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RESUMEN GENERAL

En los ultimos anos se ha demostrado la actividad antioxidante e hipoglucémica de
compuestos provenientes de plantas como el acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), acidos fendlicos, carotenoides, flavonoides y glutation. Algunos de estos
compuestos se producen en frutos de Capsicum spp. (chiles), por lo que se ha
comprobado su efecto antioxidante e hipoglucémico en algunas de sus especies. Sin
embargo, los frutos de chile perdn (Capsicum pubescens) han sido poco estudiados y se
desconoce su poder antioxidante e hipoglucémico, asi como la relacion del contenido de
sus principales compuestos activos con las etapas de maduracion y los diferentes
genotipos. Por esta razén, el objetivo principal de esta investigacion fue cuantificar el
contenido de acido ascorbico, acidos fendlicos, capsaicina, carotenoides y flavonoides,
de los frutos de chile perén de dos genotipos de chile perén “Amarillo” y “Rojo”, en dos
etapas de maduracion, mediante analisis espectrofotométrico de tres extractos obtenidos
con maceracion en metanol, acetato de etilo y hexano, con el propdsito de relacionar su
contenido con la actividad antioxidante e hipoglucémica, utilizando un modelo
experimental de ratas diabéticas. Los frutos se obtuvieron de plantas cultivadas bajo
condiciones controladas de invernadero en dos etapas de maduracion (inmaduro y
madurez de consumo), cada extracto se prepard en una concentracién de 10 mg/mL, los
que fueron evaluados para determinar la capacidad antioxidante in vitro para seleccionar
el de mayor actividad y probar su efecto hipoglucémico. La actividad antioxidante in vitro
se determind por los métodos ABTS, DPPH y TAC, demostrando la mayor actividad
antioxidante en el extracto metandlico de los frutos de chile perén inmaduro genotipo
“Amarillo” (1 mg/mL), con 92.4%, 93.68% y 70.90%, correspondiendo a valores de ICso
de 0.1, 0.4 y 0.3 mg/mL respectivamente. Debido a estos resultados, este extracto fue
considerado como el de mayor actividad, relacionando dicha propiedad con el mayor
contenido de flavonoides con 121.97 pumoles EqQ/mg p.f., un valor sin diferencia
significativa con los demas extractos de acido ascérbico (11.6 pmoles/mg p.f.) y una
cantidad menor de acidos fendlicos totales (82.82 umoles EAG/mg p.f.) y de capsaicina
(3.095 pymoles/g p.f.), a los presentados por los otros extractos metandlicos. El extracto
se administré oralmente (100 pL) en tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg) por 60 dias a ratas
diabéticas Wistar macho (300-400 g), inducidas con estreptozotocina (40 mg/kg),
encontrando un mayor efecto hipoglucémico a la dosis de 10 mg/Kg, ejerciendo una
disminucién drastica en los niveles de glucosa de hasta 177% (115 mg/dL), permitiendo
una ligera ganancia en el peso corporal. En este grupo de ratas, a los 60 dias de
tratamiento, se observd una disminucion en los niveles de glucosa, acido urico,
creatinina, triacilglicéridos y lipidos totales, un aumento en el peso de las ratas y una
tendencia a bajar los niveles de colesterol y colesterol-HDL. El extracto metandlico de
frutos inmaduros del genotipo “Amarilloc” de C. pubescens, tuvo en un efecto
hipoglucémico, hipotrigliceridémico, hipolipidémico y protector de dafio renal,
principalmente a la concentracion de 10 mg/kg. En mitocondrias aisladas de rindn de
ratas diabéticas tratadas con 10 mg/Kg del extracto, se observé un incremento en las
concentraciones de glutatién evaluados (GSHt, GSH y GSH/GSSG) con 2.94, 1.45y 1.0
mmoles/mg de proteina, respectivamente, presentandose una tendencia a aumentar las
concentraciones de GSH. Sin embargo, el contenido de glutatién oxidado (GSSG)
disminuyé hasta en un 32.7% con esta dosis de extracto, respecto al contenido mostrado
por las ratas diabéticas no tratadas con el extracto. Asi mismo, los niveles de

vi



lipoperoxidacién y de carbonilacién de proteinas fueron menores en las ratas diabéticas
tratadas con 10 mg/Kg del extracto, con valores de 0.51 nmoles/mg de proteina y 2.66
nmoles/mg de proteina, con un 32% y 69.2% menor, respectivamente, que lo observado
en ratas diabéticas no tratadas. La actividad de la SOD2 no presentd cambios
dependientes de la dosis del extracto tanto en ratas normoglucémicas como en
diabéticas. Estos resultados indican una relacion directa entre la alta actividad
antioxidante in vitro presentada por el extracto metandlico de frutos inmaduros de chile
perén del genotipo “Amarillo”, con el efecto hipoglucémico, hipotrigliceridémico,
hipolipidémico y protector de dafio renal; asi como su efecto sobre la disminucion del
estrés oxidante y en los niveles de lipoperoxidacion y de carbonilacién de proteinas a
nivel mitocondrial.

Palabras clave: Antioxidantes, chile perdn, diabetes, estrés oxidativo, hipoglucémico.
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GENERAL SUMARY

In recent years some compounds obtained from plant as ascorbic acid, a-tocopherol
(vitamin E), phenolic acids, carotenoids, flavonoids and glutathione, have antioxidant
activity and hypoglycemic effects. Some of these compounds are produced in fruits of
Capsicum spp. (chili pepper), which could be suggest its antioxidant activity and
hypoglycemic effect. However, fruits of other species such chili “perén” (Capsicum
pubescens) have been little studied and is unknown its antioxidant power and
hypoglycemic, as well as the relationship of the content of its main active compounds
with the stages ripening and different genotypes. For this reason, the main objective of
this research was to quantify the content of ascorbic acid, phenolic acids, capsaicin,
carotenoids and flavonoids from the chili “perédn” fruits of “Amarillo” and “Red” genotypes,
in two stages of ripening, using spectrophotometric analysis of three extracts obtained by
maceration in methanol, ethyl acetate and hexane, to relate its content with antioxidant
and hypoglycemic activity, using an experimental model of diabetic rats. The fruits were
obtained from plants grown under controlled greenhouse conditions in two stages of
maturity (unripe and consumption maturity), each extract was prepared at a
concentration of 10 mg/mL, which were evaluated to determine the antioxidant activity in
vitro to select the most antioxidant activity and hypoglycemic effect. The antioxidant
activity in vitro was determined by ABTS, DPPH and TAC methods, demonstrating
greater antioxidant activity in methanol extract of unripe fruits of "Yellow" genotype chili
“peron” (1 mg/mL), with 92.4%, 93.68% and 70.90%, corresponding to values of ICso of
0.1, 0.4 and 0.3 mg/mL respectively. Because of these results, this extract was
considered to be the greatest activity, relating this property with the highest content of
flavonoids (121.97 micromoles EqQ/mg p.f.), a value without significant difference with
other extracts of ascorbic acid (11.6 micromoles/mg p.f.) and one smaller amount of total
phenolic acids (82.82 micromoles EAG/mg p.f.) and capsaicin (3.095 umol/g p.f.), to
those presented by other methanol extracts. The extract was administered orally (10 L)
at three doses (0.1, 1 and 10 mg/Kg) for 60 days to male Wistar diabetic rats (300-400
g), induced with streptozotocin (40 mg/kg), finding that the dose of 10 mg/Kg had the
highest hypoglycemic effect, exerting a drastic decrease in the levels of glucose to 177%
(115 mg/dL), allowing a slight gain in body weight. In this group of rats, during the 60
days of treatment, it was observed a decrease in the levels of glucose, uric acid,
creatinine, triacilglycerides and total lipids, an increase in the weight of the rats and a
tendency to lower levels of cholesterol and HDL-cholesterol. Extract methanol of unripe
fruits of "Yellow" genotype of C. pubescens, had indeed a hypoglycemic, renal and liver
damage protector effects, mainly to the dose of 10 mg/Kg. In mitochondria isolated from
kidney of diabetic rats treated with 10 mg/Kg of the extract, it was observed an increase
in levels of glutathione (GSHt, GSH and GSH/GSSG) with 2.94, 1.45 and 1.0 mmol/mg
protein, respectively, presenting a trend to diminish GSH levels, depending on the
concentration. However, the content of oxidized glutathione (GSSG) decreased until
32.7% with this dose of extract, with respect to the content showed by the diabetic rats
not treated with the extract. Likewise, lipoperoxidation and protein carbonylation levels
were lower in diabetic rats treated with 10 mg/Kg of the extract, with values of 0.51
nmol/mg protein and 2.66 nmol/mg of protein, with 32% and 69.2% lower than that
observed in rats non-treated diabetic, respectively. The SOD2 activity did not present
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dose-dependent changes in normoglycemic and diabetic rats. These results indicate a
direct relationship between the high antioxidant activity in vitro by methanol extract of
unripe fruits of "Yellow" genotype chili “peron”, with hypoglycemic, hipotrigliceridemic,
hypolipidemic and protector of kidney damage; as well as its effect on the reduction of
oxidative stress and lipid peroxidation and protein carbonylation levels at the kidney
mitochondrial level, in diabetic rats.

Keywords: Antioxidants, chili peron, diabetes, oxidative stress, hypoglycemic.



. INTRODUCCION GENERAL

Los frutos de chile (Capsicum spp) son ampliamente consumidos en el mundo y
usados como alimentos o aditivos en la industria alimentaria. México junto con China,
Indonesia, India, Turquia, Espafia, Estados Unidos y Nigeria, son los paises con
mayor produccién de chile en el mundo, el 90% de los chiles que se consumen a
nivel mundial, son de origen mexicano y se estima que estos frutos son el segundo
vegetal mas consumido por la poblacion mexicana después del tomate, con un
consumo de aproximado de 7 a 9 kg/persona por afio (Ornelas-Paz et al., 2008;
Alvarez-Parrilla et al., 2011; SAGARPA, 2012). Ademas de alimento, estos frutos se
han utilizado por sus propiedades analgésicas, antiartriticas, antipiréticas,
antisépticas y antiespasmodicas, asi como para el tratamiento de enfermedades
como artritis, reumatismo, hipertension, diabetes mellitus tipo 2, entre otras mas, por
lo que se reconocen sus aplicaciones médicas en diversas regiones como India,
América y China (Buck y Bucks,1983; Bloque y Langseth, 1994; Maturino, 2013).

Las propiedades medicinales de los frutos de algunas variedades o cultivares de
Capsicum se ha relacionado con la presencia de una amplia gama de compuestos
bioactivos como los del tipo fendlico, saponinas, carotenoides, capsaicinoides y
vitaminas (A, B, C y E), ya que éstos poseen actividad antioxidante, antimicrobiana e
hipoglucémica (Oboh y Rocha, 2008; Adedayo et al., 2010; Earnest et al., 2013). La
actividad antioxidante, principalmente se les ha atribuido a las vitaminas, a los
carotenoides, a los capsaicinoides y a los compuestos fendlicos (Daood et al., 1996;
Rosa et al., 2002; Ochi et al., 2003; Marin et al., 2004; Materska y Perucka, 2005);
mientras que las saponinas (furostanol), capsaicina y algunos compuestos fendlicos
han presentado actividad antimicrobiana (Molina-Torres et al., 1999; lorizzi et al.,
2002; Kappel et al., 2008). La capacidad hipoglucémica de los frutos de C. frutescens
también ha sido evaluada, en los que la capsaicina fue la responsable, por lo que la
poblacion de Jamaica lo consume para tratar la diabetes tipo 2 (Bloque y Langseth,
1994).



El contenido de estos compuestos bioactivos puede variar segun el genotipo, etapa
de madurez, condiciones de cultivo y manipulacion postcosecha, lo que afectan sus
propiedades medicinales y funcionales (Osuna-Garcia et al., 1998; Howard et al.,
2000; Maturino, 2013). Por lo tanto, resulta pertinente analizar en las diferentes
especies de Capsicum y sus diferentes cultivares o genotipos, estas variaciones y

relacionarlas con la actividad antioxidante, antimicrobiana e hipoglucémica.

Las propiedades funcionales o nutracéuticas de los antioxidantes de origen vegetal
tienen una gran influencia en el manejo de una de las enfermedades mas
importantes en nuestro siglo, la diabetes mellitus, asi como algunas de sus
complicaciones. Un desequilibrio entre el estrés oxidante y los mecanismos de
defensa antioxidantes en pacientes con diabetes, lleva al dafo de células y tejidos,
acelerando las complicaciones de la enfermedad. La administracion de antioxidantes
apropiados podria prevenir o retardar las complicaciones diabéticas en cierta medida,
diversas investigaciones sobre la actividad antioxidante de un gran numero de
plantas medicinales apoyan que ésta se relaciona con el efecto hipoglucémico
(Packer et al., 1999; McCune y Johns, 2002; Kamalakkannan y Mainzen, 2006).

En diversas investigaciones se ha demostrado este efecto protector antioxidante
ejercido por diferentes compuestos bioactivos tanto de plantas medicinales como de
frutos, cuando se administran en modelos experimentales de diabetes. Algunos
extractos ademas de disminuir los niveles de glucosa en sangre en ratas con
diabetes experimental, restauran los niveles de moléculas antioxidantes como el
glutation, asi como de enzimas antioxidantes como la catalasa y la superdxido
dismutasa, presentando bajos niveles tanto de lipoperoxidacion como de
carbonilacion de proteinas, lo que sugiere proteccidn renal y hepatico (Mahdi et al.,
2003; Martinez-Mora et al., 2017; Murillo, 2017; Montes, 2018; Udayakumar et al,,
2010).

Los frutos de chile (Capsicum spp) también han sido analizados tanto por su

actividad antioxidante como hipoglucémica, demostrando con ello que, al consumir



sus frutos o extractos derivados de éstos, principalmente de las especies de C.
frutescens (Block y Langseth, 1994; Young-In et al., 2007) y C. annuum (Ahuja y Ball,
2006; Magied et al., 2014; Mohammed et al., 2017), tienen un efecto sobre la
disminuciéon de los niveles de glucosa durante la diabetes mellitus, asi como

propiedades insulinomiméticas o secretagogos (Earnest et al., 2013).

Los frutos de la especie C. pubescens, conocidos mayormente en México como chile
perdn o chile manzano, aunque su origen es en Sudameérica, su cultivo y consumo en
nuestro pais ha incrementado en los ultimos afios (Kumar, 2003; Alcantar, 2007), son
considerados como frutos de alto valor comercial, de los que hay pocos estudios que
relacionen el contenido de sus compuestos bioactivos con las propiedades
medicinales atribuidos a estos frutos como la actividad antioxidante y el efecto

hipoglucémico.

Por lo anterior, los estudios encaminados a evaluar la actividad antioxidante en este
tipo de frutos, deben de tomar en cuenta los factores involucrados en la variacién del
contenido de compuestos bioactivos, como el genotipo y las etapas de maduracion
(Maturino, 2013), por lo que en esta investigacion se evalud la actividad antioxidante
in vitro de tres diferentes extractos de frutos de dos genotipos de chile perdn
(amarillo y rojo) de dos etapas de maduracion (inmaduro y maduro), realizando una
relacion entre la actividad antioxidante in vitro y el contenido de los principales
compuestos bioactivos, asi como estudios de la capacidad hipoglucémica del
extracto con mayor actividad antioxidantes en un modelo experimental de ratas

diabéticas.

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica degenerativa que se caracteriza por
niveles altos de glucosa en sangre (hiperglucemia), con alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, donde la secrecion y/o accion de

insulina es deficiente, nula o ambos. Actualmente, la diabetes mellitus es clasificada



como tipo I, tipo Il, gestacional y experimental, entre otras. La diabetes tipo | o
insulinodependiente, es causada por autoinmunidad o factores idiopaticos y se
caracteriza en edades tempranas debido a la destruccion paulatina de las células
del pancreas y acumulacion de cetoacidosis, por lo que, personas que padecen este
tipo de diabetes necesitan la administracion diaria de insulina para mantener sus
niveles de glucemia normales (OMS, 2016; ADA, 2018). La diabetes tipo Il o no
insulinodependiente, es determinada por la interaccion de factores hereditarios,
genéticos, metabdlicos, sobrepeso y obesidad, alimentacién malsana, falta de
actividad fisica y tabaquismo, que contribuyen a la disminucion de la secrecion de
insulina. Ademas, existe diabetes asociada a medicamentos, infecciones,
enfermedades exocrinas del pancreas y endocrinopatias (Fernandez-Mejia, 2013;
OMS, 2016).

Entre los principales sintomas de la diabetes mellitus estan la polidipsia, polifagia y
poliuria, asi como el dafio a organos vitales como los ojos, rifiones, cerebro, vasos
sanguineos y corazon, que aumentan el riesgo de cardiopatia y accidentes
cerebrovasculares. Este dafio incrementa las complicaciones micro y
macrovasculares provocando que el flujo sanguineo disminuya, lo cual, sumado a la
lesion de los nervios (neuropatia) de los pies, aumenta el riesgo de que se produzcan
Ulceras e infecciones que lleven a la amputacion de miembros inferiores. La
retinopatia diabética es una causa importante de ceguera y el resultado de un dano
prolongado y acumulativo de los vasos sanguineos en la retina. Con el transcurso del
tiempo, una glucemia elevada asociada con diabetes sin tratar puede producir
presion arterial alta y esto, a su vez, provocar dafio renal (nefropatia), disminuyendo
la filtracidn glomerular. Los criterios que establecen el comité de expertos sobre el
diagnoéstico y clasificacion de la diabetes mellitus para el diagndstico de la diabetes
son: 1) niveles de glucemia en ayunas > 126 mg/dL (7.0 mmol/L); 2) glucosa
postpandrial de 2 horas > 200 mg/dL (11.1mmol/L); 3) hemoglobina glucosilada,
estableciendo el punto de corte en 6.5% (ENSANUT, 2016; OMS, 2016).

.1.1. Diabetes mellitus a nivel mundial y en México



Actualmente, la diabetes mellitus ocupa el 4° lugar de defunciones por enfermedades
cronicas no transmisibles a nivel mundial. En el 2012, |la diabetes caus6 1.5 millones
de muertes y las elevaciones de glucemia por encima de los valores estandar,
provocaron otros 2.2 millones de muertes por efecto de un aumento del riesgo de
sufrir principalmente enfermedades cardiovasculares. En el 2014, 422 millones de
adultos tuvieron diabetes, correspondiente al 8.4% de la poblacién adulta, es decir 1
por cada 11 personas. Desde 1980 al 2014, la prevalencia mundial de la diabetes en
adultos (mayores a 18 afos) ha ascendido a casi al doble del 4.7% al 8.5%
aumentado en los paises de ingresos medianos y bajos. Esto, representa un total de
3.7 millones de defunciones relacionadas con la hiperglucemia, de las cuales, el 43%

pertenecen a personas en edades de 20 a 69 afos (OMS, 2016).

Las tasas mas altas en hiperglucemia se observan en las regiones del Mediterraneo
Oriental, Asia Sudoriental y Africa, y en las otras regiones las tasas son mucho mas
bajas. Segun la Federacion Internacional de la Diabetes, se estima que, a partir de
los costos estimados en una revision sistematica reciente de los pacientes
diabéticos, el gasto directo anual generado por esta enfermedad a escala mundial
asciende a mas de 827,000 millones de ddélares (OMS, 2016). En México, la diabetes
ocupa el 5° lugar a nivel mundial (FID, 2015; OMS, 2016), con una prevalencia de
diagnodstico médico previo de diabetes en adultos del 9.4%, siendo ligeramente
mayor en las mujeres (10.3%) respecto a hombres (8.5%), en localidades urbanas. El
87.8% de los diabéticos reciben un tratamiento médico para controlar su enfermedad,
mientras que el 46.4% no realiza medidas preventivas para evitar o retrasar alguna
complicacion en la enfermedad (ENSANUT, 2016). En el 2016, el numero de
defunciones de diabetes en México fue de 105,574 de personas y se estima que para
el 2020, este valoraumentr a 126,000 muertes (OMENT, 2016)

.1.2. Estrés oxidante y diabetes mellitus



El estrés oxidante es un estado que ocurre a nivel celular, en el que las fuerzas
oxidantes superan los sistemas antioxidantes, causando la pérdida del equilibrio
entre ellos, provocando un desbalance de 6xido-reduccion (Yoshikawa y Naito, 2002;
Diaz-Flores et al., 2004). En este estado, los radicales libres, que pueden ser
atomos, iones 0 moléculas con un electréon desapareado en su orbital mas externo,
tienen una gran capacidad de reaccionar con otras macromoléculas organicas
(carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos), modificando su estructura y

funcion, provocando efectos citotoxicos y clastogénicos (Diaz-Flores et al., 2004).

Las diversas especies reactivas como el oxigeno, nitrégeno, hierro, cobre, asi como
las enzimas oxidantes (NADPH oxidasa, xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
galactosa oxidasa, lipooxigenasa, ciclooxigenasa y mieloperoxidasa) y las especies
reactivas que se generan durante la respiracidn (reacciones en la cadena
transportadora de electrones entre el complejo Il y Ill) en la mitocondria, son factores
que contribuyen a la formacién de peréxido de hidrogeno (H202), radical anién
superoxido (Oz™), radical hidroxilo (OH"), radical lipido peréxido (ROO"), radical 6xido
nitrico (ON") y el radical peroxinitrito (ONOO®), que aumentan el estrés oxidante
(Ibarra, 2006).

