UNIVERSIDAD MICHOACANA DE
SAN NICOLAS DE HIDALGO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICO-BIOLOGICAS

PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS EN
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

“RELACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA
Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS
DE LAS HOJAS DE Justicia spicigera EN RATAS
DIABETICAS”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PRESENTA:
QFB. JOSE ALBERTO MARTINEZ MORA

ASESOR:
D. C. ALFREDO SAAVEDRA MOLINA

Morelia, Michoacan. Octubre de 2017.


mailto:jalb_mtz@hotmail.com

ESTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA DEL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICO BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO, BAJO EL APOYO ECONOMICO

PARCIAL DEL DONATIVO DE LA COORDINACION DE INVESTIGACION

CIENTIFICA (2.16-2017).



Dedicatoria

A mis padres, Clara y Q.F.B. José Alberto, por su apoyo incondicional, por
brindarme su confianza, sus palabras de aliento, sus consejos ante cualquier
circunstancia que me ayudan a crecer como persona y por el gran amor que
siempre me han demostrado.

A mis hermanos, Lic. Maria Asuncion y Luis Armando, por su apoyo en
mis actividades curriculares, extracurriculares y moral, por sus consejos, por
hacerme creer en mi'y no dejarme vencer. Crecemos aprendiendo uno del otro.

A mi novia, Q.F.B. Cecilia Esperanza, que es el amor de mi vida, a la que
le dedico todo mi trabajo y agradezco por ser mi motor, mis ganas de sequir
adelante, por ser paciente y comprensiva conmigo, por creer en mi, por su
apoyo incondicional en todo momento, por su grata, amena y divertida
compafia después de trabajar; Te amo.



Agradecimientos personales

Al Dr. Alfredo Saavedra y a Mdnica Clemente, por permitirme trabajar de
nuevo en su laboratorio, por su apoyo y amistad, por estar siempre ahi para
cualquier duda académica y consejos personales, por sus palabras de aliento
para sequir en este camino.

A la Dra. Ruth Noriega, que me brindd la confianza y apoyo para usar las
instalaciones de su laboratorio y detalles técnicos a lo largo del proyecto.

Al Dr. Rafael Salgado Garciglia, encargado del laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, del que recibi consejos académicos en mi proyecto.

Al Comité Tutoral, por sus consejos y apoyo que recibi para enriquecer y
realizar de una buena manera mi proyecto de investigacion.

A mis amigos con los que convivi en el laboratorio de Bioquimica:
D.C. Jorge Arturo, que también estuvo ahi para cualquier duda académica,
consejos y apoyo moral en este caminar, al Q.F.B. Donovan Javier, que me hizo
pasar de manera amena el tiempo en el laboratorio, por su gran apoyo en mi
proyecto, a la Q.F.B. Marina Villicafia, que desde manera temprana el Dr.
Saavedra confio en mi, a fin de que me auxiliara y fuera como mi brazo
derecho dentro de este proyecto y a quien agradezco que haya estado ahi
siempre en todas y cada una de las diferentes actividades que le fueron
encomendadas.

A mis Amigas, las Q.F.B.: Gabriela Benites, Alejandra Cervantes, Karla
Manriquez y Anabell Benitez, que nos apoyamos mutuamente en nuestra
formacion profesional y que hasta ahora, sequimos siendo amigos.

A mis Amigos (as) de la preparatoria porque siempre estuvieron
pendientes de mi progreso académico y me dieron su apoyo cuando lo
necesite, por acompafiarme a lo largo de este proceso, les agradezco la
confianza que depositaron en mi'y por haber hecho de mi etapa universitaria
un trayecto de vivencia que nunca voy a olvidar.



Reconocimientos Institucionales

A la Universidad Michoacana de
San Nicolds de Hidalgo,
por brindarme la oportunidad de concluir con

B mis estudios de licenciatura, gradudandome
" como Quimico Farmacobidlogo.

Al Instituto de Investigaciones
Quimico- Bioldgicas,
por permitirme sequir formdndome

académicamente y culminar con mis
estudios de Posgrado, como:
Maestro en Ciencias en Biologia Experimental.

@

.0..:3.0;.‘.' Al Consejo Nacional de Ciencia vy
'... ’

:’.;.'.-':.'.8.. Tecnologia,

..::0 por otorgarme la beca durante mi

CONAC YT instancia en mis estudios de Posgrado

(”()IIS(,’/‘{) Nacional de Ciencia y Tec !7(“’()(5;!'(’! para as/’flnallzar Con éX/tO.



Lista de abreviaturas

Abreviatura

AA

Ac. asc.
ATB
ATC
ADN
ADP
ATP
CAT
cm

CTE
DM
DM 1
DM 2
DMSO
DPPH
Els
ERO
FID

g

GLUT
GPx
GSH-Rd
GSSG
H,0>
Hb
HCIO
H,0>
HPLC
KDa
MDA
pum

pl
MoSOD
MPO
NADP*
NADPH oxidasa

Significado

Aminoacido

Acido ascérbico

Acido tiobarbiturico

Acido tricloroacético

Acido desoxirribonucleico

Adenosin difosfato

Adenosin trifosfato

Catalasa

Centimetros

Cadena transportadora de electrones
Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Dimetil sulféxido
1,1-difenil-2-picrilhidracil

Extracto etandlico de Justicia spicigera
Especies reactivas de oxigeno
Federacidn Internacional de la Diabetes
Gramos

Transportadores de glucosa
Glutation peroxidasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Perdxido de hidrégeno

Hemoglobina

Acido hipocloroso

Perodxido de hidrogeno
Cromatografia liquida de alta resolucidn
Kilodaltones

Malondialdehido

Micrémetro

Microlitro

Superodxido dismutasa dependiente de manganeso

Mieloperoxidasa

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidado
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa



NADPH*
(0}

PFGA

Pi

RL

S.D.
SOD
STZ

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
Oxigeno molecular

Productos finales de la glucacidon avanzada

Fosfato inorgdnico

Radicales libres

Desviacion estandar

Superdxido dismutasa

Estreptozotocina



INDICE

INDICE GENERAL
iNDICE DE FIGURAS
INDICE DE GRAFICAS
iINDICE DE TABLAS

INDICE GENERAL |
Pagina
L. ROSUMEN ..ttt et et e et b s e e se s e sae et e es s e e e she saeen et e een e e e as 1
2. ADSEIACT. ...t e e b s bbb st n e 2
3 INEFOAUCCION. ..ttt sttt s sttt be st s e s et ebe se s b et et ebeses s s et ene sesens 3
3.1 ANEECERABNTE. ...ttt b e e et s ben e 4
3.2 DiIabetes IMEIITTUS. .....eeveeeee ettt sttt s st st s eb et enes 7
3.2.1 Definicidn, causas, SINtOMAS Y MESZOS......ccceeeiuerieierierierierirt et esr e s e e e eae v s 7
3.2.2 Clasificacion y diagndstico de la diabetes.......oviviceeieee e, 8
3.2.3 Estadistica de la diabetes a nivel mundial y en México.......ccccvvvinrverveeveeeceennnn. 8
3.3 Transportadores de glucoSa (GLUT)....ccueueiriniieeireee ettt st sttt st st e s 9
3.3.1 Organos insulinodependientes y érganos no insulinodependientes.................. 11
3.4 Complicaciones macrovasculares y la dislipidemia diabética........ccccoeevveceveiicceecennen, 11
3.4.1 Anatomia y funciones del riMON........cccvereie ettt et 12
3.4.2 Pruebas de 1a funcion renal........c.ivieieiice e 14
Tt L U 1 = OO 15
3.4.2.2 CreatiniNa.. ..o e s e s s e 15
3.4.2.3 Complicaciones microvasculares y la nefropatia diabética.........ccecevreeueenenns 15
3.4.3 Anatomia del CerebIrO... oo e e 16
3.4.3.1 Diabetes ¥ NEUIOPALIAS....cuiviciiereerre et e ireeetre ettt ere e eeraes e s saesbeetesnneessessennean 17
3.4.3.2 Metabolismo de glucosa en el CErebro.......uiveceei e v 18
3.5 L@ MIEOCONAII ettt sttt sttt st et s e bbb e st es bbb se e en e 21
3.5.1 Hiperglucemia y el mal funcionamiento de la mitocondria........cccceeeerreereeennns 24
3.6 ESTrES OXiAAtIVO. vttt sttt et b sttt e bbb s e 24

3.6.1 Especies reactivas de oxigeno y sus caracteristiCas........cccovvveereeeereenreerverreeseeneenns 24



3.6.2 Cadena transportadora de electrones y generacion de RLy ERO........... 26

3.7 Defensas antioxidantes mitocondriales..........coureverireiiennecc e 28
3.8 ANLIOXIAANTE Y LIPOS . ctieeeireeeeeet ettt st ste st ste st se e sae e se e e e sanbansens 29
3.8.1 Antioxidantes enddgenos (Enzimas antioXidantes).......ccccceeeveieieineeneeneeeeceenas 29
3.8.1.1 Superdxido dismutasa (SOD).....ccceccueureerererereierereee s ertesese e st essesee s e 29

3.8.1.2 Catalasa (CAT) ettt ettt sre st ere et aes e e ne st sar e s aesbenbenne st saes 30

3.8.1.3 Glutation reductasa (GR)......ccccevrueirrereee s et ee sttt ee v st esae s ese e sae e 31

3.8.1.4 Glutation peroxXidasa (GPX)......ccccecveeeiesesesee e s s s s 31

3.8.2 Antioxidantes N0 enzimatiCoS Y EXOZENO0S.......cccveveeveiieeieieeesie et e e e 33
3.8.2.1 GIULAtION (GSH) ettt s st e s e s e 33
3.8.2.2 FIAVONOIAES......eeceeeiciitte ettt st ettt e sttt st s s s e 35
3.8.2.3 Las plantas como antioxidantes Naturales........ccccoeeeeeeeveeiecieeceese e, 36

3.9 GENEIO JUSEICIA ..ceueeeeeerecee ettt sttt st s b e e bt st s e es e et es e b 38
3.9.1 Taxonomia de JUSLICIA SPICIGEIQ.......cccueeeeeueeeieieeieiieririesseseese s eseese e aseseeeasesresae s 39

3.9.2 Descripcidn botanica de JUustiCia SPICIGEra.............uuueeeeeceeieciececececeevessesaesaneens 39
3.9.3 Distribucidn geografica de Justicia SPiCIGera..........couuuveceeveececeiereieieeiereeseees 41
3.9.4 Usos de Justicia spicigera en la medicina tradicional Mexicana.........c.ccccueeuenene. 42
3.9.5 Estudio fitoquimico de JUStiCiQ SPICIGEIra...........cuueveevreeirecveeseereeeereeerreeeceesee e enees 43

3.10 Métodos de evaluacion de la actividad antioxidante in vitro.............ccovveineeeee. 45
3.10.1 Reduccién del radical DPPH: (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).......cccceeeceveirecvecennens 46
3.10.2 Método de reduccion del fosfomolibdeno..........cccceeveverrecenrnceccre e 47
3.10.3 POAEI FEAUCTON......eieeue ittt sttt ettt st st s e s st e b e e seaens 48
3.10.4 AntilipOPeroXidaCiON........ccceeceivreeriiiiieeste et eere e e steereere e ees e e tesbestesnsenseesnns 48

A, JUSEIFICACION ..ottt et b st st eb s h e et ebe s 49
D HIPOTESIS. .. ve ittt ettt ettt et eae b e s e e sbesbestssas e b aes b e se e b shesasesaerbenbe e ereshesnees 49
6. ODJELIVO BENEIAL....cociieieeceeee ettt e e e st sbeste et e s et stesbesnsesaesaenneannes 49
6.1 ObjJEtIVOS ESPECITICOS....uiiti ettt ettt et st et e e eb e be e sbesresaneesaessenseanees 50

7. Materiales Y MELOUOS. .. ..o ottt st sttt stese et e s bes e e e e seeaaes 50

2 R =T (ot A Yo LTS 50



7.2 Identificacion y recoleccion de la planta Justicia spicigera..............uueceeeceieeveevenennns 50

7.3 Obtencion de los extractos de las hojas de Justicia Spicigera.............cccoecevecreveunnne 51
7.3.1 Rendimiento de 10S @XEractos.......cccoireeieiireiie s e 51
7.4 DiseN0 eXPEriMENTAL....cccccciee ettt sttt st sr ettt e e e e eraenes 52
741 ANTMAIES ...ttt ettt st bt st b e ehe s e s e ae e e 53

7.4.1.1 Determinacion de los niveles de glucemia y peso durante el tratamiento.53

7.4.1.2 Medicidn de la ingesta de alimento y agua durante el tratamiento............ 54

7.4.2 Induccidn de la diabetes a 1as ratas........ccoocureeneirecescne e e e 54

7.4.3 Eutanacia de 1as ratas.....ccue ittt e 54

7.4.4 Aislamiento de mitocondrias de FifAON.........cccevireceneirece s e 54

7.4.5 Aislamiento de mitocondrias de cerebro.........corinciennicinnc e 55

7.4.6 Determinacién de la concentracién de proteina mitocondrial.........ccccccevveevenee. 55

7.5 Cuantificaciéon de las concentraciones de glutation total, reducido y oxidado.......... 55
7.6 Determinacion de la actividad de la superdxido dismutasa.......ccceuevvereeecieveseseseenenn 56
7.7 Determinacion de la actividad de la catalasa.......c.coeveeeeeneineceneinecesece e 56
7.8 Analisis seroldgico de las muestras SANGUINEAS......c.cvuevveveereeceeieeiecie e ere e s 57
7.9 Pruebas de la capacidad antioxidante in Vitro.........ccceeecceceveieccee et 57
7.9.1 Reduccion del radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).......cccveveeeeceenrecnenne. 57

7.9.2 Reduccion del fosfomolibdeno (V1).....cceoeeeeeeeeereeieciiieire et nte e e eeeeraens 58

7.9.3 POAEE FEAUCTON ...ttt s e e st e s 58

7.9.4 AntilipOPErOXidaCiON......cccevveeieieiee ettt st e e era e et sbeetesneeesaessense e ns 59

7.10 ANAIISIS @STAAISTICO. ..viveieieieiietie et s s e s e 59

8. RESUITATOS. ... s e et e r e e s s e e e en s 60
0. DISCUSION.c...veutee ittt ettt e st bt ea e st s et et ehe e es s eae b se e bbbt et ebe seesben bt ene e senens 83
10. ReSUMEN A€ reSUITATOS. ....c.euieieeeeee et s s e s e e s s e e e 89
11, CONCIUSION ...ttt sttt s e e e s e e e e s e ehe e e eae s e ene e 90
A =T ] o Y=Y ot V7 TSRS 90

R T Y LT =Y Lo = LSRR 91



INDICE DE FIGURAS II Pagina

Figura 1. Efecto del extracto etandlico de Justicia spicigera en preadipocitos de rata y de

PUMI@NO0 ...t et st st et ebe st b e e s 5
Figura 2. Localizacion de los riflones en el ser hUmano........cccoceveveverercee e 12
Figura 3. Partes anatomicas del FifiON........oceceeeiceieeiece e 13
Figura 4. Lobulos cerebrales (Vista 1ateral).......ouvceceeivecce e 17
Figura 5. Esquema de @ via gIUCOITICA.....c.cveueierietie e 19
Figura 6. Ciclo d@ KIrebS.......cuiuiriieieiececce ettt st sttt st e e e e s s es s es s s e e eneane 20
Figura 7. Respiracion CEIUIAM........uviiieecece et e e s b e s s aeranens 21
Figura 8. Esquema de la estructura de la mitocondria........ccoceevereieienieinic e 22
Figura 9. FOSTOrilacion OXidatiVa.......cccceceeerecesee ettt eae e 23
Figura 10. Reaccion de la glutation peroxidasa.......cceveeeereeeeereeieeece e st esenes 32

Figura 11. Esquema general de la reduccidén del anidn radical superéxido a través de los

sistemas enzimaticos enddgenos antioXidantes..........cvceveeveececiecie e e e 33
Figura 12. Estructura del glutation..........coceoeeeeeiec s st e s s 34
Figura 13. Sintesis y ciclo redox del glutation..........c..ccoeve e e 35
Figura 14. Parte aérea de JUSLICIA SPICIGEIU......c.oceeveieeveeeeereeieeeeierverieiireseessesresisseseessssssssessens 40
Figura 15. Hojas de JUSLICIQ SPICIGEIT.....cucreeveeeeceeseeeeeeeeieeissceestesesesssaesasss s seestestssssssensens 40
Figura 16. FIOr d@ JUSLICIQ SPICIGEIT....veceeerverreceesreeeeeeesreeseeivesvesseesessssssessessssssessesssesssssesssessennes 41
Figura 17. Distribucion geografica de JUuStiCiQ SPIiCIGEIQ............cuvvvevveeveeeereerrieverveiirieeesreennss 41
Figura 18. Estructura quimica del kaempferol........ e e 44

Figura 19. Estructura del DPPH" y la reduccion difenil-picrilhidrazina (DPPH-H) por un

ANTIOXIAANTE .ottt et s he st sbe st sae st se e st nee e e e e s bentes 47
Figura 20. Reaccidn entre el acido tiobarbiturico y el malondialdehido..........ccccvvvevenenne. 49
Figura 21. Glucemias durante el tratamiento de los grupos control (Aceite de maiz) y los
tratados con el eXtracto NEXANICO. ......oivi it st st s 60
Figura 22. Glucemias durante el tratamiento de los grupos control (DMSO) y tratados con

el extracto acetato de etilo Y €taNOIICO.....cui i e e 61



Figura 23. Peso corporal (g) durante el tratamiento de los grupos control (Aceite de maiz)
y los tratados con el extracto NeXANICO......cccci e ceeeecee et 62

Figura 24. Peso corporal (g) durante el tratamiento de los grupos control (DMSO) y los

tratados con los extractos acetato de etilo y etandlico........ovveeeeceeceiceccece e 63
Figura 25. Porcentaje de reduccion del radical DPPH: ..........ccooiviiinniciiinie e 65
Figura 26. Porcentaje de reduccion del Molibdeno (VI) .......cuceeieieeveveeceececeeece e e 66
Figura 27. Poder reductor del FE*3......... ittt ev e seveae s s s ses v s v e 67
Figura 28. Porcentaje de antilipoperoXidacion.........uuevirieiiieiieiie e s 68
Figura 29. Rendimiento de los extractos de las hojas de Justicia spicigera.......................... 82

iINDICE DE GRAFICAS Il

Grdfica 1. Efecto del extracto etandlico de Justicia spicigera a 100 mg/kg sobre los niveles
de glucemia después de una sola administracion oral de 2 g/kg de glucosa en ratas Wistar

