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RESUMEN
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronico-degenerativa, considerada un

problema de salud publica. En México es la primera causa de mortalidad a nivel nacional
debido a las complicaciones asociadas a este padecimiento. La diabetes esta relacionada
con una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) causada por la
hiperglucemia, generando un estrés oxidativo, evento que es clave en la patogénesis de las
complicaciones asociadas a la diabetes. El higado es uno de los drganos que se afectan
durante la DM, estudios demuestran que la hepatopatia diabética esta fuertemente
asociada con la resistencia a la insulina y precede a la manifestacion de la diabetes tipo 2,
en donde los radicales libres causan uno de los mecanismos méas importantes de dafio
hepatico.

Satureja macrostema, conocida como nurite, pertenece a la familia Lamiaceae y tiene gran
importancia en la medicina tradicional de los pueblos purépechas en el estado de
Michoacén.

En el presente trabajo se evalud el efecto que tiene el extracto etanolico de Satureja
macrostema sobre el estrés oxidativo y la cadena de transporte de electrones en
mitocondrias en un modelo de diabetes inducida.

Se utilizaron ratas Wistar, a las cuales se les indujo la diabetes con una inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina, se aislaron las mitocondrias de higado y se incubaron
con el extracto a concentraciones de 0.1, 0.5y 1 mg/ml.

Como resultados el extracto etandlico de Satureja macrostema aumento la resistencia de
los complejos 11y IV de la cadena de transporte de electrones ante el estrés oxidativo que
se produce durante la diabetes, mientras que en los grupos controles el efecto se observo en
los complejos | y 11, lo que redujo la produccion de especies reactivas de oxigeno y como
consecuencia una mayor proteccion de las membranas mitocondriales ante la

lipoperoxidacion.

PALABRAS CLAVE: Diabetes, Mitocondria, Hepatopatia, Antioxidante,

Lipoperoxidacion.
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ABSTRACT
Diabetes mellitus (DM) is a chronic degenerative disease, considered a public health

problem. In México, is the leading cause of death nationwide due to complications
associated with this condition. Diabetes is associated with an overproduction of reactive
oxygen species (ROS) caused by hyperglycemia, generating oxidative stress that is a key
event in the pathogenesis of complications associated with diabetes. The liver is one of the
organs that are affected during the DM. Studies show that diabetic liver disease is strongly
associated with insulin resistance and precedes the manifestation of type 2 diabetes, in
which free radicals cause one mechanism most important of liver damage. Satureja
macrostema known as nurite belongs to the Lamiaceae family and has great importance in
the traditional medicine of the Purepecha people, state of Michoacan.

In this work the effect of the ethanol extract of Satureja macrostema on oxidative stress
and the electron transport chain in a model of rat liver mitochondria induced-diabetes was
evaluated. Wistar rats were used, to which diabetes was induced by intraperitoneal injection
of streptozotocin, the liver mitochondria were isolated and incubated with the extract at
concentrations of 0.1, 0.5 and 1 mg / ml. As a result the ethanol extract of Satureja
macrostema increases the resistance of complex Il and IV of the electron transport chain in
mitochondria where oxidative stress occurs during diabetes, while in the control groups the
observed effect were only in complexes | and Il , which reduced the production of reactive
oxygen species and as a result in greater protection of mitochondrial membranes to lipid

peroxidation .
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de alteraciones metabdlicas crénico-
degenerativas, caracterizada por un estado constante de hiperglucemia persistente. Esto se
debe a que el pancreas no produce insulina, o no lo suficiente, para ayudar a que la glucosa

entre en las células del organismo, o la insulina que se produce no se utiliza correctamente.

La insulina es una hormona polipeptidica producida por las células beta de los
islotes de Langerhans del pancreas, que regula el metabolismo de la glucosa. Incrementa el
transporte de glucosa a las células e induce la formacion de glucogeno en el higado, logra

cumplir su funcidn gracias su union con receptores en la membrana de la célula.
Existen tres principales tipos de diabetes:

= Diabetes mellitus tipo 1. Corresponden 5-10% casos. Caracterizada por una
destruccion selectiva de las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas.
Las personas con diabetes tipo 1 no producen insulina y deben usar inyecciones de

insulina para controlar los niveles de glucosa en la sangre.*

= Diabetes mellitus tipo 2: 80% casos. El pancreas no produce suficiente insulina o el

cuerpo es incapaz de reconocerla y utilizarla correctamente.

= Diabetes mellitus gestacional: se caracteriza por hiperglucemia que aparece durante

el embarazo, puede desaparecer al término de éste o persistir como diabetes clinica.
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Los sintomas que se presentan durante la diabetes mellitus tipo 1 son: polidipsia, polifagia,

poliuria, pérdida de peso sin alguna razon, dificultad para respirar, cambios en la vision y
debilidad, estos sintomas pueden aparecer repentinamente (Figura 1). Las personas con
DM tipo 2 pueden no presentar sintomas y son diagnosticados muchos afios después de que
comience la enfermedad, los sintomas son similares que en la DM tipo 1 pero menos

evidentes.

Figura 1. Sintomas presentes en la diabetes mellitus.

