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1. Resumen

La diabetes mellitus (DM) se describe como un trastorno metabolico de miitiples etiologias
caracterizado por hiperglucemia cronica, resultante de defectos en la secrecion o accion de
la insulina, o ambos, lo que conduce a anormalidades en el metabolismo de hidratos de
carbono, lipidos y proteinas y un aumento en el estrés oxidante. Como resultado, da lugar al
desarrollo de sus complicaciones y el deterioro de diversos 6rganos, incluidos los
pulmones, ya que provoca insuficiencia pulmonar y agrava la condicién diabética. La
incidencia de la DM crece de manera acelerada, lo que aumenta la necesidad de encontrar
nuevas alternativas de tratamientos mas efectivos y seguros que las que se encuentran hoy
en dia en el mercado. Una alternativa es el uso de plantas medicinales debido a que hay
diversos estudios que muestran un efecto terapéutico para distintos padecimientos.
Potentilla indica (P. indica), conocida cominmente como “fresa de la India”, se ha
utilizado en Asia en la medicina tradicional para el tratamiento de la lepra, la inflamacion,
hipoglucemiante, antioxidante y anticancerigeno. Por lo anterior, fue de interés evaluar el
efecto del consumo del extracto metandlico del fruto de P. indica. Este trabajo plantea que
el fruto de P. indica presenta actividad antioxidante y que puede disminuir las
complicaciones de la DM provocadas en los pulmones. Para comprobarlo, se evalué el
efecto del consumo del extracto metanolico del fruto de P. indica en ratas diabéticas
cuando se administré via oral (VO) y via nasal (VN) a una concentracion de 25mg/kg de
peso durante 30 dias. Se cuantifico el contenido de &cidos fenolicos y flavonoides y se
evalub el efecto antioxidante in vitro. Al terminar el tratamiento, las ratas fueron
sacrificadas, se recolectd la sangre para la cuantificacion de los niveles de glucosa, lipidos
(colesterol y triacilglicéridos) y determinar los niveles de lipoperoxidacion en suero. Se
obtuvieron las mitocondrias de pulmén para evaluar la actividad de los complejos
respiratorios mitocondriales, determinar los niveles de lipoperoxidacion y la actividad de
las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx). Los resultados in
vitro mostraron un elevado contenido de acidos fendlicos y flavonoides y una elevada
actividad antioxidante. Los resultados in vivo de la administracion del extracto metandlico

del fruto de P. indica en ratas diabéticas, mostraron que no tiene efecto hipoglucémico e



hipolipemiante al ser administrado VO y VN. En cuanto a la actividad de los complejos
respiratorios mitocondriales 1, II, Il y IV, presentd una tendencia a mejorar su actividad
cuando se administr6 VO y VN. En cuanto a la actividad antioxidante, el extracto tuvo un
efecto significativo al reducir la lipoperoxidacién en suero y mitocondrias de pulmén,
ademés mostré una tendencia a aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y
GPx. En conclusion, se considera que la administracion VO y VN del extracto metandlico
del fruto de P. indica, no controla la hiperglucemia ni el perfil de lipidos, pero reduce el

dafio oxidativo provocado por la diabetes.

Palabras clave: Diabétes mellitus, Planta medicinal, Actividad bioldgica, Estrés oxidante,

Antioxidante.



2. Abstract

Diabetes mellitus (DM) is described as a metabolic disorder of multiple etiologies
characterized by chronic hyperglycemia, resulting from defects in the secretion or action of
insulin, or both, which leads to abnormalities in the metabolism of carbohydrates, lipids
and proteins and an increase in oxidative stress, which leads to the development of its
complications and the deterioration of various organs, including the Ilungs, causing
pulmonary insufficiency, which aggravates the diabetic condition. The incidence of DM
grows rapidly, which increases the need to find new treatment alternatives more effective
and safe than those found on the market today. An alternative is the use of medicinal plants
as treatment because there are several studies carried out on plants that show a therapeutic
effect for different conditions. Potentilla indica (P. indica), commonly known as
"strawberry from India", has been used in traditional medicine in Asia for the treatment of
leprosy, inflammation, hypoglycaemia, antioxidant and anticancer. Therefore, it was of
interest to evaluate the effect of the consumption of the methanolic extract of the P. indica
fruit. This work suggests that the fruit of P. indica presents antioxidant activity and that it
can reduce the complications of DM caused in the lungs. To verify this, the effect of
consumption of the methanolic extract of the fruit of P. indica in diabetic rats was
evaluated when administered orally (VO) and nasally (VN) at a concentration of 25mg / kg
of weight for 30 days. The content of phenolic acids and flavonoids was quantified and the
antioxidant effect was evaluated in vitro. At the end of the treatment, the rats were
sacrificed, the blood was collected for the quantification of the levels of glucose, lipids
(cholesterol and triacylglycerides) and to determine the levels of lipoperoxidation in serum
and the Ilung mitochondria were obtained to evaluate the activity of the complexes.
Mitochondrial Respiratory, determine the levels of lipoperoxidation in lung mitochondria
and the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPx). The in vitro results showed a high content of phenolic acids and flavonoids and a
high antioxidant activity. The in vivo results showed that it has no hypoglycemic and lipid-
lowering effect when VO and VN are administered to diabetic rats. As for the activity of
the mitochondrial respiratory complexes 1, 11, 11l and 1V, it showed a tendency to improve
its activity when VO and VN were administered. Regarding antioxidant activity, the extract

had a significant effect in reducing lipoperoxidation in serum and lung mitochondria, and
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showed a tendency to increase the activity of antioxidant enzymes SOD and GPx. In
conclusion, it is considered that the VO and VN administration of the methanolic extract of
the P. indica fruit does not control the hyperglycemia and neither improves the lipid profile,
but reduces the oxidative damage caused by diabetes.

Key words: Diabétes mellitus, Medicinal plant, Biological activity, Oxidant stress,

Antioxidant.



3. Introduccioén

3.1Diabetes mellitus (DM)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que en el 2014 la prevalencia mundial
de DM fue del 9% entre los adultos mayores de 18 afios, lo que equivale a 422 millones de
personas. En el 2012 se calculd que fallecieron 1.5 millones de personas como
consecuencia directa de la DM. Mas del 80% de las muertes por DM, se registra en paises
de ingresos bajos y medios y se estima que la DM sera la séptima causa de mortalidad en
2030. En México, en el 2016, se identificaron 13.2 millones de adultos diagnosticados con
DM lo que equivale al 10.4% de la poblacién adulta (OMS, 2016).

La DM se describe como un trastorno metabolico de miltiples etiologias caracterizado por
hiperglucemia cronica resultante de defectos en la secrecion o accion de la insulina, o
ambos, lo que conduce a anormalidades en el metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y
proteinas. La hiperglucemia cronica se asocia con dafio, disfuncion e insuficiencia de los
diferentes 6rganos, especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazon, vasos sanguineos
entre otros. Los sintomas de la hiperglucemia marcada incluyen poliuria, polidipsia, pérdida
de peso, a veces con polifagia y vision borrosa; ademas, al deterioro del crecimiento y la
susceptibilidad a ciertas infecciones (American Diabetes Association, 2014). Las causas de
la DM son varias, incluidos los factores genéticos y ambientales. La secrecion de insulina
insuficiente puede ocurrir en asociacion con la destruccion de las células B de los islotes
pancreaticos o por disfuncién dentro de las propias células B pancreaticas, disminucion en

el suministro de insulina y disminucion de la sensibilidad a la insulina (Seino et al., 2010).

3.1.1 Clasificacion de la DM

e DM tipo 1: Representa solo el 5-10% de las personas con DM, frecuente en jovenes
(American Diabetes Association, 2014). Es causada por la deficiencia de insulina
debido a la destruccion de las células 3 pancreaticas principalmente a través de una

reaccién autoinmune, que a su vez se activa por diferentes factores que pueden ser



hereditarios (como el antigeno leucocitario humano (HLA)) o ambientales (Seino et
al., 2010). Los marcadores de la destruccion inmune de la célula B incluyen
autoanticuerpos de células de los islotes, los autoanticuerpos a la insulina,
autoanticuerpos frente a GAD (GAD65) y autoanticuerpos frente a las tirosinas
fosfatasas 1A-2 y IA-2B (American Diabetes Association, 2014).

DM tipo 2: Representa 90-95% de las personas con diabetes, frecuente en adultos
(American Diabetes Association, 2014). Se desarrolla en asociacion con mltiples
factores genéticos que conducen a una disminucion de la secrecion de insulina o
resistencia a la insulina aumentada por los habitos de estilo de vida, como comer en
exceso (dieta especial rica en grasas), la falta de ejercicio y la obesidad resultante,
como los factores ambientales y los resultados en la accion de la insulina
insuficiente (Seino et al., 2010).

DM gestacional: Trastorno del metabolismo de la glucosa que se desarrolla durante
el embarazo (Seino et al., 2010) y que en la mayoria de los casos se resuelve
después del embarazo. El incremento de mujeres con obesidad y DM en edad fértil,
ha aumentado el nimero de mujeres embarazadas con DM tipo 2 no diagnosticadas.
(American Diabetes Association, 2014).

Otros tipos especificos de diabetes:

Defectos genéticos de las células 3: se caracterizan frecuentemente por la aparicion
de hiperglucemia en una edad temprana (generalmente antes de la edad de 25 afios)
y alteracion de la secrecion de insulina con un minimo o sin defectos en la accion de
la insulina. Se hereda con un patron autosémico dominante, la forma mas comun se
asocia con mutaciones en el cromosoma 12 en un factor de transcripcion hepatica se
hace referencia como factor nuclear de hepatocitos. Otra forma es la relacionada
con mutaciones en el gen de la glucocinasa (GC) en el cromosoma 7p y repercute en
una molécula de GC defectuosa. La GC convierte la glucosa en glucosa-6-fosfato, a
su vez, estimula la secrecion de insulina por las celulas 3 (American Diabetes
Association, 2014).

Defectos genéticos en la accion de la insulina: hay causas poco comunes de la DM
que resultan de anomalias en la accion de la insulina determinadas genéticamente.

Las anormalidades metabdlicas asociadas con mutaciones del receptor de la insulina



pueden variar a hiperinsulinemia o hiperglucemia modesta para la DM severa
(American Diabetes Association, 2014).

- Enfermedades del pancreas exocrino: cualquier proceso que dafia de forma difusa el
pancreas puede provocar DM. Procesos adquiridos incluyen pancreatitis, trauma,
infeccion, pancreatectomia, y el carcinoma de pancreas. Con la excepcién de la
causada por el cancer, pueden producir DM. La fibrosis quistica y la
hemocromatosis también puede dafiar las células B y afectar la secrecion de insulina
(American Diabetes Association, 2014).

- Endocrinopatias: varias hormonas (cortisol, glucagon, epinefrina), antagonizan la
accion de insulina. Las cantidades excesivas de estas hormonas, produce
acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma, respectivamente, pueden causar
diabetes. Esto ocurre generalmente en individuos con defectos preexistentes en la
secrecion de insulina, hiperglucemia y tipicamente se resuelve cuando el exceso de
la hormona se ha resuelto (American Diabetes Association, 2014).

- Farmacos y quimicos inducen DM: muchos medicamentos pueden daflar la
secrecién de insulina. Estos medicamentos no pueden causar la diabetes por si
mismas, pero que pueden desencadenar la diabetes en individuos con resistencia a la
insulina. Ciertas toxinas tales como Vacor (un veneno para ratas) y pentamidina
intravenosa  pueden  destruir  permanentemente  células B pancredticas, tales
reacciones a farmacos son raras. También hay muchos farmacos y hormonas que
pueden afectar la accion de la insulina como el &cido nicotinico y los

glucocorticoides (American Diabetes Association, 2014).

3.2 Complicaciones de la DM

Las complicaciones de la DM se clasifican en macrovasculares y microvasculares, y se

presentan en la mayoria de las personas afectadas por la DM tipo 1y tipo 2.

3.2.1 Complicaciones macrovasculares



Entre las complicaciones macrovasculares que presentan las personas afectadas por la DM
se encuentran la enfermedad arterial coronaria, la enfermedad arterial periférica y el
accidente cerebrovascular. En los pacientes diabéticos se incrementa considerablemente la
viscosidad del plasma y se cree que promueven la formacion de arteriosclerosis y trombosis
en los vasos sanguineos ademas del acompafiamiento de dislipidemias asociadas a

enfermedades cardiovasculares (Goutos et al., 2015).

3.2.1.1 Arterioesclerosis

Es una enfermedad que afecta inicialmente a la tanica intima de las arterias de distribucion,
con dafio endotelial e inflamaciébn y que se caracteriza por depositos de lipidos y
proliferacién de tejido fibroso, con capacidad para la obstruccion de la luz del vaso, ya sea
por crecimiento de la placa o por ruptura y trombosis (Forbes y Cooper, 2013). Es méas
frecuente en los pacientes que cursan DM con factores subyacentes que contribuyen con
anomalias relacionadas en la pared del vaso, las células o factores circulantes y el flujo
sanguineo. En la pared del vaso hay un aumento de la glucosilacion no enzimatica de las
lipoproteinas, lo que conduce a la acumulacion de ésteres de colesterol en los macrofagos;
las lipoproteinas modificadas provocan la formacion de autoanticuerpos y complejos
autoinmunes, los cuales activan el endotelio y células de misculo liso contribuyendo a la
formacion de placas de ateroma acelerado (Goutos et al., 2015). En el caso de las células
circulantes, las plaquetas, se caracterizan por ser deformes y la reduccion en la adhesion y
agregacion. Ademas, los eritrocitos son mas propensos a estrés oxidante el cual contribuye
a la reduccion de la vida celular y su disminucion de la afinidad por el oxigeno limitando

asi el suministro de oxigeno a los tejidos (Goutos et al., 2015).