(00T Tel Lo Xe =] o Y=3 A ot L3R PU TP PRPRPRTRR 6

INDICE DE TABLAS IV Pagina
Tabla 1. Efecto hipoglucémico de la administracion oral del extracto etandlico de
Justicia spicigera en ratas NOrMOGIUCEMICAS....c.cuveviiierece ettt st srr et e e st sre e e e 5
Tabla 2. Caracteristicas de los transportadores GLUT........cccooeieieeeereeieciinee et 10

Tabla 3. Formacion de radicales libres a través de fuentes enzimaticas y no

ENZIMATICAS .. ettt ettt et e es e eh e e e e ee e s s s s e e s s e e n et e en e e 28
Tabla 4. Actividad bioldgica de algunas especies del género JUstiCia...........ccuvreevecreecvennnn. 39
Tabla 5. Taxonomia de JUSLICIA SPICIGEIQ.........cueeeeeervecuieceese e eeeeeeestie e e st e esr et e e e neesaeenas 39
Tabla 6. Usos de Justicia spicigera en la medicina tradicional Mexicana.........ccccccvveeenene. 42

Tabla 7. Valores normales de parametros seroldgicos de glucosa, urea, creatinina,
colesterol y triglicéridos en ratas Wistar Macho.........cccvveieeierene e 57
Tabla 8. Efecto de los extractos sobre el peso corporal, porcentaje de ganancia de peso,
consumo de agua y alimento al término de 30 dias de tratamiento.......ccceveevevervevervennns 64

Tabla 9. Pruebas seroldgicas (Glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos) de ratas



administradas durante 30 dias con aceite de maiz y extracto hexanico de
VK4 [ [0 B o) [ [0 1= o 1RO RO O OOPPPPRPU 69
Tabla 10. Pruebas seroldgicas (Glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos) de ratas
administradas durante 30 dias con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de
JUSTICIO SPICIGEOIQ ..ottt ettt ettt st ee e sae sttt e seb e e et et saeeesbessbeennens 71
Tabla 11. Actividad de la superdxido dismutasa en mitocondrias de rifidn y cerebro de
ratas administradas con aceite de maiz y extracto hexanico de Juticia spicigera................ 73
Tabla 12. Actividad de la superdxido dismutasa en mitocondrias de rifidn y cerebro de
ratas administradas con el DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de J. spicigera...74
Tabla 13. Actividad de la catalasa de rifién y cerebro de ratas administradas con aceite
demaiz y extracto hexanico de JUStiCia SPICIGEIQ.........cuuvuveiveeeieinirrierireirrieriseese e eeenes 75
Tabla 14. Actividad de la catalasa de rifién y cerebro de ratas administradas con DMSO,
extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia Spicigera.............uueeeeeeeeeeeeveeveenen. 76
Tabla 15. Concentraciones de glutatidon total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacion reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de cerebro de ratas administradas
con aceite de maiz y extracto hexanico de JustiCia SPICIGera..........ccuuvuvuevuverenererseesiens 77
Tabla 16. Concentraciones de glutatién total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacion reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de cerebro de ratas administradas
con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera.................cccuueeenn.... 78
Tabla 17. Concentraciones de glutatiéon total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacion reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de rifién de ratas administradas
con aceite de maiz y extracto hexanico de Justicia SPiCIGerQ.........cuvvvevveveevervvveerirecnnen. 80
Tabla 18. Concentraciones de glutatiéon total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relaciéon reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de rifién de ratas administradas

con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera....................... 81



1. RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia, con
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, donde existe una
deficiencia absoluta o relativa en la secrecién y/o acciéon de la insulina, o ambos.
Actualmente, se han relacionado las complicaciones de la DM con el estrés oxidativo,
provocando dafo oxidativo a biomoléculas que no puede ser contrarrestado por los
sistemas antioxidantes de defensa, ya que se encuentran disminuidos. Dicho daio
oxidativo puede ser contrarrestado con la administracion de antioxidantes como los
presentes en las hojas de Justicia spicigera, de la cual se usaron 3 extractos con solventes
de diferente polaridad: hexano, acetato de etilo y etanol se les realizaron las pruebas
antioxidantes in vitro de antilipoperoxidacién, poder reductor, reduccién del
fosfomolibdeno y reduccién del radical DPPH:. En la reduccién del radical DPPH:, los
extractos hexanico y etandlico igualaron la reduccién del acido ascdrbico con un 100 % y
el extracto acetato de etilo un 70 %. Para la reduccion del fosfomolibdeno, el extracto
hexanico lo redujo un 28 %, el extracto de acetato de etilo un 94 % y el extracto etandlico
un 100 %. La reduccidén del Fe*® del extracto hexdnico fue de un 9 %; del extracto de
acetato de etilo 17 % y del extracto etandlico lo redujo con un 25 %. En la técnica de
antilipoperoxidacion, el extracto hexanico y etandlico inhibieron la lipoperoxidacién un 82
y 79 % respectivamente, mientras que el extracto de acetato de etilo un 53 %. Para las
pruebas in vivo se usaron ratas Wistar macho a las que se les extrajeron los riflones y el
cerebro. La actividad de la SOD en mitocondrias de rifién y cerebro no se vié afectada por
ninguno de los extractos de Justicia spicigera. La actividad de la enzima catalasa en el
cerebro, en los grupos normoglucémicos administrados con los extractos hexdnico,
acetato de etilo y etandlico, presentaron actividad de 23.8, 24 y 23 umoles de H,0;
consumido/min/mg de proteina, respectivamente; en los grupos diabéticos, la actividad
de la catalasa fue de 19, 19.8 y 22.3 umoles de H>0; consumido/min/mg de proteina,
respectivamente, normalizando la actividad de esta enzima los extractos acetato de etiloy
etandlico. El extracto hexanico no modificé la actividad de la catalasa de rifién, estando
disminuida en el grupo diabético (23.8 umoles de H,02 consumido/min/mg de proteina) a
diferencia de los extractos acetato de etilo y etandlico que restauraron su actividad 24.5y
28.3 umoles de H;02 consumido/min/mg de proteina. En las pruebas seroldgicas, el
extracto hexanico solo presenté efecto hipolipidémico en el grupo diabético. Los extractos
de acetato de etilo y etandlico, ejeercieron un efecto hipoglucémico e hipotrigliceridémico
en ratas diabéticas. En conclusion, los extractos hexanico, acetato de etilo y etandlico de
las hojas de Justicia spicigera presentan efectos benéficos a nivel serolégico y
antioxidante.

Palabras clave: Diabetes, estrés oxidativo, antioxidante, mitocondria, Justicia spicigera.
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2. ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia, with alterations
in the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, where there is an absolute
deficiency or relative to the secretion and / or action of insulin, or both. Currently, the
complications of DM with oxidative stress have been related, causing oxidative damage to
biomolecules that can not be counteracted by the defense antioxidant systems, since they
are diminished. Such oxidative damage can be counteracted by the administration of
antioxidants such as the products in the leaves of Justicia spicigera, from which 3 extracts
were dried with solvents of different polarity: hexane, ethanol acetate and ethanol were
tested in vitro antioxidants of antilipoperoxidacion, reducer of power, reduction of the
fosfomolibdeno and reduction of the radical DPPH. In the reduction of radical DPPH,
hexane extracts and anomalous ethanol the reduction of ascorbic acid with 100% and the
extract ethyl acetate 70%. For the reduction of the phosphomolybdenum, the hexane
extract reduces it by 28%, the ethyl acetate extract by 94% and the ethanolic extract by
100%. The reduction of Fe + 3 in the hexane extract was 9%; of the extract of ethyl acetate
17% and of the ethanolic extract with 25%. In the antilipoperoxidation technique, the
hexanic and ethanolic extract inhibited lipoperoxidation by 82 and 79% respectively, while
the extract of ethyl acetate by 53%. For in vivo tests, male Wistar rats were used to extract
the kidneys and brain. The activity of SOD in mitochondria of kidney and brain was not
affected by any of the extracts of Justicia spicigera. The activity of the enzyme catalase in
the brain, in the normoglycemic groups administered with hexane, ethyl acetate and
ethanolic extracts, showed the activity of 23.8, 24 and 23 pmol of H202 consumed / min /
mg of protein, respectively; in the diabetic groups, catalase activity of 19, 19.8 and 22.3
umol of H202 consumed / min / mg protein, respectively, normalizing the activity of this
enzyme to the ethyl acetate and ethanolic extracts. The hexane extract did not modify the
activity of the kidney catalase, decreased in the diabetic group (23.8 umol of H202
consumed / min / mg of protein), a difference of the extracts of ethyl acetate and ethanol
that restored its activity 24,5 and 28.3 umol of H202 consumed / min / mg protein. In
serological tests, the hexanic extract alone, the hypolipidemic effect in the diabetic group.
Ethyl acetate and ethanol extracts were exerted on a hypoglycemic and
hypotriglyceridemic effect in diabetic rats. In conclusion, the hexane extracts, the ethyl
acetate and the ethanol from the leaves of Justice.
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3. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia, con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
donde existe una deficiencia absoluta o relativa en la secrecidn y/o accién de la insulina, o
ambos (OMS, 1999). La DM es una enfermedad crénico-degenerativa que esta asociada
con alto riesgo de aterosclerosis, dafo renal, neuronal y ceguera; lo que la convierte en
una de las principales causas de morbi-mortalidad, ya que la prevalencia de la DM estd
aumentando en todo el mundo, por lo que se considera un problema de salud publica a
nivel internacional. Actualmente, se han relacionado las complicaciones de la DM con el
desequilibrio bioquimico propiciado por la produccién excesiva de radicales libres (RL) y
especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que provoca dafio oxidativo a las biomoléculas que
no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa, lo que se conoce
como estrés oxidativo (EO). La mayoria de las ERO son de origen enddgeno, siendo
subproductos de reacciones normales y esenciales, como por ejemplo en el metabolismo
y en la generacion de energia en la mitocondria a través de la fosforilacidon oxidativa. Las
enfermedades metabdlicas, como la DM, tienen grandes posibilidades de tener una
participacién de elementos oxidativos en su génesis, evolucién o complicaciones, ya que
pueden generar estados oxidantes o afectar la generacion o la eficiencia de los
mecanismos antioxidantes (Quintanar-Escorza et al., 2009). Cuando un exceso de RL se
forma, puede causar cambios en la actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
la glutatidén peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT), se generan efectos letales en las células
por la oxidacidn de lipidos, proteinas y DNA, y ocasiona reacciones en cadena que
perpetla la creacién de mas RL, por lo que aumenta el dafio oxidativo a los drganos
(Krishnaiah et al., 2011). Afortunadamente, los dafos se pueden disminuir con la
administracion de dosis adecuadas de antioxidantes exdgenos, lo que pudiera permitir a
los diabéticos tener mejor calidad de vida, pues es de esperar que las complicaciones
ocasionadas principalmente por la produccién excesiva de RL y ERO disminuyan con la
administracion de antioxidantes. Los compuestos antioxidantes tienen la capacidad de

inhibir o interrumpir las reacciones de oxidacién que causan dafio a las biomoléculas. En
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los ultimos afios, los antioxidantes naturales provenientes de plantas como el acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation, carotenoides y flavonoides, han
sido frecuentemente usados en diferentes campos de la industria farmacéutica (Karre et
al., 2013). Las investigaciones en México con plantas medicinales han ido en aumento, lo
que indica la importancia de la medicina popular en nuestro pais. Actualmente, la
literatura cientifica apoya el uso de plantas, extractos o sus compuestos activos contra
varias enfermedades (Huerta, 1997), siendo Justicia spicigera una planta a la cual se le ha
atribuido que alivia mas de 20 malestares y enfermedades entre ellas, el tratamiento para

la diabetes.

3.1. Antecedente

Ortiz-Andrade et al., (2012), evaluaron la citotoxicidad del extracto etandlico de
Justicia spicigera en la proliferacién de las células (preadipocitos) normales de ratas y de
humanos; ademads analizaron el efecto hipoglucémico en ratas normoglucémicas y
diabéticas; en su trabajo reportaron que el extracto etandlico de Justicia spicigera a 100
mg/kg mantuvo la viabilidad de los preadipocitos de ratas y de humanos entre un 80 y un
95 %, mientras que a concentraciones mas bajas (10 y 50 mg/kg), el extracto carecia de

efectos citotdxicos (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del extracto etandlico de Justicia spicigera en la viabolidad de

preadipocitos de rata y de humano (Ortiz-Andrade et al., 2012).
En el mismo trabajo, se reporté que el extracto etandlico de Justicia spicigera
presentd actividad hipoglucémica en ratas normoglucémicas (Tabla 1) y diabéticas

(Grdfica 1). Esta evidencia justificd su uso empirico en la medicina tradicional para el

tratamiento de la DM.
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Tabla 1. Efecto hipoglucémico de la administracion oral del extracto etandlico de
Justicia spicigera y como vehiculo, solucion salina isoténica (SSI) en ratas
normoglucémicas (Ortiz-Andrade et al., 2012). Los datos son el porcentaje de varacion
de glucemia.

Tiempo (h) ssi Extracto etandlico de J. spicigera
10 mglkg 50 mglkg 100 mg/kg
05 69.99+8.18 42.85£555° 40.14 1 6.82° 4437 +5.03°
1.0 10246 £ 928 60.95 + 5.06° 64,68 +1.23° 62.65 +7.39°
20 5853 +641 17.06 + 6.41° 1290+ 457 11.32+5.50°
3.0 1654 +1.03 10.46 + 5.20 8304783 0.30+4.25°
40 32241583 -541+60%° -1222+659° -9.17 +6.76°

Gy—Go y Gy valores iniciales de glucemia

% de variacion de glucemia — 100 G, : valores de glucemiaen 05,1, 2,3y 4h.

El valor negativo indica la disminucion de la glucemia comparada con el tiempo cero.

Grdfica 1. Efecto del extracto etandlico de Justicia spicigera a 100 mg/kg sobre los
niveles de glucemia después de una sola administracion oral de 2 g/kg de glucosa en
ratas Wistar macho diabéticas (Ortiz-Andrade et al., 2012). Se usé glibenclamida como
control positivo. Los datos representan el porcentaje de variacion de glucemia.

400
—e— 5515 ml/Kg
== Glibenclamida 5 mg/Kg
—%¥= EIS 100 mg/Kg
B 300 -
E
]
=
]
[ £
= 200 1
=
=
=
=
= 100 -
0 r

Tiempo después de [a administracion de glucosa [h)

Ge—Go G, valores iniciales de glucemia
—

% de variacion de glucemia _ x 100 G, : valores de glucemiaen 0.5,1,2, 3y 4 h.

V]
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3.2 Diabetes Mellitus
3.2.1 Definicion, causas, sintomas y riesgos

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia crénica, con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, donde existe una deficiencia absoluta o relativa en la secrecién y/o accion de la
insulina, o ambos (OMS, 1999). La insulina es una hormona polipeptidica producida por las
células B de los islotes de Langerhans (porcién endocrina), secretada por el pancreas, que
permite que la glucosa de los alimentos se incorpore a las células, en donde se convierte
en energia para que funcionen los musculos y los tejidos. Asi es que en una persona con
DM no se logra la internalizacién de la glucosa, por lo que queda en el torrente sanguineo,
causando hiperglucemia y dafiando los érganos como los ojos, rifiones, corazdn y cerebro

con el paso del tiempo (FID, 2015).

La diabetes mellitus tipo | (DM 1) es autoinmune, es decir, los anticuerpos
destruyen progresivamente las células B del pancreas, que es donde se produce la insulina
y por lo tanto, el paciente con este tipo de DM no produce esta hormona. Personas que
padecen este tipo de diabetes necesitan la administracién diaria de insulina para

mantener sus niveles de glucemia normales (Brownlee, 2005).

En la diabetes mellitus tipo Il (DM 2) se produce una interaccién entre una
disminucion en la produccion de insulina y una resistencia a ella en los tejidos del cuerpo.
El propio envejecimiento produce un descenso en la produccién de insulina, algunos
farmacos, algunas enfermedades pancreaticas, como la pancreatitis crdnica o la obesidad,
disminuyen la capacidad de acciéon de la insulina por una mayor resistencia periférica

debido a la grasa presente (Brownlee, 2005).

Los sintomas que suelen presentarse en una persona diabética son: polidipsia,
polifagia, poliuria, pérdida de peso, visidon borrosa, también puede observarse deterioro

del crecimiento y susceptibilidad a ciertas infecciones (Brownlee, 2005).

El paciente diabético presenta 40 veces mas el riesgo de amputacién de los

miembros inferiores, 25 veces mas riesgo de insuficiencia renal terminal, 20 veces mas de

7
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presentar ceguera, de 2 a 5 veces mas riesgo de presentar infarto agudo al miocardio y a
los accidentes cerebrovasculares (Mann, 2002). También puede desarrollar hipertensiéon y

dislipidemia (Klein et al., 2002).

3.2.2 Clasificacion y diagndstico de la diabetes
Existen varios tipos de DM, pero dentro de los principales encontramos a la
diabetes mellitus tipo | (DM 1) y la diabetes mellitus tipo Il (DM 2). La DM 1 puede afectar
a personas de cualquier edad. El nimero de personas que desarrollan DM 1 aumenta cada
ano. Esto se debe a los cambios de factores ambientales, a circunstancias durante el
desarrollo en el utero, o a la mala alimentacién durante las primeras etapas de vida. En la
DM 2, se disminuye la sensibilidad a la insulina en los tejidos blanco y es identificada como
resistencia a la insulina. En este tipo de diabetes, el organismo puede producir insulina
pero, ya sea que no es suficiente, o el organismo no responde a sus efectos y provoca una
acumulacién de glucosa en la sangre (hiperglucemia). Suele aparecer en adultos, pero
cada vez hay mds casos de nifios y adolescentes que la padecen (FID, 2015).
De acuerdo con Grundy et al., 1999, los criterios que establecen el comité de
expertos sobre el diagndstico y clasificacion de la diabetes mellitus para el diagndstico de

la diabetes son:

1) Niveles de glucemia en ayunas > 126 mg/dl (7.0 mmol/L).
2) Glucosa postpandrial de 2 horas > 200 mg/dL (11.1mmol/L).

3) Hemoglobina glucosada.

