@) (/I0f Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

doza0vt

UNIVERSIDAD MICHOACANA Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas
DE SAN NICOLAS DE HIDALGO INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
Cuna de héroes, crisol de pensadores QUIMICH.BIOk OGIGAS

UMSNH

Maestria en Ciencias en Biologia Experimental

Laboratorio de Bioquimica

TESIS

“Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo
de Potentilla indica en rifiones de ratas con diabetes experimental”

Que para obtener el grado de:

Maestra en Ciencias en Biologia Experimental

Presenta:

Q.F.B. Cinthia Itzel Landa Moreno

Director de Tesis:
D.C. Salvador Manzo Avalos
Co-Director de Tesis:

D.C. Alfredo Saavedra Molina

Noviembre 2021, Morelia, Michoacan.




La presente investigacion se realizo en las instalaciones del Instituto de
Investigaciones Quimico-Biologicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo en el Laboratorio de Bioquimica, bajo la direccion y
asesoria del D.C. Salvador Manzo Avalos y el D.C. Alfredo Saavedra

Molina.
UNIVERSIDAD ‘MICHOACANA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
QUIMICO-BIOLOGICAS Cuna de héroes, crisol de pensadores

UMSNH



DEDICATORIA

A Dios por permitirme culminar con éxito mi tan anhelada meta, por haberme brindado la
salud y la fortaleza en todo momento.

A mis padres, Rosa e Ismael, que siempre han estado para mi incondicionalmente, sin ustedes
esto no hubiera sido posible. Gracias por ser el mejor ejemplo a seguir. Mis logros siempre
seran de ustedes. Los quiero mucho.

A la memoria de mis abuelitos, Raquel y Cuauhtémoc, quienes fueron mis segundos padres.
Aungue hoy ya no pueda tenerlos presentes aqui conmigo celebrando mis logros, que también
son de ustedes, y poderlos abrazar fisicamente, los abrazo con toda mi almay les dedico todas
y cada una de las palabras escritas en esta tesis. Espero que desde donde estén, se sientan
orgullosos de mi como yo siempre lo estaré de ustedes. Los amo para siempre.

A mi tio Temo, quien me apoyd en todo momento y siempre tuvo fe en mi. Sé que ahora desde
el cielo estas acompafiandome en este logro tan importante de mi vida, como siempre lo hiciste
cuando estabas aqui. Siempre estaras en mi corazon.

A mi novio Cesar, quien me apoy0 y acompafio durante todo este proceso. Gracias por creer
en mi, por siempre alentarme a alcanzar mis metas y por estar presente en todo momento.

A mis hermanas, Demi y Scarlett, mis compafieras de vida, que siempre estan conmigo en las
buenas y en las malas.

A toda mi familia, que siempre estan presentes en cada momento importante de mi vida.
Gracias por siempre brindarme ese respaldo incondicional.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, y en particular, al Instituto de
Investigaciones Quimico-Bioldgicas por brindarme las herramientas necesarias para mi
formacion académica.

Mi mas sincero agradecimiento a mis directores de tesis, el Dr. Alfredo Saavedra Molina 'y
el Dr. Salvador Manzo Avalos, por haberme recibido en el laboratorio de Bioquimica y
haberme brindado la oportunidad de formar parte de este proyecto de investigacién bajo su
direccion. Gracias por su amistad, su constante apoyo, sus asesorias y observaciones
indispensables para el desarrollo de este trabajo, por sus valiosas ensefianzas y por sus
conocimientos compartidos.

Al Dr. Rafael Salgado Garciglia, por haberme otorgado la oportunidad de trabajar en el
laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Por su asesoria y conocimientos compartidos.

A los profesores miembros de mi comité tutoral, el D.C. Rafael Salgado Garciglia, la D.C.
Rocio del Carmen Montoya Pérez y el D.C. Asdrubal Aguilera Méndez, por sus valiosas
aportaciones, sus conocimientos compartidos y criticas constructivas a lo largo de este
proyecto.

Al M.C. Donovan Javier Pefia Montes, por su apoyo incondicional en la parte experimental,
por sus valiosos consejos y observaciones durante la realizacion de este proyecto, y en
especial por su amistad.

A la D.C. Maribel Huerta Cervantes, por su amistad, sus comentarios y conocimientos
compartidos.

A la Q.F.B. Monica Clemente Guerrero, por sus valiosos consejos y su apoyo recibido
durante el desarrollo de este trabajo.

A mis queridos compafieros y amigos, la LBT. Mitchell Trejo, la Biol. Daniela Garcia y el
Q.F.B. Jenaro Lemus, por su constante apoyo y su grata compaiiia en el laboratorio, pero
sobre todo muchas gracias por brindarme su valiosa amistad.



CONACYT

Tesis apoyada por CONACYT a través de la beca 1007919.




INDICE

Pégina
INDICE DE FIGURAS. .....coouitmrierieeiieeieeeesise sttt iii
INDICE DE CUADROS.........oouoviiieeeeeeeeeeeeesee e eeses st eenes s sesne s neenens v
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt sttt s nne s v
1. RESUMEN GENERAL.....cccoiititiititteectete ettt 1
2. ABSTRACT ...ttt ettt sttt ettt st sbe ettt enee 3
3. INTRODUCCION ......coiriiriimeioeeisesseseessssesessss sttt sssses st ssses 5
3.1. Diabetes Mellitus (DIM)......coecuiiriieiieiieeiieciie ettt rite e eeeereesaeeebeesenesseessaeenseenens 5
3.2. Manifestaciones clinicas y complicaciones cronicas de la DM.........c.ccooeiiieiienennne 6
3.2.1. Complicaciones macrovasCUlAres ...........ceecueerieriiieniieeiiienie ettt 6
3.2.1. 1. ALCTOSCLEIOSIS c.uttiiiieiieeiteeite ettt ettt ettt ettt e et e st e et e bt e e bt e et e e s e e sneeenseeneee 6
3.2.1.2. DISHPIACIMIAS ..ecuviieiiiiiiiieeciie ettt ettt e e e e e e e ebaeeeraeesareeessseeesnseeennneeas 7
3.2.2. Complicaciones miCrovasCUlares..........ccceeoueerieriiieniiieiienie ettt 7
3.2.2.1. Nefropatia diabEtiCa.......cceeviieiieiieiiiieiieeie ettt e e e ebeesraeeeseees 8
3.2.2.2. Retinopatia diabEtiCa.........ccuieuieriiiiieiieeiieeie ettt ere e ebeesieeebeesaaeeeseees 8
3.2.2.3. Neuropatia diab@tiCa .........ccccuiiiiiiieiiieeiiie ettt sree e saeeesreeennaee s 9
3.3. Criterios para el diagnostico de DM .........ccooiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 9
3.4. Diabetes Mellitus a nivel mundial y €0 MEXICO .....cocueruiniiniiriiniiniinieneeieeienieeeeeeen 9
3.5, EStrés OXIAANTE ....ocuuiiiiieiiiiiiieiiece ettt ettt ettt e et e eaeebeeeaneens 10
3.5.1. Especies reactivas de oxigeno y radicales libres...........cccoovieriiiiiiniiiiniinieccee 10
3.5.1.1. Fuentes de ERO ......ooiiiiiiiiieeee ettt e 10
3.6. Diabetes y eStrés OXIdante........cccueieriiieriieeiiieeiieeeieeeeiieeeireeeieeesaee e eesaeeeeree e 12
3.6.1. Acumulacién y accion de los productos finales de glicacion avanzada................... 12
3.6.2. Incremento en 1a via de pOlioles .......cceeeiiiieiiieeiiiecieeee e 13
3.6.3. Activacion de la via de las heX0osaminas...........ccoceeeieeriiiiiieinienieenieeeeee e 14
3.6.4. Activacion de la proteina C CINASA........cecueeriieriierieeiiieeieeieeste ettt eiee e eeee s ens 14
3.7. Diabetes mellitus, rifidn y esStrés 0Xidante ...........ccecveevueeriresiienieeiieeie e 14
3.8, ANHOXIAANTES ..eouveiitiiiiieeiieeitete ettt sttt ettt et et sb et et sbeesbe et nae e 15
3.8.1.  AntioXidantes EXOZEINOS ......eeruuieruierreeriieriieetieneeeteesreeseessreeseesseeeseessaeenseesseeens 16



3.9. Metabolitos secundarios de origen vegetal y su actividad antioxidante.................... 17

3.10. Uso de plantas para el tratamiento de 1a DM..........c.cocovieiiiiiiiiiiieiiecieeieecee e 18
3.11. Antecedentes sobre el género Potentilla..............ccoooveiieiiiiiiiciieeeee e 20
3.12. Potentilla indica (Andrews) Th.WOIT .........c.ooiimiiiieeeeeeeee e 21
4. JUSTIFICACION .....ooooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e tesas e 24
5. HIPOTESIS oottt sttt 25
6. OBIETIVOS ...ttt ettt sttt s e s stesbeeseeseessensensensensenseas 26
7. MATERIALES Y METODOS .......vtiuuiimiimriineeiesisessseessessssessssesssssssesssesesesssnes 27

7.1. Material vegetal y obtencion del extracto..............cooveviiiiiiiiiiniieiieninn, 27

7.2. Efecto del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de P. indica en ensayos
1R o T P 27
7.3. Determinacion de acidos fenodlicos totales del extracto de acetato de etilo de P.
IAECA .. e eeees eee e e e e e et et e s s et et e een e ee eee aee vee ee ee ae ae ae as ns an e ee 28
7.4. Determinacion de flavonoides totales en el extracto de acetato de etilo de P.
o[ or- VAR U 29

7.5. Determinacion de terpenoides totales en el extracto de acetato de etilo de P.
BAAICA .. oo it e et e et e et e e et e e e e e e e e e e e ee e eeees 29

7.6 Efecto del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de P. indica en ensayos in

VIV e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 30

8. RESULTADOS ...t ettt ettt e et e st eesaree s 37

8.1 Experimentacion iNVItFO..........o.oiiiiiiii e 37

8.2 Experimentacion iN VIVO...........ooiiiiiiiiiiiiii e 39
9. DISCUSION ....cotmiirmiimiireeieeseessseesssessse sttt sttt 51
10. RESUMEN DE RESULTADOS ..ottt saae e 58
11, CONCLUSION .....coesvitmirimriimerieeeisessesesseesssss et ssse s ssse 59
12. REFERENCIAS........oiottiieteietetete ettt ettt sttt sttt ese s nens 60



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Planta de Potentillaindica ................oooiiiii 21
Figura 2. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la glucemia
durante 60 dias de tratamiento

.. 40

Figura 3. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre el peso corporal
durante 60 dias de tratamiento ...........eeeouieiieiiieiiie et 41

Figura 4. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre los biomarcadores
SEricos de fUNCION TeNAL. ... oottt e 43

Figura 5. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de los
complejos respiratorios en mitocondrias de FAON. .........veirtiiriiiiiiiii i eeeaanans 45

Figura 6. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la produccion de
especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rifidn ..............ocevviiiiiiiiiiiiiiinn.... 46

Figura 7. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la peroxidacion
lipidica en mitocondrias de TIRON ........ooueiiniiiit i e e e eaeeaaeenns 47

Figura 8. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de las
eNZIMAS ANTIOXIAANTES. ¢...eveeuiiiiiiiieieet ettt ettt sbe et st saeeeeeanes 50

Figura 9. Mecanismo de accion propuesto del efecto antioxidante del extracto de acetato de
etilo de Potentilla indica en la célula renal.............oocovieieieienieniireeeeeeeee e 57



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Ejemplo de plantas o frutos con actividad antidiabética en modelos
eXperimentales N VIO € 1N VIVO. .. ..ottt ittt ettt et et e et ite e eeeae e, 18

Cuadro 2. Ejemplo de plantas con efecto nefroprotector en modelos experimentales
QIADELICOS . ..ot 19

Cuadro 3. Actividad antioxidante in vitro del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica

Cuadro 4. Contenido total de 4cidos fendlicos, flavonoides y terpenoides en el extracto de
acetato de etilo de Potentillaindica ... 39



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

AGE (Por sus siglas en inglés): Productos finales de glicacion avanzada

ATP: Adenosin trifosfato

BUN (Por sus siglas en inglés): Nitrogeno ureico en sangre
CAT: Catalasa

CH30:K: Acetato de potasio

C-HDL.: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad
C-LDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
CoQ: Coenzima Q

CoQ: Coenzima Q

CTE: Cadena de transporte de electrones
DAP: Dihidroxiacetona fosfato

DCIP: 2,6 diclorofenolindofenol

DM: Diabetes mellitus

DM1: Diabetes mellitus tipo 1

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
EM: Espectrometria de masas

EO: Estrés oxidante

ER: Especies reactivas
ERN: Especies reactivas de nitrogeno
ERO: Especies reactivas de oxigeno

ERT: Enfermedad renal terminal



FMN: Flavin mononucledtido
FRAP (Por sus siglas en inglés): Potencial reductor férrico

GLUT: Transportadores de glucosa independientes de sodio

GSH-Px: Glutation peroxidasa

H>0,: Peroxido de hidrogeno
HCI: Acido clorhidrico

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HNE: Hidroxinonenal

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion
K3Fe(CN)g: Ferrocianuro de potasio

KCN: Cianuro de potasio

KH>POs4: Fosfato de potasio monobasico

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LPL: Lipoproteina lipasa

MAPK: Proteina quinasas activadas por mitogenos

MDA: Malondialdehido
MS: Metabolitos secundarios
NaCOs: Carbonato de sodio

NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

ND: Nefropatia diabética

NO: Oxido nitrico

NOX: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
O7": Anidn superoxido

OH": Radical hidroxilo

ONOQO: Peroxinitrito
PKC: Proteina kinasa C



RL: Radicales libres

SGLT: Transportadores de glucosa dependientes de sodio
SOD: Superéxido dismutasa

STZ: Estreptozotocina

TAG: Triacilglicéridos

TBA: Acido tiobarbiturico

TBARS: Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad

VO: Via oral

Vi



1. RESUMEN

La diabetes mellitus actualmente representa un problema significativo de salud publica a nivel
mundial, ya que de acuerdo a lo reportado por la Federacion Internacional de Diabetes (FID),
la prevalencia de diagndstico ha incrementado en los ultimos afios. Ante esta situacion, resulta
imprescindible la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad. Una alternativa es el empleo de plantas medicinales, las cuales son consideradas
mas inocuas y de facil acceso para los pacientes diabéticos y pueden representar una terapia
complementaria al tratamiento alopatico. Potentilla indica, comiinmente llamada “falsa fresa”
o “fresa de la India”, es una planta medicinal ampliamente utilizada en la medicina tradicional
asiatica para el tratamiento de diversas enfermedades incluida la diabetes, debido a la actividad

bioldgica que exhibe el contenido de metabolitos secundarios (MS) presentes en la planta.