3.2.1.2 Dislipidemias

Es la alteraciobn de la concentracion normal de lipidos en la sangre, principalmente
colesterol y triacilglicéridos. Esto incrementa el riesgo de la enfermedad cardiovascular

como principal causa de mortalidad y de lesion organica funcional en el pancreas y otros



organos. En la dislipidemia diabética se encuentran niveles elevados de triacilglicéridos
(TAG) con valores mayores de 150 mg/dL en plasma, baja concentracion de colesterol en
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) con valores menores de 40 mg/dL, aumento de
particulas de colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) y excesiva
lipemia postprandial (Taskinen, 2003). Esto se debe a la alteracion del metabolismo de los
lipidos causado por la deficiencia de insulina que provoca un déficit de la actividad de la
lipoproteina lipasa (LPL), por lo que disminuye la hidrolisis de TAG de los quilomicrones
y de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), por lo tanto, no hay liberacién de
éstos hacia el tejido muscular y adiposo. Ademas, se aumenta la lip6lisis en los adipocitos y
produce una elevacion de los niveles de TAG séricos, trayendo como consecuencia una
disminucion de los niveles del colesterol HDL (C-HDL) (Maldonado et al., 2012).

3.2.2 Complicaciones microvasculares

Las complicaciones microvasculares diabéticas son causadas por la exposicion prolongada
a altos niveles de glucosa (Goutos et al., 2015). El grado de dafio a los tejidos diabéticos
también esta influenciado por determinantes genéticos de susceptibilidad individual v,
como con la arteriosclerosis, por la presencia de los factores de aceleracion independientes,
tales como la hipertension y la dislipidemia (Giacco y Brownlee, 2010). Las
complicaciones microvasculares mas frecuentes que se presentan en las personas con DM

son la nefropatia, la retinopatia, la neuropatia periférica y la microangiopatia pulmonar.

3.2.2.1 Nefropatia diabética

Es una de las complicaciones microvasculares mas severas y la principal causa de falla
renal terminal. Se caracteriza por el desarrollo de proteinuria con una subsiguiente
disminucién de la tasa de filtracion glomerular y evoluciona durante un largo periodo de
tiempo. Presenta alteraciones hemodindmicas, como el aumento en la tasa de filtracion
glomerular debido al incrementado flujo de plasma y la presion capilar glomerular, asi

como la hiperplasia e hipertrofia (Forbes y Cooper, 2013).



3.2.2.2 Retinopatia diabética

Se caracteriza por un espectro de lesiones en la retina y es la principal causa de ceguera
entre los adultos de 20-74 afios. Hay cambios en la permeabilidad vascular, micro
aneurismas capilares, degeneracion capilar, y la formacién excesiva de nuevos vasos
sanguineos (neo vascularizacion). La retina neural también es disfuncional con la muerte de
algunas células, lo que altera la electrofisiologia de la retina y resulta en una incapacidad
para discriminar entre colores. Clinicamente, la retinopatia diabética se separa en fases de
la enfermedad no proliferativos y proliferativas. En las primeras etapas, la hiperglucemia
puede conducir a la muerte de pericitos intramurales y engrosamiento de la membrana
basal, que contribuyen a los cambios en la integridad de los vasos sanguineos en la retina,
la alteracion de la barrera hemato retiniana y la permeabilidad vascular. La retinopatia
diabética se desarrolla durante muchos afios, y casi todos los pacientes con diabetes tipo 1 y
la mayoria de la DM tipo 2, presentan algunas lesiones en la retina después de 20 afios de
enfermedad. Por otra parte, mientras que en la diabetes tipo 1 la principal amenaza de la
vision de la retina parece ser la retinopatia proliferativa, en la DM tipo 2 existe una mayor

incidencia de edema macular (Forbes y Cooper, 2013).

3.2.2.3 Neuropatia diabética

Es un sindrome que abarca tanto las divisiones somaticas y autondémicas del sistema
nervioso periférico. Se ha reconocido que el dafio a la médula espinal y el sistema nervioso
central superior también puede ocurrir y que la neuropatia es un factor importante en la
alteracion de la cicatrizacion de heridas, disfuncion eréctil y disfuncion cardiovascular
vistos en la DM. Clinicamente se caracteriza por el desarrollo de anormalidades vasculares,
tales como engrosamiento de la membrana basal de los capilares y la hiperplasia endotelial
con disminucién posterior en la tension de oxigeno y la hipoxia. La neuropatia avanzada,
debido al deterioro de las fibras nerviosas, se caracteriza por alteraciones de la sensibilidad
a las vibraciones, umbrales térmicos y progresa a la pérdida de percepcion sensorial (Forbes
y Cooper, 2013).
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3.2.2.4 Microangiopatia pulmonar diabética

La microangiopatia pulmonar diabética se desencadena por la hiperglucemia y el estrés
oxidante presentes en la DM. Se caracteriza por un engrosamiento de las paredes alveolares
debido al aumento en el coldgeno, elastina, y engrosamiento de la lamina basal, lo que
conduce a una reduccion en la elasticidad del tejido pulmonar, ademas de un engrosamiento
de la lamina basal capilar (la proliferacion de fibroblastos) y aumento de la densidad de
microvasos endoteliales acompafiado de una inflacién crénica de bajo grado y la neuropatia
autondmica involucrada con los misculos respiratorios, provocando una insuficiencia

pulmonar (Klein et al., 2010).

3.3Pulmén y la DM

3.3.1 Pulmon

Los pulmones son un par de drganos de forma conica que ocupan la mayor parte de la
cavidad torécica, los cuales tienen la funcion de llevar a cabo el intercambio de gases entre
la atmdsfera y la sangre, la regulacion del equilibrio &cido-base, la proteccion frente a
patdgenos, la desintoxicacion y funciones metabdlicas diversas, como las relacionadas con
el metabolismo lipidico, la sintesis de novo de &cidos grasos y la oxidacion, la esterificacion
de lipidos, la hidrdlisis de enlaces acido-éster, la hidrolisis de lipoproteinas, la sintesis de
fosfatidilcolina, la sintesis y secrecion de prostaglandinas (Alvarado y Arce, 2016). En los
adultos, el peso del pulmén representa alrededor del 1.5% del peso corporal (1 kg en un
adulto de 70 kg), el tejido pulmonar supone el 60% de ese peso y la sangre que contiene,
ocupa el resto. Los pulmones estan divididos en lobulos. ElI pulmén derecho tiene tres
I6bulos: superior, medio e inferior y el izquierdo dos: medio e inferior. Ademas, estan
constituidos por el arbol bronquial y el arbol vascular, ambos estan rodeados de tejido
conjuntivo elastico. La parte superior del pulmén se llama Vértice, se eleva en la base del

cuello, unos 2.5 cm por encima de la clavicula, la parte inferior se llama base, es cdncava y
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esta en contacto con la cara superior del diafragma. En la cara mediastinica de cada pulmon
se encuentra un orificio (hilio) por donde penetran los bronquios, las arterias y las venas
pulmonares. Las siguientes divisiones de los bronquiolos terminales dan lugar a la zona
respiratoria, donde se lleva a cabo el intercambio de gases. La unidad respiratoria terminal
esta formada por el bronquiolo respiratorio, el conducto alveolar, el saco alveolar y los
alveolos, los vasos arteriales y venosos que perfunden y drenan la sangre de esa zona. Los
elementos bésicos de la unidad respiratoria terminal son los alveolos, que en el pulmon
humano existen 300 millones. Los alveolos estan formados por una Unica y delgada capa de
células epiteliales llamadas neumocitos. Hay dos tipos de neumocitos: los de tipo 1 o
epiteliales que son muy aplanados y los gases difunden rapidamente a través de ellos. Los
de tipo 2 o granulares, encargados de sintetizar el surfactante pulmonar, el cual se mezcla
con la pelicula de liquido que tapiza a los alveolos permitiendo la expansion de los
pulmones durante la respiracion y confiere estabilidad a la estructura de los alveolos. Otro
tipo de células encontradas en la superficie epitelial son los macréfagos alveolares que
protegen a los pulmones frente a patdgenos u otras particulas extrafias que se depositen en
el interior de estos. La circulacion pulmonar se inicia en la arteria pulmonar que transporta
sangre pobre de oxigeno procedente del ventriculo derecho, esta arteria se bifurca en dos
ramas, derecha e izquierda, que se dirigen a cada pulmén y se ramifican siguiendo el arbol
bronquial hasta formar capilares muy finos que cubre el 80-90% de la superficie alveolar,
donde se oxigena la sangre (Fig. 1). Ya oxigenada la sangre retorna al ventriculo izquierdo

a través de las venas pulmonares (Gal y Lopez, 2007).
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Figura 1. Estructura de los alveolos. Tomada de Gal y Lopez (2007).

Cada pulmén esta contenido en un saco de doble pared denominado pleura. La pleura es
una membrana serosa compuesta por dos hojas: hoja visceral, intimamente unida a la
superficie del pulmén y la hoja parietal, adherida a las paredes del térax y a la cara superior
del diafragma. Estas hojas o membranas estan formadas por un mesotelio con micro
vellosidades situado sobre una membrana basal que descansa sobre varias capas de tejido
conjuntivo elastico y numerosos capilares. Entre ambas hojas se encuentra el liquido
pleural, actGa como lubricante para que los pulmones puedan deslizarse sobre la pared

toracica y mantenerlos unidos a ésta (Gal y Lopez, 2007).

3.3.2 Transportadores de glucosa

El epitelio pulmonar cuenta con distintos transportadores de glucosa, debido a que las
células pulmonares prefieren la oxidacion glucosa para llevar a cabo sus funciones
metabdlicas y fisiologicas (Kalsi et al., 2008). La glucosa, de manera general, se transfiere
a través de las membranas celulares y las barreras de tejido por un proceso de transporte
saturable especfifico que involucra a miembros de dos clases diferentes de transportadores
de glucosa, transportadores de glucosa independientes de sodio (transporte facilitado;

GLUT) vy los transportadores de glucosa dependientes de sodio (transporte activo; SGLT).
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Cada uno con diferentes propiedades cinéticas. La mayoria de las células expresan una
variedad de transportadores de glucosa y el patron de expresion en diferentes tejidos se
relaciona con las necesidades metabdlicas especificas (Shah et al., 2012). Todos los
transportadores de membrana que median la transferencia de solutos desde el espacio
extracelular hacia el citosol (0 viceversa) comparten varias caracteristicas: a) Especificidad:
en general, cada transportador es especifico para una sola sustancia 0 un grupo muy
emparentado de éstas. b) Saturacion: la capacidad de transporte puede alcanzar un maximo
cuando todos los sitios de union para el soluto a transportar estan ocupados y c)
Competicion: ocurre cuando mas de una sustancia es capaz de ser transportada por el
sistema transportador, la que se encuentre en mayor concentracion, serd preferentemente
transportada (Bermudez et al., 2007).

3.3.2.1 Transportadores de glucosa en pulmén

La captacion de glucosa por las células pulmonares se estudio en 1981 por Kerr et al.,
usando analogos no metabolizables, la 2-desoxiglucosa y la 3-O-metil-glucosa. Ambos
compuestos son transportados por difusion facilitada. Ademas, fueron recuperados del
tejido pulmonar cuando se afiadieron al liquido de perfusion de pulmones aislados de ratas.
En 1988, Basset et al., usaron el alfa-metilglucésido, que es transportado por difusion
activa dependiente de sodio. Obtuvieron como resultado una acumulacion en el tejido
pulmonar, lo que sugirid la presencia de transporte activo en algun lugar del pulmén. Para
demostrar la presencia de transporte activo, se usd un inhibidor especifico para SGLT y se
obtuvo una disminucion en la depuracién del alfa-metilglucésido. Ademés, se localizd la
acumulacion del alfa-metilglucésido en el revestimiento de la capa de lumen en las células
de la traquea de rata y oveja. Estos experimentos sugirieron que las células epiteliales de los
espacios alveolares y las vias respiratorias poseen transportadores SGLT (Prost y Saumon,
2007). Existen estos transportadores independientes de insulina Glut2 y Glutl0 en las
membranas apical y basolateral de las células epiteliales del pulmon, también se encuentran
presentes en las células epiteliales de biopsias bronquiales en humanos (Kalsi et al., 2008).
La presencia de estos transportadores hace inferir que los elevados niveles de glucosa

presentes en la DM favorecen la disfuncion pulmonar, a través de la glucosilacion de
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proteinas, la inflamacion y el estrés oxidante, debido a que exhibe una captacion de glucosa

independiente de insulina.
3.3.3 Complicaciones pulmonares causadas por DM

Hay cada vez mas pruebas que muestran que los pulmones son también uno de los dérganos
blanco para la microangiopatia diabética en pacientes con DM tipo 1 o tipo 2 (Hong et al.,
2016), debido a la gran red capilar alveolar pulmonar, que es una unidad microvascular
grande y que puede verse afectada por la microangiopatia, teniendo en cuenta el impacto de
la DM en la retinopatia y la nefropatia. La hiperglucemia cronica conduce a la
glucosilacion de proteinas de suero y de tejidos y a la formacion de productos finales de
glucosilacién avanzada. Después de su deposicion en los tejidos, las proteinas glucosiladas
tienen efectos proinflamatorios (Klein et al., 2010). Ademas, la hiperglucemia produce el
aumento de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a (factor de necrosis tumoral ),
interleucina-13  (IL-1pB), 1L-6, I1L-8 y IL-18, promoviendo el estado procoagulante y el
aumento de moléculas de adhesién de leucocitos (Honiden y Gong, 2009), lo que lleva a

complicaciones microangiopéaticas y a la dislipidemia diabética.

La enfermedad pulmonar asociada con la DM, incluye una predisposicion a las infecciones
y a la enfermedad pulmonar obstructiva crénica como la neumonia, el asma, la fibrosis
pulmonar y la tuberculosis pulmonar, asi como sufrir alteraciones en la respiracion durante
el sueflo. Ademés, se ha informado que la incidencia de muerte debido a enfermedades
pulmonares en los pacientes diabéticos japoneses es 50% mayor (Hong et al., 2016). En
México, en el 2012 se reportd una incidencia de tuberculosis de 23 por cada 100,000
habitantes y se concluyd que mas del 10% de los pacientes infectados con tuberculosis
padecia DM; ademas el riesgo de las complicaciones se triplica en comparacion con un

paciente normoglucémico (Delgado-Sanchez et al., 2015).