3.2.3 Estadistica de la diabetes a nivel mundial y en México

La DM y sus complicaciones son de las mayores causas de muerte en muchos
paises. Se estima que 1 de cada 11 adultos de la poblacién mundial tiene DM.
Aproximadamente 5 millones de personas con edad comprendida entre los 20 y 79 afios
murieron a causa de la DM durante el afio 2015. Con un promedio de 12.9% (10.8 - 14.5%)

de la poblacion adulta afectada, Norte América y la region del Caribe tienen la mas alta
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prevalencia de DM en comparacidén con otros paises, donde México ocupa el séptimo
lugar. Un promedio estimado de 44.3 (37.1 - 49.9) millones de personas con DM de entre
20 - 79 aiios de edad viven en Norte América y el Caribe, de los cuales 13.3 millones
(29.9%) no son diagnosticadas (FID, 2015). A nivel mundial, se estima que hay 415
millones de personas con DM, de las cuales el 30 % no han sido diagnosticados. Segun la
Federacion Internacional de la Diabetes (FID), en México la prevalencia de este
padecimiento es del 15.6 % de la poblacién total (125 millones). La DM 2 representa entre
el 85 % y el 90 % del total de los pacientes diabéticos en los paises de ingresos altos y
puede representar un porcentaje aun mayor en los paises de ingresos medios y bajos. La
DM 1, aunque menos comun, con un 10 % — 15 % de prevalencia, estd aumentando cada
afio en todo el mundo. La DM 1 es uno de los trastornos metabdlicos mas comunes en la
infancia. El nimero de nifios que desarrollan este tipo de DM estd aumentando cada afio a
nivel mundial; durante el 2015, México ocupd el décimo lugar en el nimero de casos de

DM 1 en la infancia (FID, 2015).

3.3 Transportadores de glucosa (GLUT)

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmatica de las células
representa uno de los eventos mds importantes del transporte de nutrientes, ya que esta
molécula tiene un papel central en el metabolismo y en la homeostasis celular. El ingreso
de la glucosa a las células se realiza mediante dos tipos de proteinas acarreadoras: Los
transportadores de glucosa asociados a sodio (SGLT) y los sistemas facilitadores del
transporte de glucosa (GLUT). Para lograr la internalizacién de la glucosa, las células tienen
transportadores especificos llamados transportadores GLUT, que son una familia de
proteinas transmembranales que se encargan del transporte de glucosa del torrente
sanguineo a la célula. Se han identificado 13 de ellas (GLUT 1 - GLUT 13) divididas en tres
subfamilias de acuerdo a las similitudes en su secuencia y a sus caracteristicas funcionales,

tales como su especificidad al sustrato (glucosa, fructosa y/o galactosa) (Castrején, 2007).
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Tabla 2. Caracteristicas de los transportadores GLUT. Tomado y modificado de Diaz, H. y

Burgos, H. (2002).

NUMERO | MONOSACARIDOS | LOCALIZACION EN LOS FUNCION
ISOFORMAS
DE AA QUE TRANSPORTA TEJIDOS
Eritrocito, barreras
o Ingreso basal de
hematoencefalica,
GLUT 1 664 Glucosa, Galactosa ) glucosa
placentaria y de la
retina, nefrona
Sensor de glucosa en
. " pancreas, transporte
Células B pancredticas, de
Glucosa, Galactosa, higado, intestino
GLUT 2 522 glucosa en la
Fructosa delgado,
. membrana
neurona proximal
basolateral del
intestino y rifidn
Cerebro, placenta,
Glucosa, Galactosa ) Ingreso basal de
GLUT 3 596 higado,
o . glucosa
rifidn y corazén
. . Ingreso de glucosa
Musculo esquelético y i
GLUT 4 509 Glucosa ] . ) estimulado
cardiaco, tejido adiposo . .
por insulina
Yeyuno,
espermatozoides, Transporte de fructosa
GLUTS 501 Fructosa . ,
rindn, células de la
microglia
Ingreso de glucosa
Cerebro, bazoy )
GLUT 6 507 Glucosa ] estimulado
leucocitos ) ]
por insulina
GLUT 8 477 Glucosa Testiculos y placenta Ingreso de glucosa
GLUT9 540 Glucosa Rindn e higado Ingreso de glucosa
GLUT 10 541 Glucosa Higado y pancreas Ingreso de glucosa
Musculo esquelético y
GLUT 11 496 Glucosa ] Ingreso de glucosa
Corazoén
Musculo esquelético,
B ] ] ] Ingreso de glucosa
GLUT 12 617 Glucosa tejido adiposo, intestino
delgado
GLUT 13 629 Glucosa Cerebro Ingreso de glucosa
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3.3.1 Organos insulino dependientes y érganos no insulino dependientes

Cada érgano del cuerpo tiene transportadores de glucosa (GLUT) diferentes y de
acuerdo con esto, se dividen en 2 grupos: 6rganos insulino dependientes y érganos no
dependientes de insulina; en donde, los 6rganos insulino dependientes, como el musculo
esquelético, el tejido adiposo y el tejido cardiaco tienen el transportador dependiente de
insulina GLUT 4. Respecto a los érganos no dependientes de insulina, podemos mencionar
el cerebro (GLUT 1y 3); el higado (GLUT 2), el rifidn (GLUT 2) y los eritrocitos (GLUT 1y 3).
Dado que estos 6rganos necesitan siempre la translocacién de la glucosa al interior de la
célula para su buen funcionamiento, no necesitan la presencia de la insulina, por lo que
son dafiados por la hiperglucemia y el estrés oxidativo ademdas de que estan altamente

vascularizados (Diaz y Burgos, 2002).

3.4 Complicaciones macrovasculares y la dislipidemia diabética

Entre las principales complicaciones macrovasculares que se presentan en los
pacientes diabéticos se encuentran: la enfermedad cardiovascular, que resulta en infarto
al miocardio y la enfermedad cerebrovascular, que se manifiesta con ataque cerebral
(Andrade-Cetto y Heinrich., 2011). También los diabéticos presentan enfermedades
cardiovasculares relacionadas con la aterosclerosis, como insuficiencia cardiaca,
insuficiencia cerebral vascular e insuficiencia arterial periférica, dependiendo de Ia

localizacion del bloqueo de las arterias (Grundy et al., 1999; Noriega-Cisneros et al., 2012).

La aterosclerosis es una enfermedad de las arterias de mediano y grueso calibre, se
caracteriza por disfuncién endotelial, inflamacion vascular, acumulacidn de lipidos dentro
de las paredes de los vasos sanguineos, lo que conduce a la formaciéon de la placa
aterosclerdtica, a la remodelacién de vasculatura, a la obstruccion luminal crénica o
aguda, a anormalidades en el flujo sanguineo y a un aporte de oxigeno comprometido en

los tejidos blanco (Olorunnisola et al., 2012).

Es frecuente que los pacientes diabéticos presenten la aparicion combinada de
hiperglucemia y dislipidemia (Grundy et al., 1999). La dislipidemia diabética engloba un

conjunto de anormalidades en las lipoproteinas y lipidos potencialmente aterogénicos
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(Bloomgarden, 2003). Estas anormalidades incluyen niveles elevados de triglicéridos en

suero.

3.4.1 Anatomiay funciones del rinén

Los rinones son los érganos mas importantes del sistema urinario, son érganos
pares con forma de haba, su tamafio depende del volumen corporal de cada persona,
aunqgue en promedio, un rifidn puede tener entre 10 y 12 cm de largo, entre 5y 6 cm de
ancho, y aproximadamente 4 cm de grosor. Los rifiones en un adulto promedio pesan
entre 150 — 170 g y estan situados en la parte posterior del abdomen. Hay dos, uno a cada
lado de la columna vertebral. El rifidon derecho descansa detras del higado y el izquierdo
debajo del diafragma y adyacente al bazo, separados de estos érganos por el peritoneo
parietal posterior (Figura 2).

A nivel microscopico, el rifidn estad formado de 800,000 a 1,000,000 de unidades
funcionales, que reciben el nombre de nefronas, que son donde se produce realmente la
filtracién del plasma sanguineo y la formacion de la orina. En la figura 3 se observan las

partes anatémicas del rifion.

Figura 2. Localizacidén de los rifiones en el ser humano.
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Los rifiones se encuentran altamente vascularizados. Cada riiidn recibe su flujo de
sangre de la arteria renal, dos de ellas se ramifican de la aorta abdominal. Los rifiones
realizan el trabajo mas importante del sistema urinario, puesto que las otras partes son
practicamente vias de paso y areas de almacenamiento. Al filtrar la sangre y formar la
orina, los rifiones contribuyen a la homeostasis de varias maneras. Las funciones renales

incluyen: (Krinke, 2000).

-Regulaciéon de la composicidn iénica de la sangre.

-Mantenimiento de la osmolaridad de la sangre.

-Regulacion del volumen sanguineo.

-Regulacidn del pH sanguineo.

-Regulacion de la concentracién de glucemia.

-Excrecién de desechos y sustancias extrafias.
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e Regulacion de la composicion idnica de la sangre: Los rifiones ayudan a regular la
concentracion de distintos iones de la sangre, principalmente los iones sodio (Na*),
potasio (K*), calcio (Ca*?), cloruro (CI7) y fosfato (HPO4").

e Mantenimiento de la osmolaridad de la sangre: Regulando por separado la pérdida de
agua y de solutos de la orina, los riflones mantienen la osmolaridad, es decir, un cierto
numero de particulas disueltas en la orina, mejorando la homeostasis.

e Regulacion del volumen sanguineo: Al conservar o eliminar agua, los riflones regulan el
volumen de sangre y por consiguiente el liquido intersticial.

e Regulacion del pH sanguineo: Los rifiones excretan una cantidad variable de H* en la
orina y retiene iones bicarbonato (HCO™3), un importante amortiguador de H*, estos dos
iones generan la regulacién.

e Regulacién de la concentracién de la glucemia: Los rifiones pueden desaminar el
aminodcido glutamina y emplearlo para la glucogénesis (sintesis de nuevas moléculas de
glucosa) y liberacién de glucosa en sangre.

e Excrecién de desechos y sustancias extrafias: Mediante la formacién de la orina, los
rifiones ayudan a eliminar desperdicios de sustancias sin funcion uatil alguna para el
cuerpo. Parte de los desperdicios excretados en la orina resultado de reacciones
metabdlicas, por ejemplo, la urea de la desaminacién de aminoacidos, bilirrubina del
catabolismo de la hemoglobina, creatinina a partir de creatina de las fibras musculares,
acido urico del catabolismo de acidos nucleicos y otras sustancias metabolizadas como

son los fdrmacos y toxinas del medio ambiente (Krinke, 2000).

3.4.2 Pruebas de la funcidn renal

Las pruebas de funcién renal detectan lesiones renales, la localizacidon anatémica
del dano (pre-renal, glomerular o tubular) y cuantifican el grado de dafio del érgano.
Algunas pruebas van dirigidas a evaluar la funcidn glomerular, a través de la medida de la
velocidad de filtracion glomerular y otras, dirigidas a evaluar la funcién tubular. Entre las
pruebas que evaluan la funcidn glomerular se encuentran, urea y creatinina en suero,

proteinuria cuantitativa y depuracién de creatinina (Gonzalez, 2015).
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3.4.2.1 Urea

La urea es un compuesto orgdnico y producto final del catabolismo de las
proteinas (Prieto y Yuste., 2010). Es una de las sustancias mas difusibles en el cuerpo, que
en concentraciones elevadas puede ser toxica, ya que, puede desnaturalizar las proteinas.
La urea es transportada en la sangre hacia el rifidn donde se filtra el plasma por el
glomérulo y la urea es excretada por la orina (Gonzalez, et al., 2013). La concentracién de
urea en sangre (uremia) aumenta como consecuencia de dietas con exceso de proteinas,
ejercicio, insuficiencia cardiaca, obstrucciones renales, asi como también por farmacos o
téxicos que propician la destruccidn de las proteinas. Una concentracion alta de uremia se
le conoce como “azoemia” y si es acompafiada con insuficiencia renal, se le llama

sindrome urémico (Gonzalez et al., 2013).

3.4.2.2 Creatinina

La creatinina es el producto resultante del catabolismo de la fosfocreatina en el
tejido muscular, estando en el torrente sanguineo se elimina casi en su totalidad por el
rifndn. Sin embargo, no sufre reabsorcidn tubular, por lo que a diferencia de la urea, las
concentraciones séricas de creatinina guardan estrecha relacién con el volumen del
filtrado glomerular o por una drdstica modificacién muscular. Igualmente, su
valor es menos dependiente de la dieta y no se modifica con las variaciones
del metabolismo proteico. EI aumento de la creatinina responde a las mismas
causas que la elevacion de las cifras de urea, donde la insuficiencia renal es la

principal razén del aumento de los niveles en suero (Prieto y Yuste., 2010).

3.4.2.3 Complicaciones microvasculares y la nefropatia diabética

Entre las complicaciones microvasculares mas frecuentes que se presentan en los
diabéticos se encuentran: la nefropatia, retinopatia y neuropatia periférica con desenlace
en amputaciones (Andrade-Cetto y Heinrich., 2011), de las cuales, la nefropatia diabética
es una de las complicaciones microvasculares mds severas y la principal causa de falla

renal terminal. Se caracteriza por el desarrollo de proteinuria con disminucién de la tasa
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de filtracion glomerular y evoluciona durante un largo periodo de tiempo (10 — 20 afios)
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2011). El desarrollo y la progresion de la nefropatia es
altamente compleja dada la diversidad de poblaciones celulares presentes en el rifidn y las
diferentes funciones fisioldgicas de este érgano. Las alteraciones hemodinamicas, como el
aumento en la tasa de filtracién glomerular debido al incremento de flujo de plasma y la
presion capilar glomerular (O'Bryan, 1997), asi como la hiperplasia e hipertrofia, son
eventos que aparecen en etapas tempranas de la nefropatia (Rash, 1983). La nefropatia
diabética ocupa un lugar importante en la elevada generacion de ERO causada por la

hiperglucemia y el consecuente estrés oxidativo (Kim, 2012).

La elevada concentracion de glucosa en el espacio extracelular define el estado
diabético, pero la tasa del metabolismo de la glucosa intracelular dicta el desarrollo de la
nefropatia diabética. Las células renales no requieren de insulina para la captacion de
glucosa, pues poseen transportadores transmembranales que translocan la glucosa a
través de la membrana celular mediante transporte facilitado. Entre las isoformas de
GLUT, las mas ampliamente expresadas en el rifidn son GLUT-1 y GLUT-2. La nefropatia
diabética no es solamente la causa principal de la enfermedad renal terminal, sino que es
una de las principales complicaciones de la diabetes de larga evolucién (Diaz y Burgos,

2002).

3.4.3 Anatomia del cerebro

El cerebro comprende la porcion anterior y superior del encéfalo. Tiene forma
ovoide con su extremidad mds gruesa hacia atrds. Mide 17 cm. en sentido
anteroposterior, 14 cm en sentido transversal y 12 cm en sentido vertical; en la mujer las
dimensiones varian medio centimetro. Pesa aproximadamente 1,200 g en el hombre y
1,100 g en la mujer. Tiene alrededor de 100 mil millones de neuronas (Quiroz, 1997;
Guyton, 2012). En conjunto, estad constituido por dos mitades simétricas, denominadas
hemisferios cerebrales (derecho e izquierdo), separadas una de otra por una cisura muy

profunda, sagital y mediana, la cisura interhemisférica. La cara externa de cada hemisferio
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se divide en cuatro Iébulos: frontal, occipital, temporal y parietal. La superficie del cerebro

tiene un gran numero de surcos (Quiroz, 1997) (Figura 4).

— 4

—

[

Figura 4. Lobulos cerebrales (vista lateral).

3.4.3.1 Diabetes y neuropatias

La diabetes se ha relacionado con el desarrollo gradual del dafio en érganos en el
sistema nervioso central (cerebro y médula espinal) (Mastrocola, 2005). Cada vez se ha
hecho mas claro que el cerebro es otro sitio blanco de dano durante la diabetes
(Manschot, 2006). Esta complicacion referida como encefalopatia diabética, estd
caracterizada por el deterioro de las funciones cognitivas y cambios electrofisiologicos.
Estos cambios funcionales son acompafiados por anormalidades estructurales vy
neuroquimicas, asi como por cambios degenerativos en el cerebro (Mastrocola, 2005). Se
han reportado déficits cognitivos, los cuales son generalmente modestos en pacientes
adultos jévenes (Biessels, 1994), pero pueden ser mas pronunciados en pacientes
diabéticos de mayor edad (Steward, 1999). Estudios neurofisiolégicos en pacientes con
DM 2 demostraron un moderado deterioro en la funcién cognitiva, implicando
particularmente la memoria verbal o el procesamiento de informacién compleja (Reske-

Nielsen, 1965; Musen, 2006). Otros estudios han registrado efectos de disminucién en la
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densidad de materia gris en el cerebro, en regiones responsables del procesamiento del
lenguaje y la memoria (Musen, 2006; Wessels, 2006). La patogénesis de la encefalopatia
diabética es probablemente un proceso multifactorial en el que participan tanto factores
vasculares como metabdlicos. Se ha hecho referencia de que las enfermedades cerebrales
micro y macrovasculares presentes en los pacientes diabéticos y el dafio neuronal directo
causado por concentraciones crénicamente elevadas de glucosa estan implicadas en la
encefalopatia (Mastrocola, 2005). Los efectos a largo plazo de la diabetes sobre el cerebro
se presentan a nivel estructural, neurofisiolégico y neuropsicolégico. La vision que
emerge, es que el cerebro diabético presenta muchos sintomas que son mejor descritos
como un “envejecimiento acelerado del cerebro” (Biessels, 2002). Existen reportes que
sugieren que la toxicidad directa de la glucosa en las neuronas es debida a una
incrementada oxidacion de la glucosa (hiperglucemia), la cual conduce a un incremento en
la produccién de las ERO tanto en humanos y en ratas diabéticas experimentalmente, por
lo que el estrés oxidativo (EO) parece jugar un papel central en el dafo cerebral

(Mastrocola, 2005).

3.4.3.2 Metabolismo de la glucosa en el cerebro

En condiciones normales, casi toda la energia utilizada por las células del cerebro
es suministrada por la glucosa procedente de la sangre. Al igual que el oxigeno, la mayor
parte de ésta es suministrada por la sangre capilar y en un momento dado, sélo existe un
almacén de glucosa para dos minutos en forma de glucégeno en las neuronas (Guyton,
2012). Una caracteristica especial del suministro de glucosa a las neuronas es que su
transporte al interior de éstas a través de la membrana celular no depende de la insulina,
siendo necesaria esta hormona en la mayor parte de las células restantes del cuerpo.
Incluso en pacientes que tienen una diabetes grave con una secrecion practicamente nula
de insulina, la glucosa todavia difunde con facilidad al interior de las neuronas (Guyton,
2012).

El cerebro es el mas exigente de los 6rganos metabdlicamente hablando, por lo

gue debe generar ATP en grandes cantidades para mantener los potenciales de
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membrana que son esenciales para la transmision de los impulsos nerviosos (Mathews,
2001). Ademas de depender del constante suministro de glucosa, también depende de la
concentracion de glucemia, el mantenimiento de ésta es crucial para el funcionamiento
del cerebro (Lehninger, 1995).

