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‘Una noche un hombre tuvo un suefio. Sofio que recorria la playa con
el Seiior. A través del cielo pasaban las escenas de su vida, para cada
escena, é[ noto que se marcaban dos pares de huellas en la arena;

un par le pertenecian a él, y el otro al Sefior. A medida que las escenas
que su vida desfilaba ante él, volteaba la mirada hacia las huellas en
la arena, y noto que muchas veces, a lo largo de su vida solo veia un
par de huellas, también noto que esto ocurria en los momentos

mds amargos y tristes de su vida. Esto realmente lo desconcert y dijo:
‘Serior, tii dijiste una vez, cuando decidi sequirte,

que recorrerias a mi lado el camino de la vida, pero he notado que
durante las épocas mds amargas de mi vida, hay solamente un par de
huellas. ;Por qué me has dejado solo cuando mds te necesitaba?

el sefior contesto. ..

“hijo mio, te amo y nunca te deje solo durante las épocas de amargura
y sufrimiento que viviste, tii has visto solo un par de huellas porque yo
te llevaba en mis brazos.

Prefiero equivocarme creyendo en un Dios que no existe, que
equivocarme no creyendo en un Dios que existe. Porque si después no
hay nada, evidentemente nunca lo sabré, cuando me hunda en la nada
eterna; pero si hay algo, si hay Alguien, tendré que dar cuenta de mi
actitud de rechazo. Blaise Pascal
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RESUMEN

En el estado pro inflamatorio asociado con la obesidad, el incremento del tejido
adiposo desempena un papel determinante. Diversos datos clinicos
epidemiologicos han mostrado que en individuos no diabéticos obesos existe una
correlacion positiva entre la presencia de resistencia a la insulina vy
concentraciones elevadas de marcadores inflamatorios (TNF-a, IL-6 e IL-1(3),
aunado a una modificacion de la produccion de adipocinas del TA (leptina y
adiponectina). Estas alteraciones desencadenan una serie de alteraciones
bioquimicas, que conducen al desarrollo de factores de riesgo que pueden dar
origen a la enfermedad cardiovascular, cancer y Diabetes mellitus de tipo 2, las
cuales se encuentran entre las principales causas de muerte en nuestro pais.
Actualmente, el incremento de estos problemas de salud y el alto costo de
medicamentos de patente, han llevado a la poblacion a la busqueda de
alternativas terapéuticas, entre las cuales se incluye la medicina tradicional.
Calea urticifolia (Mill) DC. mostré en un estudio reciente a través de un modelo
de inflamacion crénica de bajo grado inducido por una dieta rica en grasas en
ratas, la capacidad inhibitoria de la secrecion citocinas pro inflamatorias lo que
sugiere que el extracto pueda actuar sobre la sensibilizacion o sobre la secrecion
de insulina. Debido a esto, surge el interés por evaluar el efecto del extracto
etanolico sobre la resistencia a la insulina, mediante la valoracion de la
concentracion de insulina y de adipocinas (Leptina y Adiponectina) y citocinas
pro inflamatorias (TNF- a, IL-6 e IL-1 B).

Se utilizo ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 110 + 10 g. Los animales
fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos (n=5), que correspondian a los
siguientes tratamientos: a) dieta estandar + agua (DEA); b) dieta estandar +
extracto (DEE); c) dieta rica en grasa + agua (DRGA); d) dieta rica en grasa +
extracto (DRGE). Los tratamientos fueron administrados durante 2 meses. Previo

al inicio del tratamiento con el extracto, los animales recibieron la dieta
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correspondiente durante 4 meses, para inducir el proceso inflamatorio de bajo
grado. Se tomaron muestras sanguineas de la vena caudal por la técnica de goteo
cada mes, hasta el final del experimento con la finalidad de cuantificar los
parametros bioquimicos de glucosa, colesterol y triglicéridos. Al final del
experimento, se extrajo una Gltima muestra de sangre por via intracardiaca y con
el suero obtenido se cuantifico la concentracion sérica de insulina, adipocinas y

citocinas pro inflamatorias por la técnica de ELISA.

Los grupos que recibieron la DRGE mostraron un incremento en las
concentraciones de glucosa y triglicéridos, y mostraron tener influencia sobre la
secrecion de las adipocinas evaluadas, asi como las citocinas pro inflamatorias
(TNF-a e IL-6), estas moléculas han sido asociadas fuertemente con la resistencia
a la insulina y se sabe que participan de manera importante en el proceso

inflamatorio derivado del tejido adiposo.

El extracto etandlico de Calea urticifolia, mostré un efecto hipoglucemiante e
hipolipemiante, asi como anti inflamatorio en el proceso inflamatorio derivado
del tejido adiposo, a través de la inhibicion de la secrecion de TNF- q,
adicionalmente el extracto increment6 los niveles de insulina circulante, lo cual
puede interpretarse como que el extracto funciona como secretagogo, es decir,
que presenta la capacidad de inducir la secrecion de la hormona en la célula B

pancreatica.
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1. INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad son resultado entre el desequilibrio de ingesta caldrica
y el gasto energético provocando la acumulacién excesiva de grasa corporal. Este
incremento en la masa grasa afecta de manera directa la homeostasis
metabdlica, ya que actualmente se sabe que el tejido adiposo (TA) es un 6rgano
altamente activo y es secretor de un gran nimero de moléculas que participan
como pro inflamatorias y que pueden contribuir a la generacion de resistencia a

la insulina.

El consumo de dietas ricas en grasa, provoca la generacién de un estado
inflamatorio cronico de bajo grado que influye de manera importante sobre el
desarrollo de otras patologias como cancer (Bruzzo et al., 2007; Fuentes Panana
et al., 2009) y Diabetes tipo Il (Sanchez-Recalde & Kashi, 2001), sélo por
mencionar las mas importantes. Estas enfermedades disminuyen la calidad de
vida de quien las padece, y los factores que favorecen el incremento de la
incidencia de estas enfermedades, son la falta de buenas practicas alimenticias,
el estilo de vida no saludable, asi como el dificil acceso a los medicamentos de

patente debido a su alto costo.

El ser humano en un afan por recuperar su salud, ha enfocado su atencion en
revalorizar el uso de las plantas medicinales empleadas ancestralmente para

diversas patologias.

Nuestro pais cuenta con un amplio nimero de especies utilizadas con fines

medicinales distribuidas a lo largo del pais y con una amplia diversidad de usos.

En San Luis Potosi Calea urticifolia DC. (Mill), es una planta utilizada
tradicionalmente por indigenas Xi’oi o pames de la Sierra Madre Oriental del
estado, principalmente en la comunidad de Potrero del Carnero en el municipio

1



de Rayon, con usos anti inflamatorios, hipoglucemiantes, orexigénicos y anti

fangicos (Guzman et al., 2010).

El efecto anti inflamatorio atribuido de manera tradicional a esta especie fue
considerado en esta investigacion, por el interés de caracterizar su efecto
farmacoldgico sobre un modelo de inflamacion de bajo derivado del tejido
adiposo. Por esta razon y para proporcionar un mejor entendimiento de ésta
investigacion se incluye una breve descripcion de la asociacion del sobrepeso,
obesidad y las citocinas derivadas del tejido adiposo relacionadas con la

induccion de la resistencia a la insulina.

2. ANTECEDENTES

2.1 Sobrepeso y obesidad

La obesidad y el sobrepeso pueden definirse como una acumulacion excesiva de
grasa corporal que puede tener repercusiones en las funciones de diversos

organos y moléculas que pueden alterar nuestra salud.

Para el ano 2005, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que en el
mundo existian aproximadamente 1600 millones de adultos con sobrepeso y 400
millones con obesidad. Se estima que para el ano 2015 estas cifras se
incrementen a 2300 millones y mas de 700 millones respectivamente (OMS,
2011). La poblacion infantil también presenta un acelerado incremento en el
desarrollo de éstas condiciones, incluso, para el afno 2003 la Unidad Internacional
de Obesidad (International Obesity Task Force-IOTF) estimd que a nivel mundial
existen aproximadamente 22 millones de nifos menores de 5 anos con este
problema. En cuanto a América Latina, México ocupo el quinto lugar en poblacion

infantil obesa (Amigo, 2003). Actualmente, en nuestro pais el 71.9% de la



poblacion femenina mayor de 20 afos presenta sobrepeso u obesidad, y en la

poblacion masculina el 66.7% (Federacion Mexicana de Diabetes, 2010).

Este problema de salud publica en la poblacion mexicana va en aumento,
presentando un comportamiento similar e incluso superior, al que se observa en

paises desarrollados (Miller et al., 2004).

Antiguamente, el sobrepeso y la obesidad eran considerados como un estatus de
salud y de riqueza (Moreno, 2000), pero este concepto ha venido modificandose
debido a los multiples estudios que han demostrado que el exceso de tejido graso
puede desencadenar otro tipo de enfermedades que ponen en riesgo la vida
como la Diabetes mellitus tipo Il, la enfermedad cardiovascular, el cancer, el
higado graso no alcohdlico, entre otras. De acuerdo con lo anterior, el tejido
graso o adiposo en exceso forma parte fundamental de los problemas de salud
que hoy en dia nos atafnen, es por ello que a continuaciéon lo describiremos

morfolodgica y funcionalmente.

2.2 Tejido adiposo

El concepto de tejido adiposo, fue introducido por Wells en 1940 (Cinti, 2001),
es un tejido conectivo altamente especializado que representa entre el 15-29%
del peso corporal total en el hombre y en mujeres entre el 20 y 25% (Valenzuela,
2004; Guisado-Requena & Guisado-Barrilao, 2009), constituye la mayor reserva
energética corporal superando por mucho al glucdgeno al poseer una estructura
mas compacta, mayor densidad energética y naturaleza hidrofdbica (Lopez-
Jaramillo et al., 2005). Es por ello que el TA era considerado Unicamente como
un reservorio de energia, concepto que ha venido modificandose. Actualmente se
ha identificado al TA como el principal sitio de produccion de esteroides sexuales

y Leptina, hormona reguladora del peso corporal en el sistema nervioso central.



Estos hallazgos han caracterizado al TA como es un o6rgano enddcrino (Pérez,
2007).

El TA se encuentra ampliamente vascularizado y su potencial de crecimiento es
ilimitado, presenta una alta heterogeneidad de acuerdo a su localizacion
corporal, ya que puede ser subcutaneo, el cual se encuentra debajo de la piel y
comprende alrededor del 80% de la grasa corporal total, o visceral éste rodea las
visceras y representa el 10% del total de grasa. (Valenzuela, 2004; Manzur, 2010).
El tejido adiposo visceral esta compuesto por adipocitos de un menor tamano y
cuenta con un gran nuimero de receptores B- 3 adrenérgicos que favorecen el

incremento de la actividad metabolica.

En los mamiferos, existen dos tipos de TA, el tejido adiposo marron (TAM), que
regula principalmente la termogénesis corporal, y el tejido adiposo blanco (TAB),
que representa el principal almacén de energia del organismo en forma de
triglicéridos, cuyo proceso de almacenamiento e hidrélisis esta altamente
regulado hormonalmente por la insulina y las catecolaminas; metabdlicamente
por la glucosa y los acidos grasos no esterificados; y nutricionalmente a través de

la ingesta energética de lipidos y carbohidratos (Moreno & Martinez, 2002) .

EL TAB es el principal deposito de energia en los mamiferos y pajaros (Trayhurn &
Wood, 2004) y se encuentra ampliamente distribuido en el organismo,
principalmente a escala dérmica, perirrenal, subcutanea, medianistica,
perigonadal y retroperitoneal (Cinti, 2001). Celularmente esta constituido por
fibroblastos, preadipocitos, adipocitos maduros y macrofagos (Sanchez-Munoz, et
al., 2005). La funcion principal del TAB, ademas del almacenamiento de grasa, es
la secrecion de aproximadamente 50 moléculas bioactivas conocidas como
adipocinas, llamadas asi por su similitud con las citocinas del sistema inmunitario
(Gomez et al., 2009). Entre las adipocinas derivadas del TAB se encuentra el

Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), leptina, adiponectina y resistina,
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consideradas hormonas; Interleucina- 6 (IL-6), Interleucina 18 (IL-18) del grupo
de las citocinas; la proteina estimuladora de acilacion (ASP), Adipsina y factor de
crecimiento humano (HGF) que son factores de crecimiento; ademas, enzimas
como el Citocromo P-450 aromatasa, lipoprotein lipasa entre otras. Resulta
primordial sefalar que el término adipocina esta asociado con moléculas
biolégicamente activas que se pueden encontrar en TAB, pero éstas pueden ser
sintetizadas por células diferentes a los adipocitos y llevar a cabo funciones

distintas a las que tienen en el TA (Gomez et al., 2009).