Cuando se compara con sujetos sanos, los pacientes con DM tipo 1 o tipo 2, tienen un
mayor riesgo de infecciones de las vias respiratorias y el riesgo aumenta con la aparicion
repetida de las infecciones comunes. Ademés, de que estos pacientes tienen una
disminucién significativa en muchos pardmetros como reduccién de la capacidad vital, el

flujo espiratorio medio, el volumen residual de la respiracidn, la capacidad pulmonar total
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(TLC), la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen respiratorio forzado en un segundo
(FEV1) (Hong et al., 2016). Los estudios que evallan la fisiopatologia de la insuficiencia
pulmonar en la DM, identificaron varios mecanismos potenciales: la microangiopatia de los
capilares alveolares y arteriolas pulmonares, la inflamacion crénica de bajo grado y la
neuropatia autonémica que involucra los masculos respiratorios, también la pérdida de
retroceso elastico secundario y la glucosilacion de colageno del parénquima pulmonar y la
hipoxia (Klein et al. 2010). Ademas, el estrés oxidante, la glucosilacion no enzimética de
proteinas y la via de los polioles (Hong et al., 2016). Las especies reactivas del oxigeno
(ERO) vy las especies reactivas del nitrdgeno (ERN), no pueden ser neutralizadas por los
antioxidantes, dafian &cidos nucleicos, lipidos y proteinas del pulmén y hay evidencia de
que la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) disminuye en pulmon, mientras

que el contenido de Oxido nitrico (NO) y malondialdehido (MDA), se incrementaron

significativamente. EI NO y el anién superéxido (O,") pueden reaccionar simultaneamente

para producir peroxinitrito (ONOO’), el cual es perjudicial. La presencia de altas
concentraciones de NO en el pulmén diabético, sugiere que la produccion de peroxinitrito
esta relacionada con el dafio al pulmon. Ademés, la glucosilacion no enzimatica es
acelerada por el estrés oxidante, lo que conlleva a un grupo heterogéneo de proteinas
modificadas, lipidos y &cidos nucleicos derivados de la hiperglucemia intracelular a través
de una reaccidn no enzimatica, la de Maillard, la cual puede presentar cambios en las
propiedades celulares de los tejidos repercutiendo en las funciones bioldgicas de las

proteinas del pulmon (Hong et al., 2016).

3.4 La DM vy el estrés oxidante

La hiperglucemia estimula la generacién de ERO a través de diferentes fuentes, tales como
la fosforilacion oxidativa, auto-oxidacion de la glucosa, la nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato reducido oxidasa (NOX), la via de los polioles, entre otras. La
generacion del O, por las mitocondrias disfuncionales en la DM, se ha postulado, como el

evento iniciador primario en el desarrollo de las complicaciones diabéticas. Dentro de las

mitocondrias, mas del 90% de oxigeno en los seres humanos, se metaboliza durante la
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fosforilacion oxidativa, los metabolitos de la glucosa y otros combustibles que donan
electrones para reducir el oxigeno molecular, dando como resultado la generacion de
adenosin trifosfato (ATP). A pesar de ser un proceso altamente regulado, del 2-4% del
oxigeno, se reduce s6lo parcialmente a O,’, en lugar de totalmente a agua por las enzimas
antioxidantes residentes en condiciones fisioldgicas. Hay dos sitios principales en donde
una fuga de electrones puede ocurrir para producir O, dentro de las mitocondrias, en la
NADH deshidrogenasa (complejo I) y en la interfaz entre la coenzima Q (CoQ) y complejo
I1l. Por lo tanto, en base a estudios in vitro, se ha planteado la hipétesis de que el exceso de
produccion de O, es a través del colapso prematuro de la potencial de membrana
mitocondrial de modo que la fuga de electrones va a formar O,  y posteriormente perdxido
de hidrogeno (H202) en lugar de la produccion de ATP. Ademds, se ha reportado que las
ERO liberadas por la mitocondria afectan muchos sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos dando lugar al estrés oxidante (Forbes y Cooper, 2013). Las ERO oxidan y
alteran la estructura y funcion de las proteinas, lipidos y el &cido desoxirribonucleico
(ADN) (Soriano, 2013). Algunos tejidos susceptibles al dafio por las ERO, son el tejido
nervioso, cardiaco, hepatico, renal y pulmonar (Ptilovanciv et al., 2013), debido a que

exhiben la captacion de glucosa independiente de insulina (Karim et al., 2012).

3.4.1 Lipoperoxidacion en la DM

La lipoperoxidacion es una consecuencia natural de los procesos metabdlicos en la célula,
que ocurre en plantas y animales. La peroxidacion de lipidos involucra reacciones de
iniciacion, propagacion y término. El estrés oxidante es responsable de la peroxidacion de
lipidos y se inicia cuando una especie reactiva generalmente el radical hidroxilo (OH),
toma un hidrogeno de las cadenas de acilo de un acido graso poliinsaturado de los
fosfolipidos y triacilglicéridos (TAG) de las membranas celulares o de las lipoproteinas,
formando asi un radical lipidico (Saldafia-Balmori et al., 2003). En la DM, la elevada
generacién del O, por las mitocondrias disfuncionales, conduce a una elevacion del H,O, a
traves de la accion de la enzima Mn-SOD. En presencia de hierro ferroso, el H,O, se

somete a la quimica de Fenton para producir radicales OH™ (Fig. 2). El radical OH es muy
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reactivo y toma rapidamente los atomos de hidrogeno de las biomoléculas en su entorno
inmediato. Los fosfolipidos y los TAG de la membrana son objetivos principales para el
ataque mediado por OH', generando radicales lipidicos. Dichos radicales lipidicos se
oxidan répidamente, lo que conduce a la peroxidacion lipidica de las cadenas de acilo.
Después de la peroxidacion, los fosfolipidos de la membrana sufren una reorganizacion de
los enlaces, que permite una mayor captura de radicales y la propagacion de la cadena. Las
cadenas de acilo peroxidado se someten subsiguientemente a escision no enzimatica de
Hock, produciendo una familia de aldehidos de diversas longitudes de carbono (MDA,
hidroxi hexenal e hidroxi nonenal), dependiendo del nivel de insaturacion y de las especies
de lipidos oxidadas. De manera importante, el segundo producto de la escision de Hock, el
fosfolipido o TAG original, ahora contiene una cadena de acilo acortada que afecta el
empaquetamiento, organizacion y arquitectura de los lipidos y la permeabilidad de la
membrana. Esto puede conducir a una actividad enzimatica alterada de los complejos

unidos a la membrana (Haunk y Bernlohr, 2017).

Formacion del radical Hidroxil Formacion de los Aldheidos Lipidicos
Reactivos
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$SOD j OH 9
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Figura 2. Generacion de aldehidos lipidicos reactivos. Se representan a los aldehidos
lipidicos més comunes: 4-oxononenal (4-ONE), 4-hidroxi nonenal (4-HNE), 4-hidroxi
hexenal (4-HHE) y malondialdehido (MDA). Tomada y modificada de Haunk y Bernlohr
(2017).

3.5 Antioxidantes

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo dispone de una serie de sistemas
antioxidantes que contrarrestan la generacion de RL, como el Oy, el radical OH, el NO,
entre otros, y son eficaces en la prevencion de la diabetes inducida experimentalmente en
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modelos animales (Ptilovanciv et al., 2013). Los antioxidantes son moléculas que retardan
0 previenen la oxidacion de lipidos, proteinas y el DNA. Los antioxidantes se dividen en
enzimaticos: SOD, glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa y la catalasa y no
enzimaticos: vitamina E, vitamina C, betacaroteno y el licopeno (Forbes y Cooper, 2013).
Los antioxidantes no enzimaticos al reaccionar con un RL le ceden un electrdén y se oxidan,
transformandose asi en un RL deébil no toxico y que, en algunos casos, como la vitamina E,
puede generarse a su forma primitiva por la accion de otros antioxidantes. Por ejemplo, la
vitamina E, el beta caroteno y el licopeno neutralizan y capturan el Oy, captura radicales
hidroxilos y neutraliza peréxidos. La vitamina C neutraliza el O,”, captura radicales
hidroxilos, anion peroxido y regenera la forma oxidada de vitamina E. Los enzimaticos
catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con los RL al
disminuir o0 reducir su toxicidad (Ramos et al., 2006). Por ejemplo, la SOD cataliza la
reduccion de superoxido a H,O; y el GPx convierte el H,O, en agua (Forbes y Cooper,
2013). Se ha demostrado que estos sistemas antioxidantes disminuyen con la edad, en
ciertos procesos patologicos y bajo condiciones ambientales como la contaminacion

atmosférica (Ramos et al., 2006).

3.6 Metabolitos secundarios de plantas y sus propiedades antioxidantes

Las plantas producen una amplia y diversa gama de compuestos organicos que parecen no
tener una funcion directa en su crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se conocen como
metabolitos secundarios (MS). Los MS no tienen roles directos en los procesos de
fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, translocacion, sintesis de proteinas,
asimilacion de nutrientes, diferenciacion o la formacién de carbohidratos, proteinas y
lipidos. Los MS también difieren de los metabolitos primarios (aminoacidos, nucledtidos,
hidratos de carbono, lipidos de acilo), al tener una distribucion restringida en el reino
vegetal. Es decir, los MS particulares a menudo se encuentran en una sola especie de planta
0 grupo relacionado de especies, mientras que los metabolitos primarios se encuentran en

todo el reino vegetal. Los MS de las plantas se pueden dividir en tres grupos quimicamente

19



distintos, los terpenos, compuestos fenolicos y compuestos que contienen nitrégeno (Taiz y
Zeiger, 2002).

3.6.1 Terpenos

Constituyen el grupo mas numeroso de MS (mas de 40,000 moléculas diferentes). La
biosintesis es a partir de acetil-CoA o intermediarios glucoliticos. Son insolubles en agua y
se derivan de la unién de elementos de cinco carbonos que tienen el esqueleto de carbono
ramificado de isopentano. Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno
(5 atomos de carbonos (AC)) que contienen: los terpenos de 10 AC contienen dos unidades
de isopreno y se llaman monoterpenos; los de 15 AC tienen tres unidades de isopreno y se
denominan sesquiterpenos, y los de 20 AC tienen cuatro unidades de isopreno y son los
diterpenos. Los triterpenos tienen 30 AC, los tetraterpenos tienen 40 AC y se habla de
politerpenos cuando contienen mads de 8 unidades de isopreno (Taiz y Zeiger, 2002). Los
terpenos se sintetizan a partir de metabolitos primarios en al menos dos formas diferentes:
en la via del acido mevalonico, tres moléculas de acetil-CoA se unen paso a paso para
formar &cido mevalonico. Este intermediario clave de seis carbonos se pirofosforila,
descarboxila y deshidrata para producir isopentenil pirofosfato (IPP2). IPP2 es el bloque de
construccion de terpenos activado de cinco carbonos (Taiz y Zeiger, 2002). Recientemente,
se descubrio que el IPP2 también puede formarse a partir de intermediarios de glucolisis o
el ciclo de reduccion de carbono fotosintético a traves de un conjunto separado de
reacciones llamado ruta del metilentitrol fosfato que funciona en cloroplastos y otros
plastidios. Este grupo esta compuesto por hormonas (giberelinas y &cido abscisico),
pigmentos  carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol,
colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y aceites esenciales
(proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las plantas) (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
Asimismo, presentan diversas actividades terapéuticas, por ejemplo, algunos terpenos como
los iridoides tienen propiedades antiinflamatoria, antimicrobiana y amebicida. Por otro
lado, las saponinas, presentan actividades anticancerigenas, hipocolesterolemia 'y
antinflamatoria. Los carotenoides tienen propiedades antioxidantes, previenen la

degeneracion macular y enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, los esteroles
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presentan actividad hipocolesterolemiante y previenen las enfermedades cardiovasculares

(Lopez-Carreras et al., 2012).

3.6.2 Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de MS que contiene un grupo fenol. Estas
sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y
derivan todas ellas del fenol, compuesto por un anillo aromatico con un grupo hidroxilo.
Los fendlicos wvegetales son un grupo quimicamente heterogéneo de casi 10,000
compuestos individuales, algunos son solubles solo en solventes organicos y otros son
polimeros grandes e insolubles (Taiz y Zeiger, 2002). Estan conformados por &cidos
fendlicos (poseen una subunidad fendlica), flavonoides (poseen dos subunidades fendlicas),
taninos (poseen tres 0o mas subunidades fenolicas) entre otros (Esquivel-Gutierrez et al.,
2013). Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: la
ruta del acido siquimico y la ruta del acido malénico (Taiz y Zeiger, 2002). La ruta del
acido malonico es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco
empleada en plantas superiores. La ruta del acido siquimico es responsable de la biosintesis
de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas. A partir de la eritrosa-4-P y del acido
fosfoenolpirdvico, se inicia una secuencia de reacciones gque conduce a la sintesis del acido
siquimico y, derivados de éste, aminoécidos arométicos (fenilalanina, triptofano y tirosina).
La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. Esta ruta estd presente
en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Ademas,
presentan diversos efectos terapéuticos, por ejemplo, los taninos, antocianinas y
flavonoides presentan actividad antioxidante que se debe principalmente a la reactividad de
su grupo fenol (Esquivel-Gutiérrez et al., 2013). Asimismo, las isoflavonas presentan
actividad hipocolesterolemiante y previenen enfermedades cardiovasculares. Por otro lado,
las catequinas tienen propiedades antiagregantes, antiinflamatorias, antiulcéricas 'y

antivirales (Lopez-Carreras, et al., 2012).
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3.6.3 Compuestos que contienen nitrdégeno

Una gran variedad de MS de plantas contiene nitrdgeno en su estructura. Se incluyen a los
alcaloides y glucésidos cianogénicos, algunos miembros de este grupo son tdxicos para los
seres humanos y otros presentan efectos terapéuticos. La mayoria de los MS nitrogenados

se biosintetizan a partir de aminoacidos comunes (Taiz y Zeiger, 2002).

