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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabodlico de etiologia multiple, cuya
principal caracteristica es hiperglucemia crdnica, debida a la deficiencia o resistencia a la
insulina, o una combinaciéon de ambas y que conduce a alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. A largo plazo, la DM produce diferentes complicaciones
que afectan practicamente todos los tejidos y érganos. Uno de los 6érganos mas afectado por
las complicaciones de la DM es el cerebro, debido a que la DM estd estrechamente
relacionada con un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), un
desbalance de los sistemas antioxidantes y la disfuncién mitocondrial. Se ha reportado que
el cerebro es altamente susceptible al estrés oxidativo, y con el transcurso de la enfermedad,
todos los factores anteriormente mencionados juegan un papel fundamental en el desarrollo
de diversas complicaciones a nivel cerebral, como desarrollo de Alzheimer, decline
cognitivo, alteraciones en la neurotransmision, neuroinflamacion, apoptosis, necrosis, entre
otras. Por otro lado, la medicina tradicional ha surgido como una alternativa en el tratamiento
de diversas enfermedades, entre ellas la DM; una de las plantas usadas en la medicina
tradicional para tratar la diabetes es Eryngium carlinae, la cual ya ha demostrado
experimentalmente tener propiedades hipoglucémicas, antioxidantes e hipolipidémicas, que
la hacen muy prometedora para ser usada como un tratamiento antidiabético. Por otro lado,
en afios recientes se han buscado nuevas estrategias para asegurar una rapida y eficaz
administracion de fArmacos, una de estas estrategias es el uso de nanoparticulas de sintesis
verde, que combinan el uso de extractos vegetales con nanoparticulas metalicas que aseguren
un mayor efecto biologico. El objetivo de este trabajo fue comparar el efecto del extracto de
Eryngium carlinae y su combinacion con nanoparticulas de plata (AgNP) en los niveles de
glucosa, y la funcion mitocondrial. Se obtuvieron AgNP a partir del extracto acuoso de E.
carlinae, que fueron caracterizadas por UV-Vis y microscopia electronica de barrido (MEB).
Se utilizaron 36 ratas Wistar macho sin o con DM experimental (Estreptozotocina [STZ] 45
mg/Kg de peso) y se dividieron en 6 grupos con una n=6 y fueron tratadas o no con una dosis
de 30 mg/Kg de peso de extracto acuoso de E. carlinae o con una dosis de 30 mg/Kg de peso
de la combinacion extracto-AgNP durante 45 dias. El grupo diabético mostrd un incremento
significativo de los niveles de glucosa y triglicéridos en sangre, asi como de la produccion
de ERO y peroxidacion de lipidos en mitocondrias. También, se observo una disminucion en
la actividad de la SODmt, GPx y los complejos I, II y III comparado con el grupo control. La
administracion con los tratamientos en ratas diabéticas mostraron que disminuyd la
produccion de ERO y la peroxidacion de lipidos, también se restaur6 la actividad de la
SODmt, GPx y de los complejos de la CTE, comparado con el grupo diabético, y inicamente
el grupo tratado con la combinacion de extracto-AgNP, disminuy6 significativamente los
niveles de glucosa y triglicéridos en sangre comparado con el grupo diabético. En conjunto,
nuestros resultados sugieren, que los tratamientos, tanto con extracto acuoso de E. carlinae,
como la combinacién de extracto-AgNP pudo revertir el desbalance del sistema de defensa
antioxidante y la produccion de ERO, asi como la disfuncién mitocondrial en el cerebro, y
unicamente la combinacion disminuyd los niveles de glucosa y triglicéridos de ratas con DM.

Palabras clave: Diabetes mellitus, estrés oxidativo, Eringium carlinae, nanoparticulas de
sintesis verde, combinacion extracto-AgNP.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder of multiple etiology, the main

characteristic is that occurs with chronic hyperglycemia, due to insulin deficiency or
resistance, or a combination of both, leading to alterations in carbohydrates, lipids and
proteins metabolism. With the development over several years, DM causes different
complications that affect practically all tissues and organs. One of the organs most affected
by the complications of DM is the brain because DM is closely related to an increase in the
production of reactive oxygen species (ROS), an imbalance of the cellular antioxidant
defense system and mitochondrial dysfunction. It has been reported that the brain is highly
susceptible to oxidative stress. With the course of the disease, all the factors mentioned above
play a fundamental role in developing various complications at the brain level, such as the
development of Alzheimer's, cognitive decline, alterations in neurotransmission,
neuroinflammation, apoptosis, and necrosis, among others.
On the other hand, traditional medicine has emerged as an alternative in the treatment of
various diseases, including DM; one of the plants used in traditional medicine to treat
diabetes is Eryngium carlinae, which has already been experimentally shown to have
hypoglycemic, antioxidant and hypolipidemic properties, which makes it very promising to
be used as an antidiabetic treatment. Moreover, new strategies have been sought to ensure a
rapid and effective administration of drugs in recent years. One of these strategies is using
green synthetic nanoparticles, which combine the use of plant extracts with metallic
nanoparticles that ensure a more significant biological effect. The objective of this work was
to compare the effect of the extract and its combination with silver nanoparticles (AgNP) on
glucose levels and mitochondrial function. AgNP was obtained from the aqueous extract
of E. carlinae characterized by UV-Vis and SEM. 36 male Wistar rats without or with
experimental DM (STZ 45 mg/Kg of weight) were divided into 6 groups with n = 6 and were
treated or not with a dose of 30 mg/Kg of weight of the aqueous extract of E. carlinae or with
a dose of 30 mg/Kg of weight of the extract-AgNP combination for 45 days. The diabetic
group showed a significant increase in glucose and triglycerides in the blood, as well as the
production of ROS and lipoperoxidation in mitochondria. Also, a decrease in SODmt, GPx
and complexes I, IT and III activities compared to the control group. Administration with the
treatments in diabetic rats showed decreased ROS production and lipoperoxidation, they also
restored the activities of SODmt, GPx and CTE complexes compared to the diabetic group,
and only the group treated with the extract-AgNP combination decreased significantly the
blood glucose and triglyceride levels, compared to the diabetic group. Our results suggest
that the treatment with both E. carlinae aqueous extract and the extract-AgNP combination
can reverse the imbalance of the antioxidant defense system and ROS production, as well as
mitochondrial dysfunction in the brain, and only with the combination (extract-AgNP) lowers
glucose and triglyceride levels in rats with DM.

Key words: Diabetes mellitus, oxidative stress, Eryngium carlinae, green synthetic
nanoparticles, extract-AgNP combination.
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1. INTRODUCCION
1.1 Definicion y estadisticas

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabolico de etiologia multiple que se
caracteriza por niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia) de manera crénica y
con alteraciones del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas resultado de defectos
en la secrecion de insulina o de la accion de la insulina en las células, o por una combinacion
de ambas (IDF, 2019).

La DM es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, ya que en los
ultimos afios ha tenido un gran incremento en el numero de personas que la padecen. Se
estima que la cifra de personas con DM en 2019 alcanzo los 463 millones de diabéticos y se
estima que para el afio 2045 la cifra se incremente hasta los 700.2 millones (IDF, 2019).
México, desafortunadamente, ocupa el sexto lugar a nivel mundial con nimero de personas
con diabetes con un total de 12.8 millones y se estima que para 2045 la cifra incremente hasta
los 22.3 millones (IDF, 2019), en nuestro pais. Ademas, la diabetes ocupa la segunda causa
de muerte solo detras de las enfermedades cardiovasculares, y no solo tiene un fuerte impacto
en la salud de la poblacion, también econdmicamente, la diabetes representa una fuerte carga
ya que se estima que en México se gastan aproximadamente 3,872 millones de dolares
anuales en tratamientos y atencidon médica para pacientes diabéticos. Por esta razon, es tan
importante tener tratamientos efectivos para tratar la diabetes y fortalecer las medidas
preventivas para evitar que la diabetes y sus complicaciones causen mas problemas en la
poblacion tanto nacional como mundial.

1.2 Clasificacién de la DM
1.2.1 DM tipo 1

La DMI representa aproximadamente el 10% de todos los casos de diabetes (IDF,
2019). La DM 1 se caracteriza por la deficiencia absoluta de insulina, esta deficiencia se da
por varias causas:

La destruccion autoinmune de las células beta pancreaticas, que también se denomina
DM tipo 1A. La patogénesis resulta de la interaccion entre factores genéticos y ambientales
que alteran el sistema inmune y culminan en la destruccion de las células  pancredticas. Se
caracteriza por la presencia de autoanticuerpos contra los islotes pancreaticos, con
destruccion selectiva de las células . Una variante de la DM, es la destruccion de las células
B sin clara evidencia de autoinmunidad o DM tipo 1B o idiopatica, que se reserva para las
formas que cursan con una carencia fluctuante de insulina sin signos de autoinmunidad contra
las células B (Tébar y Escobar, 2009).

Existe una clara predisposicion genética para desarrollar DM1, con un riesgo de 6%
de padecerla en familiares de primer grado, frente al 0.4% de la poblacion general. Existen
cerca de 20 regiones en el genoma humano para los genes de la DM1, que se denominan
DMID. De todos los loci de susceptibilidad propuestos, los de mayor riesgo son los asociados
a la region HLA. El HLA es una familia de genes ubicados en el brazo corto del cromosoma
6 que permiten la identificacion de las moléculas propias de las extrafas. Es en la region

1
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HLA de clase II donde residen los principales determinantes de susceptibilidad genética para
la DM1. Se han definido bioquimicamente tres haplotipos del HLA de clase II que son DR,
DQ y DP, siendo los haplotipos HLA-DR Y HLA-DQ los que tienen una mayor asociacion
genética con la DM1 (Noble, 2015). El segundo locus de susceptibilidad a DM1 se encuentra
en el gen INS-VNTR que se localiza en el promotor del gen de la insulina. Se relaciona con
el factor de transcripcion regulador autoinmune (AIRE) implicado en la eliminacion de las
células T que son autoreactivas a la expresion timica de insulina. La alteracion del gen INS-
VNTR conlleva menor expresion timica de insulina, lo que condiciona una reduccion de
tolerancia a la insulina. El tercer locus se encuentra en el gen CTLA-4. Su funcion es atenuar
la respuesta inmune mediante la union de ligandos (CD80 o CD86) que se expresan en la
superficie de células presentadoras de antigenos. Una alteracion de este gen conduce a un
mayor riesgo de padecer una enfermedad autoinmune. El cuarto locus de susceptibilidad a
DMI1 es la PTPN22. Se expresa en las células T y codifica para una tirosin-fosfatasa
linfocitica (LYP). Un polimorfismo especifico de LYP determina una hiperreactividad de las
células T y se relaciona con enfermedades autoinmunes (DiMeglio et al., 2018).

También, se ha relacionado la DMI1 con factores ambientales en individuos
genéticamente susceptibles, entre los que cabe destacar a los virus (rubéola, enterovirus,
citomegalovirus, virus coxsackie, parvovirus B19 y rotavirus) que pueden infectar
directamente las células B y causar citolisis, o bien pueden inducir una respuesta inmune.
Asimismo, se ha sugerido la implicacion de ciertos alimentos (por ejemplo, la exposicion
temprana a la proteina de la leche de vaca o el gluten) o de toxinas ambientales (por ejemplo
las nitrosaminas) en la patogénesis de la DM1, sin embargo, su papel se encuentra todavia
poco dilucidado (T¢ébar y Escobar, 2009).

La produccion de auto-anticuerpos que desencadena la autoinmunidad especifica
hacia las células B, implica insulinitis y su destruccion. En este proceso participan tanto la
inmunidad celular como la humoral. Los principales marcadores de autoinmunidad en la
DM1 y que se encuentran relacionados con la patogénesis de la enfermedad son ICA, TAA,
IA2 o ICA512 y GAD65 o GADA (Tébar y Escobar, 2009). La presencia de varios
anticuerpos persistentemente positivos junto con haplotipos HLA de elevado riesgo
incrementa el riesgo de desarrollar DM1. El mecanismo responsable de la produccion de
estos autoanticuerpos es la activacion del sistema inmune mediado por linfocitos T en
individuos genéticamente susceptibles (DiMeglio et al., 2018). Los antigenos de las células
B pancreaticas son presentados a las células T CD4+ mediante las APC. Estas APC secretan
IL-12 que promueve la secrecion de IFN-y e IL-2 por parte de la célula T CD4+. Finalmente,
el IFN-y estimula a los macrofagos o a las células T CD8+ para liberar radicales libres o mas
citocinas. Estas células T que infiltran los islotes provocan la destruccion de células
mediante dos mecanismos: liberando moléculas citotdxicas como las citocinas IL-1, IFN-y,
TNF-a, granzima B o perforina, o bien activando las sefiales de apoptosis celular a través de
la via Fas (Battaglia, 2014).

1.2.2 DM tipo 2
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El desarrollo de la DM2 comprende el deterioro progresivo de la funcion de las
células B, todo ello en el contexto de resistencia a la insulina. La DM2 representa
aproximadamente el 90% de todos los casos a nivel mundial (IDF, 2019).

Genéticamente, la DM2 es mas frecuentemente poligénica (mayor a 90%) y es el
resultado de una herencia debida a un conjunto de genes donde cada uno de ellos ejerce un
efecto parcial y solo determinadas combinaciones y en presencia de determinados factores
de riesgo, como la obesidad, se desarrolla la diabetes. En el desarrollo de la DM2 destacan
los polimorfismos de los genes PPAR- o, PGC1, KLF11, TCF7L2, CAP10, KCNJ11,
HFN4A, TCF2, WES1, HHEX-IDE, SLC30A8, CDKALI1, CDKN2A-2B, IGF2BP2 y FTO.
Cabe mencionar que a pesar de que las relaciones son s6lidas y evidentes, el riesgo conferido
aisladamente a cada gen no es potente, debe haber una combinacion de varios de ellos.
Existen, ademads, otros genes que se relacionan discretamente con la resistencia a la insulina
(ENPP1, RBP4, PEPCK, SRII1, INS y NNT) o con la inflamacion crénica de bajo grado
(TNFR, IL6R) que forman parte del mecanismo etiopatogénico de la DM2, varios
componentes del sindrome metabdlico y la aterosclerosis (Tébar y Escobar, 2009).

La resistencia a la insulina se refiere a la disminucion de la capacidad de la insulina
para ejercer sus efectos bioldgicos en tejidos diana. Implica la reduccion de la capacidad de
la insulina para estimular la utilizacion de glucosa por el musculo esquelético y el tejido
adiposo. Los mecanismos celulares relacionados en la resistencia a la insulina se basan en el
bloqueo de la sefial de la insulina. En condiciones normales, la sefial de la insulina implica la
union de la insulina con su receptor, un receptor de membrana con actividad de tirosina
cinasa. Esta unioén provoca la activacion del complejo proteina SRI. Este SRI se une a otras
proteinas, y se activa una sefial en cascada, que va a ocasionar una gran variedad de
respuestas, una de ellas la translocacion de transportadores de glucosa a la membrana
plasmatica para permitir el ingreso de glucosa a la célula (Galicia-Garcia et al., 2020). El
bloqueo de la activacion de la cascada se puede producir en varios niveles. Los AGL activan
cinasas inflamatorias inhibidoras como IKK y JNK. Estas incrementan la fosforilacion
serina/treonina del complejo SRI, reduciendo asi la cascada de activacion. En personas
obesas con una mayor circulacion de AGL y aumento de citocinas proinflamatorias, como
TNF-a e IL-6. El TNF-a incrementa la lipolisis en adipocitos, lo que implica la elevacion de
AGL, que tendra efectos negativos sobre la cascada de senalizacion de la insulina. La IL-6
inhibe la sefial de la insulina mediante el aumento de expresion de proteinas SOC, que se
encargan de degradar el complejo proteina SRI (Tébar y Escobar, 2009).

La disfuncion de las células B es otro mecanismo implicado en la aparicion y el
desarrollo de la DM2. Esta disfuncion se define como una limitacion en la capacidad celular
para compensar la hiperglucemia. Entre los factores implicados en la pérdida progresiva de
funcion y masa de células B se consideran: la glucotoxicidad debido a un ambiente
hiperglucémico. El mecanismo esta relacionado a la gran produccion de ER, que dafan
distintos componentes celulares y producen apoptosis de la célula B. La lipotoxicidad, que
implica niveles circulantes elevados de AGL de forma persistente que influyen en la pérdida
de funcion progresiva. Las citocinas proinflamatorias, en particular el TNF-a, la IL-6, el
receptor antagonista de la IL-1 y la leptina, que se relacionan con la resistencia a la insulina,
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pueden afectar el funcionamiento de las células B y estan relacionadas con la activacion del
sistema inmune innato. Esta activacion también se da por una combinacion de factores
ambientales como la obesidad. La activacion del sistema inmune innato, a su vez, provoca
autoinmunidad de bajo grado por la cual se pueden destruir las células B, pero por supuesto
muy lejos de la autoinmunidad propia de la DM1. Finalmente, también se ha descrito una
relacion bidireccional entre el metabolismo del hierro y la DM2, de manera que un
incremento en los depositos de hierro implicaria una mayor predisposicion de padecer DM2,
mientras que la disminucion de éstos seria predisposicion protectora (Galicia-Garcia et al.,
2020).

1.2.3 Diabetes gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como una intolerancia a los hidratos
de carbono de gravedad variable, que comienza o se reconoce por primera vez durante el
embarazo, lo que significa que la intolerancia a la glucosa pudo haber precedido al embarazo.
La incidencia de la diabetes gestacional varia en las distintas poblaciones de los estudios y
se calcula que se produce en el 3 y el 5% de las mujeres embarazadas. La probabilidad de
desarrollar diabetes gestacional aumenta significativamente en ciertos subgrupos, como las
mujeres con antecedentes familiares de DM2, las de mayor edad y las obesas. El crecimiento
fetal excesivo y sus consecuencias son las principales preocupaciones de la diabetes
gestacional. Las consecuencias del crecimiento fetal excesivo asociado a la DMG incluyen
trauma de nacimiento, mortalidad materna por parto quirurgico y el posible aumento de los
riesgos de intolerancia a la glucosa y obesidad en su descendencia (IDF, 2009).

La fisiopatologia de la diabetes gestacional involucra varios factores, primeramente
la resistencia a la insulina y por lo tanto, un menor transporte de glucosa a los tejidos. Esta
resistencia esta asociada con una disminucion en la fosforilacion de la proteina SRI-1, debido
a una menor expresion de esta misma, también por otro lado se ha observado una menor
fosforilacion del receptor de insulina (Harlev y Wiznitzer, 2010).

El interés se ha centrado en una serie de mediadores relacionados con el tejido
adiposo, que estan implicados en la insulino resistencia, como la adiponectina, resistina y
leptina. La adiponectina es una adipocitoquina que ha demostrado tener papeles
antiaterogénicos, antiinflamatorios y antidiabéticos en concentraciones adecuadas, y se
demostrd en un trabajo realizado por Cortelazzi et al. (2007), en donde se encontré que los
niveles de adiponectina fueron significativamente mas bajos en mujeres embarazadas
diagnosticadas con diabetes gestacional que en embarazadas normales.

Finalmente, también relacionado con el tejido adiposo, la obesidad puede
desencadenar estrés inflamatorio, metabdlico, oxidativo y estrés de reticulo endoplasmico en
el tejido adiposo. Las rutas de sefializacion de estrés constituyen la fosforilacion basada en
la activacion de cinasas en respuesta a estimulos intra y extracelulares. La activacion de
cinasas conduce a la fosforilacion de diferentes proteinas sobre residuos de Ser/Thr, alterando
su funcion. Ademas, se ha observado en diferentes estudios, que la activacion de cinasas en
el tejido adiposo conduce a infiltracion de macréfagos en la grasa intraabdominal omental.
Estudios recientes han mostrado evidencia que estas rutas en pacientes obesos con grasa
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omental se asocian fuertemente con marcadores clinicos de morbilidad y es un marcador que
predice la sensibilidad a la insulina de todo el cuerpo, por lo que esta condicion es un factor
muy importante de riesgo para desarrollar diabetes gestacional (Harlev y Wiznitzer, 2010).

