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RESUMEN

La resistencia a la insulina (RI) se relaciona con una variedad de comorbilidades, como
la diabetes tipo 2, higado graso, arterosclerosis, hipertension. Los mecanismos
subyacentes de la Rl incluyen la insensibilidad al receptor de insulina, la disfuncion en
la expresion de GLUT-4 y la inflamacion cronica de bajo grado inducida por la sintesis
de citocinas como el TNF-a e IL-6, lo que afecta la captacion de glucosa. En este
contexto, se ha investigado el potencial hipoglucemiante de la planta medicinal Calea
urticifolia. Para ello, se utilizé6 modelos de inflamacion, cultivos de islotes pancreaticos
y células 3T3L1. Se identific6 dos posibles mecanismos del extracto acuoso de C.
urticifolia: uno dependiente de la insulina y otro independiente de ella. Estos hallazgos

sugieren el potencial de la especie en el abordaje de la RI.

Palabras clave: Diabetes, Insulina, Calea, Resistencia a la insulina, Inflamacion de

bajo grado.
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ABSTRACT

Insulin resistance (IR) is liked to various comorbidities such as type 2 diabetes mellitus
(DM-2), fatty liver, atherosclerosis, and hypertension. Underlying mechanisms of IR
include insulin receptor insensitivity, dysfunction in GLUT-4 expression, and chronic
low-grade inflammation induced by cytokines such as TNF-a and IL-6, affecting glucose
uptake. In this context, the hypoglycemic potential of the medicinal plant Calea
urticifolia was investigated. To this end, inflammation models, pancreatic islets cultures,
and 3T3-L1 cells were used. Two possible mechanism of the aqueous extract of C.
urticifolia were identified: one insulin-dependent and another insulin-independent.

These findings suggest the potential of the species in addressing IR.

Keywords: Diabetes, Insulin, Calea, Insulin resistance, low grade inflammation.
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1. INTRODUCCION

La glucosa desempefia un papel esencial en el metabolismo energético al servir
como la fuente primaria para la generacion de ATP (Adenosinatrifosfato), debido a
gue facilita las reacciones metabdlicas y biol6gicas fundamentales a nivel celular.
Por tal importancia, el almacenamiento preciso y la regulacion homeostética de la
glucosa son considerados procesos criticos para el buen funcionamiento organico
de 6rganos y tejidos (Scaffidi et al., 2023).

En este contexto, la incorporacién de glucosa en la célula se establece como un
proceso metabolico y molecular esencial. El incremento de las concentraciones de
glucosa circulante por arriba de su homeostasis, se desencadena una serie de
reacciones celulares en cascada que favorecen la regulacion de la glucosa circulante
a niveles normales (80 a 100 mg/dL).

Este proceso depende de factores clave, entre los cuales se destaca la activacion
de receptores celulares por insulina (hormona liberada por las células beta del
pancreas en respuesta al incremento de los niveles de glucosa en sangre), que
permiten a través de sefales intracelulares, la sintesis de proteinas transportadoras
de glucosa (GLUT), que desempeiian un papel determinante en este proceso (Foster
y Klip, 2000).

La insulina es una hormona peptidica producida por las células beta de los islotes de
Langerhans en el pancreas, ésta interactla con los receptores celulares estimulando
la captacion de glucosa, especialmente en tejidos periféricos como el musculo y
tejido adiposo. Ademas, inhibe la gluconeogénesis y lipdlisis, mientras estimula la
gluconeogénesis y sintesis de proteinas (Anaya y Ariza, 2005).

No obstante, la disminucién de la sensibilidad del receptor celular a la insulina,
conocida como resistencia a la insulina (RI), puede modificar negativamente la
homeostasis de la glucosa y contribuir al desarrollo de trastornos como la diabetes
mellitus de tipo 2 y otras comorbilidades.

La Rl es un fenbmeno complejo que implica alteraciones en diversos niveles
celulares y moleculares, incluyendo la desregulacion de la sefializacion insulinica,
acumulacion de lipidos intracelulares, presencia de inflamacion crénica de bajo

grado, disfuncion del tejido adiposo, estrés oxidativo, disfuncidon mitocondrial,



factores genéticos y epigenéticos, y la accion de hormonas contrarreguladoras como
los glucocorticoides (Hurrle y Hsu, 2017).

Las enfermedades cronicas asociadas con la Rl pueden demeritar la calidad de vida
de quienes las padece, ademas, genera costos socioecondmicos significativos tanto
para los individuos quienes la padecen y familiares, asi como para los sistemas de
salud y la economia en general.

Esta situacion se intensifica en paises de vias de desarrollo y sus poblaciones
rurales, donde la falta de recursos y los elevados costos asociados a los tratamientos
convencionales dificultan el manejo de las condiciones de salud. En consecuencia,
muchas personas recurren a practicas tradicionales, como el uso de plantas
medicinales, como alternativas mas accesibles. Ante este escenario, la investigacion
de los tratamientos alternativos surge como un campo de oportunidad valioso para

descubrir nuevas opciones terapéuticas y es la base de esta investigacion.



2. ANTECEDENTES

2.1.Insulinay su efecto en la homeostasis de glucosa
La insulina es una hormona peptidica con un peso molecular de 5.8 KDa. Se secreta
por las células B de los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a niveles
elevados de glucosa en la sangre. Su funcion principal radica en mantener la
homeostasis de glucosa, permitiendo su aprovechamiento en el organismo (Roberts
et al., 2013).
La secrecion y produccion de insulina involucra diversas rutas metabdlicas. El
proceso inicia con la presencia de hiperglucemia en sangre y la incorporacion de
glucosa a las células pancreéticas, que se convierte en adenosin trifosfato (ATP).
Este ultimo inactiva los canales de potasio dependientes de ATP, resultando en la
acumulacion de iones de potasio al interior de la célula y la consiguiente
despolarizacién de la membrana. El siguiente paso es la apertura de canales de
calcio, facilitando la movilizacién de granulos que contienen insulina (Huang y
Joseph, 2014).
La insulina liberada circula a través del torrente sanguineo a todo el organismo hasta
interaccionar con el receptor de superficie celular denominado receptor de insulina
(IR) de cada célula (Huang y Joseph, 2014).
Los mecanismos moleculares desencadenados por la activacion del receptor de
insulina (IR) involucran la fosforilacion del propio receptor y su acoplamiento con el
sustrato del receptor de insulina (IRS). Tras esta interaccién, se inician dos cascadas
de sefializacion intracelular. La primera es la via de las MAP cinasas, esta inicia a
través de la activacion del complejo Proteina 2 unida al receptor de factor de
crecimiento (Grb2) y el recambiador de nucleétidos de guanina (SOS), ya sea
directamente a través del IRS o por la union y activacion de la proteina Shc (proteina
mediadora de transduccion de sefiales intracelulares). Esta cascada culmina con la
activacion de las cinasas ERK1 y 2, proteinas que desempefian un papel en la
regulacion de la expresion génica en tejidos sensibles a la insulina, aunque no
necesariamente en el metabolismo de glucosa (Andrali et al., 2008).
La segunda cascada de sefializacion se lleva a cabo a través de la activacion de la

cinasa fosfoinositol 3 (PI3K), via principal por la que la insulina regula el metabolismo



de la glucosa. Este proceso inicia con la union del IRS, que se fosforila para
acoplarse a diversas proteinas, activando asi diferentes isoformas de PI3K. Estas
isoformas, a su vez, activan AKT (cinasa dependiente de serina/treolina o proteina
guinasa B), una proteina que regula multiples funciones, incluyendo apoptosis,
sintesis de glucdgeno, sintesis de proteinas, adipogénesis y el metabolismo de
glucosa. AKT esta directamente relacionada con la traslocacion de los receptores de
glucosa GLUT-4 desde las células musculares y adiposas hacia la membrana,
facilitando el ingreso de glucosa al interior celular para su posterior metabolismo. El
proceso se detiene una vez finalizado el estimulo de la insulina, aunque no se detiene

por completo (Roberts et al., 2013).

2.2.Resistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina implica una disminucion en la respuesta del receptor de
insulina al estimulo hormonal, especialmente en tejidos como el musculo, tejido
adiposo e higado. Esta falta de respuesta conlleva a efectos relacionados con su
funcidén bioldgica y se propicia un aumento en la secrecion de insulina por parte del
pancreas, resultando en hiperinsulinemia, asi como de hiperglicemia, hipertension,
dislipidemia, adiposidad visceral, hiperuricemia, elevacion de marcadores
inflamatorios, disfuncion endotelial y estado protrombético. Estas alteraciones
contribuyen al desarrollo de enfermedades cronicas no trasmisibles como la diabetes
mellitus (DM) (Freeman, 2022). La DM es una enfermedad presente a nivel mundial,
cuyos indices de aparicion lejos de disminuir, aumentan afio con afio. En un estudio
epidemioldgico realizado por (Khan et al., 2019), se estimé que alrededor de 462
millones de personas en el mundo viven con DM2, lo que corresponde al 6.28% de
la poblacion mundial. Se espera que estos datos aumenten a 7.09% en 2030 y a
7.86% en el 2040.

2.3. Factores inmunolégicos relacionados con la Rl
La presencia de hiperglicemia trae como consecuencia un efecto lipogénico
(hipertrigliceridemia), que, aunado al consumo de una dieta hipercaldrica, aumenta

la concentracion de lipidos circulantes. Este aumento provoca la instauracion de un



proceso inflamatorio crénico de bajo grado, caracterizado por la activacion del
receptor TLR-4 (Toll like receptor 4, por sus siglas en inglés). Este receptor forma
parte de la familia compuesta por 13 receptores, cada uno activado por diversos
estimulos. El tipo TLR-4 esta ampliamente distribuido en los tejidos de los mamiferos
y se activa principalmente por lipopolisacaridos (LPS) presentes en la membrana
celular de bacterias (Ciesielska et al., 2021). Sin embargo, se ha demostrado que
también puede activarse mediante otros estimulos enddgenos, como los acidos
grasos de cadena corta liberados durante la hipertrofia y apoptosis de las células
adipociticas, que acumulan grandes cantidades de estos &cidos grasos.