En la presente investigacion se evalud la actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo
de las hojas y los tallos de Potentilla indica, utilizando como modelo bioldgico ratas diabéticas
Wistar inducidas con una dosis Unica de estreptozotocina. Se obtuvo un extracto crudo de
acetato de etilo a partir de las hojas y los tallos de P. indica a través de una maceracion en frio.
La actividad antioxidante in vitro se determiné por los métodos del radical DPPH, FRAP y su
capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica. Se realiz6 un andlisis fitoquimico mediante
técnicas espectrofotométricas para determinar el contenido total de &cidos fenodlicos,
flavonoides y terpenoides presentes en el extracto. Posteriormente, se administro el extracto
via oral (VO) con una dosis de 25 mg/kg durante 60 dias. Al concluir con el tratamiento, las
ratas fueron sacrificadas y se recolecto el suero para la determinacion de los niveles de glucosa,
asi como los marcadores de funcidon renal: nitrégeno ureico, creatinina y acido drico.
Posteriormente, se diseccionaron los rifiones para la obtencion del homogenado, en el cual se
determiné la actividad de la enzima antioxidante catalasa, asi mismo se llevo a cabo el
aislamiento de las mitocondrias de dicho 6rgano en donde se evalud la actividad de los
complejos I, I, IIT y IV de la CTE, la produccion de ERO, los niveles de peroxidacion lipidica
como biomarcador de dafio oxidativo, asi como los biomarcadores antioxidantes enzimaticos

mitocondriales: la superoxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GSH-Px).

Los resultados in vitro demostraron que el extracto presentd una potente actividad antioxidante

a las concentraciones de 10, 25 y 35 mg/mL (61.8 £ 0.3, 75.7+£4.2 y 72.2 + 2.7 % de actividad



anti-peroxidacion lipidica, respectivamente; 0.1406 + 0.03 y 0.1411 + 0.01 A, valores de
FRAP, respectivamente), asi como un elevado contenido de flavonoides principalmente

(4251.7 £28.9 pg de quercetina/mL de extracto).

Los resultados in vivo posteriores a la administracion del extracto de acetato de etilo de P.
indica, demostraron que el extracto no presento efecto hipoglucemiante, sin embargo, previno
la pérdida repentina del peso corporal en las ratas diabéticas. Adicionalmente, redujo los
niveles de BUN y creatinina sérica (30 y 50 %, respectivamente). Asi mismo, normalizé la
actividad de los complejos respiratorios mitocondriales, disminuyd la producciéon de ERO
(27%) y la peroxidacion lipidica (47%) en las mitocondrias de rifion, ademas aumento la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT (41%), SOD (38 %) y GSH-Px (34 %) bajo
condiciones diabéticas. En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que el extracto de
acetato de etilo de Potentilla indica presenta actividad antioxidante tanto in vitro como en los

rifiones de ratas con diabetes experimental.

Palabras clave: Diabetes mellitus, rifion, mitocondria, estrés oxidante, Potentilla indica



2. ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) currently represents a public health problem at the international level
since, according to the reports by the IDF, the prevalence has increased in recent years. Due
to this situation, the search for new therapeutic alternatives for the treatment of the DM has
been essential. One of these alternatives is the use of medicinal plants, which are considered
safer and easier to access for diabetic patients and may also represent a complementary therapy
to allopathic treatment. Potentilla indica, commonly called "false strawberry" or "Indian
strawberry", is a medicinal herb widely used in traditional Asian medicine for the treatment of
various diseases including diabetes, due to the biological activity exhibited by the content of

secondary metabolites (MS) that it presents.

In the present study, the antioxidant activity of the ethyl acetate extract from the leaves and
stems of Potentilla indica was evaluated, using as a biological model Wistar diabetic rats
induced with a single dose of streptozotocin. A crude ethyl acetate extract was obtained from
the leaves and stems of P. indica through a cold maceration. The in vitro antioxidant activity
was determined by the methods of the radical DPPH, FRAP and its ability to inhibit lipid
peroxidation. A phytochemical analysis was carried out using spectrophotometric techniques
to determine the total content of phenolic acids, flavonoids and terpenoids present in the
extract. Subsequently, the extract was administered orally at a dose of 25 mg / kg for 60 days.
At the end of the treatment, the rats were sacrificed and the serum was collected for the
determination of glucose levels, as well as the markers of renal function: urea nitrogen,

creatinine and uric acid.

Subsequently, the kidneys were dissected to obtain the homogenate, in which the activity of
the antioxidant enzyme catalase was determined, likewise the isolation of the kidney
mitochondria was carried out where the activity of complex I, II, III and IV of CTE was
evaluated, ROS production, lipid peroxidation levels as a biomarker of oxidative damage, as
well as mitochondrial enzymatic antioxidant biomarkers: superoxide dismutase (SOD) and

glutathione peroxidase (GSH-Px).

The in vitro results showed that the extract presented a powerful antioxidant activity at
concentrations of 10, 25 and 35 mg / mL (61.8 + 0.3, 75.7 £ 4.2 and 72.2 + 2.7% anti-lipid
peroxidation activity, respectively; 0.1406 = 0.03 and 0.1411 + 0.01 A, FRAP values,
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respectively), as well as a high content of flavonoids mainly (4251.7 + 28.9 ng of quercetin /

mL of extract).

The in vivo results after the administration of the ethyl acetate extract of P. indica, showed that
the extract did not present a hypoglycemic effect, however, it prevented the excessive loss of
body weight in diabetic rats. Additionally, the treatment with the extract reduced BUN and
serum creatinine levels (30 and 50%, respectively). In addition, it improved the activity of
mitochondrial respiratory complexes, decreased ROS production (27%) and lipid peroxidation
(47%) in kidney mitochondria, as well as increased activity of the antioxidant enzymes CAT
(41%), SOD (38 %) and GSH-Px (34 %). In conclusion, the results suggest that the ethyl
acetate extract of Potentilla indica exhibits antioxidant activity both in vitro and in the kidneys

of rats with experimental diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, kidney, mitochondria, oxidative stress, Potentilla indica



3. INTRODUCCION
3.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) se describe como un conjunto de trastornos metabolicos de
multiples etiologias, caracterizado por presentar hiperglucemia crénica, resultante de defectos
en la secrecion o accion de la insulina, o ambos (ADA, 2014), lo que conduce a anormalidades
en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, y a un aumento en el estrés oxidante
(Cruz-Hernandez et al., 2011). La DM se clasifica principalmente como diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2 y diabetes gestacional (FID, 2019).

La diabetes tipo 1 o insulinodependiente, es causada por autoinmunidad y se presenta en
edades tempranas debido a la destruccion paulatina de las células B del pancreas (ADA, 2014;
OMS, 2016). La diabetes tipo 1 es la primera causa de diabetes en la infancia; sin embargo,
puede ocurrir a cualquier edad (FID, 2019). La diabetes tipo 2 o no insulinodependiente, es
generada como consecuencia de un defecto progresivo en la secrecion de insulina, de un
aumento de la resistencia periférica a la misma y de un aumento de la produccion de glucosa
(ADA, 2014); ademas, esta relacionada por la interaccion de factores hereditarios, genéticos,
metabolicos, asi como otros factores tales como sobrepeso y obesidad, mala alimentacion y
falta de actividad fisica, los cuales contribuyen a una disminucién en la sensibilidad a la
insulina. La diabetes gestacional es un trastorno del metabolismo de la glucosa que se
desarrolla durante el embarazo y que en la mayoria de los casos se resuelve una vez finalizada

esta etapa (FID, 2019).

También existen otros tipos de diabetes poco frecuentes asociados a enfermedades exocrinas
del péancreas, endocrinopatias, infecciones y diabetes asociada a fairmacos (Fernandez-Mejia,
2013; FID, 2019). Esta tltima representa una excelente herramienta para el desarrollo de una
diabetes experimental en la busqueda de comprender la patogenia de la enfermedad. Por lo
que, dentro de los diferentes modelos experimentales de diabetes, se encuentra el inducido
quimicamente por agentes farmacoldgicos diabetogénicos como la estreptozotocina (STZ). La
STZ es un analogo citotoxico de la glucosa, que tiende a acumularse en las células B del
pancreas a través del transportador de glucosa 2 (GLUT2). En general, el mecanismo de accioén
de la STZ depende de su grupo metil-nitrosourea con actividad ADN alquilante. La

transferencia de dicho grupo funcional de la STZ a la molécula de ADN conduce a la

5



fragmentacion del acido desoxirribonucleico, de esta forma destruye a las células beta,

provocando un estado de diabetes insulinodependiente (Al-awar et al., 2016).
3.2 Manifestaciones clinicas y complicaciones cronicas de la DM

Entre los principales sintomas agudos que caracterizan a la DM se encuentran la cetoacidosis
diabética, polidipsia, polifagia y poliuria; ademas, los niveles de hiperglucemia cronica pueden
generar dafio a diferentes tejidos tales como rifiones, cerebro, 0jos, vasos sanguineos y
corazon, conllevando de esta manera al desarrollo de las complicaciones cronicas (Goutos et
al., 2015). Las complicaciones cronicas de la DM son un conjunto de procesos patologicos
causados a largo plazo por las alteraciones metabolicas caracteristicas de la diabetes, y a pesar
de que la etiologia de la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) no
es la misma, ambas pueden desarrollar dichas complicaciones (Eid et al., 2019; FID, 2019).
Las complicaciones cronicas de la DM se clasifican en microvasculares y macrovasculares.
Se denominan complicaciones microvasculares a aquellos cuadros en los que predomina la
afectacion de la microcirculacion, es decir, vasos sanguineos de pequefio calibre. Por el
contrario, las complicaciones macrovasculares involucran alteraciones en vasos sanguineos de

mayor calibre (Eid et al., 2019).
3.2.1 Complicaciones macrovasculares

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

cardiovasculares (Goutos et al., 2015).
3.2.1.1 Aterosclerosis

Es una enfermedad que afecta inicialmente a la tinica intima de las arterias de distribucion,
con dafio endotelial e inflamacion y que se caracteriza por depdsitos de lipidos y proliferacion
de tejido fibroso, con capacidad para la obstruccion del lumen del vaso, ya sea por crecimiento
de la placa de ateroma o por ruptura y trombosis (Forbes y Cooper, 2013). Es mas frecuente

en los pacientes que cursan DM con factores subyacentes que contribuyen con anomalias



relacionadas en la pared del vaso, las células o factores circulantes y el flujo sanguineo. En la
pared del vaso hay un aumento de la oxidacion de las lipoproteinas. Los monocitos dentro de
la intima se transforman en macrofagos y por medio de receptores "scavenger", incluyendo
CD36, captan las LDL oxidadas hasta transformarse en células espumosas. Diversas citoquinas
producidas por los linfocitos T amplifican la respuesta inflamatoria y ocasionan la migracion
y la replicacion de las células de musculo liso presentes en la capa media arterial hacia la
intima, estas ultimas células cambian su fenotipo y se vuelven células productoras de la matriz
extracelular, contribuyendo en conjunto a la formacion de placas de ateroma (Hernandez-

Guerra et al., 2020).

La aterosclerosis es la causa subyacente a las enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y vasculares periféricas, por lo que adquiere gran importancia el control de

lipidos plasmaticos (Goutos et al., 2015).
3.2.1.2 Dislipidemias

Es la alteracion de la concentracion normal de lipidos en la sangre, principalmente colesterol
y triacilglicéridos, aunque hay otras alteraciones que pueden ser frecuentes, como la
hiperquilomicronemia o la disminucion del colesterol en lipoproteinas de alta densidad (C-
HDL). En la dislipidemia diabética se encuentran niveles elevados de triacilglicéridos (TAG)
con valores mayores de 150 mg/dL en plasma, baja concentracion de colesterol en
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) con valores menores de 40 mg/dL, aumento de
particulas de colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) y excesiva lipemia
postprandial (Taskinen, 2003). Esto se debe a la alteracion del metabolismo de los lipidos
causado por la deficiencia de insulina que provoca un déficit de la actividad de la lipoproteina
lipasa (LPL), por lo que disminuye la hidrélisis de TAG de los quilomicrones y de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), por ende, no hay liberacion de éstos hacia el
tejido muscular y adiposo (Maldonado et al., 2012). Por lo tanto, durante condiciones
diabéticas, la deficiencia de insulina y/o la resistencia a la misma, alteran la concentracion de

acidos grasos plasmaticos y la composicion lipidica (Eid et al., 2019).

3.2.2 Complicaciones microvasculares



Las complicaciones microvasculares diabéticas son causadas por la exposicion prolongada a
altos niveles de glucosa (Goutos et al., 2015). El grado de dafio a los tejidos diabéticos también
esta influenciado por determinantes genéticos de susceptibilidad individual y, como con la
aterosclerosis, por la presencia de los factores de aceleracion independientes, tales como la
hipertension y la dislipidemia (Giacco y Brownlee, 2010; Eid et al., 2019). Las complicaciones
microvasculares mas frecuentes que se presentan en los pacientes diabéticos son la nefropatia,

la retinopatia y la neuropatia periférica (FID, 2019).
3.2.2.1 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) es una complicacion vascular cronica exclusiva de la DM, en la
que se afecta la microcirculacion renal, originando una serie de alteraciones funcionales y
estructurales principalmente a nivel glomerular. Clinicamente se caracteriza por un incremento
en la excrecion urinaria de albimina (proteinuria), con una subsecuente disminucion en la tasa
de filtracion glomerular, las cuales en conjunto conllevan a un deterioro progresivo de la
funcion renal. Esta disfuncion renal, coincide con cambios histopatologicos, incluyendo
engrosamiento de la membrana basal glomerular, expansion mesangial, hipertrofia, fusion y
pérdida de células epiteliales glomerulares (podocitos), conllevando eventualmente a una
glomeruloesclerosis y fibrosis de tubulo intersticial (Eid et al., 2019). La ND es la principal
causa de enfermedad renal terminal (ERT) en el mundo y corresponde a la segunda causa de

muerte en pacientes diabéticos (Warren et al., 2019).
3.2.2.2 Retinopatia diabética

Se caracteriza por una serie de lesiones en la retina y es la principal causa de ceguera entre los
adultos de 20-74 afios. Hay cambios en la permeabilidad vascular, microaneurismas capilares,
degeneracion capilar, y la formacion excesiva de nuevos vasos sanguineos (neoangiogénesis).
Clinicamente, la retinopatia diabética se separa en fases de la enfermedad no proliferativos y
proliferativas. En las primeras etapas, la hiperglucemia puede conducir a la muerte de pericitos
intramurales y engrosamiento de la membrana basal, que contribuyen a los cambios en la
integridad de los vasos sanguineos en la retina, la alteracion de la barrera hemato retiniana y
la permeabilidad vascular, lo que implica la pérdida progresiva de la vision. La retinopatia

diabética se desarrolla durante bastantes afos y casi todos los pacientes con diabetes tipo 1 y



la mayoria de la DM tipo 2, presentan algunas lesiones en la retina después de 20 afios de

enfermedad (Forbes y Cooper, 2013).