En la figura 1 se muestra de manera esquematica el aumento del estrés oxidante
causado por altos niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). Esto provoca a su
vez, un aumento en los niveles de glucosa intracelular, lo que lleva a un aumento en
el flujo de la cadena transportadora de electrones en la membrana intramitocondrial,
a partir de los que se genera la formaciéon del radical superéoxido (O2*) que al
reaccionar con oxido nitrico (NO) forma peroxinitrito (ONOO*), pero mediante la
accién de Mn-SOD lo convierte en peréxido de hidrogeno (H202), molécula que por la
reaccion de Fenton forma el radical hidroxilo (OH'). Todas estas especies reactivas
de oxigeno son las responsables de causar el estrés oxidante. Con la hiperglucemia
incrementa el estrés oxidante mediante cinco mecanismos principales: 1) por la
acumulacién y accién de los productos de glicacion avanzada o AGEs (por sus siglas

en inglés, Advanced Glycation end Products); 2) al incremento en la via de polioles;



3) al aumento en la via de las hexosaminas; 4) por la activacion de diversas
isoformas de la proteina C cinasa (PKC, del inglés protein kinase C); y 5) a la
disminucién de antioxidantes exdgenos (Diaz-Flores, 2004 et al., 2004, Ibarra et al.,
2006; Hernandez et al., 2011; Guerra, 2011; Salinas et al., 2013) (Figura 1).

Figura 1. Principales mecanismos que generan el estrés oxidante en condiciones de
hiperglucemia con un bajo nivel de antioxidantes exégenos. Transportador
de glucosa dependiente de insulina (GLUT-4), nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato reducido (NADPH), nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidado (NADPH ox), perdxido de hidrégeno (H202), radical anion
superéxido (Oz2), radical hidroxilo (OH"), radical 6xido nitrico (ON°) y el
radical peroxinitrito (ONOO"), oxigeno molecular (Oz2), ion ferroso (Fe2),
catalasa (CAT), superoxido dismutasa mitocondrial (SOD2), glutation
reducido (GSH), glutatién oxidado (GSSG), relacién glutation reducido y



oxidado (GSH: GSSG) y 6xido nitrico sintasa (NOSi). Elaboracién propia
de acuerdo a resultados de investigaciones citadas (Villa-Caballero et al.,
2000; Diaz-Flores et al., 2004; Altamirano et al., 2011; Salinas et al.,
2013).

1.1.2.1. Acumulacion y accién de productos de glicacién avanzada

Estas modificaciones son causadas por la interaccion de la glucosa y de otros
carbohidratos como la fructosa y la glucosa-6-fosfato y/o sus derivados con
proteinas, acidos nucleicos vy lipidos, para formar productos de glicacién avanzada,
conocidos como AGE o AGEs (por sus siglas en inglés, Advanced Glycation End
Products). Inicia con la reaccion de los grupos carbonilos de los carbohidratos con
los grupos amino de las proteinas, en especial con el amino terminal y el e-amino de
residuos de lisina, dando origen a los productos tempranos de glicacion, también
llamados de Amadori o fructosamina a-dicarbonilos (a-oxoaldehidos) como la 3-
desoxiglucosona, el metilglioxal y el glioxal que son conocidos como precursores de
los AGEs (Diaz-Flores et al., 2004).

Estos son mas reactivos que sus predecesores y al combinarse simultaneamente
con dos grupos reactivos de las proteinas, forman puentes cruzados entre ellas muy
estables, produciendo su agregacion y pérdida en sus funciones bioldgicas. Los
AGE, también modifican el colageno tipo |V, activacion de interleucina-1, la
activaciéon de factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y la activacién de factor

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Brownlee, 2001; Diaz-Flores et al., 2004).

1.1.2.2. Incremento en la via de polioles

La ruta preferencial de conversion de la glucosa es la via del sorbitol, también
conocida como la via de los polioles, en ésta, la glucosa es transformada por la

accion secuencial de dos enzimas, la aldosa reductasa (AR) y la sorbitol
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deshidrogenasa (SDH). La primera es la responsable de la reduccion irreversible de
la glucosa a sorbitol y requiere como coenzima a la nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reducido (NADPH). Esta enzima controla la via de los polioles y
se activa al estar en contacto con altos niveles de glucosa, aumentando la
concentracion de sorbitol y disminuyendo la disponibilidad de NADPH. La SDH
cataliza la transformacién del sorbitol en fructosa con la concomitante formacion de
nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH), reaccién reconocida como el
punto critico de la via, con repercusidon en las complicaciones diabéticas,
disminuyendo la NADPH citosdlica, la actividad de ATPasa (Na*+K*), glutation
reducido (GSH) e incrementando NADH:NAD citosdlica y triosas fosfatos (metilglioxal

y diacilglicerol) (Brownlee, 2001).

Esta via, ocurre en los 6rganos y tejidos que no requieren insulina para la captacion
de glucosa y en los cuales se presentan principalmente las complicaciones cronicas
en condiciones de hiperglucemia como riidn, retina, cristalino, corazén y sistema

nervioso central (Diaz-Flores et al., 2004; |Ibarra et al., 2006; Hernandez et al., 2011).

1.1.2.3. Aumento en la via de hexosaminas

El aumento del flujo a través de esta via esta relacionado con algunos efectos de la
diabetes, contribuye en parte a la estimulacion de la expresion de genes como los del
factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), TGF-B1 y del inhibidor del activador
del plasminégeno-1 (PAI-1). También participa en la inducciéon de la resistencia a la
insulina por lipidos o por hiperglucemia debido a la N-acetilglucosamina, ya que
disminuye la actividad de trasportadores de glucosa (GLUT-4) en la membrana
celular e inhibe la fosforilacion y la activacién para el sustrato del receptor de
insulina-1 (IRS-1) (Brownlee, 2001) Diaz-Flores et al., 2004).

1.1.2.4. Activacion de la proteina C cinasa



La acumulacion de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido fosfato
(G3P), promueve la produccion de diacilgliceroles (DAG) y la subsecuente activacion
de la proteina C cinasa (PKC), mismos que también afectan la homeostasis vascular
en ceélulas del endotelio, la retina y los glomérulos renales durante las complicaciones
diabéticas en modelos animales. Ademas, afecta la produccion de sustancias
vasoactivas, por una parte, deprime la produccién de 6xido nitrico y por otra, estimula
la expresion de la endotelina-1 (ET-1), lo que conduce a la disminucion del flujo
sanguineo de la retina, los nervios periféricos y el rifidn, en el modelo de diabetes
experimental; asi como la activaciéon de TGF-f3, del factor de crecimiento VEGF y
activacion del PAI-1 (Brownlee, 2001; Diaz- Flores et al., 2004; Ibarra et al., 2006;
Salinas et al., 2013).

1.1.2.5. Disminucién de antioxidantes exégenos

En condiciones de hiperglucemia, las especies reactivas de oxigeno y derivados se
generan durante la autooxidacion de la glucosa y en diferentes reacciones oxidativas
que acompanan a la glicacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Entre otros
factores también disminuyen la actividad de catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), glutatiéon reductasa (GR); asi, como la disponibilidad del NADPH, que es
dependiente de algunas enzimas antioxidantes. El aumento de las especies reactivas
y la disminucion de enzimas antioxidantes conlleva a la resistencia a la insulina
(GLUT-4), dlicacion de proteinas, lipoperoxidacién y activacion del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF- kB) (Villa-Caballero et al., 2000; Castillo et al.,
2003; Diaz-Flores et al., 2004; Salinas et al., 2013).

Uno de los principales antioxidantes enddgenos que se ve comprometido por las
complicaciones de la hiperglucemia es el glutation (GSH, glutation reducido). Se ha
demostrado que las concentaciones de GSH y el cociente de éste con el glutation
oxidado (GSH/GSSG) tanto en higado como en rifiones de ratas diabéticas,
disminuyen hasta 2 o 3 veces su contenido en comparacion con ratas controles. Asi

mismo, esta reduccion coincide con el aumento en el contenido de GSSG, debido
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principalmente al aumento de estrés oxidante, consumo de NADPH y a la
disminucién de las enzimas SOD, CAT y GR (Panda et al., 2010; Diaz-Flores et al.,
2012; Martinez, 2017; Murillo, 2017; Jamshidi et al., 2018).

Actualmente, se sabe que el aumento del estrés oxidante esta relacionado a diversas
enfermedades cronico degenerativas como el envejecimiento celular, aterosclerosis,
hipertension arterial, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, cancer y
diabetes mellitus, entre otras (Guerra, 2001).

.2. Antioxidantes endégenos y exégenos

Un antioxidante es cualquier molécula capaz de prevenir o inhibir la oxidacion de un
sustrato, generalmente de macromoléculas organicas como carbohidratos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Estas moléculas al interactuar con una radical libre o
especie reactiva, cede un electrén, que se oxida y se transforma en un radical libre
débil no téxico permitiendo disminuir el estrés oxidante. Los antioxidantes pueden ser
clasificados de dos maneras, los que son fabricados en el cuerpo (endégenos) y

aquellos que provienen de la dieta (exdégenos) (Gutiérrez, 2002).

Entre los antioxidantes enddgenos se encuentran la superoxido dismutasa (SOD),
que presenta tres isoformas, citoplasmatica (CuZn-SOD1), mitocondrial (Mn-SOD2) y
de matriz extracelular (CuZn- SOD3), que catalizan la dismutacion del anién
superéxido (O2) a perdxido de hidrégeno (H202). El perdxido de hidrégeno (H202),
no es un radical libre, pero es considerado como una especie reactiva de oxigeno
debido a que interacciona con metales de transicion formando la reaccién de Fenton
y el radical hidroxilo (OH"). Sin embargo, el peréxido de hidrégeno (H20:2), puede ser
catalizado por dos enzimas diferentes, la glutation peroxidasa (GPX), unica enzima
humana que contiene selenio y que oxida el glutation oxidado (GSSG), y por ultimo la
catalasa, que al igual que la GPX, también reduce el H202 a H20 y Oz (Asayama y
Burr, 1984; Castillo et al., 2003; Fujita et al., 2009).
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Otro sistema de defensa frente al estrés oxidante es a partir del consumo de plantas
y/o frutos, atribuido a su capacidad antioxidante. Entre los compuestos presentes en
las plantas con mayor actividad antioxidante se encuentran los polifenoles (taninos,
flavonoides, derivados del acido cinamico, xantonas, cumarinas, lignanos, quinonas,
rotenoides, estilbenos), aceites esenciales (terpenoides), acidos grasos (saturados e
insaturados), algunos alcaloides (derivados de la isoquinoleina), carotenoides
(vitamina A), acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) (Bhaskar y
Balakrishnan, 2009; Ebrahimzadeh et al., 2009).

El consumo de antioxidantes exdgenos, por la dietas de frutos, vegetales, semillas y
aceites, disminuye la incidencia y mortalidad por diferentes enfermedades crénicas
como el cancer, la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, artritis, enfermedad de Parkinson, enfermedad Alzheimer, en las
que la actividad antioxidante principalmente se debe a metabolitos como la rutina, el
resveratrol, el acido galico y la quercetina, entre otros (Beckman et al., 1990; Tun et
al., 2001; Yao et al., 2007).

1.2.1. Antioxidantes de origen vegetal en diabetes experimental

En recientes estudios se ha reportado el mecanismo de accidon de los antioxidantes
de origen vegetal para disminuir las complicaciones asociadas a la diabetes y que
son atribuidas a los compuestos bioactivos de las plantas como los alcaloides, acidos
fendlicos, acido galico, catequinas, cumarinas, flavonoides, taninos y capsaicina. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la existencia de
aproximadamente 120 compuestos de origen vegetal considerados como farmacos
con efecto hipoglucémico. Se estima en cinco mil, el nuUmero de especies vegetales
estudiadas exhaustivamente para una posible aplicacion médica en diabetes (Lujan
et al., 2009).

Entre éstas, destacan las plantas medicinales utilizadas en las diferentes regiones

del mundo, en el cuadro 1 se describen algunos ejemplos de plantas o frutos con
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actividad hipoglucémica, con estudios mayormente en modelos experimentales de
induccién de diabetes en ratas, en el que también se mencionan los compuestos
bioactivos responsables de esta capacidad como los compuestos fendlicos,

flavonoides, cumarinas, alcaloides, terpenos y capsaicina (Gushiken et al., 2012).

Otras plantas o frutos con esta propiedad son Vaccinium myrtillus (arandano),
Phalaries canariensis (alpiste), Morinda citrifolia (noni), Allium cepa (cebolla), Ginkgo
biloba (ginkgo), Ficus carica (higo), Aloe vera (sabila), Cinnamomum cassia (canela),
Citrullus colocynthis (sandia), Persea americana (aguacate), Opuntia milpa (nopal),
Tamarindus indica (tamarindo), Piper longum (pimienta), entre otros (Lujan et al.,
2009; Gushiken et al., 2012; Patel et al., 2012).

Cuadro 1. Ejemplo de plantas o frutos con actividad antioxidante e hipoglucémica en
modelos experimentales in vivo.

PLANTA MODELO COMPUESTOS REFERENCIA
EXPERIMENTAL BIOACTIVOS
Moringa oleifera Ratas Paula et al.,
(semilla de (Aloxano) Polifenoles 2017
moringa)
Ocimum Ratas Mousavi et al.,
tenuiflorum (Estreptozotocina) Flavonoides 2016
Vitis vinifera Ratas Resveratrol Mozafari et al.,
(uva) (Estreptozotocina) 2015
Psidium guajava Ratas Compuestos fendlicos, Ogueri et al.,
(guayaba) (Aloxano) acido galico, 2014
catequinas y
quercetina
Phyllanthus niruri Ratas Taninos Lemus et al.,
(Aloxano) 2013
Allium sativum Ratas Kaempferol, luteina y Moradabadi et
(ajo) (Aloxano) quercetina al., 2013
Salvia officinalis Ratas Kaempferol, luteina y Moradabadi et
(salvia) (Aloxano) quercetina al., 2013
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Vaccinium Ratas Antocianinas Grace et al.,
angustifolium (Estreptozotocina) 2009
Capsicum Capsaicina Kamon et al.,
frutescens Humanos 2009
(chile serrano) (Diabetes tipo 2)
Carotenoides, Luo et al., 2004
Lycium barbarum Ratas riboflavina, acido
(Aloxano) ascorbico, tiamina y
acido nicotico

Para la realizacion de investigaciones sobre el efecto de los antioxidantes de plantas
en diabetes mellitus, los estudios se llevan a cabo en modelos experimentales que
implican el uso de animales pequefos como conejos, hamster, ratones vy
principalmente en ratas. Entre los principales agentes diabetogénicos se encuentra la
estreptozotocina (STZ) y aloxano, compuestos que tienen un efecto citotoxico en las
células 3 del pancreas, lo que provoca la escasa o0 nula produccion de insulina,

desarrollando diabetes experimental (Rodriguez y Méndez, 1994).

Las ratas Wistar son uno de los modelos mas utilizados en diabetes experimental,
empleadas para determinar los niveles de glucosa, marcadores bioquimicos de dafo
renal y hepatico; asi como para evaluar el contenido o los niveles de moléculas o
enzimas relacionadas con el estrés oxidante. Mediante un analisis seroldgico se les
dertermina el contenido de urea, creatinina, acido urico, triacilglicéridos, colesterol
total, colesterol-HDL y lipidos totales, ya que se cuentan con los valores de
referencia en ratas a las que no se les induce la diabetes experimetnal. Algunas de
las enzimas y/o moléculas antioxidantes en organos y tejidos aislados que son
estudiadas en este modelo de diabetes experimental, son la superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutatién, asi como los niveles de lipoperoxidacion y la
carbonilacion de proteinas, entre otras moléculas relaciondas con el estrés oxidante
en la diabetes (Murillo, 2017; Montes, 2018).
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Martinez-Mora et al. (2017) demostré que algunos extractos de Justicia spicigera con
actividad antioxidante tuvieron un efecto hipoglucémico en ratas diabéticas inducidas
con estreptozotocina, en las que ademas, disminuyd el contenido de colesterol y
triacilglicéridos. Con este mismo modelo experimental, los extractos de otras plantas
como Momordica charantia, Azadirachta indica, Allium sativum y Ocimum sanctum,
han mostrado actividad antioxidante en ratas diabéticas, disminuyendo también la
peroxidacién de lipidos, indicativo de la funcidén de los antioxidantes de origen vegetal
sobre la regulacion del desequilibrio del estrés oxidante en las ratas diabéticas
(Mahdi et al., 2003).

Ademas, se ha observado una relacion entre el tipo de compuestos bioactivos, la
actividad antioxidante in vitro e in vivo, con el efecto hipoglucémico. Udayakumar et
al. (2010) encontraron esta relacion al administrar extractos etandlicos de hojas y
raices de Whitania somnifera por via oral a ratas diabéticas inducidas con aloxano,
ya que los compuestos fendlicos, incluyendo flavonoides, fueron los responsables de
restaurar los niveles normales de glucosa, asi como de moléculas antioxidantes
como glutation y la actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa
(SOD) y la catalasa (CAT).

Algunos autores sefialan que el mecanismo de accidn antidiabético de algunos
compuestos de origen vegetal, también puede ser similar a los farmacos del tipo
sulfonilurea, promoviendo la secrecion de insulina, despolarizando la membrana vy
estimulando el influjo de calcio, lo que constituye una etapa inicial en el proceso de
secrecion de insulina, en las células pancreaticas (Lemus et al., 2013; Ogueri et
al.,2014; Mozafari et al., 2014; Mousavi et al., 2016).

.2.2. Métodos para determinacién de actividad antioxidante

Los modelos para la determinacion del estrés oxidante permiten estimar el potencial
de los candidatos a ser farmacos antioxidantes de uso en humanos (Martinez et al.,
2004). Existen los métodos analiticos in vitro y los que utilizan para los estudios,
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células, tejidos u érganos, a los que se les denomina ensayos in vivo. Entre los
métodos in vitro, son empleados principalmente el ABTS (2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazil), FRAP (por sus siglas
en inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power) (Rossi, 2016) y TAC (por sus siglas en
inglés, Total Antioxidant Capacity) (Roginsky y Lissi, 2005; Kumaran y Karunakaran,
2007; Miguel, 2010). Entre los métodos para la determinacion indirecta de especies
reactivas de oxigeno o nitrégeno en macromoléculas, esta el método de TBARS (por
sus siglas en inglés, Thiobarbituric Acid Reactive Substances) que analiza los niveles
de lipoperoxidacion; asi como el método para evaluar la carbonilacion de proteinas
(3-nitrotirosina) o la oxidacion de ADN (8-hidroxideoxiguanosina) (Rossi et al., 2016).
También, la actividad antioxidante se evalua con la mediciéon de la actividad de
enzimas que participan en el control del estrés oxidante como la superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), glutatién reductasa
(GR) y la xantina oxidasa, que pueden ser detectadas por reacciones colorimétricas
0 mediante inmunoensayos. Para la determinacion de antioxidantes no enzimaticos
como el glutatiéon, acido ascérbico, a-tocoferol y B-caroteno, los métodos consisten
en dectecion colorimétrica, fluorométrica o por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) (Rossi et al., 2016).

I.3. Caracteristicas del género Capsicum

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae y esta conformado por 31
especies, pero soélo cinco han sido domesticadas: C. baccatum, C. chinense, C.
pubescens, C. frutescens y C. annuum. Todas estas especies producen los frutos a
los que en México y diversos paises se les denomina chiles. La mayor diversidad de
chiles cultivados y comercializados corresponden a la especie C. annuum. El fruto,
en donde se encuentran las semillas, es una baya hueca carnosa o semi-
cartilaginosa, puede alcanzar distintos tamafnos, desde poco menos de 1 cm hasta
30 cm de largo, y su forma va de lo redondo a lo alargado, en colores que oscilan de
distintos tonos de amarillo y verde en estado inmaduro, a rojo y hasta café en la

etapa de maduracién (Aguirre-Hernandez y Mufioz-Ocotero, 2015).
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El consumo de chile se debe principalmente a su sabor pungente o picante, causado
por la presencia de capsaicinoides, éstos suelen ser una mezcla de capsaicina e
hidrocapsaicina que son los de mayor nivel de pungencia, con 68,337 en unidades
Scoville. El grado de pungencia varia en las diferentes especies de Capsicum, los
pimientos morrones tienen 0 unidades mientras que los chiles habaneros tienen entre
100,000 a 350,000 unidades (Cuadro 2). México es el pais de mayor produccion de
chile en el mundo, alrededor del 90% de chile que se consume a nivel mundial es de
origen mexicano. Otros paises productores son China, Indonesia, India, Turquia,
Espafa, Estados Unidos y Nigeria (Cruz-Perez; 2007; SAGARPA, 2012 y Aguirre-

Hernandez y Mufoz-Ocotero, 2015).