Una vez activado este receptor por la presencia de acidos grasos libres, promueve
la formacion de citocinas y el reclutamiento de macréfagos hacia el tejido (Hong
et al., 2020). Entre estas proteinas inflamatorias incluyen a la proteina C reactiva
(CRP), ademéas un aumento en la secrecién de interleucina 6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y otras interleucinas y adipocinas proinflamatorias
(Esposito et al., 2003).

Las adipocinas son proteinas sintetizadas por el tejido adiposo que cumplen diversas
funciones en el organismo. Mientras algunas de ellas exhiben propiedades
antiinflamatorias, otras se consideran proinflamatorias. En estados de obesidad,
comunmente estan vinculadas con enfermedades metabdlicas, se observa una
sobreexpresién de la mayoria de las adipocinas proinflamatorias. Entre estas se
encuentran la leptina, resistina, lipocaina y angiopoyetina, las cuales se suman a la
produccién de IL-6 y TNF-a. Esta sobreproduccion de proteinas proinflamatorias,
combinada con otras, genera un estado de inflamacion crénica de bajo grado (ICBG),
gue eventualmente interferir en la sefalizacion del receptor de insulina (Ouchi et al.,
2011).

La ICBG no es producida de manera natural en sujetos sanos. Esto se evidencia por
la presencia de macrofagos infiltrados en el tejido adiposo en individuos con sobre

peso y obesidad (Olefsky y Glass, 2010).



2.4.Tejido adiposo y mediadores inflamatorios
El tejido adiposo (TA) se clasifica segun su composicién y funcién en tejido adiposo
blanco (WAT) y el tejido adiposo marrén. El tejido blanco es conocido como un
organo endocrino debido a su funcion secretagogo de hormonas denominadas
adipocinas, que incluyen la adiponectina, la leptina, resistina, grelina y la visfatina
(Olefsky y Glass, 2010).
La adiponectina participa en el metabolismo de la glucosa y tiene efectos
antiinflamatorios que mejoran la sensibilidad de la insulina y promueve la activacion
de la AMP proteina cinasa (AMPK) tanto en higado como tejido muscular. Se ha
demostrado que reduce la inflamacion al inhibir la produccién de TNF-a inducido por
el factor de transcripcion NF-kB. Por otro lado, la leptina regula el apetito y la
termogénesis, mientras que la grelina controla la adiposidad, energia y apetito. La
resistina, esta relacionada directamente con la resistencia con la insulina al participar
en el incremento de enzimas gluconeogénicas en el higado y la disminucién de la
actividad de AMPK y la expresion de IRS (Leal y Mafra, 2013).
La actividad enddcrina del TA produce quimiocinas y citocinas como la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), IL-8, TNF-a, IL-6 e IL-18 (Gregor y
Hotamisligil, 2011).
Estas dltimas actian como mediadores proinflamatorios promoviendo un aumento
en la infiltracion de diversas células del sistema inmune al tejido adiposo. Los
macrofagos pueden activarse a través de tres vias distintas, siendo la via clasica,
una de la mas caracterizada por la presencia de linfocitos Thl y células Natural Killer
(NK), que activan macroéfagos tipo M1. Estos macrofagos se conocen por su extensa
secrecion de TNF-a e IL-6. Ademas de la via clésica, otras vias de activacion
incluyen la via de activacion alternativa, la via innata y la via humoral (Tilg y Moschen,
2006).
Los macrofagos M1 infiltrados rodean al adipocito necrético formando estructuras de
tipo corona y secundario a esto, los linfocitos Thl y citotoxicos acuden para la
eliminacién del tejido muerto y su consecuente liberacion de acidos grasos libres
(Goransson et al., 2023).



Los &cidos grasos libres que se acumulaban en el tejido adiposo son capaces de
unirse a TLR-4 (Kawai y Akira, 2011), receptores localizados en la membrana de los
macrofagos. Esta unidén ligando-receptor desencadena vias de sefializacion
intracelular, como Ikkb/NF-kB y JNK/AP-1 que culminan con la activacion de la
respuesta inflamatoria y exacerban la produccién de mediadores inflamatorios
involucrados en la induccion de RI (Jialal et al., 2012). Prieur y colaboradores (2011),
demostraron la capacidad de diferenciacion de macrofagos M2 a M1 en un modelo
de inflamacioén de bajo grado, ademas de presencia de Rl en ratones C57BL/6, esto
sugiere que es un factor importante para el desarrollo de lipotoxicidad (Prieur et al.,
2011).

2.5.Vias de metabolismo de la glucosa independientes de la insulina

La incorporacion de glucosa intracelular no se limita exclusivamente a las vias
insulino-dependientes mencionadas anteriormente. Existen mecanismos que son
independientes a la insulina, pero entran en accion en respuesta de la ausencia de
Insulina y la elevada concentracion de glucosa extracelular.

Cuando se induce una inhibicién en la sensibilidad del receptor celular de insulina,
las células requieren nuevos mecanismos para aprovechar la glucosa presente en el
medio extracelular. Uno de estos meétodos es la activacion de AMPK, una enzima
heterotrimérica apy que inhibe la liberacion de acidos grasos por el higado y tejido
adiposo al inhibir la activacién de la acetil-CoA carboxilasa 1y 2 (ACC1 y ACC2).
Algunos medicamentos, como la metformina, incrementan la actividad de la AMPK,
inhibiendo asi la respiracibn mitocondrial e incrementando los niveles de AMP,
mejorando de esta forma la sensibilidad del receptor de insulina (Ford et al., 2015).

La AMPK entonces actla en escenarios en los cuales la insulina no ejerce su efecto
debido a deficiencias en su receptor, proporcionando una via alternativa para la

incorporacion de glucosa intracelular.

2.6.Captacion de glucosa en el adipocito
El tejido adiposo, como ya se ha mencionado previamente, desempefia un papel

crucial en la homeostasis de glucosa en el organismo. En términos generales, el



adipocito capta la glucosa circulante por medio de los receptores de insulina, los
cuales, al activarse por el estimulo de esta proteina, promueven la traslocacion de
los transportadores de glucosa GLUT-4 a la membrana celular (Czech, 2020).

Ademas de esta via insulino-dependiente, el adipocito puede ingresar glucosa al
interior celular por otras vias, como lo es el ayuno sostenido o situaciones de estrés
celular, inflamacién o en respuesta a dafio celular. Este estado promueve la
inhibicion de hormonas como la insulina y la leptina, y aumenta la secrecién de
glucagon, cortisol, adrenalina y noradrenalina. Estas hormonas promueven la
captacion de glucosa por vias alternas que permiten al adipocito obtener energia
suficiente para los siguientes pasos relacionados con su sobrevivencia (Kersten,
2023). La funcion principal del adipocito es almacenar acidos grasos como reserva
energética para el organismo en condiciones de ayuno, transformando la glucosa
extracelular en acilglicéridos que eventualmente seran fuente energética en el

organismo (Scaffidi et al., 2023).

2.7.Modelos experimentales de RI
En modelos in vivo, numerosos estudios respaldan el efecto de la resistencia a la
insulina en raedores. Se han descrito metodologias en las cuales los animales son
sometidos a tratamientos con diabetogénicos quimicos como la estreptozotocina o
con dietas altas en grasa, que inducen un estado inflamatorio relacionado con la
generacion de resistencia a la insulina (Liu et al., 2019). En ratones C57BL6, se ha
demostrado el papel crucial de la insulina en el control glicémico, al activar rutas
metabdlicas importantes como la activacion del PIK3 y AKT, la activacion de los
transportadores de glucosa (GLUT4, GLUT2) y, como consecuencia, el ingreso de
glucosa a las células. Ademas de estas vias, se ha observado la importancia de la
activacion de la AMPK como via insulinodependiente que funciona como un sensor
de energia, activandose en estados de disponibilidad de glucosa, pero no de insulina.
La activacion de AMPK ayuda a regular el metabolismo de glucosa al movilizar
GLUT-4 a la membrana y promover glucdlisis. Estos modelos de alto consumo de

grasas han sido ampliamente usados como modelos para estudiar posibles



tratamientos de diabetes mellitus, ya que inducen un estado de RI e hiperglucemia
(Hu et al., 2022).

Por otro lado, se han estudiado modelos in vitro que permiten estudiar los
mecanismos de clave de la resistencia a la insulina y DM2, asi como el efecto de
multiples tratamientos alternativos. La linea celular 3T3-L1 se ha establecido como
una herramienta ampliamente utilizada para estos estudios, ya que permite
comprender de manera mas precisa los mecanismos que generan la hipertrofia
celular. Este modelo proporciona informacion detallada sobre las vias activadas o
suprimidas sin las interferencias o caminos desconocidos presentes en los adipocitos
obtenidos de cultivo primario (Jackson et al., 2023). Numerosos estudios han usado
esta linea celular como base para el desarrollo de descubrimientos que correlacionen
con observaciones en modelos in vivo 0 bien que sirvan como base para este tipo
de modelos.

Existen también modelos ex vivo, que permiten establecer los mecanismos que
generan diversos xenobiéticos en el organismo. El cultivo primario de adipocitos o
islotes pancreaticos ayuda a tener una idea clara del efecto de estos durante
procesos metabdlicos como ocurre en la RI. El cultivo primario de islotes
pancreédticos ha permitido evaluar el efecto secretagogo e insulinoproductor de
multiples compuestos terapéuticos o alternativos que pueden ser utilizados como

herramienta para el tratamiento de la DM2 o de la Rl (Mahmoud et al., 2015).

