo a
ajustar en lo posible los niveles de glucemia, sino a prevenir y a tratar la mayoria de las
alteraciones metabdlicas antes sefialadas, asi como las complicaciones que tan
frecuentemente surgen en el curso de la enfermedad. Este tratamiento se basa en la dieta
ajustada a las necesidades vitales de cada persona, en la insulina y en los diversos
farmacos orales que por sus mecanismos consiguen reducir los niveles de glucemia (Flérez

etal., 1997).

Con respecto al tratamiento farmacoldgico, existen diferentes tipos de medicamentos
para tratar la diabetes: la insulina exdgena, los hipoglucemiantes orales e incretinas. La
insulina se emplea principalmente para el control glucémico de pacientes con DMT-1. El
tratamiento farmacoldgico para los pacientes con DMT-2 se enfoca en controlar los
niveles de glucosa plasmatica en ayuno y postprandial, ademds de contrarrestar las 3
alteraciones metabdlicas principales: disminucion de la funcién de las células B
pancreaticas, elevada produccidn de glucosa hepatica y resistencia a la insulina (Cheng y

Fantus, 2005).

La insulina inyectable, es el tratamiento mas comun indicado para el tratamiento de la DM
T1, la DM T2 y la diabetes gestacional (Flérez et al., 1997), ya que es la molécula deficiente

en esta patologia.

La insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos (5,8 kD) sintetizado por las células B del
pancreas. Consta de dos cadenas, la A, con 21 aminoacidos, y la B, con 30, unidas entre si
por dos puentes disulfuro; la cadena A tiene ademas otro puente disulfuro entre sus

aminodcidos 6 y 11 (Figura 1) (Florez et al., 1997).

Miguel Angel Villanueva Campos 5
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Figura 1. Proinsulina; el péptido C esta representado por la linea continua a partir de los

dos puntos negros (Flérez et al., 1997).

Hasta hace pocos afios, la insulina utilizada clinicamente procedia de la extraccién de
pancreas bovinos y porcinos. En todos los paises, ahora sdlo se usa insulina humana
obtenida por tecnologia recombinante a partir de plasmidos ADN inyectados en
Escherichia coli (Flérez et al., 1997). Las preparaciones de insulina pueden clasificarse
segln su duracidn, en insulina de accién corta, intermedia y prolongada (Goodman et al.,
2006).

Aunque el efecto mas evidente de la insulina es la reduccién de la glucemia, su funcion es
también promover el anabolismo energético (glucosa, aminodcidos y lipidos) y su
utilizacidn en las correspondientes células especializadas (Flérez et al., 1997; Goodman et

al., 2006).

Medicamentos

Para el control de la DM-T2 existen diversos medicamentos, entre los que destacan:

1. Secretagogos de insulina.
Actuan promoviendo la liberacidn de insulina por las células B. Las sulfonilureas se unen a
un receptor especifico en los canales de potasio dependientes de ATP, provocando su
cierre y la siguiente acumulacidn de potasio dentro de las células. Esto lleva a la
despolarizacién de la membrana celular y a la apertura de los canales de calcio

dependientes del voltaje, conforme el calcio entra a la célula se estimula la secrecién de

Miguel Angel Villanueva Campos 6
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insulina, como la . glibenclamida, ver figura 2 (Gonzalez, 2002). Sin embargo presenta

inconvenientes destacando agotamiento de las células B.

m@\iﬁ«/@%ﬁﬁu@
@]

|

CH

3

Figura 2. Glibenclamida (Daniele et al., 2015)
2. Inhibidores de a-glucosidasa

Este tipo de farmacos inhiben la actividad de la enzima a-glucosidasa en el intestino
delgado, retrasa la absorcidon de carbohidratos en el tubo digestivo y evita el aumento de
la concentracidon plasmatica postprandial de glucosa, como la acarbose ver figura 3
(Gonzélez, 2002). No obstante tiene inconvenientes como trastornos intestinales y mala
nutricion.

OH

OH OH

Figura 3. Acarbose (Chandran, et al., 2008)

3. Metformina
Es un farmaco hipoglucemiante conformado por dos grupos metilo (CHs) unidos por un
nitrogeno (N) del nudcleo biguanida. Actualmente se le prefiere como un farmaco de

primera eleccién en el tratamiento de la DMT-2 y el sindrome metabdlico.
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La metformina disminuye los niveles de glucosa en sangre y la gluconeogénesis hepatica
mediante una leve y transitoria inhibicion de la respiracién mitocondrial en el complejo de
la cadena | resultando en la disminucién de la energia hepdtica, activando a la AMPK,
aumenta la captacion de glucosa por el musculo, por lo que es considerado un
sensibilizador de la insulina, induce la translocacion del transportador de GLUT4 y
aumenta la oxidacion de acidos grasos; a nivel intestinal inhibe la absorcidn de glucosa y
aumenta la glucdlisis anaerobia (Gonzalez, 2002). Sin embargo puede ocasionar en

algunos casos acidosis lactica, insuficiencia renal, hepatica y cardiaca, ver figura 4.

JE)T

H,C

Y,
CH, H

Figura 4. Metformina (Viollet, B. et al., 2012)

También llamadas glitazonas, estos farmacos activan el receptor nuclear por
proliferadores peroxisomales (PPARy), el cual participa en la regulacidon del metabolismo
de carbohidratos vy lipidos. PPARy se expresa en la mayoria de tejidos, pero hay una alta
densidad de estos receptores en tejido adiposo, musculo, higado y cerebro. Incrementan
el consumo de glucosa por el musculo y disminuye la produccion de este sustrato
(Gonzalez, 2002).

Indirectamente las tiazolidinedionas modifican la secrecién de adipocitocinas, aumentan
la adiponectina, reduce los niveles de TNF-a y resistina. A nivel hepatico disminuye la
produccién de glucosa y promueve la actividad de la glucocinasa hepdtica (alrededor del
20%) provocando un aumento de la sintesis de glucéogeno como el medicamento
tiazolidinediona ver figura 5 (Gonzalez, 2002). Sin embargo presenta inconvenientes como

infarto.
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Figura 5. Tiazolidinediona (Radhe et al., 2015)
4. Andlogos de GLP-1 e inhibidores de DPP4

La ingesta de alimentos estimula secrecidn de diversas hormonas intestinales (incretinas)
gue regulan el metabolismo de carbohidratos y la produccién de hormonas pancredticas,
entre ellas la insulina. Las principales incretinas que se han identificado son: GIP por sus
siglas en ingles glucose-dependent insulinotropic polypeptide y GLP-1 glucagdn-like
receptor 1.

GLP-1 se sintetiza en las células L enteroendocrinas del ileo distal ante la presencia de
alimentos en el estémago. Durante los periodos de ayuno los niveles de esta hormona se
encuentran disminuidos, después de comer existe un incremento en la concentracién de
ésta, volviendo a disminuir rapidamente debido a su degradacién por la enzima dipeptidil
peptidasa 4 (DPP4). Los receptores para GLP-1 se encuentran distribuidos en varios
tejidos, siendo las células B del pancreas, el sistema nervioso central y el tejido adiposo los
de mayor importancia. En el pancreas GLP-1 promueve la produccién de insulina y
sobrevivencia de las células B. El efecto de las incretinas es dependiente de glucosa,
necesitandose niveles por encima de los 55mg/dL para producir algin efecto. Las
incretinas también inhiben la secrecién de glucagdn, disminuyendo asi el consumo de
alimentos. Actualmente existen dos grupos de farmacos relacionados con el sistema de
incretinas que se emplean clinicamente: Los analogos como la exenatida y los inhibidores
como la sitagliptina ver figura 6 (Vazquez, 2013). Sin embargo se han reportado

inconvenientes como pancreatitis y la posibilidad de tumores.
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Figura 6. Sitagliptina (Kim y Egan, 2008)

Encontrar el tratamiento efectivo de la DM sigue siendo un reto para la medicina
moderna. Si bien existe una amplia gama de farmacos hipoglucemiantes, muchos de estos
agentes tienen efectos adversos severos como insuficiencia renal, fallo hepatico, fallo
cardiaco, por mencionar algunas y son ineficientes en el control glucémico a largo plazo
(Saxena y Vikram, 2004).