Segun una encuesta nacional de salud y nutricion en 2012, en México la diabetes
se encuentra entre las primeras causas de muerte, se estima que en México existen 34
millones de personas con DM. La federacion internacional de diabetes (FID) estima que
existen 382 millones de personas en todo el mundo con esta enfermedad. Existe una
tendencia creciente de diabetes en personas cada vez mas jovenes, una tendencia que es
muy preocupante para las futuras generaciones. En 2014, el 9% de los adultos mayores
de 18 afios tenian diabetes.
En el 2012 la diabetes fue la causa directa de 1,5 millones de muertes. Més del 80 % de
las muertes por diabetes se registran en paises de bajos y medianos ingresos. De seguir los
patrones demograficos actuales, mas de 592 millones de personas estaran afectadas de

diabetes en una generacion.?
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En Michoacan la prevalencia de diabetes mellitus es del 7.5%, ha tenido un

comportamiento variante, desde el 2005-2008, ocupando los tres primeros lugares como

causa de mortalidad en la poblacion y sélo en el 2009 ocupo la primera causa de muerte.?

1.2.- Complicaciones durante la DM
Las personas con diabetes corren el riesgo de desarrollar una serie de problemas

de salud que pueden provocar discapacidad o la muerte. Los constantemente altos niveles
de glucosa en sangre pueden conducir a enfermedades graves, se puede asociar con
complicaciones agudas que pueden dar lugar a alteraciones importantes, como precipitacion
de accidentes cardiovasculares o cerebrovasculares, lesiones neuroldgicas, coma y riesgo
vital, la hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia a dafios a largo plazo, que provocan
disfuncion y fallo de varios 6rganos: en especial, ojos, rifiones, nervios, corazon, vasos

sanguineos e higado.*

1.2.1 Retinopatia diabética
La retinopatia es la afeccion de la microvascularizacion retiniana asociada a la

hiperglucemia prolongada y otras condiciones vinculadas a la diabetes mellitus tales como

la hipertension.®

1.2.2.- Nefropatia diabética
La nefropatia diabética es una de las complicaciones mas importantes de la

diabetes de larga evolucion.® Alrededor del 20-30% de los pacientes diabéticos presentan
evidencias de nefropatia aumentando la incidencia en la diabetes tipo 2.” La nefropatia
diabética constituye un sindrome clinico diferenciado caracterizado por albuminuria
superior a 300 mg/24 h, hipertension e insuficiencia renal progresiva. Los estados mas

graves de nefropatia diabética requieren didlisis o trasplante renal. 8

1.2.3 Neuropatia diabética
La neuropatia esta presente en el 40-50% de los diabéticos después de 10 afios del

comienzo de la enfermedad, tanto en los tipo 1 como en los tipo 2, aunque menos del 50%
de estos pacientes presentan sintomas, podria definirse como la presencia de sintomas y/o

signos de disfuncion nerviosa periférica en personas con diabetes.®
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1.2.4 Enfermedad cerebrovascular
Las complicaciones cerebrovasculares son 2 veces mas frecuentes en los

diabéticos que en los no diabéticos. La suma de los distintos factores de riesgo, como la
hipertension, la dislipemia y cardiopatia aumentan la frecuencia de las complicaciones
cerebrovasculares en el diabético, aunque de todos ellos el mas importante, sin duda, es la

hipertension.°

1.2.5 Hepatopatia diabética
El higado es uno de los Organos que se afectan durante la DM. La excesiva

gluconeogénesis en el higado contribuye al constante estado de hiperglucemia, y este
incremento cronico de los niveles de glucosa tiene un gran impacto sobre el mismo
higado.!

El higado juega un papel central y crucial en la regulacion del metabolismo de
los carbohidratos. Su funcionamiento normal es esencial para el mantenimiento de los
niveles de glucosa en sangre y de un suministro continuo a los 6rganos que requieren una

fuente de energia de la glucosa.'?

La diabetes esta relacionada con una sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en el higado causada por la hiperglucemia, generando un estrés oxidativo,
evento que es clave en la patogénesis de las complicaciones asociadas a la diabetes.*3

Cuando las células hepaticas son expuestas a un exceso de estas especies
reactivas, se produce el dafio oxidativo y se afectan muchas funciones celulares.** Este
proceso puede alterar la expresion de determinados genes a través de la activacion de
factores de transcripcion como NF-kB, que conduce a una activacion de citoquinas,
moléculas de adhesion, genes de supervivencia, etc. o pueden inducir alteraciéon de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial con consecuencias letales, la peroxidacion

lipidica iniciada por las ERO puede jugar un papel importante en la fibrogénesis hepatica.’®
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En mitocondrias de higado aisladas de ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina (STZ) se ha mostrado una disminucion en la actividad de la Cadena de
Transporte de Electrones (CTE), caracterizada por una disminucién en el potencial de

membrana y en el cociente respiratorio.®

La esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA), incluye una serie de condiciones
clinicopatoldgicas cada vez con mayor frecuencia en pacientes diabéticos, 1 este desorden
se caracteriza por un deposito significativo de lipidos en los hepatocitos, que puede
progresar a esteatohepatitis no alcoholica, y aumenta el riesgo de enfermedades

cardiovasculares. 18

La resistencia a la insulina (RI) y la obesidad son dos importantes elementos
etiopatogénicos de la esteatosis hepatica no alcohdlica, ambas aumentan la afluencia de
acidos grasos libres (AGL) al higado lo que induce una mayor produccién de triglicéridos
hepaticos. La RI, promueve la lipogénesis de novo de AGL, al sobreexpresar factores de
transcripcion lipogénicos tales como la proteina unida al elemento regulador de esteroles
(SREBP-1c) el cual aumenta la malonil-CoA, la cual inhibe la oxidacion de los AGL dando
como resultado mayor disponibilidad hepatica de AGL como sustrato para la sintesis de

triglicéridos (Figura 2). 1°
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Figura 2. A) Sintesis hepatica normal de triglicéridos y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL). B) Fisiopatologia de la EHNA. Influencia de laresistencia a la
insulina en la EHNA.2
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1.3.- Alteraciones mitocondriales durante la DM
Las mitocondrias son los organulos celulares encargados de la obtencion de la energia

necesaria para las correctas funciones celulares, que mediante la utilizacion del oxigeno
molecular (O2), permiten obtener una gran cantidad de energia.’®