2.8. Tratamientos de la Rl y DM2

La RI es el resultado de una falla progresiva en las células B-pancreaticas o por

defectos en su receptor celular. El tratamiento para mejorar la resistencia a la insulina

se traduce, a su vez, en mejorar la sintomatologia de la DM2. Dentro de estos
tratamientos actuales se encuentran:

. Sulfonilureas: este grupo de farmacos se unen a los canales de potasio (K+)
sensibles a ATP de las células B-pancredticas, inhibiendo la salida de K+ vy
causando despolarizacion de la membrana. Esto promueve la apertura de los
canales de calcio dependientes de voltaje que favorecen el ingreso del mismo ion

y con esto la sefializacion que culmina con la liberacion de insulina, en donde el



principal efecto adversos de este tipo de medicamentos es la hipoglucemia
(Imam, 2013).

. Metformina: se le atribuyen dos acciones principales: el aumento de la
sensibilidad del receptor de insulina de los tejidos musculares y adiposos a la
accion de la insulina, ademas de disminuir la gluconeogénesis. Este farmaco
puede causar nausea, vomito, diarrea, dolor abdominal y pérdida del apetito
(Imam, 2013).

. Tiazolidinedionas: son agonistas del receptor nuclear PPARYy, el cual actua
como factor de transcripcion para distintos genes, incluido el gen Ob de la leptina.
Ademas, promueve la inhibicion del factor nuclear NF-kB, involucrado en la
resistencia a la insulina a través del TNF-a. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que pueden llegar a presentar toxicidad hepética (Imam, 2013).

Estos tratamientos son efectivos si se siguen de acuerdo con lo establecido para el

tratamiento de personas que viven con DM2, los cuales son publicados por la

Asociacion Americana de Diabetes y se actualizan afio con afio. Sin embargo,

muchos pacientes no mantienen un apego al tratamiento, especialmente en México,

debido a diversos factores, incluido el acceso y costo de los medicamentos, los
efectos adversos de los mismos y la falta de seguimiento médico.

Ante este escenario, el uso de tratamientos alternativos como la medicina tradicional

es una estrategia cultural que ha persistido por generaciones en la humanidad.

2.9. Tratamientos alternativos: Plantas medicinales

El uso de plantas medicinales ha sido empleado desde el origen del hombre como
un tratamiento farmacoldgico alterno, México es uno de los cinco paises con mayor
diversidad vegetal a nivel mundial, con mas de 30,000 especies, entre las cuales se
conocen entre 5,000 a 7,000 plantas utiles, incluyendo plantas medicinales (Atlas
de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, s/f).

En la actualidad, su uso se ha visto limitado debido al descubrimiento y desarrollo de
multiples moléculas con alto interés farmacologico. Ademas, la urbanizacion también

ha disminuido la diversidad y prevalencia de distintas especies, junto con el escaso
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interés generacional en este conocimiento ancestral. Sin embargo, en comunidades
indigenas, su uso sigue prevalente para el tratamiento de multiples afecciones. Un
ejemplo de esto es la etnia Xi'iuy de la region de la Palma, comunidad del municipio
de Rayon, en el estado de San Luis Potosi, quienes utilizan multiples plantas para
tratar diversas enfermedades y sintomatologias (Guzman-Guzman, 2010).

Una de las plantas empleadas por la comunidad Xi'iuy es Calea urticifolia (Mill.) DC.,
especie utilizada tradicionalmente para el tratamiento de procesos inflamatorios y
como hipoglucemiante. Nuestro grupo de trabajo ha corroborado
farmacolégicamente sus usos tradicionales con anterioridad y promete ser eficiente
en el tratamiento de afecciones inflamatorias, incluso en la inflamacién de bajo grado
producida en la obesidad y, en consecuencia, en la resistencia a la insulina (Segura-
Esparragoza, 2017).

Si bien el uso de plantas medicinales es importante en diferentes culturas, incluida
la mexicana, se sabe poco acerca de las plantas utilizadas. Existe una cantidad
limitada de informacién sobre su composicion quimica y aun menos informacion
sobre los mecanismos que siguen para ejercer un efecto farmacolégico. Debido a
esto, la herbolaria es un campo de investigacion amplio y poco estudiado que puede
proporcionar importantes contribuciones a la medicina moderna y coadyuvar al

sistema de salud.

2.10. Calea urticifolia

Calea urticifolia (C.urticifolia) es un arbusto de la familia Compositae, cominmente
conocida en México como Chilchaca, jarilla, tacote, jaral de castilla 0 negrito. Son
arbustos que pueden medir hasta 2 m de altura, poseen hojas ovaladas dentadas
con flores amarillas agrupadas en cabezuelas. Se encuentra comiunmente desde
México hasta Panama y habita en climas calidos y semicalidos. En México, se
localiza principalmente en estados como Veracruz, Yucatan, San Luis Potosi, el sur
de Durango, Jalisco, hidalgo entre otros. (Atlas de las Plantas de la Medicina
Tradicional Mexicana, Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, s/f).

Su uso en comunidades indigenas del estado de San Luis Potosi es variado. En la

comunidad Vicente Guerrero y Potrero del Carnero del municipio de Rayon, se utiliza
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para tratar diabetes mellitus y problemas gastrointestinales. El tratamiento tradicional
de la especia consiste en la infusion de dos hojas secas (en promedio 0.13 g) de la
especie sumergidas en una taza con agua hirviendo bajo reposo de 3 a 5 minutos.
Los pacientes toman esta infusion dos veces al dia, por la mafiana en ayunas y por

la tarde hasta tener mejoria (Guzman-Guzman, 2010).

2.11. Caracterizacion quimica de Calea urticifolia

Se han aislado siete germacrondlidos de caleina, cinco heiangdlidos, y ocho
derivados de isoeugenol de esta planta, incluyendo raices flores, hojas y tallos
(Yamada etal., 2004). En el extracto acuoso de la planta se han identificado
compuestos fenolicos, derivados del &cido cafeoilquinico, asi como algunos
flavonoides (Torres-Rodriguez, et al., 2016b). En estudios fitoquimicos de extractos
organicos de las hojas, se han localizado grasas, carbohidratos, heterdsidos
cardiotonicos, taninos, alcaloides, triterpenos, flavonoides, saponinas y lactonas
sesquiterpénicas (Zermefo-Macias, 2013). Un resumen de las estructuras
encontradas en las diferentes especies de Calea puede observarse en la
recopilacion de Lima y colaboradores del 2018 donde adicionalmente se localizan
las funciones bioldgicas encontradas en las diferentes especies reportadas a la fecha
(Lima et al., 2018).

R4 R2 R4 Rz
Ac MeCr MeCr iBu MeCr iBu
Caleina D Calealactone A Calealactone B

Figura 1. Compuestos identificados en Calea urticifolia.

Se muestran algunas estructuras de compuestos obtenidos de Calea urticifolia a lo
largo de los afos por diferentes autores, figura adaptada de The genus Calea L.: A
review on traditional uses, phytochemistry, and biological activities. (Lima et al.,
2018).
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Algunos de estos componentes han demostrado tener actividades bioldgicas por
separado. Algunos de los germacrondlidos de caleina han demostrado tener
actividad citotoxica (Yamada et al., 2004). Estos mismos han demostrado inhibir la
acumulacion de lipidos en células 3T3-L1 (Matsuura et al., 2005). Los acidos grasos
inhiben prostaglandinas, los taninos inhiben citocinas proinflamatorias, las lactonas
sesquiterpénicas son inhibidoras del factor NF-kB, lo que indica el porqué de su
actividad biologica al ingerirse como tratamiento en forma de té (Zermefio-Macias,
2013).

2.12. Caracterizacién toxicologica de Calea urticifolia

Se evalud la toxicidad aguda in vivo del extracto acuoso y etandlico; asi como, la
toxicidad sub-crénica para el extracto acuoso de Calea urticifolia en ratas Wistar. La
toxicidad aguda se realizo de acuerdo con la guia 423 de la Organizacion para la
Cooperaciéon y Desarrollo Econémicos (OCDE), en el cual se establecen dosis fijas
de experimentacion por 14 dias. En este estudio se incluyeron dosis de 50, 100, 300,
2000 y 5000 mg/kg para el extracto acuoso y de 50, 100, 300 y 1000 mg/kg para el
extracto etandlico. Con estas dosis se logré establecer un DL50 de 5000mg/kg para
el extracto acuoso y de 1000mg/kg para el extracto etandlico, sin observarse signos
de toxicidad aguda o muerte, clasificAndose en la categoria 5 para los extractos
acuoso y 4 para el extracto etandlico de acuerdo con la clasificacion toxicolégica del
Sistema Mundialmente Armonizado de Clasificacion (GHS) siendo 1 la méxima
toxicidad y 5 la minima (Torres-Rodriguez, et al., 2016a).

Para determinar la toxicidad sub-crénica, se siguio la guia 407 de la OCDE. Se
utilizaron dosis de 0.5, 50 y 500 mg/kg del extracto acuoso administrados en menos
de 0.5 mL Los animales estuvieron bajo observacién por 30 dias sin evidencia de
cambios en el comportamiento, peso o parametros bioquimicos, estableciéndose de
esta forma un DL50 > 5g/kg, el cual se clasifica en la categoria 5 del GHS, misma
categoria asignada para este extracto en la toxicidad aguda. La dosis tradicional
representa 22,727 y 18,115 veces menos que la DL50 establecida para el extracto
etandlico y acuoso respectivamente, lo que sugiere que el margen de seguridad de

los extractos es amplio.
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2.13. Caracterizacion de la actividad bioldgica de Calea urticifolia
C. urticifolia ha sido estudiada por distintos grupos de investigacion en el mundo,
derivado de ello se han logrado establecer distintas actividades biologicas de
relevancia para la salud de los individuos que la consumen en forma de infusion o té
herbal.
El efecto atribuido tradicionalmente como agente antiinflamatorio fue corroborado en
sus extractos acuoso y etandlico (Guzman-Guzman, 2010). Los resultados
mostraron la inhibicién de la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e
IL-1B), en un modelo de inflamacion aguda mediado por carragenina en ratas Wistar.
Por otra parte, en rata Wistar se evalud la capacidad del extracto etandlico como
antiinflamatorio un modelo de inflamacion crénica de bajo grado inducido por una
dieta rica en grasa. Los resultados mostraron la capacidad inhibitoria de la
produccion TNF-q, IL-6 e IL-1p (Guzman-Guzman, 2010).
El grupo de ratas Wistar tras la induccién de la inflamacion de bajo grado mostraron
incrementos significativos de la glucosa sérica, indicativo de la presencia de R,
ademas de un incremento de triglicéridos y colesterol. Signos representativos del
sindrome metabdlico. Al administrar el extracto etandlico se observé una mejora de
la homeostasis de glucosa (efecto hipoglucemiante), lo que sugiere que el extracto
vegetal es capaz de modular la resistencia a la insulina generada TNF- a e IL-6.
Adicionalmente, se determind la concentracion de adiponectina, adipocina
antiinflamatoria que en estudios clinicos se describe su participacion en la inhibicion
de TNF- a y por ende sugerimos puede retrasar la presencia de Rl (Guzman-
Guzman, 2010; Segura-Esparragoza, 2017; Torres-Rodriguez, 2016b).
Torres Rodriguez y colaboradores (2016b), evalué el efecto anti-inflamatorio y
antioxidante Unicamente del extracto acuoso de la especie en macrofagos RAQ
264.7 estimulados por LPS; sus resultados mostraron que la actividad
antiinflamatoria de la especie se relaciona por la modulacion de la via del 6xido nitrico
y oxido nitrico sintasa inducible, a través de la inhibicion de la translocacion de las

subunidades p65 y p50 del factor nuclear kappa B (NFkB).
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3. JUSTIFICACION