3.6.3.1 Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15,000 MS que tienen en comin las
siguientes caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un &omo de nitrdgeno
en la molécula, exhiben actividad bioldgica. La mayoria son heterociclicos, aungque algunos
son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como la mescalina o la colchicina. Se
encuentran en el 20% aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria
dicotiledéneas herbaceas (Avalos y Pérez-Urria, 2009). La mayoria de estos MS son
alcalinos, presentando valores de pH de 7.2 en el citosol y en la vacuola un pH alrededor de
5 a 6. El atomo de nitrbgeno estd protonado, por lo tanto, los alcaloides tienen carga
positiva y generalmente son solubles en agua (Taiz y Zeiger, 2002). En los seres humanos,
los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicoldgicas debido a la interaccién con los
neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a
dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante,
antitusivos 0 analgésicos. Se sintetizan a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque
algunos como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Avalos y Pérez-
Urria, 2009).

3.6.3.2 Glucésidos

Los glucdsidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace referencia
al enlace glucosidico que se forma cuando una molécula de glucosa se condensa con otra

que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glucosidos:
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e Saponinas: se conocen como glucosidos esteroideos, glucosidos esteroideos
alcaloides o glucosidos triterpenos. Por lo tanto, son triterpenoides o esteroides que
presentan una 0 mMas moléculas de glucosa en su estructura. Se pueden presentar
como agluconas, es decir, sin la glucosa (terpeno sin la glucosa), se denominan
sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico (glucosa) a un terpenoide
hidrofobico da lugar a las propiedades surfactantes o detergentes similares al jabon
que presentan las saponinas (Avalos y Pérez-Urria 2009).

e Glucoésidos cardiacos: son semejantes a las saponinas esteroideas, presentan
propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona. Se encuentran de
forma natural en forma de glucdsidos o de agluconas. Un miembro importante de
este grupo es la digitoxina, 0 su analogo digoxina, aislada de Digitalis purpurea y
utilizada como tratamiento para la insuficiencia cardiaca congestiva (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

e Glucésidos cianogénicos: son compuestos nitrogenados, que no son tdxicos por si
mismos, pero se degradan cuando la planta es dafiada liberando sustancias volatiles
toxicas como cianuro de hidrogeno. Un ejemplo es la amigdalina que se encuentra
en las semillas de almendra, albaricoque, cereza o melocoton (Avalos y Pérez-Urria
2009).

3.7 Uso de plantas medicinales en el tratamiento de la DM

En paises como China, India y Tailandia se han producido avances significativos en la
integracion de la medicina tradicional en modelos de salud, debido a los efectos
terapéuticos de las plantas medicinales atribuidos a sus MS (Esquivel-Gutiérrez et al.,
2013). Por otro lado, en México a partir de la Ultima década se han iniciado investigaciones
para evaluar el efecto terapéutico de plantas medicinales endémicas, lo que indica la
importancia de la medicina tradicional mexicana. Ademéas, hay un gran ndmero de reportes
acerca de plantas medicinales usadas en la fitoterapia para el tratamiento de la DM con
efectos hipoglucemiantes, hipolipidémicos y antioxidantes, algunas de estas son: Psacalium
decompositum, Columbrina elliptica, Agarista mexicana (Esquivel-Gutiérrez et al., 2013),

Turnera diffusa, entre otras. Moo-Huchin et al. (2015), en Meéxico, cuantificaron el
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contenido de fenoles y flavonoides y determinaron la actividad antioxidante in vitro de tres
frutas de Yucatdn (Chrysophyllum cainito L., Anacardium occidentale y Anacardium
occidentale), se concluyd que las tres frutas presentaron actividad antioxidante (Cuadro 1).
En la India se realizd una investigacion para analizar el efecto hipolipidémico de la especie
Cuminum cyminum, utilizada tradicionalmente para el tratamiento de la dispepsia, diarrea e
ictericia. Con resultados de que C. cyminum reducia significativamente el colesterol,
fosfolipidos, &cidos grasos libres y TAG en plasma y en tejido (Dhandapani et al., 2002).
En los Estados Unidos de América se evalud la actividad hipoglucémica de las antocianinas
presentes en Vaccinium angustifolium Aiton usando labrasol como vehiculo para aumentar
la biodisponibilidad de los extractos, el tratamiento con malvidin-3-O-glucdsido mostré un
efecto hipoglucémico mientras que el tratamiento con delfinidina-3 -O-glucésido no lo
presentd (Grace et al., 2009). Otro trabajo en China, investigd los efectos antioxidantes,
hipoglucemiantes 'y hipolipidémicos de los flavonoides y triterpenoides presentes en
Potentilla discolor Bunge, utilizada tradicionalmente en China para el tratamiento de la
DM. Se obtuvo como resultado que P. discolor Bunge redujo los niveles de colesterol,
TAG, disminuyé los niveles de MDA, del NO y de la glucosa (Zhang et al., 2010).
Mientras que en Aman Jordania, se realizd un estudio para determinar la actividad
hipoglucémica de un grupo de plantas usadas en la medicina tradicional: Eringyum
creticum, Geranium graveolens, Paronychia argentea y Vartemia iphionoides. Los
resultados con los extractos acuosos de G. graveolens y V. iphionoides presentaronn gran
actividad hipoglucémica, mientras que E. creticum exhibid poca actividad y P. aregentea
presentd actividad nula (Kasabri, et al., 2011). Qiao et al., en China (2011), aislaron a la
trans-tilirosida del extracto metanolico de Potentilla chinesis para medir las propiedades
hipoglucemiantes, hipolipemiantes y antioxidantes en ratas diabéticas. Se obtuvo como
resultado que este compuesto reduce los niveles de colesterol, TAG, glucosa y presenta
actividad antioxidante. Otro estudio realizado en la India evalué el efecto antioxidante del
extracto metanolico de la raiz de Pontentilla fulgens (utilizada tradicionalmente como un
remedio popular por los profesionales de la salud locales de Khasi Hills) en ratas
diabéticas, se administr6 por via intraperitoneal a una dosis de 250 mg/kg peso. Con

resultados de que se redujo el estrés oxidante en rifion e higado (Saio et al., 2012).
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Cuadro 1. Contenido de acidos fenodlicos y flavonoides en frutas de Yucatan

Fruta Acidos fenolicos Flavonoides totales Referencia

totales (mg de acido (mg de

galico/mg de fruto) quercetina/mg de

fruto)

Manzana estrella 6.95+0.47 8.44+0.31 Moo-Huchin et al.,
plrpura 2015
(Chrysophyllum
cainito L.)
Anacardo  amarillo 6.33+0.22 6.28+0.33 Moo-Huchin et al.,
(Anacardium 2015
occidentale)
Anacardo rojo 13.17+0.46 8.34+0-43 Moo-Huchin et al.,
(Anacardium 2015

occidentale)

3.7.1 Potentilla indica o Duchesnea indica

La P. indica, cominmente conocida como la fresa de la India, pertenece a la familia de las
rosdceas, se encuentra ampliamente distribuida en Asia, Europa y América, es una planta
herbacea perenne de 10 cm de altura, el follaje es semicaducifolio con flores amarillas y sus
frutos son rojos y se parecen a las fresas (Fig. 3) (Plants DB, 2016). Se ha utilizado como
una medicina herbal tradicional en Asia desde hace miles de afios, principalmente para el
tratamiento de la lepra, fiebre congénita, la inflamacion del tejido, hematemesis,
hipoglucemiante y el cancer, entre otros usos. Hoy en dia, se usa clinicamente para el
tratamiento del céancer solo o como un ingrediente principal en las formulas de la medicina
herbal china para el tratamiento de canceres, especialmente de canceres ginecoldgicos.
Varios compuestos fenolicos, incluyendo acidos fendlicos, acidos elagico y flavonoides, se
han aislado de género Duchesnea, y otros estudios farmacoldgicos han demostrado que los

compuestos fendlicos son los principales ingredientes activos (Zhu et al., 2015). El acido
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elagico exhibe propiedades antioxidantes tanto in vivo e in vitro, de hecho, se ha
demostrado que ejercen una accion de barrido potente tanto en el O, y OH, asi como la

peroxidacion de lipidos. En un estudio se administr6 que el &cido elagico via oral en una
concentracion de 10 mg/kg a ratas, redujo el estrés oxidante en higado y corazon (Yice et
al., 2007). En otro estudio, los extractos fenélicos de P. indica inhibieron el crecimiento in
vitro e in vivo de céncer de cuello uterino a través de la induccion de apoptosis y detencion
del ciclo celular. Ademas, presenta otras actividades bioldgicas, incluyendo antioxidante,
inmunomodulador, antiinflamatorio (Zhu et al., 2015), antibidticas (Hu et al., 2009). En el
afio del 2009 en el fruto de P. Indica, se realizd una extraccion e identificacion de las
antocianinas por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), con
deteccion de matriz de fotodiodos y espectrometria de masas (EM), y se identificaron tres
antocianinas:  cianidina  3-O-rutinésido  (61%), peonidina  3-O-rutindsido  (34%), vy
petunidina 3-O-rutindsido (5%) (Fig. 4) (Qin et al., 2009). En otro estudio que se realizd en
el afio del 2015, se analizaron los compuestos fendlicos del extracto crudo de P. indica por
HPLC-ESI-MS / MS y ESI-IT-MS (trampa de iones MS) y se identificaron un total de 27
compuestos fendlicos que abarcan cuatro grupos fendlicos, incluyendo elagitaninos, acido
elagico y glucésidos de acido elagico, &cido hidroxibenzoico y derivados del &cido

hidroxicinamico, y flavonoles (Zhu et al., 2015).
b o ‘
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Figura 4. Las estructuras quimicas de las antocianinas identificadas en el fruto de P. indica
y sus agliconas después de la hidrdlisis acida: 1, cianidina 3-O-rutindsido (Cy-3-Rut); 2,
petunidina 3-O-rutindsido (Pt-3-Rut); 3, peonidina 3-O-rutindsido (Pn-3-Rut); 4, cianidina
(Cy); 5, petunidina (Pt); 6, peonidina (Pn). Tomado de Qin et al. (2009).
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4. Justificacion

Durante la DM los pulmones son susceptibles a desarrollar complicaciones
desencadenadas por la hiperglucemia y el estrés oxidante, lo que empeora la condicion
diabética. Una alternativa para disminuir el dafio causado por el estrés oxidante es el
uso de plantas medicinales con propiedades antioxidantes. P. indica debido a su
composicién rica en compuestos fendlicos promete ser un buen tratamiento que ayude a

prevenir el estrés oxidante y mejorar la condicion diabética.

28



5. Hipotesis

El tratamiento con el extracto metanolico del fruto de P. indica disminuye el estrés

oxidante en los pulmones de ratas diabéticas.
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6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico del fruto de P. indica en los

pulmones de ratas diabéticas.

Objetivos especificos

* Determinar la capacidad antioxidante in vitro del extracto metandlico del fruto de P.

indica.

» Evaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico del fruto de P. indica en

mitocondrias de pulmones de ratas diabéticas.

o PBEvaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico del fruto de P. indica en

suero de ratas diabéticas.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Experimentos in vitro

7.1.1 Material vegetal
Las muestras vegetales de la parte aérea (frutos) de P. indica se recolectaron en el
invernadero  del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y se almacenaron a una temperatura de 5°C
protegidas de la luz. Posteriormente, se pulverizaron para su uso en la preparacion del

extracto metanélico.

7.1.2 Preparacion del extracto

El extracto metandlico del fruto de P. indica fue preparado por adicion de 250 ml de
metanol a 50g de polvo del fruto y se mantuvo a 5°C durante cinco dias. Después el
extracto se filtr, se concentré en un rotavapor al vacio a una temperatura menor de 60°C,
posteriormente, se secO a temperatura ambiente y se almaceno en la oscuridad a 5°C, hasta

Su uso.
7.1.3 Determinaciéon de fenoles totales

La determinacion de la cantidad de fenoles totales en el extracto fue medido
espectofotométricamente basandose en el método descrito por Singleton y Rossi (1965). A
10 L del extracto metandlico del fruto de P. indica se le afadieron 90 pL de agua
bidestilada y 750 pL de solucién Folin-Ciocalteu preparada 1:10 con agua bidestilada
esteril. Se someti6 a agitacion severa en vortex durante 5 minutos. Posteriormente, se le
agregaron 750 pL de solucion acuosa de carbonato de sodio (Na,COj3) (6%), mezclando
nuevamente y dejando reposar durante 60 min a temperatura ambiente y en obscuridad,
para luego obtener las lecturas de absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 18. Los valores se representaron como equivalentes de mg de &cido

galico/mg de fruto de P. indica de cada muestra.
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7.1.4 Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides en el extracto fue determinado empleando el método descrito
por Liu et al. (2002). A 10 pL del extracto metanolico del fruto de P. indica se le agregaron
490 UL de MeOH y se sometid a agitacion en vortex, posteriormente, se agregd 1 mL de
MeOH, 100 pL de AICl (10%) y 100 pL de acetato de potasio (CH30,K) (1 M). Se
sometio a agitacion severa en vortex y se dejaron reposar 30 minutos en obscuridad. Las
lecturas se realizaron a 415 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Los
valores se representaron como equivalentes a mg de quercetina/mg de fruto de P. indica de

cada muestra.