Algunas de estas moléculas se consideran las responsables de modificar la
homeostasis metabolica ya sea sensibilizando o desensibilizando la accién de la
insulina (Sanchez-Munoz et al., 2005, Almanza et al., 2008). Por otra parte,
también el TA presenta una serie de receptores que le permiten responder a
diversas sefnales desde el sistema nerviosos central y desde otros sistemas
hormonales (Manzur et al., 2010). Con base a lo anterior, podemos concluir que
el tejido adiposo es un drgano con funciones muy variadas e importantes en la
homeostasis metabodlica, cabe aclarar que el estado patoldgico se presenta
cuando hay un exceso de éste, lo que ocasiona hipertrofia, que no es mas que un
incremento en el tamano de los adipocitos y la hiperplasia, que es el aumento de

estas células (Manzur, 2010).

2.3 Adipocinas

2.3.1 Factor de Necrosis Tumoral a

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es una proteina transmembranal de 17
kDa que se expresa mas significativamente en el tejido subcutaneo que en el
tejido visceral, sus receptores de tipo | y Il son expresados Unicamente en el
tejido adiposo (Pérez, 2007) esta citocina pro inflamatoria es sintetizada por un

gran numero de células pero principalmente por macrofagos y linfocitos, se sabe
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que a diferencia de los roedores, en humanos se produce en pequenas cantidades
(1-20 pg/mL) (Wallace & Stacey, 1998). Diversos estudios han revelado que las
altas concentraciones de TNF a correlaciona de manera positiva con el grado de
adiposidad y que genera resistencia a la insulina por interferencia con el receptor
de insulina, tema que sera tratado posteriormente (Antuna-Puente, et al.,
2008).

A nivel molecular, el TNF-a favorece la lipdlisis, activa la via de las MAPK
cinasas (Sanchez-Munoz et al., 2005), ademas, Branen y colaboradores (2004),
demostraron en experimentos in vitro e in vivo en murinos, que la disminucion
del TNF- a trae consigo beneficios sobre el desarrollo de arterosclerosis. Un
estudio realizado recientemente, reveld0 que aparentemente los niveles
circulantes de TNF-a se elevan de acuerdo con el nimero de componentes del
sindrome metabdlico presentes, entre los cuales podemos mencionar
dislipidemia, glucosa en ayuno ente 100 y 125 mg/ dL, obesidad central y

resistencia a la insulina (Zulet et al., 2007).

2.3.2 Leptina

La leptina, producto del gen lep toma su nombre del griego Leptos (delgado), es
una hormona compuesta por 167 aminoacidos (Pérez, 2007), con un peso
molecular de 17 kDa que pertenece a la familia de las citocinas clase 1 o de
receptores de factores de crecimiento hematopoyéticos (Gomez et al., 2009).
Esta es secretada por un gran nimero de células como las neuronas, células de la
placenta, los monocitos, los macrofagos, los linfocitos TH1, el estdomago, el
epitelio mamario y los adipocitos; el tejido adiposo subcutaneo contribuye en un
80% en la sintesis de leptina (Palou et al., 2004; Antuna-Puente et al., 2008;
Vega-Robledo, 2010). La concentracion de esta molécula correlaciona de manera

positiva con la cantidad de tejido adiposo (Munoz et al., 2004).



La principal funcion de la leptina se lleva a cabo a nivel hipotalamico (Mufoz et
al., 2004) actuando sobre neuronas anorexigenicas y glucosensitivas (Zulet et al.,
2007), de esta manera induce la sensacion de saciedad con lo cual se inhibe la
sefal neuronal de saciedad alimentaria, ademas, incrementa el gasto energético,
estimula la oxidacion de acidos grasos y modula el funcionamiento de las células
B pancreaticas. Debido a estos atributos la leptina es considerada como una
hormona anti-obesidad, recientemente se han demostrado sus efectos
pleiotrépicos sobre la funcion reproductora, la hematopoyesis, la angiogénesis, la
homeostasis de los organos linfoides y funciones de los linfocitos T (Mufoz et al,
2004), con lo cual podemos afirmar que la leptina es un nexo entre el sistema

neuroendocrino e inmune.

La expresion y la secrecion de esta hormona es estimulada por insulina,
glucocorticoides, TNF-a y estrogenos, mientras que la actividad B-3 adrenérgica,
es estimulada por androgenos, acidos grasos libres, hormona de crecimiento y
agonistas PPAR- y (Lopez-Jaramillo et al., 2005). La leptina es capaz de controlar
la produccion de TNF- a y la activacion de macrofagos, promueve la agregacion
de plaquetas, lo cual conduce a la formacion de capa aterosclerotica, la sintesis
de especies reactivas de oxigeno pero ademas, mejora la resistencia a la
insulina (Antuna-Puente et al., 2008). La deficiencia de leptina viene
acompanada de obesidad, hiperfagia, hipogonadismo, hiperinsulinemia vy
disminucion de la inmunidad celular (Vega-Robledo, 2010). Metabolicamente la
leptina inhibe la lipogénesis y estimula la lipolisis reduciendo los niveles de
lipidos intracelulares en el musculo esquelético, el higado y las células B
pancreaticas, mejorando significativamente la sensibilidad a la insulina (Pérez,
2007).

En individuos obesos se ha descrito que presentan concentraciones altas de
leptina, lo cual sugiere la existencia de otra alteracidén, que se conoce como

resistencia a la leptina, incluso, en sujetos con indices de masa corporal grandes
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la administracion de leptina no presenta efecto alguno sobre la resistencia a la

insulina (Antuna-Puente et al., 2008)

El receptor de leptina presenta varias isoformas se expresa principalmente en
TAB y TAM, pero también en tejidos periféricos como pancreas, tracto
gastrointestinal (Palou et al., 2004). La leptina y sus receptores presentan

similitud estructural y funcional con la citocina IL-6 (Zulet et al., 2007).

2.3.3 Adiponectina

La adiponectina es conocida también como apM1 y GPB28 en humanos, y como
Acpr 30 y Adipo Q en el ratén. Esta molécula tiene un peso aproximado de 30 KDa
y se identifico por primera vez a mediados de los noventa (Vidal & Gomis, 2008).
Los niveles plasmaticos de esta hormona oscilan entre 5 y 30 mg/dL en sujetos
delgados y representa el 0.01% de la proteinas totales, en el torrente sanguineo
se le puede encontrar de tres formas principales que son trimero, hexamero y
una de alto peso molecular. La producciéon de adiponectina por parte del TAB es
mayor en el tejido adiposo subcutaneo que en el visceral (Antuna-Puente et al.,
2008) y actla a través de 2 dos receptores, el AdipoR1 mayoritariamente en
musculo esquelético y el Adipo R2 en higado (Gémez et al., 2009), aunque hay
estudios que comprueban que los cardiomiocitos también pueden sintetizarla
(Iglesias et al., 2006).

La adiponectina presenta efectos sobre la produccion hepatica de glucosa, ya
que disminuye la expresion de dos enzimas importantes para la gluconeogénesis
que son la fosfoenol piruvato carboxicinasa y la glucosa 6 fosfatasa, en
apariencia, la forma de alto peso molecular es la que genera una mayor
sensibilidad a la insulina. A pesar de encontrarse en una concentracion
relativamente grande respecto a otros péptidos hormonales, no cruza la barrera

hemato-encefalica (Vega, 2010).



Por otra parte, a esta adipocina se le atribuye un efecto cardioprotector
durante un proceso temprano de aterogénesis, debido a que interfiere con el
proceso de adhesion celular y la transformacion de los macrofagos en células
espumosas (Antuna-Puente et al., 2008). Ademas de los efectos
cardioprotectores que ofrece durante la obesidad, se ha observado que en
enfermedades que implican procesos inflamatorios como artritis reumatoide
puede tener un papel anti inflamatorio ya que induce la produccion de factores

anti inflamatorios (Gomez et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior, las adipocinas se consideran responsables de la
homeostasis de diversos procesos biologicos como la regulacion de la presion
arterial, de la accion de la insulina y del metabolismo de la glucosa. Por otro
lado, estudios recientes han demostrado que la adipocinas tienen influencia
sobre la produccion de mediadores inflamatorios (citocinas), los cuales,
desempefan un rol importante en la fisiopatologia de la obesidad asi como sus

implicaciones sobre la salud humana (Gonzalez-Juanetey et al., 2009).

2.4 Citocinas

Representan un gran numero de familias de moléculas o proteinas individuales
presentan funciones como mediadores solubles con actividad biologica, ademas
de ser producidas por casi todas la células de nuestro organismo, su mecanismo
de accidén es a través de receptores que se encuentran en la superficie celular.
Estas moléculas participan de manera activa en la regulacion de la funcién

celular en estado normal o patoldgico (Antuna-Puente et al., 2008).

Dentro del grupo de las citocinas podemos encontrar a las interleucinas,
quimiocinas, interferones, factores estimuladores de colonias, factores de

crecimiento y factores de necrosis tumoral. En cuanto a las caracteristicas de



estas moléculas podemos decir que son de origen peptidico de bajo peso
molecular (<30 kDa) que se producen de novo en los primeros segundos de la
activacion celular, actian de manera local y solo estimulan a células con

receptores especificos (Zulet et al., 2007).

Algunos autores consideran a las citocinas como inmuno-hormonas que ejercen su
funcion en forma autdcrina es decir, sobre la célula que las sintetizo, o
paracrina, estimulando células adyacentes, produciendo efectos muy variables
entre los que podemos mencionar la modulacién del sistema inmune, el
crecimiento y la diferenciacion celular hematopoyética, angiogénesis vy
regeneracion tisular. Sin embargo, cuando se incrementa su concentracion de
manera importante pueden actuar sobre grupos celulares diferentes a los cuales

actlan de manera normal (Gonzalez-Juanetey et al., 2009).

Las citocinas presentan una serie de cualidades que son la pleiotropia, es decir
que actuan sobre varios tipos celulares de diferente manera, redundancia, lo que
significa que muchas de ellas actlan sobre las mismas células, sinergismo/
antagonismo, lo cual indica que pueden potenciar o bloquear respectivamente la

accion de otras citocinas.

Las citocinas desempenan un papel importante no solo en la inmunidad, sino que
se ha demostrado que un incremento de éstas se encuentra asociado al desarrollo
de enfermedades que en nuestro pais son causa de altas tasas de mortalidad tal
es el caso del cancer, se ha descrito que la exposicion a factores de riesgo como
el consumo excesivo de alcohol puede producir inflamacién en higado o
pancreas, dando como resultado cancer hepatico o pancreatico respectivamente
(Lin & Karin, 2007), incluso se ha estimado que aproximadamente el 15% de
todos los tipos cancer, pueden ser originados por un proceso inflamatorio (Lewis
et al., 2006).
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2.4.1 Interleucina 6

La interleucina 6 (IL-6) es secretada por un gran numero de células entre las que
se encuentran las células inmunes, fibroblastos, células endoteliales, musculo
esquelético y tejido adiposo. En el TA se produce aproximadamente del 10 al 30%
de IL-6 circulante y es secretada en su mayoria por el tejido adiposo visceral
(Sanchez-Munoz et al., 2005; Zulet et al., 2007).

La IL-6 puede hallarse de forma glucosilada con un peso que varia entre los 22 y
27 kDa, su receptor presenta una forma transmembranal y otra soluble (Pérez,
2007; Tilg & Moschen, 2008), pertenece a la familia de los receptores de la clase
1, la cual usa la via Janus Kinases como senalizacion intracelular (Antuna-Puente
et al., 2008). Los altos niveles de esta citocina en sangre correlacionan de
manera directa con obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina,
debido a la activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (Pérez,
2007), el cual esta implicado en las respuestas de estrés, generando un
incremento en las concentraciones de las hormonas CRH (hormona liberadora de

corticotropina), ACTH (hormona adenocorticotropica) y cortisol.