El uso de plantas medicinales es una préactica arraigada no solo en nuestro pais, sino
en todo el mundo. Sin embargo, su utilizacién ha disminuido debido a la escasez de
informacion confiable que respalde su eficacia. A pesar de que México posee una
amplia variedad de plantas medicinales, la evidencia cientifica sobre sus
propiedades y actividades farmacolégicas es limitada.

En este contexto, Calea urticifolia ha sido evaluada en nuestro grupo de trabajo para
investigar sus efectos: antiinflamatorio, antioxidante e hipoglucemiante. Los
resultados obtenidos son prometedores y sugieren su potencial uso como
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades de alto impacto en la salud publica
como lo es la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que esta en aumento tanto en México
como a nivel mundial. Ademas de su actividad bioldgica, se ha probado la baja
toxicidad de la planta, lo que la convierte en un punto de alto interés.

A pesar de los usos potenciales de Calea urticifolia, aun queda por explorar de
manera exhaustiva el mecanismo preciso mediante el cual ejerce su efecto bioldgico.
El entendimiento del mecanismo de accién de esta planta como tratamiento
hipoglucemiante es crucial para comprender sus posibles aplicaciones terapéuticas.
Esta informacién no solo proporcionara una vision mas clara de los usos potenciales
de la planta, sino que también servird como indicador del pronéstico de su actividad
en tratamientos a largo plazo. Con este enfoque, se pueden abrir nuevas
posibilidades en el campo de la medicina tradicional y complementaria, ofreciendo
opciones terapéuticas mas accesibles y naturales para mejorar la salud y el
bienestar.

Por lo anterior, este trabajo se bas6 en evaluar los biomarcadores y mecanismos
implicados en la accién hipoglucemiante del extracto acuoso de Calea urticifolia tanto
en un modelo in vivo como in vitro. Este analisis permitié comprender mejor como el
extracto afecta los procesos moleculares relacionados con la homeostasis de

glucosa, tanto a nivel de organismos completos como en entorno celular controlados.
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4. HIPOTESIS

El extracto acuoso de Calea urticifolia ejerce un efecto hipoglucemiante en un modelo
in vivo de hiperglucemia al modular la sensibilidad del receptor de insulina, mediante
la inhibicion de citocinas proinflamatorias que provocan resistencia a la insulina.
Ademas, se plantea que los mecanismos moleculares in vitro involucrados en este
efecto incluyen la modulacion de la sintesis de GLUT-4 por inhibicién de la
resistencia a la insulina mediada por TNF-a, excluyendo una accién secretagoga de

la insulina por parte de los islotes pancreéaticos.
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5. OBJETIVO GENERAL
Investigar y caracterizar los mecanismos moleculares responsables del efecto
hipoglucemiante del extracto acuoso de Calea urticifolia en un modelo de

hiperglucemia, tanto en un entorno in vivo como in vitro.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
e Desarrollar en ratones C57BL6 un estado de hiperglucemia por resistencia a
insulina mediada por la generaciéon de inflamacion de bajo grado a través de la

administracion de dieta rica en grasa.

e Evaluar el efecto terapéutico y protector del extracto acuoso de Calea urticifolia,
asi como su influencia en la regulacién de la glucosa sérica y los biomarcadores
inflamatorios TNF-a e IL-6 asociados a la induccion de hiperglucemia en ratones
C57BL6.

e Establecery estandarizar cultivos primarios de islotes del pancreaticos de ratones
C57BLS6, para determinar la capacidad del extracto acuoso de Calea urticifolia en

inducir la secrecion y produccion de insulina.

e Evaluar en adipocitos diferenciados de la linea celular de 3T3-L1 con induccién
de resistencia a la insulina mediada por TNF-q, la capacidad del extracto acuoso
de Calea urticifolia en generar un efecto hipoglucemiante ante la activacion del
transportador de glucosa (GLUT-4) via insulino-dependiente y su efecto en

ausencia de insulina.



7. MATERIAL Y METODOS
7.1.Rendimiento de extraccién

El extracto acuoso de Calea urticifolia se preparo a partir de las hojas de la planta
recolectadas en el municipio de Rayén SLP (21°52°29.16” Norte 99°27°7.92” Oeste
a 900 msnm) en septiembre de 2017. Las ramas con hojas de las plantas fueron
llevadas al laboratorio de Bioprocesos del Instituto de Investigacion en Zonas
Desérticas donde se colocaron sobre papel absorbente durante 48h para eliminar la
humedad. Posteriormente, se separaron las hojas y se pusieron a secar durante 15
dias al abrigo de la luz y a temperatura ambiente.

Se colocaron 1Kg de hojas pulverizadas y secas en un matraz Erlenmeyer con 1L
de agua destilada, se dejaron hervir por 10 minutos en una placa calefactora y luego
se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se filtré al vacié con un filtro Whatman
namero 2. El filtrado se congel6 a -20°C y posteriormente se liofilizé en un Frezze
Dryer TFD5505 lIshin. El polvo liofilizado se conservd a 4°C hasta su uso y se

reconstituyé con agua destilada estéril para la preparacion de los tratamientos.

7.2. Modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6 por dietarica en grasa.
Se emplearon 40 ratones macho C57BL6 con edades comprendidas entre 3 a 5
semanas y una masa corporal de 25+5g, los cuales fueron adquiridos en el Bioterio
del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN. Los animales fueron
manipulados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y se
alojaron en el bioterio de la Facultad de Medicina de la UASLP, bajo condiciones
controladas de temperatura (22+1°C), humedad relativa (50+5%) y ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas. Cada raton fue alojado individualmente en cajas de
acrilico con rejas de acero inoxidable y aserrin como material cama, tras un periodo
de adaptacion de 5 dias previo a la aleatorizacion de grupos, durante el cual se les
proporcioné alimento (Formulab Chow) y agua ad libitum.

Posteriormente, los ratones fueron divididos aleatoriamente en dos grupos (n=20),
para evaluar el efecto terapéutico y protector de Calea urticifolia.

Ambos grupos (terapéutico y protector) fueron subdividido en dos subgrupos, el
primero recibidé alimentacion con la dieta estandar (DE), cuyo aporte calorico fue de
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415 kcal/100g de alimento Formulab Chow 5008 (n=10), mientras que el segundo
subgrupo (n=10) fue alimentado con una dieta rica en grasa (DRG) elaborada con la
adicion de grasa con un aporte calérico de 547 kcal/100g de alimento segun el
método modificado de Guzman-Guzman (2010) y Segura-Esparragoza (2017).
Ambas dietas, asi como el consumo de agua, fueron monitoreadas semanalmente

para cada raton.

7.2.1. Evaluacion del efecto terapéutico del extracto acuoso de Calea

urticifolia en el modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6.

Los ratones alimentados con DE y DRG por 90 dias para el desarrollo de
hiperglucemia se dividieron aleatoriamente en 4 subgrupos de ratones (n=5). Para
evaluar la capacidad terapéutica del extracto vegetal, se procedié a continuar la
administracion de las respectivas dietas + la administracion del extracto acuoso por
90 dias mas, dejando dos subgrupos adicionales a manera de control del modelo sin
administracion del extracto. Los tratamientos administrados fueron los siguientes:
DE: DE + agua, DE+Ex: DE + Extracto 11mg/kg, DRG: DRG + agua y DRG+EXx:
DRG + Extracto 11mg/kg.

Se evalué semanalmente la ganancia de peso, asi como el consumo de alimento y
agua durante 180 dias. Se monitoreo la concentracion de glucosa sérica cada 15
dias (figura 2) y al final del desarrollo del modelo se cuantificaron citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6.

Dias 0 30 60 90 105 120 135 150 165 180

MODELO TERAPEUTICO

MODELO PROTECTOR

e t r I

Figura 2. Estrategia experimental para evaluar el efecto terapéutico y protector del

extracto acuoso de Calea urticifolia.
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7.2.2. Evaluacion del efecto protector del extracto acuoso de Calea
urticifolia en el modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6.

Para evaluar la capacidad protectora del extracto vegetal, los animales fueron
aleatorizados en 4 subgrupos y se procedié a administrar las dietas respectivas + el
extracto acuoso de Calea urticifolia (11mg/kg) del dia 1 al 180. El esquema de
administracion se muestra en la figura 2. Semanalmente se monitorearon los
cambios de peso, consumo de alimento y de agua. Adicionalmente cada 15 dias se

monitoreaban los niveles de glucosa sérica.