7.1.5 Determinacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico del fruto de
P. indica por el método de DPPH

La actividad antioxidante del extracto fue evaluada en base a la capacidad de eliminar el
radical libre 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) en base al método descrito por Brand-
Willams et al. (1995) con modificaciones para adaptarlo a nuestras condiciones. Las
soluciones de los extractos fueron mezcladas con 1,000 uL de la solucion metanolica de
DPPH 1 mM. Las muestras fueron incubadas por 30 min a temperatura ambiente y la
absorbencia se leyo a 517 nm empleando un espectrometro Perkin Elmer Lambda 18. Las
diferencias en absorbencia entre la muestra y el control (DPPH' en etanol) fueron
calculadas y expresadas como % de atrapamiento del radical DPPH. Se emple6 una

solucién de acido gélico como estandar de referencia.

7.1.6 Determinacién de la actividad antioxidante del extracto metanolico del fruto de
P. indica por el método de eliminacion de H,O,

La capacidad del extracto del fruto de P. indica para eliminar el H,O, se evalué por el
método de Ruch et al. (1989). Se prepar6 una solucion de H;O, (40 mM) en buffer de
fosfatos (50 mM pH 7,4). La concentracién de H,O, se determind por absorbancia a 230 nm
usando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Se afiadio el extracto a 100 pL agua
destilada, posteriormente se le agregd 1000 uL de H,O, y se determind la absorbancia
después de 10 min contra una solucion en blanco que contenia buffer fosfato sin H,O,. El
porcentaje de eliminacion de H,O, se calcula con la formula: % eliminado (H2O2) = [(Ai-
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A:) /A)]. Donde A es la absorbancia del control y A; es la absorbancia de la prueba. Se

empleé una solucion de acido galico como estandar de referencia.

7.1.7 Ensayo de inhibicion de la lipoperoxidacion en mitocondrias de pulmén

Los niveles de lipoperoxidacion se midieron con el ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS) descrito por Estepa et al. (2001). A las mitocondrias
(0.25 mg) se les agregd 25 mg/kg de peso mitocondrial del extracto metandlico de P.
indica, posteriormente se le agrego solucion de Fierro (Fe) 10 uM o 100 uM vy se
incubaron a 37 °C durante 1 hora. Después se colocaron en tubos y fueron
resuspendidas en medio de fosfatos 0.15 M. A cada tubo se le agregaron 2 ml de una
solucién &cida (&cido tricloracético 15%, é&cido tiobarbitirico (TBA) 0.375% y acido
clorhidrico (HCI) 0.25 N) y fueron calentados a bafio Maria hirviendo durante 15 min,
transcurrido este tiempo, los tubos fueron enfriados en hielo por 5 min y centrifugados a
7,500 rpm por 5 min. Se extrajo el sobrenadante y se determind la absorbencia a 535
nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Los resultados se expresaron
como nanomolas de TBARS/mg de proteina empleando el coeficiente de extincion

molar del malondialdehido de 1.56 x 10° M cm™.

7.2 Experimentos in vivo

7.2.1  Animales
Se emplearon ratas Wistar machos con un peso 300-450g. Se mantuvieron a temperatura
ambiente con ciclos de 12 h dia/noche. Se alimentaron con dieta estandar para roedores y
agua ad libitum. Se siguieron las recomendaciones de la norma regulatoria para el uso de
animales emitidas por la Secretaria de Agricultura en el parrafo de las Normas Federales
para el Uso y Cuidado de Animales (NOM-062-Z00-1999). Esta investigacion también fue
aprobada por el Comité Institucional para el Uso de Animales de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

33



7.2.2 Induccion de la diabetes
La diabetes fue inducida mediante una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ)
(50 mg/kg de peso) disuelta en buffer de citrato (pH 4.5). Cinco dias después de la
administracion de STZ, se determinaron los niveles de glucosa para confirmar la diabetes.
Las ratas que mostraron los niveles de glucosa en sangre > 300 mg/dL se consideraron para

el estudio.

7.2.3 Protocolo Experimental

Las ratas fueron divididas aleatoriamente en ocho grupos de cinco a seis ratas. Cuatro
grupos de ratas fueron administradas via oral (VO) por medio de una sonda orogastrica.
Control (VO, DMSO 1%); Control + P. indica (VO, 25 mg/kg de peso); Diabético (VO,
DMSO 1%); Diabético + P. indica (VO, 25 mg/kg de peso). Los cuatro grupos restantes
fueron administradas via nasal (VN) por medio de una micropipeta. Control (VN DMSO
1%); Control + P. indica (VN, 25 mg/kg de peso); Diabético (VN, DMSO 1%); Diabético
+ P. indica (VN, 25 mg/kg de peso). El tratamiento fue diario durante 30 dias.

7.2.4 Efectos de P. indica sobre la glucemia vy el peso corporal
Se realizaron las mediciones de los niveles de glucosa de los animales al inicio del
tratamiento y posteriormente cada 5 dias durante la administracion del extracto usando un
glucometro comercial (Accu-Check Sensor Il glucémetro) a través de una puncion en la

punta de la cola. El peso se registrd cada 5 dias durante los 30 dias.

7.2.5 Obtencion de muestras para las determinaciones bioquimicas y evaluacién de la
actividad antioxidante

Al término de los 30 dias de tratamiento, los animales se mantuvieron en ayuno en un

periodo de 12-14 horas y se sacrificaron por decapitacion. Se colect6 la sangre, se pesaron

los pulmones y se tomO una muestra de este Grgano. La sangre fue centrifugada y el suero

separado para las estimaciones bioquimicas.
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7.2.6 Aislamiento de mitocondrias de pulmones

Las mitocondrias de pulmon fueron aisladas empleando la técnica descrita por Pecqueur y
et al. (2001), con algunas modificaciones. Una vez obtenidos los pulmones y colocados en
buffer TES (tris (hidroximetil) amino metano (TRIS) 10 mM, &cido etilen diamino
tetraacético (EDTA) 1 mM y sacarosa 250 mM, a pH de 7.5) a 4°C, fueron
homogeneizados empleando un homogenizador de vidrio con vastago de teflon impulsado
con un motor. EI homogenado fue centrifugado a 3,100 rpm (centrifuga Beckman J2-MC)
por 10 min, el sobrenadante fue centrifugado a 11,300 rpm por 10 min. El precipitado
(homogenado) se resuspendid en 1 mL de Percoll al 15% en un gradiente preparado al 23%
y 40% de Percoll. Se centrifugd a 19,250 rpm por 15 min. Se formaron tres bandas y se
extrajo la fraccion tres, se diluyd 1:4 con buffer TES (pH 7.5). Se centrifugé a 11,300 rpm
por 10 min, el sobrenadante se elimind. La pastilla fue resuspendida en 1 ml de buffer de
aislamiento y la cantidad de proteina fue determinada por el método de Biuret (Gornal et
al., 1949).

7.2.7 Determinaciones séricas de glucosa, colesterol y TAG
Los niveles de glucosa, colesterol y TAG se midieron espectrofotométricamente usando un
equipo automatizado comercial (DRI-CHEM Nx500i). EI método para la determinacion de
glucosa se basa en la oxidacion enzimatica catalizada a través de la reaccion de Trinder,
donde la glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a &cido gluconico, el
(H202) producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol 4-
aminofenazona (4-AF) en presencia de peroxidasa (POD), dando un compuesto coloreado,
se muestra el proceso en la siguiente reaccion:
Beta-D-Glucosa + O, + H,0 GOD " Acido glucénico + H,0,

H,0, + Fenol + 4-AF ~POD Quinona + H,O

La determinacion de colesterol total se basa en la hidrdlisis enzimatica y la oxidacion con la
reaccion de Trinder, donde el colesterol presente en la muestra origina un compuesto

coloreado segun la reaccion siguiente:

Esteres de colesterol + H,O Colesterol esterasa (CHE) Colesterol + Acidos grasos
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Colesterol + O, ~CTolesterol oxidasa > 4-Colestenona + H>0,
2 H,O; + Fenol + 4-AF  POD ' Quinona + H,0O

La cuantificacion de TAG se basa en un método colorimétrico enzimatico utilizando
glicerol-3-fosfato oxidasa, donde la presencia de TAG en la muestra origina un compuesto

rojo segun la reaccion siguiente:

Triacilglicéridos + H,O Lipoproteinlipasa (LPT) Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol + ATP  Glicerol quinasa (GT(3 Glicerol-3-fosfato (G3P) + ADP

G3P + O,  Glicerolfosfato deshidrogenasa (GPb) Dihidroxiacetona fosfato (DAP) + H,0;

H,O, + 4-AF + p-Clorofenol POD ' Quinona + H,0

7.2.8 Determinacién de los niveles de lipoperoxidacién en suero
Los niveles de lipoperoxidacion en el suero se determinaron empleando el ensayo de las
sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS) descrito por Estepa et al. (2001). Los
TBARS estdn naturalmente presentes en muestras bioldgicas que incluyen a los
hidroperdxidos lipidicos y aldehidos que aumentan su concentracién como una respuesta al
estrés oxidativo (Lowvell et al., 1995). Se obtuvieron las muestras de sangre con un ayuno de
12-14 horas sin anticoagulante. Posteriormente, se centrifugaron a 2500xg a T.A. y se
separd el suero. Se colocaron 100 pL de suero en tubos tipo Falcon. Posteriormente, se les
adicioné 1.5 ml de solucién amortiguadora (Solucién salina 0.9 %) y después se agregod 1.5
ml de reactivo cromogeno [5 ¢g/L de é&cido tiobarbitdrico (4,6-dihidroxipirimida-2 tiol) en
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.3% (V/V) en agua destilada]. Posteriormente, se incub6
por 60 minutos en bafio de hielo en oscuridad. Luego, se taparon los tubos y se llevaron a
ebullicion en bafio Maria durante 60 minutos. Después se agregaron 3 ml de mezcla de
extraccion (0.5 mL agua destilada mas 2.5 ml de n-butanol-piridina 15:1), los tubos se
mezclaron y centrifugaron por 10 minutos. Al finalizar la centrifugacion, se recolectd el
sobrenadante y se midi6 la absorbencia a una longitud de onda 532 nm en un

espectrofotometro  Perkin Elmer Lambda 18. El resultado fue expresado en nmolas de
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TBARS/ml de proteina empleando el coeficiente de extincion molar del malondialdehido
de 1.56 x 10> M* cm™.

7.2.9 Evaluacion de la actividad de los complejos mitocondriales 1, II, 11l 'y IV
Para la determinacion de la actividad de los complejos mitocondriales I, 11, 11 y 1V, las
mitocondrias de pulmdn intactas se permeabilizaron con Triton al 10% como lo describio
Hallberg et al. (1993). Las actividades enzimaticas se analizaron utilizando 0.3 mg/mL de
mitocondrias permeabilizadas resuspendidas en buffer de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) 50 mM. La actividad de la NADH-oxidorreductasa (complejo 1), se analiz6 en
mitocondrias de pulmoén, las cuales se incubaron con 1.5 pg de antimicina A mas 5 pL de
cianuro de potasio (KCN) 0.4 M. Después de 5 minutos, se afiadi6 10 uL de ferrocianuro
de potasio (K3Fe(CN)s) 5 mM, se monitored la absorbencia a 340 nm por 1 minuto en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Después se anadid 10 pL. de NADH 1 mM y
se midid su oxidacion durante 4 minutos. La tasa de oxidacion de NADH se calculo
utilizando un coeficiente de extincion molar de 16.3 mM-1 cm-1 para NADH (Hallberg et
al., 1993). La actividad de la succinato-DCIP oxidorreductasa (complejo 1I), se midié en
mitocondrias de pulmdn, las cuales se incubaron con 5 pL de rotenona 2 mM, 5 uL de KCN
04 M y con 0.5 pg de antimicina A. Después de 5 minutos, se afiadio 10 uL de 2,6
diclorofenolindofenol (DCIP), se monitored la absorbencia a 600 nm por 1 minuto en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Después, se anadio 10 pL de succinato 1 M y
se midio la reduccion del DCIP durante 4 minutos. La tasa de reduccion de DCIP se calculd
a partir de la pendiente de la grafica de absorbancia utilizando el coeficiente de extincion
molar de 21 mM™ cm? para DCIP (Cortés-Rojo et al., 2009). La actividad de la succinato-
citocromo-oxidorreductasa (complejo 1) sensible a la antimicina A, fue medida en
mitocondrias de pulmén las cuales se incubaron con 5 pL de rotenona 2 mM mas 5 pL de
KCN 0.4 M. Después de 5 minutos, se agregd 4.5 ug de citocromo ¢ oxidado, se monitoreo
la absorbencia a 550 nm por 1 minuto en un espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 18.
Después se afiadio 10 uL de succinato 1 M y se midié la reduccion del citocromo Cc,
después de 1 minuto se afiadi6 1 pg de antimicina A. La tasa de reduccion del citocromo ¢

se calculd a partir de las pendientes de las gréaficas de absorbancia utilizando un coeficiente
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de extincion molar de 21 mM™ cm™ para el citocromo ¢ (Cortés-Rojo et al., 2009). La
actividad del citocromo ¢ oxidasa (complejo V), se evalué en mitocondrias de pulmén las
cuales se incubaron con 1 pg de antimicina A mas 5 pL rotenona 2 mM. Después de 5
minutos, se afiadid 0.225 ug de citocromo ¢ reducido, se monitored la oxidacion del
citocromo ¢ reducido por 20 segundos a una absorbencia de 550 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Después se agregd 5 uL de KCN 0.4 M y se
monitore6 por 1 minuto 10 segundos. La tasa de reduccion del citocromo c¢ se calculd a
partir de las pendientes de las gréficas de absorbancia utilizando un coeficiente de extincion

molar de 21 mM™ cm* para el citocromo ¢ (Cortés-Rojo et al., 2009).