Los requerimientos energéticos del cerebro ascienden alrededor del 60% de la
utilizaciéon de glucosa del ser humano en reposo y necesita 120 g de glucosa al dia. El
cerebro es un érgano altamente aerobio y su metabolismo requiere alrededor del 20% del
oxigeno total consumido por el ser humano (Mathews, 2001).

La glucosa es utilizada por el cerebro exclusivamente por la via glucolitica (Figura 5)
y por el ciclo de Krebs (Figura 6) (Lehninger, 1995; Pelley, 2008). Para que la glucosa
pueda ser metabolizada debe entrar a la célula a través de los transportadores GLUT
presentes en la membrana celular. Una vez que la glucosa entra a la célula es fosforilada e
ingresa a la via glucolitica, el producto final es el piruvato, que se oxida a CO, y H.0 en el

ciclo de Krebs dentro de la mitocondria.

ATPF ADP+P ATF ADP+P
Glucosa \\ j zlucosa-6-P - Fructosa-6-P \\ j Fructosa-1-6&-di-P
a la cadena
respiratoria E"ng" til Dioxicetona-3-P

ZNADH,| 2nap  [4ATP] 4ADP+P ‘pool €3

2 | Piruvato T\ j T\- j Gliceraldehido-3-P

{secuencia 'redox’)

Figura 5. Esquema de la via glucolitica. La glucdlisis es la ruta metabdlica encargada de la
oxidacién de la glucosa para obtener energia. Se comprende de 9 reacciones, cada una

catalizada por una catalizada por una enzima especifica hasta formar dos moleculas de
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acido pirdvico. La ganancia neta es de 2 moleculas de ATP por cada molécula de glucosa.

La glucdlisis forma parte de la respiracion celular aerobia (Figura 7).
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Figura 6. Ciclo de Krebs. Es una ruta metabdlica que forma parte de la respiracion celular
(Figura 7). En células eucariotas se realiza en la mitocondria, en las procariotas en el
citoplasma. El catabolismo glucidico y lipidico (a través de la glucolisis y la B-oxidacion),
produce acetil-CoA, un grupo acetilo enlazado a la coenzima A. El acetil-CoA constituye el
principal sustrato del ciclo. Su entrada consiste en una condensacién con oxalacetato, al
generar citrato. Al término del ciclo mismo, los dos atomos de carbono introducidos por el
acetil-CoA serdn oxidados en dos moléculas de CO;, regenerando de nuevo oxalacetato
capaz de condensar con acetil-CoA. La produccion relevante desde el punto de vista
energético, sin embargo, se produce a partir de una molécula de GTP (utilizada
inmediatamente para regenerar una molécula de ATP), de tres moléculas de NADH y una
de FADH,. Los cofactores reducidos, NADH y FADH;, se comportan como intermediarios
oxido/reductores. Cuando estan reducidos, son capaces de transportar electrones a
energia relativamente alta (por ejemplo sustraida a los sustratos oxidados en la glucolisis
o en el mismo ciclo de Krebs), hasta la cadena respiratoria mitocondrial. Cerca de tal
cadena se reoxidan a NAD* y a FAD y ceden los electrones a la cadena misma, que sera asi
capaz de regenerar moléculas de ADP y ATP.
http://www.monografias.com/trabajos92/ciclo-krebs/ciclokrebs.shtml#ixzz4tvwbOWNa.
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Figura 7. Respiracion celular.

3.5 La mitocondria

Las mitocondrias son orgdnulos celulares de forma globular, poseen un diametro
de 0.5 - 1 um y miden alrededor de 7 um de longitud, se encuentran en todas las células
excepto las bacterias y los eritrocitos maduros del organismo multicelular, su nimero en
las células de nuestro cuerpo varia de acuerdo a la cantidad de trabajo que la célula lleva a
cabo (Devlin, 2006). En el caso de las nefronas, la cantidad de mitocondrias es elevada,
principalmente en el tubo proximal debido al gran requerimiento energético (Loewy y
Siekevits, 1983). Ya que las mitocondrias son las estructuras celulares encargadas de
producir la mayor parte de la energia celular en forma de ATP, también son los principales
organulos que producen ERO.

La mitocondria contiene una membrana externa y otra funcionalmente mas
compleja, la membrana interna, el espacio comprendido entre éstas, es el espacio

intermembranal. La membrana externa esta conformada por cerca del 40 % de lipidos y
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60 % de proteinas. La membrana interna consiste de 80 % de proteinas y es rica en acidos
grasos insaturados. Los complejos enzimdticos del transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa estdn localizados en esta membrana. La membrana interna aparece
invaginada en pliegues o crestas, lo cual incrementa su drea, la mitocondria presenta ADN

bicatenario propio y circular (Figura 8) (Devlin, 2006).

Ribosomas

ADN
Matriz mitocondrial
embrana mitocondrial externa

Membrana mitocondrial interna

Espacio
Intermembrana

Figura 8. Esquema de la estructura de la mitocondria.

Las secuencias metabdlicas llevadas a cabo dentro de la mitocondria son: el ciclo
de Krebs (Figura 6), el transporte electrénico y la fosforilacién oxidativa (Figura 9), la
oxidacion de acidos grasos y el catabolismo de aminoacidos, entre otras (Lehningher,

1995).
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mitocondrial
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intermembranal

NADH

Succinato
Deshidrogenasa

H+
H* Citocromo ¢ Ht

: +

oxidoreductasa H

+

H+H+ : H
Citocromo 4

H oxidasa H* H

ATP

Figura 9. Fosforilacion oxidativa.

El efecto dafiino de las ERO puede ser el responsable del deterioro mitocondrial
observado en el estrés oxidativo y especialmente en procesos de envejecimiento celular
(Delaval, 2004). Existen evidencias que demuestran que el estrés oxidativo y el
consecuente dafo oxidativo observado en condiciones de hiperglucemia comienza en la
mitocondria, por ser la principal fuente productora de ERO (Raha, 2000; Duchen, 2004;
Rolo, 2006).
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3.5.1 Hiperglucemia y el mal funcionamiento de la mitocondria

Las mitocondrias fallan durante la diabetes debido principalmente a la
hiperglucemia. El exceso de glucosa sobrecarga a las mitocondrias con una vasta cantidad
de equivalentes reductores (NADPH y FADH;), sobrepasando su capacidad para
transportar los electrones, ya que son transportados de manera defectuosa por la CTE en
la mitocondria, lo que da lugar a su reaccidn descontrolada con el oxigeno para generar
RL, mimos que son generados en el metabolismo; pero durante la diabetes, se forman de
manera excesiva, sobrepasando los mecanismos de defensa antioxidante de las células.
Ademas de que estos ocasionan dafio en los lipidos, el material genético y las proteinas de
las células, los radicales libres sirven como “sefales quimicas” que activan mecanismos
gue hace que érganos como el rindn o el higado produzcan proteinas (como queratinas,
colageno, elastina) que los vuelven “fibrosos” y rigidos. Asi, el rifidén, el higado y otros

organos, pierden su funcién y se producen las complicaciones de la diabetes.

3.6 Estrés oxidativo (EO)

El estrés oxidativo describe un estado de dafio causado por las especies reactivas
de oxigeno (ERO). Se produce por el desbalance entre los antioxidantes y las ERO cuando
son sobreproducidas estas ultimas y los sistemas antioxidantes no son capaces de
neutralizarlas. Las ERO son un tipo de moléculas que derivan del metabolismo del oxigeno
y existen en todos los organismos aerdbicos. La mayoria son de origen endégeno y son
subproductos de reacciones normales y esenciales, como la generaciéon de energia

mitocondrial (Castillo et al., 2003).

3.6.1 Especies reactivas de oxigeno y sus caracteristicas
Aunque generalmente las reacciones de oxidacidon aseguran que el oxigeno
molecular sea reducido completamente a agua, los productos de la reduccién parcial
del oxigeno son altamente reactivos. Estos productos son conocidos como especies
reactivas de oxigeno (ERO). Algunos compuestos generados a través del oxigeno son

considerados radicales libres (RL) que son moléculas con un electron desapareado y
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altamente reactivos, sin embargo, producen estrés oxidativo (EO). Los

compuestos derivados del oxigeno son:

. Radical anion superéxido (02-°)
. Radical hidroperoxil (HOO*)
. Perdxido de hidrégeno (H20,)

. Radical hidroxilo (OH®)
. Radical lipido peréxido (ROO*)
. Singulete de oxigeno (*0,)

Las ERO tienen un bajo peso molecular, son extremadamente reactivas, se forman
como consecuencia de reducciones univalentes subsecuentes del oxigeno; presentan una
vida media muy corta, ocasionan una reaccién en cadena y pueden reaccionar con
macromoléculas orgdnicas, modificando su estructura y funcion, por lo que son

potencialmente citotdxicos (Venereo, 2002).

El radical superdxido (O27) es un radical cargado negativamente, formado como

consecuencia de la reduccion del oxigeno molecular.
0, + e === O,

Son variados los sistemas enzimaticos y no enzimaticos en donde se produce este
radical, siendo la mitocondria el principal productor, ya que en la cadena transportadora
de electrones (CTE) del 2 al 4 % del oxigeno consumido es reducido parcialmente por los
electrones provenientes de dicha cadena (Green et al., 2004). Asi, los principales sitios
productores del radical superéxido son los complejos | y Il de la CTE. El Oy puede
reaccionar con una gran variedad de compuestos orgdnicos e inorgdnicos tales como
quinonas, metales de transicidn, ascorbato, a-tocoferol, catecolaminas, tioles (Cortes et

al., 2004).
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El perdxido de hidrégeno (H202) es un metabolito del oxigeno formado por la
dismutacién del O, catalizada por la superéxido dismutasa (SOD). El perdxido de
hidrégeno no es un radical libre puesto que no posee ningun electrén desapareado, pero
se incluye dentro del término “ERO” por su alta reactividad en presencia de metales de

transicion generando un potente oxidante (Fridovich. 1995).

El radical hidroxilo (OH") es el mas reactivo entre las especies conocidas, capaz de
reaccionar, de modo directo con casi cualquier molécula bioldgica, las reacciones ocurren
a una velocidad muy elevada (Fridovich. 1995). El mecanismo de produccion del OH: es
principalmente por la descomposiciéon del H,0; en presencia de metales de transicién,

. . .7 2+ 4 . 2+ .7 . .
principalmente el ién ferroso (Fe**) y cuprico (Cu?*), por la reaccidon de Fenton (Minotti et
al., 1987). El radical hidroxilo es el principal responsable del dafio a los lipidos de
membrana, generando asi la lipoperoxidacidn, una de las principales consecuencias del

estrés oxidativo. Reaccion de Fenton
Fe?* + H,0, mmm)> Fe** + OH- + OH-

3.6.2 Cadena transportadora de electrones (CTE) y sintesis de RLy ERO

La CTE estd compuesta por proteinas transmembranales en la membrana interna
mitocondrial, estas proteinas son complejos enzimaticos (I-1V). El transporte electrénico se
da secuencialmente a través del complejo | (NADH Deshidrogenasa), complejo Il
(succinato deshidrogenasa), la ubiquinona, citocromo reductasa (complejo Ill) para llegar
finalmente al citocromo ¢ oxidasa (complejo IV), que los cedera al oxigeno molecular,
generando H;0. De forma alternativa, los electrones del FADH,, producto final del
complejo Il, pasan a la ubiquinona y son canalizados mediante el complejo lll, citocromo ¢
y complejo IV para que lleguen finalmente hasta la reduccién del oxigeno molecular (0y).
Este transporte de electrones no es del todo eficiente y a veces el oxigeno es reducido
antes de llegar al complejo IV, dando lugar a las ERO (Murphy, 2009).
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En los complejos |, Il y IV de la CTE, se produce un bombeo de protones desde la
matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal, que genera un gradiente
electroquimico (de pH) o potencial de membrana que es aprovechado por la ATPasa para
impulsar la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, completandose de este modo el proceso
de fosforilacion oxidativa (Mitchell, 1961). El ATP generado en este proceso, es utilizado
en los distintos tejidos para mantener las necesidades energéticas celulares. Asi, aquellos
tejidos que tengan mayor requerimiento de ATP serdn los mas afectados en el caso de
producirse fallos en su generacion.

Los RL se producen constantemente durante la oxidacién de los alimentos. Algunas
enzimas como la xantina oxidasa vy aldehido oxidasa forman el radical de
anién superdxido o peroxido de hidrégeno (H20;). La NADPH oxidasa en las células
inflamatorias  (neutrdfilos, eosindfilos, monocitos y macrdéfagos), producen el
anioén superdéxido por un proceso de estallido respiratorio durante la fagocitosis.
El superdxido se convierte en peroxido de hidrégeno y después en acido
hipocloroso (HCIO) con la actividad de la superodxido dismutasa (SOD) y
la mieloperoxidasa (MPO). El superéxido y los iones hipoclorosos, son los efectores finales
de la accién bactericida. Esta es una produccion deliberada de los RL en el cuerpo
(Vasudevan et al., 2011).

Entre los factores que contribuyen a generar estrés oxidativo estan: Tabaquismo,
depresidn, radiacién, alcohol, ansiedad, sedentarismo y la diabetes.

Los RL se generan a nivel intracelular y extracelular y provienen de fuentes

enzimaticas y no enzimaticas (Rodriguez et al., 2001; Hicks et al., 2006).
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Tabla 3. Formacion de radicales libres a través de fuentes enzimaticas y no enzimaticas

(Lopez et al., 2001).

Enzimaticas

Mitocondria Cadena transportadora de electrones (CTE).

Enzimas Xantina-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la triptofanodioxigenasa, la
oxidantes mieloperoxidasa y la NADPH oxidasa.

Reticulo Sistemas transportadores de electrones.

endoplasmico

Peroxisomas Orgdanulos del citosol muy ricos en oxidasas y que constituyen una
importante fuente de H;0.

No enzimaticas | Autoxidacion de flavinas reducidas, tioles y pequefias moléculas como
hidroxiquinonas, catecolaminas y tetrahidropterinas.

El incremento anormal de los RL puede provocar alteraciones en los componentes
celulares y dafiar su funcion, apareciendo entonces ante esto diferentes respuestas
celulares patoldgicas, las cuales dependeran del tipo y cantidad de RL implicados, de la
composicidn bioquimica de las células y, de manera especial, de la capacidad de éstas
para contrarrestar la accién de estos elementos agresores, lo cual ocurre a través de
variados mecanismos, que en conjunto se conocen como el “Sistema de defensa

antioxidante”.

3.7 Defensas antioxidantes mitocondriales

Entre las defensas antioxidantes con las que cuenta la mitocondria se encuentran
la superdxido dismutasa 2 dependiente de manganeso (MnSOD) que convierte el
superoxido a peroxido de hidrégeno, la glutation peroxidasa que descompone el H,0; en
agua, la glutation reductasa mantiene en estado reducido la reserva de glutation
mitocondrial, esta enzima requiere NADPH producido en la mitocondria por la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP* y a través de una transhidrogenasa dependiente
del AuH®. El dafio oxidativo ocurre siempre y cuando las especies reactivas producidas por
la mitocondria evaden la destoxificacién y el nivel en estado constante del dafio oxidativo
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depende de las velocidades relativas de acumulacion de dafio, reparacion y degradacion

(Green et al., 2004).

3.8 Antioxidante y tipos

Un antioxidante es una sustancia que puede estar presente en bajas
concentraciones respecto de las de un sustrato oxidable (biomolécula) que retarda o
previene la oxidacién de éste sustrato. El antioxidante al interactuar con el RL cede un
electron (se oxida), asi que los antioxidantes impiden que las moléculas se unan a los RL.
Con su accién que realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos, sacrifican su

propia integridad molecular con el objetivo de evitar el estrés oxidativo (Venereo, 2002).

3.8.1 Antioxidantes endégenos (Enzimas antioxidantes)

— Enzimas vinculadas directamente:
3.8.1.1 Superoxido dismutasa (SOD)

La familia de las superdxido dismutasas (SOD) es un conjunto de enzimas que
catalizan la dismutacién del O,". Se reconocen tres enzimas de esta familia, dos
intracelulares y una extracelular. La superdxido dismutasa 1 (SOD1) se encuentra en el
citoplasma, nucleo, peroxisomas y la membrana externa mitocondrial. Su centro catalitico
esta formado por un cobre y un zinc (SOD Cu-Zn). Su expresion es inducida por estimulos
mecanicos, quimicos y biolégicos como el choque térmico, radiaciones ultravioleta,
metales pesados y estrés oxidativo. La SOD2 se encuentra dentro de la mitocondria, ya
gue es un organulo que esta sometido mayormente a estrés oxidativo y tiene un centro
catalitico de Mn. La SOD3 esta presente en la matriz extracelular principalmente unida a
heparina y a las fibras de colageno tipo 1 de la mayoria de los tejidos, ademas se ha
encontrado en plasma, fluido linfatico y liquido cefalorraquideo, pero su concentracidén es

20 veces mayor en la matriz extracelular que en el plasma (Gomez-Quiroz y Cuevas, 2008).

La SOD protege a la célula de las reacciones dafiinas del superdxido. El superdxido (027)

espontaneamente dismuta a Oz y H20; de forma bastante rapida (~10° M-1s-1 a pH 7). La
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SOD es biolégicamente necesaria porque el superdxido reacciona aun mas rapido con

algunos blancos como el éxido nitrico (NO-), para formar peroxinitrito (ONOO").

Reaccidn catalizada por la enzima superdxido dismutasa.

3.8.1.2 Catalasa (CAT)

La CAT es una enzima tetramérica, con amplia distribuciéon en el organismo. Su
presencia es abundante en el higado y el rifién. La CAT contiene moléculas de NADPH y se
caracteriza por su alta capacidad de reaccidon pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos
funciones, una catalitica y una peroxidativa. En la reaccién catalitica utiliza como
donadores a otras moléculas de H;0,. En la reaccién peroxidativa, la enzima utiliza como
donadores de hidrégeno al metanol, etanol, acido férmico, fenol y formaldehido. Una
molécula de CAT es capaz de catalizar la transformacion de alrededor de 1x107 moléculas
de sustrato/segundo, la primera reaccion tanto del mecanismo catalitico como
peroxidativo es la heterdlisis o rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno en la reaccién
catalitica se transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno y forma agua (Peraza-

Reyes, 2008).
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Reaccion catalizada por la enzima catalasa.
3.8.1.3 Glutation reductasa (GSH-Rd)

La glutatién reductasa (GSH-Rd) es una flavoenzima dependiente del nicotinamina
adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del glutatién
oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH) el cual sera utilizado por la glutation peroxidasa
(GPx) para la reduccién del peréxido de hidrégeno (H20,) y de lipoperdxidos (L-OOH), los
cuales son elementos téxicos. La GSH-Rd es una enzima homodimérica compuesta por 2
subunidades idénticas entre si unidas por un puente disulfuro. Cada subunidad contiene
478 aminodcidos con un peso molecular de 51,569 Daltones (Cisneros, 1995). La actividad
de la GSH-Rd fue determinada siguiendo la oxidacién del NADPH a NADP* durante la

reduccion del glutation oxidado (GSSG).