1.2.4 Otros tipos especificos de DM

En este grupo clasificatorio de la DM se reunen situaciones clinicas con diagnostico
de DM que no tienen relacion entre ellas. En esta clasificacion se encuentran defectos
genéticos de las células B (diabetes tipo MODY), defectos en la accion de la insulina de
etiologia genética, inducida por enfermedades del pancreas exocrino, inducida por
endocrinopatias, inducida por fAirmacos u otras sustancias quimicas, inducida por infecciones
(principalmente viricas), formas frecuentes de diabetes mediadas por inmunidad y otros
sindromes genéticos, a veces asociados a diabetes, como el sindrome de Down, Klinefelter,
Turner, Wolfram, entre otros (Tébar y Escobar, 2009).

1.3 Diagnostico de la DM

Uno de los primeros indicios de que una persona estd cursando con DM, es la
aparicion de ciertos sintomas caracteristicos, como la polifagia, que es un aumento de apetito,
la polidipsia, que es un incremento en el consumo de liquidos, la poliuria, que es un aumento
en el nimero de micciones diarias, la astenia que es cansancio o fatiga general y la pérdida
de peso (IDF, 2019).

El diagnostico definitivo de la DM se da mediante una serie de pruebas que incluyen
mediciones de glucosa en plasma en ayunas, glucosa en plasma a las dos horas de una
sobrecarga oral de glucosa de 75 g, niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc) y glucosa
en plasma aleatoria (IDF, 2019).

Tabla 1. Valores de referencia normales y anormales de glucosa.

Prueba Valores normales Valores anormales (DM)
Glucosa en ayuno 80-100 mg/dL > 126 mg/dL

Glucosa postprandial Menor a 140 mg/dL > 200 mg/dL
Hemoglobina HbAlc Menor a 5.7% Equivalente a 6.5%
Glucosa aleatoria Menor a 125 mg/dL > 200 mg/dL

Para considerar un paciente como diabético, debe cumplir al menos uno de los
criterios anormales mencionados en la tabla, acompanado de los sintomas caracteristicos de
la DM (IDF, 2019).

1.4 Complicaciones de la DM

Las complicaciones de la DM se clasifican en agudas y cronicas, y a su vez las
complicaciones cronicas se clasifican en macrovasculares y microvasculares, dependiendo el
calibre de la vasculatura que se ve afectado.

1.4.1 Complicaciones agudas de la DM
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Las complicaciones agudas de la DM comprenden la cetoacidosis diabética (CAD) y
el estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH). Si el diagnostico de la DM se retrasa,
normalmente se acumulan cuerpos cetdnicos, o se produce lo que se denomina CAD. La
lipolisis provocada por la deficiencia de insulina, estimula un aumento de la oxidacion
hepatica de acidos grasos, lo que determina la formaciéon de cuerpos cetdnicos (acetona, 3-
hidroxibutirato y acetoacetato), lo que conduce al desarrollo de acidosis metabolica. La
aparicion del EHH puede ser insidiosa, pero puede evolucionar a una profunda deshidratacion
y a la perdida de electrolitos, con el riesgo de padecer otras complicaciones. Este estado se
presenta casi exclusivamente en los ancianos con DM2 y puede provocar incluso disminucion
del estado de conciencia y puede estar o no acompafiada de una minima cetoacidosis
(Chawla, 2013).

1.4.2 Complicaciones crénicas de la DM

Las complicaciones microvasculares y macrovasculares, las cuales se manifiestan
como complicaciones crdonicas de la DM dan cuenta ampliamente de la mortalidad y la
morbilidad relacionadas con la diabetes. Denominamos complicaciones microvasculares a
aquellos cuadros en los que predomina la afectacion de la microcirculacion. Por el contrario,
si la alteracion se produce en los vasos de mayor calibre, hablamos de complicaciones
macrovasculares. En la actualidad, las complicaciones cronicas de la DM constituyen un
problema sanitario de primer orden, tanto por su morbimortalidad como por el coste
socioecondmico que conllevan (IDF, 2019).

Dentro de la clasificacion de complicaciones microvasculares, estd la nefropatia
diabética, retinopatia diabética y neuropatia diabética.

La nefropatia diabética se manifiesta como consecuencia de una interaccion entre
factores metabolicos y hemodinamicos, los cuales activan vias comunes que culminan en
dafio renal. Patologicamente, los cambios que se presentan en el rifion de los pacientes con
nefropatia diabética comprenden: incremento del grosor de la membrana basal glomerular,
formacion de microaneurismas y formacion de nodulos mesangiales (cuerpos de
Kimmelstein-Wilson). A nivel molecular, los diversos mecanismos que conducen a la
nefropatia diabética estan mediados obviamente a la hiperglucemia, la cual incrementa la
produccion de ER y PFGA (Sulaiman, 2019).

La retinopatia diabética es la principal causa de graves dafios visuales en adultos.
Incluida en la llamada enfermedad ocular del diabético (junto a la catarata diabética, el
glaucoma y la neuropatia de los nervios oculares), aparece en todas las formas de DM y puede
permanecer asintomatica en muchas fases de su evolucion. La retinopatia parece afectar al
60% de los pacientes con un historial de DM de mas de 15 afios y al 90% de los pacientes
con 25 afios de padecer DM. Una hiperglucemia prolongada provoca dafo microvascular en
los ojos, especialmente en los pequefios vasos sanguineos de la retina, lo que conduce a la
retinopatia diabética y la consiguiente pérdida de la vista. Los cambios microvasculares
también conducen a un debilitamiento de las paredes capilares y formacion de aneurismas,
los cuales se pueden romper dando por resultado una hemorragia. La isquemia y microinfarto
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del tejido retiniano puede conducir a una neovascularizacién y por consiguiente, formacion
de tejido de cicatrizacion y un posible desprendimiento de retina (Wang y Lo, 2018).

La neuropatia diabética es una de las complicaciones mas frecuentes de la DM. La
incidencia de neuropatia diabética se incrementa en la evolucion de la enfermedad, de tal
forma que a los 25 afios del diagnostico, un 50% de diabéticos padecen neuropatia diabética.
La elevada prevalencia de la neuropatia diabética conlleva a una importante morbilidad,
sobre todo en relacion con determinadas patologias asociadas, como el pie diabético. El
principal mecanismo de la neuropatia diabética es la hiperglucemia crénica que activa la via
de los polioles a nivel de neuronas y células de Schwann, lo cual conduce a una deplecion
del mioinositol y secundariamente a una alteracion de la conduccion nerviosa. Asimismo, la
produccion de PFGA en las estructuras neuronales y en los vasa nervorum, alteran el
funcionamiento nervioso y favorecen la aparicion de fendémenos isquémicos. Otro
mecanismo importante es el estrés oxidativo, que exacerba los dafos a nivel neuronal
(Feldman et al., 2019).

En las complicaciones macrovasculares esta la cardiopatia diabética, la enfermedad
cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica.

La asociacion entre la DM y la enfermedad de arterias coronarias, se han establecido
ampliamente. Los pacientes con DM tienen un riesgo de 2 a 3 veces mayor de padecer
enfermedad de arterias coronarias en comparacidbn con personas no diabéticas. La
enfermedad de arterias coronarias representa la primera causa de muerte entre la poblacion
con diabetes. La prevalencia de la enfermedad de arterias coronarias tiene una correlacion
con la edad y la duracion de la diabetes. Los estados de aterogénesis e hipercoagulacion
mediadas por la diabetes contribuyen al desarrollo de la enfermedad de arterias coronarias
(Chawla, 2013).

La enfermedad cerebrovascular asociada con la diabetes esta relacionada con el
exceso de glucosonilacion, disfuncion endotelial, incremento de la agregacion plaquetaria,
fibrindlisis anormal y resistencia a la insulina. El enfoque terapéutico para la prevencion de
las enfermedades cerebrovasculares incluye medidas de prevencion primaria como el
ejercicio, la pérdida de peso y el tratamiento de la dislipidemia, que han mostrado tener un
efecto positivo (Chawla, 2013).

Se ha encontrado que la enfermedad arterial periférica, aunada a la neuropatia
periférica, ulceraciones de la piel o la amputacion de extremidades inferiores son dos veces
mas comunes en las diabéticas en comparacion con las personas no diabéticas, y afecta al
30% de los diabéticos mayores de 40 afios. Los signos de la enfermedad arterial periférica
comprenden la claudicacion, perdida de vellos del pie, llenado capilar retardado, rubor
dependiente y ausencia de pulsos periféricos (Newman et al., 2016).

1.5 Implicaciones de la DM en el cerebro

1.5.1 El cerebro
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El cerebro constituye el elaborado extremo superior del eje cerebroespinal, y
representa aproximadamente el 2% del peso corporal total. Ocupa casi completamente la
cavidad craneal y hace indentaciones en la parte interna de los huesos craneales. La parte
superior del sistema nervioso central ubicada dentro del crdneo estd compuesto por el
cerebro, cerebelo y el tronco encefalico (Hines, 2018).

1. Cerebro. El cerebro es la parte mas grande, y estd formado por los dos hemisferios
cerebrales, masas redondeadas y simétricas de tejido nervioso con circunvalaciones que
guarda las partes inferiores del cerebro. Los dos hemisferios estan separados por una
profunda fisura que se conectan en la base de esta hendidura por un gran puente de fibras
llamado cuerpo calloso. La superficie del cerebro se llama corteza. Tiene una apariencia
plegada con valles y colinas. Las células nerviosas colorean la corteza gris-marron, dandole
su nombre: materia gris. Debajo de la corteza se encuentra la materia blanca, compuesta de
grandes fibras nerviosas que conectan las areas cerebrales unas con otras. Los pliegues de la
corteza incrementan el area superficial del cerebro, permitiendo que mas neuronas puedan
encajar dentro del craneo. Los hemisferios cerebrales tienen distintas fisuras, las cuales
dividen el cerebro en lo6bulos. Cada hemisferio tiene cuatro lobulos, el lobulo frontal, el
l6bulo temporal, el 16bulo occipital y el lobulo parietal (Hines, 2018).

En el cerebro se encuentran estructuras profundas, que se describen a continuacion:
(1) Hipotalamo, estd ubicado en el piso del tercer ventriculo y es el control maestro del
sistema autonomico. (2) Glandula pituitaria, se encuentra en un pequefio bolsillo de hueso en
la base del craneo llamado silla turca. Conocida como la “glandula maestra”, controla otras
glandulas endocrinas en el cuerpo. (3) Glandula pineal, esta ubicada detras del tercer
ventriculo. Ayuda a regular el ritmo circadiano secretando melatonina. (4) Talamo, sirve
como estacion de retransmision para casi toda la informacion que llega y va hacia la corteza.
(5) Ganglios basales, incluye el nicleo caudado, el putamen y el globo palido. (6) Sistema
limbico, se incluyen en este sistema la corteza cingulada, el hipotadlamo, la amigdala y el
hipocampo (Hines, 2018).

2. Cerebelo. Se encuentra debajo del cerebro. Su funcion es coordinar los movimientos
musculares, mantener la postura y el balance (Hines, 2018).

3. Tronco encefélico. Actlia como un centro de retransmision conectando el cerebro y el
cerebelo a la médula espinal (Hines, 2018).

Ventriculos. El cerebro tiene cavidades huecas llenas de liquido llamadas ventriculos. Hay
dos ventriculos profundos dentro de los hemisferios cerebrales llamados ventriculos laterales.
Ambos se conectan con el tercer ventriculo a través de una abertura llamada agujero de
Monro. El tercer ventriculo se conecta con el cuarto ventriculo a través de un tubo largo y
estrecho llamado acueducto de Sylvius (Hines, 2018).

Meninges. El cerebro y la médula espinal estan cubiertos y protegidos por tres capas de tejido
conectivo llamadas meninges. Desde la capa mas externa hacia la mds interna estan: la
duramadre, la aracnoides y la piamadre (Hines, 2018).
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Todos los organismos con un sistema nervioso central bien desarrollado tienen una
barrera hematoencefalica (BHE). En el cerebro y la médula espinal de los mamiferos,
incluidos los humanos, la BHE es creada por las células endoteliales que forman las paredes
de los capilares. La funcion de la BHE resulta de una combinacion de barrera fisica (uniones
estrechas entre las células que reducen el flujo a través de la hendidura intercelular o la via
paracelular), barrera de transporte (mecanismos de transporte especifico que median el flujo
de soluto) y barrera metabolica (enzimas que metabolizan moléculas en transito) (Abbott et
al., 2010).

La irrigacion arterial principal del cerebro, procede de la arteria anterior, media y
posterior que se dirigen a las zonas frontal, parieto-temporal y occipital del cerebro. Las
venas principales forman senos, que corren entre las capas de la duramadre para drenar en la
yugular interna. El seno sagital superior de la bdveda, cuyo trayecto comprende toda la
longitud del cerebro desde la parte anterior hasta la posterior entre los hemisferios, también
drena liquido cefalorraquideo, que es reabsorbido constantemente (Le Vay, 2008).

El liquido cefalorraquideo protege el cerebro y la médula espinal contra las
conmociones cerebrales o los cambios violentos de posicion. Se mantiene normalmente a una
presion constante que se relaciona con la presion de la sangre en las grandes venas, y aumenta
cuando la tension venosa se incrementa (Le Vay, 2008).

El cerebro estd formado por una enorme variedad de tipos celulares diferentes, cuya
propiedad més destacada es la comunicacion. La modulacion de su estructura, las funciones
de integracion y sus conexiones, asi como moléculas sefales que sintetizan, liberan y
receptan, responden a la existencia de células neuronales o neuronas, especializadas para
cumplir con estos fines, y de células gliales que participan como elementos esenciales de
sostén, trofismo y defensa (Eynard et al., 2008).

La neurona es la unidad anatomica, funcional y tréfica del cerebro y el sistema
nervioso, que funcionalmente se caracteriza por su capacidad para receptar estimulos tanto
del organismo como del exterior. Estas sefales son transformadas en impulsos nerviosos que
se transmiten a lo largo de prolongaciones neuronales hacia poblaciones de neuronas que se
encargan de elaborar una respuesta que, a su vez, es transmitida a otras neuronas o células
“blanco” en diversos sitios del organismo. La funcidon de comunicacion de la neurona
depende no solo de su capacidad para receptar y transmitir sefales, sino también de su
estructura, de sus propiedades de integracion y de sus conexiones, asi como de las sefiales
quimicas que sintetiza y transporta hacia otras neuronas, células musculares y glandulas.
Estas moléculas neuroactivas desarrollan varios tipos de actividades clave del tejido
nervioso. Actiian como neurotransmisores en forma rapida para modificar la actividad de las
células a las que estan dirigidos (Eynard et al., 2008).

Las células gliales a su vez se subdividen en una gran variedad de tipos celulares, que
son los siguientes: 1) Astrocitos, son las células gliales mas abundantes y se denominan de
esta manera por su forma estrellada, se ha propuesto que los astrocitos tienen un papel en la
nutricion de la neurona. 2) Oligodendrocitos, mas pequefios que los astrocitos, forman la
cubierta axonica de mielina en el sistema nervioso central. 3) Microglia, son células
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pequeiias, tienen un cuerpo alargado y escaso citoplasma, poseen pocas prolongaciones con
muchas ramificaciones finas y cortas que, los microgliocitos son los macréfagos del tejido
nervioso. 4) Células ependimarias, son células cilindricas que forman la capa epitelial que
reviste las cavidades del cerebro, los ventriculos cerebrales y la médula espinal. 5) Astroglia,
son células gliales satélite que cubren y protegen las neuronas del sistema nervioso periférico.
6) Células de Schwann, en el sistema nervioso periférico las células de Schwann hacen las
mismas funciones que las diferentes células gliales del sistema nervioso central, como
fagocitar y formar la cubierta de mielina alrededor de loa axones (Eynard et al., 2008).

Funcionalmente, el cerebro es el 6érgano central, ya que se encarga de regular todas
las funciones del organismo, en ¢l se sintetizan varias hormonas y neurotransmisores que lo
comunican con otros tejidos y le permiten regular sus funciones. Procesa y responde todos
los estimulos sensoriales. Regula todas las funciones vitales del organismo, por ejemplo, la
respiracion y el ritmo cardiaco. Por tal motivo, si el cerebro tiene algin dafio puede ser
perjudicial para todo el organismo.

1.5.2 Metabolismo cerebral

Metabolicamente el cerebro es un érgano muy activo y demanda grandes cantidades
de energia. El cerebro utiliza aproximadamente el 20% de oxigeno y 25% de glucosa total, a
pesar de que solo representa aproximadamente el 2% del peso total corporal, siendo la
glucosa la principal fuente de energia (Nagalski et al., 2016). Los diferentes tipos de células
en el cerebro tienen distintos perfiles metabdlicos, que han sido principalmente estudiados
en neuronas y astrocitos (Nagalski et al., 2016). Las neuronas sostienen una alta tasa de
metabolismo oxidativo comparado con las células gliales, las cuales se caracterizan por un
alta tasa glucolitica (Harris et al., 2012). Una gran porcién de la glucosa que entra a la ruta
glucolitica en los astrocitos, es liberada como lactato en el espacio extracelular, el cual es
utilizado por las neuronas como fuente de energia, ademads, los astrocitos presentan un
pequefio almacén de glucégeno (Nagalski et al., 2016). También durante periodos de
inanicion prolongada, las células cerebrales pueden utilizar cuerpos cetonicos que se
producen en el higado como fuente de energia.

La mayor proporcién de energia en el cerebro es consumida para la computacion
neuronal y procesamiento de informacion; por ejemplo, la generacion de potenciales de
accion y postsinapticos generados después de eventos sinapticos, y el mantenimiento de
gradientes i6nicos y potencial de reposo neuronal. Ademas, el metabolismo de la glucosa
provee la energia y los precursores para la biosintesis de neurotransmisores (Mergenthaler et
al., 2013).

1.5.2.1 Transporte de glucosa

La glucosa es el principal combustible no solo del cerebro, sino de la mayoria de los
tejidos y organos. Para que sea metabolizada y por lo tanto, se pueda obtener energia, es
necesario que ingrese a las células. Para que la glucosa pueda ingresar a las células, es
necesario que existan transportadores proteicos especificos, debido a la imposibilidad de la
glucosa por atravesar la bicapa lipidica. Estos transportadores pueden ser independientes de
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sodio (GLUT) o dependientes de sodio (SGLT). Hasta el momento, se conocen catorce tipos
de GLUT diferentes, que son expresados en diferentes organos y tejidos (Thorens y
Mueckler, 2010), y solo uno (GLUT4) es sensible a la insulina. El transporte de glucosa a
través de los GLUT es un transporte del tipo uniporte facilitado y se da a favor del gradiente
de concentracion.

Mientras tanto, se han identificado tres tipos de SGLT, que tienen la funcidon de un
cotransportador de sodio y glucosa, que acopla el ingreso de sodio para poder ingresar la
glucosa en contra de su gradiente de concentracion (Wright et al., 2011).