7.2.10 Determinacién de los niveles de peroxidacion de lipidos en mitocondrias de

pulmones

Los niveles de lipoperoxidacion mitocondrias de pulmon fueron determinados por el
método descrito por Buege y Aust (1978) con algunas modificaciones para su optimizacion.
Este método mide la produccion de las TBARS entre las que se encuentra el MDA, un
producto de la lipoperoxidacion por radicales libres. Las mitocondrias (0.25 mg) fueron
colocadas en tubos y resuspendidas en medio de fosfatos 0.15 M. A cada tubo se le
agregaron 2 ml de una solucién acida (acido tricloacético 15%, TBA 0.375% y HCI 0.25 N)
y fueron calentados a bafio Maria hirviendo durante 15 min, transcurrido este tiempo, los
tubos fueron enfriados en hielo por 5 min y centrifugados a 7,500 rpm por 5 min. Se extrajo
el sobrenadante y se determind la absorbencia a 535 nm en un espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lambda 18. Los resultados se expresaron como nanomolas de TBARS/mg de
proteina empleando el coeficiente de extincion molar del malondialdehido de 1.56 x 10° M-

Lem?,

7.2.11 Determinacion de la actividad de la SODy la GPx
La actividad de la SOD de las mitocondrias de pulmén fue determinada empleando un Kit
de anélisis comercial (Sigma Aldrich, USA), el cual permite analizar la actividad de la SOD
mediante un método colorimétrico utilizando una sal de tetrazolio Dojindo’s altamente
soluble en agua, WST-1 (sal monosodica (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
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disulfofenil)-2H-tetrazolio) produce un tinte formazano cuando es reducida por el O,". Esta
reaccion es inhibida por la SOD, que dismuta el O,” evitando su reaccion con la sal. Las
lecturas fueron tomadas a 440 nm empleado un lector de microplacas (Stat Fax 2100).

La actividad de la GPx en mitocondrias de pulmén fue analizada por el método de Ruch et
al. (1989). Se prepard una solucion de H,O; (40 mM) en buffer de fosfatos (50 mM pH
7,4). La concentracion de peroxido de hidrogeno se determind por absorcion a 230 nm
usando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Se afiadid el homogenado (0.25
mg) en 100 pL buffer de fosfatos, posteriormente, se le agrego 1000 pL de perdxido de
hidrogeno y se determind la absorbancia a 230 nm después de 10 min contra una solucion
en blanco que contiene buffer fosfato sin perdxido de hidrogeno. El porcentaje de
eliminacion de peroxido de hidrogeno se calcula de la siguiente manera: % eliminado
(H202) = [(Ai-Ar) /A)]. Donde A; es la absorbancia del control y A; es la absorbancia de la

prueba.

7.2.12 Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron como la media + error estandar (EE). La significancia
estadistica (p<0.5) fue determinada con una prueba ANOVA de una via empleando el
software GraphPad Prism 5.

39



8. Resultados

8.1 Experimentos in vitro

8.1.1 Determinacién de &cidos fendlicos y flavonoides totales del extracto metandlico

del fruto de P. indica

Los &cidos fendlicos y los flavonoides son MS sintetizados por las plantas se caracterizan
por presentar uno o varios grupos fenolicos en su estructura. Los &cidos fendlicos poseen
una subunidad fenolica y los flavonoides poseen dos subunidades fendlicas (Esquivel-
Gutiérrez et al. 2013). Varios estudios reportan que estos compuestos presentan mulktiples
actividades  bioldgicas  como  antioxidantes, hipoglucemiantes, hipolipemiantes,
antiinflamatorias entre otras (Lopez-Carreras et al., 2012). El contenido de acidos fendlicos
y flavonoides presentes en el extracto metandlico del fruto de P. indica se presentan en el
Cuadro 2. El contenido de &cidos fendlicos y flavonoides es similar o mayor al encontrado
en otras frutas de distinta especie de planta o arboles, concluyendo que presentaban

propiedades antioxidantes (Cuadro 1).

Cuadro 2. Contenido de acidos fenodlicos y flavonoides en el extracto metandlico del

fruto de P. indica

Acidos fendlicos totales Flavonoides totales
(Equivalentes en mg de &cido galico/mg (Equivalentes en mg de quercetina/mg
de fruto de Pi) de fruto de Pi)
15.46+0.01 23.62+0.01

Los valores representan la media £ EE. El experimento se realizo por triplicado. Pi:

Extracto metandlico del fruto de P. indica.

8.1.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método del radical DPPH", el
método de eliminacion de H,O, y por el método de inhibicion de la

lipoperoxidacion.

Se evalu6 la capacidad antioxidante del extracto metanolico del fruto de P. indica por

medio de tres ensayos, los dos primeros basados en la eliminacion de diferentes RL y ERO
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como el radical DPPH vy el H,O, y el tercero basado en la inhibicién de la oxidacion
lipidica inducida por Fe Debido a que los compuestos presentes en el extracto metanolico
pueden tener diferentes mecanismos para interaccionar con los RL y las ERO, se esperaba
un resultado diferente de la capacidad antioxidante dependiendo del ensayo utilizado (Yu et
al., 2002). En el cuadro 3 se muestra la actividad antioxidante del extracto metanolico del
fruto de P. indica para reducir el radical DPPH' y el H,O,. El &cido ascorbico se utilizo
como control positivo debido a que hay diversos estudios donde reportan que es un potente
antioxidante  (Silencio-Barrita y Santiago-Sanchez, 2013). Al comparar la actividad
antioxidante para reducir el radical DPPH' del acido ascérbico con la actividad antioxidante
del extracto metandlico del fruto de P. indica a la misma concentracion (98.3+0.1% y
44.2+1.2%, respectivamente). Sin embargo, al aumentar la concentracion del extracto
metanodlico a 5 mg, 10 mg y 25 mg, presentd una actividad antioxidante similar a la del
acido ascorbico para reducir el radical DPPH- (99.91+0.0%, 99.92+0.0 y 99.98+0.0,
respectivamente). Con respecto a los resultados de la capacidad de eliminacion de H,O-, el
extracto metandlico del fruto de P. indica presentdé menor actividad antioxidante que el
acido ascorbico a la misma concentracion (82.6+6.4% y 58+0.5%, respectivamente).
Mientras que la actividad del extracto metandlico a una concentracion de 5 mg presentd un
efecto similar para reducir al H,O, (82.3+1.2) al del &cido ascorbico. Por lo tanto, el
extracto metandlico del fruto de P. indica presenta actividad antioxidante para reducir los
radicales DPPH'y el H,0..

Cuadro 3. Determinacion de la actividad antioxidante por el método del
radical DPPH" y el ensayo del porcentaje de eliminacion de H,O, el extracto

metanodlico del fruto de P. indica

Antioxidante DPPH: (%) H,0, (%)
Acido ascorbico (1 mg) 98.3+0.1 82.6+6.4
Pi (1 mg) 44.2+1.2% 58+0.5*
Pi (5 mg) 99.91+0.0* 82.3+1.2°

Pi (10 mg) 99.92+0.0* -

Pi (25 mg) 99.98+0.0° -

Los valores representan la media + EE. Pi: Extracto metanolico del fruto de P. indica. El

experimento se realizd por triplicado. Para el analisis estadistico se utilizd la prueba
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ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Acido ascorbico (1 mg) vs. Pi (1 mg)). * p<0.05 (Pi (1 mg) vs.
Pi (5 mg); Pi (1 mg) vs. Pi (10 mg); Pi (1 mg) vs. Pi (25 mg)).

En la figura 7 se muestra el efecto del extracto metandlico de P. indica para inhibir la
oxidacion inducida por Fe en mitocondrias de pulmén. Hay diversos estudios in vitro donde
reportan que a través de la reaccion de Fenton (participa el Fe y O,) se genera al radical
hidroxilo (OH") el cual es muy reactivo y es capaz de oxidar lipidos, proteinas y DNA,
provocando dafio y alteraciones estructurales (Valko et al., 2005). Se evalud la inhibicidn
de la oxidacion producida por fierro a través del ensayo de TBARS, fundamentado en la
cuantificacion de MDA, el cual es un producto de la lipoperoxidacion provocada por RL
(Haunk y Bernlohr, 2017). Cuando se observa la figura 5, hay un aumento significativo
(p<0.05) en los niveles de TBARS de las mitocondrias que se les adicion6 Fe 100 uM en
comparacion con las mitocondrias control (1.67£0.1 TBARS (nmolas/mg de proteina) y
0.72+0.1 TBARS (nmolas/mg de proteina), respectivamente), debido a que al radical OH
generado por el fierro oxid6 las membranas de las mitocondrias de pulmén. Sin embargo, al
comparar a las mitocondrias que se les adicion6 fierrol00 pM mas el extracto metanolico
del fruto de P. indica con las mitocondrias que solo se les adicioné Fe 100 uM, se observo
que se redujeron significativamente (p<0.05) los niveles de TBARS (1.088+0.2 y 1.67+0.1,
respectivamente). Con estos resultados se observd que el extracto metanolico del fruto de
P. indica presentd actividad antioxidante al inhibir la oxidacion inducida por el fierro,
debido a que reduce al radical OH~ producido en la reaccion de Fenton o mantuvo al Fe en

su estado reducido, por lo que interferirda en la generacion del radical OH".
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Figura 5. Inhibicion de la lipoperoxidacion en mitocondrias de pulmon inducida por fierro.
Los valores representan la media + EE. Pi: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25
mg). El experimento se realizd por triplicado. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Fierro 100uM), "p<0.05 (Fierro 100pM vs. Fierro
100uM + Pi).

8.2 Experimentos in vivo

8.2.1 Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre los niveles de

glucosa y peso durante el tratamiento de 30 dias

La DM se caracteriza por una hiperglucemia cronica desencadenada por una pobre accion
de la insulina o por resistencia a ésta (American Diabetes Association, 2014). Por lo que
fue de interés evaluar si el extracto metandlico del fruto de P. indica presentaba efecto
hipoglucemiante. En la figura 6 se muestran los niveles de glucosa de los diferentes grupos
administrados por VO y VN durante un periodo de 30 dias. En la figura 6A se observa un

aumento significativo (p<0.05) de los niveles de glucosa del grupo diabético con respecto
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al grupo control durante el tratamiento, lo que indica un buen establecimiento de la
condicion diabética. Con respecto de los grupos administrados VO con el extracto
metanolico del fruto de P. indica a una concentracion de 25 mg/kg de peso corporal, se
observd que no presentd un efecto hipoglucemiante, debido a que no redujo los niveles de
glucosa durante el tratamiento. En la figura 6B se presentan los grupos administrados VN
con el extracto metanolico del fruto de P. indica a una concentracion de 25 mg/kg de peso
corporal, donde se observd que no presentaron un efecto hipoglucemiante al igual que en la
VO. Por lo tanto el extracto metanolico del fruto de P. indica administrado a la
concentracion de 25 mg/kg de peso corporal tanto por VO como por VN no presenta efecto

hipoglucemiante.
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Figura 6. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de glucosa
durante el tratamiento de 30 dias. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores
representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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Fue de interés evaluar si el extracto metanolico del fruto de P. indica presentaba efecto
sobre la pérdida de peso caracteristico de la DM, debido a que durante la DM hay una
descompensacién metabodlica desencadenada por su incapacidad de metabolizar a la
glucosa, repercutiendo en la lipolisis de tejido adiposo y a la protedlisis (American Diabetes
Association, 2014). En la figura 7, se muestran los pesos de los diferentes grupos
administrados VO y VN durante un periodo de 30 dias. En la figura 7A, se presentan los
grupos administrados VO, se observa que el grupo diabético presenta una pérdida de peso
significativa (p<0.05) durante el tratamiento en comparacién con el grupo control que
presentd una ganancia de peso propia del crecimiento de los animales. En los grupos
tratados VO con el extracto metandlico del fruto de P. indica a una concentracion de 25
mg/kg de peso corporal se observa que no hay efecto, debido a que no alterd la ganancia de
peso en el grupo control tratado y la pérdida de peso en el grupo diabético tratado, en
comparacion con su control. En la figura 7B se presentan los grupos administrados VN con
el extracto metanolico del fruto de P. indica a una concentracion de 25 mg/kg de peso
corporal, donde se observd que el tratamiento no tuvo un efecto sobre la ganancia y
pérdida de peso al igual que en la VO. Por lo tanto, el extracto metandlico del fruto de P.
indica administrado a la concentracion de 25 mg/kg de peso corporal tanto por VO como

por VN no presentd efecto sobre la ganancia o pérdida de peso.
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Figura 7. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre el peso durante el
tratamiento de 30 dias. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores representan
la media + EE. PI: Extracto metanolico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento

durante 30 dias. n= 6-10. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA (Tukey).
*p<0.05 (Control vs. Diabético).
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8.2.2 Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre el consumo de

alimento y agua

En la DM se presenta el sintoma de polifagia caracterizado por un aumento en el consumo
de alimento. Ademéas se presenta la polidipsia caracterizado en el aumento en el consumo
de agua, derivado del exceso consumo o ingesta de alimentos y por la hiperglucemia sérica
(American Diabetes Association, 2014). Debido a lo anterior, fue de interés evaluar el
efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre el consumo de alimento y agua
cuando se administra VO y VN. En la figura 8A se presentan el efecto de la administracion
VO del extracto metandlico del fruto de P. indica a una concentracion de 25 mg/kg de peso
corporal sobre el consumo de alimento. Se observa un aumento significativo (p<0.05) en el
consumo de alimento del grupo diabético, con respecto del grupo control (41.1+1.5 gy
24.9+0.7 g, respectivamente), era lo esperado debido a la condicion diabética. Con respecto
con los grupos tratados con el extracto metanolico del fruto de P. indica no se observd que
afectaran el consumo de alimento tanto del grupo control como diabético tratados, con
respecto a su control. En la figura 8B se muestra el efecto de la administracion VN del
extracto metandlico del fruto de P. indica a una concentracion de 25 mg/kg de peso
corporal sobre el consumo de alimento. Se muestra que el tratamiento VN del extracto
metanolico del fruto de P. indica no altera el consumo de alimento con respecto de sus

controles, un comportamiento similar al presentado en el tratamiento VO.
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Figura 8. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre el consumo de
alimento durante el tratamiento de 30 dias. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los
valores representan la media £ EE. PIl: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25
mg/kg peso). Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el analisis estadistico se utilizd la
prueba ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 9 se presenta el efecto del extracto metanolico de P. indica a una concentracion
de 25 mg/kg de peso corporal sobre el consumo de agua de los diferentes grupos
administrados VO y VN. En la figura 9A se observa un aumento significativo (p<0.05) en
el consumo de agua del grupo diabético con respecto del grupo control (182.249.2 mL y
41.5+1.6 mL, respectivamente), era lo esperado debido a que el grupo diabético presentd el
sintoma de la polidipsia. Con respecto a los grupos tratados con el extracto metandlico del
fruto de P. indica no se observo afectado el consumo de agua tanto del grupo control como
del grupo diabético tratados, con respecto a su control sin tratamiento. En la figura 9B se
muestra que el tratamiento administrado VN del extracto metandlico del fruto de P. indica
no altera el consumo de alimento con respecto de sus controles. Los resultados en ambas
administraciones del extracto metandlico del fruto de P. indica no mostraron alteraciones

en el consumo de agua.
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Figura 9. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre el consumo de agua
durante el tratamiento de 30 dias. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores
representan la media + EE. Pl: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).

Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el analisis estadistico se utilizd la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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8.2.3 Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de
TBARS en suero
El estrés oxidante generado por la DM es responsable de la oxidacion en los lipidos
circulantes en suero afectando principalmente a los quilomicrones y las
lipoproteinas. Lo anterior provoca alteraciones en los vasos sanguineos. En la figura
10A, se muestra el efecto del extracto metanolico del fruto P. indica cuando se
administr6 VO, se observa que el grupo diabético presenta mayor cantidad de
TBARS en comparacion del grupo control (8+1.5 TBARS (nmolas/mg de proteina)
y 4.4+0.5 TBARS (nmolas/mg de proteina), respectivamente). Debido a que el
grupo diabético presenta mayor estrés oxidante se favorece la oxidacion de las
lipoproteinas. Los grupos administrados con el extracto metandlico del fruto de P.
indica presentaron una tendencia a reducir los niveles de TBARS en comparacion
de los grupos no tratados (Control, 3+0.3 TBARS (nmolas/mg de proteina) vy
Diabético, 6.4+0.8 TBARS (nmolas/mg de proteina)). En la figura 10B, se muestra
el efecto del extracto metandlico del fruto P. indica cuando se administr6 VN, el
tratamiento presentd una tendencia similar al reducir los niveles de TBARS
(Control, 2.4+0.4 TBARS (nmolas/mg de proteina) y Diabético, 4+0.5 TBARS
(nmolas/mg de proteina)) a la observada en la VO. Los resultados anteriores
sugieren que en la administracion VO y VN el tratamiento con el extracto
metandlico presenta una tendencia a reducir la lipoperoxidacion de las lipoproteinas
lo que puede favorecer a la disminucion del dafio provocado en los vasos

sanguineos.
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Figura 10. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de
lipoperoxidacion en suero. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores
representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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8.2.4 Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de
glucosa, colesterol y TAG séricos
Es importante sefialar que para la medicion de los niveles de glucosa, colesterol y
TAG, se realizaron con el suero de ratas al finalizar el tratamiento, ademas, tenian
un ayuno de 12-14 horas. En la figura 11A, se muestra que hay un aumento
significativo  (p<0.05) de los niveles de glucosa en comparacion del control
(551.8+12.5 mg/dL y 90.8+4.6 mg/dL, respectivamente). Sin embargo, ambos
grupos que recibieron el extracto metandlico del fruto de P. indica con
administracion VO no redujeron significativamente los niveles de glucosa (Control
90.5£13.4 mg/dL y Diabético 505.6+29.8 mg/dL). En la figura 11B, se muestra los
valores de glucosa cuando se administrd VN el extracto metanolico del fruto de P.
indica, se observd que los grupos tratados no redujeron los niveles de glucosa
significativamente  (Control 79.245.9 mg/dL y Diabético 489.1+36.4 mg/dL) al
compararlos con los grupos administrados con DMSO 1% (Control 80+10.3 mg/dL
y Diabético 526.8+28 mg/dL). Con los resultados anteriores, se observo que el
tratamiento con el extracto metandlico del fruto de P. indica administrado VO y VN

tiende a reducir los niveles de glucosa en los grupos diabéticos.
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Figura 11. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de glucosa
al final del tratamiento. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores representan
la media + EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento

durante 30 dias. n= 6-10. Para el analisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA (Tukey).
*p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 12 se muestran los niveles de colesterol de los distintos grupos. En la
figura 12A, se observo que los grupos tratados con el extracto metanolico de P.
indica VO mostraron una tendencia a reducir los niveles de colesterol (Control
65+9.9 mg/dL y Diabético 66.4+4.8 mg/dL) al compararlos con los grupos que se
les administr6 DMSO 1% (Control 74.1+4.6 mg/dL y Diabético 74.3+4.7 mg/dL).
En la figura 12B, se observd que los grupos que se les administrO VN el extracto
metandlico del fruto de P. indica presentaron una tendencia para reducir los niveles
de colesterol (Control 53+£10.2 mg/dL y Diabético 62.5£7.3 mg/dL), similar a lo
observado en la VO al compararlos con los grupos que recibieron DMSO 1%
(Control 64.4+11.8 mg/dL y Diabético 74.1+6.3 mg/dL). Con los resultados
anteriores, se observd que el tratamiento con el extracto metandlico del fruto de P.
indica administrado VO y VN presenta una tendencia a reducir los niveles de

colesterol en los grupos diabéticos.
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Figura 12. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre los niveles de
colesterol al final del tratamiento. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores
representan la media + EE. Pl: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba

ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 13 se muestran los niveles de TAG de los distintos grupos. En la figura
13A, se observd un aumento significativo (p<0.05) de los niveles de TAG en el
grupo diabético al compararlo con el grupo control (161+8.9 mg/dL y 82.1+2.6
mg/dL, respectivamente). En los grupos tratados VO con el extracto metandlico de
P. indica se observd que no redujeron los niveles de TAG significativamente
(Control 80.5£10.9 mg/dL y Diabético 153.8+12.8 mg/dL) al compararlos con los
grupos tratados con DMSO 1%. En la figura 13B, se muestra los valores de TAG,
cuando se administrd6 VN el extracto metanolico del fruto de P. indica, se observo
que los grupos tratados no redujeron los niveles de TAG significativamente
(Control 81.2+10.2 mg/dL y Diabético 159.6+21.9 mg/dL) al compararlos con los
grupos administrados con DMSO 1% (Control 81.6£3.2 mg/dL y Diabético
174.8+24.2 mg/dL). Con los resultados anteriores, se observd que los grupos
diabéticos que se les administro el extracto metandlico del fruto de P. indica VO y

VN presentaron una tendencia a reducir los niveles de TAG.
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Figura 13. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre los niveles de TAG al
final del tratamiento. (A) Tratamiento VO. (B) Tratamiento VN. Los valores representan la
media £ EE. PIl: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento
durante 30 dias. n= 6-10. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA (Tukey).
*p<0.05 (Control vs. Diabético).
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8.2.5 Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre la actividad de los
complejos mitocondriales I, II, 11y IV
En la figura 14 se muestra la actividad del complejo mitocondrial 1. En la figura
14A se observd una disminucion en la actividad del complejo mitocondrial | del
grupo diabético (0.338+0.03 mM NADH/min*mg proteina) al comparalo con el
grupo control (0.505£0.06 mM NADH/min*mg proteina). Esto se debe a que los
RL y las EROS producidas aumenta en la DM, promueven la modificacion de la
estructura de las subunidades de los complejos mitocondriales, asi como el ADN
mitocondrial, lo que repercute en una disminucion de su actividad. En los grupos
tratados VO con el extracto metandlico del fruto de P. indica mostraron una
tendencia a aumentar la actividad del complejo mitocondrial I (Control 0.554+0.08
mM  NADH/min*mg proteina y Diabético 0.408+0.05 mM NADH/min*mg
proteina). En la figura 14B, se observd una tendencia a aumentar la actividad del
complejo mitocondrial 1 en los grupos tratados VN con el extracto metandlico del
fruto de P. indica (Control 0.518+0.1 mM NADH/min*mg proteina y Diabético
0.375£0.07 mM NADH/min*mg proteina), similar a lo observado en la

administracion VO.
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Figura 14. Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre la actividad
del Complejo 1. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento via nasal (VN). Los
valores representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica
(25 mg/kg peso). Tratamiento durante 30 dias. n= 6-8. Para el analisis estadistico se
utilizd la prueba ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 15 se presenta la actividad del complejo mitocondrial 1l. En la figura 15A,
se muestra que el grupo diabético presenta menor actividad en el complejo mitocondrial
Il en comparacion del grupo control (0.062+0.0123 mM DCIP/min*mg proteina y
0.078+0.01 mM DCIP/min*mg proteina, respectivamente). En los grupos administrados
VO con el extracto metandlico del fruto de P. indica se observa una tendencia a
aumentar la reduccion del DCIP (Control 0.09+0.01 mM DCIP/min*mg proteina y
Diabético 0.077£0.01 mM DCIP/min*mg proteina) respecto a lo observado en los
grupos tratados con DMSO 1%. En la figura 15B se muestran los grupos tratados VN
con el extracto metanolico del fruto de P. indica, los cuales presentaron una tendencia a
aumentar la actividad del complejo 1l (Control 0.093+0.105 mM DCIP/min*mg
proteina y Diabético 0.072+0.01 mM DCIP/min*mg proteina), similar a lo observado

en la administracion VO.
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Figura 15. Efecto del extracto metanodlico del fruto de P. indica sobre la actividad del
Complejo Il. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento via nasal (VN). Los valores
representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 5-8. Para el andlisis estadistico se utilizd la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 16 se muestra la actividad del complejo mitocondrial Ill. En la figura 16A,
se observd una disminucion en la reduccion del citocromo ¢ al compararlo con el grupo
control (0.571£0.09 mM Citocromo c/min*mg proteina y 0.693+0.09 mM Citocromo
c/min*mg proteina, respectivamente). Los grupos tratados VO con el extracto
metanolico del fruto de P. indica mostraron una tendencia a aumentar la reduccion del
citocromo ¢ (Control 0.748+0.07 mM Citocromo c¢/min*mg proteina y Diabético
0.65£0.09 mM Citocromo c/min*mg proteina). En la figura 16B, se observd una
actividad similar cuando se administro el extracto metandlico del fruto de P. indica VN
(Control 0.763+0.08 mM Citocromo c/min*mg proteina y Diabético 0.61+0.08 mM

Citocromo c/min*mg proteina) a la presentada en la VVO.
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Figura 16. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre la actividad del
Complejo I1I. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento via nasal (VN). Los valores
representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 6-9. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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En la figura 17 se presenta la actividad del complejo mitocondrial IV. En la figura 17A,
se observo una disminucion en la oxidacion del citocromo c en el grupo diabético al
compararlo con el grupo control (0.363£0.92 mM Citocromo c/min*mg proteina y
0.451+0.07 mM Citocromo c¢/min*mg proteina, respectivamente). En los grupos
tratados VO con el extracto metandlico del fruto de P. indica se observé una tendencia
a aumentar la actividad del complejo IV (Control 0.535+0.78 mM Citocromo c¢/min*mg
proteina y Diabético 0.409+0.08 mM Citocromo c/min*mg proteina) respecto a lo
observado en los grupos administrados con DMSO 1%. En la figura 17B, se observd un
efecto similar a lo presentado en la VO al aumentar la actividad del complejo
mitocondrial 1V cuando se administrd el extracto metandlico del fruto de P. indica VN
(Control 0.433+0.06 mM Citocromo c/min*mg proteina y Diabético 0.364+0.04 mM
Citocromo c/min*mg proteina). Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento
con el extracto metandlico del fruto de P. indica est4 reduciendo a los RL y a las ERO
generadas en la mitocondria los cuales modifican y dafian al DNA mitocondrial lo que
repercute en la estructura y funcionamiento de las subunidades mitocondriales, debido a

que se observo una tendencia a aumentar la actividad de los complejos mitocondriales.
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Figura 17. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre la actividad del
Complejo IV. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento via nasal (VN). Los valores
representan la media = EE. PIl: Extracto metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso).
Tratamiento durante 30 dias. n= 6-7. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba
ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs. Diabético).
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8.2.6 Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre los niveles de
TBARS en mitocondrias de pulmon
Fue de interés evaluar el efecto antioxidante del extracto metandlico del fruto de P.
indica sobre la lipoperoxidacion en mitocondrias de pulmén, utilizando como
marcador de dafio celular al MDA, debido a que hay reportes de que el estrés
oxidante en la DM favorece la oxidacion lipidica mitocondrial afectando la
integridad mitocondrial asi como su funcién (Haunk y Bernlohr, 2017). En la figura
18A, se observa que hay un aumento significativo (p<0.05) en los niveles de
TBARS en el grupo diabético en comparacién del grupo control (4.3+0.4 y
1.02+0.2, respectivamente), debido a que el grupo diabético presenta mayor
oxidacién lipidica desencadenada por la hiperglucemia y el estrés oxidante presente
en la DM. EIl grupo diabético tratado con el extracto metanolico del fruto de P.
indica VO se observa que disminuye los niveles TBARS significativamente
(p<0.05) en comparacion del grupo diabético (2.5+0.4 y 4.3+0.4, respectivamente).
En la figura 18B, se presenta el efecto antioxidante del extracto metandlico del fruto
de P. indica administrado VN. El grupo diabético tratado con el extracto metanolico
presenta un efecto similar a la administracion VO al reducir los niveles de TBARS
(2.6£0.7). Con los resultados anteriores se observa que tanto la administracion VO
como VN presentan actividad antioxidante al reducir la oxidacion lipidica,
posiblemente se deba a que los compuestos fendlicos presentes en el extracto estan
reduciendo a las ERO y RL generados en la mitocondria, ademas reduciendo la
generacion  del radical OH" y favorezca a una disminucion del estrés oxidante
intracelular. Este efecto observado, es similar al presentado por el extracto
metandlico de P. fulgens que redujo significativamente los niveles te TBARS de
higado, cerebro, rifiones y corazon de ratones que se les indujo DM con aloxan y se

concluyé que tenia actividad antioxidante (Saio et al., 2012).
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Figura 18. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre la
lipoperoxidacion en mitocondrias de pulmén. (A) Tratamiento via oral (VO). (B)
Tratamiento via nasal (VN). Los valores representan la media + EE. PI. Extracto
metandlico del fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento durante 30 dias. n=
6-10. Para el analisis estadistico se utilizo la prueba ANOVA (Tukey). *p<0.05
(Control vs. Diabético), "p<0.05 (Diabético vs. Diabético + Pi).
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8.2.7 Efecto del extracto metanolico del fruto de P. indica sobre la actividad de la
GPx y la SOD en mitocondrias de pulmén