La IL-6 es considerada desde hace tiempo como un marcador patogénico de
resistencia a la insulina y de enfermedad cardiovascular, su concentracion
disminuye de manera paralela a la pérdida de peso y con ello se mejora la
resistencia a la insulina (Tilg & Moschen, 2008). Se tiene evidencia de que la IL-6
induce la secrecion de Proteina C Reactiva (PCR) y que disminuye la actividad de
la lipoprotein lipasa (LPL) teniendo como consecuencia un incremento en la
captacion de lipidos por parte de los macrofagos (Scherer & Berg, 2005; Antuna-
Puente et al., 2008).

La IL-6 es una citocina que desempena un papel destacado en los promotores de

crecimiento y es una molécula antiapoptotica, incluso, la mayoria de sus genes
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estan involucrados en el ciclo de progresion y supresion de la apoptosis, en base
a esto, esta molécula tiene un papel activo en la generacion de tumores (Wan-
Wan & Karin, 2007).

2.4.2 IL-18B

La interleucina 1 (IL-1) es una citocina con multiples funciones entre las cuales
podemos mencionar el incremento de la permeabilidad vascular durante el
periodo de fiebre, favorece el incremento de citocinas en enfermedades de
caracter autoinmune, favorece la liberacion de prostaglandinas, hormonas
pituitarias y colagenasas (Lewis et al., 2006), ademas de presentar efectos
negativos sobre los tejidos vascular, endocrino, conectivo, en los sistemas
inmune, hematopoyético y nervioso. La IL-1 ha sido estudiada mediante bloqueo
durante el tratamiento farmacolégico de enfermedades como artritis
reumatoide, aterosclerosis, diabetes mellitus tipo |, enfermedades autoinmunes

(leucemia y Alzheimer) y en tumores (Lewis et al., 2006).

La interleucina 1-8 (IL-18) forma parte de una familia dentro de la cual también
se encuentran la interleucina 1-a (IL-1a) y el receptor antagonista de IL-1 (IL-1
ra) (Lewis et al., 2006), anteriormente solo se consideraban estas tres, pero
recientemente se han integrado otros ocho elementos, que en total suman 11
(Dinarello, 2011). La IL-1B y la IL-1a derivan de diferentes genes, por lo tanto,
los mecanismos mediante los cuales son sintetizadas y secretadas son diferentes,
sin embargo presentan similitudes en su funciéon y se unen al mismo receptor
(Lewis et al., 2006). Otra diferencia importante entre la IL-18 y la IL-1a es que la
primera es 15 veces mas potente que la segunda y 500 mas que el TNF-a
(Valderrama et al., 2005).

La IL-18 no solo esta implicada en la inflamacion, se tiene evidencia que durante

el proceso de reabsorcion de hueso se liberan grandes cantidades de ésta y que
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interactla directamente con las células o6seas o con células vecinas como

monocitos, linfocitos y fibroblastos (Uematsu et al., 1995).

2.4.3 Citocinas pro inflamatorias y TA

Aunque la inflamacion inducida por el sistema inmunitario es un mecanismo de
defensa ante lesiones y patogenos, la inflamacion inducida por parte del TAB
puede originarse por dos mecanismos: a) Se genera un incremento de los
mediadores extracelulares como citocinas y lipidos que son liberados a causa del
estrés existente en el reticulo endoplasmatico, esto debido a que la obesidad es
capaz de generar un incremento en la demanda de este organelo y sobrecargar
de manera importante su capacidad funcional, lo que da como resultado, un
cambio en la estructura del tejido adiposo, mediante lo cual se altera el flujo de
nutrientes asi como el energético (Miranda-Garduno & Reza-Albarran, 2007) y b)
El exceso en la produccion de especies reactivas de oxigeno en las mitocondrias,
debido al aumento en el aporte de glucosa y acidos grasos activan factores de
transcripcion los cuales regulan la expresion de citocinas pro inflamatorias y anti

-inflamatorias (Manzur et al., 2010).

La obesidad puede considerarse como un inductor de inflamacion y ademas,
produce alteraciones sobre la inmunidad humoral (secrecién de anticuerpos) vy la
celular (recuento de leucocitos, proliferacion de linfocitos en respuesta a
mitogenos) (Munoz et al., 2004). Incluso, se ha planteado que la obesidad podria
ser considerada como un desorden inflamatorio (Zulet et al., 2007) o incluso
como un estado pro-inflamatorio, esto ultimo debido a que los marcadores
inflamatorios se han encontrado elevados de manera significativa en individuos
que presentan obesidad (Gomez et al., 2009) y se sabe que la infeccion y la
obesidad activan vias intracelulares como la JNK e IKK-NF-kB (Miranda-Gardufo &

Reza-Albarran, 2007), las cuales son vias inflamatorias.
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2.5 La obesidad como un proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es fundamentalmente una respuesta inmunoldgica que
presenta un caracter protector, cuyo principal objetivo es defender al organismo
de algln tipo de dano o lesion, sin embargo, cuando éste adquiere un caracter
cronico puede llegar a ser perjudicial (Zulet et al., 2007). En cuanto a la
obesidad, actualmente es uno de los mayores problemas de salud a nivel
mundial, alcanzando caracteristicas de pandemia, incluso, se ha planteado la
posibilidad de que en los proximos anos toda la poblacion presente un grado de

sobrepeso u obesidad (Warnberg et al., 2004).

La obesidad es considerada como un padecimiento cronico de alta complejidad
que presenta un origen multifactorial, en esta enfermedad se manifiestan
alteraciones en la respuesta inmune generando un proceso inflamatorio créonico
de bajo grado (Blancas-Flores et al., 2010), debido a que favorece el incremento
de los niveles circulantes de adipocinas pro-inflamatorias, proteinas de fase
aguda y haptoglobina (Manzur et al., 2010) y en el cual se puede manifestar

hiperplasia e hipertrofia adipocitaria (Gonzalez-Juanetey et al., 2009).

Durante los Ultimos anos se ha estudiado la asociacion entre la obesidad y el
proceso inflamatorio, en este proceso se encuentran involucradas diferentes
células que pueden ser secretadas por el tejido adiposo como la IL-6 (Courdec et
al., 2004). De manera normal, la respuesta inflamatoria genera una demanda del
soporte metabdlico, asi como de la distribucion energética eficiente, en especial
desde los sitios que son reservorio de lipidos, ya que estos desempeiian un papel
importante contra el ataque a las infecciones durante la respuesta de fase
aguda, ademas, inhibe las vias anabdlicas como la de la insulina y activa las vias

catabdlicas como la del glucagon (Miranda-Garduio & Reza-Albarran, 2008).
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El tejido adiposo, contiene en promedio entre un 5 y 10% de macréfagos y en
estudios realizados con dietas que inducen la ganancia de peso se ha observado
que estos se incrementan hasta el 60% (Scherer & Berg, 2005). La importancia del
incremento de macréfagos en le TA radica en que se sabe que estos contribuyen
de manera importante al proceso inflamatorio de bajo grado mediante la sintesis

de citocinas pro inflamatorias.

Recientemente se ha establecido que existe una clara diferencia entre las
enfermedades conocidas como autoinmunes y los “sindromes auto-inflamatorios”
(Simon & Van der Meer, 2007; Masters et al., 2009), los cuales se caracterizan
por periodos cortos de fiebre, inflamacion local y debilidad generalizada. En
cuanto al tratamiento, la mayor diferencia entre estas patologias es que las
primeras se pueden controlar con una terapia farmacoldgica mediante el bloqueo
de las células autoinmunes involucradas, sin embargo, en las segundas, este no
es, lamentablemente la mejor manera de controlarlas o eliminarlas (Dinarello,
2011).

Ya con anterioridad se menciond cuales son los mecanismos mediante los cuales
se induce la inflamacidén croénica, y que pueden dar por resultado un aumento en
la sintesis de lipidos y generar interferencia en la via de sefalizacion normal de
la insulina dando lugar a una gamma de enfermedades de origen metabdlico
como la diabetes mellitus tipo I (DM 1l), la cual es considerada cronico-
degenerativa y se caracteriza por presentar niveles de glucosa en ayuno mayores
a los 126 mg/dL o mayor a 200 mg/dL después de una pruebas posprandial de
glucosa de acuerdo con los criterios establecidos por la American Diabetes
Association (ADA) (Lieberman, 2003). Con esta base, podemos afirmar que el
incremento de las células que participan en el proceso inflamatorio, causa
desequilibrios capaces de desencadenar patologias que pueden mermar de
manera considerable la salud humana y disminuir la calidad y la esperanza de

vida de quien las padece.
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2.6 Insulina

La insulina es una hormona anabdlica de origen polipeptidico con un peso de 5.8
kD, la cual esta formada por dos cadenas, llamadas A y B que se encuentran
unidas entre si por enlaces disulfuro en las posiciones A7-B7 y A20-B19 y presenta
un enlace intracatenario en A en las posiciones 6-11, la cadena A se compone de

21 aminoacidos y la cadena B de 30.

La insulina es sintetizada en los islotes de Langerhans en las células B
pancreaticas; entre sus funciones metabdlicas se encuentra la regulacion de la
homeostasis de la glucosa y los lipidos. Funcionalmente esta hormona disminuye
las concentraciones de glucosa en sangre al favorecer el ingreso de glucosa hacia
el musculo y tejido adiposo, inhibe la gluconeogénesis y la glucogendlisis y
favorece la sintesis de glucogeno y de acidos grasos en el higado y en el tejido
adiposo, incrementando la circulacién de las lipoproteinas ya que estimula la
actividad de la lipoprotein lipasa en tejido adiposo e inhibiendo la lipdlisis en

este tejido y musculo (Pajuelo et al, 2006).

2.6.1 Resistencia a la insulina

Existe una condicion metabolica llamada resistencia a la insulina (RI) que se
caracteriza por que a nivel celular la insulina no puede ejercer de manera
eficiente su funcion, que es la de introducir la glucosa a las células para su
metabolismo, y por si misma aumenta considerablemente el riesgo de desarrollar
diabetes (ADA, 2007) se ha descrito que la alteracién mas comun para desarrollar

Rl se presenta a nivel post receptor.

Algunas de las alteraciones mediadas por la Rl son: defectos en las vias de

transmision de sefnales generadas por la union de la insulina al receptor;
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antagonismo de la accion de la insulina por adipocinas derivadas del tejido
adiposo (TNF a, leptina, adiponectina); antagonismo por acidos grasos no
esterificados que interfieren con los procesos de captacion, transporte y
utilizacion de la glucosa en musculo esquelético y tejido adiposo; y el estrés
oxidativo asociado a la funcion endotelial la cual inhibe la sefalizacion del

receptor de insulina (Martinez et al., 2003).

Al presentarse RI, el pancreas comienza a sintetizar una mayor cantidad de
insulina, como un efecto compensatorio para lograr el efecto metabolico
deseado, de este modo se presenta otra alteracién denominada hiperinsulinemia
que desencadena otra serie de alteraciones a nivel metabolico y desencadena en
enfermedades como la diabetes mellitus tipo I, la enfermedad cardiovascular, el
cancer, el higado graso no alcohodlico, entre otras. Estas patologias figuran en
nuestro pais entre las primeras causas de muerte y las instituciones de salud

publica invierten grandes cantidades de dinero para su tratamiento.

Aunado a los altos costos, el dificil acceso a los servicios de salud de buena
calidad, asi como la bUsqueda de “nuevas” alternativas terapéuticas, han llevado
a fijar la atencion sobre las plantas medicinales, las cuales han sido usadas por

miles de afos por las comunidades indigenas de toda América Latina.

2.7 Plantas medicinales

Las plantas medicinales pueden ser definidas como componentes vegetales que
sintetizan metabolitos secundarios o principios activos, los cuales ejercen una

accion farmacologica (Muioz, 2000).