Las mitocondrias estan constituidas por dos membranas, una externa lisa y una interna
fuertemente plegada, el espacio que hay entre estas dos membranas se conoce como espacio
intermembranal. La membrana interna es donde se encuentra la CTE, que junto a la ATP
sintasa se le conoce como el Sistema de Fosforilacion Oxidativa, o sistema OXPHOS, y
presenta un gran namero de invaginaciones, para aumentar la superficie y permitir la

inclusion de un mayor niimero de proteinas (Figura 3). 2
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Figura 3. Estructura y composicion de la mitocondria.??

Se considera que la mitocondria es el sitio dentro de la célula donde se genera la mayor
cantidad de ERO que desencadenan un estrés oxidativo, provocando defectos en el

metabolismo mitocondrial y enfermedades.?3
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1.4.-Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) por la mitocondria

Durante el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones (CTE) los
electrones de los equivalentes reductores NADH y FADH,, son transportados
secuencialmente a través de los diferentes complejos de la CTE.2® Los electrones son
donados a los complejos | (NADH deshidrogenasa) y Il (succinato deshidrogenasa)
respectivamente, posteriormente la ubiquinona o coenzima Q acepta los electrones de estos
dos complejos, sufriendo dos semireacciones de reduccion a ubisemiquinona y ubiquinol
recibiendo un electron a la vez. Estos electrones son transportados al complejo 111 (UQ-
citocromo ¢ oxido-reductasa), al citocromo c y al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) que
los utiliza para reduciral O, hasta H,0.2* Acoplado al transporte de electrones, los
complejos I, 111 'y 1V de la cadena, traslocan protones desde la matriz mitocondrial hacia el
espacio intermembrana, generando un potencial de membrana que es aprovechado por la
ATP sintasa 0 complejo V para impulsar la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato

inorganico (Figura 4). %

H
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Figura 4. Produccion de especies reactivas de oxigeno durante el funcionamiento de la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria.?
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Sin embargo la molécula de O tiene una gran avidez por los electrones y durante

su transporte a traves de la CTE debido a la fuga de electrones en los sitios redox de los

complejos 1y 111, se generan especies reactivas de oxigeno (ERO).

Los electrones reaccionan con el O, dando como resultado la formacién de anion
superoxido Oz que es la principal especie reactiva de oxigeno producida por la
mitocondria. La superdxido dismutasa mitocondrial (SODm) dependiente de manganeso
convierte al Oz~ en perdxido de hidrogeno H20», el cual en presencia de iones fierro o
cobre forma el radical hidroxilo OH-, un radical altamente reactivo y mas dafiino a toda
clase de biomoléculas. Para equilibrar la respuesta oxidante se dispone de una serie de
sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacién de ERO preservando la integridad

mitocondrial. 2*

La produccion de ERO, como el anion superdxido, da lugar a la formacion de
productos finales de glicosilacion avanzada (AGESs), activacion de la via de los polioles,
inactivacion de las enzimas antioxidantes y descontrol en el metabolismo del 6xido nitrico

(ON) y de las prostaglandinas.®

Los lipidos, sobre todo los &cidos grasos poliinsaturados, son las biomoléculas
mas susceptibles a ser atacadas por los radicales libres.?’ El proceso de dafio oxidativo a los
lipidos se denomina peroxidacion lipidica, en esta reaccion el radical libre formado oxida
una cadena insaturada de lipido, dando como resultado la formacion de un lipido
hidroperoxidado y un radical alquilo el cual reacciona con una molécula de oxigeno y
regenera la especie inicial, constituyendo una reaccion en cadena (Figura 4).% La
peroxidacion de los lipidos genera especies como el malondialdehido y el 4-hidroxi-2-
nonenal, los cuales son considerados como citotdxicos, ya que pueden funcionar como
agentes electrofilicos capaces de interactuar con otros componentes celulares,

principalmente proteinas y ADN.
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La peroxidacion lipidica se considera como un factor muy importante en el

envejecimiento celular.?® El dafio oxidativo a los lipidos de la membrana constituye un

factor importante en la diminucion de la fluidez de las membranas y provocando dafio en su

integridad.*
g
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Figura 4. Mecanismo de peroxidacion lipidica.®
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1.5. Terapias antioxidantes durante la diabetes
Diversos estudios muestran que el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes se ve

alterado en pacientes diabéticos, ya que se observa una disminucion en la actividad de los
antioxidantes y, por ende, el aumento de especies reactivas,® que se han implicado en la
etiopatogenia de la enfermedad y en la aparicion de complicaciones cronicas.