En muchos paises desarrollados, con sistemas de salud basados primordialmente en la
medicina alopatica, el empleo de la medicina alternativa ha aumentado en los ultimos
afios. Paraddjicamente en estos paises, la esperanza y el estilo de vida propician el riesgo
de desarrollar enfermedades crénicas, y aunque la tecnologia y los tratamientos para
estos padecimientos son abundantes, son costosos y provocan efectos adversos, por lo
gue la medicina alternativa ofrece para muchos pacientes un recurso terapéutico muy

importante (Vazquez, 2013).

En la busqueda de nuevas alternativas hipoglucemiantes, se ha reportado que algunos
propdleos reducen los niveles de glucosa sanguinea Jachak, 2002 y Zhu et al., 2011,
demostraron que el propdleo de Brasil y China tienen un efecto hipoglucemiante sobre la
DM T1 inducida por STZ, ademds de evitar la pérdida de peso corporal. Esto corrobora que
el propdleo estudiado puede disminuir los niveles de glucemia, efecto que se vio

amplificado con el tiempo (Fuliang et al., 2005).

Propdleo
El propdleo es un producto natural resultado de la colecta y procesamiento realizado por

las abejas. Este producto es colectado de la vegetacidn del lugar, resinas de los arboles ya
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sea de los brotes, grietas en la corteza, esto es mezclado con la cera de abeja y sus
secreciones glandulares hipo faringeas, mandibulares. El propdleo también contiene cera,
aceites esenciales y otros compuestos organicos en su mayoria polifenoles y flavonoides

(Kedzia, 2009).

Las abejas usan el propdleo como material de construccién para cerrar los espacios entre
cuadros, entre tapas y rendijas de las colmenas, reducir la piquera y embalsamar-aislar
objetos u otros insectos. También lo utilizan como agente desinfectante de patdgenos. La
composicidon varia dependiendo de la vegetacion del lugar, asi como de la especie de
abeja, que pueden tener nuevos componentes quimicos e influenciar en las propiedades
quimicas (Bankova 2005), sin embargo independiente de su composicién quimica se
observa una amplia actividad biolégica como: una elevada actividad antibacterial,
antiviral, antioxidante, antifingica, antiteratégeno, algunas variedades muestran un
incremento en la actividad antiinflamatoria, propiedades regeneradoras, anestésicas,
anticancerigenas, y antiparasitarias. Y ha sido utilizado en la préctica de la medicina

tradicional, ya sea en infusiones o en extracto etandlico (Bankova, 2005).

Mds de 300 compuestos quimicos se han descrito en los propdleos de diversos origenes,
entre los que destacan: acidos fendlicos, terpenos, ceras lipidicas, cera de abeja,
bioelementos, y otras macromoléculas como vitaminas, proteinas, amino Aacidos, y
azucares (Geckil et al., 2005). Los compuestos fendlicos son el grupo mds numeroso en el
propoleo de acuerdo a cantidad y tipo, comprenden un 58% a un 78% respectivamente
(Kedzia y Holderna, 2006), de los flavonoides con cardcter multifendlico se han
descubierto mas de 38 flavonoides en el propdleo entre los que destacan las agliconas y
sustancias glucosidicas presentes en las plantas (Dobrowolski et al., 1991). Las abejas
cuando fabrican propdleo secretan enzimas por medio de sus glandulas para hidrolizar el
azucar (Volpi, 2004). Se han reportado 17 aminoacidos libres en el propdleo ademas de
contener terpenos aproximadamente en un 0.5%. Entre otros compuestos tiene cerca de
30 micro y macro elementos descubiertos de los cuales los principales son el grupo B de

las vitaminas, C, D, E, B carotenos (Kedzia, 2006).
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No obstante, debe sefalarse que la mayoria de los estudios sobre propdleo no pretenden
determinar la composicion quimica completa, sino tan sélo algunos componentes de
interés, en especial los flavonoides (Farré et al., 2004). Por otra parte, si los compuestos
activos no se conocen o estan aun bajo discusion, el extracto total se considera como el

“principio activo” (Bankova, 2005).

El propdleo es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que mediante numerosos estudios se le han demostrado versatiles
actividades farmacoldgicas, destacando la actividad hipoglucemiante a la cual se le ha

adjudicado constituyentes especificos, como la pinocembrina (Huang D. et al., 2015).

Aunque el propdleo es un producto natural, no se puede generalizar porque su
composicion varia en funcién de la vegetacion del drea en la que fue recolectado, de la
especie de la abeja y del periodo de colecta (Russo et al., 2004; Neira et al., 2000). A pesar
de esta variabilidad, se ha encontrado que la actividad biolégica del propdleo,
especialmente su actividad contra microorganismos, estan siempre presentes en muestras

de diversas zonas geograficas y climaticas.

Es importante recalcar que la eficiencia del propdleo puede ser fluctuante asi como su
composicidn quimica de una regién a otra. Por lo que en este estudio se va a probar por

primera vez el propdleo de Chihuahua en un modelo de DM experimental.
Hipoétesis
Dada sus propiedades quimicas el Extracto Etandlico de Propdleo de Chihuahua (EEPCh)

podria presentar un efecto antidiabético.
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Objetivo general
Evaluar el efecto hipoglucemiante del EEPCh en un modelo de DM experimental.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del EEPCh sobre los niveles de glucosa y peso corporal en un

modelo in vivo de DM.

2. Estudiar el efecto del EEPCh sobre el tamafio de los islotes del pancreas mediante la

técnica de Histologia.

3. Determinar el efecto del EEPCh en la secrecidon de insulina en suero mediante la técnica

de ELISA sandwich.
4. Determinar la capacidad antioxidante del EEPCh por la técnica de DPPH.

5. Realizar la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios del EEPCh.
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Materiales y métodos.

Caracteristicas organolpépticas del propdleo de Chihuahua

El propdleo se obtuvo del apiario ubicado en el Ejido de Concordia en el estado de
Chihuahua. Las caracteristicas organolépticas del propdleo se desterminaran con base al
cuadro 1 (Vargas et al., 2013).

amarillo  pardo marrén rojizo variado

resinoso  balsamico
variable  suave balsdmico picante
maleable rigido

Cuadro 1. Caracteristicas organolépticas para el propdleo.

Extracto etandlico de propoleo. (APENDICE 1)

El extracto etandlico se obtuvo por maceracidn con alcohol etilico al 96%. Se filtré y
destilé en un rotavapor a una temperatura promedio de 53 °C. El extracto concentrado se

colocé en una charola de vidrio para que se evaporara todo rastro de solvente.

Después se prepard un stock de propdleo. Primero se pesd 1.650 g de propdleo en 11 mL
de etanol al 70%, se agitd el preparado hasta estar disuelto, se le agregd 11 mL de agua
destilada, y se agitdé para tener el extracto homogéneo, para aplicar una dosis de

(300mg/kg).

Animales

Se utilizaron ratones machos de 7 semanas de edad de la especie Mus musculus de la cepa
CD1. Los ratones se manejaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00O-
1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. A los animales se les permitié libre acceso de alimento y agua, con las
condiciones éptimas de temperatura (22 * 2)°C, humedad relativa (55 + 5)% y periodo de

luz (12 h luz/12h oscuridad) (El-Sayed et al., 2009).
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Grupos experimentales

El disefio experimental comprendié 3 grupos (n = 5 ratones por grupo), con una duracién

de 2 semanas a partir del dia en que fueron considerados diabéticos los grupos.
Grupo 1: No diabeticos.(GS).
Grupo 2: Diabéticos sin tratamiento. (GD).