Cuadro 2. Unidades Scoville de diferentes especies del género Capsicum
(Salgado-Garciglia, 2018).
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1.3.1. Compuestos bioactivos de frutos de Capsicum

Los frutos de las diferentes especies del género Capsicum, han sido ampliamente
usados en la industria alimentaria y para el tratamiento de diversas enfermedades o
malestares como artritis, reumatismo, malestares estomacales, problemas
dermatoldgicos, entre otras. En México el chile es ampliamente consumido, ademas
de ser utilizado principalmente como especia en los alimentos, también se usa en la
industria alimentaria, industria farmacéutica y en la elaboracién de cosméticos (Cruz
et al., 2007; Dagnoko et al., 2013). El chile es uno de los cultivos agricolas mas
importantes a nivel mundial y en México, donde ha formado parte de la dieta basica
de la poblacion desde hace cinco mil afios (Long, 2011), debido a que sus frutos se
consumen tanto en fresco como seco por proporcionar color, sabor y aroma a
platillos regionales del pais, lo que lo situa entre las principales especias cultivadas
(Aguilar, 2012).

La actividad antioxidante de estos frutos es dependiente del contenido de los
compuestos bioactivos, principalmente de los capsaicinoides, los compuestos
fendlicos, carotenoides, vitaminas A, C y E (Menichini et al., 2009; Hernandez-Ortega
et al., 2012; Maturino, 2013).

Los factores como la variedad, el tipo de cultivar, el estado de madurez, las
condiciones de cultivo y la manipulacién poscosecha pueden afectar este contenido
de compuestos y, por lo tanto, la actividad biolégica en los frutos de las especies de
Capsicum (Maturino, 2013). Estos compuestos estan presentes en diferentes
especies, variedades o cultivares de chile, como son el chile serrano, poblano y
jalapeno, los que varian también segun las etapas de maduracion (Oboh y Rocha,
2008; Henao et al., 2009).
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En diversas investigaciones se ha comprobado el efecto hipoglucémico por el
consumo de frutos de Capsicum, se ha encontrado que los diferentes compuestos
inhiben la absorcion de glucosa intestinal en rata y hamster in vitro (Monsereenusorn
y Glinsukon, 1978). Esta inhibicion de la absorcién puede ser parcialmente
responsable de reducir los niveles de glucosa en la sangre. En otros trabajos, se ha
evaluado la actividad de extractos de frutos de Capsicum sobre enzimas indicadoras
del poder hipoglucemiante, como a-amilasa y a-glucosilasa (Tundis et al., 2011; Li et
al., 2013; Watcharachaisoponsiri et al., 2016).

Como se ha mencionado anteriormente, se ha confirmado que la actividad
hipoglucémica tiene una estrecha relacion con la actividad antioxidante. En estudios
con extractos de frutos de diferentes especies de Capsicum (C. annuum, C.
baccatum, C. chinense y C. frutescens), la actividad antioxidante es dependiente del
contenido de compuestos bioactivos como los acidos fendlicos, flavonoides,
capsaicinoides, carotenoides y el acido ascorbico, que a su vez varian su contenido
en etapas de maduracion y genotipo del fruto (Zhang y Hamauzu, 2003; Kappel et
al.,, 2008; Medina-Juarez, 2012; Shotorbani-Heidari, 2012; Zimmer et al., 2012;
Pereira et al., 2016; Ayala, 2017).

Actualmente, se han realizado investigaciones con frutos o extractos de éstos de
Capsicum annuum, C. baccatumy C. frutescens, administrados en dietas de ratones y
humanos diabéticos demostrando un efecto hipoglucémico, hipolipidémico e
hipotrigliceridémico, asi como una reduccién postpandrial de hiperinsulinemia y
restauracion anatémica del pancreas (Ahuja y Ball, 2006; Survay, 2010; Earnest et
al., 2013; Magied et al., 2014; Mohammed et al., 2017). Tal efecto esta intimamente
relacionado por los compuestos bioactivos presentes en el fruto e identificados por
cromatografia de gases encontrando mayormente a capsaicina, dihidrocapsaicina,
acido tridecanoico, fitol, kauran-16-ol, eugenol, acido 1,2-bencenodicarboxilico y
mono (2-etilhexil) éster, a los que se les atribuye el mejoramiento de las
complicaciones de la diabetes en modelos bioldgicos y humanos (Mohammed et al.,
2017).
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1.3.2. Chile perén (Capsicum pubescens)

El chile perén o también conocido como chile manzano (Capsicum pubescens Ruiz
et Pavon), es una planta perenne originaria del sur de América. El aroma de sus
frutos es muy peculiar, al igual que su sabor ya que tiende hacer muy picante con
hasta 4,000 a 6,000 unidades Scoville (Kumar, 2003; Alcantar, 2007; Sanchez-
Sanchez et al., 2010). El cultivo de chile (Capsicum spp) en México tiene gran
importancia social y econdmica y entre las diferentes especies se cultiva el chile
perdn, particularmente en las zonas altas (entre 1,700 a 2,400 m de altitud) (Aguirre-

Hernandez y Mufoz-Ocotero, 2015)

Los tallos de esta planta son lefiosos y de crecimiento erecto, algunos ejemplares
presentan abundante pubescencia, es de color verde excepto los primeros entre
nudos, su ramificacion es pseudo dicotomica. Las hojas son pecioladas y su filotaxia
es alterna distica, es simple con forma cordada y apice acuminado, los bordes lisos,
vellosas y la nervadura reticulada perinerve (Figura 2a). Es una especie hermafrodita
con cierto porcentaje de autogamia (Martin y Gonzalez, 1991), la floracién inicia en el
primer nodo de la bifurcacion, y asi sucesivamente en cada nodo (Bosland, 1996),
con flores solitarias de corolas en gama de colores violeta en ocasiones con los
bordes blancos sin manchas difusas en la base de los pétalos (Figura 2b). El fruto es
una baya carnosa y hueca llena de aire y semilla en la cual, el céliz de los frutos
maduros por lo general sin constriccion anular en la union con el pedicelo, venas
prolongadas en dientes. La coloracién en la base del fruto en estado inmaduro es
verde, cuando madura se puede encontrar en amarillo, naranja o rojo (Figura 2c). La
estructura del fruto varia en el numero de l6culos desde uno hasta cuatro. La longitud
del fruto es de 4 a 8 cm y diametro de 2 a 6 cm, con un grosor de pericarpio que va
de 2 a 6 mm. Los frutos contienen de 16 a 50 semillas, es el Unico chile del género
Capsicum que posee semillas negras, las cuales son de forma ovalada y ligeramente
onduladas en el borde (Pérez y Castro, 2008). Presenta el numero basico de

cromosomas del género Capsicum, x=12 para C. pubescens y se identifica un
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numero cromosomico de 2n = 24 (Heiser Jr y Pickersgill, 1969), en general las

especies de este género Capsicum son diploides (Sinha, 1950).
En los ultimos diez anos se ha observado un incremento en la demanda de este

producto, lo cual ha motivado el desarrollo de sistemas de produccién intensivo en

invernadero para incrementar la cantidad y calidad del fruto (Pérez et al., 2004).

Figura 2. Planta (a), flores (b) y frutos (c) de chile perén (Capsicum pubescens) del
genotipo “Amarillo” (Fotogafrias de RSalgadoGarciglia).
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El Estado de Michoacan es considerado como uno de los principales productores de
chile perén mas importante del pais, aunque aun no existen cifras oficiales, se estima
que al menos cada afio se cultivan 1000 hectareas. Los municipios que tienen mayor
produccion son Tacambaro, Tancitaro, Uruapan, Zitacuaro y Periban de Ramos,
donde sus sistemas de produccion en mayor parte son a campo abierto y en menor
escala en invernaderos. Los centros de distribucion y mercados mas importantes son
la Central de Abastos de Morelia, Zamora, Patzcuaro, Paracho y Uruapan (Espinosa-
Torres, 2010).

22



Il. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica degenerativa que produce dafio a
diferentes érganos, el que se relaciona con el estrés oxidante, que puede ser
disminuido con antioxidantes exdgenos como los presentes en los frutos de diversas
especies de Capsicum (chiles), algunos con un efecto hipoglucémico. Los frutos de
chile peron (C. pubescens) no han sido estudiados con este propdsito, por o que se
desconocen los niveles de la actividad antioxidante de éstos y la relacién de esta
propiedad con el contenido de los compuestos presentes en extractos de diferente
polaridad, genotipo y etapa de maduracion. Asi mismo, es importante realizar
estudios que demuestren la relacién entre la actividad antioxidante y el efecto

hipoglucémico.
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ll. HIPOTESIS

La actividad antioxidante de los extractos de frutos de chile peron (Capsicum
pubescens) es dependiente del contenido de los compuestos bioactivos, del genotipo
y de la etapa de maduracion, y el de mayor actividad tiene efecto hipoglucémico en

ratas diabéticas.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Analizar la actividad antioxidante de extractos de frutos de diferentes genotipos y

estados de maduracion de chile peron (Capsicum pubescens) para determinar el

efecto hipoglucémico del extracto de mayor actividad, en ratas diabéticas.

IV.1.1. Objetivos especificos

1)

Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de tres extractos de frutos de dos
genotipos de chile peron (amarillo y rojo), en dos etapas de maduracion.
Determinar el contenido de acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico,
carotenoides y capsaicina, en los extractos de los frutos de chile perén (amarillo
y rojo), en dos etapas de maduracion.

Analizar el efecto hipoglucémico y antioxidante del extracto con mayor actividad
antioxidante in vitro, en ratas diabéticas

Evaluar el efecto del extracto con mayor actividad antioxidante sobre la funcion

y estrés oxidante en mitocondrias de rifiones de ratas diabéticas.
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V.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinacion de
compuestos activos:
-Acidos fendlicos

-Flavonoides <::|
-Ac. Ascorbico

- Carotenoides
-Capsaicina

VL.

Frutos de C. pubescens:
Genotipos Amarillo y Rojo
Maduros e Inmaduros

U

Seleccion del Extracto con
mayor actividad
Antioxidante

Obtenciénl|deAwalisis de la capacidad
extractbs: antioxidante in vitro:

tanol, Acetdto de Etilo {ABTS
y Hexaho DPPH

U
U

TAC

Administracion diaria oral (100 pL) en tres dosis

(0.1, 1y 10 mg/Kg)

por 60 dias a ratas normoglucémicas y diabéticas

U

] Sacrificio

U

Andlisis serolégico

U

Determinacion de los

parametros bioquimicos:

- Glucosa
- Urea
- Creatinina

-Ac. urico
- Triacilglicéridos
- Colesterol total
-Colesterol HDL
- Lipidos totales

RESULTADOS

U

Obtencidn de rifiones

U

Aislamiento de mitocondrias

U

- Superdéxido dismutasa mitocondrial (SOD2)

Determinacion de:

- Glutation total (GSH.)

- Glutation reducido (GSH)
- Glutatidén oxidado (GSSG)
-GSH/GSSG
-Lipoperoxidacion
-Carbonilacion de proteinas
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VI.1. Relacion de la actividad antioxidante in vitro de extractos de frutos de
chile peréon (Capsicum pubescens Ruiz et Pavén) con el contenido de
acidos fendlicos, flavonoides, acido ascoérbico, carotenoides y capsaicina

RESUMEN

En la presente investigacion se determind la actividad antioxidante in vitro y los
compuestos bioactivos del chile perén (Capsicum pubescens Ruiz et Pavén), un fruto
originario del Sur de América utilizado con fines ornamentales, terapéuticos y
ampliamente consumido en Meéxico, teniendo un mayor cultivo en diversos
municipios de Michoacan (Tacambaro, Tancitaro, Uruapan, Zitacuaro y Periban de
Ramos). Estos frutos fueron colectados de los genotipos “Amarillo” y “Rojo” en dos
estadios de maduracion (inmaduro y madurez de consumo), provenientes de plantas
cultivadas de invernadero bajo condiciones semi-controladas de luz, temperatura y
humedad relativa ambiental. Los frutos se mantuvieron en congelacion a -20°C y
fueron sometidos a extraccion por maceracion en frio, usando tres diferentes
solventes: metanol (MeOH), acetato de etilo (AcEt) y hexano (Hex). Los extractos
fueron obtenidos de 100 g de peso fresco de frutos triturados en licuadora comercial,
afiadiendo 500 mL de solvente, permitiendo la maceracién a 4°C por 5 dias,
posteriormente los extractos se filtraron con papel filtro Whatman No. 1 y fueron
llevados a sequedad total en rotavapor a 45°C, preparando cada extracto a una
concentracion de 10 mg/mL, almacenandolos a 4°C hasta su analisis. A cada
extracto se le determind el contenido de acidos fendlicos totales, flavonoides, acido
ascorbico, carotenoides y capsaicina, asi como la actividad antioxidante in vitro
mediante los métodos de ABTS, DPPH y TAC. Con estos resultados, se confirmé la
diferencia del contenido de compuestos bioactivos y su relacién con la capacidad
antioxidante de cada uno de los extractos en base al estadio de maduracién y al
genotipo, encontrando que los extractos metandlicos de frutos inmaduros fueron los
de mayor actividad captadora de radicales libres en ambos genotipos, aunque los del
genotipo “Amarillo” (1 mg/mL) presentaron la mayor actividad con 92.4%, 93.6% y
70.9%, con ABTS, DPPH y TAC, respectivamente, presentando la ICso mas baja
(0.15 mg/mL) por el método DPPH. La actividad antioxidante de este extracto fue
similar al BHT (99.99%) y Trolox (93.68%), de acuerdo a los resultados obtenidos por
el método DPPH. El extracto metandlico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo”
mostré el mayor contenido de flavonoides con 121.97 umoles EqQ/mg p.f. y un valor
sin diferencia significativa con los demas extractos de acido ascoérbico (11.6
pmoles/mg p.f.). La cantidad de acidos fendlicos totales (82.82 pmoles EAG/mg p.f.)
y de capsaicina (3.095 pmoles/g p.f.), fueron menores a los presentados por los
extractos metandlicos de los frutos del genotipo “Rojo”, con el mayor contenido de
ambos compuestos (95.18 umoles EAG/mg p.f. y 4.01 pmoles de capsaicina/g p.f.).

Palabras clave: Actividad antioxidante, Capsicum pubescens, ABTS, DPPH, TAC.

ABSTRACT
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In this research, the in vitro antioxidant activity and the bioactive compounds of the
chile perén (Capsicum pubescens Ruiz et Pavon) were determined, a fruit native to
South America used for ornamental, therapeutic and widely consumed in Mexico,
having a greater crop in different municipalities of Michoacan (Tacambaro, Tancitaro,
Uruapan, Zitacuaro and Periban de Ramos). These fruits were collected from the
genotypes "Yellow" and "Red" in two stages of ripening (unripe and ripe), from
cultivated plants in greenhouse under semi-controlled conditions of light, temperature
and relative humidity. The fruits were kept frozen at -20°C and were subjected to
extraction by cold maceration, using three different solvents: methanol (MeOH), ethyl
acetate (AcEt) and hexane (Hex). Extracts were obtained from 100 g of fresh weight
of crushed fruits in commercial blender, adding 500 mL of solvent, allowing
maceration at 4°C for 5 days, then the extracts were filtered through paper filter
Whatman No. 1 and were taken to total dryness on rotavapor at 45°C, preparing each
extract at a concentration of 10 mg/mL, storing at 4°C until analysis. Each extract, the
content of total phenolic acids, flavonoids, ascorbic acid, carotenoids and capsaicin
was spectrophotometric determined, and the antioxidant activity in vitro through the
methods of ABTS, DPPH and TAC assay. With these results, it was confirmed the
difference in the content of bioactive compounds and their relationship with
antioxidant capacity of each extracts based on the stage of ripening and genotype,
finding that the methanol extracts of unripe fruits showed the most free radical
scavenging activity in both genotypes, although those of the "Yellow" genotype (1
mg/mL) reached a 92.4%, 93.6% and 70.9% of antioxidant activity, with ABTS, DPPH
and TAC, respectively, presented lower ICso (0.15 mg/mL) by the DPPH method. The
antioxidant activity of this extract was similar to BHT (99.99%) and Trolox (93.68%),
according to the results obtained by the DPPH method. The methanol extracts of
unripe fruits of "Yellow" genotype showed the highest content of flavonoids with
121.97 pmol EqQ/mg p.f. and a value of ascorbic acid (11.6 pymol/mg p.f.) without
significant difference with the other extracts. The amount of total phenolic acids
(82.82 uymol EAG/mg p.f.) and capsaicin (3.095 umol/g p.f.), were lower than those
presented by the fruits of the "Red" genotype methanol extracts, with the highest
content of both compounds (95.18 pmoles EAG/mg) (p.f. and 4.01 umol capsaicin/g
p.f. umol).

Keywords: Antioxidant activity, Capsicum pubescens, ABTS, DPPHy TAC

Introduccién

Los frutos de chile perdon del género Capsicum spp. son ampliamente consumidos en
el mundo y usados como alimentos o aditivos en la industria alimentaria.
Actualmente, México ocupa el primer lugar en produccion de chile en el mundo, con
un alrededor del 90% del chile que se consume es de origen mexicano. Mientras que
otros paises productores son China, Indonesia, Turquia, Espafia, Estados Unidos y
Nigeria (SAGARPA, 2012). Adicionalmente, varios estudios han estimado que el
género Capsicum, es el segundo vegetal mas consumido por la poblacién mexicana
después del tomate, con un consumo de aproximado de 7 a 9 kg/persona por ano
(Ornelas-Paz et al., 2008; Alvarez-Parrilla et al., 2011). Ademas de alimento, los
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frutos de las especies pertenecientes a este género han sido utilizados por sus
propiedades analgésicas, antiartriticas, antipiréticas, antisépticas y
antiespasmaodicas, asi como para el tratamiento de enfermedades como artritis,
reumatismo, hipertension, diabetes mellitus tipo 2, entre otras mas, por lo que se
reconocen sus aplicaciones médicas en diversas regiones como India, América y
China (Buck y Bucks, 1983; Bloque y Langseth, 1994; Rodriguez, 2013).

Las propiedades medicinales de frutos de algunas variedades o cultivares de
Capsicum se han relacionado con la presencia de una amplia gama de compuestos
bioactivos como los compuestos fendlicos, saponinas, carotenoides, capsaicinoides y
vitaminas (A, B, C y E), ya que éstos poseen actividad antioxidante, antimicrobiana e
hipoglucémica (Oboh y Rocha, 2008; Adedayo et al., 2010; Earnest et al., 2013). Un
ejemplo de lo anterior es la actividad hipoglucémica de los frutos de C. frutescens, en
los que la capsaicina fue la responsable, por lo que la poblacion de Jamaica lo
consume para tratar la diabetes tipo Il (Bloque y Langseth, 1994). Mayormente se ha
estudiado la actividad antimicrobiana de los compuestos bioactivos presentes en los
frutos del género Capsicum, la que varia dependiendo de su concentracion, que se
relaciona con el tipo de cultivar, estado de madurez, condiciones de cultivo y
manipulacion postcosecha, lo que afectan sus propiedades medicinales y funcionales
(Rodriguez, 2013).

Los frutos de chile perén (C. pubescens) son muy conocidos en Sudamérica y en
nuestro pais, su cultivo y consumo se ha incrementado en los ultimos afos, son
frutos de alto valor comercial de los que hay pocos estudios que relacionen el
contenido de sus compuestos bioactivos con las propiedades medicinales atribuidos
a los frutos de Capsicum.

Por todo lo anterior, los estudios encaminados a evaluar la actividad antioxidante en
este tipo de frutos, deben de tomar en cuenta los factores involucrados en la
variacién del contenido de compuestos bioactivos, como el genotipo y los estados de
maduracion (Rodriguez, 2013), por lo que en esta investigacion se evalud la
actividad antioxidante in vitro de tres diferentes extractos de frutos de dos genotipos
de chile perén (Amarillo y Rojo) de dos estados de maduracion (inmaduro y maduro),
realizando una relacion entre la actividad antioxidante in vitro y el contenido de los
principales compuestos bioactivos.

MATERIALES Y METODOS
Frutos de chile perén

En esta investigacion se utilizaron frutos de chile peréon Capsicum pubescens Ruiz et
Pavon) de los genotipos “Amarillo” y “Rojo”, colectados en dos estadios, inmaduro
(frutos de color verde, 30 dias después de antesis, dda) y madurez de consumo
(frutos de color amarrillo y rojo, 60 dda) (Figura 3), provenientes de plantas cultivadas
de invernadero del I[IQB-UMSNH, en condiciones semi-controladas de luz,
temperatura y humedad relativa ambiental.
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Figura 3. Frutos de chile peron (C. pubescens) de los genotipos “Amarillo” (a) y
“‘Rojo” (b) en etapa de madurez de consumo (Fotografia:
RSalgadoGarciglia).

Métodos de extraccion

Los frutos del chile perén fueron sometidos a extraccion por maceracién en frio (4°C)
por cinco dias, usando tres diferentes solventes: metanol (MeOH), acetato de etilo
(AcEt) y hexano (Hex). Previamente, los frutos se mantuvieron en congelacion a -
20°C y en frio fueron triturados (licuadora comercial) hasta obtener pequefios
fragmentos. Por cada 100 g peso fresco se anadieron 500 mL de solvente y después
de la maceracion, los extractos se filtraron (Papel filtro Whatman No. 1) y fueron
llevados a sequedad en rotavapor a 45°C. Cada extracto se preparé a una
concentracion 10 mg/mL, éstos fueron mantenidos bajo refrigeracién (4°C) hasta su
posterior analisis.