En el mundo antiguo se tenia conocimiento del uso de las plantas como remedios
0 cura para un gran numero de enfermedades, por ejemplo, Hipocrates, médico

griego denominado actualmente el padre de la medicina moderna, consideraba
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un gran nimero de factores para mantener la salud y recomendaba higiene, dieta
y hierbas. Asi, Pedanio Dioscorides fue el autor del primer herbario europeo que
hablaba a cerca de las plantas medicinales y sus usos llamado “De materia

médica” (Konemann, 2000).

Durante la edad media, la aportacion mas importante fue hecha por Avicena,
médico arabe cuya obra es conocida como Qanun, Hildegard von Bingen de origen
aleman, escribio herbarios. Existio también una familia dedicada a la cura de
enfermedades mediante plantas, su escrito es conocido como Los médicos de
Myddvai. Paracelso, nacido en lo que hoy es Suiza, estaba convencido de que
plantas y metales poseian diversos principios activos e impuso el uso de un

tratamiento especifico para algunas enfermedades (Konemann, 2000).

El Renacimiento es conocido como la época dorada de los herbarios. Durante el
siglo XVI el mundo comenzd a expandirse y los paises y las plantas recién
descubiertos despertaron gran interés lo que llevo a la publicacion de un gran
numero de herbarios, entre los que destacan el realizado por Bicholas Culpeper,
conocido como El herbario de Culpeper el cual habla de cémo encontrar y
preparar la plantas para su uso medicinal y ademas, contiene un listado de
plantas que pueden ser usadas en determinadas dolencias o enfermedades.
Samuel Thompson y el Doctor Coffin, aprendio el uso de las plantas medicinales
de los nativos americanos durante su nifnez, desarrolléo un sistema de medicina
botanica y escribié varios herbarios, en cuanto a Coffin, un seguidor de
Thompson agobiado por las disputas con los médicos que recetaban farmacos
quimicos partido rumbo a Europa, estableciéndose en Inglaterra, donde fundd
varias escuelas e introdujo varias especies nativas en América a la farmacopea
europea y en al aio de 1864 participo en la fundacion de la National Association
of Medical Herbalist que actualmente es el National Institute of Medical Herbalis
(NIMH) (Konemann, 2000).
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México es uno de los cinco paises con mayor diversidad vegetal a nivel mundial,
con mas de 30,000 especies encontrandose por debajo de Brasil, Colombia, Per(
y Venezuela (Estrada, 1995), incluso, se ha registrado una amplia gama de
plantas Utiles (5000-7000 especies), entre las cuales se encuentran las plantas
que presentan uso medicinal (Munoz, 2000) nuestro pais ocupa el segundo lugar
con 3352 especies con uso medicinal (Caballero, 1984; Casas et al., 1994;
Estrada, 1995).

Actualmente, la herbolaria mexicana esta basada en mas del 99% de plantas
autoctonas, algunas de la cuales se han extinguido en algunas zonas geograficas
por la alta demanda comercial, pero solo el 10% de las plantas medicinales que

se han registrado son comercializadas en los mercados de las ciudades del pais.

La medicina alépata hace uso de ingredientes de origen natural en el 70% de los
medicamentos de patente y la fuente de estas sustancias se abastece en menos

del 1% de la flora medicinal mundial (Estrada, 1995).

2.8 Calea urticifolia

Se le conoce con distintos nombres comunes, entre ellos jaral de castilla,
chilchaca, jarilla, tacote (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009), hierba del negro, negro, negrito (comunidades de Vicente Guerrero y
Potrero del Carnero), y como juanislama en El Salvador (Matsuura et al., 2005).

Pertenece a la familia Asteraceae. Es un arbusto o planta perenne que llega a
medir hasta 3.5 m de alto, posee tallos cortamente pilosos o hirsutos, hojas
opuestas, peciolo hasta de 8 mm de largo, lamina ovada o deltoide a veces
lanceolada de 3(5)mm a 11 (14) mm de largo de 1(2) a 5(7) mm de ancho, aguda
en el apice, redondeada a truncada y algunas veces abruptamente cuneada en la
base, margen cerrado o en ocasiones crenado o sub entero, de textura

membranacea a cartacea, verde oscura, por lo general rasposa y rugosa en el
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haz, reticulo-nervada y cortamente pilosa o vilosa en el envés, cabezuelas a
menudo muy numerosas, sus hojas son lanceoladas de 3 a 8 mm de largo,
amarillentas, elipticas o lanceolado-ovadas , flores de liguladas de 3 a 8, fértiles,
sus laminas oblanceoladas a obovadas, amarillas, a veces de color crema
(Rzedowski & Calderon, 2008).

Es una planta ampliamente distribuida, podemos encontrarla desde Panama
hasta el norte de México en los estados de Sonora, Sinaloa, Tamaulipas, Durango,
Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Nayarit,
Jalisco, Colima, Michoacan, Estado de México, Morelos, Puebla, Veracruz,
Guerrero, Oaxaca. Chiapas y Centroamérica. Esta planta es favorecida por el
disturbio y no presenta problemas de supervivencia, florece de octubre a febrero
(Rzedowski & Calderon, 2008). Es una planta de clima calido y semicalido,
asociada a ecosistemas de selva baja caducifolia, bosques tropicales
subcaducifolio, subperenifolio, perenifolio y bosques de encino y pino.
Normalmente se encuentra en terrenos abiertos y a orillas de caminos (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En cuanto a su composicion quimica, esta planta presenta componentes
terpénicos. En las partes aéreas se han identificado sesquiterpenos, cuatro
derivados de atripliciolide, calin A, cinco derivados de caleuriticoide vy
germacreno C y D, monoterpenos (2-isopropil-4-metil-fenol y timol), los cuales se
identificaron de igual manera en la raiz, ademas, de tres derivados bencénicos

(Medicina Tradicional Mexicana, 2011).

Existe un gran niumero de experimentos en los cuales se ha descrito el efecto de
los metabolitos secundarios de la planta sobre diferentes patologias, tal es el
caso de las lactonas sesquiterpénicas que se comprobd participan en la inhibicion
de la melanogénesis en células de raton (Ohguchi et al., 2009), incluso se ha

comprobado que estos compuestos inducen apoptosis celular (Nakagawa et al.,
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2005), también se ha comprobado la actividad de los germacranodlidos en la

inhibicion de la diferenciacion pre adipocitaria (Matsuura et al., 2005).

2.8.1 Usos tradicionales

Entre los usos medicinales que se han reportado para Calea urticifolia se
encuentra su uso para tratar problemas de la piel (granos, irritacion), para sanar
llagas, vomito, tos (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009),
como anti fangico (Gamboa-Angulo et al., 2008), para el tratamiento de Ulceras
gastricas, y como bactericida (Matsuura et al., 2005), asi como también se ha
reportado su efecto citotoxico en células de cancer de colon y anemia (Nakagawa
et al., 2005; Ohguchi et al., 2009) y su efecto antioxidante (Umemura et al.,
2008).

En San Luis Potosi se ha reportado que se usa en las comunidades Vicente
Guerrero y en Potrero del Carnero para tratar la DM, problemas
gastrointestinales en general, como dolor de estomago, diarrea, vémito, gastritis

e inflamacion por contusiones (Guzman, 2010).

2.8.2 Efectos farmacolégicos de Calea urticifolia

Con respecto a su valoracion experimental, presenta efectos antiflingico,
nematicida y bactericida (Matsuura et al., 2006; Gamboa-Angulo et al., 2008),
citotoxico (Nakagawa et al., 2005; Ohguchi et al., 2009), antioxidante (Umemura
et al., 2008) y para el tratamiento de Ulceras gastricas (Matsuura et al., 2006).

Estudios realizados por Guzman y colaboradores (2010), demostraron el efecto
antiinflamatorio de Calea urtificolia a través de la inhibicion de la secrecion de
citocinas proinflamatorias (TNF a, IL-18 e IL-6) en un modelo de inflamacion
aguda inducido por carragenina, asi como en un modelo de inflamacion crénica

mediada por una dieta rica en grasa.
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3. JUSTIFICACION

Las alteraciones causadas por la inflamacion cronica mediada por el tejido
adiposo, desempenan un papel importante en el desarrollo de multiples
enfermedades cronico degenerativas, dentro de las que se incluye la Diabetes
mellitus, patologia que actualmente figura entre las principales causas de

muerte en nuestro pais (Cerqueira, 2010).

Este hecho no solo presenta un impacto relevante sobre la salud humana, sino
que también, dana de manera considerable la economia de los paises en donde
presentan prevalencias elevadas, por otra parte, el costo de su tratamiento con
hipoglucemiantes orales en nuestro pais durante el periodo 1999-2003, se

incremento de 58.38 a 140.78 millones de délares (Altagracia et al., 2007).

Esta situacion nos ha orillado a buscar nuevas alternativas terapéuticas y
revalorizar el uso de la medicina tradicional, mediante el incremento del uso de
plantas con capacidad medicinal. La OMS, organismo que ha estimado que mas
del 80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional
para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud (OMS, 2002) y que
gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de
plantas o sus principios activos (BermlUdez et al., 2005). Esto nos indica el
recurso invaluable que representan las plantas medicinales, asi como el
desarrollo y profundizacion del conocimiento de sus propiedades terapéuticas de
impacto sobre para los sistemas de salud de los paises en desarrollo como el

nuestro.
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4. HIPOTESIS

Calea urticifolia (Mill) DC., regula el proceso inflamatorio del tejido adiposo
inducido por una dieta rica en grasas, a través de la inhibicion de la secrecion de
citocinas pro inflamatorias (TNF a, IL-1 B e IL-6) y adipocinas (Adiponectina y

Leptina).

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia del extracto etanolico de Calea urticifolia Mill. DC. en las
concentraciones de citocinas pro inflamatorias y adipocinas de ratas alimentadas

con una dieta rica en grasa.

6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal

Calea urticifolia se recolecté en la comunidad de Potrero del Carnero en el
municipio de Rayén, en San Luis Potosi en el mes de febrero, cuando la planta se
encuentra en etapa de floracion, la parte de la planta que se usé para la
elaboracion del extracto fueron las hojas. Una vez obtenido el material vegetal,
se procedid a realizar el proceso de secado en papel adsorbente por un periodo
de 15 dias bajo el abrigo de la luz a ambiente, posteriormente el material fue
pulverizado en un molino eléctrico (Osterizer pulsematic) y se procedio a pesar
100g de planta, para finalmente realizarla extraccion de sus componentes por
maceracion en alcohol absoluto (Falcon), en una proporcion peso/volumen de 1:4
durante 10 dias. El resultado de la extraccion fue filtrado en capsulas de
porcelana a peso constante y el residuo fue obtenido por evaporacion a
temperatura ambiente. A través de este proceso se obtuvo un rendimiento de

1.95 g de extracto etanolico/100 g de planta seca.
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6.2 Unidades experimentales

Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Wistar adultas, de 110 + 10 g de peso
corporal, las cuales fueron proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de
Medicina de la UASLP. Los animales fueron manejados de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, segin las especificaciones técnicas de
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Los animales se
mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h a una temperatura de 22
+ 1 °C y una humedad de 50 * 5%.

En la primera fase del experimento se dividieron en dos grupos de 10 ratas los
cuales fueron separados individualmente y distribuidos de forma aleatoria para

ser sometidas a las siguientes dietas durante 6 meses:

Dieta estandar. Se utilizé una dieta con un aporte caldrico de 415 kcal/100g de
alimento (Formulab Chow 5008).

Dieta rica en grasa. Se utilizd una dieta con un aporte calérico de 547
kcal/100g de alimento, de acuerdo con especificaciones establecidas (De Souza
et al., 2005; Fam et al., 2006; Pan et al., 2006; Buettner et al., 2007; Matyskova
et al., 2007).

Las variables que se midieron durante los seis meses que durd el experimento

fueron ganancia de peso y consumo de agua.