GSSG + NADPH + H*==) 2 GSH + NADP*

3.8.1.4 Glutation peroxidasa (GPx)

Esta es una enzima seleno-dependiente de localizacién mitocondrial, citosdlica y
lisosdmica, que cataliza la reduccion del H,0; a radical hidroperéxido en presencia de
glutation reducido y selenio; la figura 12 muestra la reaccién catalizada por ésta enzima. El
ciclo redox del glutatién es la mayor fuente de proteccion contra bajos niveles de estrés

oxidativo. La actividad de esta enzima contribuye a proteger a los lipidos de la membrana
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celular de la lipoperoxidacion. La capacidad reductora de la GPx se basa en altas

concentraciones de glutation reducido (GSH); un tripéptido celular con un grupo

sulfhidrilo, con capacidad antioxidante. Durante el mecanismo catalitico de la GPx, el GSSG

formado durante la reaccion es reducido por la enzima glutation reductasa utilizando

NADPH como cofactor (Cardenas-Rodriguez, et al., 2008). Un ejemplo de cdémo actuan

estas enzimas se muestra en la figura 10.

8 Chd
2 HOJ\:/\/LN/Y \)LOH
NH, oo
Glutation

NH, 0]
HO | E\)-L OH
0 _-~
?
- S
> - O O
GPX ] \' H
[N ek A,
| 1 NH, 0
\
g Glutation oxidade
HO-OH & H\O /H
Peroxido de
hidrogeno Agua

Figura 10. Reaccion de la glutation peroxidasa (GPx), en esta reaccion se utiliza glutation

como donador de electrones para convertir el H,O02 en 2 moléculas de agua.

(www.genome.jp/KEGG/.)
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Catalasa H0+ O,
— H,0,
Glutation
eroxidasa
Cu,Zn-SOD p
Glutatlon Glutation
reducido disulfuro

./

Glutation reductasa

£ )\

NADP* NADPH

Figura 11. Esquema general de la reduccién del anién radical superoxido a través de los

sistemas enzimaticos antioxidantes enddgenos.

3.8.2 Antioxidantes no enzimaticos y exogenos
3.8.2.1 Glutatién (GSH)

El glutatién es un tripéptido constituido por los aminodcidos glutamato, cisteina y
glicina (Figura 12) y tiene un peso molecular de 307 Daltones. El GSH es un tiol, cuya gran
capacidad neutralizadora de RL radica en el grupo sulfhidrico de la cisteina. El GSSG es
reducido enzimaticamente a GSH por la glutation reductasa haciendo que el NADPH se
oxide a NADP. Son especies quimicas cuya propiedad antioxidante reside en su capacidad
para destruir directamente los RL. Reduce el H;0; a agua, en presencia de la GPx,
transformdndose en glutation oxidado (GSSG). El glutatidon es capaz de ejercer su papel
protector sélo cuando se presenta en su forma reducida (GSH). La forma oxidada del
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glutation se presenta cuando dos moléculas de GSH se oxidan (por presencia de agentes
oxidantes o por autooxidacién) cediendo un electréon cada una y combinandose entre si

dando lugar a la forma disulfuro (GSSG).

grupo sulfhidrilo

enlace y-carboxilo

cisteinil

Figura 12. Estructura del glutation.

Puede presentarse tanto en forma de tiol reducido (GSH), como de disulfuro
oxidado (GSSG) y la relacién GSH/GSSG es fundamental para mantener el estado redox
celular. El GSH es el tiol enddgeno no proteico mas abundante y el principal antioxidante
intracelular, actia como atrapador de RL y como reductor del H,0;. La suma de las formas
tiol reducido mas disulfuro oxidado, se le conoce como glutatiéon total (GSHt) (Matuz-
Mares et al., 2005). La oxidacién del glutation conduce a la formacion de glutatiéon
disulfuro (GSSG). El estado intracelular de GSH parece ser un indicador sensible de la salud
de la célula completa y de su habilidad para resistir a cambios téxicos o daninos. El
glutatidon se encuentra en todos los drganos, pero donde se presenta en mayor cantidad
es en el higado, el cual actia como centro de sintesis, almacenamiento y distribucién de
dicho tiol para su utilizacion por los otros tejidos y drganos periféricos, incluyendo el

cerebro (Matuz-Mares et al., 2005; Dringen, 2000).
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Acido glutamico ciotilng
ATP

v..

y-glutamil-cisteina ADP + Pj

ATP _ glicina
yGS: glutamico sintetasa,
v-5S - yGCS: glutamil cisteinil sintetasa

ADP + Pj \

GLUTATION REDUCIDO

(GSH)
H,0, NADP*
X CICLO DE G
GLUSATION OXIDO-REDUCCION GLUTAEION
H,0 XIDASA REDJIC
NADPH + H*

GLUTATION OXIDADO
(GSSG)
Figura 13. Sintesis y ciclo redox del glutation. La sintesis ocurre en 2 etapas y depende de
la disponibilidad de sustratos y de los mecanismos regulatorios. El paso de regulacion en la
sintesis ocurre a nivel de la enzima gamma glutamil cisteinil sintetasa. El GSH se oxida a
glutatién oxidado (GSSG) por medio de la reaccidon catalizada por la glutatidon peroxidasa y
el GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio de la enzima glutatién

reductasa, la cual requiere NADPH como cofactor. Tomado de Pérez-Gallardo R. 2009.

3.8.2.2 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo muy amplio de compuestos antioxidantes
polifendlicos, los cuales estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
pigmentos naturales que protegen a las plantas del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioleta. Algunas de sus funciones son: defensa, sefal
guimica y efecto sobre enzimas (Cartaya, 2001). Son muy importantes para el desarrollo y
buen funcionamiento de las plantas actuando como atrayentes de animales en la

35
QFB. José Alberto Martinez Mora 11QB



ovoposicion, participan en la defensa de las plantas frente a agentes agresores externos
como: Bacterias, hongos e insectos y otros animales herbivoros; ademas, presentan
propiedades relacionadas con la salud humana, lo cual estd basado en su actividad

antioxidante que son capaces de suprimir la formacion de RL (Hertog et al., 1997).
3.8.2.3 Las plantas como antioxidantes naturales

Las plantas son una de las fuentes mdas prometedoras para descubrir nuevos
agentes antioxidantes (Martin y Ernst, 2003; Ziech et al., 2012). La historia de la medicina
tradicional demuestra el potencial de las plantas como fuente de compuestos bioactivos
(Kaewpibonn et al., 2012). Entre los compuestos presentes en las plantas con mayor
actividad antioxidante reportada se encuentran: polifenoles (taninos, flavonoides,
derivados del d4cido cindamico, xantonas, cumarinas, lignanos, quinonas, rotenoides,
estilbenos), aceites esenciales (terpenoides y aromadticos), acidos grasos (saturados e
insaturados), algunos alcaloides (derivados de la isoquinoleina) y otros compuestos como
los carotenos, los acidos benzoicos y ascdrbico, tocoferoles, el sitosterol y elementos
minerales (Bhaskar y Balakrishnan, 2009; Ebrahimzadeh et al., 2009). Estas sustancias
sirven a la planta como mecanismo de defensa ante el ataque de microorganismos,
insectos y herbivoros (Dixon, 2001). Los terpenoides dan a la planta su olor caracteristico
y en algunos casos, su sabor; otros, como las quinonas y los taninos son los responsables

de la pigmentacién (Dixon, 2001).

En México, la mayor parte del conocimiento tradicional que se tiene acerca de las
plantas medicinales proviene desde la época prehispanica y actualmente diversos grupos
étnicos lo conservan, ya que los seres humanos han utilizado semillas, raices, tallos, flores
y frutos de las plantas para la alimentacién vy aliviar los trastornos, debido a la eficacia de
su curacién, disponibilidad y bajo costo. Desde hace mdas de 30 afios ha surgido la
necesidad de integrar la medicina tradicional dentro de los sistemas oficiales para mejorar
la calidad de vida de los pacientes, esto por razones de orden cultural y econémico. Se
calcula que la flora medicinal mexicana contiene entre 4,000 y 5,000 plantas con potencial

terapéutico. Un total de 3,000 especies han sido compiladas en un atlas de plantas
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medicinales empleadas por diversos grupos étnicos. Increiblemente, solo el 1% de las
plantas medicinales han sido estudiadas a fondo en sus propiedades curativas. Por lo
tanto, es claro que debe realizarse una mayor investigacién clinica y etnobotanica, en

virtud de elucidar el posible beneficio medicinal de estas plantas (Lozoya, 1994).

El interés cientifico por el uso de plantas dirigido a la busqueda de fitoterapéuticos
para el tratamiento de la DM, ha llevado a la realizacién de investigaciones que validan el
uso de plantas medicinales y han encontrado nuevos compuestos con estas propiedades.
En Meéxico, en diversas instituciones educativas y de investigacion reportan un gran
numero de plantas ampliamente utilizadas en la medicina tradicional y con un alto
potencial para ser utilizadas en los tratamientos de la DM. Los efectos terapéuticos de las
plantas se deben al contenido de diferentes metabolitos secundarios como los aceites
esenciales, taninos, acidos fendlicos, sesquiterpenlactonas, cetonas y flavonoides, entre

otros (Huerta, 1997).

El uso de plantas medicinales es una practica comun entre los diabéticos
mexicanos para el tratamiento empirico de la DM (Argaez-Lopez et al., 2003). En la
actualidad se buscan y ensayan diversas estrategias médicas, mediante una combinacion
de la dieta, educacion, ejercicio fisico, inmunoterapia, incluso trasplantes pancreaticos
para proporcionar al paciente diabético una mejora en su calidad de vida; no obstante, la
investigacion estd orientada principalmente en la obtencién de nuevas drogas
hipoglucémicas que puedan ayudar al control de la enfermedad. Sin embargo, en nuestro
pais y en otros paises con un nivel socioecondmico semejante, un sector amplio de la
poblacién no tiene acceso a modernos esquemas de tratamiento, por las limitaciones
econdmicas y culturales, surgiendo entonces la fitoterapia o medicina natural como una
alternativa de igual efectividad, pero con menores efectos secundarios tipicos de las

drogas sintéticas y con la ventaja de ser mas econdémica (Hunt et al., 2000).

Los extractos de plantas medicinales pueden optimizar el metabolismo de Ia

glucosa y mejorar la condicidén integral de los diabéticos, no sélo por sus efectos
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hipoglucémicos, sino también al mejorar el perfil lipidico y el estado antioxidante (Yeh et

al., 2003).

El procedimiento de extraccion es determinado por el tipo de compuestos que se
desean obtener. Asi, los procesos de hidrodestilacién son utilizados en la obtencién de
aceites esenciales, aromaticos y enriquecidos en compuestos de naturaleza terpénica. Si
lo que se requiere es obtener fracciones que conserven sus propiedades antioxidantes, se
recurre, entre otros, a procesos de extraccién por disolvente (etanol, metanol, acetona, n-
hexano, etc.). La polaridad del disolvente va a determinar, en este caso, la proporcion

entre los diferentes compuestos presentes en los extractos (Suhaj, 2006).

3.9 Género Justicia

El género Justicia también es identificado como Jacobinia, incluye a plantas
perennes nativas de América tropical, de hojas verdes ovaladas con venas bien marcadas y
con flores tubulares rosas, naranjas o rojo palido. Perteneciente a la familia Acanthaceae
con mas de 600 especies reconocidas (Correa y Alcantara, 2012). En la tabla 4 se enlistan

algunas especies del género Justicia y la actividad biolégica que presenta.
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Tabla 4. Actividad bioldgica de algunas especies del género Justicia. Tomado y

modificado de Correa y Alcantara, 2012.

Especie Parte estudiada | Actividad bioldgica Ensayo
nessi Parte aérea Anticancerigena Extracto
etandlico
pectoralis Hojas y tallo Hipoglucémica Infusion
sericea Parte aérea Antiinflamatoria Decoccion
spicigera Parte aérea Hipoglucémica Extracto
etandlico

3.9.1 Taxonomia de Justicia spicigera (Tabla 5).

Justicia spicigera
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Acanthaceae
Género Justicia
Especie Spicigera

3.9.2 Descripcidn botanica de Justicia spicigera

Justicia spicigera es un arbusto erecto, ramificado, trepador que mide de 1.5 - 2.5

m de largo, con hojas pecioladas y un margen entero de color verde oscuro de 7 - 15 cm
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de largo y de 4 - 9 cm de ancho, con venas marcadas; las flores son anaranjado brillante y
se encuentran agrupadas en la unién del tallo y la hoja, éstas cuelgan del tallo, (Figura 14,
15 y 16) por lo que también se le denomina: Trompetilla, aunque también se le conoce

como: muicle, mucle, muitle o muite (Ortiz-Andrade et al., 2012).

Figura 15. Hojas de Justicia spicigera.
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Figura 16. Flor de Justicia spicigera.

3.9.3 Distribucidn geografica de Justicia spicigera

Como se muestra en la figura 17, Justicia spicigera crece desde México hasta
América central (Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua,
Colombia). En México crece en los estados de Chiapas, Nayarit, San Luis Potosi, Valle de
México, Veracruz, Puebla, Morelos, Tlaxcala, Yucatan, Hidalgo y Michoacan (Martinez,
1992; Cevallos y Sergio, 1998). Crece en climas: cdlido, semicdlido, seco y templado, es
cultivada en las casas y se asocia a la selva tropical caducifolia, subcaducifolia, bosques de

encino y pino.

Figura 17. Distribucion geografica de Justicia spicigera, en los puntos amarillos se
representan las zonas donde crece Justicia spicigera.
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3.9.4 Usos de Justicia spicigera en la medicina tradicional Mexicana.

A Justicia spicigera se la ha atribuido que alivia mas de 20 diferentes malestares y
enfermedades en diferentes formas de ser ingeridas sus partes sin presentar
contraindicaciones en su uso (Tabla 6). Justicia spicigera es una planta utilizada por
algunas etnias de México como tdénico sanguineo, estimulante, antidisentérico,
antipirético, antiespasmoddico, antiinflamatorio, para aliviar trastornos menstruales,
anemia, nervios, insomnio, bronquitis, desordenes intestinales incluyendo nduseas,
diarrea y vomito, para tratar el cancer, infecciones renales y anemia (Pefa-Agiiero, 2010).
Para cualquiera de los padecimientos, se utilizan a menudo las hojas y las ramas. No
existen reportes negativos en su uso. Su tiempo de recoleccion es en primavera (marzo-

mayo) cuando florece y las hojas estan verdes.

Tabla 6. Usos de Justicia spicigera en la medicina tradicional Mexicana.

Parte de la

Uso terapéutico Referencia
planta
Extracto
cloroférmico, . ., . .,
., Hipertensién Esquivel-Gutiérrez et al., 2013
Infusién de la
flor
Vega-Avila et al., 2009. Rev. Latinoamer
Diabetes, dolor 1 .79 _
Extracto =tes, ¢ Quim. 40: 78 — 82
etandlico abdominal, diarrea,
antibidtico, antifingico Ortiz-Andrade et al., 2012

J. Ethnopharmacol. 143: 455-462

Decoccidn de

) Martinez, 2005. Las plantas medicinales de
hojas y flor

Sifilis, tumores México (tomo I). 225-226

Infusion de la

flor
Extracto Fiebre anemia. edema Meckes et al., 2004. Phytomedicine
metandlico ’ mareo; ’ 11: 446 — 451
Extracto Cancer, tos, bronquitis, Vega-Avila et al., 2009. Proceedings of
etandlico asma, catarro Western Pharmacology Society 52: 78-82
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Tradicionalmente, en la peninsula de Yucatan, las hojas se utilizan como una
infusidn y estd indicado para el tratamiento de la hipertensién y la epilepsia, asi como
para el tratamiento de dolencias relacionadas con el sistema digestivo, tales como dolor
de estdmago, diarrea, disenteria y el estrefiimiento. Ademas, se utiliza la decoccidn de las
hojas o ramas (y a veces la flor) para los casos de enfermedades de la piel, tales como
erisipela (infeccion de la piel causada por el acaro de la sarna), sifilis y tumores. También
estd indicado su uso en fiebre, infeccidon renal, anemia, asi como anti-inflamatorio, por
mareos y sueio, para algunas enfermedades respiratorias como tos, bronquitis y
estrefiimiento. También hay informes de que tanto la infusién de las hojas, como la
decoccion de las partes aéreas, se utilizan para el tratamiento de la DM

(www.microdosismartinez.blogspot.com; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

En la Huasteca Potosina (San Luis Potosi, México) hacen un té hirviendo 20 g de
Justicia spicigera con 1 litro de agua. El té se toma 3 veces al dia antes de cada comida.
Andrade-Cetto y Heinrich (2005), informaron que las infusiones de Justicia spicigera

disminuyen la glucemia.

El extracto etandlico de las hojas de Justicia spicigera ha demostrado actividad
contra Giardia duodenalis, uno de los parasitos intestinales mds comunes en México

asociado con diarrea (Ponce-Macotela et al., 2001).

Ortiz-Andrade et al., (2012), reportaron el efecto hipoglucémico del extracto
etandlico de Justicia spicigera en ratas normoglucémicas y diabéticas, donde le atribuyen
éste efecto a la estimulacion de la captacién de glucosa tanto en ratas sensibles a la

insulina y a las resistentes a la insulina.
3.9.5 Estudio fitoquimico de Justicia spicigera

Justicia spicigera produce metabolitos secundarios del tipo fendlico, como taninos,
lignanos y flavonoides (Martinez, 1996). Se han reportado en hojas de Justicia spicigera:

alantoina, flavonoides como el Kaempferitrin y su bis-ramnésido Kaempferol (Euler et al.,
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1982), terpenoides como el PB-glucosil-O-sitosterol y la criptoxantina (caroteno)

(Dominguez et al., 1990).

La alantoina es un producto del metabolismo de las purinas. Su principal efecto es
ser un fuerte estimulador de la proliferacién celular y reconstruccién de tejido (Yardim-

Akaydin et al., 2004).

El Kaempferol es un flavonoide natural que se encuentra presente en las hojas de
Justicia spicigera, es un antioxidante potente que ayuda a prevenir el dafio oxidativo de
las células, lipidos y ADN, ademds de prevenir la aterosclerosis (Watell et al., 2003). Ha
mostrado propiedades hipoglucémicas en ensayos in vitro e in vivo (De Sousa et al., 2004).
También actia como agente inhibidor de la formacién de cancer en las células (Wang et
al., 2005). Lépez-Sanchez et al., (2007) mencionan que el Kaemferol ayuda a prevenir la
aterosclerosis inhibiendo la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la
formacién de plaquetas en la sangre. Zheng et al., (2001), demuestran que el kaemferol
(Figura 18) puede tener beneficios para las personas que tienen riesgo de cancer, ya que
en lineas celulares pancredticas (MIA PaCa-2 y Panc-1) se muestra un efecto

anticancerigeno.