3.2.2.3 Neuropatia diabética

Caracterizada por presentar trastornos en los nervios periféricos, siendo la mas comun la
polineuropatia sistémica distal, conocida como neuropatia diabética. Es una complicacion
altamente debilitante asociada con una mayor susceptibilidad a ulceraciones e infecciones y
eventualmente puede conducir a amputaciones de miembros inferiores (Eid et al., 2019).
Clinicamente, se caracteriza por el desarrollo de anormalidades vasculares, tales como
engrosamiento de la membrana basal de los capilares y la hiperplasia endotelial con
disminucién posterior en la tension de oxigeno y la hipoxia. La neuropatia avanzada, debido
al deterioro de las fibras nerviosas, se caracteriza por alteraciones de la sensibilidad a las
vibraciones, umbrales térmicos y progresa a la pérdida de percepcion sensorial (Forbes y

Cooper, 2013).
3.3 Criterios para el diagnostico de DM

Los criterios que establece la Federacion Internacional de Diabetes (FID) para el diagndstico
de la diabetes son: 1) niveles de glucemia en ayunas > 126 mg/dL (7,0 mmol/L); 2) glucemia
postprandial de 2 horas > 200 mg/dL (11.lmmol/L); y 3) hemoglobina glucosilada,
estableciendo el punto de corte en 6.5%. La DM debe ser diagnosticada si se cumple con uno

o mas de los criterios previamente mencionados (ENSANUT, 2018; OMS, 2016; FID, 2019).
3.4 Diabetes mellitus a nivel mundial y en México

Actualmente la DM representa un problema significativo de salud publica a nivel mundial
debido a que ha alcanzado niveles alarmantes en los tltimos afios; en el afio 2019 se registrd
una prevalencia de diagnostico de 463 millones de personas y se estima que esta cifra aumente
a 578 millones para el afio 2030, y a 700 millones para 2045. De igual forma, se reporté una
mortalidad de 4.2 millones de personas por DM y sus complicaciones durante 2019,
representando la cuarta causa de defunciones por enfermedades no transmisibles a nivel
mundial. Ademas, se calcula que el gasto anual en salud a nivel mundial destinado a la diabetes

serda de 760 mil millones de USD y se pronostica que para los afios 2030 y 2045, el gasto
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alcanzara los 825 mil y 845 mil millones de USD, respectivamente, representando un elevado

impacto econdmico para la salud (FID, 2019).

La prevalencia de diagndstico de diabetes en México consistié en 12.8 millones de habitantes
en 2019, ocupando el sexto lugar a nivel mundial por diabetes y la segunda causa de mortalidad
en el pais, siendo la enfermedad renal la segunda causa de muerte en pacientes con DM y la

principal causa de enfermedad renal terminal (FID, 2019; Warren et al., 2019).
3.5 Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como un desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion
excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan dafio oxidativo a las
macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa

(Ramos-Ibarra et al., 2006).
3.5.1 Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas inestables altamente reactivas, que contienen
oxigeno, y que poseen la capacidad de generar radicales libres sumamente toxicos (Corrales
et al., 2012). Los radicales libres son atomos, iones o moléculas con un electron desapareado
en su orbital mas externo, teniendo una configuracion espacial inestable y, por lo tanto, una
gran capacidad de reaccionar con otras macromoléculas (carbohidratos, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos), modificando su estructura y funcion, lo que provoca efectos citotdéxicos

(Diaz, 2004).
3.5.1.1 Fuentes de especies reactivas de oxigeno

Dentro de la célula hay diferentes fuentes de produccion de ERO, incluyendo a la mitocondria,
reticulo endoplasmico (RE), peroxisomas y el citosol. En este ultimo se incluyen los sistemas
enzimaticos xantina oxidasa, lipooxigenasa, 0xido nitrico sintasa y nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato oxidasa (NOX). En particular, se ha determinado que es en las
mitocondrias donde se produce la mayor proporcion de ERO intracelulares destacando la
participacion de los complejos respiratorios, incluyendo a las flavoproteinas, los centros de
hierro-azufre y la ubisemiquinona, que contribuyen con aproximadamente el 80% de la
generacion del radical superoxido en estado basal (Coughlan et al., 2016). Dentro de las

mitocondrias mas del 90% del oxigeno se reduce a oxigeno molecular durante la fosforilacion
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oxidativa, dando como resultado la generacion de adenosin trifosfato (ATP). A pesar de ser un
proceso altamente regulado, del 2-4% del oxigeno se reduce parcialmente a O,", en lugar de
totalmente a agua por las enzimas antioxidantes presentes en condiciones fisiologicas. En
mitocondrias aisladas, el anioén superoxido (O>™) puede generarse principalmente en dos sitios
de la cadena de transporte de electrones (CTE): 1) en la NADH deshidrogenasa (complejo I)
y 2) en la interfaz entre la coenzima Q (CoQ) y la citocromo ¢ reductasa (complejo III),
representando el 80% y el 15% de la produccion de ERO en la mitocondria, respectivamente

(Korshunov et al.,1997; Pozniakovsky et al., 2005).

El complejo I funciona como sitio de ingreso para los electrones del NADH en la cadena
respiratoria, oxidando al NADH a NAD", reduce la ubiquinona a ubiquinol y utiliza la
diferencia de potencial redox para translocar protones a través de la membrana interna
mitocondrial (Pride y Hirst, 2010). E1 O2™ se produce de la interaccion del Oz con el FMN
reducido cuando la relacion NADH / NAD * en la matriz mitocondrial es alta, resultando en la
liberacion del O;™ a la matriz. Ademas, el O;"también se produce en el complejo I mediante
la transferencia inversa de electrones, el cual es un proceso que ocurre en 2 pasos involucrando
(1) la coenzima Q (CoQ) reducida y (2) un cambio en la fuerza motriz de protones que impulsa

a los electrones de vuelta al complejo I (Forrester et al., 2018).

Por otro lado, la generacion del anion superoxido en el complejo III se lleva a cabo a través
del ciclo Q, el cual acopla la transferencia de electrones de la ubiquinona al citocromo ¢ con
la translocacion de protones desde la matriz al espacio intermembranal mitocondrial. Se han
sugerido 2 sitios en los cuales se puede generar el anidon superoxido dentro del mecanismo del
ciclo Q, uno de ellos es cuando la ubiquinona (Q;) recibe el electron del citocromo by y forma
la semiquinona, un estado intermedio antes de formar el ubiquinol. El otro sitio es cuando el
ubiquinol (Qo) pierde los protones y cede los electrones al citocromo by, en este punto se
vuelve a formar una semiquinona que puede llevar un electron desapareado y en contacto con

el oxigeno daria lugar a un radical superdxido (Macedo-Marquez, 2012).

En este contexto, con base en estudios in vitro, se ha planteado la hipotesis de que el exceso
de produccion del O>" es a través del colapso prematuro del potencial de membrana
mitocondrial, de modo que la fuga de electrones va a formar O,™ y posteriormente, peroxido

de hidrogeno (H20») en lugar de la produccion de ATP. Ademas, se ha reportado que las ERO

11



liberadas por la mitocondria afectan a los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
dando lugar al estrés oxidante (Forbes y Cooper, 2013). Las ERO oxidan y alteran la estructura
y funcion de las proteinas, lipidos y el acido desoxirribonucleico (ADN) (Soriano, 2013).
Algunos tejidos susceptibles al dafio por las ERO son el tejido nervioso, hepatico y renal

(Ptilovanciv et al., 2013).

3.6 Diabetes y estrés oxidante

Se ha demostrado que la hiperglucemia cronica, caracteristica de la DM, estimula la
produccion excesiva de ERO y una disminucion en la actividad de las defensas antioxidantes
en los pacientes diabéticos (Forrester et al., 2018); ademas, las enzimas oxidantes (NADPH
oxidasa, xantina oxidasa, aldehido oxidasa, galactosa oxidasa, lipooxigenasa, ciclooxigenasa
y mieloperoxidasa) y las especies reactivas que se generan durante la respiracion en la
mitocondria, son factores que contribuyen a la formacion de perodxido del hidrogeno (H203),
radical anion superdxido (O:"), radical hidroxilo (OH"), radical lipido peroxido (ROO),
radical 6xido nitrico (ON") y el anioén peroxinitrito (ONOQO"), exacerbando el estrés oxidante
(Ramos, 2006). Cabe mencionar que la generacion del O>™ por las mitocondrias disfuncionales
en la DM, se ha postulado como el evento iniciador primario en el desarrollo de las

complicaciones diabéticas.

Asi mismo, bajo condiciones de hiperglucemia se incrementa el estrés oxidante a través de
cinco mecanismos principales tales como: 1) la acumulacion y accidon de los productos finales
de glicacion avanzada; 2) incremento en la via de los polioles; 3) aumento en la via de las
hexosaminas; 4) la activacion de diversas isoformas de la proteina cinasa C (PKC, del inglés
Protein Kinase C); y 5) la disminucion en la actividad de los sistemas antioxidantes de defensa

(Diaz-Flores, 2004; Ramos, 2006; Hernandez, 2011; Salinas, 2013).
3.6.1 Acumulacioén y accidn de los productos finales de glicacion avanzada

Estas modificaciones son causadas por la interaccion de la glucosa y de otros carbohidratos
como la fructosa y la glucosa-6-fosfato y/o sus derivados con proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, para formar productos de glicacion avanzada, conocidos como AGE (por sus siglas en

inglés, Advanced Glycation End Products). Inicia con la reaccion de los grupos carbonilos de
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los carbohidratos con los grupos amino de las proteinas, en especial con el amino terminal y
el e-amino de residuos de lisina, dando origen a los productos tempranos de glicacion, también
llamados de Amadori o fructosamina a-dicarbonilos (a-oxoaldehidos) como la 3-
desoxiglucosona, el metilglioxal y el glioxal que son conocidos como precursores de los AGE.
Estos son més reactivos que sus predecesores y al combinarse simultdaneamente con dos grupos
reactivos de las proteinas, forman puentes cruzados entre ellas muy estables, produciendo su
agregacion y pérdida en sus funciones bioldgicas (Diaz-Flores, 2004). Adicionalmente, los
AGE pueden interactuar con sus propios receptores, los cuales son conocidos como RAGE.
Las respuestas desencadenadas por la interaccion ligando-receptor incluyen principalmente
activacion de la via de las cinasas MAPK y PKC, NF-kB, la enzima NADPH oxidasa causando
a su vez un incremento de ERO, los cuales en conjunto a nivel renal, promueven en las células
mesangiales y podocitos, reacciones inflamatorias y fibrogénicas por medio de la produccion
aumentada de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) y factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), implicados en

el desarrollo de la esclerosis glomerular (Mora-Fernandez et al., 2008).
3.6.2 Incremento en la via de los polioles

En condiciones de hiperglucemia la ruta alternativa de conversion de la glucosa es la via del
sorbitol, también conocida como la via de los polioles, en la cual la glucosa es transformada
por la accion secuencial de dos enzimas, la aldosa reductasa (AR) y la sorbitol deshidrogenasa
(SDH). La primera es la responsable de la reduccion irreversible de la glucosa en sorbitol y
requiere como coenzima a la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH).
Esta enzima controla la via de los polioles y se activa al estar en contacto con altos niveles de
glucosa, aumentando la concentracion de sorbitol y disminuyendo la disponibilidad de
NADPH. La SDH cataliza la transformacion del sorbitol en fructosa con la concomitante
formacion de NADH, reaccion reconocida como el punto critico de la via, con repercusion en
las complicaciones diabéticas, tanto por la acumulacion de los productos formados (NADH y
fructosa), como por su reversibilidad (Hernandez, 2011). Por lo tanto, la activaciéon de la via
de los polioles induce la disminucién de la disponibilidad del NADPH celular y el aumento de
la relacion NADH/NAD" alterando el equilibrio redox intracelular que resulta en la produccion

reducida de 6xido nitrico y aumento del estrés oxidante (Kitada et al., 2010). Esta via ocurre
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en los o6rganos y tejidos que no requieren insulina para la captacion de glucosa y en los cuales
se presentan principalmente las complicaciones cronicas en condiciones de hiperglucemia

como el rifion (Diaz-Flores, 2004; Ramos, 2006).
3.6.3 Activacion de la via de las hexosaminas

El aumento del flujo a través de esta via esta relacionado con algunos efectos de la diabetes,
contribuye en parte a la estimulacion de la expresion de genes como los del TGF a, TGFB1 y
del inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1). También participa en la induccion de
la resistencia a la insulina, debido a la N-acetilglucosamina ya que disminuye la actividad de
trasportadores de glucosa (GLUT-4) a la membrana celular e inhibe la fosforilacion y la

activacion para el sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) (Diaz, 2004).

3.6.4 Activacion de la proteina cinasa C

La acumulacion de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido tres fosfato (G3P),
promueve la produccion de diacilgliceroles (DAG) y la subsecuente activacion de la proteina
cinasa C isoforma B (PKC-B), mismos que también afectan la homeostasis vascular en las
células del endotelio, la retina y los glomérulos renales durante las complicaciones diabéticas
en modelos animales. Ademas, afecta la produccion de sustancias vasoactivas, ya que deprime
la produccion de oxido nitrico y estimula la expresion de la endotelina-1 (ET-1), lo que
conduce a la disminucion del flujo sanguineo de la retina, los nervios periféricos y el rifidn, en

el modelo de diabetes experimental (Diaz- Flores, 2004; Ramos, 2006; Salinas, 2013).