6.3 Tratamientos

Al 4 mes, los dos grupos de unidades experimentales alimentadas con sus
respectivas dietas fueron nuevamente divididos de manera aleatoria en 2 grupos
de 5 animales, los cuales fueron distribuidos de manera individual, para ser

sometidos a los siguientes tratamientos durante 2 meses: Dieta estandar + agua 2
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ml/kg (DEA); Dieta estandar + extracto etandlico de Calea urticifolia 0.088
mg/kg (DEE); Dieta rica en grasa + agua 2 ml/kg (DRGA); Dieta rica en grasa+
extracto etanodlico de Calea urticifolia 0.088 mg/kg (DRGE)

Todos los tratamientos fueron administrados por via intragastrica diariamente.

Para evaluar los cambios bioquimicos provocados por la dieta, se obtuvieron
muestras sanguineas de los animales por puncion de la vena caudal cada mes
desde el inicio y hasta el término del experimento, en condiciones de 12 h de
ayuno. El periodo de tiempo fue elegido de tal manera que permitiera a los
animales reponerse de manera satisfactoria. Al término del periodo experimental
se obtuvo por puncion intracardiaca una muestra sanguinea para evaluar las
citocinas pro inflamatorias, asi como las adipocinas. En ambos casos las muestras
sanguineas fueron centrifugadas en una centrifuga marca Thermo IEC modelo
Centra CL3R a 3000 rpm durante 15 minutos con la finalidad de obtener el suero
sanguineo, y a continuacion se preservaron en un congelador a -20°C, hasta su

posterior analisis.

6.4 Cuantificacion de los parametros bioquimicos

El analisis de los parametros bioquimicos se realizo mediante métodos
enzimatico-colorimétricos usando un equipo semi-automatizado en un analizador
RA-50 de Bayer con kits de la marca Spinreact. Para la cuantificacion de glucosa,
colesterol y triglicéridos se llevo a cabo una técnica que implica reacciones

colorimétricas, el proceso detallado se muestra en el anexo 1.

6.5 Adipocinas

La cuantificacion de la concentracién de adiponectina y leptina en suero
sanguineo se llevd a cabo mediante el empleo de un kit comercial para ELISA

(Invitrogen) de acuerdo con las especificaciones del mismo (Anexo 1). Se realizo
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la lectura de la placa con la ayuda del lector de microplacas para ELISA Multiskan

Ascent 450 nm de longitud de onda.

6.6 Citocinas pro inflamatorias

Para cuantificar las concentraciones de TNF-a, IL - 18 e IL - 6 se utilizo el
método de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), de acuerdo con las
especificaciones de cada kit comercial (Peprotech Inc.). Las muestras fueron
descongeladas a 4°C para su posterior analisis, el cual se describe en el anexo 1.
Se determind la lectura de la placa a través del lector de microplacas para ELISA

(Multiskan Ascent), en una longitud de onda de 405nm.

6.7 Insulina

La cuantificacion de insulina se llevd a cabo de acuerdo con las especificaciones
del kit comercial DPC, la técnica usada fue quimioluminiscencia (QLA) que
consiste en un ensayo inmunométrico con dos sitios de union quimioluminiscente
en fase solida. La QLA se define como la emision de radiacion electromagnética
(normalmente en la region del visible o del infrarrojo cercano) producida por una

reaccion quimica (anexo 1).

6.8 Control de calidad

Para evaluar el control de calidad de glucosa, colesterol y triglicéridos se
emplearon controles de concentracion normal y patoldgica llamados Spintrol H.
La evaluacion de los controles se repitié cada 10 muestras. El valor del control
normal de glucosa es de 111 mg/dL; de 181 mg/dL para colesterol y de 130
mg/dL para triglicéridos (Anexo 2).
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La insulina se determiné por quimioluminiscencia con un CV intraensayo de 6.58,
para el control de calidad se usaron controles alto y bajo denominados LINC 1-2
de la casa comercial DPC. El laboratorio de Hormonas de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, siguid los procedimientos de
estandarizaciéon de acuerdo a las recomendaciones de la OMS y cuenta con

control de calidad externo.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables ganancia de peso, glucosa, colesterol y triglicéridos, fueron
analizadas para un diseno completamente al azar, con un arreglo factorial 2X2,
con mediciones repetidas en el tiempo, donde el factor A es la dieta y el factor B
es el extracto, mediante el PROC MIXED y la aplicacién REPEATEC del programa
SAS (SAS, 1999). Para las variables TNF-a, leptina, adiponectina, IL-6, IL-1B e
insulina, se realizo un analisis con un disefio completamente al azar, con un

arreglo factorial 2X2, donde el factor A es la dieta, y el factor B es el extracto.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestran la ganancia de peso de las unidades experimentales

durante el desarrollo del experimento.

La ganancia de peso corporal de los animales tratados con dos regimenes de
dieta no presenta diferencias significativas hasta el tercer mes, sin embargo a
partir del cuarto mes, las ratas tratadas con la DRG muestran un incremento
significativo en la ganancia de peso hasta el final del experimento. Tal
comportamiento del grupo con DRG es consistente con el observado por
Sumiyoshi (2005), en donde a un grupo de ratas alimentado con dieta rica en
grasa (45% grasa), mostrO una ganancia de peso significativa en comparacion
con dietas a base de sacarosa (Rosado, 2006).
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Figura 1. Efecto de la dieta sobre el peso corporal.

Por otra parte, existen estudios en donde se ha observado que las dietas ricas en
grasa promueven una mayor ingesta (Rosado et al., 2006; Poveda et al., 2008).
La ingesta en exceso de los lipidos, producen alteraciones en el balance
energético, debido a que el aporte energético supera el gasto energético, los
lipidos de la dieta ademas de inducir una ganancia de peso considerable pueden
dar origen a otras enfermedades como puede ser el cancer de colon, mamario y

de prostata (Granados et al., 2006).

La figura 2, muestra la influencia de los tratamientos administrados en el 4° mes
de iniciado el experimento con las diferentes dietas. Los resultados no muestran
cambios significativos en la ganancia de peso atribuida al extracto etandlico de

Calea urticifolia.
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Figura 2. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia (Mill)

DC sobre el peso corporal.

Como se menciond anteriormente, la dieta influye de manera significativa sobre
el crecimiento del tejido adiposo y desarrollo de posterior sobrepeso u obesidad,
se sabe ademas, que ejerce cierto efecto sobre las concentraciones séricas de
glucosa, colesterol y triglicéridos, razon por la cual, se decidié evaluar estos

parametros y los resultados se muestran a continuacion.

La figura 3 muestra el efecto de las dietas sobre la concentracion sérica de
glucosa. Al inicio del experimento, que corresponde al estado basal y el primer
mes de evaluacion de la glucosa sérica en los animales, no se presentaron
cambios significativos, sin embargo, a partir del segundo mes comienza a
incrementarse, siendo significativo entre los dos grupos a partir del tercer mes

hasta el término del experimento. El incremento maximo de glucosa sérica se
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observa en el cuarto mes registrandose concentraciones de 113.2 g/dL para el
grupo DEA y de 148.8 mg/dL para el grupo DRGA.
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S
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©
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Meses

Figura 3. Concentracion de glucosa bajo influencia de la dieta.

El efecto hiperglucemiante de la DRGA, fue consistente al observado en otros
estudios donde se muestra que las dietas ricas en grasa pueden inducir
hiperglucemia. Souki y colaboradores (2007), demostraron, por medio de un
estudio en donde las ratas fueron alimentadas por un periodo de 5 semanas con
una dieta enriquecida con mayonesa, mostré un incremento significativo en los

niveles de glucosa.

En relacion con el efecto de los tratamientos del extracto de Calea urticifolia
sobre la concentracion de glucosa sérica se puede observar en la figura 4 la

tendencia encontrada en el estudio.
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Figura 4. Concentracion de glucosa sérica durante la administracion del extracto de
Calea urticifolia (Mill) DC.

Esta figura, muestra de manera extensa el comportamiento de la glucosa a
través del tiempo del experimento. Se puede observar, que los grupos de ratas
alimentados con la dieta estandar no muestran cambios significativos aun
cuando recibieron el extracto vegetal, sin embargo los grupos de la dieta rica en
grasa a partir del segundo mes presentan concentraciones séricas de glucosa

superiores a los otros grupos.

Como se puede observar, para el tercer mes se presentd diferencia significativa,
esto es sin lugar a dudas, debido al tipo de dieta consumida. Al inicio de la
administracion de extracto o agua no se encontré diferencia significativa entre
los grupos alimentados con dieta rica en grasa, sin embargo entre los que fueron
alimentados con dieta estandar si se observo diferencia estadisticamente

significativa, 97.2 mg/dL para DEA y de 104 mg/dL para el grupo DEE.
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Para el quinto mes el grupo DRGE igualdé la concentracion de glucosa con los
grupos que recibieron dieta estandar, incluso, no se presento diferencia
estadisticamente significativa entre estos grupos, siendo el Unico diferente el
grupo DRGA el efecto hipoglucemiante sobre el grupo DRGE puede ser atribuido a
la administracion de extracto ya que DRGA mantuvo la concentracion alta. En el
sexto mes el grupo DRGA continué con concentraciones de glucosa altas (135
mg/dL), y los grupos DEE y DRGE disminuyeron sus concentraciones hasta 92
mg/dL y 89 mg/dL respectivamente, con lo cual podemos imputar al extracto de

la planta el efecto hipoglucemiante referido en la comunidad de estudio.

Uno de los posibles mecanismos por los cuales se observa una disminucion de la
glucemia sérica podria ser por un aumento en la sensibilidad de los receptores de
glucosa o bien por un efecto que favorece la secrecion de insulina por el
pancreas. Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo que mejora de
manera clara el metabolismo de la glucosa mediante la induccion de la glucolisis,
este efecto es atribuido a la barberina, el cual es un alcaloide que se encuentra
en la raiz y en la corteza de algunas plantas entre las que podemos mencionar a
la Coptis chinensis, la cual es una planta originaria de China, en donde es usada
para el tratamiento de diabetes (Yin et al., 2008). Resultaria por demas
interesante evaluar si la planta de estudio contiene este alcaloide, para poder
proponer un mecanismo de accién. Con todo, este mecanismo de accion no es el
Unico que podria tener la planta, podria, comportarse de manera muy similar a
los principales hipoglucemiantes orales existentes en el mercado, es decir,
podria comportarse como las sulfonilureas o metglinidas que favorecen la sintesis
pancreatica de insulina, otro grupo son los inhibidores de alfa-glucosidasas que
retrasan la absorcidn y digestion de azlcares en el tubo digestivo, las biguanidas
que logran mejorar la utilizacion de azlcar asi como disminuyen su liberacion
hepatica, en cuanto a las tiazolinedionas, éstas incrementan la sensibilidad a la
insulina (Altagracia-Martinez et al., 2006), cuyo mecanismo de accioén es a través

de favorecer el aumento de la lipoprotein lipasa, la acetil Co-A y la proteina
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transportadora de acidos grasos mediante la activacion de PPAR vy, disminuyendo
triglicéridos, aumentando HDL y colabora en el almacén de acidos grasos en el
adipocito. Estos farmacos mejoran la resistencia a la insulina, generan un

incremento en captacion de glucosa y disminuyen gluconeogénesis

Existe evidencia de que algunas plantas logran disminuir las concentraciones
séricas de glucosa, por ejemplo, un estudio realizado en el estado de Morelos con
la planta conocida regionalmente como Azuchil (Astianthus viminalis) reporta
una disminucion de las concentraciones de glucosa en ratas a las cuales se les
indujo Diabetes mellitus mediante una inyeccion de estreptozotocina, sin
embargo, en ratas normoglucémicas no se presentdé el mismo efecto
hipoglucemiante (Meckes et al., 2001), contrario a lo que sucedié en nuestro
experimento, en el cual no se indujo diabetes, solo se alteré el metabolismo de
carbohidratos con la dieta rica en grasa, pero aun asi, se presento diferencia
entre los grupos que recibieron el extracto, ya que incluso las ratas con DEE
disminuyeron sus niveles de glucosa y mostro diferencia significativa respecto al

grupo DEA.

Se tiene conocimiento, ademas, de que la familia Asteraceae, a la cual
pertenece Calea urticifolia, es ampliamente usada como hipoglucemiante
(Marroqui et al., 2005; Coll et al., 2007) en nuestro pais y en Peru (Mejia &
Rengifo, 1995).