Grupo 3: Diabéticos con tratamiento (GDT), stock de propdleo (300mg/kg) via oral

mediante una cdnula urogdstrica, por dia, en condiciones de ayuno.

Evaluacion del EEPCh en ratones diabéticos

La Induccidn de diabetes por STZ se realizé a ratones CD1 de 7 semanas de edad, se
inyecté STZ (STZ) via intraperitoneal dosis Unica de 130 mg/kg en 100 uL de buffer de
citratos (APENDICE 2).

Después de 7 dias se realizé la medicién de glucosa en condiciones de ayunas por puncidn
capilar en cola con el glucometro ACCU-CHEK Active Roche y las tiras reactivas se
cuantificd las concentraciones de glucemia, los ratones con mas de 300 mg/dL fueron
considerados diabéticos. Se inicid con el tratamiento del GDT administrando stock de
propdleo una vez al dia. Para evaluar el efecto del propdleo sobre el peso corporal se
midié con una balanza granataria donde se pesd al ratén cada tercer dia y se realizd un

seguimiento hasta concluir el experimento.

Efecto del propdleo sobre el tamafio de los islotes del pancreas
mediante la técnica de Histologia.

Se obtuvieron las muestras de pancreas de los ratones de cada grupo por medio de
inyeccién con fijador de Bouin (APENDICE 3). Después se realizé la técnica de histologia
(APENDICE 4). Se usé el micrétomo (APENDICE 4.1). Se realizé una tincién Hy E (APENDICE
4.2), y se observdo en el microscopio motic BA310E. Para la observacion y captura de
imagenes del islote pancredtico se realizaron mediciones del tamafo de los islotes con el
programa Motic Images Plus 2.0 ML, el cual esta acoplado al microscopio Motic Cam

BA310 con una camara de 10 mega pixeles.
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Obtencion de suero

Suero: La sangre de los ratones se obtuvo por puncién cardiaca al finalizar el tratamiento
con EEPCh y se centrifugd a 2,000 rpm/10 min/4° C para obtener el suero, el cual se

almacend a -70°C.

Determinar el efecto del propoéleo en el contenido de insulina en
suero mediante la técnica de ELISA sandwich.

Una vez administrado el EEPCh se evalud el efecto del propdleo en el contenido de
insulina en suero utilizando la técnica de ELISA, de acuerdo al protocolo del proveedor

(Rat / Mouse Insulin EMD Millipore. Charles M.) 96 Well Plate Assay Cat. # EZRMI-13K.

Capacidad antioxidante por la técnica de reduccion de DPPH

La evaluacion de la capacidad antioxidante para determinar la CAso del propéleo se llevé a
cabo mediante el método de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH)
método modificado de (Murillo, 2006) (APENDICE 5), con concentraciones crecientes de

propdleo (1-100 ppm).

Fenoles totales

Se realizé una curva patrén con quercetina y se interpolé la absorbancia de la muestra de
propdleo para calcular los equivalentes de quercetina. La muestra se prepard a una

solucién estandar (1 mg/mL) (APENDICE 6).

Flavonoides totales

Este método consiste en formar un complejo de aluminio-flavonoide en medio basico que
presenta una coloracién amarilla que absorbe a 415 nm. Se realizé una curva patrén con
quercetina y se interpold la absorbancia de la muestra de propdleo para calcular los

equivalentes de quercetina (APENDICE 7).

Caracterizacion quimica

Se realizd una caracterizacién quimica por medio de un andlisis con una Cromatografia
Liqguida de Alta Resolucion (HPLC), asi como una Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas (CG-EM). Utilizando un Cromatégrafo de Gases Modelo 6850 y
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un Espectrémetro de Masas Modelo 5975 C. Columna RTX 30 m. de largo por 0.25 mm de

didmetro interno por 25 micras de pelicula.

Condiciones de corrida para Cromatografia de Gases acoplada a Espectometria de

Masas:

Con una temperatura del inyector de 250°C, a modo de inyeccién Split, con un radio de
33.5:1, aflujo del Split de 29.9 mL/mn, el flujo de corrida de 35 cm/seg. El horno a
temperatura inicial de 70°C, la rampa de calentamiento: 8°C por minuto hasta 270°C.,
segunda rampa: 10°C por minuto hasta 290°C, se mantiene 6 min. El tiempo de corrida

total de 35 minutos, la linea de transferencia de 290°C.
Condiciones de corrida para la cromatografia liquida de alta resolucidn.

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC por sus siglas en inglés), se realizé
utilizando una columna Discovery C-18, de 250 x 4.6 mm, tamafo de particula 5 pum.
Corrida isocrdtica con mezcla de MeOH-acetonitrilo-agua (25-25-50), flujo de 1 mL/min.
Detector de arreglo de diodos (DAD) a longitud de onda de 260 nm con barrido completo
de 200-400 nm. Se inyecté una concentracion de 3 pg/mL de EEPCh con metanol grado

HPLC

Estadistico
Se utiliz6 ANOVA de una via con una p<0.05.

Miguel Angel Villanueva Campos 17



2015

Resultados

Caracteristicas organolépticas

De forma cualitativa se observé que el propdleo de Chihuahua presenté las siguientes
caracteristicas, Cuadro 1.

Marron
Resinoso
Balsamico
Rigido

Cuadro 1 Caracteristicas organolépticas del propéleo de Chihuahua obtenido del apiario del Ejido
de Concordia.

Rendimiento del propodleo

Para el propdleo de Chihuahua se llevé a cabo la obtencidn del extracto etandlico por la
técnica de maceracion, el rendimiento fue del 67 %.

Efecto del EEPCh sobre los niveles de glucosa.

Antes de iniciar el tratamiento con EEPCh, todos los grupos se encontraban en un estado
normoglucémico. Durante la semana pre-tratamiento los grupos de ratones con diabetes
inducida con STZ pasaron a un estado hiperglucémico con diferencias significativas
respecto al GS Gréfica 1.

glucemia pretratamiento

800 A

* *

Glucemia mg/dL

Grupos experimentales

Gréfica 1. Efecto de la inyeccidn con STZ. Se muestran los niveles de glucosa de los grupos GD y
GDT los cuales presentaron un estado hiperglucémico a una semana postinyeccion y previo al
tratamiento con EEPCh. *= GDT, GD con diferencia significativa respecto al GS, p<0.05.
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Como se observa en la grafica 2, el efecto del propdleo sobre los niveles de glucemia, el
GD presentd hiperglucemia desde la induccion manteniendo los niveles de 600 mg/dL y
durante el resto del estudio. EIl GDT presentd una tendencia a disminuir sus niveles de

glucemia durante el estudio y concluido el experimento a cifra%rn%nores %%log\r,nl_g/éﬂa..ta
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Gréfica 2, A) Se muestran los niveles de glucemia durante los 15 dias de tratamiento, y B)

concluido el experimento. *= los GDT y GD muestran diferencia significativa con respecto al GS ya

que tienen hiperglucemia, #= el GDT muestra diferencia significativa respecto al GD al disminuir
los niveles de glucemia.

Peso corporal durante la administracion del EEPCh.

Después de inducido el modelo y concluido el experimento el GDT tendié ligeramente a

mantener los valores de peso corporal inicial, se observa que no hay diferencia

significativa entre el GDT y el GS (*p<0.05), como se muestra en la grafica 3.
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Grafica 3. Efecto del propdleo sobre el peso corporal en el GDT se mantuvo después de 15 dias de

tratamiento A), y durante el experimento B). n=5 * p<0.05 vs GS y GDT.

Efecto del EEPCh sobre el area de los islotes del pancreas
Se tomaron fotos de cortes histoldgicos de los tres grupos GS, GD, GDT a 10X fig. 7, donde

en el GS y GDT muestran islotes de Langerhans con cordones celulares caracteristico de la
conservacién de la arquitectura histolégica de un islote integro, mientras que en el GD se
observa dafno un decremento del drea de la superficie de los cortes en la micro estructura

del islote.
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Fig.7. Tincion H y E a 10X. A) corte del GS, A1) corte del GS medido el drea en um? y transformado
a porcentaje de area respecto a la muestra en el campo; B) corte del GD, B1) corte del GD medido;
C) corte del GDT, C1) corte del GDT medido. Lo que sugiere que el propdleo tienen efecto

protector.