Se evalu6 la actividad antioxidante de las enzimas GPx y la SOD, debido hay que
estudios que mencionan que la actividad de la GPx y la SOD en el pulmén se ve
disminuida durante la DM debido a la elevada produccion de ERO y RL
provenientes de las mitocondrias pulmonares (Hong et al., 2016). En la figura 19A,
se observd que el tratamiento con el extracto metandlico del fruto de P. indica
administrado VO presenta una tendencia a aumentar la actividad de la GPx en los
grupos tratados (Control 29.4+2.8 y Diabético 23.1+3.5) al compararlos con los
administrados con DMSO 1% (Control 24.6+2.9 y Diabético 13.7£3.3). En la figura
19B, se presenta el efecto observado al administrar el extracto metandlico del fruto
de P. indica VN, se observd que presentd una tendencia similar al aumentar la
actividad de la GPx (Control 30.3+3.4 y Diabético 22.7+£1.9) que la presentada en la
VO.
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Figura 19. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre la actividad de
la GPx en mitocondrias de pulmon. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento
via nasal (VN). Los valores representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del
fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento durante 30 dias. n= 4-6. Para el
andlisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs.
Diabético).
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En la figura 20 se muestra la actividad de la SOD en mitocondrias de pulmén. En la
figura 20A, se muestra que hay una disminucion significativa (p<0.05) en la
actividad de la SOD en el grupo diabético en comparacion del grupo control
(5.4+0.5 y 3.9+0.3, respectivamente). Se observd que los grupos tratados con el
extracto metanolico del fruto de P. indica administrado VO presentaron mayor
actividad de la SOD (Control 7.1+0.6 y Diabético 5.1+0.4). En la figura 20B, se
presenta que ambos grupos tratados con el extracto metandlico del fruto de P. indica
administrado VN presentaron mayor actividad de la SOD (Control 5.1+0.3 y
Diabético 4.2+0.1) en comparacion de los grupos tratados con DMSO al 1%
(Control 4.3+0.2 y Diabético 3.4+0.2). Con los resultados anteriores se observd que
tanto la VO como la VN el extracto metanolico del fruto de P. indica tuvo una
tendencia a aumentar la actividad de la GPx y la SOD, lo que sugiere que se
disminuyd el estrés oxidante el cual altera la actividlad de ambas enzimas. La
tendencia presentada fue similar al efecto observado con el extracto rico en
compuestos fendlicos de P. discolor que presentd una actividad al aumentar la
actividad enzimatica de la SOD, asi como aumentar los niveles de glutation en ratas
diabéticas inducidas con STZ, concluyendo que era un potencial antioxidante
(Zhang et al., 2010)
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Figura 20. Efecto del extracto metandlico del fruto de P. indica sobre la actividad de
la SOD en mitocondrias de pulmon. (A) Tratamiento via oral (VO). (B) Tratamiento
via nasal (VN). Los valores representan la media £ EE. PI: Extracto metandlico del
fruto de P. indica (25 mg/kg peso). Tratamiento durante 30 dias. n= 6-10. Para el
andlisis estadistico se utilizd la prueba ANOVA (Tukey). *p<0.05 (Control vs.
Diabético).
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9. Discusion

La DM representa un problema a nivel mundial debido a una elevada prevalencia e
incidencia que va en crecimiento cada dia. La DM estd caracterizada por presentar una
hiperglucemia a consecuencia de defectos en la secrecion o la accion de la insulina
(American Diabetes Association, 2014). La hiperglucemia esta relacionada con el
desarrollo de las complicaciones de la DM. A consecuencia de la relacién que presenta con
la elevada produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) a nivel mitocondrial (Forbes
y Cooper, 2013). Se ha considerado al estrés oxidante como un factor para desarrollar
diversas complicaciones como la microangiopatia (Honiden y Gong, 2009).  Asi como un
aumento en los niveles de diversas moléculas modificadas (proteinas, lipidos, &cidos
nucleicos) por el estrés oxidante, las cuales pueden presentar cambios en las propiedades
celulares del tejido pulmonar repercutiendo en las funciones bioldgicas (Hong et al., 2016).
El dafio provocado por las ERO depende de la capacidad antioxidante de las enzimas
antioxidantes presentes en la mitocondria para contrarrestarlas y no permitir que se genere
una condicién de estrés oxidante. Por lo que para prevenir o controlar el dafio pulmonar
provocado por la DM, debe tomarse en cuenta el consumo de compuestos antioxidantes que
complementen el tratamiento. Una alternativa es el uso de plantas medicinales con
propiedades terapéuticas para disminuir las complicaciones provocadas por la DM. Son una
fuente rica en compuestos fitoquimicos con diversas propiedades con actividad biologica y
debido a su naturaleza quimica tienen gran potencial para utilizarlos como agentes
terapéuticos. Hay diversos estudios en los cuales se destacan una gran variedad de plantas
mexicanas usadas en la fitoterapia para el tratamiento de la DM, como por ejemplo
Psacalium decompositum, la Columbrina elliptica y Agarista mexicana que presentan
efectos hipoglucemiantes, hipolipidémicos y antioxidantes (Esquivel-Gutiérrez et al.,
2013).

Potentilla indica es una planta ampliamente distribuida en Asia, Europa y América.
Tradicionalmente se ha utilizado de manera milenaria para el tratamiento de diversas
afecciones como la lepra, fiebre, la inflamacion del tejido, hematémesis, hiperglucemia y el
cancer (Zhu et al., 2015). Sin embargo, para este estudio se evalud el efecto antioxidante

del fruto de P. indica cuando se administrd a través de la VO y la VN, debido a su gran
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contenido de diversos compuestos fendlicos, con potencial actividad antioxidante como
destacan el &cido elagico y glucosidos de &cido elagico, como el acido hidroxibenzoico y
derivados del acido hidroxicindmico, y flavonoides (Zhu et al., 2015). Por lo que se
considerd que el extracto metandlico del fruto de P. indica puede tener un potencial uso
como antioxidante y protector contra el dafio oxidativo provocado en la DM en el pulmon,

por lo que debe ser evaluado.

Las determinaciones in vitro mostraron que el extracto metanolico del fruto de P. indica
presenta actividad antioxidante, debido a su contenido de compuestos fendlicos. Se ha
reportado que las moléculas antioxidantes como los polifenoles, los flavonoides y los
taninos reducen a los RL, ERO y ERN debido a su capacidad de donar un atomo de
hidrogeno (Msaada et al., 2017). Ademas se realizaron pruebas in vivo para evaluar su

efecto terapéutico como tratamiento para la DM.

Se observd la disminucion de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales I,
Il, 111y IV en la DM, principalmente el complejo I, debido a que las subunidades estan
principalmente codificadas por ADN mitocondrial. EI ADN mitocondrial debido a su
proximidad a las ERO producidas por la mitocondria se propone que es mas susceptible al
dafio oxidativo. Se ha demostrado que la actividad del complejo | disminuye con la edad,
maltiples enfermedades como la de Parkinson y la DM, donde se ha demostrado una
correlacion positiva en la disminucion de la actividad y el aumento de la produccion de
ERO (Pollard et al., 2016). El tratamiento VO y VN del extracto metandlico del fruto de P.
indica presentd una tendencia a aumentar la actividad de los complejos respiratorios
mitocondriales en pulmén de los grupos diabéticos (Figura 14-17), debido a que, los acidos
fendlicos presentes en el extracto metandlico interactian con las ERO y los RL generados
por las mitocondrias pulmonares y los reducen a moléculas menos reactivas, por
consiguiente, se disminuyen las mutaciones en el ADN mitocondrial y las modificaciones
en las subunidades de los complejos respiratorios mitocondriales, favoreciendo a que no se

alteren la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales en pulmon.

El estrés oxidante generado por la DM es responsable de la lipoperoxidacion lo que
desencadena alteraciones en la membrana y en los lipidos circulantes en suero como son los

quilomicrones y lipoproteinas entre otros, lo que provoca alteraciones y disfuncion de los
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vasos sanguineos (Di Marco et al., 2013). La lipoperoxidacion en la membrana
mitocondrial afecta los componentes proteicos presentes, entre ellos la cadena
transportadora de electrones, ademés de alterar el empaquetamiento, organizacion vy
arquitectura de los lipidos y la permeabilidad de la membrana, puede inhibir algunos
procesos esenciales, tales como la sintesis de ATP, el transporte de metabolitos e iones y el
bombeo de protones, provocando como resultado final la apoptosis de la célula (Hong et
al., 2016). En el tratamiento administrado VO y VN del extracto metandlico del fruto de P.
indica se observo un efecto antioxidante al reducir los niveles TBARS de las mitocondrias
de pulmén en los grupos diabéticos (Figura 18), por lo que se propone que los compuestos
fendlicos presentes en el extracto metandlico estan interactuando y reduciendo a las ERO y
los RL producidos en las mitocondrias disfuncionales, asi como la produccion del radical
OH’, lo que repercute en una disminucion en el dafio de la membrana mitocondrial y mejora
su integridad, asi como su funcionamiento. Los resultados observados en los complejos

respiratorios mitocondriales corroboran se con una tendencia a aumentar su actividad.

Por otro lado, en los vasos sanguineos disfuncionales debido a la hiperglucemia, la
dislipidemia y el estrés oxidante, hay un aumento en la retencion y oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio de la intima vascular (Di Marco et al.,
2013). La oxidacion de las LDL promueve a la inflamacion de los vasos sanguineos, asi
como los presentes en el pulmdn, a través de la activacién del sistema inmune innato por
medio de los macréfagos, formando células espumosas al fagocitar a las LDL oxidadas,
ademéas el sistema inmune adaptativo por medio de los linfocitos T, que en conjunto,
promueven el aumento de citocinas proinflamatorias, favorecen al desarrollo de la
microangiopatia y alteran el funcionamiento pulmonar (Di Marco et al, 2013). Los
resultados obtenidos en la oxidacion lipidica en suero (Figura 10), sugieren una
disminucion de las ERO y ERN (Zhang et al., 2010) lo que disminuye el dafio en las
membranas celulares. Ademas, quizd favorezca a disminuir la inflamacion pulmonar
desencadenada por las ERN (Frei y Higdon, 2003).

Existe evidencia de que la actividad y la expresion de las enzimas antioxidantes durante la
DM se altera (Forbes y Cooper, 2013). Por ejemplo, en el caso de la enzima GPx, es

debido a una disminucién del glutation reducido a consecuencia de una alteracion en la
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actividad de la enzima glutation reductasa que es dependiente de NADPH, a través de la
elevada actividad de la via de los polioles (Forbes y Cooper, 2013). En el tratamiento
administrado VO y VN con el extracto metanolico del fruto de P. indica, se observd una
tendencia a aumentar la actividad de la GPx (Figura 19), a consecuencia de que el extracto
metandlico aumentd los niveles de glutation reducido, debido a que pudo reducir al
glutation oxidado o al NADP, para favorecer un aumento de las reservas de glutation

reducido.

Hay diversos estudios que mencionan que el gen que codifica para la enzima SOD
mitocondrial es susceptible mutaciones por las ERO y RL, lo que altera su actividad
(Pourvali et al., 2016). Ademéas, se ha mencionado que durante la DM Ila actividad de la
SOD en pulmén disminuye a través de su glucosilacion y por la sobre produccion de RL y
ERO en la mitocondria (Hong et al., 2016). La administracion VO y VN del extracto
metandlico del fruto de P. indica mostrd una tendencia a mejorar la actividad de la SOD
mitocondrial (Figura 20); esto se debe a que quiza los componentes de naturaleza fendlica
presentes en el extracto metanolico, interactuaron con los RL y ERO (Saio et al., 2012)
formados por la mitocondria y evitaron que estos propiciaran mutaciones en el gen que
codifica para la SOD mitocondrial.

Todos estos resultados muestran beneficios del consumo del extracto metandlico a nivel
pulmonar y en suero, sin embargo, serd necesario realizar mas estudios para comprobar su
efecto antiinflamatorio, y ademas, otros estudios para evaluar si mejora la integridad de la

membrana mitocondrial.

77



10. Resumen de resultados

e El extracto metandlico del fruto de P. indica presenta actividad antioxidante in vitro
ya que reduce al radical DPPH', al H,O, y la oxidacion inducida por el fierro en
mitocondrias de los pulmones.

e El extracto metandlico del fruto de P. indica reduce la lipoperoxidacion en suero.

e El extracto metandlico del fruto de P. indica tiende a aumentar la actividad de los
complejos respiratorios mitocondriales.

e El extracto metanolico del fruto de P. indica presenta actividad antioxidante en
mitocondrias de pulmén ya que reduce la lipoperoxidacion, tiende a aumentar la
actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y GPx) y previene el dafio

mitocondrial.
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11. Conclusion

El extracto metandlico del fruto de P. indica tiene actividad antioxidante sobre las

mitocondrias de pulmén y en suero.
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12. Perspectivas

e Determinar niveles de citocinas proinflamatorias en suero.
e Evaluar la integridad de la membrana mitocondrial mediante la medicion del
consumo de oxigeno.

e Determinar la permeabilidad de la membrana a través su mecanismo natural (Ca*?).
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