7.2.3. Sacrificio animal y obtencion de tejidos

El sacrificio de los animales fue realizado por exanguinacion por puncion cardiaca
conforme al punto 9.4.1.2 de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.
Previamente, se administré anestesia por via inhalatoria utilizando Isoflurano. Los
animales fueron colocados en una camara de saturacion hermética, donde se les
suministrd una sobredosis de Isoflurorano (Sofloran Vet, de PiSA Agropecuaria), que
actiia como un inhibidor de la conduccién de los potenciales de accién que reduce
la frecuencia cardiaca y la presion sanguinea a una concentracién superior al 4%
(Medina et al., 2007).

Se monitoriz6 a los animales hasta que se observo una disminucion en la frecuencia
respiratoria y presion sanguinea, momento en el cual se procedié a realizar la
puncion cardiaca para inducir la muerte por exanguinacion, tal como lo establece el
punto 9.5.3.6 de la NOM-062-ZO0-1999. La sangre recolectada fue centrifugada
para obtener suero en cada uno de los animales. Los sueros obtenidos fueron
etiquetados y almacenados congelados hasta su posterior analisis para la

determinacion de citocinas proinflamatorias.

7.2.4. Cuantificacién de citocinas proinflamatorias
Para la cuantificacion de citocinas proinflamatorias se utilizaron kits de ELISA de la
marca Peprotech siguiendo el protocolo establecido por el proveedor y haciendo uso
de los sueros obtenidos de los ratones del modelo animal de los grupos DE y DRG.
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Los sueros obtenidos fueron congelados hasta la evaluacion de citocinas
proinflamatorias.

En una placa de 96 pocillos se colocaron 100ul de anticuerpo de captura diluido a
lpg/mL en buffer de fosfatos (PBS) a pH de 7.0, la placa se dejo incubar a
temperatura ambiente durante toda la noche sellada de manera correcta y a
resguardo de la luz directa. Posterior al tiempo de incubacion se retiré el anticuerpo
con ayuda de una pipeta multicanal y se realizaron cuatro lavados afiadiendo 400pl
de PBS.

Posterior a los lavados se agregaron 300l de buffer de bloqueo el cual consisti6 en
una solucion de 1% de alimina de suero bovino en PBS, se dejo incubar la placa por
1h a temperatura ambiente y posterior al tiempo de incubacion se realizaron de
nuevo 4 lavados con PBS.

Los estandares contenidos en los kits de ELISA fueron diluidos en agua destilada
estéril a una concentracion de 0.02ug/ml, de esta se realizaron diluciones seriadas
para obtener 7 concentraciones diferentes equivalentes a 2000pg/ml, 1000pg/ml,
500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62.5pg/ml y 31.25pg/ml las cuales fueron colocadas
por triplicado en la placa como curva de concentracion estandar adicional a las
muestras de suero de los ratones.

Los estandares y las muestras problema fueron colocadas en la placa e incubadas
por 2h a temperatura ambiente y posterior a ello se realizaron 4 lavados con PBS.
Para realizar la deteccibn se colocaron 100ul de anticuerpo secundario o de
deteccion biotinilado a una concentracion de 0.5ug/ml diluido en PBS. El anticuerpo
de deteccion se dejé incubar por 2h a temperatura ambiente y posterior a ello se
realizaron 4 lavados.

Para la formacién de coloracién se agregaron 100 ul e ABTS (&cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) y se realizé una lectura en un lector de placas
Synergy H5 a 405 nm con correccion de longitud de onda establecida en 650 nm.
Los resultados fueron realizados por triplicado para ratén de los modelos (n=5 por

grupo) y los estandares.
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7.3. Cultivo primario de Islotes pancreaticos
7.3.1. Obtencion del tejido celular

Las células fueron aisladas siguiendo el método descrito de (Mohallem y Aryal,
2020). Para ello, se utilizaron ratones C57BL/6 alimentados con DE y DRG. Tras el
sacrificio de los animales, se procedi6 a la extraccion del tejido pancreético.
Inicialmente, se retird el intestino del lado izquierdo del raton para exponer el
pancreas, situado en la parte inferior del estbmago. Se localizé el conducto biliar
comun abajo del higado y se coloc6 una pinza hemostatica en cada lado del intestino
delgado para evitar la entrada de colagenasa a los intestinos.

El pancreas infiltrado con una solucién de colagenasa P (0.3 mg/ml-0.55 mg/ml) en
buffer Hank's Balanced Salt Solution con calcio y Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
iletanosulfonico (HBSS/Ca/HEPES). Una vez infiltrada la solucién, se liberaron las
pinzas y el pancreas fue retirado con cuidado, realizando cortes certeros para liberar
el tejido. Este fue transferido radpidamente a un tubo cénico estéril de 50ml y aforado
a 5mL con HBSS/Ca/HEPES precalentado a 37°C. El tubo se incubd a 37°C por 20
minutos hasta observar la disgregacion del tejido, y luego se colocé en un bafio de
hielo durante 10 minutos para detener la actividad enziméatica.

El sobrenadante del tubo fue aspirado sin romper el pellet celular, y se agreg6 buffer
de HBSS/Ca/HEPES previamente enfriado hasta alcanzar un volumen total de 15ml.
El pellet celular fue disuelto con agitaciones cuidadosas y el contenido del tubo se
filtr6 a través de una malla estérii de 500um humedecida con medio RPMI
suplementado y frio. La suspension obtenida se monitoreé y ajusté utilizando una
solucion de azul de tripano y una camara de Neubauer, con el objetivo de ajustar

1000 islotes por pocillo.

7.3.2. Tratamientos para los modelos in vitro
Para los ensayos de secrecion de insulina y las determinaciones de glucosa, se
utilizaron los siguientes tratamientos: Extracto acuoso de Calea urticifolia 11ug/ml,
como controles se utilizaron 0.07 pg/mL de Glibenclamida y 14.25 pg/mL de
Metformina en el experimento de captacion de glucosa por estimulo con insulina. La

glibenclamida fue seleccionada como farmaco control debido a su mecanismo
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secretagogo de insulina en los islotes pancreéticos, esperando que fuera nuestro
estandar de comparacion para esta actividad, mientras que la metformina fue
utilizada como farmaco de referencia por el efecto que ejerce al sensibilizar el

receptor de insulina en el tejido adiposo (Imam, 2013).

7.3.3. Evaluacion de la actividad metabdlica de los islotes aislados.

Los islotes se ajustaron en medio RPMI 1640 suplementado con 1g/L de glucosa,
SFB al 10%, glutamina 4mM, piruvato de sodio 1mM y HEPES 10mM, todos
suministrados por Gibco™. Se incubaron a 37°C con 5% CO2 durante 24 horas para
permitir su adaptacion al medio antes de la evaluacién de la actividad metabdlica.

Después de las 24 horas de cultivo, los islotes fueron observados al microscopio y
se retird el medio, que fue reemplazado por medio RPMI 1640 no suplementado y
los tratamientos especificos para cada pocillo incluyendo peréxido de hidrégeno
H202 75uM como control de muerte. Se agrego rezasurina a una concentracion de
10 pg/ml a cada pocillo para observar su conversion a resofurina. Tras una
incubacion de 2 horas a 37°C con 5% COz, la cuantificacion del producto redox se
llevd a cabo en un lector de placas modelo Synergy HT de BioTek, utilizando una
longitud de onda de 600nm para la deteccion y 530nm para la excitacién. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado en tres ocasiones distintas.

7.3.4. Evaluacién de la secrecidon de insulina.

Para la evaluacion de la secrecion de insulina, se utilizd el sobrenadante de los
islotes cultivados previamente. Se tomaron 200 pL de sobrenadante a la hora de
incubacion y a las 24 horas para evaluar la secrecién y produccion de insulina,
respectivamente. Los sobrenadantes fueron congelados a -20°C hasta su andlisis.

La determinacion de insulina se llevo a cabo utilizando un kit de ELISA de EZRMI-
13K Rat/Mouse Insulin 96 plat assay Merck Millipore, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las placas reveladas fueron leidas en un lector de microplacas 450nm y
590nm, de acuerdo con las sugerencias del proveedor. Los datos fueron recopilados

en bases de datos para su posterior analisis estadistico.
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7.4.Cultivo de adipocitos 3T3-L1

Se empleo la linea celular 3T3-L1 de ATCC® de Mus musculus, reconocida como
preadipocitos. Se utilizaron tres tipos de medios de cultivo, un medio Base (MB): de
DMEM con 1g/L de glucosa, suplementado con SFB, glutamina, piruvato de sodio y
HEPES. Medio de Diferenciacién (MD): MB con Insulina 1, IBMX, Dexametasona y
Rosiglitiazona y un medio de Mantenimiento (MM): MB con Insulina.

Los preadipocitos fueron descongelados gradualmente y sembrados en 5 mL de MB
para determinar viabilidad y conteo celular con azul de tripano en camara de
Neubauer. Las células se colocaron en placas de 24 pozos. Las placas se incubaron
con 5% de CO2 a 37°C por 48 horas para el inicio del estimulo de diferenciacion.
Posterior a estas 48h las células se lavaron y se mantuvieron en MM hasta
complementar la diferenciacién celular de preadipocitos a adipocitos (de 15 a 20
dias) colocando medio fresco cada 48h e identificando la diferenciacion gracias a los

cambios estructurales presentados por las células.

7.4.1. Tincion diferencial
Las células diferenciadas fueron lavadas con PBS pH 7.2, fijadas con formaldehido
al 10% e incubadas a 4°C durante 60 minutos. Luego, se incubaron con rojo oleoso
al 0.3% en isopropanol/agua (1:3) durante 60 minutos. El colorante se retiré y
almacend en tubos de vidrio para su posterior cuantificacién. Las muestras se
lavaron con isopropanol al 60%, recolectando el liquido en los tubos de colorante.
Se realizaron lavados finales con PBS y las soluciones se almacenaron. La
cuantificacion se realiz6 con un lector de absorbancia a 518 nm, donde la

absorbancia es inversamente proporcional a la diferenciacion celular.