Métodos de determinacion de actividad antioxidante

Determinacion de actividad antioxidante por ABTS. La evaluacion por el método
de ABTS [acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico], descrito por Rufino et
al. (2010). Se genero el radical ABTS por la interaccion de ABTS (7.4 mM) y K2S20s
(2.4 mM), en una relacion 1:1, durante 12 h a temperatura ambiente y completa
oscuridad, preparando una solucion de trabajo mediante dilucién con metanol hasta
alcanzar una absorbancia de 0.8 a una A de 734 nm. La actividad antioxidante se
obtuvo por la medicién de la absorbancia de cada extracto, tomando 50 uL de
extracto y 950 uL de solucion de trabajo, después de 7 min las muestras fueron
leidas a 734 nm, utilizando como blanco metanol. La actividad antioxidante se estimé
como porcentaje de acuerdo con la siguiente formula, donde A es la absorbancia:

ABTS (%) = (A blanco — Amuestra)/ Ablanco X 100

Determinacion de actividad antioxidante por DPPH. La actividad captadora de
radicales libres DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) se determiné con el reactivo DPPH
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[1mM] preparado en metanol como solucién madre, utilizando una proporcion de 2
mL de solucion madre y 8 mL de metanol (solucion de trabajo), verificando que la
absorbancia de ésta fuera entre 0.8 y 1.3, utilizando el método descrito por Karamac
et al. (2005). De esta solucion, se utilizaron 50 uL de solucién problema (extracto) y 1
mL de la solucion de trabajo, las mezclas se agitaron vigorosamente y se dejaron
reposar a temperatura ambiente en oscuridad durante 20 min, determinando su
absorbancia a 517 nm, usando metanol como blanco. El porcentaje de decoloracion
del DPPH de las muestras se calculé con la siguiente formula, donde A es la
absorbancia:

DPPH (%) = (A blanco — Amuestra) / Ablanco X 100

Determinacion de actividad antioxidante total (TAC). El ensayo de la capacidad
antioxidante total del extracto se realizd por el método del azul de fosfomolibdeno
descrito por Kumaran y Karunakaran (2007) que utiliza una solucion de trabajo
compuesta por acido sulfurico 0.6 M, fosfato de sodio 28.0 mM y molibdato de
amonio 4.0 mM, la que se mezcla en una relacion de 1:1:10. La determinacion se
realiza adicionando 900 pL de la solucién de trabajo y 100 uL de la solucion
problema, dejando incubar a 80 °C durante 90 min. El blanco fue preparado con el
respectivo disolvente de cada muestra. Mientras que el control positivo fue agua
desionizada. Después de mantener a temperatura ambiente, se registro la densidad
optica a 695 nm La actividad antioxidante se estimé como porcentaje de acuerdo con
la siguiente formula.

TAC% = [(A muestra / A control) / A blanco] x10
Donde.
A muestra. Densidad 6ptica de la muestra tratada con el extracto.
A control. Densidad 6ptica de agua desionizada.
A blanco, Densidad 6ptica del disolvente de la muestra.

Determinacion de la concentracion media inhibitoria (ICso). Segun la FDA, la ICso
representa la concentracion de un farmaco que se requiere para una inhibicion del
50% de la actividad in vitro. Esta se determind para el extracto metandlico de frutos
inmaduros de chile perdn del genotipo amarillo, mediante los ensayos in vitro DPPH,
ABTS y TAC, utilizando diferentes concentraciones del extracto (0.001, 0.01, 0.1, 0.5
y mg/mL). Los resultados de la actividad antioxidante fueron graficados para obtener
la 1ICs0 (Anexo 1).

Determinacion de compuestos bioactivos de frutos de chile perén

Contenido de acidos fendlicos totales. El contenido de acidos fendlicos totales se
determind mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Schwarz, 2001), consistente en
mezclar 100 pL de cada uno de los extractos con 750 pyL de la solucion de Folin-
Ciocalteu, preparada 1:10 con agua estérii. Con ayuda de un vortex, se
homogenizaron las mezclas durante 5 min, para después anadir 750 L de carbonato
de sodio (Na2CO3) al 6% preparada con agua estéril. Posteriormente a la mezcla, se
dejaron reposar por 60 min a temperatura ambiente y en oscuridad, para finalmente
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obtener las lecturas de absorbancia a 725 nm. Los resultados se muestran en
pmoles equivalentes a acido galico por gramo de peso fresco (umoles EAG/mg p.f.),
obtenidos por curva de calibracion preparada usando concentraciones de acido
galico como estandar entre 0 y 1 ymoles, obteniendo las lecturas a 725 nm (Anexo
2a). El contenido de acidos fendlicos se calcul6 por la ecuacion de la recta generada
por la curva de linealidad:

+ 0.0016

X = c1652

Determinacion de flavonoides totales. Para la determinacion de flavonoides totales
se utilizé el método de Kim et al. (2003), que consiste en mezcla 10 yL de cada uno
de los extractos de los frutos de chile peron con 490 uL de metanol, sometiendo la
mezcla a agitacion en vortex, para posteriormente agregar 1 mL de metanol, 100 pL
de cloruro de aluminio (AICI3) al 10% y 100 pyL de 1 M de acetato de potasio
(CH3CO2K). Finalmente, las muestras se sometieron a agitacion en vortex y se
dejaron reposar por 30 min en oscuridad, para obtener las lecturas de absorbancia a
415 nm. La cuantificacion se obtuvo mediante una curva de calibracion realizada con
quercetina, con un rango de concentracion de 0 a 100 pymoles (A=415 nm) (Anexo
2b). Los valores se presentan en equivalentes a pymoles de quercetina/mg peso
fresco (umoles EQ/mg p.f.), obtenidos con la ecuacién de la recta de la curva de
linealidad:

Y
X = 0016 0.0114

Determinacion de acido ascoérbico. Se cuantific6 por un método
espectrofotométrico directo, determinado el contenido en cada una las muestras en
pmoles de acido ascorbico por mg de peso fresco (umoles AcAsc/mg p.f.), mediante
una curva de calibracidén del analito, realizada en un rango de concentracion de 0 a 1
MM (Anexo 2c), midiendo la absorbancia a 264 nm, descrito por Hung y Yen
(2002).Cada determinacién consistié en mezclar 100 uL de la muestra problema con
900 uL del respectivo solvente de cada muestra (metanol, acetato de etilo o hexano),
para después agitar vigorosamente en vortex por unos segundos, para finalmente
obtener la absorbancia de cada muestra a 264 nm. El contenido de acido ascdrbico
de cada extracto se obtuvo por la ecuacion de la recta de la curva de linealidad:

— 0.0868

X =352649

Determinacion de carotenoides totales. El contenido de carotenoides se obtuvo
por el método modificado de Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (1989).
Primero se preparé una solucidon de dimetilformamida/carbonato de magnesio
(DFM/MgCo3), a 500 mL de dimetilformamida se adicionaron 0.2 g de carbonato de
magnesio, disolviendo completamente en frio y almacenando a 4°C. Posteriormente
se realiz6 una mezcla de 0.5 mL de cada una de las muestras con 1 mL de la
soluciéon de DFM/MgCo5. Las muestras fueron llevadas a agitacién vigorosa en un
vortex por 5 min y se les afadid 1 mL de hexano, para después, de nuevo agitarlas,
dejando en reposo unos minutos. Una vez que las fases se separaron y fueron
evidentes, se retir6 la fase superior con una micropipeta, para llegar a la fase
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ligeramente coloreada, por ultimo, se ley6é a una longitud de onda de 470 nm. Para
determinar el contenido de carotenoides totales por volumen de muestra, se utilizé la
siguiente ecuacion:

Carotenoid (mg) A= 21(470) x 10°
arotenordes L) = €(2000) = FD (1mL)

Donde: A = Lectura de Absorbancia obtenida; 4 = Longitud de onda de la luteina;
FD= Factor de dilucidon o volumen de muestra; = Coeficiente de extincidon de luteina

(2000).

Determinacion de capsaicina. Se emple6 el método reportado por Xu et al. (2007)
para la cuantificacibon de capsaicina por analisis espectrofotométrico. Su
cuantificacion se obtuvo de manera directa, obteniendo la concentracion mediante
una curva de calibracion realizada con capsaicina, con un rango de concentracion de
0 a 1.25 ymoles, realizando las lecturas a 286 nm (Anexo 1d). Los valores se
presentan en equivalentes a pmoles de capsaicina/mg peso fresco (umoles
Capsaicina/mg p.f.) de cada muestra, que fueron obtenidos con la ecuacién de la
recta de la curva de linealidad:

X=1.6186_0'0929

Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo con 3 réplicas (n=3). Cada tipo de fruto
fue tomado como réplica y los datos se presentan como promedio (media) mas la
desviacion estandar, analizados por ANOVA (p<0.05) y diferencia de medias por la
prueba de Tukey, utilizando el programa JMPS8.

RESULTADOS
Actividad antioxidante (ABTS, DPPH y TAC)

Con el analisis de la actividad antioxidante in vitro de cada uno de los extractos de
chile perén por los métodos ABTS, DPPH y TAC se observé de manera general que
los extractos metandlicos mostraron la mayor actividad antioxidante
independientemente del método de ensayo, del genotipo y de los estados de
maduracion. (Figura 4). Sin embargo, los extractos metandlicos de los frutos
inmaduros del genotipo “Amarillo” presentaron la mayor actividad con los tres
métodos (ABTS, DPPH y TAC), con 92.4%, 93.6% y 70.9%, respectivamente,
obteniendo diferencias significativas respecto a los demas extractos, a una
concentracion de 1 mg/mL, presentando igual o mayor actividad antioxidante que el
BHT vy ligeramente menor en Trolox, con 99.99%. No obstante, la actividad
antioxidante del genotipo “Rojo” mostrd similares resultados con el genotipo
“Amarillo”, con una mayor actividad antioxidante observada en el extracto metandlico
de frutos inmaduros, con los métodos ABTS (86.38%) y DPPH (84.36%) (Figuras 4a
y 4b).
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Con el andlisis de la actividad antioxidante in vitro de cada uno de los extractos del
chile peron por el método de TAC, se observé de manera general que los extractos
metanodlicos mostraron los mas altos porcentajes de actividad antioxidante,
independientemente del del genotipo y de los estados de maduracién. Sin embargo,
los extractos metandlicos de los frutos maduros del genotipo “Rojo” y “Amarillo”
fueron los de mayor actividad con 75% y 74%, valores similares a los presentados
por los de frutos inmaduros con 66% y 71%, respectivamente. Estos mostraron
diferencias significativas respecto a los mismos extractos, pero de los frutos
maduros. En este ensayo como los anteriores, los extractos de acetato de etilo y
hexanico fueron los que presentaron los mas bajos porcentajes de actividad
antioxidante (Figura 4c).
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Figura 4. Porcentajes de actividad antioxidante por ABTS (a), DPPH (b) y TAC (c)
en los extractos metandlico (MeOH), de acetato de etilo (AcEt) y hexanico
(Hex), de los frutos inmaduros y maduros de los genotipos “Amarillo” y
“‘Rojo” de chile peron (C. pubescens), comparados con 100 umoles de
BHT (Butil Hidroxitolueno) y Trolox. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05, n=3, prueba de Tukey).

Determinacién de la concentracion inhibitoria media (ICso)
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Los valores calculados de ICs0 de la actividad antioxidante del extracto metandlico
del genotipo Amarillo inmaduro, para los ensayos ABTS, DPPH y TAC, fueron de
0.39, 0.15 y 0.30 mg/mL, respectivamente. La mayor actividad inhibitoria fue en
ABTS al mostrar la menor concentracion de ICso demostrando asi, que a una
concentracion de 0.15 mg/mL puede inhibir el 50% de las especies reactivas.

Los compuestos antioxidantes, al reaccionar con el ABTS, DPPH y TAC transfieren
electrones o protones al ABTS, DPPH y TAC que neutralizan los radicales libres
(Archana et al., 2005). En la presente investigacion fue determinante conocer la
influencia del genotipo y el estado de maduracion sobre la actividad antioxidante de
cada uno de los diferentes extractos, esto ultimo con el fin de relacionar dicha
actividad con el tipo de compuestos bioactivos presentes, encontrando la mayor
actividad en los frutos inmaduros tanto del genotipo “Amarillo” como en el “Rojo”.

Lo anterior concuerda con lo reportado recientemente en nuestro grupo de trabajo
para frutos de chile habanero (C. chinense) Cv. Chocolate, observando un 91.63%
de actividad antioxidante por DPPH del extracto metandlico de frutos del estadio
inmaduro (Ayala-Ponce et al., 2017). También se ha demostrado que los extractos
etandlicos o metandlicos de frutos rojos como Lycium barbarum (baya tibetana),
Myrtus communis (arrayan), Morus alba (mora), Synsepalum dulcificum (fruta
milagrosa), ejercen una actividad antioxidante superior al 80% por DPPH, a
concentracion de 0.1 y 1 mg/mL (Hidalgo y Almajano, 2017). En estos mismos frutos,
los valores de la actividad antioxidante determinados por ABTS son similares a los
observados para los frutos de chile habanero perén “Amarillo”.

En C. frutescens var. sina y C. annuum var. goudion, los porcentajes de actividad
antioxidante por DPPH, fueron de 96.95 % a 98.64 % en frutos inmaduros y
maduros; resultados similares fueron reportados por el método ABTS, aunque con
valores mas bajos (77.73 % y 93.11 %) similares por el método de TAC, a una
concentracion de 100 mg/mL (Shaimaa et al., 2016). Estos valores concuerdan
también con lo reportado por Tripathi y Mishra (2009), que encontraron una actividad
antioxidante por DPPH del 96.78 % en pimiento rojo en polvo. Es importante resaltar
que la actividad antioxidante mostrada por los frutos inmaduros de chile perdn
“‘Amarillo” se obtuvo a una concentracion de 1 mg/mL, muy por debajo de otras
concentraciones reportadas para otras especies de Capsicum spp. Estos resultados
son similares a los reportado en chile habanero (Capsicum chinense) del genotipo
“‘Rojo” inmaduro, que presenta una ICso de 0.13 mg/mL (Castro, 2014), aunque es
una actividad antioxidante mayor a diversos extractos como el extracto metandlico de
Gentianella nitida (Carbonel, 2016) con valores de ICso mayores a 0.5 mg/mL
correspondiente al ensayo ABTS.

Con los resultados antes descritos, se demuestra la capacidad antioxidante de los
extractos de chile perdén, observado un mayor porcentaje de actividad en los
extractos de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo”. Sin embargo, se observo
también actividad antioxidante en los extractos de acetato de etilo y hexano de los
frutos, tanto inmaduros y maduros de ambos genotipos, estos porcentajes fueron
mas bajos, con valores menores al 65% tanto por ABTS como DPPH.
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Contenido de acidos fendlicos totales

El contenido de acidos fendlicos totales mostré una variacion dependiente del
genotipo y los estados de maduracion de los frutos de chile perén, observando el
mayor contenido en los extractos metandlicos y de acetato de etilo con 95.18 ymoles
EAG/mg p.f. y 99.22 umoles EAG/mg p.f., respectivamente, de los frutos maduros del
genotipo Rojo, valores con diferencias significativas a los de los demas extractos. El
contenido de este tipo de compuestos fue similar al del extracto hexanico de frutos
maduros genotipo Rojo, a todos los extractos de los frutos inmaduros del genotipo
Rojo y a los extractos metandlicos y de acetato de etilo de los frutos maduros del
genotipo Amarillo. Estos ultimos mostraron un contenido de 82.82 y 84.9 pmoles
EAG/mg p.f., respectivamente, aproximadamente un 14% menor que lo presentado
por los extractos con el mayor contenido. Los compuestos fendlicos se encontraron
en cantidades bajas en los tres extractos de los frutos inmaduros del genotipo
“‘Amarillo” (Figura 5a).

El valor mas alto de acidos fendlicos totales en esta variedad de chile, supera a lo
reportado para otras variedades de chiles pimiento y campana, ya que el primero
tanto verde como rojo Cv. Aimuden y campana var. Bell, presentan un bajo contenido
de acidos fendlicos, de 6.9, 7.1 y 1.3 umoles EQAG/mg, respectivamente (Rahim y
Mat, 2012; Lutz et al., 2015). Sora et al. (2015) han reportado una estrecha relacion
entre el contenido de acidos fendlicos y las variedades comerciales de Capsicum. El
orden del contenido de éstos en semillas es habanero > malagueta > cayenne >
pimiento rojo > pimiento campana; y para pulpa, el mayor contenido se ha observado
en chile malagueta, mientras que los mas bajos en chile campana.

Contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides totales (umoles EqQuercetina/mg p.f.) de los diferentes
extractos de los frutos de chile peron “Amarillo” y “Rojo” de dos estados de
maduracion, fue mayor en el extracto metandlico de los frutos maduros de chile
peron “Amarillo” con 121.97 uymoles EqQ/mg p.f., con diferencia significativa a los
demas extractos. En el genotipo Rojo en etapa maduro, el extracto metandlico de
frutos maduros alcanzé un contenido de 78.75 pmoles EqQ/mg p.f. y de 101.12
pmoles EqQQ/mg p.f. en el extracto metandlico de los frutos inmaduros del genotipo
Rojo. Los mayores contenidos de flavonoides totales se obtuvieron en los extractos
metandlicos de los frutos, independiente de genotipo y etapa de madurez, a
excepcion del observado en los extractos de los frutos maduros del genotipo rojo,
con los valores mas bajos, que coincide con el contenido de acidos fendlicos totales
(Figura 5b).
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Figura 5. Contenido de acidos fendlicos totales (a) y flavonoides totales (b) en frutos
de chile perén de los genotipos “Amarillo” y “Rojo” de dos etapas de
maduraciéon (inmaduro y madurez de consumo). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05, n=3, prueba de Tukey).

Estos valores de flavonoides son considerablemente mas altos que los reportados
para otras especies o variedades de Capsicum. Howard et al. (2000) mostraron
contenidos de 5.69 a 28.35 pmoles de EqQ/mg de peso fresco en variedades
similares de Capsicum annuum (Materska y Perucka, 2005) observaron diferentes
cantidades de flavonoides entre los pimientos rojos y verdes, estas variaciones, tanto
de flavonoides como de acidos fendlicos estan asociadas con las etapas de
maduracion, tipo del cultivar, asi como las condiciones de crecimiento. También esta
relacion directa se ha observado con los valores de la actividad antioxidante
(Howard et al., 2000).

Contenido de acido ascorbico

En los distintos extractos de los frutos de chile perén, se observaron solo variaciones
dependientes de los métodos de extraccion, ya que el contenido fue similar en
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ambos genotipos, tanto en frutos maduros como inmaduros, pero con un contenido
mayor en los extractos metandlicos, con la mas alta cantidad (12.28 ymoles de acido
ascorbico/mg p.f.) en los frutos inmaduros del chile perdon “Rojo”, pero sin diferencias
significativas con los extractos metandlicos de los frutos del genotipo “Rojo” y con los
del genotipo “Amarillo”, tanto maduros como inmaduros, con valores de 11.93, 11.12
y 11.6 uymoles de acido ascérbico/mg p.f., respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Contenido de acido ascérbico en frutos de chile peron de los genotipos
“‘Amarillo” y “Rojo” de dos etapas de maduracion (inmaduro y madurez de
consumo). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05,
n=3, prueba de Tukey).

Los frutos del género Capsicum son considerados como los de mas alto contenido de
acido ascorbico (Lee y Kader, 2000). Se han reportado diversos niveles de esta
vitamina, Bae et al. (2014) reportan un contenido entre 4.2-13.2 pymoles/mg peso
fresco, pero esta concentracion depende de la etapa de madurez del fruto. Un
contenido similar ha sido encontrado en los frutos de Jalapefio y Serrano, con una
menor concentracion en frutos maduros, debido a la degradacion del acido ascérbico
(Chuah et al., 2008; Alvarez-Parrilla et al., 2011).

Contenido de carotenoides totales

Los extractos de los frutos maduros de chile perdn tanto del genotipo “Amarillo” como
“‘Rojo”, del extracto acetato de etilo, obtuvieron el mayor contenido de carotenoides,
con 705 y 766 pg de carotenoides/g p.f., valores que no mostraron diferencias
significativas con el extracto hexanico de frutos maduros del genotipo “Rojo” con 607
Mg de carotenoides/g peso fresco. En los extractos de los frutos del estadio
inmaduro, el contenido de carotenoides fue el mas bajo con concentraciones
menores a 100 pg de carotenoides/g peso fresco (Figura 7).
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Figura 7. Contenido de carotenoides en frutos de chile perén de los genotipos
“‘Amarillo” y “Rojo” de dos etapas de maduracion (inmaduro y madurez de
consumo). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05,
n=3, prueba de Tukey).

Los frutos de Capsicum se han utilizado en forma de concentrados, oleorresinas y
como especias en colorantes alimenticios, ya que los frutos presentan carotenoides,
como ceto-carotenoides, capsantina, capsorrubina contribuyendo a la coloracién roja
del fruto, mientras que [(-caroteno, zeaxantina, luteina y B-criptoxantina son
responsables del color amarillo-naranja (Philip et al., 1971). El conocer el contenido
de carotenoides en los frutos de Capsicum spp es de gran importancia debido a las
propiedades antioxidantes que se les atribuye y poder recomendar su consumo.