1.5.2.2 Transporte de glucosa en el cerebro

En el cerebro se expresan principalmente GLUT1 y GLUT3, y en menor proporcion
se expresan GLUT6, GLUTS8 y GLUT9. GLUT1 se expresa principalmente en las células
gliales, sobre todo en los astrocitos y las células epiteliales que forman la barrera
hematoencefalica. GLUT3 se expresa en las neuronas y tiene una mayor afinidad por la
glucosa y mayor capacidad de transporte (Nagalski et al., 2016).

El cerebro requiere un suministro constante de glucosa porque puede almacenar solo
una poca cantidad de glucogeno en los astrocitos (Sickmann et al., 2009; Brown et al., 2005;
Wender et al., 2000). Primero, la glucosa es transportada a través de la barrera
hematoencefalica mediante los transportadores GLUT1, las cuales son expresadas en las
células endoteliales vasculares. Una vez que la glucosa se encuentra en el espacio
extracelular, es captada por las diferentes células, por las neuronas mediante el trasportador
GLUT3 y por las células gliales mediante los transportadores GLUT1, principalmente
(Kobayashi et al., 1996; Bondy et al., 1992). Una vez que la glucosa se encuentra en las
c¢lulas, esta sera metabolizada y se utilizara para los diferentes procesos ya mencionados.

1.5.3 Cambios metabolicos en el cerebro inducidos por la DM

El ingreso de glucosa al cerebro a través de la barrera hematoencefalica por los
transportadores GLUT1, depende de la concentracion de glucosa en sangre, el cual es
estrictamente regulado por respuestas endocrinas (Nagalski et al., 2016). Un aumento en los
niveles de glucosa sérica debido a la DM provoca que los niveles de glucosa también
aumenten en diferentes tejidos y Organos, especialmente aquellos que no dependen de
insulina para su ingreso, como el cerebro. Los niveles elevados cronicos de glucosa debidos
a la DM son muy peligrosos para las células tanto cerebrales como de otros tejidos, ya que
por diferentes vias pueden causar varios dafos y ademds producir una gran cantidad de
especies reactivas que son moléculas pequenas producidas a partir de oxigeno y/o nitrégeno,

como 0,°~, OH*, NO*, H,0,, 'ONOOR, etcétera. Estas moléculas son altamente reactivas, y

pueden reaccionar con cualquier macromolécula afectando su estructura y funcion normal, y
ademads, exacerban las complicaciones y el dafo producido por la diabetes (Islam, 2016).

Las especies reactivas a concentraciones fisiologicas juegan papeles importantes en
procesos fisiologicos, por ejemplo, rutas de sefializacion, induccion de respuesta mitogénica,
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defensa contra patdgenos infecciosos, pero una sobreproduccion y el fracaso de las defensas
antioxidantes, conducen a dafo oxidativo en todos los componentes celulares (Islam, 2016).

1.5.3.1 Mitocondria

Las mitocondrias son orgéanulos esféricos de doble membrana (interna y externa),
se encuentran en la mayoria de las células de mamiferos, a excepcion de los eritrocitos (Gahl,
2017). La membrana mitocondrial externa contiene porinas que permiten el paso de
moléculas menores a 5 kilodaltons; también contiene un gran complejo de translocasas
multiproteicas que reconoce secuencias sefal mitocondriales. La membrana mitocondrial
interna contiene todos los componentes del sistema de transporte de electrones y el complejo
ATP sintasa; la membrana interna esta dispuesta en crestas para aumentar el area de
superficie disponible para la produccion de energia a través de la fosforilacion oxidativa. Las
membranas dobles forman dos compartimentos mitocondriales: el espacio intermembrana,
ubicado entre las membranas mitocondriales interna y externa, y la matriz, ubicada dentro de
la membrana interna, en donde estd alojado el ADN mitocondrial (Chial y Craig, 2008).

Las mitocondrias generan energia a medida que los electrones pasan de donantes de
bajo potencial redox, a receptores con potencial redox mas alto a través de varios complejos
proteicos (Sivitz y Yorek, 2010). Las mitocondrias utilizan oxigeno como aceptor final de
electrones, y, aunque la mayoria de los electrones que fluyen a través de los complejos de la
cadena transportadora de electrones, se transfieren al oxigeno molecular en el complejo IV
para formar agua, una pequefia porcion se escapa durante el transporte (Sivitz y Yorek, 2010).
Esta fuga de electrones da como resultado una reduccion electronica de oxigeno para formar
el radical superdxido (0,°7), que posteriormente, se convierte en otras especies reactivas.
Las mitocondrias constituyen la principal fuente de especies reactivas en la célula. La
hiperglucemia cronica producida por la DM en tejidos independientes de insulina (como el
cerebro) para la captacion de glucosa, generan mayor cantidad de sustratos mitocondriales

para alimentar la cadena transportadora de electrones, y asi se incrementa la produccion de
ER (Du et al., 2003; Nishikawa et al., 2000).

El incremento del ingreso de glucosa a las células no insulino dependientes, y los
productos de su metabolismo provocado por la DM, estd estrechamente asociada con un
incremento del flujo electronico a través de la cadena transportadora de electrones, y por lo
tanto, una mayor fuga de electrones (Sivitz y Yorek, 2010). Otro punto importante en el
mayor flujo de sustratos hacia la mitocondria es que esto genera un incremento en el potencial
de membrana mitocondrial (AW,,). Este incremento en el AW, generado por el gradiente de
protones da como resultado una produccion elevada de ATP, pero una capacidad reducida de
transporte de electrones, lo que conduce a una gran produccidon de especies reactivas
(Newsholme et al., 2007), especialmente a nivel del complejo I y el complejo III. Primero,
se demostrd que el radical de la ubiquinona (UQ), el radical ubisemiquinona (QH®), en el
complejo I, puede reaccionar con oxigeno y formar O,°~. También se ha sugerido que los
centros hierro-azufre del complejo I pueden donar electrones al oxigeno, probablemente ante
la modificacion del sitio de unién a UQ por la alta produccién de ER, lo que implica una
mayor produccion. Se ha demostrado que el complejo III también produce una gran cantidad
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de 0,"7, principalmente producida a partir del radical inestable Q*~ formado en el ciclo Q,
que puede ceder fAcilmente su electrén desapareado al oxigeno. Ademas, en el ciclo Q, un
elevado AW, podria implicar la conversion del citocromo de bajo potencial by, al citocromo
de alto potencial by, prolongando el tiempo de vida de la Q°~ (Sivitz y Yorek, 2010). Por
otro lado, en un trabajo realizado por Chowdhury y col. (2017), demostraron una disminuciéon
en la actividad enzimatica de los complejos de la cadena transportadora de electrones en
mitocondrias de corteza cerebral de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ),
ademas realizaron un andlisis Western blot y encontraron una disminucion significativa de
algunos componentes de los complejos de la cadena transportadora de electrones como
NDUFB8 (componente del complejo I), SDHB (componente del complejo II).

Asimismo, Cortés-Rojo et al. (2009) demostraron que la peroxidacion de lipidos
producto de la modificacion de lipidos poliinsaturados con especies reactivas, induce
cambios estructurales y funcionales tanto en el complejo III como en el IV, haciéndolos mas
susceptibles al estrés oxidativo y la fuga de electrones que conduce a una mayor formacion
de ER. En este contexto, el cerebro tiene un gran contenido en lipidos poliinsaturados, lo que
lo hace muy susceptible al dafio oxidativo.

1.5.3.2 Ruta de los polioles

La ruta de los polioles consiste de dos reacciones enzimdticas. La primera enzima,
aldosa reductasa (AR), reduce glucosa a sorbitol con la ayuda de su cofactor NADPH, y la
segunda enzima, sorbitol deshidrogenasa (SDH), con su cofactor NAD*, convierte sorbitol a
fructosa (Chung et al., 2003). La ruta de los polioles constituye una gran fuente de estrés
oxidativo ante un aumento de los niveles de glucosa producido por la diabetes, y se han
descrito 3 mecanismos por los cuales esta ruta contribuye al estrés oxidativo. (1) La actividad
de la AR agota su cofactor NADPH, el cual también se requiere para regenerar glutation
reducido (GSH), uno de los principales antioxidantes celulares. Bajo condiciones de
hiperglucemia, aproximadamente el 30% de la glucosa es canalizada hacia la ruta de los
polioles, causando una sustancial deplecion de NADPH y consecuentemente, una
disminucion significativa del nivel de GSH. Asi, durante la hiperglucemia, la actividad de la
AR disminuye la capacidad antioxidante celular (Chung et al., 2003). (2) La oxidacion de
sorbitol a fructosa por la SDH causa estrés oxidativo porque su cofactor NAD* es convertido
a NADH en el proceso, y el NADH es sustrato de la NADPH oxidasa (NOX) para generar
ER (Morre et al., 2000). (3) La ruta de los polioles convierte glucosa a fructosa. Debido a
que la fructosa y sus metabolitos fructosa-3-fosfato y 3-desoxiglucosona son agentes de
glicacidon no enzimdtica mas potentes que la glucosa, el flujo de glucosa a través de la ruta
de los polioles aumentaria la formacidon de PFGA. se sabe que los productos finales de
glucosilacion avanzada (PFGA), asi como la unidon de los PFGA a sus receptores causan
estrés oxidativo (Chung et al., 2003). Experimentalmente, Chung et al. (2003), demostraron
la implicacion de la ruta de los polioles a contribuir en el estrés oxidativo en condiciones
diabéticas, ya que utilizaron un modelo de roedores con knockout del gen que codifica para
la AR inducidos a diabetes, contra roedores wild type también diabéticos, y midieron los
niveles de GSH. Sus resultados mostraron que los roedores con el knockout en la AR no
presentaron disminucion en los niveles de GSH, mientras que en los roedores wild type hubo

13



QFB. Jenaro Lemus de la Cruz MCBE-11QB

una disminucion de aproximadamente del 40% de los niveles de GSH, con lo cual se puede
demostrar la relevancia de esta ruta en la disminucion de las defensas antioxidantes celulares
y por lo tanto, una mayor susceptibilidad a dafios producidos por ER.

1.5.3.3 Productos finales de glucosilacion avanzada

Los PFGA son el resultado de los procesos de glicacion y glucoxidacion no
enzimatica, y se forman en proteinas, lipidos y acidos nucleicos en un entorno pro oxidante,
lo que afecta su estructura y por lo tanto, su funcionalidad (Bierhaus y Nawroth, 2009). La
formacion de PFGA es mayor con hiperglucemia cronica concomitante y recambio molecular
retardado (Bierhaus y Nawroth, 2009). Ademas, los PFGA pueden unirse al receptor RAGE,
que induce inflamacion a través de la activacion persistente del factor de transcripcidon
proinflamatorio, NF-kf, produccion de ER, niveles elevados de ERK 1/2, nueva sintesis de
p65 (Bierhaus et al., 2005; Bierhaus et al., 2001; Yan et al., 2009; Coughlan et al., 2009; Li
et al., 2004). Se ha propuesto que la activacion de RAGE contribuye a las complicaciones de
la DM induciendo sefiales inflamatorias y una mayor formacion de ER (Bierhaus y Nawroth,
2009).

1.5.3.4 Via de la hexosamina

Un incremento en el flujo glucolitico producido por la DM estimula la ruta de la
hexosamina, en la cual la fructosa-6-fosfato y la Gln son convertidos por la enzima GFAT a
glucosamina-6-fosfato y Glu, mediante otras reacciones la glucosamina-6-fosfato se
transforma en UDP-N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilgalactosamina (Horal et al., 2004).
Un incremento del flujo de la via de la hexosamina puede conducir a N-glucosilacion y O-
glucosilacion de proteinas (Wells et al., 2001). La glucosilacion de proteinas puede tener
efectos adversos, por ejemplo la O-glucosilacion de residuos de Ser o Thr de proteinas
citosolicas o nucleares puede tener efectos adversos directos sobre la sefalizacion celular
(Wells et al., 2001).

1.5.3.5 Viade PKC

Las proteinas cinasas C (PKC) son una familia de Ser/Thr cinasas que consisten de
15 isoformas (Yuan et al., 2019). Las isoformas de PKC estan clasificadas de acuerdo a si
contienen dominios que unen Ca?* o diacilglicerol (DAG). Ambas, regulan positivamente la
actividad cinasa (Noh y King, 2007). La activacion convencional de PKC requiere la correcta
fosforilacion de las isoformas y la presencia de cofactores como Ca?* y DAG (Noh y King,
2007). Se ha encontrado que los niveles elevados de glucosa a causa de la DM aumentan el
contenido de DAG a través de varias vias (Noh y King, 2007). Una es por incremento de la
sintesis de novo de DAG del intermediario glucolitico dihidroxiacetona fosfato (Inoguchi et
al., 1992). La activacion de la sefializacion de PKC debido a la hiperglucemia conduce al
incremento en la produccion de ERO, que ha sido asociado con la pérdida de la subunidad
p47phox de la NOX, y la induccién de PFGA contribuye al estrés oxidativo relacionado con
NADPH (Yuan et al., 2019). También mediante esta esta via se promueve la transcripcion de
las citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-18 (Yuan et al., 2019).
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1.6 Sistemas antioxidantes

Como ya se menciono, los cambios metabolicos producidos por la DM inducen la
activacion de diversas rutas que generan una gran cantidad de ER, que son perjudiciales a
nivel estructural y funcional de todas las biomoléculas celulares, y posteriormente, este
incremento puede reflejarse en las complicaciones inducidas por la DM a nivel cerebral. Pero
para prevenir y revertir el dafio producido por una cantidad elevada de ER, las células cuentan
con sistemas antioxidantes. Un antioxidante se define como una molécula que puede
neutralizar una ER y transformarla en una molécula que ocasiona un dafio menor o nulo a las
c€lulas (Bunaciu et al., 2015).

Los antioxidantes se dividen en dos categorias, enzimaticos y no enzimaticos.
Algunos de ellos son producidos endogenamente tales como enzimas, moléculas de bajo peso
molecular y cofactores enzimaticos, mientras que otros antioxidantes no enzimaticos se
obtienen de fuentes dietéticas. Los antioxidantes dietéticos se pueden clasificar en varias
clases, de los cuales los polifenoles, es decir acidos fenolicos y flavonoides, es la clase mas
grande. Las otras clases de antioxidantes en la dieta incluyen vitaminas, carotenoides,
compuestos organosulfurados y minerales (Bunaciu et al., 2015).

Los antioxidantes enzimaticos son la primera linea de defensa del organismo ante los
isultos oxidativos, en esta clasificacion de antioxidantes encontramos enzimas como la SOD
que se encarga de dismutar al 0,"~ (producido principalmente en la mitocondria) en H,0,,
la CAT que transforma el H,0, en H,0 y O,, la GR que se encarga de regenerar al GSSG en
su forma reducida, la GPx se encarga de la reduccion de H,0, en H,0, las TRx que son
enzimas que actuan facilitando la reduccion de otras proteinas a través de un intercambio
tiol-disulfuro en el aminoacido Cys (Birben et al., 2012).

Mientras que los antioxidantes no enzimaticos son muy diversos, y se clasifican en
antioxidantes de bajo peso molecular, vitaminas, minerales, carotenoides, polifenoles,
cofactores y compuestos organosulfurados, algunos de ellos son enddgenos, como el GSH,
que es un tripéptido muy abundante en todos los compartimentos celulares y juega un papel
fundamental en la defensa ante el estrés oxidativo, debido a que desintoxica el H,0, y los
lipoperoxidos mediante la accion de la GPx, el GSH se regenera en su forma reducida
mediante la accion de la GR (Birben et al., 2012). Otros antioxidantes son exdgenos y se
pueden obtener al consumirlos en la dieta, como las vitaminas, carotenoides o polifenoles, su
importancia y mecanismo de accion serd presentado mas adelante (Birben et al., 2012).

1.7 Desbalance entre la produccion de especies reactivas y la actividad de los sistemas
antioxidantes inducida por la diabetes y su implicacion en trastornos cerebrales.

Como ya se ha descrito previamente, la DM provoca un gran nimero de cambios
metabolicos y activacion de varias rutas que inducen una sobreproduccion de ER
(principalmente en la mitocondria), las cuales provocan que loa sistemas antioxidantes sea
incapaz de neutralizarlos, e incluso que pueda disminuir su concentraciéon, como en el caso
del GSH que no puede ser regenerado por la AR, ya que el NADPH necesario para la
reduccion de GSH es consumido en su mayor parte por la ruta de los polioles. Ante el
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aumento de ER y la incapacidad de los sistemas antioxidantes de neutralizarlas, las ER
comienzan a reaccionar rapidamente con lipidos, proteinas y acidos nucleicos, alterando su
funcionamiento.

El cerebro es especialmente susceptible al estrés oxidativo debido a su alta tasa de
consumo de oxigeno, un modesto sistema antioxidante comparado con otros tejidos y su alto
contenido de lipidos poliinsaturados (Hulbert et al., 2007). Las neuronas poseen ~50% menos
contenido de CAT que los hepatocitos, asi mismo el nivel de GSH también es ~50% menor
en neuronas comparado con otras células, por ejemplo ~5 mM en neuronas comparado con
10-11 mM en hepatocitos (Cobley et al., 2018). El cerebro es el 6rgano que posee una mayor
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados n-3, principalmente ADH haciéndolo muy
susceptible al estrés oxidativo (Cobley et al., 2018).

El desarrollo de la DM en pacientes por varios afos de padecerla, se ha asociado a
varios trastornos a nivel cerebral. Los efectos cronicos de la hiperglucemia se han asociado
con decline cognitivo (Nagalski et al., 2016). Ademas, se demostré que los PFGA conducen
a respuesta inflamatoria (Ott et al., 2014). La hiperglucemia recurrente debida a la DM,
progresivamente compromete el endotelio vascular (Vinik y Flemmer, 2002). Se han
observado que las fallas en la micro y macrovasculatura en el cerebro de individuos con DM2
(L1 et al., 2015) pueden conducir a neurodegeneracion en el cerebro (Tennant y Brown,
2013). El incremento de ER también est4 asociado a multiples trastornos neurodegenerativos
como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson o demencia (Islam, 2016). En
este contexto, los dafios producidos por la DM y ademas, un aumento de ER que puede ser
causada por la DM, en conjunto ambos factores predicen un severo dafio en el cerebro
ocasionado por el desarrollo de varios afios de la DM.

1.8 Tratamiento farmacologico de la DM

La DM es un trastorno que no tiene cura, solo puede ser controlada, debido a esto, en
el tratamiento de la DM se siguen diversas estrategias, desde el tratamiento dietético, la
practica regular de ejercicio fisico, y tratamiento farmacoldgico especifico, que se describe a
continuacion.

Existe una gran cantidad de farmacos efectivos en el tratamiento de la DM, actuando
de manera diferente, es por ello que existe una clasificacion: (a) Biguanidas. Las biguanidas
actlian principalmente a dos niveles, misculo e higado. En el musculo aumenta la captacion
y utilizacion tisular de la glucosa, incrementando la sensibilidad a la insulina. En el higado,
disminuye la produccion de glucosa al reducir principalmente la gluconeogénesis y, en menor
medida, reduciendo la glucogendlisis. (b) Inhibidores de a-glucosidasas. Los inhibidores de
las a-glucosidasas compiten con los oligosacaridos por la union a las enzimas presentes en
la mucosa intestinal, impidiendo de esta manera la digestion y absorcion de los oligosacaridos
y disacéridos. (c) Inhibidores de DPP4. La enzima DPP4 desactiva los péptidos PIG y PSG-
1. Estos dos péptidos estan implicados en la homeostasis de la glucosa, por lo que al ser
inhibidos causan una homeostasis de la glucosa deficiente. De esta manera, los inhibidores
de DPP4 producen una mejora en la homeostasis de la glucosa (Tébar y Escobar, 2009). (d)
Meglitinidas. Actilan como secretagogos de corta duracion, que actian cerrando los canales
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de potasio, estimulan la liberacion de insulina de manera rapida, pero poco sostenida
(Lorenzo et al., 2015). (e) Sulfonilureas. Actian como secretagogos, inhibiendo los canales
de potasio y produciendo una despolarizacion permanente de la membrana. Esta situacion
conduce al aumento de calcio citosolico, con la consiguiente liberacion de insulina (Moreno
et al., 1997). (f) Tiazolidinedionas. Su mecanismo se basa en la activacion de los PPAR-y,
aumentando la transcripcion de genes, que son importantes reguladores entre otras cosas de
la accion de la insulina (Tébar y Escobar, 2009). (g) Insulina. La insulina es la primera linea
de tratamiento para pacientes con DM1, debido a la etiologia de este tipo de DM, en la cual
existe muy poca o nula produccion de insulina ante la destruccion de las células B
pancreaticas. En la DM2, cuando la terapia con fairmacos comienza a no mostrar efectos o
debido a la estimulacidon constante de secretar insulina, las c€lulas B llegan a un punto de
agotamiento, por lo que también se recomendara el uso de insulina (Moreno et al.,1997).