Al medir y comparar el porcentaje de area de los islotes de Langerhans por area total en
un campo a 10X, en los grupos experimentales se observd que el GDT tiene un porcentaje

de area mayor que el GD ya que se ve protegido por el tratamiento, grafica 4.

% de area de los islotes

*

GS GD GDT
Grupos experimentales

Grafica 4 El propdleo tiene efecto protector sobre el area de los islotes del pancreas. *p<0.05 vs

GS, #*p<0.05 vs GDT.

Cuantificacion de la secrecion de insulina en sangre periférica por la
técnica de ELISA sandwich

El propdleo presenté un aumento sobre la concentracion de insulina en el GDT, mientras

qgue el GD no registré niveles de insulina, grafica 5.

Miguel Angel Villanueva Campos 21



2015

-

£

~

oo

=

©

£

F

(%]

E #
|

GD GDT

Grupos experimentales

Gréfica 5. Niveles de insulina en sangre periférica *p<0.05 vs GS, *#P<0.05 VS GDT.

Capacidad antioxidante del EEPCh
El EEPCh presentd una actividad antioxidante media de 69.5 ug/mL gréfica 6.

Considerando el criterio de Al-Fatimi et al (2007), donde se refieren que a una CAsp menor

de 96.6 ug/mL para extracto se considera con buena capacidad antioxidante.
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Gréfica 6. EEPCh presentd una CAso de 69.5 pg/mL con una n=3
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El EEPCh fue comparado con un control, quercetina con una alta capacidad antioxidante.

Cuadro 2

69.5

4.0

Cuadro 2. Comparacién del EEPCh con quercetina que es una alta actividad antioxidante.

Determinacion de fenoles totales

El EEPCh presentd fenoles, este grupo tiene actividad antioxidante ademds de cambiar la
actividad de enzimas inhibiendo oxidasas, por lo que se cuantificé como se muestra en el

grafica 7.

0.4
0.3+

0.2-

Absorbancia

0.1+

0.0 T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0015 0.020 0.025

Concentracién mg/g

Gréfica 7. El propdleo de Chihuahua tiene una concentracion de 314 mg de equivalentes de acido

gélico /mL.

Determinacion de flavonoides totales

El EEPCh presenté flavonoides que es un grupo perteneciente a los fenoles, con una
estructura que le permite tener un poder antioxidante, para atrapar especies reactivas de
oxigeno vy radical nitrégeno. Como se muestra en la grafica 8, contiene 62.58 mg de

equivalentes de quercetina /g de extracto, lo que equivale al 6.7% del EEPCh.
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Grafica 8 El propdleo de Chihuahua contiene 62.58 mg de equivalentes de quercetina /mL

de extracto. Lo que equivale al 6.7% del EPCh.

Caracterizacion de la composicion quimica del propdleo mediante el
Analisis de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

El propdleo de Chihuahua presenté los siguientes compuestos. Grafica 9 v cuadro 3
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Grafica 9. HPLC del propdleo de Chihuahua, se observé el tiempo de retencién en minutos vs
absorbancia y cada pico fue comparado con la base de datos para determinar el compuesto, cada

numero corresponde a un compuesto diferente (cuadro 3).

Cuadro 3. Tiempo de retencion y Amsx del propdleo de Chihuahua.

No. Tiempo de Amax (nm) Compuesto Estructura quimica

Compuesto Retencion

Naringina

6.48 228, 290 Pinocembrina g
o

oH ©
7.88 228,286 Naringenina OH
HO
H
8.31 266, 356 Kaempferol
8.94 256, 370 Quercetina
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9.40 266, 350 Acacetina
10.05 254, 268, 356 Luteolina £
OH
HO o}
17.58 212, 266, 312 Crisina

Ademas, la muestra de propéleo fue comparada con los 15 estandares de flavonoides
(Vainllina, Quercetina, Catequina, Luteolina, Pinocembrina, Chrysina, Baicaleina,
Myricetina, Naringenina, Naringina, Acido Galico, Catecol, Apigenina, Acacetina,
Kaempferol) con los que se cuenta en el laboratorio, y con ello fue que se pudieron
identificar en el propdéleo los compuestos como la Pinocembrina, Quercetina, Naringina,
Naringenina, Camferol, Acacetina, Luteolina, Crisina, algunos fenoles flavonoles vy

flavanonas.

La comparacion de los estandares de flavonoides con la muestra de propdleo se muestra

en las graficas 10 y 11.
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Grdfica 10. Comparacién del estdndar de Pinocembrina con la muestra de propdleo para su
identificacion.
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Gréfica 11. Comparacion del estandar de Crisina con la muestra de propéleo para su identificacion.

El cuadro 4 muestra las caracteristicas quimicas del EEPCH .

Familias de metabolitos
[Fenoles” 1 314 mge AG/g

62.58 mg eQ/g
69.5 ppm pg/mL

Cuadro 4 presencia de familias de los metabolitos secundarios con su propiedad quimica
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Discusion

El propdleo es un producto natural con una elevada actividad medicinal. El cual ha sido
analizado mostrando diferencias en su composicidn, sin embargo a pesar de la diversidad
de componentes e independiente de la zona geografica recolectada, muestra una alta
actividad bioldgica, antibacteriana (Armutcu et al., 2015), antifungica (Martins et al., 2002)
antiamebiana (Dobrowolski et al, 1991), antioxidante (Palomino et al., 2009),
antiinflamatoria (Shi et al., 2012), entre otros, cabe recalcar que en este trabajo por
primera vez se demuestra el efecto hipoglucemiante de una muestra de propdleo de

Chihuahua en un modelo de DM con STZ.

Respecto a los resultados obtenidos en esta investigacién se ha demostrado que el
propdleo de Chihuahua tiene efecto hipoglucemiante en un modelo de DM. Lo que
concuerda con otros resultados como el propdéleo chino, que ha sido estudiando por
Fuliang et al., (2005), quien reporta que el extracto de este propdleo tiene un efecto
hipoglucemiante, en un modelo de DM con STZ. Al igual que el estudio de Matsui et al.,,

(2004), quien demostré el efecto hipoglucemiante del propdleo Brasilefio.

Con la administracién diaria de EEPCh se demostré que se mantiene el peso corporal
evitando la pérdida, lo que coincide con Zhu et al., (2011), quien ademas compard los
propdleos de origen chino y de Brasil, demostrando que ambos evitan la pérdida de peso
por la DM inducida con STZ. Esto se podria explicar con lo mencionado por Lichman et al.,

(2005). La descompensacidén metabdlica conlleva a lipdlisis y a protedlisis.

Siguiendo con los resultados de este trabajo, se observé una disminucidn en los niveles
glucémicos por lo que se decidid evaluar el efecto del propdleo de Chihuahua en la
produccién de insulina ya que es probable que tenga un efecto protector en las células B.
Los resultados indican que el propdleo de Chihuahua tiene un efecto en la produccion de
insulina esto se puede explicar en parte al contenido de flavonoides ya que se ha
reportado que estos compuestos como la epicatequina estimula la sintesis de insulina e

incrementa los niveles de AMPc en las células B (Jachak, 2002). Ademds las propiedades
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de los flavonoides son numerosas como reducir la apoptosis, estimular la proliferacion de

las células B y promover la secrecién de insulina.