Los reportes del contenido de carotenoides en diversas especies o0 variedades
comerciales de Capsicum, del genotipo “Amarillo” y “Rojo” de chile perén son
similares en frutos maduros del chile pimiento Cv. MA1 que contienen 12.61 mg de
carotenoides/g de peso fresco (Hornero-Méndez et al., 2002); en chile habanero Cuv.
Jaguar se han encontrado cantidades de 17 a 23 mg de carotenoides/g de fruto
(Ramirez et al., 2016). El contenido total de carotenoides en los frutos de Capsicum
varian de acuerdo con el tipo de cultivar (Almeda et al., 1991).

Contenido de capsaicina

El contenido de capsaicina determinado en los frutos maduros e inmaduros de chile
perén “Amarillo” y “Rojo” varié segun el solvente de extraccion, el estado de madurez
y el genotipo, obteniendo un mayor contenido en acetato de etilo y metanol. Con el
sistema de extraccion con acetato de etilo, los frutos maduros del genotipo “Rojo”
presentaron 4.088 umoles de capsaicina/g p.f., seguidos por el extracto metandlico
de frutos inmaduros del este genotipo con 3.91 ymoles de capsaicina/g p.f. habiendo
diferencias significativas entre ellos y con los demas tratamientos (Figura 8). Aunque
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el contenido de capsaicina fue mucho mas bajo en los frutos tanto maduros como
inmaduros del genotipo “Amarillo”, la produccion mas alta fue en los extractos
metandlicos con 3.095 y 1.751 uymoles de capsaicina/g p.f., respectivamente (Figura
8).

Figura 8. Contenido de capsaicina en frutos de chile perén de los genotipos
“‘Amarillo” y “Rojo” de dos etapas de maduracion (inmaduro y madurez de
consumo). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05,
n=3, prueba de Tukey).

El contenido de capsaicina en diferentes accesiones o variedades comerciales de
chile considerados con una alta pungencia, es entre 16 y 200 umoles de capsaicinal/g
de peso fresco, que equivalen a 5 y 60 mg/g peso fresco (Canto-Flick et al., 2008).
En particular, los valores encontrados en los genotipos de chile perdn, corresponden
a cultivares con de moderada a baja pungencia, con una equivalencia a 3075
unidades Scoville (Mathur et al., 2000; Usman et al., 2014). Asi como la variacién en
el contenido de acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico y carotenoides,
depende de la especie y la variedad comercial o bien debido a las condiciones y
factores inherentes al cultivo, el contenido de capsaicina o capsaicinoides totales
también presenta este fendmeno, como lo reporta Canto-Flick et al. (2008) al estudiar
18 accesiones de chile habanero y Usman et al. (2014) en 21 genotipos de C.
annuum.

Conclusiones
La actividad antioxidante de los extractos de frutos de chile peron (Capsicum

pubescens) es dependiente del contenido de los compuestos bioactivos que varian
segun el genotipo y la etapa de maduracion.
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Los resultados evidencian que la mayor actividad antioxidante fue mostrada por los
extractos metandlicos independientemente del genotipo y etapa de maduracion, y
ésta se relacioné con el alto contenido de flavonoides, acidos fendlicos y acido
ascorbico.

El extracto metandlico de los frutos inmaduros de chile perén (C. pubescens) del
genotipo “Amarillo” presenté la mayor actividad antioxidante, con un alto contenido
de flavonoides, acidos fendlicos y acido ascorbico, a los que se les atribuye dicha
capacidad.
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VI.2. Actividad hipoglucémica del extracto metandlico de frutos inmaduros del

genotipo “Amarillo” de chile perén (Capsicum pubescens Ruiz et Pavon)
en ratas diabéticas

Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crdénica degenerativa que se
caracteriza por niveles de hiperglucemia, con alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, donde la secrecién y/o accion de insulina es
deficiente, nula 0 ambos. Actualmente, se han relacionado las complicaciones de la
DM con el estrés oxidante, ya que provoca un dafo a diferentes biomoléculas que no
puede ser contrarrestado por antioxidantes endodgenos, ya que se encuentran
disminuidos. Sin embargo, dicho dafo oxidante puede ser contrarrestado con la
administracién de antioxidantes exdgenos presentes en diversas plantas o sus frutos
como los de chile peron (Capsicum pubescens), del cual en estudios previos se
observé que el extracto metandlico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo”
mostroé una alta actividad antioxidante determinada con los métodos DPPH, ABTS y
TAC, con 92.4%, 93.6% y 70.9%, respectivamente (Capitulo 1), lo cual se relacioné
con un alto contenido de flavonoides, acidos fendlicos y acido ascorbico. Con el fin
de evaluar el efecto hipoglucémico, dicho extracto fue administrado via oral (100 uL)
durante 60 dias en tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg de peso corporal) a ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina (40 mg/kg de peso corporal) y a ratas control
(normoglucémicas). A éstas se les les administrd la solucion vehiculo (DMSO 0.1%).
Durante este tiempo se cuantifico el peso corporal y los niveles de glucosa cada diez
dias, con previo ayuno de 12 h. A los 60 dias de tratamiento, las ratas fueron
sacrificadas, realizando un analisis serolégico determinando los niveles de glucosa,
marcadores bioquimicos de dafo renal (urea, creatinina y &cido urico) y del
metabolismo de lipidos (triacilglicéridos, colesterol total, colesterol-HDL vy lipidos
totales). Con la administracion del extracto en ratas normoglucémicas se demostrd
que éste no mostrd un efecto hipoglucémico, sin observar una disminucion del peso
corporal. Sin embargo, el extracto, a una dosis de 10 mg/Kg, fue responsable de una
disminucién drastica en los niveles de glucosa en las ratas diabéticas, de hasta un
177% (115 mg/dL), permitiendo una ligera ganancia en el peso corporal. En este
grupo de ratas, a los 60 dias de tratamiento, se observé una disminucién en los
niveles de glucosa, acido urico, creatinina, triacilglicéridos y lipidos totales, un
aumento en el peso de las ratas y una tendencia a bajar los niveles de colesterol y
colesterol-HDL. El extracto metandlico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de
C. pubescens, presentd un efecto hipoglucémico, hipotrigliceridémico e
hipolipidémico, con proteccion de dafio renal, en ratas diabéticas.

Palabras clave: Capsicum pubescens, diabetes mellitus, hiperglucemia,
hipoglucemia.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a chronic degenerative disease characterized by levels of
hyperglycemia, with alterations in the metabolism of carbohydrates, lipids and
proteins, where the secretion and / or action of insulin is deficient, null or both.
Currently, the complications of DM have been related to oxidative stress, since it
causes damage to different biomolecules that cannot be counteracted by endogenous
antioxidants, since they are diminished. However, this oxidative damage can be
counteracted by the administration of exogenous antioxidants present in various
plants or their fruits such as those of chile peron (Capsicum pubescens), which in
previous studies it was observed that the methanolic extract (MeOH) of immature
fruits of the “Yellow” genotype showed a high antioxidant activity determined with the
DPPH, ABTS and TAC methods with 92.4%, 93.6% and 70.9%, respectively (chapter
[), which was related to a high content of flavonoids, phenolic acids and ascorbic acid.
In order to evaluate the hypoglycemic effect, this extract was administered orally (100
pL) for 60 days in three doses (0.1, 1 and 10 mg/Kg of body weight) (40 mg/Kg body
weight) of streptozotocin-induced diabetic rats and rats control (normoglycemic).
These were administered with vehicle solution (DMSO 0.1%). During this time, the
body weight and glucose levels were quantified every ten days, with a previous fast
for 12 h. At 60 days of treatment, rats were sacrificed, performing a serological
analysis by determining the levels of glucose and biochemical markers of renal
damage (urea, creatinine, and uric acid) and of lipid metabolism (triacilglycerides,
total cholesterol, HDL-cholesterol and total lipids). With the administration of the
extract in normglycemic rats, it was demonstrated that this did not show a
hypoglycemic effect, without observing a decrease in body weight. However, the
extract, at 10 mg/Kg doses, was responsible for a drastic decrease in the glucose
levels in diabetic rats, of up to a 177% (115 mg/dL), allowing a slight gain in body
weight. In this group of rats, during the 60 days of treatment, a decrease in glucose
levels, uric acid, creatinine, triacylglycerides and total lipids levels was observed, an
increase in the weight of the rats and a tendency to lower levels of cholesterol and
HDL-cholesterol. Methanol extract of immature fruits of the genotype "Yellow" of C.
pubescens, presented a hypoglycemic, hypotrigliceridemic, and hypolipidemic effect,
with renal damage protection, in diabetic rats

Keywords: Capsicum pubescens, diabetes mellitus, hyperglycemia, hypoglycemia.

Introduccion

En la actualidad, a nivel mundial hay un aumento en la prevalencia de la diabetes,
tan solo en el ano 2000 se reportaron 171 millones de personas con esta enfermedad
y se estima que para el 2030 sean 366 millones de personas, siendo la primera
causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Sze et al., 2015). México, ocupa la
lista de los diez paises con mayor numero de personas con diabetes, tan solo en el
afio 2016 la prevalencia de diagndstico de diabetes en la poblacion fue 9.4%
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mayormente entre mujeres que en hombres (10.3% vs 8.4%), respectivamente. Esta
ultima prevalencia representa un poco mas de 7 millones de personas diabéticas en
México, por lo que se estima que para el 2030, podria alcanzar de un 12 a un 18%, y
para 2050, de 14 a un 22%. Entre las complicaciones mas frecuentes de la diabetes
estd la vision disminuida (54.46%), seguida de ardor, dolor o pérdida de la
sensibilidad en la planta de los pies (41.17%). Ademas, enfermedades
cardiovasculares y algunos tipos de cancer, se asocian a la diabetes. En México, el
46.4% de los diabéticos no realiza medidas preventivas para evitar o retrasar algunas
de estas complicaciones, lo que se considera lejos alcanzarse (ENSANUT, 2016;
Rojas et al., 2018).

Actualmente, existen diversas clases de medicamentos para el control de la diabetes
como las sulfoniruleas, biguanidas, inhibidores de a-gluconidasa, meglitidinas y
tiazolidinedinedionas, que mayormente actuan, aumentado la liberacion de insulina a
través del canal de potasio, inhibicion de la gluconeogénesis, aumento y activacion
de transportadores de GLUT-1 y GLUT-4, inhibicion de carbohidratos vy
sensibilizadores de receptores de insulina. Sin embargo, cada uno tiene efectos
secundarios destacando efectos hipoglucémicos, ganancia de peso, nauseas,
vomito, mareo, dolor abdominal y/o diarrea (ALAD, 2000; Mateos et al., 2002; Zarate
et al., 2014). No obstante, en la busqueda de alternativas para el tratamiento de la
diabetes, que ofrezcan menos efectos secundarios y sean disponibles para un
numero mayor de personas, se ha acudido al uso de plantas medicinales y
comestibles, y que han sido estudiadas, por tener un efecto hipoglucémico y/o
antidiabético, algunas de ellas se emplean en la medicina tradicional, las que
requieren ser validadas cientificamente, analizando el contenido, tipo y actividad
biolégica de sus compuestos activos, presentes en los diversos 6rganos de las
plantas (Martinez y Sanchez, 2013).

De estas investigaciones, se ha mostrado la existencia de plantas con efecto
hipoglucémico que constituyen a familias como Leguminoseae, Lamiaceae, Liliaceae,
Curcubitaceae, Asteraceae, Moraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae y Araliaceae. Los
mayores estudios se han realizado en especies como Opuntia streptacantha,
Trigonella foenum graecum, Momordica charantia, Ficus bengalensis, Polygala
senega, Ocimum tenuiflorum y Gymnema sylvestre, con Optimos resultados de
hipoglucemia en experimentos con ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina y
aloxano (Patel et al., 2012; Moradabadi et al., 2013; Martinez y Sanchez, 2013,
Mousavi y Asmawi, 2016; Gushiken et al., 2016). No obstante, se han reportado
también diversos frutos con actividad hipoglucémica como anona, arandano,
calabaza, capulin, chayote, guanabana, guayaba, higo, fresa, lima, limén, nanche,
noni, mezquite y tamarindo (Gallego y Ferreira, 2005; Saavedra et al., 2007; Garcia
et al., 2009; Patel et al., 2012; Gaber et al., 2013; Martinez y Sanchez, 2013;
Cordero, 2015; Arribas, 2016).

Ademas, también se ha reportado un efecto hipoglucémico y/o insulinotrépico con la
administracién de extractos de frutos de chile Pimiento (Capsicum annuum), chile
habanero (C. chinense) y chile Tabasco (C. frutescens), que ademas de ser una
fuente de compuestos antioxidantes, contienen capsaicina, metabolito con efecto
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farmacolégico ya que permite la activacion de receptores especificos como el
potencial transitorio (V1) o (TPRV1), asi como del polipéptido insulinotropico
dependiente de glucosa (GIP) que estimulan el aumento de la secrecién de la
insulina en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina y aloxano. Con esto, se
ha demostrado que este compuesto tiene un efecto mas insulinotropico que
hipoglucémico (Abdel et al. 2004; Young-In et al., 2006; Islam y Choi, 2008; Patel et
al., 2012; Earnest et al., 2013; Castro et al., 2014; Maekawa et al., 2018).

Actualmente, no todos los frutos de las diferentes especies de chile (Capsicum) han
sido analizados en cuanto al contenido de sus compuestos activos y la relacion de
éste con actividades como la antioxidante y la hipoglucémica. Recientemente, en
nuestro grupo de trabajo se mostré que el extracto metandlico de frutos inmaduros
del genotipo “Amarillo” de chile perén (C. pubescens) tuvo una mayor actividad
antioxidante por el método de DPPH con 93.68%, comparados con los métodos de
ABTS y TAC con 92.4% y 70.90% respectivamente, que se relacion6 directamente
con un alto contenido de flavonoides, acidos fendlicos y acido ascérbico,
principalmente (Carrillo-Corona et al., 2018).

En la presente investigacion se determind la actividad hipoglucémica del extracto
metandlico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de chile perdn (C. pubescens)
en ratas diabéticas, analizando el efecto sobre marcadores bioquimicos de dafo
renal y metabolismo de lipidos en sangre.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar, con un peso de 300-400 g, alojadas en el bioterio
del Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas y mantenidas con ciclos de 12 h
de luz/oscuridad, en condiciones de temperatura controlada, alimentadas con una
dieta estandar de roedores y agua purificada ad libitum. La dieta de los animales
consistido en alimento para roedores de laboratorio con una presentacion comercial
de croquetas Nutricubos Purina®. El manejo general de los animales se realizé bajo
la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999 y con la aprobacién del
Comité de Bioética y Bioseguridad del Instituto de Investigaciones Quimico
Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para el uso y
cuidado de animales de laboratorio, actualmente vigente.

Induccioén de la diabetes a las ratas

La diabetes experimental fue inducida con estreptozotocina (STZ) a 40 mg/Kg de
peso corporal, via intraperitoneal disuelta en buffer de citrato (pH 4.4). La glucemia
fue medida antes de la induccion, ya que las ratas fueron privadas de alimento 12 h
antes de la administracion de la STZ. Las ratas control fueron administradas solo con
buffer de citrato, diez dias después de la administracion de STZ, los niveles de
glucemia se determinaron para confirmar la diabetes, utilizando un glucémetro
ACCU-CHECK Performa.
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Tratamiento

El periodo de tratamiento fue de 60 dias teniendo 4 grupos de ratas
normoglucémicas (no tratadas con STZ) y 4 grupos de ratas diabéticas (Cuadro 3), a
las que se les administré el extracto metandlico (MeOH) el cual fue evaporado y
disuelto con dimetil sulféxido (DMSO) al 0.1 % (vehiculo). La administracién a los
animales fue via oral con canula, en un volumen de 100 pL en tres dosis (0.1, 1y 10
mg/Kg de peso corporal).
Cuadro 3. Tratamientos experimentales en ratas para determinar el efecto
hipoglucemiante del extracto metandlico de frutos inmaduros del genotipo
“Amarillo” de chile perdn (C. pubescens) en ratas diabéticas Wistar macho

(n=5).
Grupo Tratamientos
1 Normoglucémicas + DMSO (0.1%)
2 Diabéticas + DMSO (0.1%)
3 Normoglucémicas + Dosis 1 (0.1 mg/Kg)
4 Diabéticas + Dosis 1 (0.1 mg/Kg)
5 Normoglucémicas + Dosis 2 (1 mg/Kg)
6 Diabéticas + Dosis 2 (1 mg/Kg)
7 Normoglucémicas + Dosis 3 (10 mg/Kg)
8 Diabéticas + Dosis 3 (10 mg/Kg)

Al grupo control s6lo se les administré6 DMSO al 0.1% durante el periodo de
tratamiento. Cada 10 dias, se determino el peso corporal de las ratas en una bascula
digital y los niveles de glucosa en sangre con 12 h de ayuno. La medicion de
glucemia se realiz6 mediante la puncién en la vena caudal de la cola del animal.

Analisis serolégico

Para la obtencion y analisis del suero, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion
en guillotina, evitando el minimo dolor y estrés, con privacion previa de alimento
durante 12 h. La sangre fue recolectada en tubos BD Vacutainer y se recolectaron
los rinones, almacenando las muestras a -60° C hasta su analisis.

Posteriomente la sangre fue colocada en tubos BD Vacutainer, dejando coagular,
centrifugando a 3,500 rpm durante 10 min para obtener el suero, al cual se le
realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: glucosa, urea, acido urico, creatinina,
colesterol y triacilglicéridos, a través del equipo Dri-Chem NX500i Fuijifilm. Los
resultados fueron comparados con los valores de referencia para suero de ratas
Sprague Dawley (Cuadro 4).

Cuadro 4.Valores de referencia de parametros bioquimicos en suero de ratas
Sprague Dawley (Tomado y modificado de Ledn y Blanco, 2011).
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Prueba Rango (mg/dL)

Glucosa 43-157.2
Urea 38-63.3
Creatinina 0.32-0.71
Ac. Uurico 0.88-1.66
Colesterol total 44.4-96.9

Triacilglicéridos 26.7-99.9
Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo con 5 réplicas (n=5). Los datos se
presentan como promedio (media) mas desviacion estandar, analizados por ANOVA
(p<0.05), realizando una diferencia de medias por Tukey-Kramer, empleando el
software JMP-8.

RESULTADOS
Efecto hipoglucémico del extracto en ratas diabéticas

Durante los 60 dias de administracion del extracto metandlico de frutos inmaduros
del genotipo “Amarillo” de chile perén, los niveles de glucosa no mostraron una
diferencia significativa en ratas normoglucémicas tratadas con las tres dosis (0.1, 1y
10 mg/Kg), ya que estos valores oscilaron en un promedio de 82-85 mg/dL, los
cuales fueron considerados normales, ya que en ratas Wistar éstos oscilan entre 70
a 110 mg/dL (Martinez, 2017). Con esto se demostré que independientemente de las
concentraciones del extracto, no hubo un efecto hipoglucémico en ratas
normoglucémicas durante los 60 dias de tratamiento (Figura 9a).

Sin embargo, las ratas diabéticas tratadas con las tres dosis del extracto, desde los
diez dias de tratamiento mostraron una disminucién en los niveles de glucosa, ya que
a las que se les administré solamente la solucion vehiculo (DMSO 0.1%),
mantuvieron un promedio de 300 mg/dL durante los 60 dias de tratamiento. Aunque
se encontré un mayor efecto de disminucion en los niveles de glucosa con las dosis
de 0.1 y 10 mg/Kg, los niveles mas bajos se presentaron en las ratas diabéticas
tratadas con 10 mg/Kg, registrando niveles de 115 mg/dL, un valor con diferencia
significativa respecto al grupo diabético con DMSO 0.1% (Figura 9b).

Aunque no se observaron diferencias signficativas en los niveles de glucosa en las
ratas diabéticas tratadas con las tres dosis del extracto, el nivel por el efecto de la
concentracion de 10 mg/Kg disminuy6é hasta en un 177%, respecto a los valores
normales de las ratas normoglucémicas (Figura 9b).

Los valores de glucosa alcanzados por la administracion del extracto metandlico de
frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de chile perén, tienen un mayor efecto si se
compara con el de los extractos de hojas de Justicia spicigera (muicle), de los frutos
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de chile Tabasco (C. frutescens) y de chile Pimiento (C. annuum), ya que muestran
un efecto hipoglucémico en concentraciones mas altas (100 mg/kg, 5g y 15g,
respectivamente) (Young-In et al., 2006; Kamon et al., 2009; Earnest et al., 2013;
Komindr, 2015).

Figura 9. Concentracién de glucosa (mg/dL) en ratas normoglucémicas (N) (a) y
diabéticas (D) (b) tratadas durante 60 dias con el extracto metandlico de
frutos inmaduros de chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg). Las ratas
control fueron tratadas con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de
Tukey).
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Efecto del extracto sobre el peso corporal

De manera general, los resultados obtenidos del peso corporal en ratas
normoglucémicas, mostré durante los 60 dias de administracion del extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perén del genotipo “Amarillo”, un incremento
de peso al grupo tratado con vehiculo (DMSO 0.1%) y con las tres dosis (0.1, 1y 10
mg/kg) (Figura 10a). El peso de las ratas tratadas fue en promedio de 419 g, con
diferencias significativas entre ellas, pero con un menor peso en las ratas no tratadas
(436 9).