1.9 La medicina tradicional como una alternativa terapéutica contra la DM

Desde hace muchos afios se han utilizado una gran cantidad de plantas para el
tratamiento de muchas enfermedades, aunque el crecimiento exponencial de la industria
farmacéutica dejo un poco de lado el uso de la medicina tradicional, en los ultimos afios, la
investigacion le ha dado importancia al uso de estas alternativas terapéuticas. La medicina
tradicional se basa en la preparacion de macerados o infusiones de plantas, en los que se
pueden extraer una gran cantidad de metabolitos secundarios con acciones farmacologicas y
antioxidantes

1.9.1 Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos orgénicos que no
parecen tener una funcion directa en el crecimiento y el desarrollo. Estas sustancias reciben
el nombre de metabolitos secundarios. Durante muchos afos, el significado adaptativo de
muchos metabolitos secundarios era desconocido. Posteriormente, se descubrié que muchos
metabolitos secundarios tenian importantes funciones en las plantas, como proteger a las
plantas de la ingestion por herbivoros y las infecciones por patdogenos microbianos, 0 como
atrayentes de polinizadores y dispersadores de semillas, y como agentes en la competencia
planta-planta (Taiz y Zeiger, 2006).

Los metabolitos secundarios vegetales pueden dividirse en tres grupos quimicamente
diferentes: terpenos, compuestos que contienen nitrogeno o alcaloides y compuestos
fenolicos (Taiz y Zeiger, 2006).

1.9.2 Terpenos

Los terpenos, constituyen el mayor grupo de metabolitos secundarios. Los diferentes
compuestos de esta clase son generalmente insolubles en agua. Son biosintetizados a partir
de acetil-CoA o de intermediarios glucoliticos (Taiz y Zeiger, 2006).

Todos los terpenos derivan de la union de elementos de cinco carbonos que tienen el
esqueleto carbonado ramificado del isopentano. Los elementos estructurales basicos de los
terpenos se conocen como unidades de isopreno, porque los terpenos pueden descomponerse
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a elevadas temperaturas dando isopreno, debido a esto, a los terpenos también se les conoce
como isoprenoides (Taiz y Zeiger, 2006).

Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de cinco carbonos que
contienen, aunque debido a las numerosas modificaciones metabodlicas, se puede hacer dificil
reconocer las unidades originales de cinco carbonos. Los terpenos de diez carbonos, que
contienen dos unidades Cs, se denominan monoterpenos, los terpenos de 15 carbonos (3
unidades de Cs) son sesquiterpenos; y los terpenos que tienen 20 carbonos (4 unidades de Cs)
son diterpenos. Los terpenos mas grandes incluyen triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos
(40 carbonos) y politerpenoides ([Cs],, cuando n>8) (Taiz y Zeiger, 2006).

1.9.3 Compuestos que contienen nitrégeno o alcaloides

Los alcaloides representan el grupo de metabolitos secundarios que contienen atomos
basicos de nitrégeno. Ademas de carbono, hidrégeno y nitrogeno, este grupo también puede
contener oxigeno, azufre y raramente otros compuestos como cloro, bromo y fésforo
(Nicolaou et al., 2011). Los alcaloides son producidos por una gran variedad de organismos,
como bacterias, hongos, animales, pero principalmente por plantas como metabolitos
secundarios. La mayoria de ellos son toxicos para otros organismos y se pueden extraer
mediante mezclas acido-base (Kabera et al., 2014). Tienen diversos efectos farmacologicos
(Aniszewski, 2007), y tienen una larga historia en la medicacion.

En comparacion con las otras clases de metabolitos secundarios, los alcaloides se
caracterizan por una gran diversidad estructural y no existe una clasificacion uniforme entre
ellos. La primera clasificacion se baso en la fuente comin por que ain no se disponia de
informacion sobre la estructura quimica. La clasificacion reciente se basa en la similitud del
esqueleto de carbono (Savithramma et al., 2011).

1.9.4 Compuestos fenolicos

Los compuestos fenodlicos son uno de los principales componentes de plantas
secundarias sintetizadas por frutas, verduras, tés, cacao y otras plantas que poseen ciertos
beneficios para la salud (Kabera et al., 2014). Se caracterizan por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y otras propiedades bioldgicas, y pueden
proteger contra el estrés oxidativo y algunas enfermedades (Park et al., 2001). Los
compuestos fenolicos se distribuyen en casi todas las plantas, por ello, estas plantas estan
sujetas a una gran cantidad de estudios quimicos, biologicos, agricolas y médicos. Los
compuestos fenolicos tienen una estructura diversa y presentan en comun los anillos
aromaticos hidroxilados. Ademas, los acidos fenolicos pueden encontrarse en las plantas
como ésteres o glucosidos conjugados con otros compuestos naturales como flavonoides,
alcoholes, acidos grasos hidroxilados, esteroles y glucésidos (Dai y Mumper, 2010). En el
té, el café, las bayas y las frutas, los compuestos fendlicos totales podrian alcanzar hasta 103
mg/100 g de peso fresco (Manach et al., 2004). Los compuestos fendlicos de las plantas
forman un grupo quimicamente heterogéneo de unos 10000 compuestos: algunos son
solubles solamente en solventes orgéanicos, otros son acidos carboxilicos y glucésidos
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solubles en agua, mientras que en otros son grandes polimeros muy insolubles (Taiz y Zeiger,
2006).

De acuerdo a su diversidad quimica, los fenoles tienen funciones muy diversas en las
plantas. Muchos tienen papeles de defensa en las plantas contra herbivoros y patdgenos.
Otros participan en el soporte mecanico, en la atraccion de polinizadores y dispersantes de
frutos, en la absorcion de luz ultravioleta dafiina o en la reduccion del crecimiento de las
plantas competidoras proximas (Taiz y Zeiger, 2006).

Se ha reportado que compuestos fenolicos y flavonoides actuan como antioxidantes,
por ejercer efectos antialérgicos, antiinflamatorios, antidiabéticos, antimicrobianos,
antipatogénicos, antivirales, antitromboticos, y vasodilatadores y previenen enfermedades
como el cancer, problemas cardiacos, cataratas, desordenes oculares, y Alzheimer. Ademas,
las caracteristicas mas importantes de los flavonoides incluyen su habilidad para proteger
contra enfermedades oxidativas, activar o inhibir varias enzimas de unidén especifica a
receptores, y proteger contra enfermedades cardiovasculares reduciendo la oxidacion de LDL
(Taiz y Zeiger, 2000).

De hecho, Huyut et al. (2017), demostraron el efecto antioxidante de varios
compuestos fendlicos, comparado con antioxidantes estandar como el BHT y el trélox, y se
demostrd que tuvieron un efecto antioxidante similar al de los antioxidantes ya mencionados
en varios ensayos como TAC, quelacion de iones Fe?*, DPPH, DMPD, ABTS,
neutralizacion del 0,"~, y los ensayos PARF y CUPRAC.

1.9.5 Plantas medicinales usadas para tratar la DM

A pesar del progreso considerable en el tratamiento de la diabetes por agentes
hipoglucémicos orales, la busqueda de medicamentos nuevos contintia porque los
medicamentos sintéticos existentes tienen varias limitaciones. Los medicamentos herbales
con actividad antidiabética ain no se han formulado comercialmente como medicamentos
modernos, a pesar de que han sido aclamados por sus propiedades terapéuticas en los sistemas
tradicionales de medicina. La medicina tradicional se usa para el tratamiento de la diabetes
en los paises en desarrollo, donde el costo de los medicamentos convencionales es una carga
economica importante para la poblacion (Arumugam et al., 2013).

Una de las grandes ventajas de las plantas medicinales es que estdn facilmente
disponibles y tienen efectos secundarios muy bajos. Las plantas siempre han sido una fuente
ejemplar de medicamentos y muchos de los medicamentos disponibles, actualmente se han
derivado directa o indirectamente de ellos. La informacion etnoboténica informa sobre 800
plantas que pueden poseer potencial antidiabético. Varias hierbas han mostrado actividad
antidiabética cuando se evaltian utilizando técnicas experimentales disponibles (Arumugam
et al., 2013).

Tabla 2. Plantas con propiedades antidiabéticas

Nombre de la | Familia Partes Tipo de Actividad Referencia
planta usadas extracto
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Alangium Alangiaceae Hojas Alcoholico | Antidiabético Kumar et al.,
lamarckii 2012
Albizia Mimosaceae Corteza Metanolico Antidiabético Kumar et al.,
odoratissima 2011
Axonopus Poaceae Hojas Metanolico | Antidiabético Ibeh y Ezeaja.
compressus 2011
Berberis vulgaris | Berberidaceae Raiz Acuoso Hipoglucémico | Meliani et al.,

2011
Brassssica juncea | Cruciferae Semilla Acuoso Hipoglucémico | Thirumalai et
al., 2011
Caesalpinia Fabaceae Raiz Metandlico | Antidiabético Kumar et al.,
digyna 2011
Cassia auriculata | Caesalpiniacae Hojas Acuoso Anti- Gupta et al.,
hiperglucémico | 2011
Catharanthus Apocynaceae Hojas Metanolico | Hipoglucémico | Ohadomay
roseus Michael, 2011
Centaurium Gentianaceae Hojas Acuoso Antidiabético Sefi et al.,
erythrea 2011
Chaenomeles Rosaceae Fruta Acetato  de | Antidiabético Sancheti et al.,
sinensis etilo 2011
Cocos nucifera Arecaceae Hojas Hidro- Anti- Naskar et al.,
metanolico | hiperglucémico | 2011
Costus speciosus Costaceae Rizoma Hexanico Antidiabético Eliza et al.,
2009
Cyclocarya Cyclocaryaceae Corteza Acuoso, PE, | Hipoglucémico | Li et al., 2011
paliurus cloroformo,
acetato de
etilo y n-
butanol
Dillenia indica Dilleniaceae Hojas Metandlico | Antidiabético Kumar et al.,
2011
Embelia ribes Myrsinaceae Bayas Hexanico Antidiabético Mahendran et
al., 2011
Enicostemma Gentianaceae Toda la Acuoso Antidiabético Sonawane et
littorale planta al., 2010
Eryngium carlinae | Apiaceae Parte aérea | Etandlico Hipolipemiante | Noriega-
Cisneros et al,.
2011
Hybanthus Violaceae Toda la Alcoholico | Antidiabético Patel et al.,
enneaspermus planta 2011
Lippa nodiflora Verbenaceae Toda la Metanodlico | Antidiabético e | Balamurugan e
planta hipolipidemico | Ignacimuthu et
al., 2011
Lithocarpus Fagaceae Hojas Etandlicoy | Hipoglucémico | Hou et al.,
polystachyus acuoso 2011
Marrubium Lamiaceae Parte aérea | Metandlico | Anti- Elberry et al.,
vulgare hiperglucémico | 2011
e
hipolipemiante
Ocimum sanctum | Lamiaceae Parte aérea | Hidro- Antidiabético Patil et al.,
alcohélico 2011
Ophiopogon Asparagaceae Raiz Etandlico Hipoglucémico | Chen et al.,
japonicus 2011
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Opuntia Cactaceae Hojas Etanolico Anti- Cetto y
streptacantha hiperglucémico | Wiedenfeld.,

2011

Prosopis Fabaceae Toda la Gelatina/ Antidiabético Georgea et al.,
glandulosa planta gelatina 2011
Psidium guajava | Myrtaceae Fruta Etandlico Anti- Huang et al.,

hiperglucémico | 2011
Semecarpus Anacardiaceae Nuez Leche Antidiabético Hedayathullah
anacardium et al., 2012
Setaria italica Poaceae Semilla Acuoso Anti- Sireesh et al.,

hiperglucémico | 2011
Solanum torvum Solanaceae Fruta Metanodlico Anti- Gandhi et al.,

hiperglucémico | 2011
Solanum Solanaceae Hojas Acuoso y Anti- Poongothai et
xanthocarpum metandlico | hiperglucémico | al., 2011
Symplocos Symplocaceae Hojas Hexanico Antidiabético Sunil et al.,
cochinchinensis 2011
Vaccinium Ericaceae Fruto Etanolico Antidiabético Feshani et al.,
arctostaphylos 2011
Viscum schimperi | Viscaceae Parte aérea | Metandlico | Anti- Sattar et al.,

hiperglucémico | 2011

e

hipolipemiante
Vitex negundo Lamiaceae Hojas Metandlico | Anti- Sundaram et

hiperglucémico | al., 2012
Zygophyllum Zygophyllaceae Toda la Etandlico Antidiabético Ghoul et al.,
album planta 2011

1.9.6 Investigaciones en Eryngium sp

El género Eryngium consiste de aproximadamente 250 especies en Euroasia, el norte
de Africa, Norte y Sudamérica, y Australia. Es el género mas grande y posiblemente el mas
complejo taxondémicamente de la familia Apiaceae (Wang et al., 2012).

Algunas especies, como E. foetidum L., E. maritimum L., E. planum L., E.
dichotomum Desf., E. campestre L. y E. creticum Lam. se han utilizado como alimento o en
la medicina tradicional a nivel local o mundial. E. foetidum y E. caucasicum Trautv. se
cultivan como hortalizas de hoja en Asia y Africa. Los frutos de E. foetidum se consumen
como alimento en Nigeria. La planta es autéctona de América tropical y la India occidental,
donde se usa como medicina y alimento, en algunos lugares han domesticado la planta en sus
huertos. Se ha naturalizado, y a menudo se cultiva en Asia meridional, las islas del Pacifico,
Africa tropical y las partes mas célidas del sur de Europa (Wang et al., 2012).

Algunas especies se han utilizado en la medicina tradicional. E. campestre se usa en
la medicina tradicional turca. Las infusiones de las partes aéreas y radiculares se utilizan
como antitusivo, diurético, aperitivo, estimulante y afrodisiaco. E. creticum se ha utilizado
en la medicina tradicional jordana como remedio para las picaduras de escorpiones y como
agente hipoglucemiante. E. elegans Cham. & Schltdl. se inform6 que se utilizaba para usos
diuréticos en Argentina, y E. foetidum para el tratamiento de varios trastornos
antiinflamatorios en China (Wang et al., 2012).
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De las 250 especies del género Eryngium, solo 23 especies aproximadamente han sido
investigadas fitoquimicamente. Hasta la fecha, se han identificado al menos 127 compuestos,
principalmente compuestos fenodlicos y terpenoides de estas especies, incluidas las saponinas
triterpenoides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenoides, flavonoides, cumarinas,
esteroides, acetilenos y otras clases de compuestos (Wang et al., 2012).

Se sabe que el género Eryngium contiene saponinas triterpenoides como componentes
principales. Hasta la fecha, se han aislado 25 saponinas de este género. La mayoria de las
saponinas de Eryngium pertenecen a saponinas triterpenoides de oleano polihidroxiladas
(Wang et al., 2012). Se aislé e identificé un total de 8 triterpenoides a partir de los
hidrolizados acidos y alcalinos de Eryngium. Todos pertenecen a triterpenoides pentaciclicos,
que se clasifican en dos series, olean-12-eno y lupino (Wang et al., 2012). Se aislaron 4
derivados de perhidronaftalina sustituidos con un n-propilo de los extractos de hexano/éter
de las partes aéreas de E. creticum (Ayoub et al., 2003) y los extractos etéreos de las semillas
de E. giganteum (Muckensturm et al., 2010). Se identificaron 3 glucdsidos monoterpenos
del tipo ciclohexanona y 7 aldehidos-ésteres monoterpenos de siete especies de Eryngium
(Wang et al., 2012). Los flavonoides también son uno de los componentes principales del
género Eryngium. Se aisld e identifico un total de 15 flavonoides, incluidos flavonoles y
flavononas de especies de Eryngium. Los glucosidos de quercetina y kaempferol con una
cadena de oligosacaridos en C-3 o C-7, o dos cadenas de oligosacaridos en C-3 y C-7 son
tipos de glucosidos de flavonol (Suleiman et al., 1994). También, se encontraron cumarinas
simples y furanocumarinas lineales de especies de Eryngium (Wang et al., 2012). Once
esteroides se han identificado de las especies de Eryngium, a partir de extractos hexanicos
(Garcia et al., 1999, Wolfe et al., 2000). Finalmente en las especies de Eryngium también se
han identificado varios poliacetilenos (Ayoub et al., 2006; Joergen et al., 1992; Drake y Lam,
1972).

Actualmente, hay un aumento de interés en la fitoquimica como nuevas fuentes de
antioxidantes naturales. En varias pruebas de actividad antioxidante in vitro, muchas especies
de Eryngium demostraron tener actividad antioxidante (Ebrahimzadeh et al., 2010; Vit et al.,
2008; Khaled et al., 2007; Truong et al., 2007; Dall’Acqua et al., 2007; Wong et al., 2006;
Chanwitheesuk et al., 2005). Se demostré que las raices de E. alpinum tiene una actividad
altamente antioxidante hacia el radical DPPH o en relacion a la actividad del 4cido ascorbico.
Los resultados son consistentes con los informes publicados que indican que la posicion y el
namero de grupos glucosilo presentes en la molécula desempenan un papel importante en la
actividad antioxidante (Le Claire et al., 2005). Los extractos metandlicos de las hojas y la
inflorescencia de E. caucasicum en la etapa de floracion, se investigd por sus propiedades
antioxidantes en donde se emplearon seis sistemas de ensayos in vitro (Nabavi et al., 2008).

Una investigacion indico que una decoccion acuosa de E. creticum causoé reducciones
significativas en la concentracion de glucosa en sangre cuando se administr6 por via oral en
ratas normoglucémicas e hiperglicemicas inducidas por STZ (Jaghabir et al., 1991). Los
extractos acuosos de E. creticum exhibieron actividades antihiperglucémicas agudas
sustanciales en ratas tratadas con almidon, a pesar de carecer de una eficacia in vitro favorable
(Violet et al., 2011).
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1.9.7 Eryngium carlinae F. Delaroche

Figura 1. Planta de Eryngium carlinae

Eryngium carlinae (figura 1) es una planta espinosa sin tallo aparente, y cuando
raramente estd, es inclinado a erecto, uno o varios, sencillos o con ramificaciones, puede
crecer de 5 a 50 cm. La inflorescencia estd compuesta de cabezuelas ovoides, de 5-10 mm de
largo y de 5-7 mm de diametro, son azules, violetas o blancas. Tiene flores pequefias, con
simetria radial, hermafroditas, de color blanco, azul o morado; caliz con tubo obcoénico, 5
lI6bulos rigidos, acuminados, recorridos por un nervio grueso. Cominmente es conocida
como hierba del sapo o cabezona (CONABIO, 2009).