La generacion de AGEs, la activacion de la via de los polioles y de las hexosaminas, asi
como la activacion de las proteinas quinasas C estan en estrecha relacion con la generacion

de ERO que conducen a un estrés oxidativo cronico en estos pacientes.*

Es importante mencionar que las ERO juegan un rol fisiolégicamente importante
pudiendo actuar a distintos niveles: como sefiales intracelulares y reguladora de genes
implicados en el proceso de crecimiento y desarrollo celular, como inductores de la
expresion de genes, en la regulacion de la estructura y funcién de determinadas proteinas,
intervienen en el control del tono muscular, participan en los procesos de eliminacion de
patdgenos, entre otros aspectos importantes.3* Por lo tanto los antioxidantes son
indispensables de manera que se mantenga un equilibrio entre la cantidad de ERO vy las

defensas antioxidantes.®

Algunos reportes muestran a la terapia antioxidante como una alternativa para
prevenir y contrarrestar a las diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo,
manteniendo el balance entre la formacion y neutralizacion de los radicales libres (RL).%®

Estrategias terapéuticas con antioxidantes naturales tienen como objetivo
disminuir el impacto que tiene las complicaciones asociadas con un aumento en el estrés

oxidativo durante la diabetes como en el caso de la hepatopatia diabética.®’

Las plantas medicinales, de uso tradicional son consideradas una fuente
importante de nuevos compuestos efectivos como hepatoprotectores como es el caso de
Taraxacum officinale (diente de leén) en la cual un estudio demuestra la accién

hepatoprotectora y antioxidante.®
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La administracién de D-limoneno, un monoterpeno, a ratas diabéticas, causd una
reduccion significativa en los niveles de peroxidacion lipidica y un aumento en las

actividades de las enzimas antioxidantes, en el plasma y en los tejidos.®

Las dosis adecuadas del aceite esencial de canela indigena del quimiotipo linalol
exhibieron un potencial terapéutico en el control glucémico en la diabetes, que fue al menos

en parte el resultado de la secrecién de insulina mejorada.*

Cortés-Rojo et al, demostraron que el aceite de aguacate protege del dafio
mitocondrial que se produce durante la diabetes al aumentar la resistencia de los complejos

respiratorios al estrés oxidativo y reducir la formacion de ERO.*

1.6. Satureja macrostema: caracteristicas y propiedades.

Las plantas aromaticas de la familia Lamiaceae son usadas como especias o0 té y
han sido ampliamente estudiadas por la presencia de antioxidantes naturales. Algunos
miembros del género Satureja tienen caracteristicas aromaticas y medicinales, las hojas,
flores y tallos son usados como infusion y en medicina tradicional, para tratar dolores

musculares, nauseas, diarrea y enfermedades infecciosas.*’

Existen investigaciones realizadas acerca de la actividad antioxidante de las
plantas del género Satureja, tanto en aceites esenciales como en extractos, en donde se
demostrd la capacidad de captura del radical DPPH de hasta 89,87 %.%
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Satureja macrostema Es una planta arbustiva de 1 a 2 m de alto con tallos

erectos, ramas arqueadas y tiene flores solitarias 0 en grupos de 2-3 en las axilas de las
hojas (Figura 5). Ha sido utilizada en la medicina tradicional como digestivo,
carminativo, asi como para combatir el dolor de estdbmago en los estados de Michoacén y
Oaxaca. Esta planta se localiza en los estados de Michoacan, San Luis Potosi, Jalisco y

Oaxaca.”®

Figura 5. Parte aérea Satureja macrostema.

1.6.1 Clasificacion botanica de Satureja macrostema.

Clase Dicotileddneo Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Tubiflorales Labiales
Familia Labiateaeo lamiaceae
Genero Satureja

Especie Macrostema

Satureja macrostema cuenta con diversos nombres comunes tales como; Nurite, Té Nurite,

Té de Monte, Tabaquillo, Nurhitini te (Purépecha).*3
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1.6.2 Compuestos antioxidantes en plantas de nurite (S. macrostema)
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Figura 6. Cromatografia de aceites esenciales de la parte aérea de Satureja macrostema cultivadas
en Invernadero.*

Los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan
constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo de 5 atomos de carbonos, llamado
isopreno, son los metabolitos secundarios que dan las caracteristicas organolépticas (aroma
y sabor) de las plantas y que constituyen la mayor parte del aceite esencial producido por
las plantas aromaticas.*

Se ha demostrado que los terpenos tienen un comportamiento antioxidante que
proporciona una proteccion relevante bajo condiciones de estrés oxidativo en diferentes
enfermedades incluyendo hepaticas, renales, enfermedades neurodegenerativas vy

cardiovasculares, cancer, diabetes, asi como en los procesos de envejecimiento.*®

Investigaciones demuestran el potencial antioxidante y hepatoprotector del
extracto metandlico de Satureja macrostema usando diversos ensayos antioxidantes,
incluyendo DPPH, superéxido, el 6xido nitrico (NO), captacién de radicales hidroxilo y la

actividad quelante de hierro en ratas con dafio hepatico.*’
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2. JUSTIFICACION

En la DM descompensada se favorece la aparicion de complicaciones como es la
hepatopatia diabética, complicacion que se asocia a un incremento en el estrés oxidativo
mitocondrial, produciendo trastornos en la funcién y metabolismo hepético, por lo cual se
deben buscar alternativas para prevenir y mejorar la calidad de vida de las personas con
esta enfermedad. El empleo del extracto etandlico de Satureja macrostema pudiera ser una
alternativa en el tratamiento de la hepatopatia diabética, debido a que presenta
antioxidantes que retardan o previenen el dafio causado por las especies reactivas de

oxigeno.

| FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA



3. HIPOTESIS

El extracto etandlico de Satureja macrostema mejora la funcién de la CTE al disminuir el

estrés oxidativo en mitocondrias de higado de rata con diabetes tipo 1.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Evaluar el efecto del extracto etandlico de Satureja macrostema sobre la cadena de

transporte de electrones y el estrés oxidativo en mitocondrias de higado de rata con

diabetes tipo 1.