Como se observé un aumento en el contenido de insulina sérica y considerando que esta
hormona sélo se produce en las células B, ubicadas en los islotes pancreaticos, se decidid
evaluar el efecto del EEPCh en el area de los islotes, los resultados indican una posible
proteccion, algunos autores concuerdan con resultados como De D. et al., (2012) que
refiere una recuperacion en el area de los islotes en el grupo DM inducido con STZ tratado
con una fraccion hexdnica del extracto de Salmalia malabarica y en un analisis fitoquimico
reveld la presencia de flavonoides. Sin embargo no existe actualmente informaciéon que
explique el efecto del propdleo sobre el area de los islotes pancredticos. Por primera vez

se reportan estos resultados del EEPCh.

Ya que los flavonoides tienen actividad como inhibidores de la degradacion oxidativa,
actuan debido a su capacidad para reaccionar con radicales libres, mismos que tienen un
efecto sobre la inhibicidn de la aparicidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), quelando
iones metalicos implicados en el proceso de la creacién de radicales libres, antiradical de
las especies reactivas de oxigeno e inhibiendo la cascada de reacciones principalmente de
la peroxidacion de lipidos y hacen sinergismo entre antioxidantes, se determind la
actividad antioxidante del EEPCh. Los resultados indican que el EEPCh tiene una buena
capacidad antioxidante lo que se correlaciona con la cantidad de fenoles y flavonoides,
esto coincide con los propdleos analizados de diferentes partes del mundo, como el
propdleo de Chino (Zhang et al., 2015), el propdleo de Egipto (Tohamy et al., 2014),
propodleo polaco (Kokoszko et al., 2014), entre otros, esta actividad antioxidante del EEP es

resultado de la presencia de compuestos fenélicos.

Los compuestos fendlicos tienen una estructura bdsica de un anillo de benceno unido a un
grupo carboxilo e hidroxilo. La capacidad antioxidante depende del nimero de grupos
hidroxilo en su estructura molecular y del efecto estérico (Leja et al., 2007). El propdleo de

Chihuahua presenté una alta concentracién de fenoles totales.
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Dentro de los fenoles hay un grupo numeroso de polifenoles que son los flavonoides
caracterizados por su poder antioxidante, esta propiedad estd estrechamente relacionada
con su estructura (Gulcin, 2012). Entre los compuestos con mayor actividad antioxidante
se encuentra la quercetina (Silva et al., 2000). Este compuesto fue identificado en el

propdleo de Chihuahua.

El propdleo de Chihuahua fue analizado por HPLC, los resultados indicaron que presenté
acacetina, crisina, kaemferol, luteolina, naringenina, naringina, pinocembrina, quercetina.
La acacetina tiene un efecto hipoglucemiante segun Juarez R. et al., (2015) ademads de
poseer actividad antioxidante, junto con la crisina. El kaemferol inhibe la a-glcosidasa
(Peng et al.,, 2016). Se ha observado in vitro que la luteilina inhibe a las enzimas a-
glcosidasa, a-amilasa y reduce el nivel de glucosa plasmatica (Danish A., 2014). lLa
naringenina y naringina tienen un efecto antihiperglucemiante y antioxidante en un
modelo de DM con STZ en ratas (Annadurai et al., 2012). La pinocembrina ha mostrado ser
un hipoglucemiante en un modelo de DM con STZ en ratas (Huang et al., 2015). En cuanto
a la quercetina ademds de ser un excelente antioxidante usado como referencia para
dicha actividad, incrementa la secrecidn de insulina, reduce la glucosa en plasma y tiene
un efecto protector en los islotes en un modelo de DM inducido con STZ (Nayak et al.,
2014). Estos compuestos pueden estar actuando de forma sinérgica ya que la mayoria

presentan actividad antioxidante.

Por todo lo anterior presentado, el propéleo de Chihuahua es un buen candidato para
posteriores estudios como antidiabético, tomando en cuenta su efecto hipoglucemiante

en un modelo de DM inducida con STZ.
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Conclusiones
» El propdleo de Chihuahua tiene un efecto hipoglucemiante en un modelo de DM

experimental.

» La pérdida de peso corporal por la DM fue mantenida por el propdleo.

» El propdleo favorecio el contenido de insulina presente en ratones diabéticos.

» La administracién de propdleo aumenté en el porcentaje del drea de los islotes

pancreaticos.

» La buena Capacidad Antioxidante demostrada es debida a la presencia de fenoles y

flavonoides principalmente.
» Estos compuestos como la acacetina, crisina, kaemferol, luteolina, naringenina,

naringina, pinocembrina, quercetina encontrados en el propdleo de Chihuahua

tienen un efecto favorable para la reduccion de los niveles de glucemia.
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APENDICES

(APENDICE 1)

Técnica de Maceracion
(Dominguez, 1973)

El propdleo en grefia, se colocaron 300 g en un matraz Erlenmeyer, posteriormente se le
agrego 1L de solvente, para que el propdleo estuviera cubierto y el liquido por encima del

recipiente fue tapado con un aluminio para evitar la evaporacioén del solvente.

El propdleo se dejé reposar con un maximo de 2 semanas, teniendo en cuenta que la
extraccién de los compuestos se vio reflejado en la coloracién del liquido, entre mas

oscuro mayor el rendimiento.

Por ultimo se realizd una destilacion a presion reducida en un rotavapor. Posteriormente
se colocd en un recipiente para que se evaporara el solvente y se obtuvo extracto libre del

solvente.

(APENDICE 2)

Inducciéon de diabetes
Se estandarizd la dosis mediante ensayos previos de STZ a 130mg/kg esto en 100 pL de

buffer de citratos para la induccidon de la DM en ratones CD1, a las 7 semanas de edad. El
calculo para buffer de citratos donde el peso molecular del citrato de sodio= 294.09 g en
1L esto es 1 M, para llevarlo a 0.05 M se calculé 0.147 gramos de citrato de sodio para 10
mL de agua destilada y para bajar el pH se usé acido citrico 0.1 M. La STZ debié mantener
en frio hasta el momento de la inyeccion, que fue administrada via intraperitoneal. Esto

en condiciones de ayuno, que es considerado de 4-6 horas sin alimento.
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(APENDICE 3)

Obtencion de muestras de pancreas para histologia
Se sacrificé al ratén por dislocacién cervical o por cdmara de CO,, e inmediatamente se

limpid la parte abdominal con alcohol al 70% para retirar la piel y no contaminar las
visceras con pelos, una vez retirada la piel, los intestinos fueron sacados y puestos en la
parte baja respecto al ratdn, se saco el higado, envuelto en papel y se subié en direccién a
la cabeza del ratén. Para identificar el conducto biliar que va de la bolsa biliar al duodeno
pero bifurca antes al pdncreas, posteriormente con una pinza de buldog se prensd
justamente en la ampolla de Vater para dejar sélo una via de acceso para inyectar fijador
Bouin (APENDICE 3.1), una vez irrigado todo el pancreas se corté el tejido que mantiene al
pancreas fijo evitando cortar al mismo, se guardd en un tubo cénico de 30 mL, durante 24
h en frio, después se lavé con agua corriente hasta retirar o quitar el acido picrico y se

inicid con el tren de deshidratacién Figura 8 y 9.

Figura 8 y 9, el pancreas se le inyectd fijador de Bouin y todo lo observado de amarillo es el
pancreas, en la figura de la derecha el pancreas fue lavado con agua.

(APENDICE 3.1)
El fijador de Bouin se prepard con 75 mL de solucién acuosa y acido picrico, mezclando 25

mL de formol y afadiendo 5mL de acido acético glacial.

Miguel Angel Villanueva Campos 33



2015

La solucién acuosa con &acido picrico se prepard con 0.5g acido picrico en 100 mL de agua

destilada.

(APENDICE 4)

TECNICA DE HISTOLOGIA
Tren de deshidratacion

Deshidratacién. Significa extraer o remover el agua de los tejidos fijados. La
deshidratacion debe ser completa porque, de lo contrario, el solvente no actua de forma
adecuada y el bloque de inclusién no alcanza la dureza requerida. Para tal fin se utilizaron

liquidos deshidratadores en los cuales se sumergieron los tejidos.