La figura 5, representa el efecto de las dietas en la concentracion de colesterol
sérico. Al inicio del experimento (concentracion basal), no se encontré diferencia
significativa entre grupos, asi continu6 la tendencia hasta el tercer mes en donde
el grupo DRGA presenta un incremento significativo con respecto al grupo DEA.
En el cuarto mes el grupo DRGA presentd un decremento significativo en las

concentraciones de colesterol con respecto al grupo DEA, el cual permanecié en
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el quinto mes. Al final del experimento no se observaron cambios significativos
entre las dietas.
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Figura 5. Concentracion de colesterol sérico bajo influencia de la dieta.

El comportamiento decreciente en la concentracién de colesterol en la dieta
DRGA coincide con lo publicado por Terranova y colaboradores (1986), este autor
propone que la disminucion de este parametro se debe a la capacidad
autorregulatoria del organismo. Por otra parte, diversos estudios reportan que
las dietas ricas en grasa no influyen sobre el colesterol, tal es el caso de un
estudio llevado a cabo durante 52 semanas con este tipo de dieta (Sumiyoshi et
al., 2005). Sin embargo no se descarta que el manejo regulatorio del colesterol
pueda desequilibrarse a largo plazo, ocasionando un incremento de colesterol
circulante, el cual contribuye principalmente a la formacion y desarrollo de la

capa aterosclerotica, responsable de las cardiopatias.

Por otra parte, el efecto del extracto vegetal sobre éste parametro bioquimico se
presenta en la figura 6.
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Figura 6. Concentracion de colesterol después de la administracion del extracto

etandlico de Calea urticifolia (Mill) DC.

Los resultados muestran que el grupo tratado con DRGE no modifica la
concentracion de colesterol sérico en comparacion con la DRGA. Sin embargo en
el grupo de DEE, mostré un incremento significativo en la concentracion de
colesterol sérico en comparacion con el grupo de DEA, tales diferencias en los
grupos de animales con dieta estandar, no representan cambios considerados
como patoldgicos debido a que se encuentran dentro del parametro normal en la

rata Wistar control.

Los triglicéridos representan un parametro importante dentro de la evaluacién
del riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular, ya que se ha encontrado
que éstos, influyen de manera importante a esta patologia, es por ello que
decidimos cuantificar este parametro y a continuacion se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura 7. Concentracion de triglicéridos bajo influencia de la dieta.

Como se puede observar, al inicio del experimento no se encontraron diferencias

en la concentracion basal de triglicéridos entre las diferentes dietas.

Sin embargo a partir del primer y segundo mes, se observa un incremento
significativo en este parametro en el grupo de DRGA en comparacion con la dieta
estandar. Tal efecto en el tercer mes sufre un decaimiento tal, que en el cuarto
y quinto mes se encontré dentro de la concentracion de triglicéridos del grupo
con la dieta estandar, continuando este decremento en el sexto mes incluso

menor al observado con la dieta estandar.

La figura 8, representa el efecto de los tratamientos sobre la concentracion de
triglicéridos. Durante el cuarto mes que es el tiempo en donde comienza la
administracion del extracto vegetal se observd que el grupo DRGE presenta una
disminucion considerable en la concentracion de triglicéridos, tal disminucion
permanece significativa hasta el término del experimento. En el caos del grupo

de DEE, no mostré cambios significativos en comparacion al grupo DEA en toda la
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Concentracion de Triglicéridos (mg/dl)

evaluacion, esto representa que el extracto vegetal solo tiene inferencia en un

estado de hiperlipidemia.
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Figura 8. Concentracion de triglicéridos después de la administracion del extracto
etanolico de Calea urticifolia (Mill) DC.

El TNF-a es considerado el primer vinculo entre obesidad e inflamacién crénica,
razén por la cual se decidi6 evaluar la concentracion de TNF-a y establecer si la

dieta y el extracto presentan una influencia sobre este parametro. Los resultados
se muestran en la figura 9.

El TNF-a presento diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con
dieta normal y los grupos alimentados con dieta rica en grasa. Respecto a los
grupos que recibieron la dieta rica en grasa, podemos observar que el extracto

vegetal de Calea urticifolia es capaz de inhibir la secrecion TNF-a.
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Figura 9. Efecto de la administracion del extracto etandlico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de TNF-a. DEA vs DRGA; DEA vs DRGE; DEE vs
DRGA; DEE vs DRGE; DRGA vs DRGE p* <0.001

El incremento en la concentracion de TNF-a podria estar asociado con la
ganancia de peso, ya que se tiene evidencia de que un incremento en la
adiposidad favorece la sintesis de TNF-a (Sanchez-Munoz et al., 2005; Tilg &
Moschen, 2008; Gomez et al., 2009).

La figura 10, representa los resultados obtenidos sobre la concentracion de

adiponectina bajo las diferentes dietas y tratamientos.

Con respecto al efecto de las dietas, la DRGA presenta un incremento
significativo en la concentracion de adiponectina en comparacion con el grupo de
dieta estandar. Se considera que este incremento se debe a la respuesta del

organismo al incremento de TNF-a y la presencia de triglicéridos circulantes.
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Figura 10. Efecto de la administraciéon del extracto etandlico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de Adiponectina. DEA vs DRGA p* < 0.001; DEA vs
DRGE p* < 0.01; DEE vs DRGA p* < 0.001; DEE vs DRGE p* < 0.001; DRGA vs DRGE p* <
0.001

Por otra parte nuestros resultados se asemejan a lo observado por Naderali y
colaboradores (2003), ellos emplearon dos tipos de dietas, a las cuales [lamaron
dieta control (CH; 60%, Prot. 30% y Lip. 10%) y dieta de prueba (CH; 65%, Prot.
19% y Lip. 16%), a los dos dias cuantificaron los niveles de adiponectina y
encontraron que éstos estaban disminuidos en la dieta de prueba. El experimento
continué y al cuarto mes de tratamiento se encontré que los niveles de
adiponectina se habian incrementado, presentado una diferencia significativa
respecto a la dieta control. Incluso, la masa corporal, la leptina y los triglicéridos

se vieron aumentados también.

Otro estudio realizado recientemente, sostiene que las dietas ricas en grasa
aumentan las concentraciones de adiponectina, sin embargo, los autores

sostienen que el perfil de lipidos no se ve alterado (Varady et al., 2009), lo cual
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coincide con lo obtenido para adiponectina y respecto a los lipidos éstos

resultados se contraponen a nuestros resultados.

En contraste, Ribot y colaboradores (2008), demostraron que en ratas tratadas
con una dieta de cafeteria, la cual consistio de tocino, azlcares, galletas, queso,
chocolate y una cantidad considerable de grasa saturadas, provoca un aumento
en el tejido adiposo visceral y una disminucion de los niveles de adiponectina.
Otro experimento en el cual se trabajo con ratas macho durante 8 semanas se
administraron 5 dietas, la dieta control tenia solamente el 4% de grasa y a las
otras cuatro se le adicion6 un 17% de diferentes tipos de grasa (aceite de
pescado, aceite de coco, aceite de soja y manteca de cerdo), los resultados
mostraron que solamente la dieta a la cual anadieron aceite de pescado no
disminuy6é los niveles de adiponectina. Con este estudio ellos pretenden
comprobar que la calidad de las grasas incluidas en la dieta son mas importantes

que la cantidad (Bueno et al., 2007).

De acuerdo con lo anterior, la influencia de la dieta sobre los niveles séricos de
adiponectina son muy variados, lo cual significa que existen otros factores que
pueden influir como la respuesta del organismo al tiempo de exposicion, el tipo
de dieta y grasa empleada en la preparacion del alimento y sobre todo el grado
de dano generado, es decir el grado de induccion del proceso inflamatorio del TA

y sus mecanismos de respuesta para contrarrestarlo.

La leptina es sintetizada por el tejido adiposo y desempena una tarea importante
en la perdida y ganancia de peso, actla a nivel hipotalamico sobre la ingesta y
el gasto energético. Se ha descrito que la dieta presenta un efecto relevante
sobre la accion y secrecion de esta hormona. Los resultados se muestran en la

figura 11.
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Figura 11. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de Leptina. DEA vs DRGA p* < 0.001; DEE vs DRGA
p* < 0.001; DRGA vs DRGE p* < 0.001.

La cuantificacion de leptina solo se realizo al final del experimento, lo cual
permitié observar si la ingesta de una dieta rica en grasa modifica los niveles
séricos de la hormona, asi como establecer si el extracto de la planta presenta
alguna influencia sobre este parametro. Los resultados demostraron que la DRGA
induce el incremento significativo de la concentracion de Leptina. Tal efecto fue
consistente al observado en otros estudios similares, en donde se menciona que
las dietas ricas en grasa incrementan de manera significativa la concentracién
sérica de leptina y se observa una fuerte correlacion entre el porcentaje lipidico

consumido y la leptina circulante (Rosado et al., 2006; Poveda et al., 2008).

Por otra parte, el extracto de Calea urticifolia es capaz de modular el contenido

o liberacion de leptina, este hecho pudiera tener influencia en sus efectos
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bioldgicos o a presentar efectos en su reconocimiento ante su receptor o su

sintesis.

La IL-6 es una citocina con un importante papel en el desarrollo de un proceso
inflamatorio, se sabe que correlaciona de manera directa con la adiposidad
corporal, es por ello que se cuantificaron las concentraciones de esta citocina
para observar si el extracto de la planta presenta alguna influencia sobre este

parametro. Los resultados obtenidos se muestran a continuacioén en la figura 12.
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Figura 12. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de IL-6. DEA vs DRGA p* < 0.001; DEE vs DRGA p* <
0.001; DRGA vs DRGE p* < 0.001

De acuerdo con los resultados obtenidos de la influencia de la dieta con la
concentracion de IL-6, el grupo DRGA mostré un incremento significativo en
comparacion con el grupo tratado con la dieta estandar, este efecto apoya lo
publicado por otros autores que afirman que la IL-6 correlaciona de manera

directa con la masa de tejido adiposo, ademas el incremento de esta citocina
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favorece un estado de resistencia a la insulina, aunque los mecanismos mediante
los cuales se presenta este estado no estan del todo claros (Antuna-Puente et al.,
2008). Por otra parte, el extracto vegetal en el grupo de DRGE inhibid
significativamente la secrecién de esta citocina lo que demuestra su posible
relacion con el efecto hipoglucemiante del extracto en donde posiblemente esté

relacionado su mecanismo con la sensibilizacion del receptor a la insulina.

Otra citocina evaluada fue la IL-1B, que como ya sabemos, participa de manera
activa en diversos procesos, incluido el inflamatorio. A continuaciéon se muestran

los resultados obtenidos en la figura 13.
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Figura 13. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de IL-1B8. DEA vs DEE p* < 0.001; DEA vs DRGA p* <
0.001; DEE vs DRGA p* < 0.001; DEE vs DRGE p* < 0.001; DRGA vs DRGE p* < 0.01

Como puede observarse, y a diferencia de lo que se esperaba, los niveles de IL-1
B fueron mayores para las dietas estandar. De acuerdo con el analisis estadistico
realizado, los grupos DEA y DRGE no presentaron diferencia entre ellos, pero los

grupos DEE y DRGA son diferentes entre si y ademas son diferentes de los otros
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dos grupos. Los resultados obtenidos se contraponen a lo publicado por Palomer y
colaboradores (2004), en este estudio se llego a la conclusion de que las dietas
ricas en grasa inducen la secrecion de IL-1B. Lo que se puede proponer es que
algun factor externo influyd sobre la secrecion de IL-1 B en el grupo DEE.
Tomando en cuenta que los grupos DEE y DRGE son los que presentan
concentraciones mayores de esta citocina respecto a los otros grupos, se puede
inferir que el extracto posee un efecto secretor sobre la IL-18. Para poder tomar
como cierta esta proposicion, es necesario que se sigan realizando estudios bajo

las mismas condiciones alimenticias.