3.7 Diabetes mellitus, rifion y estrés oxidante

Los rifiones son los organos principales del sistema urinario humano. Se encargan de la
excrecion de las sustancias de desecho a través de la orina, regulan el equilibrio del medio
interno del organismo (homeostasis), controlan el volumen de los liquidos extracelulares,
la osmolaridad del plasma sanguineo, el balance de electrolitos y el pH del medio interno:
ademas, tiene una funcion enddcrina secretando renina, la cual participa en la regulacion de la
presion arterial mediante el sistema renina-angiotensina-aldosterona, calicreina, eritropoyetina
y prostaglandinas. La nefrona es la unidad funcional del rifidén, la cual esta constituida a su vez

por el glomérulo, el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle y el tibulo contorneado
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distal que termina en un conducto colector; es en esta unidad anatémica donde se realizan la
mayor parte de las funciones renales (Lopez-Heydeck et al., 2018). Ademas, el rifidén juega un
papel esencial en la homeostasis de la glucosa mediante varios procesos que incluyen
gluconeogénesis renal, filtracion, reabsorcion y captacion de la glucosa. Estos procesos pueden
verse afectados en pacientes con DM debido a que las células renales, a diferencia de las
células musculares y adipocitos, no requieren insulina para la captaciéon de glucosa, pues
presentan trasportadores transmembranales independientes de insulina (en el segmento S1 del
tubulo proximal se localizan los transportadores SGLT2 y GLUT2, mientras que en el
segmento S3 predominan los transportadores SGLT1 y GLUT1) que movilizan la glucosa al
interior de la célula renal como consecuencia de un menor gradiente de concentracion, una vez
en el interior de la célula incrementa su metabolismo en la proporcion en que se incremente la
glucosa extracelular (Alarcon-Sotelo et al., 2015). En este contexto, se ha demostrado que la
hiperglucemia crénica estimula la produccion excesiva de ERO conllevando a las células
renales, tales como células mesangiales, células endoteliales glomerulares y podocitos, a un
desequilibrio metabolico y con ello a un EO, hecho que provoca la pérdida progresiva de sus
funciones. Por lo anterior, se considera al EO como el evento determinante en el desarrollo
progresivo de la nefropatia diabética durante la evolucion de la enfermedad (Forbes et al.,

2008; Forrester et al., 2018).
3.8 Antioxidantes

Los antioxidantes juegan un papel crucial en la conservacion de las funciones de la célula y
disminuyen la evolucion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidante al contrarrestar
el efecto toxico de las ERO (Neha et al., 2019). Un antioxidante es cualquier molécula que,
cuando esta presente en concentraciones bajas en comparacion con las de un sustrato oxidable,
retrasa o previene significativamente la oxidacion de ese sustrato (Halliwell, 1997). Los
antioxidantes endogenos pueden clasificarse en enzimaticos o no enzimaticos. Los
antioxidantes enzimaticos incluyen: 1) la superoxido dismutasa, que presenta tres isoformas,
citoplasmatica (CuZn-SODI1), mitocondrial (Mn-SOD2) y de matriz extracelular (CuZn-
SOD3), que catalizan la dismutacion del anioén superoxido (O27) a peroxido de hidrogeno
(H202); 2) la catalasa (CAT), que lleva a cabo el metabolismo citoso6lico del H>O: reduciéndolo

a H2O y O2; y 3) la glutation peroxidasa (GPx), enzima que utiliza al selenio como cofactor,
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que oxida el glutation (GSH) a glutation disulfuro (GSSG) y que al igual que la CAT, reduce
el H>O2 a HoO (Asayama, 1984; Castillo, 2003; Fujita, 2009). Por otro lado, los antioxidantes
endogenos no enzimaticas son: glutation, acido urico, acido lipoico, bilirrubina y melatonina
(Neha et al., 2019). Los antioxidantes no enzimaticos al reaccionar con un RL le ceden un
electron y se oxidan, transformandose asi en un RL débil no toxico y que, en algunos casos,
puede generarse a su forma primitiva por la accion de otros antioxidantes, también pueden
disminuir la disponibilidad de metales divalentes como el Fe ", necesarios para la formacion

del radical hidroxilo (Céspedes et al., 2000; Ramos et al., 2006).

Se ha demostrado que en condiciones de hiperglucemia, la actividad de estos sistemas
antioxidantes disminuye, asi como la disponibilidad del NADPH, indispensable para la

actividad de algunas enzimas antioxidantes (Ramos et al., 2006; Salinas, 2013).

3.8.1 Antioxidantes exdgenos

Ademés de los efectos protectores ejercidos por los antioxidantes endogenos, otro sistema de
defensa frente al estrés oxidante es a través de la suplementacion con antioxidantes ex6genos
derivados de los alimentos y/o plantas medicinales. Las plantas son excelentes fuentes de

antioxidantes y tienen un largo historial de inocuidad (Embuscado, 2015).

Entre los compuestos presentes en las plantas con mayor actividad antioxidante se encuentran
los polifenoles (taninos, flavonoides, derivados del acido cindmico, xantonas, cumarinas,
lignanos, quinonas, rotenoides, estilbenos), terpenoides, acidos grasos, alcaloides, acido
ascorbico (vitamina C), o-tocoferol (vitamina E) (Bhaskar y Balakrishnan, 2009;
Ebrahimzadeh et al., 2009). Numerosas plantas y sus extractos han sido ampliamente
estudiadas en los tltimos afos, tanto en modelos in vitro como in vivo, y se ha demostrado
exitosamente su propiedad antioxidante. Esta actividad farmacologica permite contrarrestar el
efecto nocivo propiciado por las ERO en el organismo, por lo que un suministro externo de
antioxidantes puede disminuir la progresion de enfermedades cronicas relacionadas con el
estrés oxidante como la diabetes, previniendo el desarrollo de complicaciones subyacentes

(Kukula-Koch et al., 2016),
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3.9 Metabolitos secundarios de origen vegetal y su actividad antioxidante

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos quimicos que no actuan en el metabolismo
primario de las plantas, pero intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente (Sepulveda et al., 2003; Granados et al., 2008). En las plantas, los MS con actividad
antioxidante cumplen importantes funciones de proteccion y estabilizacion frente a las ERO,
que funcionan como defensa ante diversos tipos de estrés como exceso de radiacion solar, alta
o bajas temperaturas, sequia y cuando son atacadas por patégenos (Tun et al., 2001). Los MS
de las plantas se pueden dividir en tres grupos quimicamente distintos, los terpenoides,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (Taiz y Zeiger, 2002). Estos pueden
obtenerse a partir del consumo de extractos e infusiones de las plantas y de sus diferentes
partes, tales como hojas, tallos, cortezas, raices, flores y frutos (Edeoga, 2005; Tiwari, 2011;
Bellik et al., 2012), Algunos MS en particular han demostrado tener actividad antioxidante en
modelos experimentales tanto in vitro como in vivo (Casado et al., 2010; Kim et al., 2013;
Chen et al., 2014; Guillamon, 2018).

Los terpenos, grupo de MS que se sintetizan a partir de metabolitos primarios en al menos dos
formas diferentes, por la via del 4cido mevaldnico (citoplasma) y por la ruta del metilentitrol
fosfato (cloroplastos), son compuestos aromaticos que mayormente se encuentran en plantas
medicinales arométicas, que son responsables del sabor, el olor o el aroma, por lo que tienen
una funcién muy importante para su aceptacion como remedios herbales (Harman-Ware et al.,
2016). Este tipo de compuestos han demostrado tener actividad antioxidante, antimicrobiana,

antiparasitaria, antiviral y anticancerigena (Hortelano, 2009; Lopez et al., 2012).

3.9.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas. Son una
clase muy importante de metabolitos secundarios y en su mayoria son derivados de la
fenilalanina y en menor medida de la tirosina, via la sintesis de la ruta del 4cido shiquimico y
fenilpropanoides. Se han identificado mas de 8,000 de estas biomoléculas, cuya estructura
quimica consiste en un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo como sustituyentes,

incluyendo a sus derivados funcionales (ésteres, glucosidos, etc.) (Ganesan y Xu, 2017). De
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acuerdo a Bellik et al. (2012), los compuestos fenolicos pueden subdividirse en acidos

fenolicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas y taninos.

Los compuestos fenolicos presentan actividad antioxidante principalmente debido a su papel
como agentes reductores, donantes de hidrégeno y por su capacidad para desactivar al
singulete de oxigeno. Algunos compuestos fenolicos también tienen la propiedad de quelar
iones metalicos que actiian como catalizadores en reacciones de oxidacion. Moo-Huchin et al.
(2015), cuantificaron el contenido de fenoles y flavonoides y determinaron la actividad
antioxidante In vitro de tres frutos de Yucatan: caimito (Chrysophyllum cainito L.), cajuil
amarillo (Anacardium occidentale Amarillo) y cajuil rojo (Anacardium occidentale Rojo),
observando una relacion directa entre el contenido de compuestos fendlicos y la actividad

antioxidante.
3.10 Uso de plantas para el tratamiento de la DM

Las plantas medicinales han jugado un papel importante en el tratamiento de la DM a nivel
mundial. En la medicina tradicional se utilizan alrededor de 800 plantas para el tratamiento de
la DM (Nasri et al., 2015). Las plantas medicinales o sus extractos pueden optimizar el
metabolismo de la glucosa y la condicién integral de los diabéticos, no sélo por sus efectos
hipoglucemiantes sino también al mejorar el perfil lipidico, el estado antioxidante y la funcion
capilar. En paises como China, India y Tailandia se han producido avances significativos en
la integracion de la medicina tradicional en modelos de salud, debido a los efectos terapéuticos
de las plantas medicinales atribuidos a sus MS (Esquivel-Gutiérrez et al., 2012). En la
actualidad, se ha demostrado cientificamente la actividad bioldgica ejercida por los MS de
origen vegetal, avalando el uso de las plantas, sus extractos o sus compuestos activos contra
diversas enfermedades como la diabetes. En México, se han reportado numerosos estudios
acerca de plantas medicinales utilizadas en el tratamiento de la DM, las cuales han presentado
efectos hipoglucemiantes, hipolipidémicos y antioxidantes; algunas de estas plantas son:
Cecropia obtusifolia, Parmentiera aculeata, Salvia officinalis, Agarista mexicana y Tecoma

stans, entre otras (Esquivel-Gutiérrez et al., 2012).

En investigaciones realizadas por Merina et al., (2010) demostraron una relacion directa entre
la cantidad de flavonoides extraidos de Plumeria rubra y su capacidad antioxidante sobre ratas

Wistar diabéticas. En el cuadro 1 se describen algunos ejemplos de plantas medicinales que
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han demostrado tener actividad antidiabética, con estudios in vitro e in vivo en diferentes

modelos experimentales, en el que también se mencionan los compuestos bioactivos

responsables de esta capacidad como los compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas,

alcaloides y terpenos (Gushiken, 2012).

Cuadro 1. Ejemplo de plantas o frutos con actividad antidiabética en modelos
experimentales in vitro e in vivo.
Planta Metabolito secundario | Actividad bioldgica Referencia
Bervillea sonorae Saponinas Hipolipemiante, Rivera-Ramirez et al.,
hipoglucemiante 2011
Psittacanthus Taninos, flavonoides, Hipoglucemiante/ Avila-Acevedo et al.,
calyculatus fenilpropanoides antioxidante 2012
Mentha biperita Acido rosmarinico,
pip flavonoides, Antioxidante, Sun et al., 2014
(eriocitrina, luteolina), antiinflamatorio
mentol y la mentona
Chrysophyllum cainito | Compuestos fenolicos Antioxidante Moo-Huchin et al.,
2015
Antioxidante, Sangiovanni et al.,
Vitis vinifera Quercetina antiinflamatorio 2015
o _ Quercetina, miricetina, Antioxidante Guo et al., 2018
Camellia sinensis kaempferol

De igual forma, multiples reportes de plantas

0 sus extractos con propiedades antioxidantes

han demostrado tener efecto protector sobre el rifion en modelos animales diabéticos (Cuadro

2) (Noori et al., 2017).
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Cuadro 2. Ejemplo de plantas con efecto nefroprotector en modelos experimentales

diabéticos.
Planta Metabolito secundario Actividad bioldgica Referencia
Psidium guajava Triterpenoides Antioxidante, Kuang et al., 2012; Sen
antiinflamatoria etal., 2015.
Quercetina, catequinas,
Camellia sinensis epigalocatequin-3- Antioxidante Renno et al., 2008
galato
Curcuma longa Curcumina, Antioxidante, Tapia et al., 2012
curcuminoides antiinflamatoria
Astragalus Calicosina, calicosin-7- Antioxidante, Lietal., 2011
membranaceus O-beta, D-glucosido antiinflamatorio
Panax ginseng Ginsenosidos, Antioxidante
panaxitriol Bolton et al., 2004
Cinnamomum verum Polifenoles, Antioxidante,
cinamaldehido antidiabética Muthenna et al., 2014

3.11 Antecedentes sobre el género Potentilla

Las diferentes especies del género Potentilla spp son plantas ampliamente utilizadas en la
medicina tradicional asidtica. Se ha demostrado que los extractos de diferentes especies del
género presentan actividad antioxidante, hipoglucemiante, antiinflamatoria, antitumoral y
antidiabética, debido principalmente a su contenido de compuestos fenodlicos, taninos
hidrolizables y terpenoides. Varios polifenoles han sido identificados como el acido elagico y
derivados glicosilados de flavonoles (Wang et al., 2013).

En los extractos derivados de plantas de P. fruticosa, P. glabra y P. parvifolia, se han reportado
valores de 16.87, 19.37 y 23.87 pg/mL de IC50, por el método de DPPH, indicativo de la alta
actividad antioxidante (Wang et al., 2013). Por otro lado, Zhang et al. (2010) reportaron que
los extractos hidroalcoholico y de acetato de etilo de los frutos de P. discolor, mostraron un

efecto sobre la disminucion de los niveles de colesterol, TAG, los niveles de MDA, de NO y
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de glucosa en ratas Wistar macho, debido a la presencia de flavonoides y triterpenoides en los
extractos.

Qiao et al. (2011) aislaron a la trans-tilirosida del extracto metanolico de P. chinesis. Este
compuesto disminuyd los niveles de colesterol, de TAG y de glucosa, y ademas presento
actividad antioxidante en ratas y ratones diabéticos. Otro estudio realizado en la India por Saio
et al. (2012), evalud el efecto antioxidante del extracto metandlico de la raiz de P. fulgens en
ratas diabéticas, con una administracion de 250 mg/kg por via intraperitoneal, demostrando
una disminucién del estrés oxidante en rinidon e higado debido al contenido de compuestos
fendlicos presente en el extracto.

Extractos de P. recta han sido probados en modelos de inflamacion aguda presentando
actividad antiinflamatoria (Wang et al., 2013; Paduch et al., 2015; Tomovic et al., 2015). En
2020, Cheng et al. identificaron acidos fendlicos y flavonoides en el extracto etandlico de P.
discolor, los cuales mostraron actividad antioxidante e inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa

y a-glucosidasa in vitro.

3.12 Potentilla indica (Andrews) Th.Wolf

Potentilla indica (sinonimia: Duchesnea indica o Fragaria indica) es una planta perteneciente
a la familia Rosaceae, cominmente conocida como “falsa fresa” o “fresa de la India”. Es nativa
del Asia del Este, sin embargo, se encuentra ampliamente distribuida en Asia, Europa y
América, es una planta herbacea perenne de 10 cm de altura, el follaje es semicaducifolio con
flores amarillas y sus frutos son rojos, los cuales son ovoides o globosos de 1 a 1.5 cm de
diametro y de largo y se parecen a las fresas (Fig.1) (Xiang-Hui et al., 2012; Plants DB, 2016).
Se ha utilizado ampliamente en la medicina tradicional asidtica, principalmente para el
tratamiento de la lepra, fiebre congénita, inflamacién de tejido, hematemesis, cancer, diabetes,

entre otros usos (Zhu et al., 2015).
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Figura 1. Potentilla indica. Foto tomada de Aportes botanicos. Lazaro Juan Novara, 2012.

