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RESUMEN

Introduccion: La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria, cuya principal funcién es detener el dafio
alos 6rganos y tejidos; jugando un importante papel en enfermedades infecciosas, inflamatorias,
autoinmunes y metabdlicas. Actualmente, se conoce que la concentracion seroldgica de IL-10 se
encuentra disminuida en los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en comparacién con
los individuos control, situacion que agrava y promueve las complicaciones clinicas. Existen
diversas terapias inmunomoduladoras de origen herbolario que mejoran los pardmetros
inflamatorios de esta enfermedad. Recientemente, se ha descrito que el Rosmarinus officinalis
tiene propiedades anti-inflamatorias tanto in vitro como in vivo. Objetivo: Cuantificar las
concentraciones de IL-10 antes y a los 90 dias de la terapia complementaria con extracto acuoso
de Rosmarinus officinalis en pacientes con DM2. Materiales y métodos: Se seleccionaron 17
muestras de la Seroteca del Laboratorio de Etnofarmacologia de la Universidad Autbnoma de
Zacatecas, obtenidas de pacientes DM2 que estuvieron bajo tratamiento con metformina y/o
glibenclamida a los cuales se les adicioné la terapia complementaria con el extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis a una dosis de 2g/litro/dia durante 90 dias. La cuantificacion de IL-10 se
realizd mediante el kit de ELISA de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Resultados: Las
concentraciones serologicas de IL-10 en los pacientes con DM2 después de la ingesta del
extracto acuoso de Rosmarinus officinalis incrementaron de forma no estadistica, (110.8 +
27.38pg/mL a 131.3 (75 — 356.3) pg/mL; p=0.546). Conclusiones: A pesar que no se encontré
una diferencia significativa antes y después de la terapia complementaria, si, se observd una
tendencia al incremento sobre las concentraciones serologicas de IL-10, sugiriendo un efecto
inmunomodulador del extracto acuso de Rosmarinus officinalis en pacientes con DM2.

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una de las enfermedades metabdlicas mas comun en el
mundo; se caracteriza por resistencia a la insulina, hiperglucemia y dislipidemia. Respecto a esta
ultima, se ha propuesto la obesidad como agente causal de la resistencia a la insulina. Algunos
investigadores proponen que la hiperlipidemia y los acidos grasos causan resistencia a la
insulina, regulando negativamente la sefalizacién mediada por ésta y debido al metabolismo de
la glucosa en el musculo esquelético (1-3). Sin embargo, la evidencia gira en torno al concepto
de que la resistencia a la insulina se asocia con un proceso inflamatorio crénico de bajo grado
(4). En este sentido, ha surgido la inquietud de sugerir que la DM2 sea considerada también
como una enfermedad perturbada por la respuesta inmunolégica al existir un patron
caracteristico de citocinas (MCP-1, IL-8, IL-6, IL-18, TNF-a y IL-10) y células en esta enfermedad
(5).

Dentro de las citocinas con efectos mas detrimentales se encuentran las citocinas pro-
inflamatorias: Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6). Se ha descrito
que ambas citocinas, se encuentran elevadas en sujetos diabéticos-obesos y se ha demostrado
que causan resistencia a la insulina tanto en humanos como en modelos experimentales (8-10).
En contraste, la interleucina-10 (IL-10), citocina anti-inflamatoria se encuentra en bajos niveles
plasmaticos en estos pacientes. Interesantemente, un pequefo incremento de ésta, se le ha
asociado positivamente con la sensibilidad a la insulina (6,7,11-13).

La IL-10 es una citocina secretada por una variedad de células del sistema inmunol6gico como
los macrofagos activados alternativamente (M2), linfocitos T reguladores (Treg) y linfocitos
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cooperadores 2 (Th2). Independientemente de su fuente, su principal funcion es inhibir la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias implicadas de forma directa en el dafio
tisular y organico (15). De modo que, los efectos inmunosupresores de IL-10 implican tanto la
inhibicion de la sintesis de citocinas (por ejemplo, TNF-q, IL-6) y sus actividades biologicas en
las células diana (16).