7.4.2. Evaluacion de la actividad metabdlica de los adipocitos 3T3-L1
Se evalud la influencia del extracto liofilizado de Calea urticifolia sobre la actividad
redox mitocondrial de los adipocitos mediante la conversion de resazurina a
resofurina. Los adipocitos diferenciados se mantuvieron 24 horas en medio base sin

SFB (-MB) para evitar interferencias, y luego se trataron con diferentes
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concentraciones del extracto (5.5 pg/mL, 11 pg/mL y 55 pg/mL) para determinar la
concentracion optima para la viabilidad celular. Se us6 H202 (75 uM) como control
de citotoxicidad. Los cultivos se incubaron a 37°C y 5% de CO:2 durante 4 horas. La
conversion de resazurina a resofurina, indicativa de la actividad mitocondrial, se
cuantificé con un lector de placas a 600 nm y 530 nm. Los experimentos se realizaron
por triplicado y en al menos tres experimentos independientes.

7.4.3. Desarrollo del modelo de Rl en adipocitos 3T3-L1.

Se indujo RI siguiendo el método de Mohallem con modificaciones (Mohallem y Aryal,
2020). Este experimento permitié evaluar la funcionalidad metabdlica de la insulina
por la via clasica en presencia de resistencia a la insulina. Se cultivaron adipocitos
diferenciado 3T3L1 en medio base MB a 37°C en ambiente de 5% de CO:2 durante
24 horas. Posterior al tiempo de incubacion, de manera independiente los medios
fueron sustituidos por medios independientes correspondientes a MB, medio base
con insulina MBI, medio con TNF-a como inductor de Rl (MBRI) y un medio MBRI
con insulina MBRI+I.

Se establecieron 3 grupos de tratamientos: Células sin estimulo (Control); células
con extracto acuoso de Calea urticifolia a 11pug/mL (Extracto) y células con el farmaco
de referencia (Metformina). Al término del experimento se tomaron los
sobrenadantes celulares y se conservaron hasta su posterior analisis para la

determinacién de glucosa por medio del método de glucosa oxidasa.

7.4.4. Determinacion de la expresion de GLUT-4 y AKT

Las células diferenciadas fueron sometidas a los mismos tratamientos descritos en
la induccion de RI en la linea celular 3T3-L1. Al término del tiempo de exposicion a
los tratamientos las células fueron desprendidas de la placa con ayuda de un
rascador y tripsina para mejorar la segregacion. Posteriormente, las células se
resuspendieron cuidadosamente en MB fresco y se lavaron con PBS para retirar la
enzima de segregacion, manteniéndose en un bafio frio hasta determinar su
viabilidad mediante el método de azul de tripano y conteo por camara de Neubauer
con viabilidad superior al 95%.
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La expresion de GLUT-4 tras la ausencia y presencia de Rl se valor6 mediante
citometria de flujo.

Para la expresion de AKT, las células se permeabilizaron. Las células se incubaron
en completa oscuridad y se fijaron con PFA. Las células fueron leidas en un citbmetro
de flujo Becton Dickinson y analizadas en el software Flow Jo v 10 de Tree Star Inc.
Ashland, OR. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y en al menos tres

experimentos independientes.

7.5.Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los experimentos se analizaron utilizando el software IBM
SPSS Statistics. Se realizaron pruebas de Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov para
la determinacién de datos paramétricos y no paramétricos.

Para los conjuntos de datos que cumplian con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, se realizaron pruebas de ANOVA (Analisis de
Varianza) de una y dos vias. Posteriormente, se aplico la correccion de Bonferroni
para controlar el error tipo | debido a las multiples comparaciones.

Para los conjuntos de datos que no cumplian con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, se empleé la prueba de Kruskal-Wallis como alternativa
no paramétrica a la ANOVA. Después de la prueba inicial, se realiz6 una prueba post
hoc utilizando pruebas de Games Howell para comparaciones multiples.

El nivel de significancia para determinar las diferencias se fijé en p < 0.05.
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8. RESULTADOS
8.1. Material vegetal
Por cada 100g de planta seca se obtuvieron 19.88g de extracto liofilizado, generando

un rendimiento del 19.8% del extracto acuoso de Calea urticifolia.

8.2.Modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6 por dieta rica en grasa.

Los resultados relacionados con la administracion de las dietas se muestran en la
tabla 1. Con respecto al consumo de alimento, el grupo tratado con la DE mostré
mayor consumo de alimento (31g en promedio) en comparacién con el grupo
alimentado con DRG (28g en promedio). Sin embargo, en lo que respecta al
consumo de calorias, el grupo tratado con la DRG ingirié un 7.3 % mas de calorias
en comparacion con el grupo de la DE Este sutil incremento de calorias se asoci6
con el incremento de peso corporal en un 11.5% en el grupo de ratones alimentados
con DRG.

El consumo de agua por parte del grupo DRG fue menor comparado con la DE,
disminuyendo el consumo de agua alrededor de 20mL en promedio para el grupo
DRG en comparacion con su contraparte DE.

La concentracién de glucosa sanguinea en el grupo de ratones con DRG mostr6 un
incremento significativo del 33.4 %. La administraciéon de las dietas durante el tiempo
de 90 dias mostré un incremento de la glucosa sérica de 32.5 g/dL entre el inicio y
final del experimento para el grupo de ratones alimentados con la DE. En cuanto al
grupo tratado con la DRG, tal diferencia fue de 76.5 mg/dL evidenciando un

incremento significativo de glucosa durante el periodo inicial y final del experimento.
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Tabla 1. Efecto de la dieta estdndar (DE) y rica en grasa (DRG) como modelo de
hiperglucemia en raton C57BL6.

Parametros DE DRG Valor de p
Consumo promedio de calorias 128.41+2.10 137.84+3.78° <0.0001
Consumo promedio de agua (mL) 62.00%2.48 42,67 £ 2.48° <0.001
Peso (g) Inicial 19.25+ 1.89 19.80+ 1.50 >0.05
Final 27.25+0.85 30.40+1.47° <0.0001
Glucosa Inicial 127.13+7.90 114.38+ 6.32 >0.05
Final 159.63+12.29 190.88 £ 7.39° <0.001

Los valores corresponden al promedio + el error estandar de la media. arepresenta la comparacién de

los grupos por dieta respectiva. Se realizaron pruebas de ANOVA de dos vias y prueba de Bonferroni.

8.2.1. Evaluacion del efecto terapéutico del extracto acuoso de Calea
urticifolia en el modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6.

Este experimento se baso en la evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto
acuoso de C. urticifolia sobre la hiperglucémia inducida por la DRG. Los resultados
con respecto al consumo promedio calérico y el consumo de agua entre los grupos
de ratones alimentados con DE y DE+ Ext no mostraron diferencias significativas
durante el tiempo de experimentacion. Sin embargo, el grupo de ratones alimentados
con DRG y DRG + Ext mostraron un incremento en el consumo de calorias debido a
la composicion de la dieta (Tabla 2). A lo largo del experimento se monitored el peso
corporal de los animales. Los grupos DE y DE+Ext no mostré diferencias
significativas entre ellos, mientras que los grupos de DRG presentaron incrementos
de peso a lo largo del experimento, la DRG+Ext permanecié en un rango de peso
inferior que aquellos ratones que no fueron administrados con el extracto en un
promedio de 6.65g.

Con respecto a la concentracion de glucosa sérica, el grupo de ratones tratados con

DRG mostraron un incremento significativo del 59.8% comparado con el grupo de
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ratones tratados con DE en los primeros 90 dias. validando asi el efecto
hiperglucémico de la dieta rica en grasa. El extracto acuoso liofilizado de Calea
urticifolia mostrd disminucion significativa de la concentracion de glucosa sérica en
un 9.3% entre el grupo de ratones tratados con DRG en comparacion con DRG + Ext
(Tabla 2).

Tabla 2. Efecto terapéutico del extracto acuoso de C. urticifolia en los ratones
C57BL6 sometidos a la dieta estandar (DE) y rica en grasa (DRG) como modelo de

hiperglucemia.

Parametros DE DE+Ext DRG DRG+Ext
Consumo promedio de calorias 138.91+35 14438+35 155.79+ 2.8 163.57 £ 3.2°
Consumo promedio de agua (mL) 49.33+5.1 52.59+3.8 4429+38.1 30.55*7.6
Peso (g) Inicial 26.13+0.57 26.35+£0.20 35.75+0.50 37.63+1.78°
Final 29.03+1.23 27.13+1.13 44,58+ 0.32 37.93+1.28°
Glucosa Inicial 93.50% 0.50 97.00+0.80 149.50+0.83 137.50% 0.65
Final 141.50+2.50 130.50+2.15 151.00+0.93 137.00%1.8°

Los valores se muestran en medias + SEM, *p<0.05 comparados con el grupo control (DE) y
arepresenta la comparacién de los grupos por dieta respectiva. Se realizaron pruebas de ANOVA de

dos vias y prueba de Bonferroni.

8.2.2. Evaluacion del efecto protector del extracto acuoso de Calea
urticifolia en el modelo de hiperglucemia en ratones C57BL6.
Al realizar la administracion simultanea del extracto y la dieta se mantuvo el
incremento significativo del consumo caldrico en el grupo de ratas tratadas con DRG
en comparacién con DE, independientemente del consumo del extracto. Con
respecto al consumo de agua se mantuvo homogéneo en la mayoria de los grupos,
con un aumento del 16% en el grupo DRG+EXt. El peso corporal entre los grupos no

mostré diferencias significativas entre las diferentes dietas, esto refiere que el
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extracto acuoso de C. urticifolia previene el depdsito de grasas en el tejido adiposo
a pesar del consumo de la DRG mostrado en el efecto terapéutico.

Las concentraciones de glucosa del grupo DE y DE+EXxt no presentaron diferencias
significativas, tanto en el inicio como final del experimento, mientras que las
concentraciones de glucosa de los ratones pertenecientes al grupo DRG+Ext
presento una disminucion de las concentraciones de glucosa del 14% con respecto

al grupo DRG al finalizar el experimento.