En México, esta especie es introducida y mayormente se cultiva como planta de ornato. Se
ha encontrado en diversos estados del pais como Tamaulipas, San Luis Potosi, Michoacan,
Hidalgo, Estado de México, Ciudad de México, Puebla, Veracruz, Querétaro, Tlaxcala y

Chiapas (Rzedowski et al., 2005).

Se ha demostrado que los extractos fenolicos de esta planta inhiben significativamente la
proliferacion de células de cancer de ovario SKOV-3 y de cancer de cuello uterino (Peng et
al., 2008; Peng et al., 2009). Ademas, se ha reportado que muestra actividad antioxidante (Kim
etal., 2002; Huetal.,2009; Hu et al., 2011; Xiang-Hui et al., 2012), inmunomoduladora (Ang
et al., 2014) y actividad antiinflamatoria (Yang et al., 2008; Lee et al., 2012), En el afio 2009
en los frutos de P. indica se identificaron tres antocianinas [cianidina 3-O-rutinésido (61%),
peonidina 3-O-rutinésido (34%) y petunidina 3-O-rutindsido (5%)] mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC), con deteccion de matriz de fotodiodos y espectrometria
de masas (EM) (Qin et al., 2009). Zhu et al. (2015) analizaron los compuestos fendlicos del
extracto etanolico de la parte area (tallos y hojas) de P. indica por HPLC-ESI-MS / MS y ESI-

IT-MS vy se identificaron un total de 27 compuestos fendlicos, incluyendo elagitaninos, acido
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elagico y glucosidos de 4cido eldgico, acido hidroxibenzoico, derivados del &cido
hidroxicindmico y flavonoles como la quercetina 3-O-glucurénido y kaempferol.

En 2018 Gomez et al. demostraron que el extracto metanolico del fruto de P. indica exhibe
efecto antioxidante en mitocondrias de pulmones de ratas diabéticas, debido a su contenido de

compuestos fenolicos.
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4. JUSTIFICACION

El rifién, 6rgano independiente de insulina para la captacion de glucosa, representa uno de los
organos blanco en el desarrollo de complicaciones dentro de la evolucion de la diabetes
mellitus como consecuencia de una hiperglucemia crénica y un incremento en el estrés
oxidante.

El dafno oxidativo puede ser neutralizado mediante agentes antioxidantes. Por lo que una
alternativa terapéutica es la aplicacion de la medicina tradicional a través de la utilizacién de
extractos de plantas medicinales. Los metabolitos secundarios de mediana polaridad, como los
polifenoles, presentes en las hojas y los tallos de Potentilla indica, presentan un gran potencial
para prevenir el estrés oxidante en riiién en modelos experimentales de diabetes y con ello una

posible disminucidn del riesgo de morbimortalidad diabética.
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5. HIPOTESIS
El tratamiento con el extracto de acetato de etilo de Potentilla indica disminuye el estrés

oxidante en rifiones de ratas diabéticas.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
Evaluar el efecto antioxidante de los metabolitos secundarios obtenidos del extracto de acetato

de etilo de Potentilla indica en rifiones de ratas con diabetes experimental.

6.1.1. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antioxidante del extracto de acetato de etilo de P. indica in vitro.

2. Evaluar el efecto hipoglucémico del extracto de acetato de etilo de P. indica en suero
de ratas con diabetes experimental.

3. Evaluar el efecto antioxidante del extracto de acetato de etilo de P. indica en
mitocondrias y homogenado de rifiones de ratas diabéticas.

4. Evaluar la funcion renal en ratas diabéticas tratadas con el extracto de acetato de etilo
de P. indica.

5. Determinar el contenido de metabolitos secundarios presentes en el extracto de acetato

de etilo de Potentilla indica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal y obtencion del extracto

Las hojas y tallos de P. indica se recolectaron en el invernadero del Instituto de Investigaciones
Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y se dejaron
secar por 7 dias en ausencia de luz. El extracto de acetato de etilo de P. indica fue obtenido
mediante la maceracion en frio (4 °C) del material vegetal, previamente pulverizado, con el
solvente acetato de etilo en relacion 1:10 (p/v) durante 10 dias en la oscuridad. Posteriormente
fue filtrado y concentrado en un rotavapor al vacio a una temperatura de 58 °C, después se
secO a temperatura ambiente. Finalmente se prepard a una concentraciéon de 100 mg/mL

disuelto en aceite mineral y se almacend en la oscuridad a 4 °C, hasta su uso.

7.2 Efecto del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de P. indica en ensayos in vitro

7.2.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH-

La actividad antioxidante in vitro del extracto fue evaluada con base en la capacidad de
eliminar el radical libre 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH') siguiendo el método descrito por
Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Brevemente, el extracto fue
mezclado con la solucion de DPPH- 1 mM. Las muestras fueron incubadas por 30 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Posteriormente, la absorbencia se midié a 517 nm
empleando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Se empled una solucion de trolox

(500 pg/mL) como estandar de referencia.

7.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante a través del efecto inhibitorio de la

peroxidacion lipidica

Se siguid el método descrito por Garcia-Cerrillo et al., (2018) con algunas modificaciones. El
método se basa en la capacidad del extracto para inhibir la peroxidacion lipidica, biomarcador
de dafio oxidativo, en homogenado de yema de huevo 10% (v/v) en agua desionizada como
fuente rica en acidos grasos poliinsaturados. Brevemente, se agreg6 el extracto a diferentes
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concentraciones a 500 pL de homogenado de yema de huevo, posteriormente se le agregd
FeSO4 70 mM para optimizar la formacion de malondialdehido (MDA) y se incubaron a 4 °C
durante 20 min. Después, se agregaron 2 ml de solucion reactiva [4cido tricloracético 15%,
acido tiobarbiturico (TBA) 0.375% y acido clorhidrico (HCI) 0.25 N] y se incubaron en bafio
Maria hirviendo durante 20 min. Transcurrido el tiempo, se atemperd y se centrifug6 a 7,500
rpm por 5 min. Se extrajo el sobrenadante y se determiné la absorbencia a 532 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Se emple6 una soluciéon de trolox (500 pg/mL)

como estandar de referencia.

7.2.3 Determinacion de la actividad antioxidante a través de su poder reductor

Para determinar el poder reductor del extracto, se aplico el ensayo de potencial reductor férrico
(FRAP) descrito por Maruthamuthu y Kandasamy (2016). EI método se basa en la capacidad
del extracto para llevar a cabo la reduccion del ion férrico (Fe**) a ion ferroso (Fe**). Se
diluyeron 100 pl de extracto a diferentes concentraciones con 900 ul de agua desionizada. El
extracto diluido se mezclé con 2.5 mL de buffer de fosfato (0.2M, pH 6,6) y 2.5 mL de
ferricianuro de potasio [K3Fe(CN)s; 1%] en un tubo de ensayo, seguido de su incubacion en
bafio Maria a 50 °C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retir6 el tubo
del bafio Maria y se agreg6 2.5 mL de 4cido tricloroacético 10% y se centrifugd a 3000 rpm
por 10 minutos. Se tomaron 2.5 mL del sobrenadante, se diluyé con 2.5 mL de agua
desionizada y finalmente se afadié 0.5 mL de cloruro férrico recién preparado (FeCls; 0,1%).
Se determind la absorbencia a 700 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18,

empleando una solucién de trolox (500 pg/mL) como estdndar de referencia.

7.3 Determinacion de acidos fendlicos totales del extracto de acetato de etilo de P. indica

El contenido de acidos fenodlicos totales se evalu6 utilizando el método de Folin-Ciocalteu
(Schwarz et al., 2001). Brevemente, se mezclaron 10 pL de la muestra con 750 pL de la
solucion de Folin-Ciocalteu, preparada 1:10 con agua desionizada estéril. La solucion blanco
se prepard con 10 pL de acetato de etilo mas 750 pL de la solucidon de Folin-Ciocalteu. Las

mezclas se agitaron vigorosamente en un vortex durante 5 min, para después afiadir 750 pL de
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carbonato de sodio (Na2CO3) al 6%. Posteriormente, se incubaron las mezclas durante 60 min
a temperatura ambiente y en oscuridad, para finalmente obtener la absorbencia a 725 nm en
un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VES51000UV. Los resultados se expresaron como mg
de 4cido galico/ml de extracto y se obtuvieron utilizando una curva patréon de concentraciones

de acido gélico como estandar mediante la siguiente ecuacion

_ Absorbencia + 0.0787
x] = 8.6465

7.4 Determinacion de flavonoides totales en el extracto de acetato de etilo de P. indica

Para la determinacion de flavonoides totales se utilizo el método descrito por Kim et al.,
(2003). Brevemente se mezclaron 10 pL. de la muestra con 490 uL de metanol, sometiendo la
mezcla a agitacion en vortex por 1 min, para posteriormente agregar 1 mL de metanol, 100 L.
de cloruro de aluminio (AlCI3) al 10% y 100 uL de acetato de potasio al 1 M. Las muestras se
sometieron a agitacion en vortex por 1 min y se dejaron incubar por 30 min en oscuridad. La
densidad optica se midi6é a 415 nm en un espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV).
Los resultados se expresaron en pg de quercetina/ml de extracto. La cuantificacion se obtuvo
mediante una curva patron que se realizd con quercetina como estdndar mediante la siguiente

ecuacion:

_ Absorbencia + 0.0114
B 0.016

[x]

7.5 Determinacion de terpenoides totales en el extracto de acetato de etilo de P.indica

La cuantificacion de terpenoides totales en el extracto de acetato de etilo de P. indica se realizo
empleando el método descrito por Ghorai et al., (2012), el cual consistiéo en mezclar 1 mL de

la muestra con 2.5 mL de cloroformo, sometiendo la mezcla a agitacién en vortex por 3 min.
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Después, se dejo reposar durante 10 min en hielo, para posteriormente agregar 100 puL de acido
sulfurico (H2SO4). Finalmente se incubd durante 90 min en tubos con tapa y bajo ausencia de
luz. Terminando el periodo de incubacidn, se tomo del tubo el precipitado rojizo (presencia de
terpenoides) utilizando una micropipeta, el cual se mezcld en una celda con 900 pLL de metanol
y se homogeneiz6 para posteriormente obtener su absorbencia. La densidad 6ptica se midi6 a
538 nm en un espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV) empleando metanol como
solucion blanco. Los resultados se reportaron como equivalentes a linalol, mediante una curva

patron que se realizé con linalol como estandar mediante la siguiente ecuacion:

B Absorbencia — 0.0408
x] = 0.041

7.6 Efecto del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de P. indica en ensayos in vivo
7.6.1 Animales

Se emplearon ratas Wistar machos con un peso 300-400 g. Se mantuvieron a temperatura
ambiente con ciclos de 12 h luz/oscuridad. Se alimentaron con dieta estdndar para roedores
(Nutricubos Purina) y agua ad libitum. Se siguio el protocolo de cuidado y manejo de animales
de experimentacion expedido por la Secretaria de Agricultura (NOM-062-Z0O0-1999). Este
proyecto también fue aprobado por el Comité de Bioética y Bioseguridad del Instituto de
Investigaciones Quimico Biologicas (IIQB) de la Universidad Michoacana de San Nicolés de

Hidalgo.

7.6.2 Induccion de diabetes experimental

La induccion de la diabetes se realizdo con previo ayuno de 14 horas, mediante una sola
inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) a una dosis de 45 mg/Kg y disuelta en
buffer de citrato (acido citrico 0.1 M, pH 4.5). Las ratas normoglucémicas fueron inyectadas
con el buffer de citrato (vehiculo) unicamente. Cinco dias después de la administracion de

STZ, se determinaron los niveles de glucosa utilizando un glucometro (Marca Accu-chek) para
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confirmar la diabetes. Solo las ratas que mostraron los niveles de glucosa en sangre > 300

mg/dL se consideraron para el estudio.
7.6.3 Diseno experimental

Dos semanas posteriores a la inyeccion de STZ, 35 ratas fueron divididas aleatoriamente en
cuatro grupos (n = 8-9): control normoglucémico, control diabético, normoglucémicas +
extracto, diabéticas + extracto. Todos los grupos fueron administrados diariamente via oral
durante 60 dias con el vehiculo (aceite mineral) para los grupos controles y con el extracto de

acetato de etilo de P. indica (25 mg/Kg) para los grupos tratados, respectivamente.

7.6.4 Efectos de P. indica sobre la glucemia y el peso corporal

Se midieron los niveles de glucosa en sangre y se registré el peso corporal después de un ayuno
de 12 h, cada siete dias durante el tratamiento. La glucosa se midi6 utilizando un glucometro

comercial (Marca Accu-Check) a través de una puncion en la punta de la cola.

7.6.5 Obtencion de muestras para las determinaciones bioquimicas y evaluacion de la actividad

antioxidante
7.6.5.1 Obtencion del suero sanguineo

Al finalizar los 60 dias de tratamiento las ratas se mantuvieron en ayuno en un periodo de 12-
14 hrs y se sacrificaron por decapitacion. Se colectd la muestra sanguinea, se centrifugé a 5000

rpm durante 10 min y se separ6 el suero para las determinaciones bioquimicas posteriores.

7.6.5.2 Determinacion de los pardmetros séricos

Se determinaron los niveles de glucosa y de los biomarcadores de funcion renal en suero:
creatinina, acido urico y nitrégeno ureico. Los parametros séricos se analizaron
espectrofotométricamente a través de un equipo automatizado comercial (DRI-CHEM

Nx500i1) empleando un método enzimatico y/o colorimétrico.

31



7.6.5.3 Aislamiento de las mitocondrias de rifidon

Las mitocondrias de rifion fueron aisladas siguiendo el método descrito por Saavedra-Molina
y Devlin (1997) con algunas modificaciones. Al finalizar el tratamiento, las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion, los rifiones fueron disectados y se les retird la capsula renal,
después se colocaron en medio de aislamiento 1 [Manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, Acido 3-
(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) 2 mM y acido etilenglicol-bis (2-aminoetiléter)-
N,N,N'N'-tetraacético (EGTA) 1 mM] a 4°C y se cortaron en fragmentos pequefios.
Posteriormente, los tejidos fueron homogeneizados empleando un homogenizador de vidrio
con vastago de teflon impulsado con un motor. El homogenado fue centrifugado a 2,000 rpm
por 10 minutos, y después se tomo del sobrenadante 2 mL de homogenado de rifién para futuras
determinaciones, el resto fue transferido a otros tubos, los cuales se centrifugaron a 7,500 rpm
por 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue decantado y la pastilla (precipitado) fue
resuspendida en medio de aislamiento 2 (Manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 Mm y
albumina sérica bovina 0.2%) y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos. Finalmente, la

pastilla fue resuspendida en 1 mL de medio de aislamiento 2.