En lo referente a la insulina podemos decir que es la hormona anabdlica por
excelencia y que regula de manera directa la produccion de glucogeno hepatico e
inhibe la lipésis manteniendo con ello la homeostasis energética, pero cuando la
concentracion sérica de esta hormona se ve alterada, se manifiestan una serie de
cambios en los niveles de otros parametros tales como glucosa, colesterol y
triglicéridos. La figura 14, muestra la influencia de la concentracion de insulina
con respecto a las dietas valoradas y los tratamientos. Como podemos observar
en el grafico, los niveles de insulina no presentaron significancia estadistica en
los grupos DEA y DEE, sin embargo el grupo tratado con la DRGA, mostrd una
disminucion significativa en comparacion con la dieta estandar. Estos resultados
concuerdan con un conjunto de publicaciones en las cuales se menciona que las
dietas ricas en grasa pueden alterar la funcién pancreatica mediante una
disminucion de la secrecion de insulina, ya que presuntamente no generan
hiperinsulinemia (Poveda et al., 2008). Por otra parte, actualmente se sabe que
las dietas ricas en grasas inducen resistencia a la insulina por disminucién de la

especificidad para los residuos de tirosina.

En el caso del efecto del extracto de Calea urticifolia el grupo de la dieta rica en
grasa mostro un incremento significativo en la concentracion de insulina en

comparacion con el grupo DRGA.
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Figura 14. Efecto de la administracion del extracto etanélico de Calea urticifolia
(Mill) DC sobre las concentraciones de insulina. DEA vs DRGA p* < 0.01; DEA vs DRGE
p* < 0.001; DEE vs DRGA p* < 0.01; DEE vs DRGE p* < 0.001; DRGA vs DRGE p* < 0.001

Basandonos en los resultados obtenidos respecto a la disminucién de la
hiperglucemia y de la concentracion de insulina, podemos sugerir que la planta

posee un efecto sobre el pancreas al favorecer la liberacion de insulina.

Un trabajo realizado con ratas F344/BN reporto que la resistencia a la insulina
podia verse inhibida mediante la eliminacion de grasa visceral por cirugia
(Gabriely et al., 2002).

La resistencia a la insulina se define como la disminucion de la respuesta
bioldgica a la actividad de la hormona, presenta una elevada prevalencia en la
poblacion y se presenta en situaciones de inestabilidad metabdlica como

Diabetes mellitus, obesidad entre otras.
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10. CONCLUSIONES

» La dieta rica en grasa utilizada en este experimento, logro inducir el
incremento de peso corporal, la concentracion de glucosa sérica vy
triglicéridos, y mostraron tener influencia sobre la secrecion de las
adipocinas evaluadas, asi como fueron adiponectina y leptina, ademas de
las citocinas pro inflamatorias como TNF a y la interleucina IL-6, éstas
moléculas han sido asociadas fuertemente a la resistencia a la insulina y se
sabe que participan de manera importante en el proceso inflamatorio
derivado del TA.

» El extracto etandlico de Calea urticifolia, mostré tener un efecto
hipoglucemiante e hipolipemiante, asi como antiinflamatorio en un
proceso derivado del TA, a través de la inhibicion de la secrecion de TNF-a
y finalmente presenté la capacidad de incrementar los niveles de insulina

circulante.

» De acuerdo con lo anterior, el extracto de Calea urticifolia presenta
cierta influencia sobre el proceso inflamatorio derivado del TA a través de

la inhibicidn de la secrecion de TNF -q, leptina e IL-6.

» Es necesario continuar con los experimentos para poder establecer si los
resultados obtenidos para adiponectina se ven influenciados por la dieta,

ya que la concentracion mayor fue para el grupo DRGA.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Insertos de las técnicas usadas para la cuantificacion de los analitos

de interés.

Glucosa
GOD-POD. Liguido

Determinacion cuantitativa de glucosa
5]

Conservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido
glucenico. El peroxido de hidrégeno (H,0z) producido se detecta
mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol, 4-
amincfenazona (4-AF), en presencia de fa peroxidasa (POD):

p-D-Glucosa + Oz + H0 — 2P
H:0; + Fenol + 4-AF PQ[—)——> Quinona + H,O

La intensidad del color formado es pmpom;onal a la concentracion de
glucosa presente en la muestra ensayada

» Acido glucénico + H,0,

SIGNIFICADQ CLINICO

La glucosa es la mayor fuente de energia para las células del
organismo; |a insulina facilita la entrada de glucosa en las células.

La diabetes mellitus es una enfermedad que se‘ manifiesta por una
hiperglucémia, causada por un déficit de insulina"®®

El diagnostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los
datos clinicos y de laboratorio

REACTIVOS
TRISpH 7.4 92 mmoliL |
Fenol 0,3 mmol/L
R Glucosa oxidasa (GOD) 15000 UL
Peroxidasa (POD) 1000 UL
4 - Aminofenazona (4-AF) 2,6 mmal/L
GLUCOSE CAL | Patron primaric acuoso de Glucesa 100 mg/dL

PREPARACION
El reactivo y el calibrador estan listos para su uso

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen los
viales bien cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita la
contaminacion durante su uso.

No usar reactivos fuera de la fecha indicada.

GLUCOSE CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienen los viales bien
cerrados a 2-8°C, protegidos de [a luz y se evita su contaminacion.
Indicadores de deterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancias (A) del Blanco a 506 nm = 0,32

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de paso de luz

- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS )

Suero o plasma, libre de hemélisis .

El suero debe separarse lo antes posible del coagulo.

Estabilidad de la muestra: La glucosa en suero o plasma es estable 3
dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1. Condiciones del ensayo:
Longitud de onda: 505 nm (490-550)
Cubeta: .1 em paso de luz
Temperatura. 5 37°C 1 15:25°C

2. Ajustarel espectrofo&omeﬁm a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta

‘ Blanco Patron Muestra
IR (mL) | 10 1,0 1,0
~E!(’)ﬂ Nola 1.2} (}LL) l it 10 iy
Muestra (ul) | - - 10

4. Mezclar ¢ incubar 10 minutos a 37°C 6 30 min a temperatura
ambiente (15-25°C).

5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al Blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS
(A)Muestra

X—-———— x 100 (Conc. Patrén) =
{A)Patron

mg/dL de glucosa en la muestra

Factor de conversion: mg/dL x 0,0555= mmol/L

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valorados:
SPINTROL H Normal y Patolégico (Ref. 1002120 y 1002210)

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, se debe
revisar los instrumentos, los reactivos vy la calibracian.

Cada laboratorio debe dispener su propio Control de Calidad y establecer
correcciones en el caso de que los controles no cumplan con las
tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA'
Suero o plasma:
60 — 110 mg/dL = 3,33-6,10 mmol/L
Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 1 mg/dL hasta el limite de
linealidad 500 mg/dL.

Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir
1/2 con CINa 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2

Precision:
Intraserie (n=20) Interserie (n=20) |
Media (mg/dL) | 949 | 238 98,6 | 246 |
SD 199 | 4,11 3,04 | 500 |
CV (%) 210 | 1,73 | [ 309 | 203 |

Sensibifidad analitica: 1 mg/dL = 0,0035 (A).

Exactitud: Los reactivos SPINREACT (y) no muestran diferencias
sistematicas significativas cuando se comparan con otros reaciivos
comerciales ().

Los resultados obtenidos con 50 muestras fueron los siguientes:
Coeficiente de regresién (r): 0,9929

Ecuacion de la recta de regresion: y= 0,3301x + 1,0515

Las caracteristicas del método pueden variar segin el analizador utilizado.

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias con hemoglobina hasta 19 g/L vy
bilirrubina hasta 100 mg/L".

Se han descrito varias drogas y otras substancias que interfieren
determinacion de la glucosa™

en la

NOTAS

1. La calibracion con el Patron acuose puede dar lugar a errores
sistematicos en meétodos automaticos. En este caso, se recomienda
utilizar calibradores séricos.

2. Usar puntas de pipeta desechables limpias para su dispensacion

3. SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para Ia
aplicacion de este reactivo en distintos analizadores.

BIBLIOGRAFIA
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PRESENTACION

Ref: 41010 2 x50 mL
Ref: 41011 2 %250 mL
Ref: 41012 2% 100 mL
Ref: 41013 1% 1000 mL

3001 7

IMPORTADORES EXCLUSIVOS : LAB CENTER DE MEXICO $.A. DE G.V.
Colina de las Termas #35 Frace. Boulevares Naucalpan Edo. de México C.P. 53140

p
TEL.: 01 (55) 5360-6772 LADA SIN COSTO 01 800 500 SPIN (7746)
Wi SpinreaCt.com.mx  info@@spinreact.com.mx
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Ce ) CHOLESTEROL -LQ

Colesterol
CHOD-POD. Liquido

Determinacion cuantitativa de colesterol
VD

Conservar a 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO
El colesterol presente en |la muestra origina un compuesto calareado
segun la reaccién siguiente:

Esteres colesterol + H,O ﬁe—» Colesterol + Acidos grasos

CHOD

Colesterol + O, ————— 4-Colestenona + H,0,

24,0, +Fenol + 4-Aminofenazona _PD _, Quinonimina + 4HZO

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
colesterol presente en la muestra ensayada .

SIGNIFIGADO CLINICO

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del
organismo. El higado produce naturalmente todo el colesterol que
necesita para formar las membranas celulares y producir ciertas
hormonas. La determinacion del colesterol es una de las
herramientas mas importantes para el diagnéstico y clasificacion de
las lipemias. El aumento del nivel de colesterol es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular™®.

El diagnostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los
datos clinicos y de labaratorio

REACTIVOS
PIPES pH 6.9 90 mmol/L
Fenol 26 mmol/L
R Colesterol esterasa (CHE) 1000 UL
Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L
Peroxidasa (POD) 650 U/L
4 - Aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L
CHOLESTEROL CAL Patrén primario acuoso de Colesterol

PREPARACION
Todos los reactivos estan listos para su uso.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estables hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen
los viales bien cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su
contaminacion. No usar reactivos fuera de la fecha indicada.
Indicadores de deterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancias (A) del Blanco a 505 nm = 0,26.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de paso de luz.

- Equipamiento habituat de laboratorio.

MUESTRAS
Suero o plasma'?. Estabilidad de la muestra 7 dias a 2-8°C y 3
meses si se mantiene la muestra congelada (-20°C).

PROCEDIMIENTO
1, Condiciones del ensayo:

Longitudde onda: . ... 505 nm (500-550).
GUBBIEL. .. . . L8R SRR I 5 e e i 1 cm paso de luz
TOMPEEBIUTA:, v« oo U3 T 537000 g0 @3 020 37°C /15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:
[ Blanco | Patron Muestra
[ R(mL) 1,0 | 1,0 1,0
| Patron ™= (1) - [ 10 -
[ - 10

Muestra (ul) =

4. Mezdlar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C.
5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al
Blanco de reactivo. El color es estable como minimo 60

CALCULOS

(A)Muestra

(AJPalson x Conc. Patrén = mg/dL de colesterol en la muestra

Factor de conversién: mg/dL x 0,0258= mmol/L.
CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control
valorados:
SPINTROL H Normal y Patoldgico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, se

deb

& revisar los instrumentos, los reactivos v la calibracion.

Cada laboratorio debe disponer su propio Control de Calidad y
establecer correcciones en el caso de que los controles no cumplan

con

las tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA

Evaluacion del riesgo™®:

Menos de 200 mg/dL Normal
200-239 mg/dL Moderado
240 0o mas Alto

Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 0,113 mg/dL hasta el
limite de linealidad 750 mg/dL.

Si la concentracion de la muestra es superior al limite de lingalidad, diluir

1/2 con CINa 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2.
Precision:
Intraserie (n=20) | [ Interserie (n=20)
Media
(mg/dL) 99.789 185.309 96.346 184.962
sSD
(mg/dL) 1.213 1.408 4,196 12.773
CV (%) 1.216 0.758 4355 | 6908

Sensibilidad analitica: 1 mg/dL = 0,0015 (A).
Exactitud: Los reactivos SPINREACT no muestran diferencias sistematicas
significativas cuando se comparan con otros reactives comerciales.

Los

resultados obtenidos con 50 muestras fueron los siguientes:

Coeficiente de correlacion (r): 0,9968.
Ecuacion de la recta de regresion: y= 0.9797x + 2.2803.

|as caracteristicas del método pueden variar segan el analizador utilizado.
INTERFERENCIAS i
No se han observado interferencias de hemoglobina hasta 5 g/l y

bilirubina hasta- 10 mg/dL'®. Se han descrito varias drogas y oiras
substancias que interfieren en la determinacion del Colesterol™.