Los deshidratadores mas usados son el alcohol etilico, el alcohol isopropilico, el dioxano y

el cloroformo.

En el caso de la inclusidn en parafina, las muestras se deshidrataron en bafios sucesivos en

soluciones de concentracion crecientes de alcohol etilico. El procedimiento de rutina fue

el siguiente:

1) alcohol etilico al 70 % ----------------—-- 2 horas
2) alcohol etilico al 80 % ------------------- 2 horas
3) alcohol etilico al 90 % 2 horas

4) alcohol etilico al 100 % (absoluto) ------ 2 horas

Nota: En cada caso es necesario agitar de vez en cuando los frascos que contienen las

muestras.

La deshidratacién incompleta de los tejidos se comprueba cuando éstos al sumergirse en

el liquido diafanizador muestran un aspecto turbio blanquecino.

Diafanizacién. Las muestras deshidratadas se encuentran totalmente embebidas en
alcohol etilico absoluto; pero la parafina tampoco es soluble en alcohol por lo que es

necesario reemplazarlo por sustancias que sean capaces, simultaneamente, de mezclarse
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con el alcohol y disolver la parafina. Estas se denominan liquidos diafanizadores o

intermediarios. Ejemplos: butanol, xilol, tolueno, benceno, y el cloroformo.

El liqguido diafanizador de uso mds frecuente es el butanol. La actividad aclaradora o
diafanizadora del butanol se emplea también en el procedimiento de coloracién. La
diafanizacién de los tejidos deshidratados se debe a que estas sustancias poseen un alto

indice de refraccion y al interactuar con los tejidos los vuelven transparentes.

El procedimiento de diafanizacidn se realizé de la siguiente manera:

6) butanol 2 hrs

7) butanol 2 hrs

Nota: las muestras deben agitarse continuamente para permitir la renovaciéon de los

liquidos.
Inclusién y formacién del bloque de parafina.

Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacion del petréleo.
Generalmente son sustancias sdlidas a temperatura ambiente. Existen diferentes tipos de
parafina que se caracterizan por sus puntos de fusiéon. Estos oscilan entre 40° C y 60°C. La
parafina hierve a 300°C, y emite vapores que son muy inflamables. Las parafinas se

clasifican en:

» Blandas. tienen un punto de fusién de 45°C - 52°C. Son recomendables para incluir

tejidos en los se detectaran antigenos mediante inmunohistoquimica.

» Semiduras. Sus puntos de fusidn son de 54°C -58°C. Es la parafina que se emplea
con mayor frecuencia en los laboratorios donde se realiza técnica histoldgica. De
acuerdo a la temperatura del medio, se recomienda su uso pues se pueden

obtener seccionesde 5a 7 um.

» Duras. Tienen un punto de fusion de 60°C - 65°C. Son parafinas que deben usarse

en climas de temperaturas altas.
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La entrada de la parafina al interior de los tejidos se efectlia cuando ésta se encuentre en
estado liquido. En el comercio las parafinas se expenden en forma de bloques discoidales,
escamas, tabletas rectangulares o en forma de grumos pequeios. Las parafinas, se
disuelven usando estufas que las mantienen en ese estado. Las estufas permanecen a una
temperatura constante, generalmente de 2° C a 4° C por encima del punto de fusion de la
parafina a emplear. La parafina diluida se colocd en tres recipientes dentro de la estufa. El
primero, con una capacidad de 1000 a 1500 mL, recibié a las muestras embebidas en xilol;
la parafina reemplazé el xilol de las muestras y se infiltré al interior de las mismas. Los
otros dos recipientes fueron mas pequefios (500 mL. de capacidad) y, de manera
consecutiva recibieron a los tejidos. El Ultimo de ellos sirvié para contener a las muestras
antes del proceso de formacién de los “bloques” de parafina. En el interior de la estufa
debe existir otro recipiente conteniendo parafina liquida pura, que se empled para la
formacién de los “bloques”. Para las muestras de pancreas los tiempos en que

permanecieron las muestras dentro de los recipientes de parafina se realizaron en estos

tiempos:
8) Primer bafo de parafina------------------ 24 horas
9) Segundo bafio de parafina---------------- 24 horas

Nota: agitar las muestras con cierta frecuencia

La inclusién o formacidn del bloque de parafina se efectiio empleando moldes de diversos
materiales, diferentes areas y profundidades. Pueden ser de papel, metal o plastico. El
bloque de parafina debe contener la muestra correctamente orientada para facilitar la
obtencién de las secciones o “cortes”. El molde que se usé fue de metal y se llend con
parafina caliente pura; con una pinza calentada en un mechero se tomd una pieza de
tejido del tercer recipiente y se orientd a una de sus superficies (aquella que se colocd en
contacto con el filo de la navaja) se sumergié al interior del molde, en el que la parafina
empezo a solidificarse, se le aplicd una leve presidn. Después los moldes se enfriaron de
inmediato introduciéndolos en el refrigerador para que la parafina se solidifique de

manera homogénea.
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Todos los procedimientos mencionados, desde la deshidratacion hasta la infiltracién en

los dos o tres recipientes de parafina liquida, se pueden efectuar de manera automatica.

(APENDICE 4.1)

Microtomia (obtencion de los cortes) y su uso.
En esta etapa, los tejidos y la parafina integran un solo bloque que, posee la dureza y la

consistencia suficientes para obtener secciones delgadas y transparentes. Las secciones
delgadas o “cortes” se obtuvieron utilizando instrumentos mecdanicos disefiados para que
en forma mas o menos automatica, seccionen el bloque de parafina en cortes delgados y
de grosor uniforme. Los instrumentos se denominan “microtomos”. El sistema de
funcionamiento de los microtomos consta de cuatro mecanismos principales:

e sujecion del bloque de parafina.

e sujecion de la navaja.

e El que permite que el filo de la navaja seccione al bloque en cortes delgados y de

grosor uniforme.
e £l de avance del bloque en un numero determinado de micrometros después que se

ha obtenido un corte.

Los microtomos se clasifican de acuerdo a la manera como se desplaza el bloque que

contiene el tejido incluido; asi, existen:

Microtomo de rotacion tipo Minot.

Mediante una manivela circular denominada volante, el mecanismo que sujeta al bloque
de parafina se desplaza frente al filo de la navaja, de arriba hacia abajo y viceversa en un

movimiento vertical.

Microtomo de deslizamiento. El movimiento que se realiza para obtener los cortes es
horizontal, es decir de atras hacia adelante y viceversa. Generalmente el mecanismo que

sujeta al bloque de parafina es el que se desplaza y la navaja permanece estatica.

Los microtomos tipo Minot son los de uso mas frecuente en cualquier laboratorio donde

se realiza técnica histoldgica y fue el utilizado para el proceso de las muestras, donde el
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tejido estd incluido en parafina de inclusion. Los microtomos de deslizamiento, en
cambio, se emplean cuando los tejidos estan incluidos en celoidina o cuando la inclusién
en parafina contiene porciones voluminosas de tejidos y érganos. Los microtomos tipo
Minot permiten obtener secciones delgadas, del orden de 4 a 7 um de espesor. Producen
cortes seriados, es decir, cuando se obtiene un corte, éste queda adherido por su borde
anterior al borde posterior del que lo precedid; formandose de esta manera una cinta de
cortes que va descendiendo por la superficie anterior de la navaja. Los cortes seriados se
emplean cuando se desea realizar reconstrucciones tridimensionales del 6érgano
procesado, cuando se requieren comparar secciones vecinas, del tejido u drgano,
coloreadas por diversas técnicas de tincion o cuando se hace el estudio microscépico
topografico en embriones y fetos. Existen dos condiciones indispensables que garantizan
la obtencidn de secciones delgadas, uniformes y seriadas:

e Que la deshidratacidon, impregnacién e inclusion hayan sido realizadas

correctamente.
e El empleo de una navaja o cuchilla muy bien afilada y asentada y que el filo de Ia

misma ofrezca la inclinacién adecuada hacia la superficie del bloque.