Se encuentra principalmente en lugares perturbados; sitios abiertos de las orillas de
parcelas, alrededores de casas, en areas degradadas. Es endémica en México y
Centroamérica. Es una especie comun en México hasta los 3900 msnm. En la herbolaria
tradicional se le atribuyen propiedades diuréticas y cicatrizantes, sus hojas tiernas y su raiz
pueden consumirse en ensaladas. En la actualidad se toma como agua de uso diario para
reducir el colesterol y regular la presion arterial (CONABIO, 2009).

En una investigacion realizada en nuestro grupo de trabajo por Noriega-Cisneros et
al. (2012), el extracto etandlico de la parte aérea de E. carlinae en ratas Wistar diabéticas,
mostrd tener un efecto hipolipemiante, donde disminuy6 significativamente los niveles de
colesterol total y triglicéridos.

En otra investigacion en nuestro grupo de trabajo realizada por Pefia-Montes et al.
(2019), en donde se obtuvo el extracto hexanico de las inflorescencias de E.carlinae. El
extracto se administrd en dos dosis diferentes (3 y 30 mg/Kg de peso corporal) a ratas Wistar
inducidas a diabetes, y mostré tener un efecto protector sobre el dafio oxidativo inducido por
la diabetes en el cerebro, higado y rifiones, sobre todo a la dosis de 30 mg/Kg de peso
corporal. Ademas, en este trabajo se identificaron varios compuestos, mayoritariamente (Z)-
beta-farneseno (38.79%).

También, en otro trabajo de nuestro grupo, el extracto hexanico de las inflorescencias
mostrd tener un afecto hipoglucemiante en ratas Wistar diabéticas, ademas de un efecto

23



QFB. Jenaro Lemus de la Cruz MCBE-11QB

antioxidante y disminucion del nivel de triglicéridos. La dosis utilizada fue de 30 mg/Kg de
peso corporal (Garcia-Cerrillo et al., 2018).

El extracto hidroalcoholico de la parte aérea de E.carlinae se prob6 en ratones macho
CDl, y también disminuyo los niveles de colesterol total, asi como incrementar el nivel de
HDL-c. Ademas, se encontrd que el efecto hipolipemiante pudiera deberse a un aumento en
la expresion de los transportadores intestinales ABCG5/ABCGS, que regulan la absorcion de
esteroles y promueven la excrecion de esteroles biliares en humanos (Castro-Torres et al.,
2017).

1.10 Sintesis de nanoparticulas y su uso en la terapéutica moderna

Una nanoparticula se define como una particula que posee las tres dimensiones entre
1 a 100 nm de tamafo y estan formadas por carbono, metales, 6xidos metélicos o materia
orgéanica. Las nanoparticulas exhiben propiedades fisicas, quimicas y biologicas unicas a
nanoescala, en comparacidon con sus particulas respectivas a escalas mas grandes. Las
nanoparticulas son de diferente forma, tamafio y estructura. Pueden ser esféricas, cilindricas,
tubulares, conicas, de nucleo hueco, espirales, planas o irregulares (Ealias y Saravanakumar,
2017).

Las nanoparticulas generalmente se clasifican en orgénicas, inorgéanicas y a base de
carbono. Los dendrimeros, micelas, liposomas y ferritina, etc., son comiinmente conocidos
como las nanoparticulas orgéanicas. Estas nanoparticulas por sus caracteristicas Unicas las
convierte en una opcion ideal para la administracion de medicamentos. La capacidad de carga
del farmaco, su estabilidad y los sistemas de suministro, ya sea del farmaco dentro de la
estructura o atrapado en la estructura. Las nanoparticulas inorganicas, se subdividen en
nanoparticulas a base de metales (los mas usados son aluminio, oro, plata cobre, cadmio,
cobalto, hierro, plomo y zinc), y a base de 6xidos metalicos. Mientras las nanoparticulas a
base de carbon se clasifican en fullerenos, grafeno, nanotubos de carbono, nanofibras de
carbon y carbon negro (Ealias y Saravanakumar, 2017).

Las nanoparticulas se sintetizan mediante varios métodos que se clasifican en top-
down (de arriba hacia abajo) o bottom-up (de abajo hacia arriba). E1 método top-down o
destructivo, es la reduccion de un material a granel a particulas a escala nanométrica. La
molienda mecéanica, nanolitografia, ablacion laser, pulverizacion catodica y Ila
descomposicion térmica, son algunos de los métodos de sintesis de nanoparticulas mas
utilizados. El método bottom-up o constructivo, es la acumulacion de material desde el &tomo
hasta las nanoparticulas. Sol-gel, deposicidon quimica de vapor, pirolisis y biosintesis son los
métodos bottom-up mas utilizados para la produccion de nanoparticulas (Ealias y
Saravanakumar, 2017).

Con el desarrollo de la nanotecnologia y los nanomateriales, se han realizado enormes
progresos en los sistemas de descarga de nano-medicamentos. Existe evidencia consistente
y sustancial de la eficacia de los materiales a nanoescala en la descarga de medicamentos,
terapia de cancer y descarga de medicamentos en sitios especificos (Rieux et al., 2013; Yun
et al., 2013; Dai et al., 2016; Date et al., 2016; Yao et al., 2017). Varios de estos han sido
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aprobados para uso clinico (p.e., Abraxane, Doxil, Genexol-PM). Los sistemas de descarga
de nano-medicamentos, colectivamente llamados nanoparticulas, pueden encapsular
medicamentos, agentes de imagen, proteinas y genes. Las nanoparticulas pueden proveer la
solubilidad y la estabilidad de sus cargos encapsulados, y transferirlos a través de barreras
biologicas como el tracto intestinal o la barrera hematoencefalica (Kou et al., 2018).

La carga de medicamentos en nanoparticulas administrados por via oral puede
mejorar la estabilidad de los medicamentos, protegiéndolos contra la degradacion quimica
y/o enzimatica en el tracto gastrointestinal. Las nanoparticulas también aumentan el contacto
con el epitelio gastrointestinal, lo que aumenta el tiempo de residencia, la absorcion del
farmaco y la biodisponibilidad (Souto et al., 2019). Los medicamentos pueden quedar
atrapados dentro de la matriz de las nanoparticulas o unidas a su superficie, y deben liberarse
cerca del sitio de absorcion. Las nanoparticulas también deben demostrar un tiempo de
circulacion prolongado y un mayor TRP (Lin et al., 2017).

1.10.1 Sintesis verde de nanoparticulas

La sintesis verde es un método de sintesis bottom-up. Debido a que la sintesis
convencional de nanoparticulas puede involucrar procesos quimicos y fisicos costosos que a
menudo usan materiales toxicos con riesgos potenciales como toxicidad ambiental,
citotoxicidad y carcinogenicidad (Ai et al., 2011). En afios recientes, la sintesis biologica ha
emergido como una alternativa atractiva a los métodos de sintesis tradicional para producir
nanoparticulas. La biosintesis involucra el uso de un enfoque ecoldgico basado en la quimica
verde que emplea entidades biologicas unicelulares y multicelulares como actinomicetos,
bacterias, hongos, plantas y levaduras (Shah et al., 2015).

La comparacion de las entidades bioldgicas mencionadas anteriormente y su potencial
para convertirse en fabricas bioldgicas eficientes, sintetizando nanoparticulas a través de
plantas, es un enfoque relativamente sencillo y ventajoso. En comparacion con los
microorganismos, el enfoque sobre las plantas es mas ventajoso ya que no necesita ningin
procedimiento especial, complejo y de multiples pasos, como el aislamiento, la preparacion
del cultivo y el mantenimiento del cultivo (Iravani, 2011; Thakkar et al., 2010). Ademas, la
sintesis en plantas tiende a ser mas rapida que en los microorganismos, es mas rentable y es
relativamente facil de ampliar para la produccion de grandes cantidades de nanoparticulas
(Swami et al., 2004; Jha et al., 2009). También, se ha demostrado que las combinaciones de
moléculas que se encuentran en los extractos de plantas, actllan tanto como agentes
reductores y como estabilizadores (Singh et al., 2010; Narayanan y Sakthivel, 2008).

Desde hace tiempo, se sabe que las plantas tienen el potencial de hiperacumular y
reducir biologicamente los iones metalicos (Kulkarni y Muddapur, 2014; Kale et al., 2013).
Debido a estas propiedades interesantes, las plantas se han considerado una ruta mas
amigable con el medio ambiente para sintetizar bioldgicamente nanoparticulas metalicas. Se
cree que los extractos de plantas que contienen alcaloides bioactivos, acidos fenolicos,
polifenoles, proteinas, aztcares y terpenoides tienen un papel importante en la reduccion de
los iones metélicos y luego en la estabilizacion (Castro et al., 2011; Marshall et al., 2007).
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Es importante destacar que la sintesis de nanoparticulas a partir de la reduccion de
sales metalicas a través de plantas es un proceso relativamente sencillo a temperatura
ambiente. El proceso comienza mezclando una muestra de extracto de planta con una
solucion de sal metélica. La reduccion bioquimica de las sales comienza inmediatamente y
la formacién de nanoparticulas estd indicado por un cambio de color de la mezcla de reaccion
(Shah et al., 2015). Durante la sintesis hay un periodo de activacion inicial cuando los iones
metalicos en el proceso se convierten de sus estados de oxidacion mono o divalentes, a
estados de valencia cero y se produce la nucleacion de los &tomos metalicos reducidos (Malik
et al.,, 2014). Esto es seguido inmediatamente por un periodo de crecimiento cuando las
nanoparticulas vecinas mas pequefas se amalgaman para formar nanoparticulas mas grandes
que son termodindmicamente mas estables, mientras se produce una mayor reduccion
biolégica de los iones metalicos. A medida que el crecimiento progresa, las nanoparticulas
se agregan para formar una variedad de morfologias como cubos, esferas, tridngulos,
hexagonos, pentagonos, varillas y alambres (Akhtar et al., 2013). En la etapa final de sintesis,
la capacidad de los extractos de plantas para estabilizar la nanoparticula determina, en Gltima
instancia, su morfologia mas favorable y estable desde el punto de vista energético (Mittal et
al., 2013; Dwivedi y Gopal, 2010).

Recientemente, se ha informado, con éxito, la biosintesis de particulas, cables, flores
y tubos de tamafio nanométrico. Estos nanomateriales biologicos sintetizados tienen
aplicaciones potenciales en diferentes areas como tratamiento diagnostico, desarrollo de
dispositivos quirurgicos y fabricacion de productos comerciales. La nanomedicina tiene un
gran impacto en el sector de la salud en el tratamiento de diversas enfermedades cronicas.
Por lo tanto, la sintesis verde de nanoparticulas se considera un componente basico de las
proximas generaciones para controlar diversas enfermedades. Muchos informes anteriores
demuestran que las nanoparticulas biosintetizadas controlan eficazmente los cambios
relacionados con el estrés oxidativo, la genotoxicidad y la apoptosis. Ademas, las
nanoparticulas tienen una aplicacion en la industria agricola y la ciencia de las plantas.

Tabla 3. Nanoparticulas de sintesis verde con aplicaciones farmacoldgicas

Planta Nanoparticula | Parte de la Metabolitos Aplicaciones Referencia
planta de la planta farmacolégicas
involucrados
en la
biorreduccion
Aloe vera In,0; Hojas Biomoléculas | Propiedades Maensiri et al.
opticas (2008)
Alternanthera Ag Toda la Grupos amino | Antioxidante, Nairaimathi et
sessilis planta y carboxilo antimicrobiano al. (2012)
Cassia fistula Au Corteza Grupos Antihiperglicémico | Daisy y
hidroxilo Saipriya
(2012)
Citrullus Ag Calli Polifenoles Antioxidante, Satyavani et
colocynthis anticancerigeno al. (2011)
Mirabilis Au Flores Polisacaridos Antimicrobiano Vankar y
jalapa Bajpai (2010)
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Polygala ZnO Raices No Antioxidante, Nagajyothi et
tenuifolia mencionados antiinflamatorio al. (2015)
Tinospora Ag Hojas Compuestos Antilarvicida Jayaseelan et
cordifolia fenolicos al. (2011)
Trigonella- Au Semillas Flavonoides Catalitico Aromal y
foenum Philip (2012)
graecum

1.10.2 Nanoparticulas de plata de sintesis verde

La sintesis verde de nanoparticulas metalicas es una de las areas mas cambiantes y,
al mismo tiempo de las mas inspiradoras de la investigacion debido al hecho que los
nanomateriales a base de metales tienen importantes aplicaciones en la industria, medicina,
el medio ambiente, y la agricultura. Particularmente, la sintesis verde de AgNP es
probablemente la mas ampliamente documentada en la nanotecnologia verde. Los
organismos de virtualmente todos los reinos, son potenciales biofdbricas o biofuentes de
moléculas usadas en la produccion de AgNP, principalmente a partir de metabolitos
primarios y secundarios presentes en los extractos vegetales (Silva et al., 2019).

Se han realizado numerosas investigaciones a las AgNP para observar su potencial
como antioxidante e hipoglucemiante. Por ejemplo, en una investigacion realizada por
Moldovan et al. (2016), las AgNP sintetizadas a partir del extracto acuoso de Sambucus
nigra, mostraron tener efectos antioxidantes en ratas Wistar inducidas a estrés oxidativo por
carragenano. Shanker et al. (2017), sintetizaron AgNP a partir del extracto acuoso del fruto
de Momordica charantia, y mostraron tener un efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas.
Balan et al. (2015), mostraron que las AgNP sintetizadas a partir de extracto acuoso de las
hojas de Lonicera japonica tuvieron un efecto antioxidante, y ademas, mostraron tener
inhibicion sobre las a-glucosidasas, por lo que podrian ser un tratamiento coadyuvante en
pacientes con DM.

Ademas, Afifi y Abdelazim (2015), usando solo AgNP de sintesis tradicional,
mostraron tener una disminucion del estrés oxidativo y aumento en la expresion de enzimas
antioxidantes en ratas diabéticas. Alkaladi et al. (2014), también con AgNP de sintesis
tradicional, mostraron un incremento de la expresion y nivel de insulina, incrementan la
actividad de la hexocinasa, y mostraron mejoria en los niveles y expresion de los
transportadores de glucosa GLUT2 y receptores asociados a insulina.

Con estos datos, se puede pensar que el uso de AgNP de sintesis verde, puede ser un
tratamiento muy efectivo contra el estrés oxidativo y los niveles de glucosa elevados
producidos por la DM. Ademas, al llevar cargados los metabolitos secundarios del extracto
de Eryngium carlinae, que también han mostrado tener efectos benéficos ante el estrés
oxidativo, los niveles elevados de lipidos y los niveles de glucosa elevados producidos por
la DM, se espera que un sinergismo de estos componentes ofrezca una mayor proteccion ante
las complicaciones y el estrés oxidativo en la DM.
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2. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial y puede generar diversas complicaciones que impactan en la calidad de vida
de la poblacion, ademas, incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno que
exacerban las complicaciones, por lo cual se busca tener tratamientos efectivos para
disminuir las complicaciones asociadas a esta enfermedad. Una alternativa es el uso de
extractos de plantas medicinales como Eryngium carlinae, y al combinar los componentes
del extracto con nanoparticulas, que ya han mostrado mejorar la absorciéon y
biodisponibilidad de farmacos, se podria obtener un tratamiento alternativo eficaz.

3. HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de
Eryngium carlinae y su combinaciéon con nanoparticulas de plata disminuyen el dafio
oxidativo producido por la diabetes en el cerebro de ratas con diabetes experimental.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar la capacidad antioxidante e hipoglucémica de los
componentes del extracto acuoso de Eryngium carlinae y su combinacion con las
nanoparticulas de plata de sintesis verde obtenidas a partir del extracto en el cerebro de ratas
con diabetes experimental.

4.2 Objetivos especificos

e Dilucidar los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de Eryngium
carlinae.

e Sintetizar nanoparticulas de plata usando la técnica de sintesis verde a partir del
extracto acuoso de Eryngium carlinae.

e Medir el efecto hipoglucémico e hipolipidémico del extracto acuoso de Eryngium
carlinae y su combinacion con las nanoparticulas de plata de sintesis verde en suero
de ratas diabéticas.

e Evaluar el efecto del extracto acuoso de Eryngium carlinae y su combinacion con las
nanoparticulas de plata de sintesis verde sobre la funcion mitocondrial en cerebro de
ratas diabéticas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
5.1.1 Material vegetal

La parte aérea de la planta Eryngium carlinae se recolect6 en la ciudad de Morelia,
Michoacan en la ubicacion 137°SE19°382°'N101°16°14°°0, a un costado de la carretera
Federal 14-Morelia-Uruapan, Km 11 en la época de otofio. La identificacion de la planta fue
realizada por el D.C. Francisco Alfredo Saavedra Molina, profesor e investigador titular del
laboratorio de bioquimica del instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la
UMSNH. Posterior a la recoleccion, las plantas se trasladaron al laboratorio de bioquimica
del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH, se secaron y
pulverizaron. Posteriormente, se almacenaron protegidas de la luz solar a temperatura
ambiente hasta su uso.

5.1.2 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de entre 280-360 g. Las ratas fueron
trasladadas al bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas. Las ratas se
mantuvieron en cajas de acrilico a temperatura controlada con un ciclo de luz/obscuridad de
12 h, fueron alimentadas con alimento estandar para roedores y agua ad libitum. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de la NOM-062-ZO0O-1999
de las Regulaciones Federales Mexicanas para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio.

5.1.3 Protocolo experimental

Un total de 36 ratas Wistar macho con un peso entre 280 y 360 g, se dividieron
aleatoriamente en seis grupos con seis ratas cada grupo. Grupo 1, ratas control (vehiculo,
agua desionizada). Grupo 2, ratas diabéticas (vehiculo, agua desionizada). Grupo 3, RN+EC
(ratas normoglucémicas administradas con 30 mg/Kg EC). Grupo 4, RD+EC (ratas diabéticas
administradas con 30 mg/Kg EC). Grupo 5, RN+AgNP (ratas normoglucémicas
administradas con 30 mg/Kg AgNP). Grupo 6, RD+AgNP (ratas diabéticas administradas
con 30 mg/Kg AgNP). Tanto el vehiculo, el extracto y las nanoparticulas, fueron
administradas diariamente durante 45 dias por via oral usando una sonda orogéstrica.

5.2 Métodos
5.2.1 Preparacion del extracto

El extracto acuoso de la planta fue preparado mediante el método descrito por
Villalpando y Rosas (2019) con ligeras modificaciones. Se afiadieron 3 g de la planta
Eryngium carlinae pulverizada por cada 100 mL de agua desionizada (30 mg/mL),
posteriormente, la mezcla se calentd a una temperatura de 85 °C con agitacion constante
durante 45 min. Inmediatamente después del tiempo de calentamiento, el extracto se filtro
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utilizando un papel filtro Watmann No. 1. El extracto acuoso se almacen6 a una temperatura
de 5 °C en la obscuridad hasta su uso.

5.2.2 Sintesis y caracterizacion de AgNP

La sintesis y caracterizacion de AgNP se realizd utilizando el método de Villalpando
et al. (2020) con modificaciones. Se prepard una solucion de AgNO5; 10 mM; posteriormente,
5 mL de esta solucion se hizo reaccionar con 5 mL del extracto acuoso de Eryngium carlinae
(30 mg/mL). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente y con agitacion constante
durante 30 minutos y a un pH de 4.5. Durante el transcurso de la reaccién se observd un
cambio de coloracion a un color rojizo-marrén que es caracteristico de la formacion de
AgNP. La confirmacion de la sintesis de AgNP fue realizada con la técnica UV-Vis usando
un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda, con un espectro de emision entre 420-440 nm,
caracteristico de las AgNP. Ademas, se realizd una microscopia electronica de barrido con
un microscopio Jeol ISM-7600F.