4.2. Objetivos Especificos

= Evaluacion del efecto del extracto etandlico de Satureja macrostema sobre la CTE

en mitocondrias de higado de rata con diabetes tipo 1.

= Determinar el efecto del extracto etandlico de Satureja macrostema sobre el estrés
oxidativo en mitocondrias de higado de rata con diabetes tipo 1.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales
Se emplearon ratas Wistar macho, entre 300-350 g, las cuales fueron mantenidas en un

bioterio bajo condiciones de temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.
Fueron alimentadas con una dieta especial para roedores y agua ad libitum. Para el manejo
de los animales se siguieron las recomendaciones de la norma para el uso de animales
expedida por la Secretaria de Agricultura en el parrafo de Regulaciones Federales para el
Uso de Animales (NOM-062-Z00-1999). Esta investigacion también fue aprobada por el
Comité Institucional para el Uso de Animales de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. La diabetes fue inducida mediante una inyeccion intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ) (45 mg/Kg), en ratas sometidas a un ayuno previo de 12 horas.
Cinco dias después de la induccion de la diabetes, se realizd la medicion de los niveles de
glucosa, los animales con niveles de glucosa mayores de 300 mg/dl fueron usados para
conformar el grupo diabético.

Para el estudio las ratas fueron divididas al azar en dos grupos, de cuatro ratas cada uno.
Grupo 1: control, Grupo 2: diabético.

5.2 Aislamiento de mitocondrias
Las mitocondrias de higado se aislaron mediante centrifugacion diferencial con el método

descrito por Saavedra-Molina y Devlin (1997). Para obtener las mitocondrias, los higados
fueron triturados y lavados con medio 1 (220mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 MM MOPS y
1 mM EGTA, a pH 7.4). Los fragmentos fueron homogenados y centrifugados a 2000 rpm
y el sobrenadante se centrifugo nuevamente a 7500 rpm y la pastilla resultante fue lavada
con medio 2 (220mM manitol, 70 mM sacarosa y 2 mM MOPS, a pH 7.4) y centrifugada a
9000 rpm. Finalmente la pastilla se resuspendid en 500ul de medio 2. Todas las
centrifugaciones se realizaron durante 10 minutos a 4°C. La concentracién de proteina

mitocondrial fue determinada mediante el método de Biuret.
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5.3 Induccidn de estrés oxidativo en las mitocondrias e incubacion con el

extracto etandlico de Satureja macrostema.
Se indujo estrés oxidativo en las mitocondrias aisladas incubandolas en buffer de fosfatos

(50 mM KH2PQ4, pH 7.6), adicionando una concentracion de 25uM de Fe?* e incubandolas
durante 30 minutos a 4°C en agitacion constante. El ion Fe?* estimula en buffer de fosfatos
la formacion de radical OHe el cual es capaz de iniciar el proceso de lipoperoxidacion
(figura 7).* Las muestras fueron incubadas con el extracto etandlico de Satureja

macrostema a concentraciones de 0.1 0.5y 1 mg/ml.

Fe¥*+ 0 - Fe?" + 0,

Fe** + H,02 — Fe** + OH™ + OH'

Figura 7. Reaccion de Heber-Weiss

5.4 Actividad de los complejos de la cadena de transporte de electrones (CTE)
Las actividades de los complejos mitocondriales fueron determinadas en un

espectrofotometro Shimadzu UV2550 a temperatura ambiente utilizando sustratos e
inhibidores especificos para cada complejo y mitocondrias solubilizadas con Triton 10% en
un buffer hipotdnico.>

5.5 Actividad de la NADH deshidrogenasa (complejo I)
0.3 mg/ml de mitocondrias en un volumen de 1ml de buffer de fosfato (50 MM KH2POQOa,

pH 7.6) se incubaron cinco minutos con ImM de KCN, 1pg de antimicina A y 100 mM de
EDTA. Al término de la incubacién se agregaron 5mM de ferrocianuro de potasio y se
comenzo la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 340nm, transcurrido
un minuto se agregé NADH y se continud el trazo durante cuatro minutos mas, durante los

cuales se midi6 la oxidacion del NADH.

5.5.1 Actividad de la succinato deshidrogenasa (complejo I1)
0.3 mg/ml de mitocondrias en un volumen de 1ml de buffer de fosfato (50 mM KH2POs,

pH 7.6) se incubaron cinco minutos con 1mM de rotenona, 1ug de antimicina A y 1mM de
KCN. Al término de la incubacion se agregaron 80uM de 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP)
y se comenzoO la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 600nm,

transcurrido un minuto se agregé 10mM de succinato y se continuo el trazo durante cuatro
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minutos mas, durante los cuales se midié la reduccion del DCIP el cual actla como un

aceptor artificial de electrones.

5.5.2 Actividad de succinato-citocromo c oxidorreductasa (complejo I11)
0.3 mg/ml de mitocondrias en un volumen de 1ml de buffer de fosfato (50 mM KH2PQg,

pH 7.6) se incubaron cinco minutos con 1mM de rotenona y 1ImM de KCN. Al término de
la incubacion se agregaron 1.5mg de citocromo ¢ y se comenzO la lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 550nm, transcurrido un minuto se agregd
10mM de succinato y se continuo el trazo durante dos minutos més, durante los cuales se
midio la reduccion del citocromo c. La reaccion se detuvo al agregar 1pg de antimicina A
la cual es un inhibidor del complejo 111. La reduccién del citocromo c sensible a antimicina
se calculd restando a la actividad en presencia de succinato a la actividad en presencia de

succinato + antimicina A.