7.6.5.4 Determinacién de la concentracion de proteina
La cantidad de proteina fue determinada previamente para cada ensayo in vivo mediante el
método de Biuret como lo describié Gornal et al., (1949), utilizando como estandar albumina

sérica bovina.

7.6.5.5 Evaluacion de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial

Para la determinacion de la actividad de los complejos mitocondriales I, II, III y 1V, las
mitocondrias de rifion fueron sometidas a 3 ciclos de congelacion y descongelaciéon como lo
describié Spinazzi et al. (2012), con la finalidad de permeabilizar la membrana externa
mitocondrial a través de un choque osmotico. La actividad del complejo I (NADH: ferricianuro
oxidorreductasa) se evalud de acuerdo al método descrito por Ortiz-Avila et al., (2013), con
ligeras modificaciones. Se afiadieron 0.1 mg de proteina a buffer de fosfato de potasio 50 mM
(pH 7.4; BFK) y se mezclo con tenoiltrifluoroacetona (TTFA) 0.5 mM, 1 pg antimicina A 'y
KCN 1 mM. Esta mezcla se incubd durante 7 min a temperatura ambiente, luego se afiadid

Ks[Fe (CN)g] 10 uM y después se registro la fluorescencia basal durante 1 min a longitudes
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de onda de excitacion/emision 352/464 nm en un espectrofluorofotometro Shimadzu RF-
5301PC. Posteriormente, se agregd dinucleotido de B-nicotinamida adenina 100 uM (B-
NADH) y se registraron los cambios en la fluorescencia durante 1 minuto, después se agrego
rotenona 10 uM y se continuo la lectura por 2 minutos, finalmente, se afiadi6 a la reaccion -
NADH 100 pM y los cambios en la fluroscencia fueron registrados por otros 2 minutos. La
actividad especifica se calcul6 utilizando una curva estandar para B-NADH.

La actividad de la succinato-DCIP oxidorreductasa (complejo II), se midi6 utilizando 0.3 mg
de mitocondrias de rifion, resuspendidas en BFK las cuales se incubaron con rotenona 10 uM,
KCN 1 mM y con 1 pg de antimicina A. Esta mezcla se incub6 durante 7 min a temperatura
ambiente y luego se agregd 2,6 diclorofenolindofenol (DCIP) 80 uM y se registrd la
absorbencia basal durante 1 min a 600 nm. La reaccion se inicid mediante la adicion de
succinato 10 mM, y los cambios en la absorbancia se registraron durante 4 minutos en un
espectrofotometro Perkin-Elmer UV / Vis Lambda 18 (Cortés-Rojo et al., 2007). La actividad
del complejo II se calculdé empleando la ley de Beer-Lambert y utilizando el coeficiente de
extincion molar de 21 mM-1 cm-1 para DCIP (Cortés-Rojo et al., 2007).

La actividad del complejo II + III se determind espectrofotométricamente. Se agregd 0.3 mg
de mitocondria a BFK, seguido de su incubacion con rotenona 10 uM y KCN 1 mM durante
7 min. Luego, se agregaron 250 pg de citocromo ¢ oxidado y se registro la absorbencia basal
durante 1 min a 550 nm. Posteriormente, se agreg6 succinato 10 mM y los cambios en la
absorbencia se midieron durante 4 min. La actividad del complejo II+II1 se calculé empleando
la ley de Beer-Lambert y utilizando el coeficiente de extincion molar de 19.1 mM-1 cm-1 para
el citocromo ¢ (Cortés-Rojo et al., 2009).

La actividad de la citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V), se evaluo6 empleando 0.3 mg de
mitocondria de riiidn las cuales se incubaron durante 7 min con 10 pg de rotenona, TTFA 0,5
mM y | ug de antimicina A. Luego, se anadi6 125 pg de citocromo ¢ reducido y se registrd
los cambios en la absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18
durante 3 min (Zentella de Pina et al., 1989). La actividad del complejo IV se calculd
empleando la ley de Beer-Lambert y utilizando el coeficiente de extincion molar de 19.1 mM-

1 cm-1 para el citocromo ¢ (Cortés-Rojo et al., 2009).
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7.6.5.6 Determinacion de la produccién de ERO en las mitocondrias de rifiion

La produccién de ERO se determindé empleando la sonda fluorogénica 2',7'-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) (Ortiz-Avila et al., 2013). 0.3 mg de proteina
mitocondrial se resuspendié en buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, 3 mM MgCl, y KH2PO4
3 mM, pH 7.4) y se incubaron con HoDCFDA 12.5 uM durante 15 min en un bafio de hielo
bajo agitacion (Ortiz-Avila et al., 2013). Después de 1 min se registro la fluorescencia basal.
Posteriormente, se agregd 5 mM de glutamato + galato y se registraron los cambios en la
fluorescencia durante 20 min a longitudes de onda de excitacion/emision de 485/520 nm en un
espectrofluorofotometro Shimadzu RFRF-5301PC. Los resultados se expresaron como

unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por mg de proteina.

7.6.5.7 Determinacion de los niveles de peroxidacion de lipidos en las mitocondrias de rifion

Los niveles de peroxidacion lipidica en mitocondrias de rifién fueron determinados por el
método descrito por Buege y Aust (1978) con algunas modificaciones. Este método mide la
produccion de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbitirico) entre las que se encuentra
el malondialdehido (MDA), producto de la peroxidacion lipidica propiciada por radicales
libres (RL). Brevemente, las mitocondrias se lavaron tres veces con PBS frio (pH 7.4) para
evitar la interferencia de azucares solubles en el medio. Posteriormente, se suspendieron 0.3
mg de proteina mitocondrial en PBS (pH 7.4), y luego se agregd la solucion reactiva que
contiene 0.375% &cido tiobarbiturico (TBA) al 0.375%, acido tricloroacético (TCA) al 15%,
HCI1 0.25 M, mas BHT 0,01% para prevenir la formacion de cromoforos inespecificos.
Después, se incub6 durante 30 min en bafio Maria a 90 °C. Al finalizar el tiempo de incubacion,
se dejo enfriar y se centrifugd a 7500 rpm durante 5 min. La absorbencia se midi6 a 532 nm
en un espectrofotdometro Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS, usando el coeficiente de extincion

molar del MDA, 156 mM ™ 'ecm™ .

7.6.5.8 Determinacion de la actividad de la enzima catalasa en el homogenado de rifion

La enzima antioxidante catalasa (CAT) neutraliza el peréxido de hidrogeno (H>O») catalizando
la reaccion hacia la formacion de agua y oxigeno. La actividad de la CAT se determiné en el
homogenado de rifion, midiendo la concentracion de oxigeno disuelto, empleando un oximetro

con electrodo tipo Clark, después de la adicion de H2O2 como lo describié Jeulin et al. (1989),
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con ligeras modificaciones. 0.2 mg de proteina de tejido homogeneizado se resuspendid en
buffer de fosfato de potasio 0.1 M, con EDTA 5 mM (pH 7.6), a 25 °C y se registro el trazo
durante 1 minuto. Posteriormente, se agregd H>O> 6 mM recién preparado a la cadmara y se
registro la conversion de H>O» en oxigeno durante 1 minuto. Finalmente, se afadié azida de
sodio 1.0 mM a la cdmara. La actividad de la catalasa se calcul6 utilizando catalasa bovina

como estandar.
7.6.5.9 Determinacion de la actividad de la SOD en las mitocondrias de rifidon

La actividad de la superdxido dismutasa mitocondrial fue determinada empleando un kit
comercial (Sigma Aldrich, USA, 19160), el cual permite determinar la actividad de la SOD
mediante un método colorimétrico, usando una sal de tetrazolio Dojindo altamente soluble en
agua y WST-1 (sal monosodica (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio), el cual produce un color formazan cuando éste es reducido por el anion superoxido.
Esta reaccion es inhibida por la SOD, que dismuta el anion superdxido evitando su reaccion
con la sal. 0.1 mg de mitocondria de rifion se resuspendidé en 200 pL de buffer de ensayo, se
mezcld con 20 pL de solucion de trabajo (como lo indica el kit) y se incub6 durante 30 min a
37 °C. Las lecturas se registraron a 450 nm empleando un lector de microplacas Multiskan FC

(Thermo Scientific).
7.6.5.10 Determinacion de la actividad de la GSH-Px en las mitocondrias de rinidn

La actividad de GSH-Px se determinoé de acuerdo con el método descrito por Lawrence y Burk
(1976) con algunas modificaciones. Se resuspendieron 0.2 mg/mL de mitocondrias de rifion
en buffer de fosfato de potasio 50 mM y EDTA 5 mM y se mezclaron con NaN3 1 mM,
glutation reducido 1 mM, 0.1 mg de BSA y 100 mU/ml de glutation reductasa y se incubaron
por 5 min. Durante el minuto 4 se afiadieron 100 pM de NADPH (2'-fosfato de dinucleotido
de B-nicotinamida y adenina reducido) y se continu6é incubando el minuto restante. La
fluorescencia basal se registré durante 1 min a longitudes de onda de excitacién/emision de
352/464 nm, a continuacion se afiadié H>O, 250 uM y los cambios en la fluorescencia se

registraron durante 3 min a 30°C en un espectrofluorofotometro Shimadzu RF5301PC.
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7.7 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar. La significancia de las
diferencias en la media se evalu6 utilizando ANOVA de una o dos vias, seguido de la prueba
de comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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8. RESULTADOS

8.1 Experimentacion in vitro

8.1.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH', anti-peroxidacion
lipidica y FRAP

Las propiedades antioxidantes del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica a diferentes
concentraciones se evaluaron a través de tres métodos in vitro diferentes. Se utiliz6 al trolox
como antioxidante de referencia debido a que se ha demostrado en multiples estudios su alto
potencial como antioxidante (Boulebd, 2020).

Los resultados obtenidos de los ensayos in Vitro se muestran en la tabla 1. Como se puede
observar, todas las concentraciones evaluadas del extracto de P. indica mostraron una menor
capacidad para reducir al radical DPPH, que el control positivo antioxidante.

Por otro lado, al comparar la actividad anti-peroxidacion lipidica del trolox, que presentd un
efecto protector de 82.1 & 2.6%, en contraste con el extracto a 10, 25 y 35 mg/mL, se observo
que las tres concentraciones mostraron una potente actividad antioxidante (61.8+0.3, 75.7+4.2
y 72.242.7%, respectivamente), sin embargo, la concentracion de 25 mg/mL exhibié una
actividad antioxidante estadisticamente similar al control positivo para inhibir la peroxidacion
lipidica, lo cual sugiere que el extracto inhibio la iniciacién y/o propagacion de las reacciones
de oxidacion en cadena a nivel de lipidos propiciadas por los radicales libres generados en
presencia del FeSO4 70 mM.

Los valores de FRAP del extracto a 25 y 35 mg /mL (0.1406 + 0.03 y 0.1411 + 0.01,
respectivamente), fueron estadisticamente similares al control positivo (0.1798 £ 0.04), siendo
la absorbancia directamente proporcional al poder reductor. Por lo tanto, estos resultados
indican que el extracto de acetato de etilo de Potentilla indica presenta actividad antioxidante

in vitro.
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Cuadro 3. Actividad antioxidante in vitro del extracto de acetato de etilo de Potentilla

indica
Anti-DPPH (%) Anti-Peroxidacion FRAP (A)
lipidica (%)

Trolox (control) 93.7+4.1° 82.1 £2.6* 0.1798 £ 0.04*
EPi (10 mg/mL) 4.2 +1.03° 61.8 +0.3¢ 0.0342 +0.01°
EPi (25 mg/mL) 23.8+0.7° 75.7 £ 4.2% 0.1406 + 0.03*
EPi (35 mg/mL) 24.8 +2.04° 722£2.7° 0.1411 £0.01?

Los resultados representan la media £ DE de tres experimentos independientes basados en la
prueba ANOVA de una via y se utilizd la prueba de comparacion multiple de Tukey. Letras
diferentes indican diferencia significativa p<0.05. EPi: extracto de acetato de etilo de P.

indica; A: absorbencia; DE: desviacion estandar.

8.1.2 Determinacion del contenido de acidos fenolicos, flavonoides y terpenoides totales en el

extracto de acetato de etilo de Potentilla indica

Para dilucidar la relacion entre la actividad antioxidante y el contenido de compuestos
bioactivos presentes en el extracto, se determind el contenido total de &cidos fenolicos,
flavonoides y terpenoides, utilizando como estandar al dcido gélico, a la quercetina y al linalol,
respectivamente.

Como se observa en el cuadro 4, el extracto de acetato de etilo de P. indica presenté altas
concentraciones de flavonoides y terpenoides totales (4251.7 + 28.9 ng de quercetina/mL y
659.9 £ 65.5 yg de linalol/mL, respectivamente), no obstante, el contenido de 4cidos fenolicos

presentes en el extracto fue relativamente bajo (2.84 + 0.1 pg de acido galico/mL de extracto).
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Cuadro 4. Contenido total de acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides en el extracto de

acetato de etilo de Potentilla indica

Acidos fendlicos totales Flavonoides totales Terpenoides totales
(Mg de acido galico/mL de (Mg de quercetina/mL de (Mg de linalol/mL de
extracto) extracto) extracto)
2.84 +0.1 4251.7+£28.9 659.9 £ 65.5

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes. DE: desviacion

estandar.

8.2 Experimentacion in vivo

8.2.1 Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre los niveles de glucosa y

el peso corporal

La DM se caracteriza por presentar altas concentraciones de glucosa en sangre, asi como una
pérdida progresiva del peso corporal. Por lo tanto, se evaluo el efecto del extracto sobre estos
parametros. Como se muestra en la figura 2, los niveles de glucemia en ayuno al finalizar el
tratamiento, no mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el grupo normoglucémico
tratado (87.5 = 8.6 mg/dL) con respecto al grupo control normoglucémico (81.9+11.1 mg/dL),
manteniendo esta tendencia a lo largo del tratamiento.

Por otro lado, el grupo diabético tratado y el grupo diabético control, mostraron niveles de
glucemia superiores a los 300 mg/dL desde la primera semana de tratamiento, confirmando de
esta manera el establecimiento de la diabetes experimental en el modelo biologico. Cabe
destacar que los niveles de glucemia durante la semana 7 del grupo diabético tratado con el
extracto de acetato de etilo de P.indica (25 mg/Kg) mostraron una diferencia significativa con
respecto al control diabético, no obstante, al finalizar el tratamiento mostrd niveles de
glucemia (381.6 + 86.7 mg/dL) significativamente mayores que el grupo control
normoglucémico y estadisticamente similares a los niveles observados en el grupo control

diabético (489.6 + 89.9 mg/dL).
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Figura 2. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre los niveles de
glucemia durante 60 dias de tratamiento. Los resultados representan la media = DE, (n = 7-8);
basados en la prueba ANOVA de dos vias y se utiliz6 la prueba de comparacion multiple de
Tukey. Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05. CN: control
normoglucémico; CD: control diabético; N+Pi: normoglucémicas + extracto de acetato de etilo
de Potentilla indica (25 mg/Kg); D+Pi: diabéticas + extracto de acetato de etilo de Potentilla

indica (25 mg/Kg); DE: desviacion estandar.