NO
1.

=S

4,
5.

TAS

CHOLESTEROL CAL: Debido a la naturaleza del producto, es
aconsejable tratarle con sumo cuidado ya que se puede contaminar con
facilidad.

LCF(Lipid Clearing Factor) esté integrado en el reactivo.

La calibracion con el Patrén acucso puede dar lugar a erorés
sistematicos en métodos automaticos. En este caso, se recomienda
utilizar calibradores séricos.

Usar puntas de pipeta desechables limpias para su dispensacion.
SPINREAGT dispone de instrucciones detailadas para la aplicacion
de este reactivo en distintos analizadores.

BIBLIOGRAFIA
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PRESENTACION

Ref: 41020
Ref: 41022

R
R

2x 50 mL

2 x100 mL
2 x 250 mL
1 x 1000 mL

ef. 41021
ef. 41019

minutos.
[™

IMPORTADORES EXCLUSIVOS - LAB CENTER DE MEXICO S.A. DECV.
Colina de las Termas #35 Fracc. Boulevares Naucalpan Edo, de México C.P. 53140
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‘ TRIGLYCERIDES -LU I

Trigliceridos
GPO-POD. Liquido

Determinacion cuantitativa de triglicéridos
ivD

Conservara 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO
Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y
acides grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para
producir glicerol-3-fosfato (B3P) y adenosina-5-difosfate (ADP). El G3P
es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de
hidrogeno (H,02) por GPO.
Al final, el perdxido de hidrogeno (H202) reacciona con 4-aminofenazena
(4-AF) y p-clorofenol, reaccién catalizada por la peroxidasa (POD) dando
una coloracion roja:

LPL

Triglicéridos + HO Glicerol + Acidos grasos libres

Giicerol # ATP —SUCerOlQUINAsa_ gap, App

— RO hapE g,

POD

G3P + 0,

H:Q, + 4-AF + p-Clorofenal Quinona + H0
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
triglicéridos presentes en |a muestra ensayada'?®.

SIGNIFICADO CLINICO

Los triglicéridos son grasas que suministran energia a la célula.

Al igual que el colesterol, son transportados a las células del organismo
por las lipoproteinas en la sangre.

Una dieta alta en grasas saturadas o carbohidratos puede elevar los
niveles de triglicéridos.

Su aumento es relativamente inespecifico. Diversas dolencias, como
ciertas disfunciones hepaticas (cirrosis, hepatitis, obstruccion biliar) o
diabetes mellitus, pueden estar asociadas con su elevacién®®".

El diagnostico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos
clinices y de laboraterio.

REACTIVOS
GOOD pH7,5 50 mmol/L
p-Clorofenol 2 mmol/L
Lipoprotein lipasa (LPL) 150000U/L

R Glicerol quinasa (GK) 500 UL
Glicerol-3-oxidasa (GPO) 3500 U/L
4 - Aminofenazona  (4-AF) 0,1 mmol/L
ATP 0,1 mmol/L
Peroxidasa 440 U/L

L_T‘RIGLYCER DES CAL | Calibrador primaric de Triglicéridos 200 mg/dL \

PREPARACION
El reactiva y el calibrador estan listos para su uso.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen los viales bien
cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su contaminacion.

No usar reactivos fuera de la fecha indicada.

TRIGLYCERIDES CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienen los viales bien cerrados
a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su contaminacion.

Deterioro de los reactivos

La presencia de turbidez indica contaminacion del reactivo.

Absorbancias (A) Variaciones en |as lecturas de Blancos de reactivos y/o
Calibradores, indican contaminacion o deterioro.

del Blanco a 505 nm =0,40.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de paso de luz.

- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS
Suero y plasma’.
Estabilidad de la muestra: 5 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1. Condiciones del ensayo:

...... 505 (490-550) nm
Cubeta:. ... .. .1 cm paso de luz
Temperatura 37°C [ 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patwon | Muesta |

R (mL) 1,0 1,0 | 1,0 |

| Patron ™7 (ul) -- 10 | -- |
[ Muestra (pL) - - | 10

4. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 min. a 15-25°C.

5. Leer la absorbancia (A) del calibrador y la muestra, frente al Blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS
(A)Muestra
(A)Patrén

Factor de conversién: mg/dl x 0,0113 = mmol/L.

x 200 (Cone. Patrén) = mg/dL de triglicéridos en la muestra

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valoradas:
SPINTROL H Normal y Patologico (Ref. 1002120 y 1002210)

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, se debe
revisar los instrumentos, los reactivos v la calibracion.

Cada laboratorio debe disponer su propio Control de Calidad y establecer
correcciones en el caso de que los controles ro cumpian con las tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA

40— 160 mg/dL
35— 165 mg/dL

Hombres:
Mujeres:
Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO s

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 5,85 mg/dL hasta el limite
de linealidad 1000 mg/dL.

Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir
1/2 con CINa 9 g/l y multiplicar el resultado final por 2.

Precision:
Intraserie (n=20 Interserie (n=20
Media (mg/dL) 123 205 124 204
SD 3.08 1.63 4,89 4,28
CV (%) 2,49 0.79 3,92 2,09

Sensibilidad analitica: 1 mgidL = 0,0011 (A).

Exactitud: Los reactivos SPINREACT (y) no muestran diferencias
sistematicas significativas cuando se comparan con ofros reactivos
comerciales (x).

Las caracteristicas del método pueden variar segin el analizador utilizado.

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias con bilirrubina < 170 pmolll,
hermnoglobin < 10 g/L".

Se han descrito varias drogas )/ ofras substancias que interfieren en la
determinacion de los trigliceridos =

NOTAS
1. La calibracion con el Patron acuoso puede dar lugar a erfores sistematicos
&n métodos automaticos. En este caso, se recomienda utilizar calibradores
séricos.

Usar puntas de pipsta desechables limpias para su dispensacion.
SPINREACT dispone de instrucciones detalladas para la aplicacion de
este reactivo en distintos analizadores.

© N
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PRESENTACION

Ref: 41030
Ref: 41031
Ref: 41032
Ref; 41033

1 x50 mL
£x 150 mL
1 %100 mL
1x 500 mL

IMPORTADORES EXCLUSIVOS : LAB CENTER DE MEXICO SA DECY.

Colina de las Termas #35 Fracc, Boulevares Naucalpan Edo. de México C.P. 53140
TEL.: 01 (55) 5360-6772 LADA SIN COSTO 01 800 500 SPIN (7746)

Www.SpInreact comumx info@spinreact.com.mx
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Citocinas

A

Ay Uy

Coating with
antigen-specific
antibody

A. Prepare fresh solution
of antigen-specific
antibody (capture
antibody) in PBS (1.0ug/
ml), and promptly add
100p! aliguots to each
well. Seal the plate and
incubate at room
lemperature overnight or
at 37° C for 2-4 hours.
‘When incubation time is
complete, wash away
unbound antibady (i.e.
aspirate and wash 4x).

ey

Blockage of
non-specific
binding

B. Add fresh solution of
blocking agent (e.g. BSAI
and incubate for at least
1 hour, When incubation
is over, wash away the
blocking agent.

Note: Inefficient blocking
of non-specific binding
may lead to high
background noise. If this
is ohserved, increase the
incubation time or try
other blocking agents,

Specific
binding
of antigen

C. Add ireshly prepared
solutions of standards,
samples or controls and
incubate for > 2 hours.
Wash the wells 4x.

Sandwich
formation

D. Add ireshly prepared
solution of biotinylated
antigen-specific antibody
(detection antibody), and
incubate for 2 hours.
Wash the wells 4x.

Note: Unless otherwise specified, the ELISA protocol is conducted at ambient temperature.
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Addition of
enzyme-linked
avidin to the
sandwich

E. Add a solution of
avidin-peroxidase
conjugate and incubate
for 30 minutes. Wash the
wells ax.

Colorless substrate
is converted
into a soluble

colored product

F. Add substrate (ABTS)
solution and read the
developing optical
density at 5 minute
intervals using an ELISA
plate reader set al 405nm
with a 650 nm
wavelength correction.

MNote: Blank optical
density (0.D.) readings.
should not exceed 0.2
0.0. units.



Adiponectina

3

Experiment Procedure

Remove the appropriate number of microwell strips from the
sealed foil pouch.

Pipette 100 UL of standards #0 to #7. the reconstituted QC
sample and diluted sample into the antibody-coated plate
according to the plate configuration. Use a new pipette tip for
each standard or sample.

Incubate at 37°C for | hour. &g

Remove the solution and wash each well 3 times with 250 pL
of 1x Wash Solution.

Add 100 uL Secondary Antibody to each well.

Incubate at 37°C for | hour. g

Remove the solution and wash each well 3 times with 250 UL
of 1x Wash Solution.

Add 100 pL 1x Detector to each well.

Incubate at 37°C for 1 hour. 4@

Remove the solution and wash each well 5 times with 250 gL
of 1x Wash Solution.

Add 100 UL of the Substrate Solution to each well.

Incubate at room temperature for 20 minutes. PROTECT
FROM LIGHT.

Using a multi-channel pipette, add 100 uL Stop Solution to
each well.

Read at 450 nm.

Subtract the absorbance of the blank from the readings for cach
standard and sample.
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Leptina

Rat Leptin Assay Summary

Add 100 pL of Standards/Controls/Serum/
Plasma/Tissue Culture Supernatant (TCS)
[Serum/Plasma are 1:5 pre-diluted and TCS are neat)

Incubate for 2 hours at 37°C

LR O
¢ aspirate and wash 4x
Add 100 pL of Biotin Conjugate ok
Incubate for 1 hour at RT :‘f{ g
PN
¢ aspirate and wash 4x
Py
Incubate 100 pL of Streptavidin-HRP { Lo
Working Solution for 30 minutes at RT oy v 1N
¢ aspirate and wash 4x
4 3¢ ¢
Incubate 100 pL of Stabilized Chromogen ANLA
for 30 minutes at RT L o o o
‘L € Eg ¥
Add 100 pL Stop Solution and read at 450 nm }‘ 2:1;’;
Total time: 4 hours
Leptin \ V4 B;arinylated Anti-Leptin
" Streptavidin-HRP Qﬁr; Anti-Leptin
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Insulina

La QLA se basa en la emision de luz que se produce en algunas reacciones
quimicas. La energia quimica que se genera como resultado de la descomposicion
de un enlace débil produce intermediarios de estado excitado que vuelve a su

estado basal emitiendo luz.

El equipo IMMULITE 1000 utiliza perlas de plastico recubiertas con anticuerpos
anti insulina como fase solida, reactivo marcado con fosfatasa alcalina y un
substrato de enzima quimioluminiscente que es el 3-(2'spiroadamantano)-4-
metoxy-4-(3'fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano. Después de la desfosforilacion el
producto se acumula como un intermediario inestable que se descompone en
adamantan y metimetha-oxibenzoato que pasa de un estado inestable, excitado,

a otro estable, relajado, emitiendo luz, que es lo que se cuantifica.
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Anexo 2. Curvas de calibracion para control de calidad.

Curva de calibracion de TNF-a
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Curva de calibracién de Adiponectina
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Curva de calibracion de IL-1 B
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Graficos de Levey-Jeninngs de parametros bioquimicos.

Los graficos de Levey-Jennings, son cominmente utilizados para control de
calidad en los laboratorios y se elaboran obteniendo la media y la desviacion
estandar de los controles. Se grafica la media + 3 desviaciones estandar, y se
obtiene el coeficiente de variacion, el cual debe encontrarse dentro del rango
proporcionado por la empresa proveedora de los reactivos para la determinacion
de los diferentes analitos, el control de calidad se considera aceptable cuando
todos los valores obtenidos estan dentro de las 2 primeras desviaciones estandar
y si el coeficiente de variacion obtenido es igual o menor al proporcionado por la

empresa.
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Grafico de Levey-Jennings para el control normal (Spintrol) de glucosa.
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Gréfico de Levey-Jennings para el control patologico (Spintrol) de glucosa.
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