5.5.3 Actividad citocromo c oxidasa (complejo 1V)
0.3 mg/ml de mitocondrias en un volumen de 1ml de buffer de fosfato (50 mM KH2PQg,

pH 7.6) se incubaron cinco minutos con 1mM de rotenona y lug de antimicina A. Al
término de la incubacion se agregd 1.5mg de citocromo c previamente reducido con unos
gramos de ditionita de sodio se comenzd la lectura en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 550nm, donde se midid la oxidacion del citocromo c. La reaccion se detuvo al
agregar 1mM de KCN el cual es un inhibidor del complejo IV.

5.6 Niveles de lipoperoxidacién
Los niveles de lipoperoxidacion se midieron utilizando el método del &cido tiobarbiturico

(TBARS).>! A 0.3 mg/ml de mitocondrias en un volumen de 1ml de buffer de fosfatos (50
mM KH2POs, pH 7.6), se le agregaron 2 ml de la solucion &cida compuesta por &cido
tricloroacético 15%, é&cido tiobarbitirico 0.375% y HCI 0.25N. Posteriormente, las
muestras se calentaron a bafio maria durante 30 minutos y después fueron enfriadas en hielo
y centrifugadas a 7500rpm durante cinco minutos a 4°C. Finalmente, se extrajeron 2ml del
sobrenadante y se leyeron en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18 UV/vis a

532nm. Los resultados se expresaron como sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
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(TBARS), las cuales se calcularon en base al coeficiente de extincion molar del
malondialdehido 1.56X 10° Molcm™.

5.7 Produccion de especies reactivas de oxigeno
Esta determinacion se realiz6 evaluando la oxidacion de la sonda fluorescente 277" -

diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCDHF-DA) por las ERO. En la celda se afadio
Img/ml de suspension de mitocondrias aisladas y 5 ul de DCDHF-DA (500 mM) para
obtener un volumen final de 2ml de medio 2 de aislamiento de mitocondrias, la lectura de
la fluorescencia se realizo a una A de excitacion de 485 nm y una A de emision a 520 nm en
un espectrofluorometro Shimadzu RF5000U.

Después de 1min se afiadio una concentracion de 10 mM de glutamato/malato y se midié el
incremento en la fluorescencia. Los resultados fueron presentados como unidades

arbitrarias de fluorescencia.®?

5.8 Analisis estadistico
Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de al menos 5

experimentos independientes. La significancia estadistica de las diferencias entre las
medias (P<0.05) se determinaron mediante la prueba t de Student con el programa

estadistico Sigma Plot version 11.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA mM/min*mg prot

6. RESULTADOS

6.1. Efecto del extracto etanolico de Satureja macrostema sobre la actividad de
la CTE inducidos por la diabetes.

La actividad de los complejos I, II, 1I1 y IV de la CTE se evaluaron utilizando
inhibidores y sustratos especificos para cada complejo como se describié en materiales y

métodos.

En el panel A que corresponde al grupo control se puede observar que la actividad
del complejo | se vio disminuida con la adicion del Fe?* en un 33% , mientras que el
grupo que fue incubado con el extracto a una concentracion de 1mg/ml recupero la
actividad en un 50%, sin embargo esta diferencia no es significativa. En el panel B
correspondiente al grupo diabético no se observa diferencias entro los distintos grupos en la

actividad del complejo I (Figura 8).

25 25

20 A 20 4

15 4

15 4

10 H 10 4

ACTIVIDAD ESPECIFICA mM/min*mg prot

Lo N ww B

CTRL CTRL+Fe* 0.1 0.5 1 DIABETICO  DIABETICO 0.1 0.5 1

2
[Extracto] +Fe [Extracto]

Figura 8. Actividad del complejo | (NADH deshidrogenasa) en mitocondrias de higado incubadas
con el extracto etandlico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5 y 1mg/ml. Grupo
control (panel A n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se presentan como la media + E.E.
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En la figura 9 se muestran los resultados del complejo Il, en donde se puede
observar en el panel A correspondiente al grupo control, que la actividad de este complejo
disminuy6 en un 40% en el grupo retado a un estrés con Fe?* respecto al grupo control,
mientras que los grupos incubados con el extracto presentaron una mayor actividad con las
tres concentraciones del extracto de un 60 % (p< 0.05). En el panel B que corresponde al
grupo diabético la actividad del complejo se ve mas afectada, y se recupero solo

parcialmente, sin embargo esta disminucién no fue estadisticamente significativa.
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Figura 9. Actividad del complejo Il (succinato deshidrogenasa) en mitocondrias de higado
incubadas con el extracto etandlico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5 y
1mg/ml. Grupo control (panel A n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se presentan como
la media + E.E.
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En la figura 10 que muestra los resultados de la actividad del complejo 111 se puede

observar en el panel A que corresponde al grupo control, que el grupo tratado con Fe?*
muestra un descenso del 95% comparado con el control, la incubacion con el extracto no
muestra ninguna diferencia significativa de la actividad del complejo.

En el panel B podemos observar que la actividad del complejo fue menos sensible al
tratamiento con Fe?* y la incubacion con las diferentes concentraciones del extracto no

muestran efecto en la actividad de este complejo.