OH O

Figura 18. Estructura quimica del kaempferol.

El B-sitosterol es el esterol mas abundante de Justicia spicigera, contiene un grupo
B-etilo en el C-24 del esqueleto del colesterol, lo que lo hace mas lipofilico. Presenta
actividad inmunoldgica y antiinflamatoria (Bouic, 1996, 1999, 2001; Gomez, 1999).

Ademads se ha demostrado su efectividad clinica como hipocolesterolémico, asi como en el
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tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna (Becker et al., 1993; Berges et al., 1995;

Pelletier et al., 1995; Gerber, 2002; Tapiero, 2003).

Los lignanos también se han identificado en el género Justicia y tienen actividad
antioxidante, antiviral, antitumoral, hipoglucémica, antiobesidad y cardioprotectoras
(Smeds et al., 2012). Zepulveda et al., (2009) analizaron la parte aérea de Justicia spicigera
y para una misma parte de la planta, obtuvieron que los extractos preparados con
metanol poseen una mayor actividad antioxidante, mayor cantidad de compuestos

fendlicos y de flavonoides.

El contenido fendlico y la actividad antioxidante de los extractos depende de las
condiciones del disolvente o de extraccién utilizados (Ares et al.,, 2010; Serrano-
Maldonado et al., 2011;). La sinergia entre los compuestos quimicos genera actividad
antioxidante que no depende sdlo de la concentracién y la estructura de cada uno, sino
que, la interaccidon con otros elementos de la mezcla es otro factor que también puede
contribuir a la actividad captadora de RL (Castro et al., 2006). El procedimiento de
extraccién es determinado por el tipo de compuestos que se desean obtener. Asi, los
procesos de hidrodestilacion son utilizados en la obtencién de aceites esenciales,
aromaticos y enriquecidos en compuestos de naturaleza terpénica. Si lo que se requiere es
obtener fracciones que conserven sus propiedades antioxidantes, se recurre a procesos de
extraccién por disolvente (etanol, metanol, acetona, n-hexano, etc.). La polaridad del
disolvente va a determinar, en este caso, la presencia de los diferentes compuestos en los

extractos (Suhaj, 2006).
3.10 Métodos de evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

Existen diferentes maneras de determinar la capacidad antioxidante del extracto
de una planta, cada ensayo se basa en reacciones quimicas diferentes y por lo tanto, la
actividad antioxidante de una misma muestra puede variar dependiendo del método de
analisis empleado (Huang et al., 2005). Los resultados pueden alejarse considerablemente

de la accidn de tales agentes en sistemas biolégicos (Antolovich et al., 2002).
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Los métodos para ensayar la actividad antioxidante de una muestra pueden ser

clasificados en dos categorias:

1) Aquellos métodos que miden la capacidad para ceder un electrén (o un atomo

de hidrégeno) a una ERO especifica o a cualquier otro aceptor electrénico.

2) Métodos que determinan la capacidad para eliminar la fuente de inicio del
proceso oxidativo, por ejemplo, inhibicidn enzimatica, quelacidon de metales de transicion,

absorcion de luz UV (Vaya y Aviram, 2001).

La efectividad de los antioxidantes en sistemas bioldgicos se ve afectada por
muchos factores, entre los principales, se incluyen: el reparto de los compuestos entre las
fases del sistema, las condiciones de oxidacidn y el estado fisico del sustrato oxidable.
Para conocer, entender y predecir como los antioxidantes naturales ejercen su accién, es
necesario tener en cuenta todos los factores que pueden influir sobre un ensayo de
determinacién de la actividad antioxidante. Debido precisamente a estos factores
condicionantes, no es apropiado utilizar un uUnico ensayo para valorar el potencial
antioxidante de un compuesto o de una mezcla compleja de compuestos (Magalhdes et
al., 2008). Por ello, es de suma importancia la seleccién de los métodos a aplicar. A
continuacion se describen algunos de los ensayos habitualmente utilizados en Ia
determinaciéon de la capacidad antioxidante de compuestos aislados o de mezclas de

compuestos.

3.10.1 Reduccién del radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Es un ensayo de capacidad secuestradora contra el radical DPPH®, el cual se basa
en la reduccién del radical por captacién de un atomo de hidrégeno al afadir el
antioxidante. El radical DPPH® conocido como 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, cromdgeno
color purpura, que se utiliza cominmente para evaluar la capacidad de los compuestos
para actuar como captadores de RL o donantes de H* y para medir la actividad
antioxidante. La reaccién del DPPH® con un antioxidante o compuesto reductor, produce
el DPPH; (hidracina correspondiente), que puede ser seguido por el cambio de color de

purpura  (absorbencia a  515-528 nm) a amarillo (Cayman  Chemical,,
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2015). Este método es rapido, simple, de bajo costo y ampliamente utilizado para medir la
capacidad de los compuestos para actuar como eliminadores de RL o donantes de H*. La
ventaja de este método es que el DPPH* se deja reaccionar con la muestra el tiempo
suficiente, lo que permite reaccionar lentamente, incluso con antioxidantes débiles (Figura
19). La eficacia antioxidante se mide a temperatura ambiente de manera que el riesgo de
degradacion térmica de las moléculas ensayadas se elimina (National Center for

Biotechnology Information, U.S., 2011).

N-N(Ph}y H-N-N{Ph}z
NO, NO. NO» NOy
+ AH — + A
NO- NO3
DPPH DPPH

Figura 19. Estructura del DPPH’ y la reduccidn difenil-picrilhidrazina (DPPH-H) por un
antioxidante (Magalhaes et al., 2008).

3.10.2 Método de reduccion del fosfomolibdeno

El ensayo de la reduccién de fosfato de molibdeno (VI) a fosfato de molibdeno (V)
estd basado en la reduccidon del Mo (VI) proporcionado por el molibdato de amonio
((NH4)6Mo07024) @ Mo (V), en un pH acido que en disolucidn presenta un color amarillo,
reducido por un agente reductor y la subsecuente formacion de un complejo fosfato/Mo
(V) denominado azul de fosfomolibdeno, que tiene un pico de absorcién a 695 nm (Prieto
et al., 1999). La incubacion de los extractos con molibdeno (VI) indicard la presencia de
componentes antioxidantes en el extracto, que pueden ser evaluados mediante el registro
de la absorbencia a 695 nm (para detectar el complejo de molibdeno verde reducido). El
método del fosfomolibdeno se aplica rutinariamente en el laboratorio para evaluar la

capacidad antioxidante de extractos de plantas (Prieto et al., 1999).
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3.10.3 Poder reductor

Esta técnica se fundamenta en que el idn férrico (Fe3*) se reduce por antioxidantes
donantes de electrones presentes en la muestra a su forma ferrosa (Fe?*).El complejo
desarrolla un producto de color azul oscuro después de la reduccidn, el cual se puede
determinar espectroscépicamente a 700 nm (Roginsky y Lissi, 2005). El incremento de la
absorcién muestra un aumento en el poder reductor de los extractos, es decir, cuanto

mayor es la absorbencia de la mezcla de reaccidén, mayor sera el poder reductor.

3.10.4Antilipoperoxidacion

El ensayo de especies reactivas al dcido tiobarbitirico (TBARS) determina las
sustancias reactivas a este acido generadas durante el estrés oxidativo. La degradacién
oxidativa de los lipidos por las ERO, llamada peroxidacién lipidica, se traduce en la
formacién de perdxidos de lipidos altamente reactivas e inestables. La principal sustancia
reactiva al acido tiobarbiturico (ATB), el malondialdehido (MDA), es un dialdehido de tres
carbonos altamente reactivo (Figura 20), generado como uno de los principales bio-
productos de la peroxidacidon de acidos grasos poliinsaturados. La determinacién de los
niveles de MDA en materiales bioldgicos es un método conveniente, sensible y
ampliamente utilizado para estimar cuantitativamente la extensiéon de la peroxidaciéon
lipidica. El método espectrofotométrico del ATB es el mas comunmente utilizado para la
cuantificacion de MDA. La reaccidén ocurre por ataque del MDA sobre el grupo metileno
activo del ATB. Un mol de MDA reacciona con dos moles de ATB en medio acido a alta
temperatura. La velocidad de esta reaccién depende de la concentracion de ATB,
la temperatura y el pH. El croméforo generado posee un pico de absorcion a 532-535 nm.
(Ohkowa et al., 1979; Magalhdes et al, 2008). El porcentaje de inhibicion de la
peroxidacién lipidica reflejard el poder antioxidante de los compuestos estudiados

(Ohkowa, 1979).
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OH CH OH
ATB MDA MDA-ATB
Acido tiobarbittrico Malondialdehido Cromégeno

Figura 20. Reaccidn entre el acido tiobarbiturico y el malondialdehido.

Aunque la actividad antioxidante se puede determinar mediante pruebas in vitro,
este tipo de pruebas pueden alejarse considerablemente de la accion de tales agentes en
sistemas bioldgicos (Antolovich et al., 2002), por lo que los extractos implicados en este

trabajo se probaron “in vivo” en un modelo de ratas de la cepa Wistar con DM |.

4. JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad crénica-degenerativa que produce dafio a
diferentes drganos. Tal dafio se relaciona con el estrés oxidativo, que puede ser
disminuido con antioxidantes exdgenos, como los presentes en las hojas de
Justicia spicigera, de la cual se ha reportado un efecto hipoglucémico, sin embargo, se
desconoce si existe una relaciéon entre los compuestos presentes en los extractos de

diferente polaridad, su actividad hipoglucémica y su capacidad antioxidante.
5. HIPOTESIS

Los extractos de las hojas de Justicia spicigera presentan actividad hipoglucémica y

disminuyen el dafio oxidativo en rifién y cerebro de ratas diabéticas.

6. OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad hipoglucémica y la capacidad antioxidante de los extractos de las

hojas de Justicia spicigera en ratas diabéticas.
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6.1 Objetivos especificos

1.- Analizar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos hexanico, acetato de

etilo y etandlico de las hojas de Justicia spicigera.

2.- Determinar los parametros serolégicos de dafio renal y lipidos en ratas diabéticas
administradas con los extractos hexanico, acetato de etilo y etandlico de las hojas de

Justicia spicigera.

3.- Analizar moléculas antioxidantes de rifidn y cerebro de ratas diabéticas
administradas con los extractos hexanico, acetato de etilo y etandlico de las hojas de

Justicia spicigera.

7. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevé a cabo durante los afios 2016-2017 en el Laboratorio de
Bioquimica del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan, México.

7.1. Reactivos

Todos los reactivos y sustancias empleadas fueron de grado reactivo de la marca

SIGMA de la mas alta pureza disponible en el mercado.

7.2 Identificacion y recoleccidn de la planta Justicia spicigera

La planta fue identificada y colectada en los meses de abril y mayo de 2016 del
invernadero del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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7.3 Obtencidn de los extractos de las hojas de Justicia spicigera

De las hojas, se obtuvieron extractos bajo 3 diferentes sistemas de polaridad:
hexano (baja polaridad), acetato de etilo (polaridad intermedia) y etanol (alta polaridad).
Una vez identificada la planta Justicia spicigera, se procedio a revisar que la muestra (hoja)
estuviera en buen estado, es decir que no presentara ninguna enfermedad o plaga. Se
tomaron las hojas y se lavaron con agua y se secaron a la sombra hasta quitar el exceso de
agua. Se dividieron en grupos individuales rotulados y se congelaron a -80°C por 24 horas
en un revco. Pasadas las 24 horas de congelacion, se trituraron con una licuadora
industrial (Oster) para después colocarlas en un frasco ambar y se adicionaron los
solventes correspondientes (hexano, acetato de etilo y etandlico) en relacién 1:10 (p/v) y
se mantuvieron en maceracion durante 6 dias a 4°C agitado una vez al dia, excepto el
ultimo dia, protegiendo de la luz en recipientes cerrados herméticamente. El macerado se
filtré con papel filtro y se desechdé el material vegetal. El filtrado se concentré a presién
reducida en un rotavapor a 90 rpm, en un matraz a peso constante. Cada extracto se
prepard a una concentracién de 100 mg/kg. Para los bioensayos, el extracto hexanico se
disolvié en aceite de maiz de la marca “Mazola” y los extractos acetato de etilo y etandlico
se disolvieron en agua y DMSO al 5 % y se conservaron a 4°C protegidos de la luz hasta su

uso.

7.3.1 Rendimiento de los extractos
El porcentaje de rendimiento de cada extracto se calculé dividiendo el peso (g) de

lo que se obtuvo de extracto entre el peso de las hojas frescas por 100.
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7.4 Diseno experimental

Recoleccidn de Justicia spicigera

Analisis de la capacidad
antioxidante in vitro:

¥

Obtencion de los extractos de las hojas

- Antilipoperoxidacion

- Poder reductor

- Reduccién del
fosfomolibdeno

\ 4

Administracién diaria por 30 dias a ratas

- Reduccién del DPPH:

¥

10 grupos: Ratas macho de la cepa Wistar. n= (5-8).

GRUPO

Normoglucémicas + Aceite de maiz

Diabéticas + Aceite de Maiz

Normoglucémicas + DMSO

Diabéticas + DMSO

Normoglucémicas + Extracto hexdnico

Diabéticas + Extracto hexanico

Normoglucémicas + Extracto acetato de etilo

Diabéticas + Extracto acetato de etilo
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Normoglucémicas + Extracto etandlico
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o

Diabéticas + Extracto etandlico

—

]
- 3

Andlisis serolégico

Eutanacia
Obtencién de cerebro y rifiones

- Catalasa (CAT) «

\ 4

.

Determinacion de los
parametros bioquimicos:

Aislamiento de mitocondrias

A

- Glucosa
- Urea
- Creatinina

- Triglicéridos

- Colesterol total

Determinacion de las moléculas:
- Superdéxido dismutasa (SOD)

- Glutation total (GSHy)

- Glutation reducido (GSH)

- Glutatién oxidado (GSSG)
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A los aniales se les tomé diario el dato del peso del alimento y el volumen de agua
ingeridos; cada 5 dias fueron pesadas en una bascula digital y se les midié la glucemia con
un glucémetro ACCU-CHECK Performa.

7.4.1 Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar, con un peso de 300 — 400 g, las cuales fueron
alojadas en bioterio y mantenidas con ciclos de 12 horas de luz/obscuridad, en
condiciones de temperatura controlada, alimentadas con una dieta estandar de roedores
y agua purificada ad libitum. La dieta de los animales consistio en alimento para roedores
de laboratorio con una presentacion comercial de croquetas. Todo bajo la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999 del uso y cuidado de animales de laboratorio. Los
extractos fueron administrados via oral con una canula orofaringea siempre a la misma

hora.

7.4.1.1 Determinacion de los niveles de glucemia y peso durante el tratamiento

Una de las caracteristicas principales de la DM es la hiperglucemia crdnica, por lo
tanto, la medicién de los niveles de glucemia en las ratas empleadas para los
experimentos es importante, ya que asi aseguramos contar con un modelo adecuado de
diabetes; a la par de que, siendo la pérdida de peso otro signo de la DM, se tomd el dato

del peso corporal cada 5 dias, en una bascula digital de cada uno de los animales.

Los niveles de glucemia se determinaron utilizando el método de glucosa-oxidasa.
Para esto, se empled un equipo de glucometro ACCU-CHECK Performa. El fundamento
fisico y bioquimico es el de la enzima-sustrato, que explica el funcionamiento del
glucdémetro, ya que las tiras reactivas contienen una enzima que cataliza la glucosa
contenida en una muestra de sangre capilar. Ninguna molécula de glucosa se transforma
si no entra en con tacto con la enzima glucosa deshidrogenasa. El flujo de electrones
producido en esta reaccién, es detectado por un fino sensor de corriente eléctrica que es
interpretada como cantidad de glucosa en la muestra. La determinacidn de la glucemia se
realiza individualmente en cada uno de los animales después de haber permanecido 12

horas sin alimento; y con ayuda de una lanceta metadlica estéril se hace una puncién en la
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vena caudal de la cola del animal para exponer una gota de su sangre sobre una tira

reactiva.
7.4.1.2 Medicién de la ingesta de alimento y agua durante el tratamiento

Como ya se menciond, algunos signos de la DM son: la polifagia y la polidipsia, por
lo tanto, la medicidn de la ingesta de alimento y de agua en las ratas empleadas para los
experimentos es importante, ya que asi aseguramos contar con un modelo adecuado de
DM. De manera diaria y a la misma hora, se les tomd el dato de la ingesta de alimento

(pesandolo en bascula) y agua (medida con probetas) a todos los grupos.

7.4.2 Induccidn de la diabetes a las ratas
La diabetes experimental fue inducida por la administraciéon de una dosis
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) a 50 mg/kg de peso corporal, disuelta en buffer
de citrato (pH 4.4). La glucemia fue medida antes de la induccién, ya que las ratas fueron
privadas de alimento 12 horas antes de la administracién de la STZ. Las ratas control
fueron administradas solo con buffer de citrato. Cinco dias después de la administracion

de STZ, los niveles de glucemia se determinan para confirmar la diabetes.

7.4.3 Eutanacia de las ratas
A los animales se les privé el alimento 12 horas antes de proceder con la eutanacia,
la cual se realizé por decapitacidn, recolectandose la sangre en tubos BD Vacutainer, el

cerebro vy los riflones se trituraron inmediatamente.

7.4.4 Aislamiento de mitocondrias de riiion
Despues de que se extrajo el rifidn, se colocd en un vaso que contenia medio 1 en
un recipiente que contenia hielo. Se triturd en pequefos pedazos y se procedid a hacer 2
lavados con medio 1. Se pasaron a un tubo de homogeneizacion con 20 ml de medio y se
homogenizo 3 veces. Se repartié el homogenado en 2 tubos de centrifuga y se aford a %
partes con medio 1. Se centrifugd a 2,000 rpm durante 10 min a 4'C. Se pasd el
sobrenadante a 2 tubos previamente frios, aforando a % partes de volumen y se continué

centrifugando a 7,500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se desechd el
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sobrenadante y se suspendid el precipitado cuidadosamente en 2 ml de medio 2. Se
agregaron 80 pl de albumina al 0.2 % por ml de suspensién de mitocondrias, durante 10
minutos agitando. Pasado el tiempo se aforé6 a % partes del volumen y se
centrifugd a 9,000 rpm por 10 minutos. Se deseché el sobrenadante y se suspendio
en 1 ml de medio 2. Por Uultimo, se determind la concentracion de

proteina mitocondrial por el método de Biuret (Gornall et al., 1949).