5.2.3 Andlisis fitoquimico del extracto

Se realizaron diferentes pruebas para cuantificar la presencia o ausencia de diferentes
grupos de metabolitos secundarios, asi como su cuantificacion. Para realizar las
determinaciones, se prepararon diluciones del extracto a 1 mg/mL para las determinaciones
de fenoles y flavonoides totales, y 10 mg/mL para la determinacion de terpenoides totales.

5.2.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

La presencia y cuantificacion de fenoles totales se midid6 como se describid
previamente (Kim et al., 2003). Se tomaron 10 pL del extracto a una concentracion de 1
mg/mL y se hizo reaccionar con 750 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau al 10% durante 5
min y con agitacion; posteriormente, se agregaron 750 pL de Na>COs al 6% y se mezclo
durante 1 min; posteriormente, se incubd durante 1 h en la obscuridad, y posteriormente, se
midi6 la absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 18.
La cantidad de fenoles totales se cuantificd a partir de una curva estandar de 4cido galico a
diferentes concentraciones (0 a 1 umoles), y los resultados obtenidos se expresaron como mg
de equivalentes de acido galico (EAG)/mL de extracto. El experimento se realizd por
quintuplicado.

5.2.3.2 Cuantificacion de flavonoides totales

La presencia y cuantificacion de flavonoides totales se midi6 como se reportd
previamente (Schwarz et al., 2001). Se tomaron 10 uL del extracto a una concentracion de 1
mg/mL; posteriormente, se agregaron 490 pL de MeOH y se mezcldo durante 1 min;
posteriormente, se agregd 1 mL de MeOH, 100 puL de AICI3 y 100 pL de CH302K y se mezcld
durante 1 min; posteriormente, se incubd durante 1 h en la obscuridad y se midi6 la
absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 18. La cantidad
de flavonoides totales se cuantificod a partir de una curva estandar con quercetina a diferentes
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concentraciones (0-100 pmoles), y los resultados obtenidos se reportaron como mg de
equivalentes de quercetina (EQ)/mL de extracto. El experimento se realizo por quintuplicado.

5.2.3.3 Cuantificacion de terpenoides totales

La presencia y cuantificacion de terpenoides totales se midi6 como se reportd
previamente (Ghorai et al., 2012). Se tomaron 250 pL del extracto a una concentracion de 10
mg/mL; posteriormente, se le agregaron 2.5 mL de cloroformo y se agitd6 durante 3 min,
luego se dejaron reposar los tubos durante 10 min en un bafio de hielo; posteriormente, se le
agregaron 100 pL de H>SO4 y se dejaron reposar durante 1.5 h en la obscuridad, luego con
una micropipeta se tomaron 100 pL. La fase rojiza que se formo en el fondo del tubo se
colocod en una celda con 900 uL de MeOH y se leyo la absorbancia a 538 nm en un
espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 18. La concentracion de terpenoides totales
se cuantifico a partir de una curva estandar con linalol a diferentes concentraciones (0-30
mg/mL), y los resultados se reportaron como mg de equivalentes de linalol (EL)/mL de
extracto. El experimento se realizo por triplicado.

5.2.4 Determinacion de la actividad antioxidante total

La actividad antioxidante total tanto del extracto como de la combinacion extracto-
AgNP, fue determinada de acuerdo al procedimiento descrito por Prieto et al. (1999). 100 uL
de acido ascorbico (0.3 mg/mL; control), extracto y/o combinacion extracto-AgNP a
diferentes concentraciones (0.3, 1.0, 10 y 30 mg/mL) se mezclaron con 200 puL de agua
desionizada y 3 mL de solucion reactiva (H,S0,4 0.6 M, fosfato de sodio 28 mM y molibdato
de amonio 4mM) y se agitaron. Después, la mezcla de reaccion se incubd en un bafio Maria
durante 90 min, después se enfrid y se midi6 la absorbancia a 695 nm en un espectrofotémetro
UV/Vis Perkin Elmer Lambda 18. La actividad inhibitoria se calculé con un control negativo.

5.2.5 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH"*

La actividad antioxidante tanto del extracto como de la combinacion extracto-AgNP
se determiné en base a la capacidad de eliminar el radical libre DPPH" en base al método de
Blois (1958). Se prepararon diluciones del extracto y la combinacion extracto-AgNP 0.3, 1.0,
10 y 30 mg/mL. 100 pL extracto y/o combinacion extracto-AgNP se mezclaron con 900 uL
de agua desionizada y 5000 pL de DPPH 0.2 mM, se agitaron y se incubaron durante 30 min
en la obscuridad. La absorbancia se midi6 a 517 nm en un espectrofotometro UV/Vis Perkin
Elmer Lambda 18. Las diferencias en la absorbancia entre las muestras y el control fueron
calculadas y expresadas como porcentaje de eliminacion del radical DPPH". Se utilizé una
solucion de &cido ascorbico 0.3 mg/mL como control positivo.

5.2.6 Induccién de diabetes

Las ratas se mantuvieron en ayuno durante 12 h. Posteriormente, a cada rata se le
administré STZ a una dosis de 45 mg/Kg de peso corporal disuelta en buffer de citrato 0.1 M
a un pH de 4.5 por via intraperitoneal. Dos semanas después de la inyeccion con STZ, se
determinaron los niveles de glucosa en sangre tras un ayuno de 12 h, con un glucémetro
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Accu-Check Performa (Roche) para confirmar la diabetes. Solo las ratas con un nivel de
glucosa > 300 mg/dL se consideraron para los experimentos (las ratas control y
normoglucémicos fueron tratados de la misma forma, inyectados unicamente con buffer de
citrato por via intraperitoneal). Todos los tratamientos se iniciaron 2 semanas después de la

inyeccion con STZ o el vehiculo.

5.2.7 Efecto de la administracion de E. carlinae y las AgNP sobre los niveles de glucosa
y el peso corporal

Para las mediciones de glucosa y peso corporal, las ratas fueron sometidas a un
periodo de ayuno de 12 h antes de las mediciones. La primera medicion se realiz6 al inicio
del tratamiento a todos los grupos y posteriormente, se realizaron cada 7 dias durante los 45
dias de duracion del tratamiento. Los niveles de glucosa se determinaron mediante un
glucometro Accu-Check Performa (Roche) y una gota de sangre de las ratas, obtenida por
una puncion en la porcion final de la cola.

5.2.8 Obtencion de muestras para medir los parametros bioquimicos y la actividad
antioxidante

Una vez transcurridos los 45 dias de tratamiento, las ratas fueron sometidas a un
periodo de ayuno de 12 h, para posteriormente, sacrificarlas por decapitacion. La sangre se
recolect6 en un tubo rojo BD Vacutainer, inmediatamente después se extrajo el cerebro lo
mas rapido posible con la ayuda de tijeras quirirgicas y se pesaron. Las muestras sanguineas
se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min para obtener el suero para las mediciones de los
parametros bioquimicos.

5.2.9 Aislamiento de mitocondrias de cerebro

Las mitocondrias de cerebro se aislaron por el método de Sims modificado (1990).
Una vez extraido el cerebro, se coloco en un vaso de precipitados (dentro de una cubeta con
hielo), con medio de aislamiento de mitocondrias de cerebro (sacarosa 70 mM, manitol 210
mM, EGTA 1 mM, albimina 0.5%, MOPS 10 mM, a pH de 7.4 [Thakar y Hassan, 1988]);
posteriormente, el cerebro se comenzo6 a cortar con tijeras quirtirgicas, se decantd y se volvio
a agregar medio de aislamiento las veces que fueron necesarias para eliminar el exceso de
sangre. El tejido se pasé a un tubo Potter-Elvehjem para homogeneizarlo con la ayuda de un
vastago con punta de teflon, hasta que quedé completamente homogéneo y teniendo cuidado
de que no se formaran burbujas en el tubo. El homogeneizado se pasé a un tubo de plastico
para centrifuga previamente enfriado y se centrifugd a 2180 rpm a 4 °C durante 10 min en
una centrifuga Beckman J2-MC. Se decant6 el sobrenadante en otro tubo para centrifuga de
plastico enfriado previamente y se centrifugdé a 10350 rpm a 4 °C por 10 min en una
centrifuga Beckman J2-MC. Antes de centrifugar el sobrenadante, se tomaron 1.5 mL para
las mediciones en el homogenado. Una vez que se termind de centrifugar se desechd el
sobrenadante y el pellet que se formoé en el fondo del tubo que corresponde a las mitocondrias
aisladas se resuspendieron suavemente en 750 pL de medio de aislamiento con un pincel de
punta fina. Las muestras tanto del homogenado como las mitocondrias aisladas se colocaron
en tubos Eppendorf'y se almacenaron a -60 °C hasta su uso.
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5.2.10 Determinacion de paradmetros bioquimicos
5.2.10.1 Determinacion de glucosa sérica

La determinacion de los niveles de glucosa sérica se realizd por el método de
oxidacion enzimatica de la glucosa a través de la reaccion de Barham y Trinder (1972), en
donde se forma un producto coloreado, y cuya intensidad de la coloracion es directamente
proporcional a los niveles de glucosa sérica.

5.2.10.2 Determinacion de colesterol total

La determinacion de colesterol total en suero se realizé mediante la técnica propuesta
por Deeg y Ziegenhorn (1983), mediante una reaccion de hidrolisis y oxidacion del
colesterol, para obtener un compuesto coloreado, y la intensidad del color es directamente
proporcional a la cantidad de colesterol presente en la muestra.

5.2.10.3 Determinacién de triacilglicéridos

La determinacion de TAG se realizo por el método propuesto por Cole et al. (1977).
El método se basa en una reaccion colorimétrica enzimatica, utilizando glicerol-3-fosfato
oxidasa, donde la presencia de TAG en la muestra origina un compuesto de color rojo, y la
intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de TAG en la muestra.

5.2.11 Determinacion de la produccion de ERO

La produccion de ERO se determind con la prueba de fluorescencia del H,DCFDA.
0.5 mg/mL de proteina mitocondrial se resuspendieron en un buffer con 10 mM de HEPES,
100 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, y 3 mM de KH,PO,, a pH de 7.4, se incubaron con 12.5
uM de H,DCFDA durante 15 min en un bafio de hielo con agitacion (Ortiz-Avila et al., 2013).
La fluorescencia basal fue registrada durante 1 min y luego se adicionaron 5 mM de
glutamato + malato y el incremento de la fluorescencia se monitored durante 20 min. Los
cambios en la fluorescencia fueron registrados a longitudes de onda de Ex/Em de 485/520
nm en un Espectrofluorofotémetro Shimadzu RF-5301PC.

5.2.12 Determinacion de la peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se midi6 de acuerdo al método reportado previamente por
Buege y Aust (1978). 0.8 mg de mitocondrias aisladas y previamente lavadas se
resuspendieron en cbp 1 mL de buffer PBS 0.1 M (pH 7.4) en un tubo Falcon de 15 mL;
posteriormente, se afiadieron 10 pL de BHT al 3% y se agito; posteriormente, se agregaron
2 mL de la solucion reactiva (acido tricloroacético 15% , TBA 0.375%, y HC10.25 M), y se
homogenizaron en 3 ciclos vortex/hielo; posteriormente, fueron incubados durante 30 min
en baflo Maria; posteriormente, las mezclas de reaccion se atemperaron durante 10 min, y
luego, se centrifugaron a 7500 rpm durante 5 min; finalmente, se tomé 1 mL del sobrenadante
y se colocd en una celda evitando la formacion de burbujas, y se determiné su absorbancia a
532 nm con un slit de Inm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Para
determinar los niveles de peroxidacion de lipidos se uso la ecuacion de Beer-Lambert A=ECI.
Los resultados fueron expresados como nmoles de TBARS/mg de proteina, y calculado en
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base a la absorbancia empleando el coeficiente de extincion molar del MDA de
1.56 mM~1cm™1.

5.2.13 Determinacion de la actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa se analizd0 midiendo la conversion de perdxido de
hidrégeno a oxigeno con un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un monitor de
oxigeno biologico (5300 Biological Oxygen Monitor, YSI, Ohio, USA), de acuerdo al
método reportado previamente por Jeulin et al. (1989). 1 mg/mL de proteina de homogenado
de tejido se resuspendieron en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.4, a una temperatura de 25°C
y se monitored durante 1 min. Después, se agreg6 H,0, 5 mM a la cdmara, y la conversion
de H,0, a oxigeno en un lapso de 3 min fue cuantificada con el electrodo de oxigeno.

5.2.14 Determinacion de la actividad de la Superdxido dismutasa mitocondrial

La actividad de la SODmt se determiné empleando un kit de analisis comercial
(Sigma Aldrich, USA). 0.2 mg/mL de proteina mitocondrial se resuspendieron en 200 pL de
buffer de trabajo WST y posteriormente, se adicionaron 20 pL de soluciéon de trabajo
enzimatica; posteriormente, se incubaron durante 20 min a 37 °C con agitacion suave y las
lecturas se tomaron a 440 nm empleando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18.
Los resultados de la actividad de la SODmt fueron expresados como unidades de SOD * mg
de proteina y se calcularon utilizando como estandar SOD de Escherichia coli.

5.2.15. Determinacion de la actividad de la Glutation peroxidasa

La actividad de la GPx se midi6 espectrofluorométricamente. 0.8 mg/mL de proteina
mitocondrial se resuspendieron en cbp. 2 mL de buffer de fosfatos 50 mM + 5 mM de EDTA;
posteriormente se incubo durante 5 min a temperatura ambiente con 1 mM de GSH, 1 mM
de NaN3, 0.1 mg de BSA y 100 U/mL de glutation reductasa (GR), al cuarto minuto de
incubacién se adiciond NADPH 100 uM y se incubd el min restante; posteriormente, se midid
la fluorescencia durante 30 s a una Ex/Em 352/464 nm; posteriormente se adicionaron 250
uM de H>O» y se continua la lectura de fluorescencia por 3 min. Los resultados de la actividad
de la GPx fueron expresados como U de GPx * mg de proteina, y se calcularon con una curva
de NADPH a diferentes concentraciones (0-120 uMol).

5.2.16 Determinacién de la actividad de los complejos de la cadena transportadora de
electrones

Para determinar la actividad de los complejos mitocondriales que integran la cadena
transportadora de electrones, las mitocondrias de cerebro aisladas se permeabilizaron
utilizando un método de congelacion/descongelacion. Brevemente, alicuotas de las muestras
mitocondriales de cerebro fueron sometidas a 3 ciclos de congelacion/descongelacion de
aproximadamente 1 h. El buffer de fosfatos utilizado para las mediciones en todos los
complejos tenia una concentracion de 250 mM y un pH 7.5.

5.2.16.1 NADH: ubiquinona oxidorreductasa (complejo I)
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La actividad de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), se determind
espectrofluorométricamente. 0.2 mg/mL de proteina mitocondrial se resuspendieron en
buffer de fosfatos y se incubaron durante 7 min con 1 pg de antimicina A y 1 mM de KCN
en un volumen final de ImL. Luego se afiadio 10 uM de K;Fe(CN), como aceptor de
electrones y la fluorescencia basal fue registrada durante 1 min a una Ex/Em 340/464 nm,
apertura de 5Snm y en modo de alta sensibilidad. Posteriormente, se afiadieron 100 puM de
NADH vy su oxidacion se registré durante 1 min; posteriormente, se agrego6 rotenona 10 pM
y la fluorescencia se registré durante 2 min, finalmente, se anadieron 100 uM de NADH y se
registrd la lectura 2 min en un espectrofotometro Shimadzu RF-5301 (Ortiz-Avila et al.,
2013).

5.2.16.2 Succinato: DCIP oxidorreductasa (complejo I1)

0.2 mg de proteina mitocondrial se resuspendi6 en agua desionizada (volumen final
de 800 pL) y se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agregaron 200 pL de buffer de fosfatos, 20 pL de albumina bovina (10 mg/mL), 5 mM de
succinato, 10 uM de rotenona, 2.5 uM de antimicinay 1 mM de KCN vy se incubaron durante
3 min. Después, se adiciond 80 uM de DCIP y su reduccion se registré durante 2.5 min a 600
nm, finalmente, se agregaron 0.5 mM de TTFA y se termind de registrar la absorbancia hasta
5 min a 600 nm en un espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 18. Se utiliz6 el
coeficiente de extincion molar de 21 mM~tcm™! del DCIP para calcular la actividad
(modificado de Cortés-Rojo et al., 2009).

5.2.16.3 Succinato: citocromo c oxidorreductasa (complejo 11 + 111)

Se resuspendieron 0.2 mg/mL de proteina mitocondrial en agua desionizada (volumen
final de 800 pL) y se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agregaron 200 pL de buffer de fosfatos, 0.1 mM de EDTA, 5 mM de succinato, 20 uL de
albamina bovina (10 mg/ mL), 10 uM de rotenona y 1 mM de KCN y se incubaron durante
3 min. Después se adicionaron 250 pg de citocromo € oxidado y su reduccion se registro
durante 1.5 min a 550 nm, finalmente se agreg6 2.5 uM de antimicina A y se termind de
registrar la absorbancia hasta 3 min a 550 nm en un espectrofotoémetro UV/Vis Perkin Elmer
Lambda 18. Se utilizé el coeficiente de extincion molar de 19.1 mM~tcm™? del citocromo ¢
para calcular la actividad (modificado de Cortés-Rojo et al., 2009).

5.2.16.4 Citocromo c oxidasa (complejo 1V)

Se resuspendieron 0.2 mg/mL de proteina mitocondrial en agua desionizada (volumen
final de 800 uL) y se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agregaron 200 pL de buffer de fosfatos, 20 puL de albimina bovina (10 mg/mL), 10 uM de
rotenona, 0.5 mM de TTFA y 2.5 uM de antimicina A y se incubaron durante 3 min. Después,
se adicionaron 125 pg de citocromo C reducido con ditionita de sodio y su oxidacion se
registr6 durante 24 s a 550 nm, finalmente, se agreg6 1 mM de KCN y se termind de registrar
la absorbancia hasta 120 s. Se utilizo el coeficiente de extincion molar de 19.1 mM~1cm™?
del citocromo C para calcular la actividad (modificado de Cortés-Rojo et al., 2009).
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5.2.17 Andlisis estadistico

Los resultados estan expresados como la media + E.E y fueron analizados utilizando el
andlisis de varianza (ANOV A) de dos vias empleando el software GraphPad Prism 6.0. Para
la caracterizacion de las AgNP se uso el software OriginPro 9.0.

6. RESULTADOS
6.1 Sintesis y caracterizacion de las AgNP

Para observar si el extracto acuoso de E. carlinae tenia la capacidad de reducir los
iones plata presentes en una solucion 10 mM de AgNO3 y formar AgNP, ambos se hicieron
reaccionar durante 15 min con agitacion constante, y se observo un cambio de coloracién en
la mezcla de reaccion, de un color marr6n claro a un color marrdn-rojizo caracteristico de la
sintesis de AgNP; a partir de los 2 min posteriores de iniciada la reaccion, con lo que se
sugirio la formacion de AgNP (figura 2A). Posteriormente, para comprobar la formacion de
las AgNP se obtuvo el espectro de absorbancia tanto del extracto como de la mezcla de
reaccion, realizando un barrido de 200 a 900, al comparar ambos espectros, se observo un
pico de absorbancia a 445 nm en la mezcla de reaccion, el cual se encuentra dentro del rango
caracteristico de la excitacion del plasmon superficial de las AgNP, mientras que en el
espectro del extracto no se observd este pico, por lo que con esto se confirmo la sintesis de
las AgNP (figura 2B).
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Figura 2. Sintesis y caracterizacion de las AgNP por la técnica UV-Vis. (A) Color de la solucion de AgNO3
(izquierda), extracto acuoso de E. carlinae (centro) y la mezcla de reaccion de sintesis de AgNP (derecha). (B)
Espectro de absorbancia UV-Vis del extracto (negro) y de las AgNP sintetizadas a partir del extracto (rojo).