Durante la DM se presentan alteraciones metabolicas desencadenadas por la resistencia o
secrecion nula de la insulina y por ende, la incapacidad de metabolizar a la glucosa como
fuente energética primaria, repercutiendo en la lipolisis del tejido adiposo y la proteolisis
conllevando a una pérdida progresiva del peso corporal (American Diabetes Association,
2014). Debido a lo anterior, se evalué el efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla
indica sobre el peso corporal, cuyos resultados se muestran en la figura 3. Como se puede
observar en la figura 3, al finalizar las 8 semanas de tratamiento el grupo normoglucémico
tratado con extracto de acetato de etilo de P. indica (25 mg/Kg) (418,6 + 25,5 g) no mostrd
diferencias significativas en el peso corporal, en contraste con el grupo control
normoglucémico (399.37 + 26.4 g). Por otro lado, el grupo diabético tratado con el extracto de
P.indica (25 mg / Kg) (315.3 £ 32.7 g), mostr6 una evidente reduccion del peso corporal en

comparacion con el grupo control normoglucémico. No obstante, el grupo diabético tratado
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con el extracto, disminuy6 significativamente la pérdida excesiva de peso durante el

tratamiento, en comparacion con el grupo control diabético (271.5 +£27.5 g).
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Figura 3. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre el peso corporal
durante 60 dias de tratamiento. Los resultados representan la media = DE, (n = 7-8); basados
en la prueba ANOVA de dos vias y se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey.
Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05. CN: control normoglucémico; CD:
control diabético; N+Pi: normoglucémicas + extracto de acetato de etilo de Potentilla indica
(25 mg/Kg); D+Pi: diabéticas + extracto de acetato de etilo de Potentilla indica (25 mg/Kg);

DE: desviacion estandar.

8.2.2 Efectos del extracto de acetato de etilo de P. indica sobre los parametros séricos de

funcion renal

Los niveles de nitrogeno ureico (BUN, por sus siglas en inglés), creatinina y &cido urico se
midieron como biomarcadores de la funcion renal (Figura 4 A, B y C, respectivamente).

Como se observa en la figura 4 A, B y C el grupo control diabético mostrdé una marcada
reduccion de la funcion renal, caracterizada por aumentos significativos en el BUN (49.2 + 5.5
mg/dL) y los niveles de creatinina sérica (0.6 £ 0,05 mg/dL), en comparacion con el grupo

control normoglucémico (23.7 = 5.9 y 0.3 = 0.02 mg/dL, respectivamente). Por otro lado, el
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tratamiento con el extracto en condiciones diabéticas, redujo significativamente el BUN y la

creatinina sérica (34.8 £4.9 y 0.3 £ 0,09 mg/dL, respectivamente), en contraste con el grupo

control diabético, sin embargo, la reduccion del 4cido trico sérico no fue significativa.
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Figura 4. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre los biomarcadores
séricos de funcion renal. Los resultados representan la media + DE, (n = 7-8); basados en la
prueba ANOVA de dos vias y se utilizé la prueba de comparacion multiple de Tukey. Letras
diferentes indican diferencia significativa p<0.05. NG: normoglucémicas; D: diabéticas; DE:

desviacion estandar.

8.2.3 Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de los
complejos respiratorios mitocondriales

Multiples estudios han demostrado una estrecha relacion entre la disfuncion mitocondrial y el
desarrollo de la ND (Daenen et al., 2019). Debido a lo anterior, se evaluo el efecto del extracto
de acetato de etilo de P. indica sobre la funcionalidad mitocondrial, al determinar la actividad
de los complejos respiratorios en mitocondrias de rifion (Figura 5).

Como se puede observar, la actividad de los complejos [ y II (Figura 5 A, B) incrementd en el
grupo control diabético con respecto al grupo control normoglucémico (43.7 y 30.0%,
respectivamente), mientras que el grupo diabético tratado con el extracto mostrd una actividad
para ambos complejos estadisticamente similar a los grupos normoglucémicos. Por el
contrario, como se muestra en la figura 5C y 5D, se observd una disminucion significativa
(p<0.05) en las actividades de los complejos III y IV del grupo control diabético en

comparacion con el grupo control normoglucémico (41.2 y 21.6%, respectivamente). Por otro
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lado, la actividad de los complejos III y IV del grupo diabético tratado, aumentd
significativamente en comparacion con el grupo control diabético (30.6 y 16.6%,
respectivamente), siendo ademas estadisticamente similar al grupo normoglucémico (Figura
5C, 5D). Estos resultados sugieren que el extracto de acetato de etilo de Potentilla indica

mejora la funcionalidad mitocondrial al normalizar la actividad de los complejos respiratorios.

A Bl Control
2500 7 Extracto de P. indica

a
2000+
b
b
b -T- -
1500
1000
500
0- T T
NG D

209

a

b b

T 1
b

10 -
5-
0= T T

NG D

Complejo |
(umoles NADH/min/mg prot)

Bl Control
Extracto de P. indica

Complejo Il
(umoles DCIP/min/mg prot)

44



@)

Bl Control
Extracto de P. indica

Complejo Il
w B
o o
L 1

[N
o
L

(wmoles citc/min/mg prot)
N
o
L

o

a a
T a
b
b
T L
NG D

W)

Bl Control
Extracto de P. indica

Complejo IV
» (o]
o o
1 1

N
o
L

(wmoles citc/min/mg prot)
D
o
L

o

a a
a
I | b :
NG D
Figura 5. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de los
complejos respiratorios en mitocondrias de rifion. Los resultados representan la media + DE,
(n = 7-8); basados en la prueba ANOVA de dos vias y se utilizo la prueba de comparacion

multiple de Tukey. Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05. NG:

normoglucémicas; D: diabéticas; DE: desviacion estandar.
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8.2.4 Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la produccion de

especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rifion

Para dilucidar si el efecto protector que ejercio el extracto al mejorar la actividad de los
complejos respiratorios se relacionaba con la reduccion del estrés oxidante, se determind la
produccion de especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rindn. Como se puede
observar en la figura 6, la produccion de ERO por parte del grupo control diabético (227.6 +
29.8 AF) aument6 significativamente 63% en comparacion con el grupo control
normoglucémico (139.6 + 28.6 AF). Por otro lado, el grupo diabético tratado con el extracto
de acetato de etilo de Potentilla indica (25 mg/Kg) (168.2 = 14.6 AF) mostrd una disminucion
significativa en la produccion de ERO en comparacion con el grupo control diabético y
estadisticamente similar a los grupos normoglucémicos. De acuerdo a estos resultados se
puede inferir que el extracto de acetato de etilo de P. indica esta contrarrestando el estrés
oxidante al disminuir la produccion de ERO en las mitocondrias de rifion bajo condiciones
diabéticas, resultado que ademas se correlaciona con la restauracion de la actividad de los

complejos respiratorios mitocondriales.
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Figura 6. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la produccion de
especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rifion. Los resultados representan la media +
DE, (n = 7-8); basados en la prueba ANOVA de dos vias y se utiliz6 la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05. NG:

normoglucémicas; D: diabéticas; DE: desviacion estandar.
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8.2.5 Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la peroxidacion

lipidica en las mitocondrias de rifién

La produccion excesiva de ERO inducida por la hiperglucemia cronica bajo condiciones
diabéticas puede generar dafio celular a través de la oxidacion de las diferentes biomoléculas,
incluyendo a los lipidos de la membrana mitocondrial afectando de esta manera la integridad
y la funcién mitocondrial. Es por ello que se evaluo6 el efecto protector del extracto sobre el
dafio oxidativo propiciado por las ERO, midiendo la peroxidacion lipidica en las mitocondrias

de rifion mediante el método de TBARS.

Los niveles de peroxidacion lipidica se muestran en la Figura 7. Como se puede observar, el
grupo control diabético mostré un aumento significativo de los niveles de TBARS
comparandolos con el grupo control normoglucémico. Por otro lado, en las ratas diabéticas,
el tratamiento con el extracto de acetato de etilo de P. indica disminuy06 significativamente la
peroxidacion lipidica un ~ 47% en comparacion con el grupo control diabético, siendo
ademas, estadisticamente similar a los niveles de peroxidacion lipidica mostrados por los

grupos normoglucémicos.
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Figura 7. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la peroxidacion
lipidica en mitocondrias de rifion. Los resultados representan la media + DE, (n = 7-8); basados
en la prueba ANOVA de dos vias y se utilizo la prueba de comparacion multiple de Tukey.
Letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05. NG: normoglucémicas; D:

diabéticas; DE: desviacion estandar.
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8.2.6 Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de las

enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa

Debido a que se ha demostrado que la actividad del sistema antioxidante de defensa es afectada
negativamente en el rifiidn bajo condiciones diabéticas, debido a la producciéon excesiva de
ERO en dicho o6rgano, se evalu6 el efecto del extracto sobre las actividad de la SOD y GSH-
Px en las mitocondrias de rifidén, asi como la actividad de la CAT en el homogenado de rifion

(Figura 8).

Como se puede observar en la figura 8 A y B, hay una disminucion significativa en la actividad
de la SOD y la GSH-Px en el grupo control diabético (110.2 + 16.08 y 14.1 £2.05 U * mg de
proteina, respectivamente) en comparacion con el grupo control normoglucémico (212.1 +
43.3 y 34.4 £ 3.08 U * mg de proteina, respectivamente). Por el contrario, el grupo diabético
tratado con el extracto de acetato de etilo de Potentilla indica (176.5 £ 16.1 y21.4+2.6 U *
mg de prot, respectivamente) demostrd una actividad significativamente (p<0.05) mayor en
ambas enzimas en contraste con el grupo control diabético.

La actividad de la catalasa se observa en la Figura 8C. Como se muestra, fue significativamente
menor en el grupo control diabético (21.5 + 2.6 U * mg de proteina) en comparacion con el
grupo control normoglucémico (38.7 £ 4.5 U * mg de proteina). Por otro lado, el tratamiento
con el extracto de acetato de etilo de P. indica, aumento la actividad de la enzima catalasa en
las ratas diabéticas (36.2 £ 2.2 U * mg de proteina), siendo estadisticamente similar a los
grupos normoglucémicos.

De acuerdo a los resultados anteriores se demostrd que el extracto de acetato de etilo de P.
indica aumenta la actividad de la SOD, la GSH-Px y la CAT bajo condiciones diabéticas, lo

que sugiere una disminucion del estrés oxidante, el cual afecta la actividad de dichas enzimas.
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Figura 8. Efecto del extracto de acetato de etilo de Potentilla indica sobre la actividad de las
enzimas antioxidantes. (A) Superdxido dismutasa; (B) Glutation peroxidasa; (C) Catalasa. Los
resultados representan la media = DE, (n = 7-8); basados en la prueba ANOVA de dos vias y
se utilizd la prueba de comparacion multiple de Tukey. Letras diferentes indican diferencia

significativa p<0.05. NG: normoglucémicas; D: diabéticas; DE: desviacion estandar.
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9. DISCUSION

Diversos estudios con modelos diabéticos experimentales han puesto en evidencia que el
aumento de la produccion de ERO y la disminucion de los sistemas antioxidantes de defensa
en el rifion inducen dafio a nivel glomerular, sugiriendo como factor iniciador del dafo renal
a la produccién excesiva del anion superdxido proveniente de las mitocondrias disfuncionales
bajo condiciones de hiperglucemia. Por lo que en este contexto, el estrés oxidante ha
demostrado estar fuertemente implicado en la patogenia de la nefropatia diabética (ND)
(Fujita et al., 2009; Stanton et al., 2011; Manpreet et al., 2017; Forbes et al., 2018), siendo
dicha complicacion la principal causa de enfermedad renal crénica (ERC) y la segunda causa
de muerte en pacientes diabéticos a nivel mundial (Warren et al., 2019). En la actualidad se
cuenta con tratamiento alopatico para la DM, sin embargo, su objetivo terapéutico consiste en
regular los niveles de glucosa en sangre, sin tomar en cuenta otros factores determinantes en
el desarrollo de las complicaciones diabéticas como lo es el estrés oxidante, por lo que una
alternativa terapéutica es el empleo de las plantas medicinales con propiedades antioxidantes
como una terapia coadyuvante al tratamiento convencional, postergando de esta manera la

progresion y desarrollo de la ND.

Potentilla indica es una planta perene utilizada en la medicina tradicional asiatica, en la cual
se ha reportado la presencia de ciertos metabolitos secundarios como &cidos fenoélicos, acido
elagico, flavonoides, triterpenos, esteroles, polifenoles y aceites volatiles (Wen et al., 2008
Qiao et al., 2009; Zhu et al., 2015), lo que despierta gran interés por sus diversos efectos
terapéuticos. Teniendo en cuenta todo lo anterior, en el presente estudio se evalu6 el efecto
antioxidante del extracto de acetato de etilo de P. indica tanto in vitro como en rifiones de

ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ).

En primera instancia, los resultados in vitro demostraron un alto contenido de flavonoides
totales presentes en el extracto, seguido de la presencia de terpenoides totales. No obstante, el
contenido de acidos fenolicos fue relativamente menor a lo reportado en extractos alcoholicos
de Potentilla indica (Qiao et al., 2009; Wang et al., 2013; Zhu et al., 2015; Gomez et al.,
2019). El rendimiento y la extraccion de los diferentes metabolitos secundarios dependen del
contenido, de la polaridad y de la solubilidad de éstos, asi como de la naturaleza de los

disolventes empleados. Se ha reportado mayor rendimiento de &cidos fendlicos en
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extracciones con solventes polares; asi mismo, multiples estudios han demostrado mayor
contenido de flavonoides y de terpenoides en extractos de mediana y baja polaridad (Goli et
al., 2005. Somayeh et al., 2017; Montes de Oca-Marquez et al., 2017), por lo que estos
resultados coinciden con lo reportado en la literatura, confirmando en este sentido la presencia
de metabolitos secundarios de mediana polaridad en el extracto de acetato de etilo de P. indica,

siendo principalmente los flavonoides.