El evento de sefializacion intracelular afectado por IL-10 implica la translocacion nuclear del
transductor de sefial y el activador de transcripcion 3 (STAT3) y la transcripcion de genes
sensibles a STAT3, incluido SOCS3 (17). Estudios previos que examinaron el papel de la IL-10
en la diabetes se han dirigido principalmente hacia las células B pancreaticas y la patogénesis
de la diabetes tipo 1 (18). Se demostré que la IL-10 aumenta las funciones de las células B
pancreaticas en respuesta a la glucosa in vitro y el tratamiento con IL-10 redujo significativamente
la insulitis y previene el inicio de la diabetes en ratones diabéticos no obesos (19). También, se
ha reportado que la IL-10 atenua la resistencia a la insulina después de la infusion aguda de
lipidos (20). Esta observacioén preliminar sugiere que IL-10 puede ser un regulador positivo de la
sensibilidad a la insulina, una nocion que es consistente con otros informes que indican que los
polimorfismos y haplotipos del promotor de IL-10 estan asociados con la obesidad y la resistencia
a la insulina (21.) Lumeng y colaboradores (22) demostraron que los macréfagos de tejido
adiposo de animales delgados se polarizan hacia un estado activado alternativamente (M2) y
ésto se asocio con una expresiéon aumentada de IL-10. Este estudio también demostr6 que la IL-
10 aumenta la absorcién de glucosa y protege contra la resistencia a la insulina mediada por
TNF-a en adipocitos aislados (22). En el 2002, se reportd que existia una relacion entre niveles
bajos de IL-10 con sindrome metabdlico y DM2 en una poblacién de adultos mayores. Algo
similar fue reportado en un grupo de pacientes con enfermedades metabdlicas con niveles
significativamente menores de IL-10 y niveles significativamente superiores de TNF- contra
un grupo control sin enfermedades metabdlicas (23,24).

Desde hace cientos de afios las plantas se han utilizado como remedios para diversas
enfermedades, Dentro de las plantas a las cuales se les ha adjudicado efecto anti-inflamatorio
se encuentra Rosmarinus officinalis mejor conocido como Romero (25), a la cual se le ha
atribuido efecto anti-inflamatorio tanto in-vitro, in-vivo y en estudios clinicos (26, 27).

Se ha establecido el efecto antinflamatorio del aceite esencial de romero en modelo murino de
inflamacioén con carragenano (28). De igual manera, se demostré que neutréfilos incubados con
extracto de Romero disminuian la oxidacién de luminol (29). Asi mismo, se evalu6 el efecto
antiinflamatorio del acido carnésico de Rosmarinus Officinalis en un modelo de estrés
oxidativo/nitrosativo con lipolisacarido (LPS) evaluando TNF-a e IL-6 (30). Del mismo modo se
reporté que los niveles de IL-6 e Interferon gamma (IFN-y) disminuy6 en los ratones tratados con
acido ursolico portadores de la enfermedad de injerto en comparacion con los ratones no tratados
(31). En ratones, dosis intratraqueales de componentes volatiles del romero inhibieron el
incremento de eosinodfilos, neutréfilos y células mononucleares en las vias respiratorias y en el
liquido de lavado broncoalveolar, y suprimio la expresion de interleucina 13 (IL-13) (26).
Actualmente, existen tres estudios clinicos que evaluan el efecto de Rosmarinus officinalis como
adyuvante en el tratamiento farmacoldgico de la DM2 (32-34). Sin embargo, en ninguno de ellos
se ha evaluado el efecto inmunomodulador de Rosmarinus officinalis, por lo cual en este trabajo
se evalu6 el efecto de la ingesta del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis sobre IL-10 en
pacientes con DM2 bajo tratamiento con metformina y/o glibenclamida.

PARTE EXPERIMENTAL

Tipo de estudio

Estudio transversal, experimental

Poblacién de estudio

Se seleccionaron 17 muestras de pacientes de la Seroteca del Laboratorio de Etnofarmacologia
de la Universidad Autbnoma de Zacatecas. Las muestras pertenecian a pacientes con
diagnodstico DM2, ambos sexos, bajo tratamiento farmacolégico a base de metformina y/o
glibenclamida, a los cuales se habia adicionado terapia complementaria con extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis a dosis de 2 gr por litro de agua durante 90 dias.

Cuantificacion de IL-10

Para la cuantificacion de IL-10 se usé un kit comercial de ELISA, desarrollado bajo la marca
Peprotech de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Andlisis estadistico
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Los datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk, para conocer su distribucion y
posteriormente se realizdé una prueba de Wilcoxon y se determiné el coeficiente de correlacion
de Spearman.