7.4.5 Aislamiento de mitocondrias de cerebro

Después de la eutanasia, se extrajo el cerebro en el lapso de 1 minuto, el cual se
colocé en 1 vaso de precipitado con 7.5 ml de medio de aislamiento; se trituré con
tijeras especiales y se lavd con pequenas cantidades de medio (por las paredes del tubo).
El tejido se pasé a homogeneizar de manera manual (teniendo cuidado de que no
se hicieran burbujas) esto se hizo por 6 veces hasta que quede completamente
homogéneo. El homogenado se centrifugdé a 2,180 rpm por 10 minutos; se
decanté el sobrenadante y se centrifugd a 10,350 rpm  por 10 minutos. El

precipitado se resuspendid en 1 ml de medio de aislamiento.

7.4.6 Determinacion de la concentracion de proteina mitocondrial
La concentracién de proteina mitocondrial se determind por el método de
Biuret (Gornall et al., 1949). Posteriormente se realizaron los calculos correspondientes
para ajustar el volumen que tuviera una concentracion de 0.3 mg/ml, que fue empleada

en todos los experimentos.

7.5 Cuantificacion de las concentraciones de glutation total, reducido y oxidado en
mitocondria

Para la determinacién del contenido total de glutatidon se usaron las muestras de
mitocondrias a 0.3 mg/ml y fueron desproteinizadas empleando una solucién de acido
sulfosalicilico al 5% durante 10 minutos a 4° C. Posteriormente fueron centrifugadas a

10,000 rpm por 10 minutos. Se separo el sobrenadante y se agrego la “mezcla de trabajo”
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la cual contenia buffer de analisis 1x (buffer fosfato de potasio 100 mM, pH 7, EDTA 1
mM), glutatidén reductasa (6 u/ml) y solucion de DTNB (1.5 mg/ml). Las muestras se
incubaron por 5 minutos y se agregd el NADPH para comenzar la reaccién. Se tomaron
lecturas a intervalos de 1 minuto durante 5 minutos a 412 nm empleando un lector de
microplacas iMark Microplate Absorbance Reader de BIO-RAD. Para la determinacion del
glutatién oxidado no se agregd la enzima glutatién reductasa y para la determinacion del
glutation reducido fue por calculo aritmético. Se realizé una curva estandar de glutatién

en cada experimento.

7.6 Determinacion de la actividad de la superéxido dismutasa en las mitocondrias

La actividad de la SOD fue determinada empleando un kit comercial (Sigma-
Aldrich), el cual permite analizar la actividad de la SOD mediante un método colorimétrico
utilizando una sal de tetrazolio Dojindo altamente soluble en agua, WST-1 (sal monosédica
(2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio) que produce un color
formazan cuando es reducida por el anion superdxido. Esta reaccién es inhibida por la
SOD, que dismuta el anidn superdxido evitando su reaccion con la sal. La concentracion de
proteina empleada fue de 0.3 mg/ml. Las lecturas fueron tomadas a
440 nm empleando un lector de microplacas iMark Microplate Absorbance Reader de

BIO-RAD.

7.7 Determinacion de la actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa se midié siguiendo su capacidad para descomponer el
perdxido de hidrégeno (H202) en 1 minuto de reaccidén. La reaccién se detuvo afiadiendo
dicromato de potasio / acido acético (1:3); el H,0; restante se determind midiendo
acetato cromico a 570 nm que se forma por reduccién del dicromato / acido acético en
presencia de H,0,, como se describié anteriormente por Sinha (1972). La actividad de la

catalasa se expres6 como p mol de H.0, descompuesto / min / mg de proteina.
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7.8 Andlisis seroldgico de las muestras sanguineas

Las ratas fueron sacrificadas por medio de decapitacidn, se les obtuvo la sangre y
fue colocada en tubos Vacutainer, dejando coagular la sangre, posteriormente se
centrifugaron a 3,500 rpm durante 10 min para obtener el suero, al cual se le realizaron
las siguientes pruebas bioquimicas: glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos
(valores figura 7) a través del equipo Dri-Chem NX500i Fujifilm con sus correspondientes

slides.

Tabla 7. Valores normales de parametros serolégicos de glucosa, urea, creatinina,
colesterol y triglicéridos en ratas Wistar macho. Tomado de Giknis y Clifford, 2008; Sharp
y Villano, 2013.

Prueba Rango
(mg/dL)
Glucosa 65-110
Urea 15-45
Creatinina 0.3-1.0
Colesterol 45 -85
Triglicéridos 30-100

7.9 Pruebas de la capacidad antioxidante in vitro

7.9.1 Reduccion del radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

La actividad antioxidante del extracto basada en la reduccién del radical libre
estable DPPHe, se determiné de acuerdo al método descrito por Lee et al. (2004) de la
siguiente forma: 0.1 ml de extracto fue afiadido en tubos completando un volumen de 1
ml con agua desionizada, se anadié a cada tubo 1 mlde la solucién DPPHe (0.2 mM en
etanol absoluto), se mezclé y seincubd a temperatura ambiente en obscuridad por
30 minutos. Se prepard un control positivo con una soluciéon de acido ascérbico (0.3
mg/ml). La absorbencia se registré a 517 nm usando un espectrofotémetro Perkin lamda.

El porcentaje de actividad reductora se calculd a partir de la siguiente formula:

% de redUCCién del radical DPPH: = [(D.o-517contro| - D.O.517muestra) / D.0.517control] X 100.
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7.9.2 Reduccion del fosfomolibdeno (Vi)

La reduccion del fosfomolibdeno fue evaluada por el método
que describe Kumaran y Karunakaran (2007); para lo cual a 0.1 ml de extracto se le agregd
0.3 ml con agua desionizada, 3 ml de la solucidn reactiva: acido sulfurico (H.S04) 0.6 M,
fosfato de sodio (Na;HPOs) 28 mM y molibdato de amonio [(NH1)6Mo070; ¢ 4H,0)]
4 mM, se mezclaron e incubaron a 95°C por 90 min. El blanco fue preparado de la misma
manera. Una solucién de acido ascdrbico (0.30 mg/mL) se utiliz6 como control positivo.
Después de enfriar a temperatura ambiente, se midié la absorbencia a 695 nm y se
empled la suiente formula:

% De reduccién del fosfomolibdeno (V1) = [(D.O. EXT / D.O. AC. ASC.)] x 100.
Dénde:

D.O. EXT: Densidad optica de la muestra tratada con el extracto.

D.0. AC. ASC: Densidad dptica de la muestra tratada con el acido ascérbico.

7.9.3 Poder reductor

El poder reductor del extracto fue determinado por el método de Cell Biolabs,
(2015) de la siguiente forma: se afadié a cada tubo 0.1 ml de extracto y se completé el
volumen a 1 ml con agua destilada, 2.5 ml de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 6.6) y 2.5 ml de
solucién de ferrocianuro de potasio (CeNeFeKa) al 1% (p/v) se mezaclaron mediante vortex,
se incubaron a 50°C por 20 min, despuésse agregd1l.5 mlde la solucién de
acido tricloroacético (ATC) al 10 % (p/v) a cada mezcla y posteriormente se centrifugd a
3,000 rpm durante 10 min. Se tomaron 2.5 ml de sobrenadante y se mezclaron con 2.5 mi
de agua, se afadié 0.5 ml de cloruro férrico (FeCls) al 0.1% (p/v), se mezclé en vortex,
finalmente se determiné la absorbencia a 700 nm. Se preparé un blanco de reactivos. Se
hizo uso de la siguiente férmula:

Poder reductor = (D.0. EXT x 100) / D.O. AC. ASC.

Ddénde:
D.O. EXT: Densidad dptica de la muestra tratada con el extracto.

D.O. AC. ASC: Densidad dptica de la muestra tratada con el &cido ascérbico.
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7.9.4Antilipoperoxidacion

Se utilizd el ensayo modificado de las especies reactivas al acido tiobarbiturico
descrita por Ohkowa et al., 1979, para lo cual 0.5 ml de homogenado de yema de huevo al
10% (p/v) fueron mezclados con 0.1 ml de extracto, se completd el volumen a 1 ml con
agua destilada. Se adicionaron 5 pl de sulfato ferroso (FeSO4) 0.07 M, se incubd por 30
minutos y posteriormente se adiciond 1.5 ml de acido acético al 20% (pH 3.5 ajustado con
NaOH), 1.5 ml de acido tiobarbiturico (ATB) 0.8% (p/v) en duodecil sulfato de sodio al 1.1
% y 0.5 ml de acido tricloroacético (ATC) al 20%. La solucién se mezcld en vortex y después
se calentd a 95°C por 60 minutos. El control se preparé de la misma forma sin el extracto,
asi como, una solucion de acido ascérbico (0.30 mg/ml) como control positivo.
Posteriormente se centrifugd a 5,000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 15°C.
Se determiné la absorbencia del sobrenadante a 532 nm, el porcentaje de

antilipoperoxidacion se calculé de acuerdo a la siguiente formula:

% de Antilipoperoxidacion = (D.O. EXT x 100) / D.O. AC. ASC.
Ddnde:
D.O. EXT: Densidad optica de la muestra tratada con el extracto.

D.O. AC. ASC: Densidad dptica de la muestra tratada con el &cido ascérbico.

7.10 Analisis estadistico
Los datos representan la media * la desviacion estandar (S.D.) de 3 o mas
experimentos independientes. La significancia estadistica fue determinada con la prueba

estadistica t-Student empleando el software GraphPad Prism 5.0 y Sigma Plot 11.0.
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Glucemia

(mg/dL)

8. RESULTADOS

Los niveles de glucemia en ratas tratadas con aceite de maiz (A) del grupo
normoglucémico se mantuvieron dentro de los valores normales (75 - 90 mg/dL) y en los
del grupo diabético, los valores fueron de 400 mg/dL (figura 21). Sin embargo, las ratas del
grupo diabético tratado con el extracto hexanico (B), los niveles de glucemia fueron
alrededor de 300 mg/dL, siendo significativamente diferente (menores) comparado con el

grupo control (aceite de maiz) diabético.

Control Extracto - Normoglucémico
A) aceite de maiz B) hexanico -= Diabético
500_ * 500'
- @ . 400-
300- §E, 3004
200- 0= 200-
1001 44— 5 4 433 001
0 L] 1 T 1 1] 1 ] 0 1] 1 1 1 L] 1 ]
1 5 10 15 20 25 30 1 5 10 15 20 25 30

Dia Dia

Figura 21. Glucemias durante el tratamiento de los grupos control (Aceite de maiz A) y
los tratados con el extracto hexanico (B). Los valores representan la media + la S.D. n=5-8.
Los datos se analizaron con la prueba estadistica t-Student. * p<0.001 Normoglucémico vs
Diabético.

Las ratas de los grupos normoglucémicos tratadas con DMSO (Figura 22 A)
presentaron glucemias entre 80 - 100 mg/dL, mientras que las de los grupos tratados con
los extractos acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera (Figura 22 B y C), los niveles
de hiperglucemia fueron inicialmente de 360 mg/dL para después disminuir hasta un
promedio de 210 mg/dL, valores significativamente diferentes a los 30 dias de
tratamiento, pero sin llegar a concentraciones normales, pero ejerciendo efecto

hipoglucémico.
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Glucemia
(mg/dL)
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Figura 22. Glucemias durante el tratamiento de los grupos control (DMSO A) y tratados
con el extracto acetato de etilo (B) y etandlico (C). Los valores representan la media + la
S.D. n= 5-8. Los datos se analizaron con la prueba estadistica t-Student. * p<0.001
Normoglucémico vs Diabético.

Se llevd a cabo el registro del peso de los animales tanto de los grupo control
(aceite de maiz y DMSO) como el de los grupos diabéticos tratados con los extractos y se
presentan en la tabla 8 y figura 23 y 24, en donde se pudo observar una ganancia en el
peso de las ratas de los grupos control que corresponde con su crecimiento natural, en
cuanto a los grupos diabéticos se observé una disminucion en el peso corporal, a los
grupos administrados con el DMSO se les comenzd a pesar al siguiente dia de que fueron

administrados con la STZ, mientras que a los demas grupos se le comenzé a registrar 6
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Peso (g)

dias después de la inyeccion de STZ, por lo que se observa que hay una diferencia
significativa desde el inicio del tratamiento en su peso corporal. El grupo administrado con
el extracto etandlico fue el que menos peso gand (normoglucémico) y de los que mas
perdié (diabético) al término del tratamiento; los grupos normoglucémicos: control y los
tratados con los extractos hexanico y acetato de etilo ganaron: + 7 %, + 7 % y + 6 %
respectivamente. En los grupos diabéticos: el grupo control (aceite de maiz A) y los grupos
administrados con el extracto hexanico (B) y acetato de etilo (B) perdieron el 8 % de su

peso corporal y el grupo control (DMSO A) perdieron casi el doble de los anteriores grupos

(15 %).

A) Control 6) Extracto Ngrm’o.glucemico
aceite de maiz hexanico ™ Diabetico
450- 80
1 *
|t o 400+
= 2 350-
250- 300- F+\+_‘_+‘H
1 5 10 15 20 25 30 1 5 10 15 20 25 30
Dia Dia

Figura 23. Peso corporal (g) durante el tratamiento de los grupos control (Aceite
de maiz A) y los tratados con el extracto hexanico (B). Los valores representan la media +

la S.D. n= 5-8. Los datos se analizaron con la prueba estadistica t-Student. * p<0.001
Normoglucémico vs Diabético.

62
QFB. José Alberto Martinez Mora 11QB



Peso (g)
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Figura 24. Peso corporal (g) durante el tratamiento de los grupos control (DMSO A) y
los tratados con los extractos acetato de etilo (B) y etandlico (C). Los valores representan
la media + la S.D. n=5-8. Los datos se analizaron con la prueba estadistica t-Student.
* p<0.001 Normoglucémico vs Diabético.

Ya que la polidipsia y la polifagia también son signos caracteristicos de la patologia
diabética, por lo que la medicidon de estos parametros es de interés para asi comprobar
gue se contd con un modelo adecuado de diabetes en ratas y también para ver si los
extractos modifican estos parametros. Estos resultados se muestran en la tabla 8.
Respecto a la cantidad de ingesta de agua, no hubo diferencias significativas en los grupos
normoglucémicos, bebiendo cada rata un promedio de 50 ml diarios, a diferencia de una
diabética que bebid alrededor del triple que la normoglucémica (reflejdndose la marcada
polidipsia) también se observa que las ratas del grupo diabético administrado con el
extracto acetato de etilo fue el que mds agua bebid. Respecto a la cantidad de ingesta de
alimento, no hubo diferencias significativas en los grupos normoglucémicos al consumir
un promedio de 27 g por dia, a diferencia de los grupos diabéticos que se observa una
diferencia significativa en comparaciéon con las normoglucémicas, cabe sefialar que el
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grupo control administrado con el DMSO consumié el doble de alimento que su
normoglucémico. Con estos datos comprobamos que se trabajé con un modelo adecuado
de diabetes en ratas y que los extractos no tienen algun efecto en estos pardmetros

fisioldgicos.

Tabla 8. Efecto de los extractos sobre el peso corporal, porcentaje de ganancia de peso,
consumo de agua y alimento al término de 30 dias de tratamiento. Los datos
representan la media = la S.D. n=5-8. Recuadros blancos: normoglucémicos, recuadros
negros: diabéticos. Los datos se analizaron con la prueba estadistica t-Student. * p<0.05
Normoglucémico vs Diabético.

Consumo de

Consumo de

Normoglucémicos

(72

o
2
)
‘o
Q2
3
(]

Peso inicial Peso final Ganancia de
Grupo agua alimento
(8) (8) peso (%) ] ]
(ml/rata/dia) (g/rata/dia)
Control
374 +5 4019 +7 51+3 26+1
(aceite de maiz)
Extracto
367 21 397 17 +7 45+ 4 25%3
hexanico
Control
3715 3908 +7 53+5 28+5
(DMSO0)
Extracto acetato
374 £ 7 401 £ 10 +6 54+6 293
de etilo
Extracto
385+9 402 +9 +4 55+7 28+2
etandlico

Control

(aceite de maiz)

Extracto
hexanico
Control
(DMSO0)
Extracto acetato
de etilo
Extracto

Etandlico

302 +£12

314+ 16

373+10

340 £ 15

327 +13
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272+ 10

289 +19

310+ 12

313+13

293 £ 28

145 +10 *

127 +12 *

117 +11 *

160 +10 *
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Capacidad antioxidante in vitro de los extractos hexanico, acetato de etilo y etandlico de

las hojas de Justicia spicigera.

En la prueba de reduccién del radical DPPH: (Figura 25), los resultados fueron que el
aceite de maiz, el extracto hexanico y el extracto etandlico igualaron la reduccién de dicho
radical con la que redujo el acido ascoérbico; mientras que si hubo diferencia significativa
(en comparacion con el acido ascorbico) en el extracto acetato de etilo que solo redujo
solo un 70 % el radical DPPH-.

|:| Acido ascérbico

- Extracto hexanico
- Extracto acetato de etilo

a a I Extracto etanélico

'I 1004 ~mmm—- i |:| Aceite de maiz
o
o
o s
©
= -~
X gqd
S~ 50
Q
Q
-
v -
Q
(14

0 L] i

Figura 25. Porcentaje de reduccidon del radical DPPH-. Datos expresados como la media £ [a S.D. de
3 experimentos independientes por triplicado y se utilizd la prueba estadistica t-Student * p<0.05
vs acido ascérbico (Ac. asc). Se tomé como 100 % la actividad del Ac. asc.
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Los resultados expresados en porcentaje de reduccién del Mo (VI) son presentados en la
figura 26, el extracto etandlico iguald la reduccién del Mo (VI) del Ac. Asc., seguido del
extracto acetato de etilo con un 93 %, el extracto hexanico lo redujo un 26 % y el aceite de

maiz solo un 10 % en comparacién con el 100 % del Ac. Asc.

I:l Acido ascérbico
- Extracto hexanico

* - Extracto acetato de etilo
100+ .:. b 4 - Extracto etandlico
§ 1 |:| Aceite de maiz
é’ 80+
o 60-
ﬁ =
ex
2 404
%)
g 4
o A
S 20
14 4

Figura 26. Porcentaje de reduccién del molibdeno (VI). Datos expresados como la media * la S.D.
de 3 experimentos independientes por triplicado y se utilizd la prueba estadistica t—Student.

* p<0.05 vs acido ascorbico (Ac. asc). Se tomd como 100 % la actividad del Ac. asc.
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Los 3 extractos mostraron poca actividad de reduccién del ién Fe*3 (Figura 27), el
extracto hexanico un 9 %, el extracto acetato de etilo 17 % y el extracto etandlico fue el
gue mayormente lo redujo con un 25 %, mientras que el aceite de maiz un 3 %
observandose una marcada diferencia significativa respecto a su control positivo (Ac. asc)

que se tomé como 100 % de reduccidn del Fe*3.