La morfologia y el tamafio de las AgNP se observo mediante microscopia electronica
de barrido (MEB) realizando un mapeo composicional. Se observo la presencia de plata
elemental en forma de nanoparticulas, y estas estructuras se observaron monodispersas, es
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decir, con un tamafo similar entre todas las estructuras observadas (estructuras en color rojo),
y su tamafio oscila entre los 10-30 nm (figura 3).

MAG: 100.0kx  HV: 15KV WD: 12.4 mm

c 5

Figura 3. Analisis de MEB de las AgNP sintetizadas a partir del extracto. Micrografia de MEB (A,B) y analisis
EDS de las AgNP (C).

6.2 Evaluacion fitoquimica del extracto acuoso de Eryngium carlinae.

Se cuantifico la concentracion de diferentes tipos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto (Tabla 4). Los resultados mostraron que en el extracto se encuentran
presentes diferentes clases de metabolitos secundarios, y los metabolitos mas abundantes son
los flavonoides, con una concentracion de 3.3032 + 0.11 mg de EQ/mL, seguidos de los
terpenoides (0.0424 + 0.0028 mg de EL/mL) y fenoles (0.0038 + 0.09 mg de EAG/mL)).

Tabla 4. Concentracion de fenoles totales en el extracto y la combinacion extracto-
nanoparticulas (Ex-AgNP).

Prueba Concentracion
Fenoles totales (mg de EAG/mL) 0.0038 + 0.09
Flavonoides totales (mg de EQ/mL) 3.3032 +0.11
Terpenoides totales (mg de EL/mL) 0.0424 + 0.0028

Los resultados estan expresados como la media + E.E. de tres experimentos independientes.
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6.3 Actividad antioxidante in vitro del extracto y la combinacion extracto-
nanoparticulas (Ex-AgNP).

Se midi6 el efecto antioxidante in vitro de los dos tratamientos mediante los ensayos
de actividad anti-DPPH y capacidad antioxidante total (figura 4A, 4B). En el ensayo de
actividad anti-DPPH que se muestra en la figura 4A, tanto el extracto como la combinacién
extracto-AgNP mostraron una actividad significativamente menor (p<0.05) a todas las
concentraciones con respecto al control, y la actividad fue dependiente a la concentracion, ya
que tanto el extracto como la combinacion extracto-AgNP mostraron la mayor actividad a la
concentracion mas alta que se midi6 (30 mg/mL). Mientras en el ensayo de capacidad
antioxidante total que se muestra en la figura 4B, el extracto y la combinacion extracto-AgNP
mostraron una capacidad antioxidante total significativamente menor (p<0.05) con respecto
al control, y la actividad fue dependiente a la concentracion, ya que ambos tratamientos
mostraron la mayor capacidad antioxidante total a la concentracion més alta.
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Figura 4. Actividad antioxidante in vitro del extracto y la combinacion extracto-AgNP. (A) Actividad anti-
DPPH, (B) capacidad antioxidante total. Los resultados estan expresados como la media + E.E. de tres
experimentos independientes. ANOVA, Duncan, letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
C: control (acido ascorbico 0.3 mg /mL); E30: extracto (30 mg/mL); E10: extracto (10 mg/mL); E1: extracto
(1 mg/mL); E0.3: extracto (0.3 mg/mL); Ag30: extracto-AgNP (30mg/mL); Agl0: extracto-AgNP (10 mg/mL);
Agl: extracto-AgNP (1 mg/mL); Ag0.3: extracto-AgNP (0.3 mg/mL).
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6.4 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP) en el peso corporal y los niveles de glucosa en sangre durante el periodo de
tratamiento.

La glucosa en sangre y el peso corporal fueron monitoreados semanalmente durante
los 45 dias de tratamiento (figura 5A, 5B). El grupo diabético mostr6 un incremento
significativo, 6.5 veces mayor de los niveles de glucosa (p<0.05) con respecto al grupo
control, y este incremento se mantuvo durante el transcurso del tratamiento como se observa
en la figura 5A, mientras que el grupo diabético administrado con el extracto no mostrd
diferencias significativas con respecto al grupo diabético, sin embargo, el grupo diabético
administrado con la combinacidn extracto-nanoparticulas (Ex-AgNP) mostr6 wuna
disminucion significativa de los niveles de glucosa (p<0.05) a partir del dia 35 del tratamiento
con respecto al grupo diabético y diabético administrado solo con extracto, y esta
disminucion se mantuvo hasta el final del tratamiento (figura 5A). Por otro lado, los grupos
normoglucémicos administrados con ambos tratamientos no mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo control (figura 5A). El grupo control mostr6 una ganancia
significativa de peso corporal (p<0.05) con respecto al grupo diabético, asi como con los
grupos diabéticos administrados con el extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP), ya que todos los grupos diabéticos mostraron una disminucion de peso corporal
con el transcurso del tratamiento (figura 4B). Por otro lado, los grupos normoglucémicos
administrados con ambos tratamientos no mostraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (figura 5B).

A B

800 500

Glucosa
(mg/dL)

Peso corporal

200 b b

10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Dias Dias

@® Control & NEC @ NEx-AgNP ¥ Diabético * DEC © DEX-AgNP

Figura 5. Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-AgNP en los niveles de glucosa y
el peso corporal. (A) Niveles de glucosa, y (B) peso corporal durante el periodo de tratamiento. Los resultados
se presentan como la media £ E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p<0.05). NEC, normoglucémicas administradas con extracto; NExAgNP, normoglucémicas
administradas con la combinacion extracto-AgNP; DEC, diabéticas administradas con extracto; DExAgNP,
diabéticas administradas con la combinacion extracto-AgNP.
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6.5 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP) en los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre.

Una vez terminado el tratamiento se midieron los niveles de glucosa, colesterol y
triglicéridos en sangre (Tabla 5). Al final del tratamiento el grupo diabético mostréd un
incremento significativo de los niveles de glucosa (p<0.05) con respecto al grupo control
(tabla 5), mientras el grupo diabético administrado solo con el extracto no mostré diferencias
significativas con respecto al grupo diabético, sin embargo, el grupo diabético administrado
con la combinacioén extracto-AgNP mostr6 una disminucion significativa de los niveles de
glucosa con respecto al grupo diabético, sin embargo, este valor no iguald al del grupo
control. Por otro lado, los grupos normoglucémicos administrados con ambos tratamientos
no mostraron modificacion en los niveles de glucosa con respecto al grupo control. En cuanto
a los niveles de colesterol en sangre, los resultados no mostraron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos experimentales (tabla 5). Mientas que los niveles de triglicéridos
en sangre en el grupo diabético mostraron un incremento significativo (p<0.05) con respecto
al grupo control (tabla 5), mientras el grupo diabético administrado solo con el extracto no
mostr6 diferencias significativas con respecto al grupo diabético, sin embargo, el grupo
diabético administrado con la combinacion extracto-AgNP mostré una disminucion
significativa de los niveles con respecto al grupo diabético, pero no mostrd diferencias
significativas con respecto al grupo diabético administrado solo con el extracto, pero ademas
no mostrd diferencias significativas con respecto al grupo control. Por otro lado, los grupos
normoglucémicos administrados con ambos tratamientos no mostraron modificacion en los
niveles con respecto al grupo control.

Tabla 5. Efecto del extracto y la combinacion extracto-AgNP en los niveles de glucosa,
colesterol y triglicéridos en sangre.

Grupo Glucosa Colesterol Triglicéridos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 100 +3.33 ¢ 70.666 + 3.07 59.166 £3.50 °
NEC 93.5+1.60°¢ 77.666 +2.20 61.666 +2.41 ¢
NExAgNP 103.5+5.09 ¢ 77.5 £4.62 60.833 +3.77 ¢
Diabético 639 +56.56 ° 72.333 £ 8.24 151.166 +18.47 *
DEC 495,833 +38.22 ¢ 73.833 £4.82 108.5+11.73
DExAgNP 360.833 £ 61.70 ° 63.666 + 2.37 95.833 + 13.64 >

Los resultados estan expresados como la media = E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican diferencias
significativas entre grupos (p<0.05). NEC, normoglucémicas administradas con extracto; NExAgNP,
normoglucémicas administradas con la combinacion extracto-AgNP; DEC, diabéticas administradas con
extracto; DExAgNP, diabéticas administradas con la combinacion extracto-AgNP.
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6.6 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP) en la produccion de especies reactivas de oxigeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) fue medida en mitocondrias
aisladas de cerebro en los diferentes grupos (figura 6). Los resultados mostraron un
incremento significativo (p<0.05) de la produccion de ERO en el grupo diabético (1.6 veces
mayor) con respecto al grupo control cuando las mitocondrias fueron incubadas previamente
con glutamato y malato. Mientras que los grupos diabético administrados con el extracto y
diabético administrado con la combinacion extracto-AgNP mostraron ambos una
disminucion significativa de la produccion de ERO con respecto al grupo diabético, ademas
no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control; no se observo
significancia estadistica entre los grupos diabéticos administrados con los tratamientos. Por
otro lado, los dos grupos normoglucémicos administrados con los tratamientos no mostraron
modificacion en la produccion de ERO con respecto al grupo control.
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Figura 6. Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-AgNP en la produccion de ERO.
Los resultados estan expresados como la media = E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican diferencias
significativas entre grupos (p<0.05). EC, administracion con el extracto; Ex-AgNP, administracién con la
combinacién extracto-AgNP.
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6.7 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
en la peroxidacion de lipidos en mitocondrias.

La peroxidacion de lipidos fue medida en mitocondrias aisladas de cerebro
previamente lavadas (figura 7). Los resultados obtenidos mostraron un incremento
significativo (p<0.05) de la peroxidacion de lipidos en el grupo diabético con respecto al
grupo control (1.7 veces mayor). Mientras que los grupos diabéticos administrados tanto con
el extracto como con la combinacion extracto-AgNP mostraron una disminucion significativa
de la peroxidacion de lipidos con respecto al grupo diabético (1.4 y 1.5 veces menor
respectivamente), ademas no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo
control. Por otro lado, los dos grupos normoglucémicos administrados con los tratamientos
no mostraron modificacion en la peroxidacion de lipidos con respecto al grupo control.
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Figura 7. Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-AgNP en la peroxidacion de
lipidos. Los resultados estan expresados como la media £ E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos (p<0.05). EC, administracion con el extracto; Ex-AgNP, administracion
con la combinacién extracto-AgNP.
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6.8 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP) en la actividad de enzimas antioxidantes en cerebro.

La actividad de tres enzimas antioxidantes, la catalasa, la SODmt y la glutation
peroxidasa (GPx) fue medida en las muestras obtenidas de cerebro (figura 8A, 8B, 8C). La
actividad de la catalasa medida en muestras de homogenado de tejido cerebral no mostro
diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales, como se muestra en la
figura 8A. Por otro lado, la actividad de la SODmt medida en mitocondrias aisladas de
cerebro en el grupo diabético mostrd una disminucion significativa de la actividad (p<0.05),
con respecto al grupo control como se muestra en la figura 8B. Mientras que ambos grupos
diabéticos administrados con los tratamientos mostraron restaurar la actividad de la SODmt,
debido a que ambos grupos mostraron un incremento significativo de la actividad con
respecto al grupo diabético y no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo
control. Por otro lado, la actividad de la SODmt en los grupos normoglucémicos
administrados con ambos tratamientos no mostré6 modificacion de la actividad con respecto
al grupo control. Mientras que la actividad de la GPx, medida en mitocondrias de cerebro
mostro un comportamiento similar a la de la actividad de la SODmt, ya que se observo una
disminucion significativa (p<0.05) de la actividad de esta enzima en el grupo diabético con
respecto al grupo control, como se observa en la figura 8C, mientras que los grupos diabéticos
administrados con los tratamientos mostraron restaurar la actividad de la enzima, ya que
incrementaron significativamente su actividad con respecto al grupo diabético y no
mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control. Por otro lado, la actividad
de la GPx en los grupos normoglucémicos administrados con ambos tratamientos no
mostraron modificacién con respecto al grupo control.
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Figura 8. Efecto de la administracion del extracto y la combinacién extracto-AgNP en la actividad de enzimas
antioxidantes. (A) Actividad de catalasa, (B) actividad de SODmt, (C) actividad de la GPx. Los resultados estan
expresados como la media + E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p<0.05). EC, administracion con el extracto; Ex-AgNP, administraciéon con la combinacion extracto-
AgNP.
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6.9 Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-nanoparticulas
(Ex-AgNP) en la actividad de los complejos de la cadena transportadora de electrones
(CTE) mitocondrial en cerebro.

Se evalu6 la actividad de los complejos de la cadena transportadora de electrones
(CTE), para determinar el impacto de la diabetes, asi como ambos tratamientos en la
actividad de los complejos en mitocondrias aisladas de cerebro (figura 9). En la figura 9A se
muestra la actividad del complejo I, en donde se encontré una disminucion significativa
(p<0.05) en la actividad del grupo diabético con respecto al grupo control, mientras que el
grupo diabético administrado con el extracto mostré un incremento en la actividad con
respecto al grupo diabético, sin embargo no fue significativo con respecto al mismo grupo,
no obstante tampoco mostro diferencias significativas con respecto al grupo control (aunque
la actividad fue ligeramente menor), mientras que el grupo diabético administrado con la
combinacidn extracto-AgNP mostrd un incremento significativo de la actividad con respecto
al grupo diabético y no mostré6 modificacion de la actividad con respecto al grupo control.
Por otro lado, los dos grupos normoglucémicos administrados con ambos tratamientos no
mostraron modificacion en la actividad con respecto al grupo control. En la figura 9B se
muestra la actividad del complejo II, en donde se encontré una disminucion significativa
(p<0.05) en la actividad en el grupo diabético con respecto al grupo control, mientras que
ambos grupos diabéticos administrados con los dos tratamientos mostraron restaurar la
actividad del complejo II, debido a que ambos grupos mostraron un incremento significativo
de la actividad con respecto al grupo diabético y no mostraron diferencias significativas con
respecto al grupo control. Por otro lado, ambos grupos normoglucémicos administrados con
los tratamientos no mostraron modificacion en la actividad del complejo II con respecto al
grupo control. En la figura 9C se muestra la actividad del segmento II + III, en donde se
muestra una disminucion significativa (p<0.05) de la actividad en el grupo diabético con
respecto al grupo control, mientras que los dos grupos diabéticos administrados con los
tratamientos restauraron la actividad, debido a que ambos grupos mostraron un incremento
significativo de la actividad con respecto al grupo diabético y no mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo control, sin embargo, el grupo diabético administrado
con la combinacién extracto-AgNP mostrd una actividad significativamente mayor con
respecto al grupo diabético administrado solo con el extracto. Por otro lado, el grupo
normoglucémico administrado solo con el extracto no mostré modificacion de la actividad
con respecto al grupo control, sin embargo, el grupo normoglucémico administrado con la
combinacidn extracto-AgNP mostrd un incremento significativo de la actividad con respecto
al grupo control. En la figura 9D se muestra la actividad del complejo IV, en donde los
resultados mostraron una ligera disminucion de la actividad en el grupo diabético con
respecto al grupo control, sin embargo, no fue significativa (p<0.05), mientras que los dos
grupos diabéticos administrados con los tratamientos no mostraron diferencias significativas
con respecto a los grupos diabético (aunque la actividad fue ligeramente mayor con respecto
al grupo diabético) y control. Por otro lado, ambos grupos normoglucémicos administrados
con los tratamientos no modificaron la actividad del complejo IV con respecto al grupo
control.
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Figura 9. Efecto de la administracion del extracto y la combinacion extracto-AgNP en la actividad de los
complejos de la cadena transportadora de electrones. (A) Actividad del complejo I, (B) actividad del complejo
I1, (C) actividad del segmento II + 111, (D) actividad del complejo IV. Los resultados estan expresados como la
media = E.E. ANOVA, Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05). EC,
administracion con el extracto; Ex-AgNP, administracion con la combinacion extracto-AgNP.
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7. DISCUSION

La DM es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, con una
prevalencia cada vez mayor tanto en la poblacion mundial como nacional (IDF 2019). Los
tratamientos farmacologicos convencionales con el transcurso del tiempo son mas costosos,
y debido a esta situacion en la actualidad se busca tener tratamientos alternativos, eficaces
y/o a un costo menor. El consumo de extractos de plantas medicinales para tratar diferentes
enfermedades, entre ellas la DM, se ha realizado durante miles de afios, y se han observado
efectos positivos sobre los problemas de salud a tratar (Arumugam et al., 2013), sin embargo,
su utilizacién hasta hoy en dia sigue siendo empirica y se deben tener mas datos sobre la
toxicidad, la dosis necesaria para generar una respuesta favorable, etc. Entre las plantas
reportadas que tienen propiedades antidiabéticas esta Eryngium carlinae, una planta
endémica en México y conocida como ‘“hierba del sapo”, de la cual ya se han reportado
previamente trabajos en los que su uso como un tratamiento alternativo contra la DM es
prometedor (Pefia-Montes et al., 2019; Noriega-Cisneros et al., 2019; Garcia-Cerrillo et al.,
2018). Por otro lado, en afios recientes se han buscado nuevas estrategias para incrementar la
efectividad de los fArmacos, y una de estas estrategias es el uso de nanoparticulas, las cuales
actuan como acarreadores de fArmacos, su uso es muy prometedor ya que en reportes previos
se ha demostrado que pueden descargar farmacos en sitios especificos, atravesar las barreras
biolégicas con mayor rapidez y asi garantizar su efecto (Zhang et al., 2020; Mulvihill et al.,
2020). Una técnica de sintesis de nanoparticulas es la técnica de sintesis verde, en al cual se
combina la utilizacion de un extracto vegetal para sintetizar las nanoparticulas, y
posteriormente los compuestos del extracto quedan adheridos a la superficie de la
nanoparticula, y en reportes previos se ha mostrado que este tipo de sintesis ha tenido efectos
positivos y prometedores para poder utilizarse como un tratamiento antidiabético (Shah et
al., 2015; Silva et al., 2019). Asi, se plantea la hipotesis de que las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir del extracto acuoso de E. carlinae incrementan los efectos
hipoglucémicos y antioxidantes en un modelo de diabetes experimental.

La técnica de sintesis verde de nanoparticulas consiste en la reduccion de iones
metalicos mono o divalentes mediante los compuestos bioactivos presentes en los extractos
vegetales, como alcaloides, flavonoides, acidos fenolicos, polifenoles, terpenoides, etc. En
este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata, a partir del extracto acuoso de las partes
aéreas de E. carlinae y una solucion acuosa de AgNOs. En este trabajo se lograron sintetizar
nanoparticulas de plata con las condiciones de reaccion que se utilizaron, al realizar la
reaccion de sintesis verde se pudo observar un cambio de coloracion a un color marrén-rojizo,
con lo que se sugiri6 inicialmente la sintesis de AgNP, ya que este cambio de coloracion es
caracteristico de la reduccidon de iones plata, y la posterior formacion de nanoparticulas
(figura 2A). Para confirmar la sintesis de AgNP se obtuvo el espectro de absorbancia UV-
Vis (figura 2B), en donde se compararon tanto el espectro del extracto, como el de las AgNP,
y se observo en el espectro de las AgNP un pico a 445 nm, que se encuentra dentro del rango
caracteristico de la excitacion del plasmon superficial (EPS) de las AgNP, el fendmeno de
EPS en las nanoparticulas es debido a la oscilacion colectiva de los electrones de conduccion
presentes en la superficie de la nanoparticula, cuando estos son excitados por una luz de una
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longitud de onda especifica (Sharma et al., 2020). Y cuando el espectro de las AgNP se
compar6 con el del extracto, este tltimo no observo el pico a 445 nm, por lo que con esto se
confirmé la sintesis de nanoparticulas mediante la sintesis verde. Para comprobar la
formacion de las AgNP, posteriormente, se realizd un mapeo quimico con microscopia
electronica de barrido (figura 3), con este resultado se pudo observar que las nanoparticulas
sintetizadas estan formadas por Ag elemental, también se observd su tamafio, el cual se
encuentra entre los 10 a 20 nm aproximadamente, y se observaron estructuras monodispersas,
es decir que todas las estructuras son similares en tamafio.