Los flavonoides son metabolitos secundarios producidos por las plantas, los cuales han sido
ampliamente estudiados debido a sus efectos farmacologicos, destacando su propiedad
antioxidante (Gulein, 2012; Banjarnahor et al., 2014; Xie et al., 2018). Los mecanismos de
accion propuestos por el cual los flavonoides ejercen su efecto antioxidante incluyen: (1)
neutralizacion de los radicales libres mediante la donacion de un atomo de Hidrogeno o de la
transferencia de un electrén; (2) quelacion de metales de transicion; (3) suprimiendo a las
enzimas asociadas con la generacion de ERO; y (4) estimulando la actividad de las enzimas
antioxidantes endogenas (Karak, 2019). En este contexto, el contenido de flavonoides totales
presentes en el extracto estd relacionado con su potencial antioxidante previamente observado,
al inhibir la peroxidacion lipidica y donar e al ion férrico y reducirlo a ion ferroso. Sin
embargo, su actividad anti-DPPH fue significativamente menor que la del trolox. Esto puede
deberse a que los flavonoides extraidos de P. indica con acetato de etilo son de polaridad baja
y/o intermedia, debido a que se ha reportado que la actividad anti-DPPH es reflejada

principalmente en compuestos polares o hidrofilicos, como lo reporté Hseu et al. (2008).

Posteriormente, se evaluo el efecto del extracto sobre un modelo diabético. Para ello, se
empleo una dosis de 25 mg/kg debido a que en este estudio se demostrd una potente actividad
antioxidante in vitro y ademas, porque previamente en nuestro grupo de trabajo se observo un
efecto antioxidante en mitocondrias de pulmon de ratas diabéticas inducidas por STZ a esa

concentracion (Gomez et al., 2018).

La caracteristica principal que define a la DM es la hiperglucemia sostenida (Mezil et al.,
2021), por lo que en este contexto, el grupo diabético tratado con el extracto presentd una
ligera disminucion en los niveles de glucemia, sin embargo, en su mayoria no fueron
significativos, por lo que podemos inferir que el extracto de acetato de etilo de Potentilla

indica no ejerce un efecto hipoglucemiante. Ademas, la DM esta asociada con una reduccion
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significativa del peso corporal debido a la hiperglucemia cronica, hipoinsulinemia y/o
insulinorresistencia (Albasher et al., 2020), asi como un aumento de la atrofia muscular y
pérdida de proteinas tisulares (Cheng et al., 2013). La administracion del extracto de acetato
de etilo de Potentilla indica disminuy¢ significativamente la pérdida excesiva de peso en las

ratas diabéticas, lo que indica la prevencion del daino muscular causado por la hiperglucemia.

El estrés oxidante es considerado un factor comin que vincula a la hiperglucemia con las
complicaciones diabéticas (Gnudi et al., 2007; Group et al., 2015; Manpreet et al., 2017). Asi
mismo, se ha demostrado una estrecha relacion entre la funcidn renal y la mitocondria, debido
a la alta demanda energética y de oxigeno requerida por parte de dicho 6rgano, por lo que se
ha postulado que las mitocondrias disfuncionales son fundamentales para el desarrollo y
progresion de la ND, ya que dicho orgdnulo representa la principal fuente de produccion de
ERO en el rifidn, lo que conduce a un estado de estrés oxidante (Forbes et al., 2018; Daenen
et al.,, 2019). Uno de los mecanismos celulares que comprende la disfuncion a nivel
mitocondrial bajo condiciones diabéticas consiste en alteraciones en la actividad de los
complejos de la cadena de transporte de electrones con el subsecuente incremento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno localizada en dos sitios: (1) en el complejo Iy
(2) en la interfaz entre la conenzima Q y el complejo III (Forbes y Cooper, 2013). En este
estudio, se demostrd una hiperactividad significativa del complejo I mitocondrial en rifiones
de ratas diabéticas. Estos datos estdn en concordancia con lo reportado previamente por Wu
et al. (2017) y Pefia-Montes et al. (2020). La hiperactividad del complejo I puede ocurrir en
respuesta al desequilibrio redox NADH/NAD" debido a la sobreproduccion de NADH bajo
condiciones de hiperglucemia y probablemente, por modificaciones postraduccionales
generadas por el 4-hidroxinonenal (HNE) en las subunidades NDUFS1 (75 kDa) y NDUFS2
(53 kDa) del complejo I (Wu et al., 2015; Wu et al., 2017).

De igual forma, se observo un aumento significativo de la actividad del complejo II en el
grupo control diabético, lo que puede deberse al exceso de la disponibilidad de sustratos bajo
condiciones de hiperglucemia, obteniendo cantidades elevadas de FADH». Sin embargo, el
aumento de la actividad del complejo 1 y II se normaliz6 con la administracion del extracto de

acetato de etilo de P. indica en las ratas diabéticas.
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Por el contrario, la actividad de los complejos III y IV, disminuy¢ significativamente en el
grupo control diabético. Se han reportado alteraciones de la actividad del complejo III en
mitocondrias aisladas de rifiones de modelos diabéticos, debido a modificaciones
postraduccionales generadas por la produccion excesiva de ERO (Raza et al., 2011;
Bernadette et al., 2018). Estos resultados en conjunto, han demostrado un aumento de la
actividad del Complejo I-II y una disminucién de la actividad del Complejo III-IV bajo
condiciones diabéticas, resultados que coinciden con lo reportado por Raza et al. (2011),
asociandolos a un incremento del flujo inverso de electrones, lo que conlleva a una elevada
produccion de ERO en la mitocondria. En este contexto, se observd un incremento
significativo en la produccion de ERO en mitocondrias de rifion del grupo control diabético,
lo que probablemente esté relacionado con la disfuncion de la actividad de los complejos de
la cadena respiratoria previamente observada. Sin embargo, la administracion del extracto
evito significativamente la produccion excesiva de ERO bajo condiciones diabéticas. Esto
puede deberse a los flavonoides presentes en el extracto, los cuales probablemente estén
neutralizando a las ERO generadas en la mitocondria bajo condiciones de hiperglucemia, lo
que por consiguiente disminuye el dafio oxidativo, previniendo las modificaciones
postraduccionales en las subunidades de los complejos respiratorios mitocondriales, lo que

incide a que no haya alteraciones en su actividad (Figura 9).

Se ha reportado un aumento del estrés oxidante en pacientes diabéticos (Forrester, 2018). Asi
mismo, modelos experimentales diabéticos inducidos con STZ, han puesto en evidencia un
incremento de la produccion de ERO. Las ERO son capaces de oxidar a las biomoléculas
circundantes tales como los lipidos, proteinas y acidos nucleicos, provocando alteraciones en
su estructura y funcionalidad. Los lipidos de la membrana mitocondrial son susceptibles al
dafio oxidativo generado por los RL (Haunk y Bernlohr, 2017). El anion hidroxilo (OH"),
principalmente, reacciona con los lipidos poliinsaturados de la membrana mitocondrial,
abstrayendo un 4tomo de Hidrogeno del Carbono en la posicion bis-alilica dando inicio al dafio
oxidativo (Barrera et al., 2018). La peroxidacion lipidica en las membranas mitocondriales
puede generar alteraciones en la permeabilidad, en la respiracion celular, en el ensamblaje,
estabilidad y actividad de las proteinas unidas a la membrana, anormalidades en la morfologia
mitocondrial e incluso puede promover la muerte celular (Bindoli, 2004). La oxidacion de los

lipidos propiciada por las ERO genera hidroperoxidos, que posteriormente se fragmentan para
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producir una amplia gama de intermediarios reactivos, como el malondialdehido (MDA). El
MDA es uno de los biomarcadores mas utilizados para determinar la peroxidacion de lipidos,
ya que éste reacciona con el acido tiobarbitirico (TBA) para generar los productos conocidos
como "sustancias reactivas al acido tiobarbitarico" (TBARS) (Reitznerova et al., 2017). En
este sentido, se observd un incremento de los niveles de TBARS en las mitocondrias de rifion
de las ratas control diabéticas, lo que indica un aumento del dafio oxidativo sobre los lipidos
de la membrana mitocondrial renal, provocado por la produccion excesiva de ERO. Sin
embargo, la administracion del extracto disminuy6 los niveles de peroxidacion lipidica en el
grupo diabético tratado, resultado que correlaciona con la disminucion de la produccion de
ERO vy la restauracion de la actividad de los complejos mitocondriales, previamente
observadas en el grupo diabético tratado. Esto puede deberse al efecto de los flavonoides
presentes en el extracto, que estén neutralizando a las ERO generadas en la mitocondria a
través de la donacion de electrones (Chantal et al., 2002; Schmatz et al., 2012; Obafemi et al.,
2017) y/o quelando metales de transicion como el Fe?" o el Cu*, disminuyendo la formacién
del radical OH" por la reaccion de Fenton, y evitando asi el dafio oxidativo hacia los lipidos
(Figura 9). Estos resultados coinciden con lo previamente reportado por Hu et al. (2011),
quienes observaron una actividad antioxidante por parte de P. indica al disminuir los niveles
de ERO y MDA, evaluados en un modelo in vivo.

Parte del sistema antioxidante de defensa que comprende a las células renales incluye a las
enzimas SOD, GSH-Px y CAT, cuya actividad se ve alterada bajo condiciones de
hiperglucemia (Pari y Latha, 2004). No obstante, hay muchas controversias sobre la actividad
observada de la SOD, CAT y GSH-Px en modelos experimentales diabéticos. Algunos
estudios han reportado una disminucion de la actividad de dichas enzimas (Obrosova et al.,
2003; Punitha et al., 2005), mientras que otros sugieren un aumento de la actividad enzimatica
(Genet et al., 2012). Dichas discrepancias pueden deberse al tipo de tejido utilizado, al periodo
experimental, a la dosis del agente diabetogénico empleado, asi como la severidad de la
diabetes. En este estudio se demostr6 una reduccién significativa de la actividad de la SOD,
GSH-Px y CAT en las mitocondrias (SOD y GSH-Px) y el homogenado (CAT) de rifidon del
grupo control diabético en comparacion con el grupo control normoglucémico. Por otro lado,
se observo un aumento significativo de la actividad para las tres enzimas en el grupo diabético

tratado con el extracto. La disminucion de la actividad de la SOD, GSH-Px y CAT en el rifion
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bajo condiciones diabéticas, puede deberse a la inactivacion enzimdtica causada por
glucosilacion y/o la elevada produccion de ERO (Frode et al., 2008; Jayaraman et al., 2018;).
No obstante, el tratamiento con el extracto de acetato de etilo de P. indica increment6 la
actividad de estas enzimas, debido probablemente a los flavonoides presentes, ya que se ha
reportado en la literatura que ciertos flavonoides actian como activadores del factor nuclear
Nrf2, factor transcripcional que promueve la expresion de los genes que codifican para las
enzimas antioxidantes (Leonardo y Dor¢, 2011), las cuales pueden estar contrarrestando el EO
propiciado por las ERO generadas durante la DM. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Saio et al. (2012), en donde observaron un aumento de la actividad enzimatica de la SOD,
GSH-Px y CAT en rifiones de ratones diabéticos, después de la administracion de un extracto
metanolico de Potentilla fulgens, por lo que concluyeron que se trataba de una potente

actividad antioxidante.

La sobreproduccion de ERO inducida por la hiperglucemia crénica, provoca dafo oxidativo
en células renales tales como células mesangiales, células endoteliales glomerulares y
podocitos, alterando la filtracién glomerular y aumentando la permeabilidad de la membrana
(Madianov et al., 2000). Los marcadores bioquimicos séricos utilizados para evaluar la
funcion renal fueron nitrogeno ureico (BUN), el cual proviene del metabolismo de las
proteinas; acido urico, producto final del catabolismo de bases puricas; y creatinina, la cual
proviene de la degradacion de la creatina. Al ser productos de desecho provenientes del
catabolismo de compuestos nitrogenados, €stos son filtrados por el rifion y excretados a través
de la orina (Rodriguez de Cossio, 2011). En este contexto, los resultados obtenidos mostraron
un aumento significativo de los niveles de BUN y creatinina sérica en el grupo control
diabético, en comparacion con el grupo control normoglucémico. El aumento del BUN y la
creatinina en suero son indicativo de dafo renal, lo que implica una disminuciéon de la
excrecion renal de estos compuestos (Wang et al., 2017). Sin embargo, en las ratas diabéticas
tratadas con el extracto, hubo una disminucion significativa en los niveles de BUN y creatinina
sérica. Esto puede deberse al efecto protector contra el EO ejercido por los flavonoides

presentes en el extracto, mejorando la condicion diabética y con ello la funcion renal.

De acuerdo al conjunto de resultados obtenidos en este estudio, se puede sugerir que el extracto

de acetato de etilo de P. indica posee flavonoides capaces de reducir significativamente el
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estrés oxidante, demostrando asi un papel protector sobre el dafio renal inducido por la

hiperglucemia crénica.
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Figura 9. Mecanismo de accion propuesto sobre el efecto antioxidante del extracto de acetato
de etilo de Potentilla indica en la célula renal bajo condiciones diabéticas. Lo anterior fue
elaborado de acuerdo a los resultados obtenidos y a los mecanismos generales descritos en la
literatura para los flavonoides. El mecanismo propuesto implica la neutralizacion a través de
la donacion de un e al O® generado en los principales sitios de produccion de ERO en la
mitocondria, el complejo I y el complejo III de la CTE, asi como también actuando como
agente quelante de metales de transicién como el ion Fe?’, suprimiendo la formacién del
radical OH*" a través de la reaccion de Fenton, siendo éste el principal oxidante de los lipidos
de membrana, por lo que en este sentido disminuye el dafio oxidativo hacia los lipidos de la
membrana mitocondrial, previniendo ademds las modificaciones postraduccionales en las
subunidades de los complejos respiratorios mitocondriales lo que incide a que no haya
alteraciones en su actividad, y con ello a una disminucion de la produccion de ERO en la

mitocondria, y finalmente incrementando la actividad enzimatica antioxidante.
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

El extracto de acetato de etilo de P. indica exhibe actividad antioxidante in vitro debido
a que los MS extraidos, principalmente flavonoides, mostraron un efecto protector ante

la peroxidacién lipidica, asi como un efecto reductor sobre el Fe*>.

El extracto de acetato de etilo de P. indica ejerce un efecto protector a nivel renal, ya

que disminuye los niveles de BUN y creatinina sérica bajo condiciones diabéticas.

El extracto de acetato de etilo de P. indica mejora la actividad de los complejos

respiratorios mitocondriales bajo condiciones diabéticas.

El extracto de acetato de etilo de P. indica presenta actividad antioxidante in vivo en
mitocondrias de rifién, ya que reduce la produccion de ERO, la peroxidacion lipidica
y aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, glutation

peroxidasa y catalasa en ratas diabéticas.
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11. CONCLUSION

El extracto de acetato de etilo de Potentilla indica presenta actividad antioxidante in vitro
y en mitocondrias de rifidén, debido al contenido de flavonoides totales extraidos, los cuales

mejoraron la condicion diabética y ejercieron un efecto protector de dafio renal.
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