Consideraciones éticas

Este proyecto se realizd bajo los lineamientos que establece la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud en el Titulo Segundo, Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres
Humanos, Capitulo II, articulo 65, Investigacion Farmacologica. Ademas, se sometié a
evaluacién por el Comité de Investigacién y Etica en Investigacion Estatal con nimero de
aprobacion 15 Cl 32 056 0514, por el Comité Estatal de bioética con el niumero de aprobacién
003/CEB 2015 y por el Comité de Investigacion y Etica en Investigacion del Hospital General 450
de la SSA con numero de folio: 023.

RESULTADOS

De los 17 pacientes que se incluyeron en el estudio solo se obtuvieron datos por encima del valor
detectable de 7 pacientes en muestras de antes y después de la terapia complementaria con
Rosmarinus officinalis; en 6 pacientes no fue posible detectable las concentraciones de IL-10
antes de la terapia complementaria y en 4 pacientes después de la terapia complementaria con
el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis (Tabla 1).

Concentracion de IL-10 pg/mL

NUmero de Anteg de la | Alos 120 dias dg

paciente terapia . la terapla
complementaria | complementaria

1 156.25 ND

2 100 ND

3 ND 81.25

4 ND 706.25

5 ND 50

6 243.75 ND

7 206.25 137.5

8 37.5 75

9 93.75 131.25

10 212.5 87.5

11 68.75 150

12 ND 162.5

13 ND 81.25

14 112.5 356.25

15 43.75 106.25

16 ND 518.75

17 25 ND

Tabla 1: Concentraciones de IL-10 en suero de pacientes con DM2 bajo terapia
complementaria con Rosmarinus officinalis. ND= No detectable.

De los 7 pacientes que si se contaba con sus valores de IL-10 antes y después de la terapia
complementaria, 5 de ellos presentaron un incremento en los niveles de IL-10 después de la los
90 dias de la terapia complementaria con Rosmarinus officinalis, y los dos pacientes restantes
mostraron un decremento de IL-10 después de la terapia complementaria, lo que se podria
atribuir a una falta de apego al tratamiento o a algun otro proceso inflamatorio subyacente durante
el estudio (Figura 1).
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Figura 1. Comportamiento de los niveles de IL-10 en pacientes con DM2 antes y después de la
terapia complementaria con Rosmarinus officinalis.

En la tabla 2, se muestran los resultados obtenidos de la comparacién entre los valores de IL-10
antes y a los 90 dias de la terapia complementaria con Rosmarinus officinales, como se puede
observar no se encontro diferencia significativa entre el tiempo 0 y los 90 dias de terapia (p=0.54).
Sin embargo, se observa una tendencia al incremento de los valores de IL-10 a los 90 dias de la
terapia complementaria con Rosmarinus officinalis, a pesar de ser una N pequefa.

Tiempo | [pg/mL] IC 95% P
O0dias | 110.8 £27.38 43.80 - 177.8 0546
90 dias | 131.3 (75 —356.3)# | 125 —243.8 '

Tabla 2: Concentraciones de IL-10 pg/mL en suero de pacientes antes y después de la terapia
complementaria con Rosmarinus officinalis. = X + DE, #= Mediana (Rango), n=7

IL-10

Al momento de realizar la correlacién entre el porcentaje de hemoglobina glicada (HbA1c) y las
concentraciones séricas de IL-10, se observd una asociacion negativa con una r= -0.75, y un

valor de p=0.0663 (Figura 2).

400 r=-075
. p=0.0663

_, 3004
E
2
o 200
o

100

c L ] L]
0 5 10 15

HbA1c (%)

Figura 2. Analisis de correlacion de Spearman. Se observa una asociacion negativa, es decir,
cuando el % de HbA1c incrementa las concentraciones séricas de IL-10 disminuyen, indicando
que el control glucémico es un factor clave en la adecuada produccién de IL-10.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar una tendencia al incremento de los
niveles de IL-10 a los 90 dias de la terapia complementaria con el extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis no siendo significativa. Sin embargo, es importante incrementar el numero de pacientes
para dejar claro el papel inmunomodulador de Rosmarinus officinalis sobre IL-10 en los pacientes
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con DM2 y contrastarlo con algunos parametros bioquimicos de relevancia clinica como las
concentraciones de insulina e incluso citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a.
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