La evaluacion fitoquimica del extracto acuoso de las partes aéreas de E. carlinae
mostré a los flavonoides como los compuestos que se encuentran presentes con mayor
abundancia en el extracto (Tabla 4), y ademés también mostré presencia de terpenos y
compuestos fenolicos, previamente se han realizado evaluaciones fitoquimicas mas precisas
de diferentes extractos de E. carlinae, en donde se han identificado diferentes compuestos,
en especial, terpenos, sesquiterpenos (Pefia-Montes et al., 2019; Noriega-Cisneros et al.,
2019), acidos fendlicos, flavonoides y saponinas (Pérez-Ramirez et al., 2016). Se midio6 la
capacidad antioxidante in vitro tanto del extracto como de la combinacion Ex-AgNP para
evaluar las propiedades antioxidantes antes de la administracién a nuestro modelo biologico,
se observo que tanto en la prueba de actividad anti-DPPH, como la prueba de capacidad
antioxidante total; en estos ensayos se observo que la actividad antioxidante es dependiente
a la concentracion, es decir a mayor concentracion del extracto y la combinacion, mayor
actividad antioxidante. Previamente se han reportado trabajos con diferentes extractos de E.
carlinae en donde ha presentado actividad antioxidante in vitro (Pefia- Montes et al., 2019;
Garcia-Cerrillo et al., 2018).

En este trabajo se reporta un incremento significativo de los niveles de glucosa en el
grupo diabético, 6.5 veces mayor con respecto al grupo control (figura 5A) esto como
resultado de la administracion con STZ, la cual es un agente altamente citotoxico y selectivo
hacia las células B pancreaticas, que en altas dosis puede causar una necrosis total de las
células B dentro de las posteriores 48 h a la administracion (Furman 2015). Sin embargo, se
observd una disminucion significativa de los niveles de glucosa en el grupo diabético
administrado con la combinacion extracto-AgNP (fig. SA y tabla 5). En contraste, el grupo
diabético administrado solo con el extracto mostro una ligera disminucion en los niveles de
glucosa, sin embargo, no fue significativo con respecto al grupo diabético, por lo que el efecto
antidiabético se puede atribuir directamente a las AgNP; previamente, se ha reportado que
las AgNP incrementan significativamente los niveles de insulina sérica en ratas diabéticas
(Alkaladi et al., 2014; Hussein et al., 2018; Shanker et al., 2017). Ademas, en estudios previos
las AgNP han mostrado inhibir las a-glucosidasas y las a-amilasas intestinales (Balan et al.,
2016; Johnson et al., 2017; Prabhu et al., 2017). Estas enzimas digestivas de carbohidratos,
que son responsables de degradar los oligosacéaridos y disacdridos en monosacéridos
adecuados para la absorcion (Sales et al., 2012). La inhibiciéon de estas dos enzimas es
especialmente Util para el tratamiento de la diabetes, porque retrasa la absorcion y la
liberacion de la glucosa a la sangre (Podsedek et al., 2014); por lo que, la disminucioén de los
niveles de glucosa observados en el grupo diabético administrado con la combinacion podria
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estar relacionado con estos dos mecanismos. Por otro lado, se observd una disminucion
significativa del peso corporal durante el tratamiento en el grupo diabético con respecto al
grupo control (figura 5B), mientras que ambos grupos diabéticos administrados con los
tratamientos también mostraron una disminucion significativa del peso corporal, y ambos no
mostraron diferencias significativas con respecto al grupo diabético.

La diabetes es un desorden que presenta hiperglucemia cronica debido a la deficiencia
de la accion de la insulina, pero los lipidos séricos también son fuertemente afectados por la
insulina (Hirano, 2018). La dislipidemia se observa cominmente en la poblacion diabética
independientemente sea tipo 1 o tipo 2 (Reaven y Greenfield, 1981; Taskinen 2003). La
hipercolesterolemia severa no es frecuentemente observada en la poblacion diabética, mas
bien la hipertrigliceridemia y el c-HDL bajo son mas comunes (Hirano, 2018). Los resultados
mostraron un incremento significativo en los niveles de triglicéridos en el grupo diabético
con respecto al grupo control (tabla 5), este incremento puede estar relacionado a la
incapacidad de utilizar carbohidratos en tejidos insulino dependientes, lo que causa un
incremento de la lip6lisis en el tejido adiposo, y un incremento subsecuente de triglicéridos
en la circulacion sanguinea (Noriega-Cisneros et al., 2019). Mientras que el grupo diabético
administrado Uinicamente con el extracto mostr6 una ligera disminucion, sin embargo no fue
significativa con respecto al grupo diabético, por otro lado, el grupo diabético administrado
con la combinacion extracto-AgNP mostrdé una disminucion significativa con respecto al
grupo diabético, por lo que la actividad hipoglucémica podria estar relacionada con las AgNP
y con los componentes del extracto, ya que entre ambos grupos diabéticos administrados no
se observaron diferencias significativas, y previamente se ha reportado que los flavonoides
presentan efectos hipolipidémicos (Yin et al., 2018; Eid y Haddad, 2017; Jung et al., 2004;
Valsecchi et al., 2011; Nizamutdinova et al., 2009), el mecanismo principal es por inhibicion
de la lipolisis.

La hiperglucemia cronica provoca un incremento en el ingreso de glucosa al cerebro,
debido a que es un o6rgano insulino independiente, y esta sobrecarga se encuentra
intimamente relacionada con un incremento en la produccion de ERO por activacion de
diferentes vias como la de polioles, hexosamina, PKC y la via mitocondrial, la cual es la
principal productora de ERO (Muriach et al., 2014; Nagalski et al., 2016; Pefia-Montes et al.,
2019; Raza et al., 2015). En este trabajo se observd un incremento significativo en la
produccion de ERO en mitocondrias cerebrales del grupo diabético (figura 6), cuando estas
fueron energizadas con glutamato y malato, por otro lado, los grupos diabéticos
administrados tanto con el extracto como con la combinacion extracto-AgNP disminuyeron
significativamente la produccion de ERO. La disminucién en la produccion de ERO en los
grupos diabéticos administrados con los tratamientos estuvo relacionada con la disminucion
observada en la peroxidacion de lipidos en mitocondrias aisladas de cerebro en estos mismos
grupos (figura 7), mientras que el grupo diabético mostr6 un incremento significativo de la
peroxidacion de lipidos. Ambos resultados indican un desbalance entre la produccion de ERO
y la actividad de los sistemas antioxidantes. Ademas, no se observaron diferencias
significativas entre ambos tratamientos tanto en la produccion de ERO y la peroxidacion de
lipidos, por lo que estos efectos se pueden atribuir directamente a los compuestos del extracto
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acuoso de E. carlinae, ya que previamente se ha reportado que diferentes extractos de E.
carlinae mostraron disminuir tanto la produccion de ERO como la peroxidacion de lipidos
(Pefia-Montes et al., 2019; Garcia-Cerrillo et al., 2019), y se han reportado las vias por las
que los metabolitos secundarios pueden ejercer su efecto antioxidante, neutralizando
directamente ERO (Teixeira 2018), disminuyendo la formacién de radicales hidroxilo
dependientes de metales (Cu" y Fe?") a través de la reaccion de Fenton, principalmente a
través de un mecanismo de quelacion (Teixeira et al., 2018), incrementando la actividad de
enzimas antioxidantes (Kosuru et al., 2017) o modulando ciertas vias de sefializacion
relacionadas con la actividad de los sistemas antioxidantes como la via de Nrf2 o
AMPK/SIRT/PGC1-a, que es la via maestra para la regulacion de la homeostasis metabdlica,
energética y la biogénesis mitocondrial (Hardie 2007; Hardie 2008; Greco et al., 2011), y en
particular, los flavonoides han mostrado regular la actividad de Nrf2, la proteina maestra de
la regulacion de los genes antioxidantes (Mansuri et al., 2014; Li et al., 2018; Zhou et al.,
2019; Khan et al., 2020).

Posteriormente, se midio la actividad de tres enzimas antioxidantes, la SODmt, que
dismuta el anion superoxido (O:2) en H20,, la GPx, que degrada el H.O> en H>O, con la
oxidacion de una molécula de NADPH, y la catalasa que degrada el H,O- en agua y oxigeno
en el citosol celular. En este trabajo no se observaron diferencias significativas en la actividad
de la catalasa entre ninguno de los grupos (figura 8a). Estos resultados fueron similares a los
reportados previamente en el mismo tejido y con el mismo modelo de induccion (Pena-
Montes et al.,, 2019); sin embargo, previamente se ha reportado una disminucion de la
actividad de la catalasa en diferentes regiones cerebrales (Raza et al., 2015; Huerta-Cervantes
et al., 2020; Hemmati et al., 2018). Este contraste entre los resultados obtenidos en este
trabajo y otros trabajos anteriormente reportados podria deberse al tiempo en el que consistio
el experimento, o el modelo de diabetes experimental que se utilizd. Por otro lado, los
resultados obtenidos de la actividad de la SODmt (figura 8B) y la GPx (figura 8C) mostraron
una disminucion significativa de la actividad en el grupo diabético con respecto al grupo
control, se ha reportado que la disminucion en la actividad tanto de la SODmt como de la
GPx puede deberse a modificaciones postraduccionales en la estructura de estas enzimas,
debidas al incremento de la produccion de ERO y ERN en la diabetes (Sharma et al., 2015
Oboh et al., 2018); en especifico por la reaccion entre el O2™ y el NO que producen ONOO,
y se ha reportado previamente que este radical reacciona con residuos de Tyr, en especifico
de la Tyr34 del sitio activo de la SODmt (Kitada et al., 2020; Yamakura y Kawasaki, 2010);
también se ha reportado que la alteracion de las vias de sefializacion de AMPK/SIRT/PGC-
looy Nrf2 inducen una disminucion en la expresion de la SODmt y la GPx (Chowdhury et
al., 2018; St. Pierre et al., 2006). Por otro lado, los grupos diabéticos administrados tanto con
el extracto como con la combinacion extracto-AgNP restauraron la actividad tanto de la
SODmt como de la GPx (figura 8B y 8C), y no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos, por lo que este incremento se atribuye directamente a los metabolitos
secundarios presentes en el extracto de E. carlinae, ya que se ha reportado previamente que,
en particular, los flavonoides han mostrado modular los niveles de antioxidantes celulares y
enzimas antioxidantes, entre ellas la SODmt y la GPx (Sandoval-Acuiia et al., 2014; Heim et
al., 2002). También los flavonoides y otros metabolitos secundarios regulan vias de
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sefalizacion relacionadas a la actividad de los sistemas antioxidantes o pueden actuar
directamente neutralizando ERO o inhibiendo su formacion.

Finalmente, se midi6 la actividad de los complejos de la CTE, los resultados
obtenidos mostraron una disminucion significativa de la actividad en los complejos I (figura
9A), 11 (figura 9B) y el segmento II + III (figura 9C), asi como una ligera disminucion en la
actividad del complejo IV (figura 9D) en el grupo diabético, con respecto al grupo control.
Previamente, se ha reportado una disminucion en la actividad de los complejos de la CTE en
diferentes regiones cerebrales. Anteriormente, se ha reportado una disminucion en la
expresion de algunos componentes de los complejos de la CTE, como NDUFBS, que es una
proteina accesoria del complejo I; asi mismo se ha observado una disminucion de la
expresion de SDHB, la cual es una subunidad del complejo II. SDHB es muy importante en
la actividad del complejo 11, ya que contiene tres centros Fe-S que se encargan de transportar
los electrones desde el FADH: hasta la ubiquinona, y una disminucién en su expresion
representaria una deficiencia en la transferencia de electrones, y resulta en una mayor
produccion de ERO (Chowdhury et al., 2018). También, se ha relacionado que el incremento
en el consumo de oxigeno en las mitocondrias durante la diabetes incrementa la produccion
de ERO, y esto provoca la disfuncion de los complejos de la CTE, lo cual implica, una mayor
produccion de ERO debida a la fuga de electrones (Raza et al., 2015; Muller et al., 2004;
Hoffman y Brookes, 2009). Esto puede ser resultado del incremento de los sustratos de la
CTE durante la diabetes, que se ha asociado con un mayor transporte de electrones, y este
incremento da lugar a una mayor fuga de electrones (Sivitz y Yorek, 2010), especialmente a
nivel de los complejos I y I1I (Sivitz y Yorek, 2010; Raha y Robinson, 2000; Han y Céardenas,
2001; St. Pierre et al., 2002), ya que ante un flujo elevado de electrones, se ha observado un
incremento en la vida media del FMNH2 en el complejo I (Sazanov 2007) y de la
semiquinona producida durante el ciclo Q en el complejo III (Skulachev 1998). Este
incremento en la vida media de estas dos especies induce una fuga de electrones de la CTE,
y posteriormente, una mayor produccion de ERO (Sivitz y Yorek, 2010). Estas observaciones
se encuentran relacionadas con la actividad del complejo III durante condiciones de
hiperglucemia, ya que se ha reportado que las modificaciones postraduccionales en este
complejo y la disfuncion en su actividad se encuentran relacionadas con una mayor
producciéon de ERO (Ortiz-Avila et al., 2013; Chowdhury el al., 2018). Estas observaciones
concuerdan con los datos obtenidos en este trabajo, ya que la disfuncion que se observo en
la actividad de la CTE (figura 9), esta relacionada con la mayor produccién de ERO (figura
6), y con un incremento en el dafio oxidativo, medido como peroxidacion de lipidos en
mitocondrias (figura 7). Mientras que en los grupos diabéticos administrados con los
tratamientos mostraron una restauracion de la actividad tanto del complejo I, I y del
segmento II + III, en donde no se observaron diferencias significativas entre ambos
tratamientos, por lo que la restauracion de la actividad de los complejos se atribuye a los
metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de E. carlinae. Previamente, se ha
reportado que los flavonoides, en particular la quercetina, pueden actuar neutralizando
directamente la formacion de O>" a nivel del complejo III de la CTE (Dudylina et al., 2019),
lo cual concuerda con las observaciones vistas en nuestro trabajo, en la disminucion de la
produccion de ERO y la peroxidacion de lipidos en mitocondrias en los dos grupos diabéticos
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tratados, ademas, podrian actuar activando vias de senalizacion relacionadas con la
regulacion del metabolismo mitocondrial, como la via de AMPK/SIRT/PGCla, la cual esta
involucrada en la biogénesis mitocondrial y la expresion de genes relacionados con el
metabolismo (Hardie 2008; Greco et al., 2011), lo cual podria explicar la restauracion de la
actividad de los complejos de la CTE en los grupos con tratamiento comparados con el grupo
diabético.

El mecanismo de accion por el cual el tratamiento tanto con el extracto como con la
combinacién extracto-AgNP mostré disminuir el dafio oxidativo en el cerebro de ratas
diabéticas es por neutralizacion directa de las ERO, la disminucion en la produccion de ERO
en mitocondrias de cerebro estuvo relacionada con la disminucion de la peroxidacion de
lipidos, lo cual se debe a la neutralizacion de ERO y ademas se ha reportado que los
flavonoides y otros metabolitos secundarios pueden inhibir la formacion de radical OH’
dependiente de metales por un mecanismo de quelacion (Teixeira et al., 2018), esta
disminucion de la produccion de ERO en estos dos grupos estd relacionada con la
restauracion de la actividad tanto de la SODmt, la GPx y los complejos de la CTE, ya que
previamente se ha reportado una disminucion de su actividad debido a modificaciones
postraduccionales por el incremento en la produccidon de ERO. Por otro lado, también se ha
reportado que los flavonoides y otras clases de metabolitos secundarios activan vias de
sefalizacion como la de Nrf2 que se encuentra relacionada con la actividad de los sistemas
antioxidantes o la via de PGCla que esta relacionada con la biogénesis, la respiracion y el
metabolismo oxidativo mitocondrial (Mansuri et al., 2014; Li et al., 2018; Chowdhury et al.,
2018). Ademas el tratamiento con la combinacion extracto-AgNP disminuyo los niveles de
glucosa en sangre, previamente se ha reportado que las AgNP incrementan los niveles de
insulina en sangre (Alkaladi et al., 2014; Hussein et al., 2018; Shanker et al., 2017), lo cual
estaria relacionado con la disminucion de los niveles de glucosa, que se observé en el grupo
diabético administrado con este tratamiento, ademas este resultado correlaciona con la
disminucion de los niveles de triglicéridos, que esta relacionado a una mayor utilizacion de
carbohidratos por tejidos insulino dependientes, lo que inhibe la lipolisis del tejido adiposo
y por lo tanto una menor concentracion de triglicéridos en sangre (Yin et al., 2018; Eid y
Haddad, 2017; Jung et al., 2004).
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Figura 10. Mecanismo de accion propuesto del extracto y la combinacion extracto-AgNP.
8. CONCLUSIONES

Se obtuvo que los flavonoides son los metabolitos secundarios mas abundantes
presentes en el extracto acuoso de Eryngium carlinae, debido a la naturaleza polar del
extracto.

El extracto acuoso de Eryngium carlinae presenta los compuestos adecuados para
realizar la reaccion de sintesis verde de nanoparticulas con un tamano de 10-30 nm.

La diabetes experimental incrementa la produccion de ERO, conduciendo a un
desbalance redox, dafio oxidativo en las mitocondrias y disfuncion de la CTE.

La administracion tanto del extracto, como con la combinacion de extracto-AgNP
previene los dafos oxidantes y la disfuncion de la CTE en el cerebro de ratas diabéticas.

9. PERSPECTIVAS

e Obtener tres diferentes extractos de Eryngium carlinae (acuoso, metanolico, acetato
de etilo) para la sintesis de nanoparticulas de plata, y medir su actividad antioxidante
in vitro.

e Estudiar la actividad antidiabética, antioxidante y sobre la funcion mitocondrial
cerebral del o los extractos con mayor actividad antioxidante in vitro y/o con mayor
obtencion de nanoparticulas de plata, y administrarlos en un modelo de ratas con
diabetes.

e Evaluar pardmetros de dafio hepatico y renal tras la administracion con los
tratamientos.

e Medir la produccion de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, asi como los
parametros de dafio oxidativo y nitrosativo.

e Medir los niveles de GSH, asi como, de la actividad de la glutatiéon reductasa y
glutation peroxidasa

e Medir la actividad y los niveles de expresion de la SOD1 y SOD2.
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e Medir la actividad y los niveles de expresion de los complejos de la cadena
transportadora de electrones.

e Medir los niveles de expresion de los marcadores de inflamacion en suero y en el
cerebro.

e Medir los niveles de expresion de las proteinas Nrf2, PGCla y SIRT3 en el cerebro,
y estudiar su relacion con la funcionalidad mitocondrial en un modelo de diabetes.
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