0.4 0.4

0.3 4
0.2 q
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Figura 10.- Actividad del complejo 111 (succinato-citocromo ¢ oxido-reductasa) en mitocondrias de
higado incubadas con el extracto etanélico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5y
1mg/ml. Grupo control (panel A n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se presentan como
la media + E.E.
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En la actividad del complejo IV (Figura 11) se puede apreciar en el panel A

correspondiente al grupo control, que no se presenta sensibilidad al tratamiento con Fe?*, de
igual forma se pude observar que no existen diferencias en la actividad del complejo IV en
los grupos con las diferentes concentraciones del extracto.

En el panel B (grupo diabético) se puede observar que el tratamiento con Fe
disminuye en un 86% la actividad del complejo 1V respecto al grupo control mientras que
los grupos con el extracto muestran parcialmente un aumento en la actividad, siendo la
concentracion de 0.5 mg/ml la que presenta mayor actividad de hasta 4.2 veces méas que el

grupo tratado con Fe?* (p<0.01).
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Figura 11. Actividad del complejo IV (citocromo c¢ oxidasa) en mitocondrias de higado
incubadas con el extracto etandlico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5 y
1mg/ml. Grupo control (panel A n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se presentan como
la media = E.E.
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6.2. Efecto del extracto etanolico de Satureja macrostema sobre los niveles de
lipoperoxidacion.

Se determinaron los niveles de lipoperoxidacion usando el método de formacion de
sustancias reactivas del &cido tiobarbiturico (TBARS) en las mitocondrias de higado
incubadas con las diferentes concentraciones del extracto, en donde se puede observar en la
figura 12 en el panel A, que corresponde al grupo control, un aumento el grupo que fue
retado a un estrés con Fe?* de hasta 8.6 veces mas comparado con el grupo control
(p< 0.05), y una disminucion en los niveles de lipoperoxidacion en los grupos incubados
con el extracto de un 36% comparadas con el grupo que fue retado a un estrés con Fe?",
siendo la concentraciébn de 1 mg/ml la que presenta mayor proteccion contra la

lipoperoxidacion, sin embargo esta diferencia no fue significativa.

En el panel B se puede observar que el tratamiento con Fe?* incrementa los niveles
de lipoperoxidacion en un de hasta 12 veces mas comparado con el grupo control (p<0.001)
y los grupos que fueron incubados con el extracto presentan los niveles mas bajos,
comparados con el grupo retado a un estrés con Fe?*, siendo la concentracion de 0.1 mg/ml
la que en este caso produjo una disminucion en los niveles de lipoperoxidacion del 89%
(p<0.001).
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Figura 12. Niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias de higado incubadas con el extracto
etandlico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5 y Img/ml. Grupo control (panel A
n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se presentan como la media + E.E.
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Unidades de Fluorescencia

6.3. Efecto del extracto etandlico de Satureja macrostema sobre la produccion
de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria.

Se determind la produccién de ERO utilizando una sonda fluorescente 2°7°-
diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCDHF-DA) y glutamato/malato como sustrato
mitocondrial.

La oxidacion de la DCDHF-DA al compuesto fluorescente 2-7 diclorofluoresceina
oxidada (DCF) por la presencia de H2O., permite utilizar esta reaccion como indicador
especifico de la formacion de esta especie reactiva.

En la figura 13 se muestran los resultados, en donde se puede observar en el panel A
la produccién de ERO en el grupo control, donde observa una tendencia a disminuir de los
niveles de ERO en las muestras tratadas con las concentraciones del extracto comparadas
con el grupo control quien produjo la mayor cantidad de ERO, siendo la concentracion mas
alta de Img/ml la que disminuy6 la produccion de ERO un 70%. En el panel B que
corresponde al grupo diabético no se observa ninguna diferencia significativa entre los

distintos grupos.
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400 A

Unidades de Fluorescencia

200 200 4

CONTROL 0.1 05 1 BHT DIABETICO 0.1 0.5 1 BHT

[Extracto] [Extracto]

Figura 13. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en mitocondrias de higado
incubadas con el extracto etandlico de Satureja macrostema a concentraciones de 0.1, 0.5 y 1mg/ml
durante 20 min a 4°C. Grupo control (panel A n=4), grupo diabético (panel B n=4). Los datos se
presentan como la media = E.E.
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7. DISCUSION

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades con mayor prevalencia y
repercusion sociosanitaria, no sélo por su elevada frecuencia, sino también por el impacto

de las complicaciones cronicas de la enfermedad. 3

Con el tiempo, la diabetes puede dafiar el corazon, los vasos sanguineos, 0jos,
rifiones y nervios. Se calcula que en 2012 fallecieron 1,5 millones de personas como
consecuencia directa de la diabetes. *

México ocupa actualmente el noveno lugar mundial en la prevalencia de diabetes.
Este es un dato alarmante, y mas aun cuando las proyecciones refieren que para el afio
2025, el pais ocupara el sexto o séptimo lugar. ®* Segin proyecciones de la OMS, la

diabetes sera la séptima causa de mortalidad en 2030.%°

Estudios demuestran que la diabetes esta relacionada con una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) causada por la hiperglucemia, evento que es clave en
la patogénesis de las complicaciones asociadas a la diabetes.™

La diabetes se asocia con elevados niveles de marcadores de dafio oxidativo,
debido a alteraciones metabdlicas en la mitocondria, como es el aumento en la produccién

de ERO, la peroxidacion lipidica y la disminucion de las defensas antioxidantes.>?

La esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA), es una de las complicaciones que se
pueden presentar durante la diabetes, su importancia radica en la alta prevalencia en
pacientes diabéticos y, desde el punto de vista hepatico, en su progresiva evolucion desde
esteatosis a cirrosis y cancer de higado. Se ha observado que la EHNA da lugar a frecuentes

alteraciones en el metabolismo lipidico y a un incremento del riesgo cardiovascular.®

Estudios recientes enfatizan el papel de la resistencia a la insulina, el estrés
oxidativo, la peroxidacion de lipidos vy la disfuncion mitocondrial en el desarrollo y

progresion de higado graso no alcohdlico.®’
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Por lo que el estudio de nuevos tratamientos antioxidantes que ayuden a prevenir o

contrarrestar las complicaciones causadas por el ERO en la diabetes es de suma

importancia.

Se ha demostrado que antioxidantes presentes en la plantas previenen el
desarrollo del estrés oxidativo en ratas con diabetes inducidas con estreptozotocina.® Los
antioxidantes pueden actuar a diferentes niveles, inhibiendo la formacion de ERO,

eliminando los radicales libres, o aumentando las capacidades de defensa antioxidantes.>®

Por lo tanto en el presente trabajo se plantea que el extracto etandlico de Satureja
macrostema ayuda aprevenir el estrés oxidativo en mitocondrias de higado de rata con
diabetes, lo que pudiera ayudar en la atenuacion del desarrollo de complicaciones
asociadas con la enfermedad.

En la medicién de la actividad de los complejos de la cadena de transporte de
electrones, los resultados muestran que la actividad del complejo | de las mitocondrias de
higado se ve disminuida durante la diabetes y que el tratamiento con el extracto no muestra
diferencia comparado con el grupo control (Fig. 8B). Mientras que el tratamiento con el
extracto produjo un incremento en la actividad de este complejo solo en el grupo control, lo
que podria disminuir la formacién de ERO ya que el complejo | es uno de los méximos
productores de éstas. (Fig. 8A).%°

La actividad del complejo Il disminuyo durante la diabetes, (lo contrario en lo
reportado en un articulo donde se muestra que en algunos casos la actividad del complejo Il
aumenta en mitocondrias de higado de rata) 1! mientras que el tratamiento con el extracto
produjo un incremento parcial en la actividad del complejo (Figura 9B). Por otro lado los
resultados muestran que en el grupo control las incubaciones con el extracto presentaron
una mayor actividad con las tres concentraciones (Figura 9A).

Por otra parte la actividad del complejo 11l disminuyo durante la diabetes, existen
reportes en donde se demuestra que el complejo 111 es uno de los principales productores de
especies reactivas de oxigeno de la cadena transportadora de electrones,®' y que ademas la
actividad deficiente del complejo 111 esta relacionada a dafio hepéatico,%? los resultados nos
muestran que el tratamiento con el extracto de Satureja macrostema no tiene ningun efecto

en la actividad de este complejo en las mitocondrias del grupo diabético ni en el grupo
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control, esto debido quiza a que las concentraciones del extracto no son las adecuadas para

presentar un efecto a nivel del compleo IlI.

En tanto que el complejo IV presenta una mayor actividad en el grupo diabético
cuando se incubaron las mitocondrias con las diferentes concentraciones del extracto, lo

que ayudaria en la fase final del transporte electronico y la obtencién de energia.

En la medicion de los niveles de peroxidacion lipidica se observo que durante la
diabetes los niveles aumentaron, el tratamiento con el extracto etanolico de Satureja
macrostema disminuyd los niveles de lipoperoxidacion, lo que ayudaria en la proteccion
de las membranas mitocondriales  disminuyendo el riego de dafio celular, se han
reportados antioxidantes que disminuyen los niveles de lipoperoxidacion, esto podria ser
un posible mecanismo en el cual los antioxidantes presenten en el extracto actian contra la

peroxidacion de lipidos en las mitocondrias de higado.

Al medir la produccién de especies reactivas de oxigeno se observé que los niveles
descendieron en el grupo control cuando las mitocondrias fueron tratadas con el extracto,
por su parte el grupo diabético presenta una mayor produccidn de especies reactivas de
oxigeno, lo que concuerda con lo reportado en la literatura en donde la diabetes se observa
un incremento en la produccién de ERO, y que ademas un desbalance entre las ERO vy los
sistemas antioxidantes es un elemento patogénico importante de la resistencia a la insulina.
En tanto que el tratamiento con el extracto no presento ningun efecto en los niveles de

produccion de ERO.

Hay un flujo continuo de investigaciones que evidencian que el estrés oxidativo tiene un
impacto significativo a la progresién de la diabetes y sus complicaciones, por lo tanto el
tratamiento con el extracto etandlico de Satureja macrostema podria tener un efecto
beneficioso previniendo y retrasando el desarrollo de las complicaciones crénicas de la
diabetes, asociadas a un aumento del estrés oxidativo, destacando la importancia de la
investigacion continua y la necesidad de nuevos métodos para prevenir y tratar esta

pandemia.
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8. CONCLUSION

El extracto etandlico de Satureja macrostema mejora parcialmente la funcién de la cadena
de transporte de electrones al aumentar actividad de los complejos Il y IV durante la
diabetes protegiendo contra la lipoperoxidacion, de igual forma mejora la actividad de los
complejos 1 y 1 de manera significativa reduciendo la produccion de especies reactivas de
oxigeno y disminuyendo los niveles de lipoperoxidacion en grupos controles mejorando la

funcién mitocondrial.
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