Figura 10.Peso corporal (g) en ratas normoglucémicas (N) (a) y diabéticas (D) (b),
tratadas durante 60 dias con el extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg). Las ratas control fueron tratadas
con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de Tukey).
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En ratas diabéticas tratadas con DMSO 0.1% y con dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg, al
inicio del tratamiento, mostraron un peso de 322 a 372 g, que disminuyo a partir de la
induccion con STZ, hasta obtener un promedio general de 320 g a los 10 dias de
tratamiento. Sin embargo, desde los 20 dias de tratamiento se observé una ganancia
de peso dependiente de la dosis, mostrando un peso mayor en las ratas diabéticas
tratadas con 10 mg/Kg (342 g) y con diferencia significativasentre el grupo diabético
tratado con vehiculo (DMSO 0.1%), que mostré la menor ganancia de peso con (262
g) (Figura 10b).

Las ratas tanto normoglucémicas como diabéticas tratadas con 10 mg/kg de extracto,
mostraron una ganancia de peso desde el inicio del tratamiento, permaneciendo éste
hasta los 60 dias (Figura 10b). De manera general, las ratas normoglucémicas y
diabéticas tratadas con 10 mg/Kg de extracto, mostraron una ganancia de peso
durante los 60 dias de tratamiento (Figura 10).

Es importante mencionar, que el extracto administrado ademas de contener
flavonoides, acidos fendlicos y acido ascorbico, presenta valores de 3.095 umoles de
capsaicina/g p.f., y este compuesto cuando se ha administrado en animales de
experimentacion, se ha observado que regula la hiperglucemia postprandial e
hiperinsulinemia, mejorando la resistencia a insulina, un factor estrechamente
asociado a la obesidad, asi como de trastornos metabdlicos de lipidos en ayunas en
mujeres con diabetes mellitus (Yuan et al., 2015; Varghese et al., 2016).
Actualmente, se sabe que el consumo de chile aumenta la anorexigenicidad
(Janssens et al., 2014) y reduce el apetito de alimentos grasos, salados y dulces.
Dougnon y Gbeassor (2016) demostraron que el admisnitrar frutos de chile Tabasco
(C. frutescens) en conejos, ademas de tener un efecto hipoglucémico, ejercié un
efecto sobre la ganancia de peso hasta en 56 dias.

Concentracion de glucosa

En el grupo de ratas normoglucémicas no hubo diferencias significativas
independientemente de la concentracidon del extracto metandlico de los frutos
inmaduros del genotipo “Amarillo” de chile perén y del vehiculo (DMSO 0.1%),
manteniendo una concentracion de 90 mg/dL de glucosa. Sin embargo, en el grupo
diabético se observd un efecto hipoglucémico dependiente de las concentraciones
del extracto, ya que con las tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg) se obtuvo una disminucion
en el nivel de glucosa, de 288 mg/dL (grupo de ratas no tratadas) hasta 115 mg/dL
en las ratas tratadas con 10 mg/Kg, con diferencias significativas a los demas grupos
(Figura 11).

La disminucién de niveles de glucosa en ratas diabéticas tratadas con extractos de
frutos de chile se ha observado también con dosis mayores (>10 mg/Kg) de los
extractos de chile Tabasco (C. frutescens) y de chile Pimiento (C. annuum), aunque
con la administracién de extractos o frutos de otras especies de Capsicum, no se
reportan efectos hipoglucémicos (Young-In et al., 2006; Kamon et al., 2009; Earnest
et al., 2013; Komindr, 2015).
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Los resultados de esta investigacion demuestran que el extracto metandlico de los
frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de chile peron muestra un efecto
hipoglucémico en ratas diabéticas, sin que se presenten alteraciones del nivel de
glucosa en las ratas normoglucémicas. Otro aspecto importante es que las
concentraciones efectivas son mas bajas y mas significativas que las reportadas para
otras especies de Capsicum.
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Figura11. Concentracion de glucosa (mg/dL) en ratas normoglucémicas (N) y
diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento.
Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO).
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de
Tukey).

Concentracion de marcadores de daino renal (acido urico, creatinina y urea)

En la figura 12 (a, b y c) se presentan los resultados de los parametros bioquimicos
séricos del perfil renal (acido urico, creatinina y urea en suero) tanto de ratas
normoglucémicas como diabéticas, tratadas con las tres dosis del extracto
metandlico de los frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de chile perdn. Con estos
parametros es posible detectar dafio renal, la localizacion anatémica del dafio (pre-
renal, glomerular o tubular) y cuantifican el grado de dafio del érgano. Algunas
pruebas van dirigidas a evaluar la funcion glomerular, a través de la medida de la
velocidad de filtracion glomerular y otras, dirigidas a evaluar la funcién tubular
(Carvajal, 2016).

Concentracion de acido urico
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En la Figura 12a se muestran los niveles de acido urico, con valores sin diferencia
significativa en los grupos de ratas normoglucémicas, tanto con extracto como sin la
administracion de éste, observando una tendencia a disminuir con la dosis de 10
mg/Kg, en la que se obtuvieron 1.2 mg/dL de acido urico. En las ratas diabéticas, se
muestra un efecto del extracto sobre la disminucién de acido urico, ya que las ratas
de este grupo a las que solo se les administré el vehiculo (DMSO 0.1%), alcanzaron
el nivel mas alto con 2.4 mg/dL.
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Figura 12.Concentracién de acido urico (a), creatinina (b) y urea (c) (mg/dL) en ratas
normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico
de frutos inmaduros de chile peron “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60
dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%)
(N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Con las tres dosis del extracto, los niveles disminuyeron hasta en un 100%,
presentando valores de 1.13, 1.06 y 0.8 mg/dL con las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg,
respectivamente, con diferencias significativas respecto al control. En ratas
diabéticas, la disminucién de los niveles de acido urico con la dosis de 10 mg/Kg del
extracto fue tres veces menos que el presentado por las ratas control (Figura 12a).

Estos resultados demuestran que en el grupo de ratas diabéticas no se presento un
dafio a nivel renal, independientemente de las dosis (0.1, 1, 10 mg/Kg) en
comparacion con las ratas tratadas con DMSO (0.1%), que alcanzé el nivel mas alto
en acido urico, lo que demuestra una mayor degradacion de bases nitrogenadas que
conllevan a largo plazo, a procesos inflamatorios como nefrolitiasis y finalmente
nefropatia diabética, ya que no hay una filtracion eficiente en el glomérulo (Carvajal,
2016).

Contenido de creatinina

En el grupo de ratas normoglucémicas tratadas con DMSO 0.1% y con las tres dosis
del extracto, aunque no hubo diferencias significativas en los niveles de creatinina, se
noté un ligero incremento que estuvo en un rango de 0.275 a 0.325 mg/dL. Sin
embargo, en las ratas diabéticas, aunque el nivel de creatinina fue menor que en las
normoglucémicas, éste no aumentoé con las dosis de 0.1 y 1 mg/Kg, con un promedio
de 0.225 mg/dL y disminuyd con diferencia significativa hasta 0.190 mg/dL en las
tratadas con 10 mg/kg del extracto metandlico de frutos inmaduros de chile perdn
genotipo “Amarillo” (Figura 12b).

Estos resultados demuestran que independientemente de las dosis de extracto (0.1,
1, 10 mg/kg) para ambos grupos de ratas (normoglucémicas y diabéticas), no ejercen
un efecto en el aumento de los niveles de creatinina, ya que dichos valores oscilan
entre 0.37 y 0.71 mg/ dL en ratas Sprague Dawley (Ledn et al., 2011) demostrando
ausencia de insuficiencia renal. Un aumento en la concentracion de creatinina
responde a las mismas causas que la elevacion de las cifras de urea, donde la
insuficiencia renal es la principal razén del aumento de los niveles en suero
(Martinez-Mora, 2017).

Contenido de urea
En general, el extracto metandlico de frutos de chile perén genotipo “Amarillo” no

presentd cambios en los niveles de urea en todos los grupos de ratas, a excepcidn
de lo observado en ratas normoglucémicas, en las que con la dosis de 10 mg/Kg,
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hubo disminucién en la concentracién de urea, bajando de 18 mg/dL en las no
tratadas (DMSO 0.1%) hasta 12 mg/dL (Figura 12c).

La urea al ser un compuesto organico y producto final del catabolismo de las
proteinas, es una de las sustancias mas difusibles en el cuerpo, que en
concentraciones elevadas puede ser toxica, ya que, puede desnaturalizar las
proteinas. La concentracion de urea en sangre (uremia) aumenta como
consecuencia de dietas con exceso de proteinas, ejercicio, insuficiencia cardiaca,
obstrucciones renales, asi como también por farmacos o téxicos que propician la
destruccion de las proteinas. A un nivel alto de uremia se le denomina como
azoemia, desarrollando el sindrome urémico cuando es acompafada con
insuficiencia renal (Gonzalez et al., 2013; Martinez-Mora, 2017). Con estos
resultados se observo un incremento en la concentracion de urea en ratas diabéticas
no tratadas con el extracto, indicativo del inicio de dafo renal, por lo que el extracto
metandlico de frutos de chile perdn genotipo “Amarillo” ejerce un efecto protector de
dafo renal.

Concentracidn de triacilglicéridos

Los niveles de triacilglicéridos en ratas normoglucémicas se mantuvieron constantes
con valores de 75 mg/dL, no encontrando diferencias significativas entre ellos. Sin
embargo, en las ratas diabéticas a las que no se les administré el extracto (DMSO
0.1%), se observaron concentraciones de hasta 123 mg/dL, que disminuyeron al
tratar las ratas con 0.1, 1 y 10 mg/Kg del extracto, con valores de 75, 48 y 73 mg/dL,
respectivamente. Estos valores no mostraron diferencias significativas con las ratas
de los grupos normoglucémicos pero si con las del control diabético por lo que el
extracto ejercid un efecto hipotrigliceridémico (Figura 13).
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Figura 13.Concentracién de triacilglicéridos (mg/dL) en ratas normoglucémicas (N) y
diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento.
Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO).
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de
Tukey).

Estos resultados son similares a los reportados en ratas Wistar tratadas durante 21
dias con tres dosis (50, 200 y 350 mg/Kg) de extractos de frutos de chile aji (C.
baccatum) (Jhinés, 2015), en las que se mostrd un efecto hipotrigliceridémico. Con la
dosis de 1 mg/Kg se logré disminuir el nivel de triacilglicéridos hasta 48 mg/dL,
considerado dentro de la normalidad presentado por las ratas normoglucémicas no
tratadas, que presentaron niveles de 75 mg/dL.

La concentracion normal de triacilglicéridos en ratas, oscila entre 27 y 100 mg/dL
(Ledn et al., 2011), lo que significa que las dosis del extracto bajan los niveles de
este parametro a los normales solo en ratas diabéticas, restaurando los niveles a los
que presentaron las ratas control. Este resultado puede ayudar a prevenir a futuro
enfermedades cardiovasculares y a reducir el riesgo de infarto cardiaco durante la
diabetes (Soler et al., 2012).

Concentracion de colesterol total y colesterol HDL
Con la determinacién de la concentracion de colesterol total, no se observaron
diferencias en el grupo de ratas normoglucémicas tratadas con DMSO 0.1% y con las

dosis de 0.1 y 1 mg/Kg, mostrando un decremento con la dosis de 10 mg/Kg,
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disminuyendo a valores de 42.25 mg/dL, 1.3 veces menos que el presentado por las
ratas control (54.8 mg/dL) (Figura 14a).

En ratas diabéticas, el nivel de colesterol no mostrd diferencia significativa entre las
no tratadas y las tratadas con las tres dosis del extracto, aunque se observd una
tendencia a disminuir con la dosis de 10 mg/Kg (33 mg/dL), 1.48 veces menor al
observado en las ratas control (48.75 mg/dL) (Figura 14a). Sin embargo, la
concentracion de colesterol total de ratas diabéticas a las que se les administraron
las tres dosis del extracto (0.1, 1 y 10 mg/Kg) fue significativamente menor a la
presentada por las ratas normoglucémicas tratadas con las dosis de 0.1 y 1 mg
(Figura 14a).

Un efecto similar fue observado para los niveles de colesterol HDL, con valores sin
diferencias significativas en ratas normoglucémicas y con una tendencia a disminuir
con la dosis de 10 mg/Kg de extracto en las ratas diabéticas, llegando a niveles de
hasta 24 mg/dL, un valor sin diferencia significativa con los valores mostrados por las
ratas diabéticas de todos los grupos experimentales. Aunque, también fue una
concentracion menor al observado en ratas normoglucémicas tratadas con 0.1 y 1
mg/Kg del extracto (Figura 14b).

Estos resultados indican que el extracto metandlico de frutos de chile perén genotipo
“‘Amarillo”, aunque no ejerce un efecto claro hipocolesterolémico, debido a que se
mantienen los niveles considerados normales (33-63 mg/dL) tanto de colesterol como
de colesterol HDL (Ledén et al., 2011), se observan niveles mas bajos que los
mostrados por los grupos de ratas nomoglucémicas (Figura 14b). Una disminucion
mas drastica de colesterol y colesterol HDL se han reportado cuando se administran
extractos de frutos de C. baccatum a ratas Wistar, pero con una dosis mas alta (50
mg/Kg) (Jhinés, 2015).
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Figura 14.Concentracién de colesterol total (a) y colesterol HDL (b) (mg/dL) en ratas
normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico
de frutos inmaduros de chile peron “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60
dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%)
(N+DMSO, D+DMSOQ). Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Concentracion de lipidos totales

Gran parte del interés en el estudio del aumento de los lipidos totales se debe a la
conexién entre hiperlipidemia y arteriosclerosis, diabetes y enfermedad cardiaca
(Pérez et al., 2004; Soler et al., 2012), por lo que, en esta investigacion, los niveles
de lipidos fueron determinados. Con la administracion del extracto metandlico de
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chile perdn, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de lipidos
totales en las ratas normoglucémicas, pero se presentd una tendencia a disminuir
con la dosis de 10 mg/Kg, con valores promedio de 230 mg/dL. En ratas n ratas no
tratadas con el extracto (DMSO 0.1%) hasta 185.5 mg/dL en las tratadas con 10
mg/kg del extracto (Figura 15).

Sin embargo, en las ratas diabéticas, la concentracién de lipidos totales disminuyé
con con las tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg), con valores de 180, 150 y 137 mg/dL,
respectivamente, que presentaron diferencias significativas con el grupo de ratas
diabeticas tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%) que mostraron hasta 309.6 mg/dL
(Figura 15). El extracto en la dosis de 10 mg/Kg ejercié un efecto hipolipidémico,
disminuyendo hasta 2.26 veces los niveles de lipidos totales, respecto al control
diabético.
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Figura 15.Concentraciéon de lipidos totales (mg/dL) en ratas normoglucémicas (N) y
diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento.
Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO).
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de
Tukey).

De manera general, estos resultados son similares a los reportados con la
administracién del extracto de acetato de etilo de frutos de Capsicum annuum (300
mg/Kg) que mostraron un efecto hipolipidémico en ratas diabéticas macho Sprague-
Dawley (Mohammed, 2017). Se ha demostrado por medio de cromatografia de
masas que metabolitos como el eugenol, el fitol, el kauranol, la dihidrocapsaicina y la
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capsacicna disminuyen los parametros de perfil lipidico en ratas diabéticas (Marquez-
Ibarra et al., 2016; Mohammed et al., 2017). Un aspecto interesante es que en la
presente investigacion, el efecto se observé con una dosis mas baja del extracto (10
mg/Kg) en comparacion al utilizado de Capsicum annum.

Conclusiones

El extracto metandlico de chile perén inmaduro del genotipo “Amarillo” no presento
desordenes metabdlicos extremos en las ratas normoglucémicas, manteniendo en
optimos niveles, los valores de glucosa y peso corporal, con la administracion
durante 60 dias.

Este extracto a una dosis de 10 mg/Kg fue responsable de una disminucién drastica
en los niveles de glucosa en las ratas diabéticas, de hasta un 177% (115 mg/dL),
permitiendo una ligera ganancia en el peso corporal. Ademas, en este grupo de
ratas, a los 60 dias de tratamiento, se observé una disminucion en los niveles de
acido urico, creatinina, triacilglicéridos y lipidos totales, y una tendencia a bajar los
niveles de colesterol y colesterol-HDL.

Lo anterior, es indicativo de que este extracto administrado a una dosis de 10 mg/Kg
a ratas diabéticas, tiene un efecto hipoglucémico, hipotrigliceridémico e
hipolipidémico, ademas de un efecto protector de dafio renal.
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VI.3. Efecto antioxidante del extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perén (Capsicum pubescens) genotipo “Amarillo” sobre el
contenido de marcadores de estrés oxidante en mitocondrias de rindn
de ratas diabéticas

Resumen

En la presente investigacion se determind la actividad antioxidante y marcadores de
estrés oxidante in vivo en mitocondrias de rifiones en ratas diabéticas inducidas con
STZ y normoglucémicas, tratadas con el extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile peron del genotipo “Amarillo” en tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg) y con DMSO
0.1% (control). Después de 60 dias de la administracién de 100 yL del extracto, se
evaluo la actividad del superoxido dismutasa (SODZ2) y los niveles de glutation total
(GSHt), glutation oxidado (GSSG), glutation reducido (GSH), relacion GSH/GSSG,
niveles de lipoperoxidacion y carbonilacion de proteinas, en las mitocondrias aisladas
de riidn de los diferentes grupos de ratas. En ratas normoglucémicas, la
administracién del extracto en una dosis de 10 mg/Kg produjo un aumento de los
niveles de GSHt, GSH y GSH/GSSG, con 3.56, 2.26 y 1.77 mmoles/mg de proteina,
respectivamente; con esta misma dosis, en ratas diabéticas se observd un efecto
similar, aumentando los niveles de glutation (GSHt, GSH y GSH/GSSG) con 2.94,
1.45 y 1.0 mmoles/mg de proteina, respectivamente. La administracion del extracto
metandlico de los frutos inmaduros de chile perén genotipo “Amarillo” presentd una
tendencia a aumentar los niveles de GSH, dependiendo de la concentracion. El
contenido de GSSG aumentd en las ratas diabéticas tratadas con DMSO 1%,
alcanzando 2.2 mmoles/mg de proteina, mientras que en ratas diabéticas tratadas
con 10 mg/Kg de extracto, éste disminuy6 hasta en un 32.7% (1.48 mmoles/mg de
proteina). Los niveles mas altos de lipoperoxidacion y de carbonilacién de proteinas
fueron presentados por los grupos de ratas diabéticas tratadas con DMSO 1%, con
0.74 nmoles/mg de proteina y 8.64 nmoles/mg de proteina, respectivamente. Con la
administracion del extracto no se mostraron cambios significativos en los niveles de
lipoperoxidacién, pero con una tendencia a disminuir, ya que se obtuvieron valores
de 0.57, 0.52 y 0.51 nmoles/mg de proteina, con las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg,
respectivamente. Asi mismo, en los grupos de ratas tratadas con el extracto, tanto
normoglucémicas como diabéticas, la carbonilaciéon de proteinas disminuyd con las
tres dosis. En ratas diabeticas se obtuvo una disminucion del 69.2% de carbonilacion
de proteinas (2.66 nmoles/mg de proteina) con la dosis de 10 mg/Kg respecto a las
diabéticas tratadas con DMSO 1% (8.64 nmoles/mg de proteina). Con la
determinacion de la actividad de SOD2, no se encontraron cambios dependientes de
la dosis del extracto tanto en ratas normoglucémicas como en diabéticas. Estos
resultados indican que la administracién del extracto metandlico de frutos inmaduros
de chile peron del genotipo “Amarillo”, aumentd la actividad antioxidante tanto en
ratas normoglucémicas como en diabéticas, principalmente en la dosis de 10 mg/Kg,
sin observar efectos pro-oxidantes durante los 60 dias de tratamiento.

Palabras clave: Carbonilacion de proteinas, glutation, lipoperoxidacion, superéxido
dismutasa.
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Abstract

In the present investigation, antioxidant activity and markers of oxidative stress in vivo
were determined in mitochondria of kidney in diabetic induced with STZ and
normoglycemic rats, treated with the methanol extract of unripe fruits of chili peron
"Yellow" genotype in three dose (0.1, 1 and 10 mg/Kg) and DMSO 0.1% used as
vehicle solution (control). After 60 days of the administration of 100 pL of the extract,
the superoxide dismutase (SOD2) activity and the levels of total glutathione (GSHLt),
oxidized glutathione (GSSG), reduced glutathione (GSH), GSH/GSSG ratio,
lipoperoxidation and protein carbonylation in mitochondria isolated from kidney of
different groups of rats were evalauted. In normoglycemic rats, the extract
administration at a dose of 10 mg/Kg resulted in increased levels of GSHt, GSH and
GSH/GSSG, with 3.56, 2.26, and 1.77 mmol/mg protein, respectively; with this same
dose, a similar effect was observed in diabetic rats by increasing the levels (GSHt,
GSH and GSH/GSSG) glutathione with 2.94, 1.45 and 1.0 mmol/mg protein,
respectively. The administration of the metanolic extract of unripe fruits of chili peron
"Yellow" genotype presented a tendency to increase the levels of GSH, depending on
the concentration. GSSG content increased in diabetic rats treated with DMSO 1%,
reaching 2.2 mmol/mg protein, while in diabetic rats treated with 10 mg/Kg of extract,
this decreased to a 32.7% (1.48 mmol/mg protein). The highest levels of
lipoperoxidacién and protein carbonylation were presented by groups of diabetic rats
treated with DMSO 1%, with 0.74 nmol/mg protein and 8.64 nmoles/mg protein,
respectively. With the administration of the extract showed no significant changes in
the levels of lipoperoxidation, but with a tendency to decrease, as obtained values of
0.57 0.52 and 0.51 nmol/mg of protein, with doses of 0.1, 1 and 10 mg/Kg,
respectively. Likewise, in rats treated with the extract, both normoglycemic and
diabetic groups, the protein carbonylation decreased with the three doses. Diabetic
rats showed a decrease of the 69.2% of protein carbonylation (2.66 nmol/mg protein)
with a dose of 10 mg/Kg respect to the diabetic rats treated with DMSO 0.1% (8.64
nmol/mg protein). With the determination of SOD2 activity, determination of extract
dose-dependent changes was not found in normoglycemic and diabetic rats. These
results indicate that the administration of the methanol extract of unripe fruits of chili
peron "Yellow" genotype, increased antioxidant activity in normoglycemic and diabetic
rats, mainly in the dose of 10 mg/Kg, without pro-oxidant effects seen during the 60
days of treatment.