En la actualidad se expenden en el mercado cuchillas descartables. Se venden en gran
cantidad, generalmente por cientos, son relativamente baratas. Se emplean para obtener
algunos cortes y luego se descartan. Ofrecen dos ventajas: no se requiere afilarlas y
siempre el usuario tendra un instrumento bien afilado, para la obtencidn de los cortes se
siguieron los siguientes pasos
e Sujetar firmemente el bloque con el sistema de abrazaderas y la muestra orientada
correctamente.
e Alinear el sistema de sujecién de la navaja y el filo de la misma, con la superficie de
corte del bloque.
e Desgastar la superficie del bloque de parafina hasta alcanzar el tejido y tener la

certeza de abarcar toda el drea que se desed seccionar.
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e Marcar en el dial del microtomo, el nimero de micrometros de grosor al que
deben alcanzar los cortes.

e Accionar la manivela que desplaza la abrazadera con el bloque de parafina para
obtener los cortes (aislados o seriados). Obtenidos los cortes se recogeran
cuidadosamente con unas pinzas o pinceles finos.

Los cortes obtenidos, aislados o en forma de cintas, generalmente se presentan arrugados
y muestran una area menor que la que poseen en la inclusién, por lo que es necesario
extenderlos y luego adherirlos a las [dminas portaobjetos (esto facilita su manipulacion
posterior). Los cortes se extendieron al depositarlos sobre la superficie del liquido

extendedor en este caso se uso ryuter.

Las secciones se extienden aisladas o formando cintas, estas se recogen y adhieren al
portaobjetos de la misma forma; en el caso que se requiera recoger los cortes aislados,
extendidos previamente como una cinta, deben separarse utilizando las mismas pinzas
finas o agujas de diseccidn. Para garantizar una mejor adhesiéon de los cortes a los
portaobjetos, se recomienda colocarlo en plancha a 53°C, durante 5 segundos, ya que

pasado ese tiempo se forman burbujas de aire que impiden el proceso de las muestras.

El ruyter se prepard con la adicién de solucién A en la solucion B (en ese orden), gota a
gota muy lentamente, pues de no hacerlo se forma un precipitado. La solucién A se
prepard con 20 gotas de albumina glicerinada en 80 mL de agua destilada, la solucién B
con 20 gotas de benzoato de metilo en 20 mL de acetona, la albumina glicerinada en
proporciones 1:1 de 1 mL, se vacio una clara de huevo de gallina a una probeta y se

agregd el mismo volumen de glicerina, se guardd a 4 °C, para 6 meses.

(APENDICE 4.2).

Coloracion o tincién.
Los cortes de los tejidos adheridos a los portaobjetos estan listos para ser coloreados. El

procedimiento de coloracidn o tincion consiste en que una estructura celular o tisular
adquiere especificamente un color bajo la accién de una sustancia colorante. Se considera

gue una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido que
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disuelve al colorante, no se decolora. El proporcionar color a las estructuras que
constituyen un tejido o un drgano se hace con la finalidad de distinguirlas entre si y
facilitar su observacion. Si se examina al microscopio una seccién de tejido sin colorear, ya
adherida al portaobjetos, se podrd constatar que no es facil discernir sus componentes,
pues lo delgado de los cortes y la diafanizacion producida en los tejidos igualan sus indices
de refraccién. La coloracién proporciona diferencias evidentes entre las estructuras y al
observar los cortes serd facil reconocerlas. Se denomina sustancia colorante a aquella que

puede transferir su color a otro cuerpo.

Teoria de la coloracién. Existen dos teorias que explican el procedimiento de la coloracién
la teoria fisica considera que la coloraciéon es un proceso fisico de adsorcién, asi las
particulas de las sustancias colorantes disueltas penetran en los espacios intra e
intercelulares en los que se mantienen adheridas en razén de la cohesiéon molecular. Por
ejemplo, la coloracién de las grasas o lipidos es una tincidn por adsorcion; los Sudanes Il o

IV tifien las grasas por la facilidad que tienen para disolverse en ellas.

La teoria quimica donde el colorante se une a la sustancia coloreable combinandose con
ella intimamente debido a la presencia de agrupaciones moleculares acidas o bdsicas en
los componentes celulares o tisulares que se unen respectivamente a los cromdgenos
basicos y acidos de los colorantes, formando sales insolubles. Una prueba de ello es el
hecho de la casi imposibilidad de separar completamente el colorante de los
componentes en donde ejercié su accidn de tincion aun empleando sus liquidos solventes.
De acuerdo a esta teoria los colorantes se unen (ligan) a los tejidos por enlaces idnicos,
covalentes o de hidrégeno. El enlace idnico o electrostatico ocurre cuando el colorante y
la sustancia que se va a tefiir, desarrollan diferentes cargas eléctricas y entonces se atraen
una a la otra, por ejemplo, el citoplasma se colorea porque las proteinas citoplasmaticas

poseen carga eléctrica (+) y las particulas del colorante tienen carga eléctrica (-).
Clasificacion de los colorantes. Existen varios criterios para clasificar a los colorantes:

Por su origen. Pueden ser naturales y artificiales (sintéticos). Colorantes naturales, se

extraen de animales como el carmin, que se extrae de la cochinilla, artréopodo parasito de
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los tallos del nopal (tuna). El carmin (de color rojo intenso) es uno de los colorantes
naturales mas empleado en la industria alimentaria y cosmética. En técnica histoldgica se
utiliza el carmin de Best para demostrar glucdgeno, el carmin de Mayer para demostrar
mucina; las células fagociticas se evidencian con el carmin de litio (colorante vital).
Vegetales como la hematoxilina, obtenida de la corteza de un arbol, el “palo de
campeche” (Haematoxilum campechanum), la safranina que se extrae de una liliacea

(pistilos de la flor de azafran) o la orceina que se obtiene de un liquen.

Colorantes artificiales o sintéticos. Son productos derivados de la destilacion de la hulla o
carbdn y se clasifican en acidos: son sales cuya parte basica es incolora y el componente
acido posee color. Asi, en el colorante eosina o eosinato de sodio, la propiedad colorante
se debe al 4cido eosinico y no a la base, el sodio. Los colorantes acidos tienen carga
eléctrica negativa, por lo tanto la designacién correcta es la de colorantes anidnicos.
También se les conoce como colorantes citoplasmaticos, pues tifien al grupo quimico,
cargado eléctricamente, localizado en un extremo de la cadena de aminodcidos que
integran las proteinas citoplasmaticas. Las sustancias que atraen eléctricamente a los
colorantes acidos se denominan “aciddfilas” y quimicamente estan constituidas por
componentes bdsicos o alcalinos. Ejemplos: la eosina, el amarillo de metanilo, la fucsina
acida, el acido picrico, el verde rapido, el naranja G, la safranina, el azul de anilina, etc. b)
Basicos. Son sales que poseen la base coloreada e incolora la porcidon acida; por ejemplo,
el azul de metileno o clorhidrato de azul de metileno, debe su propiedad colorante a la
base azul de metileno y no al acido clorhidrico que es incoloro. Poseen una carga eléctrica
positiva, por lo tanto son colorantes catidnicos. Se les denomina también colorantes
nucleares, pues tienen afinidad por los acidos nucleicos (ADN y ARN). Las sustancias
tefiidas por los colorantes basicos se denominan “baséfilas” y estdn constituidas por
componentes acidos. Ejemplos: la hematoxilina, el rojo nuclear, el azul de metileno, la

tionina, el azul de toluidina, la fucsina basica.