Tabla 3. Efecto protector del extracto acuoso de C. urticifolia en los ratones C57BL6
sometidos a la dieta estandar (DE) y rica en grasa (DRG) como modelo de

hiperglucemia.

Parametros DE DE+Ext DRG DRG+Ext
Consumo promedio de calorias 115.84+5.4 116.85+5.6 137.28+3.2 14796+ 3.72
Consumo promedio de agua (mL) 50.17+4.2 51.40+6.5 37.14+2.38 43.33+3.32
Peso (g) Inicial 19.94+0.5 19.08+0.4 19.72+ 0.4 20.04+£0.5
Final 25.81+0.3 26.69+0.8 349619 344523
Glucosa Inicial 12060+ 135  103.40% 15 126.20+7.1 121.20+ 5.4
Final 136.00% 6.6 146.60+ 8.4 188.00% 10.5 160.13 + 8.62°

Los valores se muestran en medias + SEM, *p<0.05 comparados con el grupo control (DE) y
arepresenta la comparacion de los grupos por dieta respectiva. Se realizaron pruebas de ANOVA de

dos vias y prueba de Bonferroni.

8.2.3. Cuantificacion de citocinas
El modelo de hiperglucemia, se baso en la generacion de resistencia a la insulina por
induccion de un proceso de inflamacion de bajo grado a través del consumo de una
dieta hipercalérica en ratones C57BL6. La sintesis de citocinas proinflamatorias
como TNF-a e IL-6 son caracteristicas de la RI. Para la correcta medicion de las
muestras se realizé una curva de calibraciéon (Figura 3) donde se obtuvo una R2 de

0.9912 para las mediciones de TNF-a y de 0.9937 para las mediciones de IL-6
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Figura 3. Curva de calibracién para la evaluacion de citocinas proinflamatorias.
A) Curva para TNF-a R2=0.9912, pendiente 59,430 B) Curva para IL-6 R?= 0.9937, pendiente 25,889

La figura 4A, muestra el incremento de TNF-a (28% de incremento) en el grupo de
ratones tratados con DRG con respecto al grupo tratado con DE. Por otra parte, el
grupo de ratones tratados con DRG + Ext no incrementan la sintesis de la citocina
proinflamatoria, observandose este efecto de igual manera con la IL-6 (Figura 4B).

Este hallazgo aunado al no incremento del peso corporal por la dieta altamente
calorica, sugiere que el efecto del extracto en el modelo in vivo podria estar asociado

con la activacion de la lipolisis de las grasas consumidas.
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Figura 4. Cuantificacion de citocinas proinflamatorias en el desarrollo del modelo

hiperglucemiante y la evaluacion del efecto protector de C. urticifolia. A) Concentracion

de TNF-a B) Concentracion IL-6, se muestran los resultados del Analisis de ANOVA de una via con
post-hoc de Bonferroni. *DRG vs DE, DE+Ext y DRG+Ext (p< 0.05).
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8.3.Cultivo primario de islotes pancreaticos
Posterior al desarrollo de la metodologia de aislamiento de tejido se lograron obtener
islotes pancreaticos disgregados del tejido, los cuales se mostraban como circulos
irregulares, algunos aun presentaban algo de tejido acinar en su contorno. Las
imagenes obtenidas se muestran en la figura 5 y corresponden a los islotes en medio
RPMI previo a su contabilizacion y ajuste en la cAmara de Neubauer.

Figura 5. Islotes pancreaticos obtenidos tras la diseccién y digestion enzimatica del

pancreas. Se muestra el tejido disgregado y suspendido en medio de cultivo observado en un

microscopio invertido a 10 y 40 aumentos.

8.3.1. Evaluacién de la actividad metabdlica de los islotes pancreaticos
El experimento permitié observar que existia sobrevida de los islotes durante su
cultivo al presentar el control, los islotes tratados con el extracto y los islotes tratados
con metformina una actividad biolégica similar, caso contrario, el control de muerte
presentd una disminucion de la actividad metabdlica menor al 50%. Los resultados

se muestran a continuacion en la figura 6.
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Figura 6. Porcentaje de actividad metabdlica de islotes pancreaticos aislados de

ratdn. Los resultados se muestran en medias + SEM, *p<0.05 comparados con el grupo control al

cual se le asigno6 el 100% de actividad metabdlica. Se realizaron pruebas de Kruskal Wallis con post

-hoc de Games Howell.

8.3.2. Evaluacion de la secrecion de insulina
La insulina liberada por los islotes control en la primera hora fue de 0.564 ng/mL, las
células con extracto presentaron un promedio de 0.594 ng/mL y los islotes tratados
con glibenclamida de 0.07 pg/mL, de estos resultados solamente la glibenclamida
muestra un incremento estadisticamente significativo comparado con los islotes
control (p<0.05), al cabo de 24 horas las mediciones fueron muy similares estando
todas en un promedio de 0.588 sin diferencias significativas.
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Figura 7. Resultados de la secrecion de insulina de los islotes pancreaticos en los

cultivos. Kruskal Wallis con post -hoc de Games Howell. *Diferencias estadisticas con respecto al

grupo control (p<0.05)
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8.4.Cultivo de adipocitos 3T3-L1
8.4.1. Tincion diferencial
Las células cultivadas por 15-20 dias en medio de mantenimiento posterior a la
diferenciacion mostraron cambios morfoldégicos que incluyeron la generacién de
vacuolas refringentes que al tefiirse con rojo oleoso presentaron un color rojo brillante

indicativo de la presencia de acidos grasos.

8.4.2. Evaluacion de la actividad metabdlica de los adipocitos 3T3-L1

El extracto de Calea urticifolia en sus diferentes concentraciones (5.5 pg/mL, 11
pg/mL y 55 pg/mL) no mostré efecto dependiente de la concentracion sobre la
actividad metabdlica mitocondrial, asi mismo tampoco presentd diferencias
significativas con respecto al grupo control. Con respecto al tratamiento con H202
este generd una disminucion significativa en la actividad mitocondrial 46% (p<0.05),
tal efecto se atribuye a los efectos citotdxicos que se le reconoce como inductor de
especies reactivas de oxigeno (ROS), alteraciones en el equilibrio redox y dafio en
las enzimas mitocondriales (Zorov et al., 2006).

La concentracion del extracto acuoso de 11 pg/mL, fue la seleccionada para valorar
los efectos subsecuentes debido a los efectos biol6gicos favorables que observé
Segura et al. en el 2017 en roedores C57BL/6.

8.4.3. Desarrollo del modelo de Rl en adipocitos 3T3-L1.
Los adipocitos 3T3L1 pueden incorporar glucosa de manera insulino-independiente
en un medio de baja glucosa. A los 15 minutos, el grupo control tuvo un bajo
porcentaje de internalizacion de glucosa (0.3%), mientras que los grupos tratados
mostraron mayores porcentajes: 8.1% con extracto, 7.6% con metformina y 9.0% con
la mezcla. A los 30 minutos, se observo la maxima internalizacion de glucosa con
19% para el extracto, 14.8% para metforminay 19.3% para la mezcla (p=0.022). Este

patron persistio hasta los 60 minutos, cuando los valores regresaron a la linea base.
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En presencia de insulina y baja concentracion de glucosa, a los 15 minutos los
tratamientos mostraron un efecto similar y mas homogéneo con internalizacion de
glucosa de 14.5% para el extracto, 15.3% para metformina y 14.8% para la mezcla,
mantenidos hasta los 60 minutos. El grupo control mejoro su internalizacion a partir

de los 30 minutos.

Con alta glucosa sin insulina, los porcentajes de internalizacion fueron altos en el
control, extracto y metformina a los 15 y 30 minutos, mientras que la mezcla mostro
porcentajes superiores de 47.0% y 34.7% respectivamente. En presencia de insulina,
a los 15 minutos los tratamientos con extracto, metformina y mezcla aumentaron la
internalizacién a 19.5%, 10.9% y 20.7% respectivamente, tendencia que se mantuvo

a los 30 minutos, decreciendo en todos los tratamientos y el control a los 60 minutos.

8.4.4. Evaluacién de la recaptura de glucosa en los adipocitos 3T3-L1
Las células de control exhiben niveles elevados de glucosa extracelular, lo cual es
revertido efectivamente por el extracto acuoso liofilizado de Calea urticifolia y
metformina, sugiriendo que ambos pueden contrarrestar la resistencia a la insulina
(R1). Sin insulina, el extracto mostrd una internalizacion de glucosa del 46.5%, y la
metformina del 46.34%. Con insulina, estos porcentajes aumentaron al 55.1% y

67.6%, respectivamente

8.4.5. Determinacion de la expresion de GLUT-4y AKT
Los resultados no demostraron diferencias estadisticas, existe una tendencia notable
gue puede estar asociada con la activacion clasica e independiente de la insulina del
metabolismo de la glucosa (GLUT4 y AKT) en presencia tanto del extracto como de

la metformina.
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9. DISCUSION

El rendimiento de extraccion de metabolitos secundarios puede variar debido a
factores como la especie vegetal y su variedad, la parte utilizada de la planta, su
edad, la época de recoleccion, su ciclo fenoldgico y las condiciones asociadas a este
como el tipo de clima, de suelo, altitud, humedad y la exposicion a la luz solar, asi
como el método de extraccion y la polaridad del disolvente de extraccién especies
(Akula y Ravishankar, 2011; Ghasemi Pirbalouti et al., 2013; Khan y Naeem, 2012;
Liu et al., 2011; Marchese et al., 2010).

En esta investigacion el rendimiento del material vegetal obtenido en su forma
acuosa fue del 19.88%, que en comparacion con lo obtenido por Torres-Rodriguez
en 2016b (14.8%) y por Andrade-Cetto en 2019 (14.3%).