Keywords: Glutathione, superoxide dismutase, lipid peroxidation, protein
carbonylation

Introduccién

Actualmente, se sabe que la diabetes mellitus esta asociada con las reacciones
oxidativas a partir de especies reactivas como oxigeno, hierro, cobre y nitrégeno,
moléculas que juegan una funcion importante en la patogénesis y en las
complicaciones de esta enfermedad, que involucran mecanismos de autooxidacion
de la glucosa, formacion de productos avanzados de glucosilacion, activacion de la
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via de los polioles, inactivacion de las enzimas antioxidantes, activacion de la
proteina C cinasa (PKC) y disminucién del transportador de glucosa GLUT-4, asi
como de prostaglandinas (Ramos et al., 2006). Por esta razon, el ADN mitocondrial
es mas susceptible al dafio oxidante por la produccion de especies reactivas
principalmente en los complejos I, Il y lll de la cadena respiratoria de electrones
(Villa-Caballero et al., 2000; Castillo et al., 2003; Ibarra et al., 2006).

Sin embargo, un mecanismo de defensa para prevenir o disminuir estas especies
reactivas, es a partir de enzimas antioxidantes intracelulares como la superoxido
dismutasa (SOD), las mitocondrial (SOD2), la glutation peroxidasa (GPx) y la
catalasa (CAT), asi como diversos componentes como la bilirrubina, acido urico,
albumina, vitaminas A, C y E, y minerales como Se, Zn, Mn, Cu, cofactores de
enzimas antioxidantes, asi también como hormonas (ej. dehidroepiandrosterona),
estrégenos y melatonina (Ibarra et al., 2006).

Recientemente se han buscado nuevas alternativas para el tratamiento de la
diabetes, que ofrezcan menos efectos secundarios y sean disponibles para un
numero mayor de personas, a partir de plantas medicinales y comestibles, de las que
una amplia diversidad ha sido estudiada, por tener un tener un efecto hipoglucémico,
relacionado con sus propiedades antioxidantes. Entre éstas, los extractos de frutos
de Capsicum (chiles) han sido evaluados y se han demostrado algunas propiedades
medicinales, como chile pimiento (Capsicum annuum), chile aji (C. baccatum), chile
habanero (C. chinense) y chile Tabasco (C. frutescens). Estas propiedades han sido
atribuidas al contenido de compuestos activos como el acido ascérbico, acidos
fendlicos, capsaicina, carotenoides, flavonoides y a- tocoferol, entre otros (Magied et
al. 2004; Kwon et al., 2006; Islam y Choi, 2008; Patel et al., 2012; Earnest et al.,
2013; Castro-Concha et al., 2014; Maekawa et al., 2018).

En previas investigaciones se determiné que el extracto metandlico de frutos
inmaduros de chile perén (Capsicum pubescens) del genotipo “Amarillo”, mostrd una
alta actividad antioxidante, determinada por los métodos ABTS, DPPH y TAC, lo que
se relaciond directamente con un alto contenido de compuestos de acidos fendlicos,
flavonoides y acido ascorbico (Capitulo 1). Este extracto fue administrado por 60 dias
a ratas normoglucémicas y con diabetes experimental, observando un efecto
hipoglucémico e hipotrigliceridémico con la dosis de 10 mg/Kg (Capitulo II).

Con el proposito de determinar la actividad antioxidante de este extracto, en este
estudio se evaluaron marcadores de estrés oxidante en mitocondrias de riflones de
ratas normoglucémicas y diabéticas tratadas con el extracto metandlico de frutos
inmaduros de chile perén del genotipo amarillo en tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/Kg),
determinando la concentracion de GSHt, GSSG, GSH, relacion GSH/GSSG,
actividad de SOD2; asi como los niveles de lipoperoxidaciéon y de carbonilaciéon de
proteinas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de mitocondrias de rindn
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Los riflones fueron obtenidos de ratas Wistar machos, de los grupos de ratas
normoglucémicas y grupos de ratas diabéticas (Cuadro 1, Capitulo Il), a las que se
les administraron 100 pL del extracto metandlico de frutos de chile perén genotipo
“‘Amarillo” disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) al 0.1 %, en tres dosis (0.1, 1 y 10
mg/Kg de peso corporal, durante 60 dias. La diabetes experimental en ratas fue
inducida con STZ a 40 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal disuelta en buffer
de citrato (pH 4.4) (Capitulo Il). Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién en
guillotina con 12 h de preva privacién de alimento, siguiendo las especificaciones de
la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999 y la aprobacion del Comité de
Bioética y Bioseguridad del Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para el uso y cuidado de
animales de laboratorio, actualmente vigente.

Los rifiones extraidos se colocaron en un recipiente con medio 1 (Manitol 200 mM,
Sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM y EGTA 1 mM) sobre hielo, éstos fueron triturados
hasta obtener pequefios fragmentos, los que se pasaron a un tubo con 20 mL de
medio 1, homogeneizando tres veces en un tubo Potter-Elvehjem con un vastago de
tefléon, colocando el homogenado en dos tubos para centrifugar a 2,200 rpom durante
10 min a 4°C. El sobrenadante se pasdé a dos tubos previamente frios y se
sometieron a centrifugaciéon a 7,500 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente, se
desechd el sobrenadante y se suspendio el precipitado en 1 mL de medio 2 (manitol
220 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM, pH 7.4). Posteriormente, se agregaron 80
ML de albumina al 0.2 % por mL, para después aforar a % partes del volumen con
medio 2 y se centrifugd a 9,000 rpm por 10 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante y
se suspendid en 1 mL de medio 2. Finalmente, las muestras fueron almacenadas en
un congelador a -80°C hasta su analisis (Saavedra-Molina y Devlin, 1997).

Determinacioén de la concentracion de proteina mitocondrial

La concentracién de proteina mitocondrial se determiné por el método de Biuret,
empleando un espectrofotdmetro a 540 nm (Gornall et al., 1949), adicionando 790
mL de agua desionizada, 200 pL de DOC al 1% (desoxicolato de sodio), 10 mL de
muestra y 2 mL del reactivo de Biuret (6 g Tartrato de sodio, 1.5 g CuSOs y 30 g
NaOH) de. Posteriormente, se realizaron los calculos correspondientes para ajustar
el volumen de las muestras una concentracion final de 0.3 mg/mL de proteina.

Determinaciéon de glutation total (GSHt), oxidado (GSSG), reducido (GSH) y
GSH/GSSG

Para la determinacién del contenido total de GHSt se usaron las muestras de
mitocondrias de rifidn a 0.3 mg/mL que fueron desproteinizadas, empleando 100 uL
de acido sulfosalicilico al 5% durante 20 min a 4°C. Las muestras fueron
centrifugadas a 10,000 rpm por 5 min. Después se prepard la “mezcla de trabajo”
adicionando 400 uL de buffer de fosfatos, 250 yL de DTNB, 90 pyL de muestra y 23
ML de GSH, en el respectivo orden mencionado y dejando incubar durante 5 min.
Posteriormente, se adicionaron 50 yL de NADPH, las muestras fueron leidas en un
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espectrofotometro Shimadzu UV/Vis UV-2550 a 412 nm durante 5 min con 1 min de
intervalo por cada muestra. Para la determinacion de GSSG, se adiciono
previamente 1 yL de 4-vinilpiridina dejando incubar durante 1 h. Finalmente, se
empled la “mezcla de trabajo” pasando la incubacidon y para la determinacién de
GSH, fue por calculo aritmético (GSH-GSSG) (Rahman et al., 2006).

Determinacion de la actividad de superéxido dismutasa mitocondrial (SOD2)

La actividad de la superdxido dismutasa mitocondrial o SOD2, fue determinada
empleando un kit comercial (19160 Sigma-Aldrich), que permite determinar la
actividad de la SOD2 mediante colorimetria, usando una sal de tetrazolio Dojindo que
es altamente soluble en agua, WST-1 (sal monosaodica (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio) que produce un color formazan, cuando ésta es
reducida por el anidon superéxido. Esta reaccion es inhibida por la SOD2, que dismuta
el anién superéxido evitando su reaccion con la sal. La concentracion de proteina
empleada fue de 0.3 mg/mL. Los valores de absorbancia fueron tomados a 440 nm,
empleando un lector de microplacas iMark Microplate Absorbance Reader de BIO-
RAD.

Determinacion de lipoperoxidacion

Los niveles de lipoperoxidacion se determinaron mediante la reaccién del acido
tiobarbiturico (Ohkowa et al., 1979). Para corregir la interferencia con azucares libres
en el buffer de aislamiento, las mitocondrias se lavaron dos veces con buffer de
fosfatos salino (pH 7.4 PBS) y agregando 50 uL de muestra y fueron llevadas a
centrifugacion a 15, 000 rpm durante 10 min. Posteriormente, se desecho el PBS a
cada tubo para agregar 70 yL de PBS y se les determiné el contenido de proteina.
Para 0.3 mg/mL de proteina mitocondrial. A continuacién, se adicionaron 2 mL de
solucién reactiva de acido tricloroacético (0.25 M HCI y acido tiobarbiturico 0.375%),
incubando 30 min a 90°C en bafio maria. Después, las muestras fueron atemperadas
y centrifugadas a 7,500 rpm durante 5 min. Para el blanco se prepar6 BHT (3%),
agregando 1 mL de PBS, 10 yL de BHT y 2 mL de acido tricloroacético. Se prepard
para prevenir la formacion no especifica de croméforos. Finalmente, se obtuvieron
las absorbancias en un espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis UV-2550 a 532 nm,
determinando los niveles de lipoperoxidacion por la produccion de TBARS (de las
siglas en inglés, Thiobarbituric Acid Reactive Substances) con la férmula siguiente:

TBARS = ((Muestra 1+ Muestra 2)) / (€=0.000156) * (mg/proteina)

Donde: Muestra 1. Primera absorbancia; Muestra 2. Segunda absorbancia;
E=Coeficiente de extincion molar.

Determinacion de carbonilacion de proteinas

Se suspendieron 0.3 mg/mL de proteina mitocondrial en PBS (pH 7.4) y se
centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min. Al precipitado se le adicion6é 10 mM 2 4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) en 2 M de HCI, y se incub6é durante 10 min.
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Posteriormente, se lavd 3 veces con acetato de etilo/etanol (1:1), después se
resuspendio en SDS al 10% (dodecilsulfato sddico) y se registro la densidad Optica a
360 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis UV-2550. Las muestras fueron
derivatizadas con 2 M de HCI. Se utilizo el coeficiente de extincion molar (g) 0.022
mM/cm para calcular la concentracién de proteinas carboniladas (Wehr y Levine,
2012).

Carbonilacion = ((Muestra 1+Muestra 2) - (Muestra deriv.)) / (€=0.022) *
(mg/proteina)

Donde: Muestra 1. Primera absorbancia; Muestra 2. Segunda absorbancia; Muestra
deriv. Reprivatizacion; £=Coeficiente extincion molar

Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo con una n=5, los resultados se presentan
como promedio (media) mas la desviacion estandar, analizados por ANOVA (p<0.05)
con una diferencia de medias por Tukey-Kramer, empleando el software JMP-8.

RESULTADOS
Contenido de glutation total (GSHt)

La mayor concentracién de GSHt, fue presente en ratas normoglucémicas tratadas
con la dosis de 10 mg/Kg del extracto (3.56 mmoles/mg de proteina), teniendo
diferencias significativas en ratas normoglucémicas tratadas con las dosis de 0.1 y 1
mg/Kg (2.31 y 2.6 mmoles/mg de proteina) respectivamente, y sin mostrar
diferencias significativas en ratas tratadas con DMSO (3.1 mmoles/mg de proteina).

En las ratas del grupo diabético, los niveles mas altos de GSHt se observaron en
ratas diabéticas tratadas con la dosis de 10 mg/Kg (2.94 mmoles/mg de proteina)
mostrando diferencias significativas en ratas diabéticas tratadas con DMSO y con las
dosis de 0.1 y 1 mg/Kg, obteniendo (2.55, 2.30 y 2.50 mmoles/mg de proteina,
respectivamente). Estos valores fueron similares con los presentados por las ratas
normoglucémicas tratadas con DMSO 0.1% (Figura 16).

Valores similares de GSHt han sido también observados en ratas diabéticas tratadas
con otros extractos vegetales, pero con la administracién de dosis superiores como
con el extracto metandlico de Swietenia mahagoni (25 mg/Kg), Cucurbita ficifolia (200
mg/Kg), Phyllanthus niruri (200 mg/Kg) y el extracto acetato de etilo de Justicia
spicigera (100 mg/Kg) (Panda et al., 2010; Cisneros et al., 2011; Diaz-Flores et al.,
2012; Martinez-Mora, 2017; Jamshidi et al., 2018). Ortiz (2012) y Lash (2015)
mencionan que los factores que intervienen en el aumento o diminucion de glutation
mitocondrial (GSHmt) en ratas diabéticas, principalmente son la dosis del extracto, el
tiempo de tratamiento y los transportadores de membrana OGC (2-oxoglutarato) y
DIC (dicarboxilato).
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Figura 16.Concentracién de glutation total (GSHt) (mmoles/mg de proteina) en ratas
normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico
de frutos inmaduros de chile peron “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60
dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%)
(N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Contenido de glutation oxidado (GSSG)

La mayor concentracion de GSSG, fue en el grupo diabético tratado con DMSO (2.20
mmoles/mg de proteina) mostrando unicamente diferencia significativa con los
valores mostrados de las ratas diabéticas tratadas con la dosis de 10 mg/Kg (1.48
mmoles/mg de proteina). Sin embargo, en las ratas normoglucémicas tratadas con
DMSO, se obtuvieron 1.45 mmoles/mg de proteina, sin mostrar diferencias
significativas entre las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg con 1.50, 164 y 1.29 mmoles/mg
de proteina, respectivamente. Un aspecto interesante, fue que las ratas diabéticas
tratadas con el extracto, disminuyeron los niveles de GSSG, obteniendo resultados
similares entre el grupo normoglucémico. Asi mismo, las ratas diabéticas tratadas
con 10 mg/Kg, mostraron valores similares entre el grupo normoglucémico tratado
con DMSO 0.1% (Figura 17).

La disminucién del GSSG provocado por la administracion del extracto metandlico de
frutos de chile peron del genotipo “Amarillo”, también ha sido observado, con
resultados similares, por el extracto etandlico de Justicia spicigera (100 mg/Kg) en
mitocondrias de higado y de rifiones de ratas diabéticas (Martinez-Mora, 2017;
Murillo, 2017), asi como con el extracto acuoso de Cucurbita ficifolia (200 mg/Kg), en
mitocondrias de corazén e higado de ratas diabéticas (Diaz-Flores et al., 2012).
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Figura 17.Concentracién de glutatiéon oxidado (GSSG) (mmoles/mg de proteina) en
ratas normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10
mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con
DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0.05, n=5, prueba de Tukey).

%

Estos valores indican que en ratas diabéticas tratadas con DMSO (0.1%), presentan
un aumento de niveles de disulfuro de de glutation (GSSG), desbalance redox,
disminucién de transduccion de sehales y activaciones de genes que descartan
principalmente el activador de proteina (AP-1), el factor nuclear k-B (NF k-B) y P-53.
Estos factores, disminuyen el contenido de GSH a nivel mitocondrial que conlleva
finalmente a la apotosis celular (Denzoin-Vulcano et al., 2013).

El aumento del estrés oxidante esta asociado, entre otros factores, con los
mecanismos de glicoxidacion, formacion de productos avanzados de glucosilacion,
activacion de la via de los polioles, disminucion de enzimas antioxidantes del
metabolismo de ascorbato y con un descontrol del metabolismo de éxido nitrico y de
prostaglandinas, que son responsables de aumentar las especies reactivas como
oxigeno, hierro, cobre y nitrégeno (Villa-Caballero et al., 2000; Castillo et al., 2003;
Ibarra et al., 2006; Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006; Lash, 2015).

Contenido de glutatiéon reducido (GSH)

Aunque la mayor concentracion de GSH fue observada en ratas normoglucémicas
tratadas con la dosis de 10 mg/Kg (2.26 mmoles/mg de proteina), un valor de 1.45
mmoles/mg de proteina fue presentando por el grupo de ratas diabéticas, igual al
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mostrado por el grupo de ratas normoglucémicas no tratadas con el extracto. La
administraciéon del extracto metandlico de los frutos inmaduros de chile perdn
genotipo “Amarillo” presentd una tendencia a aumentar los niveles de GSH,
dependiendo de la concentracion (Figura 18).

Los niveles mas bajos de GSH fueron presentes en ratas diabéticas tratadas con
DMSO 0.1% (0.35 mmoles/mg de proteina) mostrando unicamente diferencia
significativa con la dosis de 10 mg/Kg (1.45 mmoles/mg de proteina) (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion de glutatién reducido (GSH) (mmoles/mg de proteina) en
ratas normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile peréon “Amarillo” (0.1, 1 y 10
mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas
con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Estos valores son similares a los observados con la administracion de limoneno,
extracto de Eryngium carlinae (30 mg/Kg), quercetina mas resveratrol (10 y 30
mg/Kg, respectivamente) en ratas diabéticas, ya que se demostré un incremento en
el contenido de GSH y alcanzando valores iguales o similares con respecto a ratas
controles. No obtante, un aspecto interesante fue que estas dosis fueron superiores
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en comparacion a la utilizada con el extracto metandlico de chile perén (10 mg/Kg)
(Bacali et al., 2017; Garcia-Cerrillo et al., 2018; Yang y Kang, 2018).

De manera general, estos valores indican que el aumento en el contenido de GHS en
ratas diabéticas tratadas con una dosis de 10 mg/Kg del extracto metandlico de chile
perén, mejora sus funciones bioldgicas como la detoxiticacion de xenobibticos,
mantemienento en el balance redox intracelular, transporte y almacenamiento de
cisteina (via de disminucién de radicales libres), regulacion del crecimiento y muerte
celular. No obstante, al verse comprometido y/o disminudo el GSH, se asocia al
envejecimeinto celular, aumento de radicales libres y de especies reactivas que su
vez danan directamente carbohidratos, lipidos, proteinas y ADN (Denzoin-Vulcano et
al., 2013).

Relacion del contenido de GSH/GSSG

Los valores de la relacion de GSH/GSSG son similares a lo observado con los
niveles presentados de GSH, de igual manera, se observé una mayor relaciéon en
ratas normoglucémicas tratadas con 10 mg/Kg (1.77 mmoles/mg de proteina), con
diferencias significativas con todos los otros grupos de ratas (Figura 19). Las ratas
diabéticas tratadas con 10 mg/Kg, mostraron una relacion de GSH/GSSG de 1.04
mmoles/mg de proteina, valor similar al de las ratas normoglucémicas sin
administracion del extracto (Figura 19).