Coloracion de hematoxilina-eosina (H&E) La coloracion de hematoxilina-eosina se
considera como la técnica de tincion de uso mas frecuente en el estudio de células y

tejidos, a través del microscopio, consiste en la tincidon de los nudcleos mediante una
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hematoxilina ya que es cationica tifiendo de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o
negro el nucleo para ello debe estar previamente oxidada y transformada en hemateina a
la que se le aflade una sustancia mordiente para formar una laca (para tal fin se usan sales
metalicas de aluminio, plomo o fierro), dependiendo de los agentes oxidantes vy
mordientes que se utilizaron. El citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que

es anidnica que les confiere diversos grados de color rosado al citoplasma.
El procedimiento de coloracién de H & E es el siguiente:

1. Se desparafiné los cortes con un previo de 1 hora en estufa a 53 °C, después sumergid

en xilol (1) durante 15 minutos después a xilol (2) 10 lavados

2. Se hidrato los cortes en bafios decrecientes de alcohol, etanol absoluto (100°) 10
lavados, cada lavado es sumergir la canasta con las muestras un tiempo breve de 2
segundos y sacarlas a la superficie, después etanol al 90° 10 lavados, etanol al 80° 10

lavados, etanol al 70° 10 lavados, agua corriente 10 lavados.

3. Se colored con la solucién de hematoxilina, en este paso es conveniente respetar el
tiempo de coloracién que recomienda cada tipo de solucion de hematoxilina.
Dependiendo de la férmula de preparacion el tiempo puede variar de 3 a 20 minutos. La
hematoxilina de uso mas frecuente es la hematoxilina aluminica de Harris 3 a 5 minutos,
qgue fue la usada para las muestras de pdancreas, se realizé con un tiempo de 5 minutos

para las muestras de pancreas. Se Lavd con agua corriente 10 lavadas.

5. Se diferencid, para eliminar el exceso de colorante, se empled el alcohol acido al 1%,
hasta que los nucleos y los componentes basdfilos de las células fueron los Unicos que
permanecieron teiidos, lavar 10 veces con agua corriente, para virar al color azul,
empleando soluciones de sustancias alcalinas como agua amoniacal 2 lavados, lavar con

etanol al 96°C 10 lavados

6. Se colored con una solucion alcohdlica de eosina 3 a 5 minutos.
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7. Se deshidraté en bafios crecientes de alcohol etilico alcohol 70° 10 lavados, etanol 80°
10 lavados, etanol al 90° etanol absoluto (100°) 10 lavados, etanol absoluto (100°) 10

lavados.

8. Se diafanizé o aclaré empleando xilol 1 durante 10 lavados xilol 2 10 lavados. En estas

condiciones los tejidos estdn preparados para realizar en ellos el montaje
Montaje.

Concluido el proceso de la tinciéon de los cortes, éstos se colocaron en condiciones de
proteccion para poderlos utilizar infinidad de veces sin que se deterioren. Para alcanzar
tales propdsitos se recurrié al ultimo procedimiento que es el montaje. Este
procedimiento consiste en colocar encima del corte coloreado y diafanizado una gota de
una sustancia adherente, se uso resina sintética de la marca HYCEL, diluida generalmente
en xilol al 60° cuyos indices de refraccién son similares a los del vidrio y encima de ellos,
una laminilla cubreobjetos, cuidando que no queden burbujas de aire entre la resina. A
continuacion se dejo que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez suficiente para ser

observadas.

(APENDICE 5)

Actividad antioxidante
(Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evalué midiendo el grado de decoloracién (desvanecimiento
del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién metandlica de 2,2-difenil-1-
picrilhidracil (DPPH) por la adicidon del compuesto activo a diferentes concentraciones (1-
100 ppm), por medio de espectrometria UV-VIS. En una placa de ELISA se adicionaron 50
puL de la solucion problema a diferentes concentraciones (1-100ppm) por triplicado,
posteriormente a cada pozo con las concentraciones sefialadas, se adicionaron 150 uL de
una solucién metandlica de DPPH cuya concentraciéon final fue de 100 pg/mL;

inmediatamente se protege de la luz y se mantendra en agitacién constante durante 30
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min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo se determind la absorbancia a 540nm en un
lector de ELISA SLT Spetra; el blanco fue aplicando 200uL de metanol en los pozos y como

control positivo se usa quercetina a las mismas condiciones que el compuesto problema.
Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron reportados obteniendo el porcentaje de reduccién y se calculé con

la siguiente féormula:

% de reduccién= (C-E/C)*100

En donde:

C= Absorbancia del control positivo (DPPH con metanol)

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPH + compuesto problema).

(APENDICE 6)

Contenido de Fenoles Totales (CFT)
(Método modificado de Singleton et al., 1999)

La concentracién de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometria con base a una
reaccidn colorimétrica de dxido-reduccion, para ello el agente oxidante que se utiliza es el
reactivo de Folin-Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de fosfomolibdato y
fosfotungstato (coloracién amarilla), en el cual el molibdeno y el tungsteno se encuentran
en estado de oxidacion 6*. La reduccidn con ciertos agentes reductores genera la
formacién de molibdeno y tugsteno con un promedio de estado de oxidacién entre 5*y 67,

formando una solucidon azul.

Se prepara una curva de calibracién con acido gdlico, el cual es una pequeiia molécula que
por su estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido a un grupo -

OH. Se utiliza para evaluar la cuantificacién de fenoles totales.

Se utiliza una solucién estandar de acido galico de 0.2 mg/mL. A partir de esta solucién se

toman las alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido
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gélico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL), a cada una se le agrega el volumen
correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un

volumen final de 1 mL. Cuadro 5.

Para el andlisis de fenoles totales del extracto, se prepara una solucidon estandar (0.2
mg/mL), se toma una alicuota de 250 uL de esta y se agregan 750 uL de agua destilada,

para obtener un volumen final de 1 mL a una concentracién de 0.05 mg/mL.

Se toma 1mL de cada una de las concentraciones (acido galico y extracto) y se transfiere a
un tubo de ensayo con 6mL de agua destilada a continuaciéon se adicionan 500 uL de
reactivo Folin-Ciucalteu. Después de cinco minutos se afiaden 1.5 mL de una solucién de

Na»COs (200 g/L) y agua hasta completar un volumen de 10mL.

Después de dos horas de reaccién a temperatura ambiente se determina la absorbancia a

760nm. Cada concentracién se determina por triplicado.

Finalmente se grafica la concentracién contra la absorbancia para obtener la curva patrén
de acido gdlico, se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola la absorbancia de la

muestra a evaluar. Los resultados se expresan como equivalentes de acido gélico o bien en

porcentaje.
1 0.00625 31.25(31) 968.75 (968.5) 7
2 0.0125 62.5 937.5 7
3 0.025 125 875 7
4 0.05 250 750 7
5 0.1 500 500 7
6 0.2 1000 0 7
P (problema) - 250 750 7

Cuadro 5. Curva patron para cuantificar fenoles totales
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(APENDICE 7)

Flavonoides totales
(Método de Down)

El contenido de flavonoides totales se determina usando una curva patrén con quercetina

(0-100 mg/L).
Preparacion de solucion stock:
1 mg de quercetina- 1 mL de MeOH

Considerando que el volumen total de solucion STOCK es 1785 L, se emplearon 2 mg de

qguercetina en 2 mL de MeOH.

[ 1ppm ML STOCK puL MeOH (AICl3) al 2% mL
“ 120 2880 3
“ 150 2850 3
“ 180 2820 3
210 2790 3
“ 240 2760 3
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270 2730 3
300 2700 3
problema 3mL 0 3

Cuadro 4. Curva patron para la cuantificacién de flavonoides
Preparacion del extracto en solucion:
0.2 mg -1 mL de MeOH
X - 3mLde MeOH

X= 0.6 mg de extracto a probar en 3 mL de MeOH

Para el analisis de flavonoides totales del extracto se preparan 3 mL de cloruro de
aluminio (AICIs) al 2% en metanol, se mezcla con 3 mL del extracto en solucion a probar

(0.2mg/mL).
La prueba se hace por triplicado.

Lectura: Después de 10 minutos de reaccidon a temperatura ambiente se determina la
absorbancia a 415 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de quercetina/g de

extracto (eQ/g).
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