Tal diferencia consideramos que estad relacionada con factores fenoldgicos
asociados al grado de madures de las plantas por la recoleccién en diferentes épocas
del afio. Sin embargo, tal diferencia en el rendimiento de los metabolitos en esta
especie, se mantienen sus efectos terapéuticos atribuidos por la medicina tradicional.
Un estudio basado en evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de C.
urticifolia en dos zonas distintas de distribucion geografica en el estado de San Luis
Potosi, mostré que no existen diferencias significativas en su efecto biol6égico como
inhibitorio de la citocina proinfamatoria TNF-a. Esto sugiere que existe la presencia
de metabolitos secundarios de manera constitutiva, es decir por estimulos diferentes
a los producidos por el estrés abidtico (Perez-Patifio, 2017).

Durante la experimentacion del efecto terapéutico del extracto acuoso de C. urticifolia
se observo la modulacién del proceso inflamatorio en los ratones C57BL6 a travées
de disminuir la secrecion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 y por
consecuencia la inhibicién de la RI. Estos resultados fueron consistentes con los
hallazgos observados para la misma especie vegetal en trabajos previos en ratas
Wistar y ratones C57BL6 (Guzman-Guzman, 2010; Segura-Esparragoza, 2017),
como consecuencia de la inhibiciéon del factor de transcripcion NFkB (Chaurasiya
et al., 2016; Torres-Rodriguez, 2016).

Este efecto hipoglucemiante observado, pudiera estar relacionado con la presencia

de los metabolitos secundarios identificados en la especie, como los flavonoides, y

36



gue estan presentes en las extracciones acuosas. Los flavonoides son compuestos
fendlicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y varios estudios cientificos
han sugerido que tienen acciones hipoglucemiantes a través de mejorar la
sensibilidad a la insulina y promover la captacion de glucosa en los tejidos periféricos
por estimular la translocacion de transportadores de glucosa GLUT-4 en las
membranas celulares, lo que aumenta la captacion de glucosa en células musculares
y adiposas (Kumar y Pandey, 2013).

En el experimento del efecto protector previo a la induccion de la inflamacion de bajo
grado, el extracto acuoso liofilizado de C. urticifolia no generé cambios significativos
entre los grupos de experimentacion con el grupo control sin tratar con el liofilizado.
Este resultado demostrd6 que el extracto vegetal no induce la incorporacion de
glucosa en presencia de condiciones de glucosa sanguinea a niveles normales y que
la accidn bioldgica del extracto acuoso depende de las modificaciones presentes en
el metabolismo de la glucosa.

El efecto de hiperglucemia inducido por la DRG, como se ha descrito anteriormente,
induce la secrecibn de TNF-a e IL-6, tales citosinas proinflamatorias estan
relacionadas principalmente en la respuesta inflamatoria y en el desarrollo de la
resistencia a la insulina a través de interferir con la via de sefializacion de la insulina,
bloqueando la fosforilacion de su sustrato, el receptor de insulina y/o el receptor del
sustrato del receptor de insulina (IRS), lo que podria interferir en la traslocacion de
los transportadores de glucosa GLUT-4 (Shoelson, 2006). Este efecto sobre la
sensibilidad del receptor de insulina puede estar exacerbado por la capacidad de las
citocinas proinflamatorias por promover la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos
libres que pueden activar los receptores Toll-4 de los macréfagos M1y M2 (Wellen,
2005).

De acuerdo con los resultados observados sobre la hiperglucemia en los modelos
animales establecidos por Torres-Rodriguez 2016b y Andrade-Cetto en 2021, asi
como la asociacion del extracto acuoso de C. urticifolia con la inhibicion de citocinas
proinflamatorias, evaluadas en esta investigacion, en ratones C57BL6 se establecio
corroborar tal efecto en cultivos de adipocitos pertenecientes a la linea celular 3T3-
L1 (Adolfo Andrade-Cetto et al., 2021; Torres-Rodriguez, 2016).
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El extracto acuoso mejor6 la captacién de glucosa en adipocitos 3T3-L1, tanto en
presencia como en ausencia de insulina, mostrando un posible mecanismo dual. En
condiciones de alta glucosa, el extracto y la metformina mostraron efectos
potenciados en la captacién de glucosa. Esto se relaciona con la translocacion de

GLUT-4 y la activacion de AMPK y AKT, independientemente de la insulina.

En modelos de RI inducida por TNF-a, el extracto incremento la expresion de GLUT-
4 en condiciones basales, mientras que la metformina mejoro la expresion de AKT.
La captacién de glucosa dependié de transportadores como GLUT-1 y GLUT-3,
ademas de la modulacion de la actividad enzimatica. El extracto acuoso de C.
urticifolia y la metformina demostraron ser efectivos en mejorar la captacion de

glucosa, sugiriendo su potencial terapéutico en la RI.
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10. CONCLUSIONES

Calea urticifolia es una planta valiosa, especialmente como coadyuvante en
enfermedades metabdlicas como la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus,
relacionadas con procesos inflamatorios del tejido adiposo. Los resultados sugieren
gue su efecto hipoglucemiante puede explicarse mediante dos propuestas
principales: la reduccion de citocinas proinflamatorias y por una via independiente de

la insulina.

Esta investigacion resalta el potencial terapéutico de C. urticifolia en el manejo de
enfermedades metabdlicas. Sin embargo, es necesario explorar todas las posibles
formas en que esta planta ejerce su efecto hipoglucemiante bajo diferentes
concentraciones del extracto, asi como investigar los procesos de fosforilacion de

moléculas involucradas en las vias independientes de insulina.
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15.GLOSARIO

Linea celular de preadipocitos de Mus musculus obtenidos de

3T3-L1 embriones de ratén
Compuesta por un grupo acetilo y coenzima A, tiene una alta

Acetil CoA funcionalidad en el metabolismo celular, principalmente en la obtencion
de nergia

Acido Isémero del acido clorogénico, esta presente en alimentos y bebidas

cafeoliquinico como el café y se caracteriza por una elevada capacidad antioxidante

Adipocina Citocina secretada por el tejido adiposo

AKT E_nzima relacionada con el metabolismo de la glucosa, serine/threonine
kinase Akt

Alcaloides Grupo de m_etal;o]itos secundarios sintetizados en algunas plantas a
partir de aminoacidos.

AMP Adenosin mono fosfato

AP-1 Proteina activadora 1, factor de transcripcién

Arterosclerosis

Acumulacién de placa de ateroma en las arterias.

ATP

Adenosin tri fosfato

Caleina

Germacrondlido sesquiterpeno encontrado en plantas del género Calea

Comorbilidades

Enfermedades relacionadas a un padecimiento especifico y que se
desarrollan como efecto de esta.

CRP Proteina C Reactiva

DE Dieta estandar

DE+Ext Dieta estdndar y administracién del extracto acuoso de C. urticifolia

DL50 Dosis letal media

DRG Dieta rica en grasa

DRG+EXxt Dieta rica en grasa y administracién del extracto acuoso de C. urticifolia

ERK E_nzima guinasa por sus siglas en inglés Extracellular-Signal-Regulated
Kinase

Ex Vivo Tiene lugar fuera del organismo, experimentos realizados sobre tejidos

que anteriormente pertenecian a un organismo completo.

Fitomedicamento

Medicamentos formulados a partir de extractos de plantas medicinales

Flavonoides

Metabolito secundario de las plantas con una base de tres anillos de
carbones C6-C3-C6

Germacronolidos

Grupo de compuestos quimicos derivados de las lactonas
sesquiterpénicas

GHS

Proteina a base de glicina, histidina y serina.

Gluconeogenesis

Ruta metabdlica para la obtencién biosintética de glucosa

GLUT-4

Transportador de glucosa tipo 4

Grb2

Proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento

Heiangolidos

Compuestos organicos derivados del isoeugenol

Hiperglucemia

Aumento de glucosa en sangre

Hipertrigliceridemia

Aumento de triglicéridos en sangre

Homeostasis

Estado de equilibrio

ICBG Estado de inflamacién crénica de bajo grado

Ikkb Proteina inhibidora de la subunidad beta de la quinasa kappa-B del
factor nuclear

IL-1B Interleucina 1B

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

In vitro Ensayo realizado en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo

o1



In vivo Ensayo realizado en un organismo vivo

Insulina Proteina encargada de regular el metabolismo de la glucosa

IRS Sustrato del receptor de insulina

Isoeugenol Fenilprppeno, mgtabplito encontrado en a]gunas plantas derivado de un
propenil con sustituciones en grupos funcionales.

Isofluorano Eter halogenado utilizado como anestésico.

JNK Proteina de activacion bajo estrés.

Lactonas Compuesto orgénico tipo éster ciclico.

Lipdlisis Proceso catabdlico para la movilizacién de lipidos

Lipotoxicidad

Efectos deletéreos del exceso de acidos grasos y su acumulacion

LPS

Lipopolisacérido

Macréfago M1

Macrofagos relacionados con el inicio de la inflamacién

Macréfago M2

Macrofagos activados relacionados la actividad inflamatoria

MB Medio basal
MBI Medio basal con insulina
MBRI Medio basal con TNF-a para la generacién de resistencia a la insulina
MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1
Nf-kB Complejo proteico que controla la sintesis de ADN
NK Célula natural killer
OCDE Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
PBS Buffer de fosfatos
Peptidi Que cuenta con una relacién proteinica, union tipo amida entre el grupo
eptidica ; . LS
amino y carboxilo de dos aminoacidos
PFA Para formaldehido
PI3K Fosfoinositol 3 kinasa
PPAR Y Receptor nuclear peroxisoma-proliferador-activado gamma
RI Resistencia a la insulina
. Heterdsido con una parte glucidica y otra no glucidica esteroide o
Saponinas . -
triterpénico.
She Familia de proteinas por sus siglas en inglés e Src homology and
Collagen
Conjunto de genes que codifican factores de intercambio de nucleétidos
SOS . , - N
de guanina que actuan sobre la subfamilia Ras de pequefias GTPasas
Thl Linfocito colaborador tipo 1
TLR-4 Receptor tipo toll 4
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

Triterpenos

Terpenos con 30 atomos de carbon

WAT

Tejido adiposo blanco
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