De manera general, el mayor nivel de GSH/GSSG fue en ratas normoglucémicas
administradas con la dosis de 10 mg/Kg, ya que muestran un patrén similar en GSHt
y GSH (Figuras 16 y 18). Esta relacién (GHS/GSSG) indica estrés oxidante y el
resultado ejercido por la administracion de 10 mg/Kg tanto en ratas normoglucémicas
como diabéticas, disminuye dicho estrés. Esto suguiere una disminucion de estrés
oxidante en macromoléculas organicas como carbohidratos, lipidos, proteinas y
ADN, asi como un aumento en la actividad de GSH y una homeostacisis en
reaciones de oxido reduccion (Hernandez et al., 2011; Salinas et al., 2013)

Actualmente se ha desmotrado que la relacion de GSH/GSSG, esta asociada al
balance de éxido reduccidn, expresion de enzimas, genes y factores de apoptosis
celular. No obstante, para pacientes diabéticos permite una mejor captacion de
glucosa en sangre, mejorando la sensibilidad de la insulina para el transporte de
glucosa, sin afectar el metabolismo de la glucosa oxidada (Pailoso et al., 1992; De
Mattia et al., 1998). También se ha demostrado que la administracion de GSH o la
estimulacion de GSH, es responsable de la captacién de glucosa en sangre,
disminuyendo el estado de hiperglucemia en pacientes diabéticos, debido a que el
GSH podria mejorar la homeostasis de la glucosa, reduciendo las concentraciones
de radicales libres intracelulares y mejorando los cambios en el estado redox de
GSH. Esto a su vez, interfiere con otras vias metabdlicas intracelulares como
proteinas sulfidrilo, lo que depende de la relacion GSH/GSSG, lo que puede ser
modificado por una serie de estimulos fisiolégicos. Los procesos de oxidacion-
reduccion parecen regular varias vias intracelulares que afectan la estructura y
actividad de diversas proteinas (De Mattia et al., 1998).
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Figura 19.Relacién de la concentraciéon de GSH/GSSG (mmoles/mg de proteina) en
ratas normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perén “Amarillo” (0.1, 1 y 10
mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con
DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Actividad de superoéxido dismutasa mitocondrial (SOD2)

Los valores obtenidos de actividad de la superdxido dismutasa mitocondrial (SOD2)
fueron similares en todos los grupos de ratas de la experimentacion. Estos resultados
indican que la actividad de esta enzima no fue alterada por la diabetes experimental
y la adminsitracion del extracto metandlico de frutos inmaduros de chile perdn
genotipo “Amarillo” no afect6 dicha actividad (Figura 20).

Algunos autores han reportado un incremento en la SOD en ratas diabéticas
(Ramanathan et al., 1999; Gargouri et al., 2017; Mayyas et al., 2017), mientras que
en otras investigaciones se ha demostrado una disminucion de la actividad de esta
enzima en ratas diabéticas (Ramanathan et al., 1999; Balahoroglu et al., 2008; Mora
et al., 2009; Schmatz et al., 2012). Actualmente, se ha demostrado que el aumento o
disminucion de la SOD es debido a la presencia de superdxido y de hierro, que
pueden regular positiva o negativamente la transcripcion del gen Mn-SOD2 (Ichikawa
et al., 1994), el tipo de tejido u 6rgano (Mora, 2009), periodo de tratamiento y dosis
de STZ (Ramanathan et al., 1999), dosis del extracto (Schmatz et al., 2012) y las
isoformas Mn-SOD2 (mitocondrial), CuZn-SOD1(citoplasma) y CuZn- SOD3 (matriz
extracelular) (Asayama y Burr, 1984; Fuijita et al., 2009).
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Figura 20. Actividad de superdxido dismutasa mitocondrial (SOD2) (U/mg de
proteina) en ratas normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el
extracto metandlico de frutos inmaduros de chile peron “Amarillo” (0.1, 1y
10 mg/Kg), a los 60 dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas
con DMSO (0.1%) (N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Estos resultados son similares, a los reportados por Fujita et al. (2009) en
mitocondrias de rifilones de ratas diabéticas (SOD2) y a lo observado al administrar
dosis superiores de extracto acetato de etilo y etandlico en Justicia spicigera (100
mg/Kg), asi como con el extracto hexanico en Eryngium carlinae (30 mg/Kg) y
vitamina C y E (50 y 50 mg/Kg) en mitocondrias de cerebros, rifiones y de ventriculo
izquierdo de corazon de ratas diabéticas (Sadi et al., 2012; Martinez-Mora, 2017;
Garcia-Cerrillo et al., 2018).

Niveles de lipoperoxidaciéon

El mayor nivel de lipoperoxidacion, determinado por el método TBARS, se observo
en ratas diabéticas tratadas con DMSO 0.1% (0.74 nmoles/mg de proteina),
mostrando una diferencia significativa con los valores de todos los demas grupos de
ratas evaluados. En ratas normoglucémicas, el extracto no mostré cambios en los
niveles de lipoperoxidacion y aunque en los grupos diabéticos con las tres dosis,
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tampoco hubo diferencias significativa entre éstos, son menores a los que se
presentaron en las ratas diabéticas sin extracto, disminuyendo hasta niveles de 0.57,
0.52 y 0.51 (nmoles/mg de proteina), respectivamente (Figura 21).
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Figura 21.Niveles de lipoperoxidacion (TBARS nmoles/mg de proteina) en ratas
normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico
de frutos inmaduros de chile peron “Amarillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60
dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%)
(N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Estos resultados son similares a los encontrados cuando se administré a-tocoferol
(400 y 600 mg/Kg), carvacrol (25, 50 y 100 mg/Kg), quercetina mas resveratrol (10 y
30 mg/Kg) y limoneno en ratas diabéticas, ya que ejercieron un efecto sobre la
disminuciéon en los niveles de lipoperoxidacion dependientes de las dosis
administradas (Schmatz et al., 2012; Jamshidi et al., 2018; Bacanli et al., 2017).

Se ha reportado que una disminucion en los niveles de lipoperoxidacion en pacientes
diabéticos tiene un efecto benéfico debido a que disminuye la oxidacién de las
membranas previendo el envejimiento celular prematuro, asi como disminucion en el
contenido de lipoproteinas plasmaticas previniendo la oxidacion de lipidos como
HDL, VLDL y LDL, estos tres ultimos factores, contribuyen a la génesis y
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agravamiento de la aterosclerosis, un aumento de indice aterogénico y finalmente en
complicaciones cardiovasculares (Hernandez et al., 2011).
Niveles de carbonilacion de proteinas

El grupo de ratas normoglucémicas no tratadas con el extracto, mostraron un nivel de
carbonilacion de proteinas de 6.2 (nmoles/mg de proteina), valor que aumenté en el
grupo de ratas diabéticas, alcanzando 8.64 (nmoles/mg de proteina), valores con
diferencias significativas a los presentados con los demas grupos de ratas (Figura
22).

La administracion del extracto metandlico de frutos inmaduros de chile peron
genotipo “Amarillo” de manera significativa disminuyo la carbonilacién de proteinas
tanto en ratas normoglucémicas como diabéticas, tratadas con con las tres dosis. En
ratas diabeticas se obtuvieron valores de 4.6, 2.86 y 2.66 (nmoles/mg de proteina) de
acuerdo a las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg. Los valores mas bajos se presentaron en
las ratas tratadas con 1 y 10 mg/Kg del extracto, con diferencias significativas a los
otros grupos (Figura 22).
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Figura 22.Niveles de carbonilacion de proteinas (nmoles/mg de proteina) en ratas
normoglucémicas (N) y diabéticas (D), tratadas con el extracto metandlico
de frutos inmaduros de chile peron “Amairillo” (0.1, 1 y 10 mg/Kg), a los 60
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dias del tratamiento. Las ratas control fueron tratadas con DMSO (0.1%)
(N+DMSO, D+DMSO). Letras distintas indican diferencias significativas (p
< 0.05, n=5, prueba de Tukey).

Actualmente, se ha demostrado que la oxidacion de proteinas con respecto a la
hiperglucemia esta intimamente involucrada con el aumento en la oxidacién de
proteinas, debido a reacciones de Fenton, Michael y Hopkins, protedlisis, formacion
de proteina-proteina, disminucion de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa y
catalasa), aumento de superoxido y peroxinitrito, y disminucién de o6xido nitrico
(Castillo et al., 2003; Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006; Cortes-Rojo et al.,
2009; Huayta et al., 2013; Salinas et al., 2013; Hecker y Wagner, 2017).

Una de las proteinas que puede sufrir dafio oxidativo en los diabéticos es la insulina,
lo cual provoca cambios quimicos y estructurales en ésta, y como consecuencia, una
pérdida de su funcién biolégica. Tambien se ha demostrado que el tejido adiposo
humano en presencia de insulina oxidada no utiliza la glucosa con la misma
eficiencia que la insulina nativa. Por otra parte, el estrés carbonilico también puede
afectar a los receptores insulinicos y a las moléculas implicadas en la respuesta
celular adecuada a la estimulacion insulinica (Hernandez et al., 2011).

Los niveles en la disminucion de la carbonilacion de proteinas debido al extracto
metandlico de chile peron, es similar a lo reportado en dosis superiores en
mitocondrias de rifion de ratas diabeticas tratadas con piridoindol (10 mg/Kg),
carvacrol (25, 50 y 100 mg/Kg) y con a- tocoferol (400 y 600 mg/Kg) (Schmatz et al.,
2012; Jamshidi et al., 2018; Sakul et al., 2018), lo que demuestra que el extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perén genotipo “Amarillo” ejerce este efecto
debido a los compuestos activos antioxidantes que contiene, principalmente en ratas
diabéticas inducidas con STZ.

Conclusiones

La administracion oral del extracto metandlico de frutos inmaduros de chile peron
genotipo “Amarillo” en ratas diabéticas, promovié un incremento de moléculas
antioxidantes como GSHt y GSH, y una disminucion en GSSG, lo que llevo a
mantener una alta relacién de GSH/GSSG.

En ratas diabéticas tratadas con 10 mg/Kg de este extracto, los niveles de
lipoperoxidaciéon y de carbonilacidon de proteinas presentaron una tendencia a
disminuir, con una reduccion del 31.1% y del 69.2%, respectivamente.

Estos resultados indican que la administracion del extracto metandlico de frutos
inmaduros de chile perén del genotipo “Amarillo”, aumento la actividad antioxidante
tanto en ratas normoglucémicas como en diabéticas, principalmente en la dosis de
10 mg/Kg, sin observar efectos pro-oxidantes durante los 60 dias de tratamiento.
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VII. DISCUSION GENERAL

Con diversos estudios se ha demostrado que los compuestos bioactivos de plantas,
como los polifenoles y el acido ascoérbico (vitmaina C) pueden desempefiar un papel
importante en la reduccion del estrés oxidatante y protegen contra varias
enfermedades, como la diabetes mellitus (Surh y Seoul, 2002; Naidu, 2003; Perera y
Yen, 2007). Las fuentes de estos compuestos en la dieta humana incluyen
principalmente frutas, zumos y extractos de éstos, como ejemplos estan las uvas y

los frutos rojos como fresa, zarzamora, frambuesa y arandanos (Nowak et al., 2018).

Entre los frutos que contienen estos tipos de compuestos y que son ampliamente
consumidos en casi todo el mundo, estan los del género Capsicum, usados como
alimento o aditivos en la industria alimentaria. Algunas de sus especies como los
frutos de C. frutescens, son utilizados para tratar la diabetes mellitus tipo Il y se
relaciona esta propiedad con los compuestos que contienen (Bloque y Langseth,
1994).

En estos frutos, también se ha determinado que la actividad antioxidante varia segun
la especie, la variedad, le genotipo y la madurez de los frutos, ya que esto se
relaciona con la variacion del contenido de los compuestos bioactivos, lo que afecta

sus propiedades medicinales y funcionales (Rodriguez, 2013).

Debido a estos antecedentes y a que no existen investigaciones con los extractos
derivados de frutos de chile péron (C. pubescens), en la presente investigacién se
analizé la relacion de la actividad antioxidante con el contenido de acidos fendlicos,
falvonoides, acido ascorbico, carotenoides y capsaicina, en frutos maduros e

inmaduros de los genotipos “Amarillo” y “Rojo”.

VII.1. Relacion de la actividad antioxidante in vitro con el contenido los
compuestos bioactivos en extractos de frutos de chile perén
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Con la cuantificacion de los principales compuestos activos de los diferentes
extractos de frutos maduros e inmaduros de los genotipos “Amarillo” y “Rojo” de chile
perdn (C. pubescens), se observo la relacion del contenido de éstos con la actividad
antioxidante. El mayor porcentaje de esta propiedad fue observada por el extracto
metanalico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” (Figura 4), el que se relacioné
directamente con un alto contenido de acidos fendlicos, flavonoides y acido

ascorbico, principalmente (Figuras 5y 6).

En diversas investigaciones con frutos de Capsicum o extractos, se ha demostrado
una estrecha relacién de la actividad antioxidante con estos grupos de compuestos.
En los frutos de chile Pimiento, Anaheim, Bell, Caribe, Jalapefio y Serrano (Capsicum
annuum) y algunos genotipos de chile Habanero (C. chinenese), la actividad
antioxidante depende del contenido de los polifenoles, acido ascorbico, carotenoides
y capsaicinoides (Zhang y Hamauzu, 2002; Medina-Juarez et al., 2012; Segura-
Campos et al., 2013). Zhang y Hamauzu (2002) observaron que el color de los frutos
de chile pimiento es esencial para mantener la actividad antioxidante, encontrando
un mayor porcentaje en los cultivares rojos y amarillos. Medina-Juarez et al. (2012)
demostraron que los cultivares Bell y Caribe poseen la mayor actividad antioxidante
debido a su alto contenido en acidos fendlicos, flavonoides y acido ascorbico, lo que
coincide con los resultados de la presente investigacion, por lo que el extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perdn genotipo “Amarillo” fue utilizado para
adminstrarse en ratas con diabetes experimental y evaluar esta alta actividad
antioxidante con un efecto hipoglucémico, protector de dafio renal, funciéon en el

metabolismo de lipidos y sobre el estrés oxidante a nivel mitocondrial.

VIl.2. Efecto del extracto metanodlico de frutos de chile perén genotipo
“Amarillo” en ratas diabéticas

Con la administracién por 60 dias del extracto metandlico de frutos inmaduros de
chile perdn del genotipo “Amarillo” en ratas con diabetes experimental (inducidas con
STZ), se observo un efecto hipoglucémico, principalmente con la dosis de 10 mg/Kg,

sin que hubiera cambios en los niveles de glucosa en ratas normoglucémicas
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tratadas con esta dosis. El extracto (10 mg/Kg) ejercié una disminucién del 40% en la
concentracion de glucosa en las ratas diabéticas, respecto a las que no se les

administré dicho extracto (Figura 9).

Asi mismo, en este mismo grupo de ratas diabéticas tratadas con la dosis de 10
mg/Kg del extracto metanodlico de frutos inmaduros de chile perén del genotipo
“Amairillo”, se observo una disminucién en la concentracion de acido urico, creatinina,
triacilglicéridos, lipidos totales y una ligera ganancia en el peso corporal, como una
tendencia a bajar los niveles de colesterol y colesterol-HDL, pero sin mostrar

cambios en los niveles de urea (Figuras 10, 11, 12, 13, 14 y 15).

Un efecto hipoglucemico por extractos de frutos que contienen compuestos
bioactivos con una alta actividad antioxidante, ha sido observado de manera
experimental y relacionado con una disminucion en marcadores bioquimicos de dafo
renal como los niveles de acido urico, creatinina y parametros lipidicos en suero.
Extractos de frutos de Lycium barbarum con una alta actividad antioxidante,
mostraron este efecto, consiguiendo la disminucion de glucosa, colesterol total,
triacilglicéridos y un aumento en colesterol HDL, en conejos con diabetes inducida
con aloxano, después de 10 dias de tratamiento, indicando un efecto
hipoglucemiante e hipolipidémico (Luo et al., 2004). La dismunucion de estos
parametros es depentiente también de los compuestos bioactivos presentes en
frutos, principalmente flavonoides (Mousavi et al., 2016), acidos fendlicos totales

(Ogueri et al., 2014) y acido ascoérbico (Medina-Juarez et al., 2012).

En ratas Wistar con diabetes inducidas con aloxano, con la admisntracion oral de
extractos metandlicos de frutos de fresa (Fragaria x ananassa) (150 mg/Kg) por 45
dias, se revertid el aumento de los niveles de glucosa, urea, acido Urico y creatinine,
asi como el peso de las ratas. Estos resultados sugieren que de manera similar al
efecto del extracto metandlico de frutos inmaduros de chile perén genotipo “Amarillo”,
el extracot de frutos de fresa tuvo una actividad hipogucémica, debido al contenido

de los compuetos fendlicos (Abdulazees y Ponnusamy, 2016).
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Los efectos hipoglucémicos y sobre la disminucién de parametros de dafio renal y
marcadores lipidicos en ratas diabéticas, no ha sido observado en todos los frutos de
las especies de Capsicum y sobre todo a la dosis con mayor efecto del extracto de
chile perén (10 mg/Kg). Los extractos de frutos de chile Tabasco (C. frutescens) y de
chile Pimiento (C. annuum), han mostrado algunos de estos efectos, pero con dosis
mayores a los 10 mg/Kg (Young-In et al., 2006; Kamon et al., 2009; Earnest et al.,
2013; Chaiyata et al., 2003).

De manera general, el extracto metandlico de frutos inmaduros de chile peréon del
genotipo “Amarillo”, ejerci6 un efecto hipoglucémico, hipotrigliceridémico e

hipolipidémico con 60 dias de tratamiento en ratas diabéticas.

VII.3. Efecto antioxidante del extracto metandlico de frutos de chile perdn
genotipo “Amarillo” en mitocondrias de rindn de ratas diabéticas

En mitocondrias de rifion, de ratas diabéticas tratadas con la dosis de 10 mg/Kg del
extracto de frutos de chile perdn con alta actividad antioxidante e hipoglucémica,
promovié un incremento de las moléculas antioxidantes (GSHt, GSH GSH/GSSG) y
una disminucion de GSSG, asi como una disminucién en los niveles de
lipoperoxidacion y de carbonilacion de proteinas presentando una reduccion del
31.1% y del 69.2%, respectivamente, aunque la actividad de SOD2 no mostro
cambios en su actividad (Figuras 16, 17, 18, 19, 21 y 22).

Debido a que las mitocondrias son el reservorio de energia de las células, un dafo
en la mitocondria daria como resultado la reduccion de la produccion de energia, lo
que conduciria a la muerte celular (Sohal y Dubey, 1994). En un panorma de
desequilibirio en el estrés oxidante, las especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno
llevan a la reduccién de las actividades del mecanismo de defensa antioxidante,
disminuyendo los niveles de moléculas antioxidantes como GSHt, GSH y la relacién
GSH/GSSG, aumentando el contenido de GSSG vy los niveles de lipoperoxidacion y

de carbonilacién de proteinas.
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En el presente estudio, el extracto metandlico de los frutos inmaduros del genotipo
“Amarillo” de chile perén, debido al contenido de acidos fendlicos, flavonoides y acido
ascorbico, posee una alta actividad antioxidante e hipoglucémica. El efecto en
disminuir el contenido de glucosa en sangre, sugiere una disminucién en mitocondria,
lo que llevaria a inhibir o reducir los principales mecanismos del estrés oxidantes
como la via de polioles, via de hexosaminas, la formacién de AGE vy la activacién de
PKC, desarrollandose un equilibio entre antioxidantes y pro-oxidantes o capturando
radicales libres y, por lo tanto, un decremento en los niveles de estrés oxidante (Villa-
Caballero et al., 2000; Diaz-Flores et al., 2004; Altamirano et al., 2011; Salinas et al.,
2013) (Figura 23).
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Figura 23.Mecanismo de accién propuesto de los antioxidantes del extracto
metandlico de frutos inmaduros de chile perén genotipo “Amarillo”,
elaborado de acuerdo a los resultados obtenidos con la administracion de
10 mg/Kg en ratas daibéticas y a la funcion descrita para antioxidantes
exogenos de origen vegetal, en condiciones de diabetes mellitus.

Esto se demostroé con el aumento de moléculas antioxidanes como GSt, GSH y la

relacion GSH/GSSG, por lo que el extracto bajo estudio ejercié una mayor actividad

antioxidante enzimatica mitocondrial, disminuyendo los niveles de lipidos en suero

(lipidemia), la peroxidacion lipidica y la carbonilacion de proteinas, en ratas

diabéticas (Figura 23).
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

El extracto metandlico de los frutos inmaduros de chile perdon del genotipo “Amarillo”
presentd la mayor actividad antioxidante y se relacion6 directamente con un alto
contenido de flavonoides, acidos fenodlicos y acido ascérbico. Esta actividad es
dependiente del contenido de los compuestos bioactivos, los que varian segun el

genotipo y la etapa de maduracion.

El extracto metandlico de frutos inmaduros del genotipo “Amarillo” de C. pubescens,
tuvo un efecto hipoglucémico, hipotrigliceridémico e hipolipidémico, ejerciendo un

efecto protector al dano renal, en ratas diabéticas.
En mitocondrias de rindn de ratas diabéticas, este extracto incrementd el contenido

de moléculas antioxidantes (GSHt y GSH) y la relacion de GSH/GSSG, sin mostrar

un efecto pro-oxidante, a los 60 dias del tratamiento.
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IX. PERSPECTIVAS

1) Determinar el o los compuestos responsables de la actividad hipoglucémica,
hipotrigliceridémica e hipolipidémica, del extracto metandlico de frutos

inmaduros de chile peron del genotipo “Amarillo”.
2) Esclarecer los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en el efecto

hipoglucémico, hipotrigliceridémico e hipolipidémico, que ejerce el extracto antes

mencionado.
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XI. ANEXOS
Anexo 1. Curva de concentraciéon inhibitoria 1Cso del extracto metandlico del chile

perén inmaduro del genotipo amarillo por el método ABTS (a), DPPH (b) y
TAC (c) en mg/mL.
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Anexo 2. Curva de calibraciéon de acido galico (umoles/mg peso fresco) (A=725 nm)
(a); curva de calibracion de quercetina (umoles/mg peso fresco) (A=415
nm) (b); curva de calibracion de acido ascérbico (umoles/mg peso fresco)
(A=264 nm) (c); curva de calibraciéon de capsaicina (umoles/mg peso
fresco) (A=286 nm) (d).
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