I:l Acido ascérbico
- Extracto hexanico
- Extracto acetato de etilo

1001 c— I Extracto etandlico
|:| Aceite de maiz
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Figura 27. Poder reductor del Fe*3. Datos expresados como la media + la S.D. de 3
experimentos independientes por triplicado y se utilizd la prueba estadistica t—Student.

* p<0.05 vs acido ascorbico. Se tomé como 100 % la actividad del Ac. asc.
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Antilipoperoxidacion

Los resultados de antilipoperoxidacion de los extractos se representan en la figura 28, en
donde el extracto hexdnico inhibié un 83 % la lipoperoxidacion, el extracto acetato de
etilo un 52 %, el extracto etandlico un 78 % vy el aceite de maiz un
48 %, siendo significativamente diferentes y menores que el 4cido ascérbico, siendo los

extractos hexdnico y etandlico los que mayor inhibicion de la lipoperoxidacion

presentaron.
|:| Acido ascérbico
- Extracto hexanico
* - Extracto acetato de etilo
1001 o * e
a I Extracto etanélico
a |:| Aceite de maiz
804
— b
_ b
ST -
404
204
0 T |

Figura 28. Antilipoperoxidacion. Datos expresados como la media + la S.D. de 3
experimentos independientes por triplicado y se utilizé la prueba estadistica t—Student.

* p<0.05 vs acido ascérbico (Ac. asc). Se tomé como 100 % la actividad del Ac. asc.

68
QFB. José Alberto Martinez Mora 11QB



Parametros serolégicos de dafo renal y lipidos en ratas administradas con los
extractos de Justicia spicigera.

Tabla 9. Pruebas seroldgicas (glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos) de ratas
administradas durante 30 dias con aceite de maiz y extracto hexdnico de
Justicia spicigera. Los datos representan la Media £ S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético.
Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05
Normoglucémico vs Diabético, + p<0.05 Diabético control vs Diabético tratado. Valores
normales tomados de Suckow et al., 2006; Ledn-Goii et al., 2011.; Giknis y Clifford, 2008;
Sharp y Villano, 2013.

Valores Control Extracto
Prueba
normales (Aceite de maiz) hexanico
en ratas N D N D
mg / dL
Glucosa 65-110 71+8 372+30% 77 +10 213433 %+
Urea 15-45 306 55+10* 278 53+11*

Creatinina 03-1.0 0.53 £0.06 0.8+0.08 * 0.55+0.09 0.74 £ 0.09

Colesterol 37-85 68 + 10 82+9 53+6 52+9

Triglicéridos 30-100 77+8 1176 * 697 77+9%

Los valores de glucemia de los grupos administrados con aceite de maiz y el
extracto hexanico son presentados en la tabla 9; en el primer pardmetro (Glucosa), el
grupo normoglucémico administrado con aceite de maiz presentd glucemias de 71 £ 8
mg/dL y el administrado con el extracto hexanico de 77 + 10 mg/dL, mientras que el grupo
diabético adminitrado con aceite de maiz de 372 + 30 mg/dL y el diabético tratado de 213
+ 33 mg/dL.
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En el pardmetro de urea, no hubo cambios en la administracion del extracto
hexanico ya que los grupos normoglucémicos presentaron concentraciones promedio de
30 mg/dL y los grupos diabéticos de 55 mg/dL el control y el diabético de 53 mg/dL, lo que
indica que el extracto en los grupos normoglucémicos no hay alteracion en este
pardmetro y en los grupos diabéticos se ve reflejado el dafio renal a nivel glomerular, ya
gue hay un aumento en las concentraciones de urea en ambos grupos diabéticos y el
extracto no modifica este pardmetro en la condicidn diabética.

Respecto a la creatinina, el grupo normoglucémico control (aceite de maiz)
presentd concentraciones de 0.53 mg/dL y el grupo diabético control de 0.8 mg/dL; el
grupo diabético tratado con el extracto hexanico de 0.75 mg/dL, estando aumentados en
ambos grupos diabéticos (sin revasar el valor normal) dado que ya estd presente un dafio
renal, porque los glomérulos no filtran bien la sangre escapandose estas moléculas.

Los resultados obtenidos de colesterol total, el grupo normoglucémico control
presentd concentraciones de 68 mg/dL y con una tendencia a disminuir el colesterol total
en el grupo normoglucémico tratado con el extracto hexanico siendo de 53 mg/dL y los
grupos diabéticos, en el control administrado con aceite de maiz se observa una ligera
tendencia a aumentar las concentraciones, mientras que la administracion del extracto
hexanico en la condicion diabética redujo de manera significativa las concentraciones de
colesterol total hasta 52 mg/dL, teniendo un efecto hipocolestrerolémico.

En el pardmetro de triglicéridos, los grupos normoglucémicos (control y tratado
con el extracto hexanico) estan dentro de lo normal 77 mg/dL y 69 mg/dL
respectivamente, por lo que la administracidon del extracto hexanico no modifica este
parametro en normoglucémicos. Respecto a los grupos diabéticos, en la condiciéon
diabética control, se encuentran aumentados superando el rango normal (hasta 100
mg/dL) presentandose de 117 mg/dL, a diferencia del grupo diabético tratado con el
extracto hexdanico, que redujo de manera significativa las concentraciones de triglicéridos

hasta el grado de normalizarla a 77 mg/dL, teniendo un efecto hipotrigliceridémico. Como
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la administracion del extracto hexanico presentd efecto hipocolesterolémico e

hipotrigliceridémico se dice que tiene efecto hipolipidémico.

Tabla 10. Pruebas seroldgicas (glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos) de
ratas administradas durante 30 dias con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de
Justicia spicigera. Los datos representan la Media + S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético.
Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05
Normoglucémico vs Diabético, + p<0.05 Diabético control vs Diabético tratado. Valores
normales tomados de Suckow et al., 2006; Ledn-Goii et al., 2011.; Giknis y Clifford, 2008;
Sharp y Villano, 2013.

Prueba Valores Control Extracto Extracto
normales (DMSO) acetato de etilo etanodlico
en ratas N D N D N D
mg / dL

Glucosa  65-110 96+8 422+22* 725 204+15*% 70%9 1g0+25* T

Urea 15-45 3116 5419 * 37t6 52+5% 39%9 47+ 8

04+ 0.75% 042+ 0.78 + 053¢ 0.64 =

Creatinina 0.3-1.0 0.04 0.07 * 0.06 0.08 * 0.06 0.05

Colesterol 37-85 7416 70+8 65+ 7 64 + 8 75+10 71+8

Triglicéridos 30-100 85%t7 161+15* 826 gg+10° 79+10 95+12

Para las pruebas seroldgicas de glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos
de las ratas administradas con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de

Justicia spicigera. En las concentraciones de glucemia, el grupo normoglucémico control
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presentd un promedio de 96 mg/dL, mientras que los grupos normoglucémicos
administrados con los extractos acetato de etilo y etandlico de
Justicia spicigera presentaron glucemias de 72 y 70 mg/dL respectivamente. En los grupos
diabéticos, el control al final del tratamiento presentd concentraciones de 422 mg/dL,
mientas que los grupos tratados con los extractos acetato de etilo y etanélico mostraron
glucemias de 204 mg/dL y 180 mg/dL, reflejando un efecto hipoglucémico pero sin llegar a
normalizar.

Respecto al pardmetro de urea, los grupos normoglucémicos presentaron
concentraciones de 31 mg/dL el grupo control, de 37 y de 39 mg/dL los tratados con el
extracto acetato de etilo y etandlico respectivamente, sin ser estadisticamente diferentes
entre ellos. En la condicidn diabética el grupo control refleja que ya hay un dafio a nivel
glomerular ya que superan los valores normales con 54 mg/dL, el grupo diabético tratado
con el extracto acetato de etilo de 52 mg/dL y el etandlico de 47 mg/dL, en donde los
extractos no tienen efecto en este parametro, sin embargo se observa un tendencia a
disminuir la concentracion de urea sérica en el grupo diabético administrado con el
extracto etandlico.

Las concentraciones de creatinina en los grupos normoglucémicos oscilé en 0.4 y
0.5 mg/dL, mientras que en los grupos diabéticos el control 0.75 mg/dL, el tratado con el
extracto acetato de etilo 0.78 mg/dL y el etandlico 0.64 mg/dL, no siendo
estadisticamente diferentes entre ellos.

En el analisis de los lipidos séricos (colesterol y triglicéridos), en colesterol no hubo
diferencias significativas en los grupos de ambas condiciones al oscilar entre 64 mg/dL y
75 mg/dL. Sin embargo, en los triglicéridos, los grupos normoglucémicos control presentd
concentraciones de 85 mg/dL, el normoglucémico tratado con el extracto acetato de etilo
de 82 mg/dLy el grupo tratado con el extracto etandlico de 79 mg/dL, en los cuales no hay
alteracion en este parametro. Sin embargo, en el grupo diabético control, como ya se
tiene bien reportado los altos niveles de triglicéridos en diabetes tipo 1, el grupo presentd
concentraciones de 161 mg/dL, en los grupos diabéticos tratados con el extracto acetato

de etilo y etandlico tuvieron un efecto hipotrigliceridémico, ya que son significativamente
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diferentes contra el control, al estar en 88 mg/dL el tratado con el extracto acetato de

etilo y de 95 mg/dL el tratado con el extracto etandlico.

Actividad de moléculas antioxidantes en rifion y cerebro de ratas diabéticas

administradas con los extractos de Justicia spicigera.

Tabla 11. Actividad de la superoxido dismutasa en mitocondrias de riiidon y cerebro
de ratas administradas con aceite de maiz y extracto hexanico de Justicia spicigera
durante 30 dias. Los datos representan la Media += S.D. N: Normoglucémico,
D: Diabético. Las comparaciones se realizaron con la prueba t-Student. n=5-8.

Control Extracto

aceite de maiz hexanico

Organo N D N D

(U/mg de proteina)

CEREBRO 27 +6 16 +8 25+7 15+8

RINON 35+6 32+3 31+4 35+9

La tabla 11 presenta los resultados de la actividad de la SOD en mitocondrias de
rindn y cerebro de las ratas control (aceite de maiz) y las tratadas con el extracto
hexanico. La actividad de la SOD en las mitocondrias de cerebro en el grupo
normoglucémico control fue de 27 U/mg de proteina y el extracto no tiene efecto sobre
ésta enzima al estar en 25 U/mg de proteina, mientras que los grupos diabéticos, se
observa una tendencia a estar disminuida su actividad en los diabéticos, pero sin llegar a
ser diferente contra los normoglucémicos. En las mitocondrias de rifién no se observan
diferencias entre los 4 grupos al oscilar entre 31 y 35 U/mg de proteina. El extracto
hexanico no tiene efecto en la actividad de la SOD en mitocondrias de rifion y cerebro de

ratas diabéticas.
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Tabla 12. Actividad de la superdxido dismutasa en mitocondrias de rifién y cerebro de
ratas administradas con el DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de
Justicia spicigera durante 30 dias. Los datos representan la Media + S.D. N:
Normoglucémico, D: Diabético. DMSO: Dimetilsulféxido. Las comparaciones se realizaron
con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05 Normoglucémico control vs Diabético
control.

Control Extracto Extracto
DMSO acetato de etilo etanolico
Organo N D N D N D

(U/mg de proteina)

CEREBRO 248 13+£7 19+6 14 +5 236 186

RINON 32+6 17+5* 2417 19+9 26+8 28%7

Los resultados de la actividad de la SOD en mitocondrias de cerebro y rifién de las
ratas control administradas con DMSO vy las tratadas con el extracto acetato de etilo y
etandlico de Justicia spicigera se presentan en la tabla 12, la actividad de la SOD de las
mitocondrias de cerebro, las normoglucémicas control presentaron actividad de 24 U/mg
de proteina, las tratadas con el extracto acetato de etilo 19 U/mg de proteina y las
tratadas con el extracto etandlico de 23 U/mg de proteina; y en los grupos diabéticos hay
una tendencia a disminuir la actividad de la SOD, ya que estad en 13 U/mg de proteina la
del grupo control, de 14 U/mg de proteina la del grupo diabético tratado con el extracto
acetato de etilo y de 18 U/mg de proteina la del grupo diabético tratado con el extracto
acetato de etilo.

En la actividad de la SOD de las mitocondrias de rifién, en los grupos
normoglucémicos, el control presenté actividad de 32 U/mg de proteina, el tratado con el
extracto acetato de etilo de 24 U/mg de proteina y el tratado con el extracto etandlico de
26 U/mg de proteina, no siendo diferentes estadisticamente entre ellos. Sin embargo, los
grupos diabéticos, el grupo control se encuentra disminuida la actividad de la SOD de
manera significativa al estar en 17 U/mg de proteina, mientras que los grupos tratados
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con el extracto acetato de etilo de 19 U/mg de proteina y el tratado con el extracto

etandlico restablecio la actividad de esta enzima al presentarse de 28 U/mg de proteina.

Tabla 13. Actividad de la catalasa de rifidn y cerebro de ratas administradas con aceite
de maiz y extracto hexdanico de Justicia spicigera durante 30 dias. Los datos representan
la Media * S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético. Las comparaciones se realizaron con la
prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05 Normoglucémico vs Diabético.

Control Extracto

aceite de maiz hexanico

Organo N D N D

(umoles de H,0, consumido / min / mg de proteina)

CEREBRO 25.5%0.6 184+04* 23.8+0.7 19+0.8*

RINON 385+3.7 208+28* 365+25 23.8+209*

En la actividad de la catalasa en el homogenado de cerebro en el grupo control
normoglucémico presenté actividad de 25.5 pmoles de H,0; consumido/min/mg de
proteina y en el grupo normoglucémico tratado con el extracto hexanico de 23.8 umoles
de H02 consumido/min/mg de proteina, siendo estadisticamente diferentes en
comparacion con los grupos diabéticos que se encuentra disminuida la actividad en el
grupo control estando de 18.4 umoles de H,0, consumido/min/mg de proteina y el

tratado con el extracto hexanico de 19 pumoles de H,0; consumido/min/mg de proteina.
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Tabla 14. Actividad de la catalasa de riiidn y cerebro de ratas administradas con DMSO,
extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera durante 30 dias. Los datos
representan la Media £ S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético. Las comparaciones se
realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05 Normoglucémico vs
Diabético. + p<0.05 Diabético control vs Diabético tratado.

Control Extracto Extracto

DMSO acetato de etilo etanolico

Organo N D N D N D

(umoles de H,0, consumido / min / mg de proteina)

CEREBRO 20.4+0.5 156+07* 24108 198+09** 23+09 223+08°

RINON 33.1+3.8 17.7+29* 324+18 245+17*7 297+34 283+27*%

La actividad de la catalasa en el cerebro fue de 20.4 umoles de H,0;
consumido/min/mg de proteina y los grupos tratados con el extracto acetato de etilo y
etandlico mostraron una actividad de 24 y 23 umoles de H,0; consumido/min/mg de
proteina respectivamente. En los grupos diabéticos se encuentra disminuida de manera
significativa, en el grupo control 15.6 pmoles de H,0, consumido/min/mg de proteina, sin
embargo en los grupos diabéticos tratados con el extracto acetato de etilo y etandlico de
Justicia spicigera la actividad de esta enzima se encuentra reestablecida al estar de 19.8 y

de 22.3 umoles de H20; consumido/min/mg de proteina respectivamente.
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Tabla 15. Concentraciones de glutation total (GSHy), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relaciéon reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de cerebro de ratas
administradas con aceite de maiz y extracto hexdnico de Justicia spicigera durante 30
dias. N: Normoglucémico, D: Diabético. Los datos representan la Media + S.D. Las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8.

Control Extracto

aceite de maiz hexanico

N D N D

(umoles/mg de proteina)

GSH, 254 24112 27%5 306
GSH 175 154 175 21+8
GSSG 814 9t5 105 9t6

GSH/GSSG 2.1+0.3 1.6+x04 1.7+x0.3 231204

La tabla 15 muestra los resultados de las concentraciones de glutation total
(GSHT), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y relacidén reducido/oxidado (GSH/GSSG) en
mitocondrias de cerebro de ratas administradas con el aceite de maiz y extracto hexanico
de Justicia spicigera, en la cual se observa que en ambos grupos normoglucémicos, la
concentracion de GSHrt no hay diferencias significativas al estar de 25 pmoles/mg de
proteina en el control y de 27 umoles/mg de proteina en el tratado con el extracto
hexanico. En los grupos diabéticos, el control presenté concentracion de 24 umoles/mg de
proteina y el grupo tratado con el extracto etandlico de 30 umoles/mg de proteina. En el
GSH no hay diferencias significativas en los 4 grupos ya que oscilaron entre 15 y 21
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umoles/mg de proteina. El extracto hexanico no ejerce efectos sobre el GSH. En el GSSG
tampoco hay cambios, ya que oscilaron entre 8 y 10 umoles/mg de proteina, por lo tanto

tampoco se ven cambios en la relacién de reducido/oxidado.

Tabla 16. Concentraciones de glutation total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relaciéon reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de cerebro de ratas
administradas con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera
durante 30 dias. N: Normoglucémico, D: Diabético. Los datos representan la Media + S.D.
Las comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05
Normoglucémico vs Diabético. + p<0.05 Diabético control vs Diabético tratado.

Control Extracto Extracto

DMSO acetato de etilo etanolico

N D N D N D

(umoles/mg de proteina)

GSH; 47+12 23+8* 58+17 56+19% 55+15 46+10°
GSH 29+t4 10+9%* 27t4 26+7 T 28+8 30+6 *
GSSG 186 13+9 20+ 8 205 2713 175

GSH/GSSG 1603 07:02 1403 13:01 1.03:02 17%02

Las concentraciones de glutation total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacion reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de cerebro de ratas administradas
con el aceite de maiz y extracto hexanico de Justicia spicigera, en la cual, el GHSt del grupo

normoglucémico control presentd 47 umoles/mg de proteina, el tratado con el extracto

78
QFB. José Alberto Martinez Mora 11QB



acetato de etilo de 58 umoles/mg de proteina y el tratado con el extracto etandlico de 55
umoles/mg de proteina. En los grupos diabéticos, el control se encuentra disminuido de
manera significativa al estar en 23 umoles/mg de proteina y los grupos diabéticos tratados
con los extractos acetato de etilo y etandlico reestablecen las concentraciones de GSHr al
estar en 56 y 46 pmoles/mg de proteina respectivamente. En las concentraciones de GSH
los grupos normoglucémicos presentaron 29, 27 y 28 umoles/mg de proteina (control,
acetato de etilo y etandlico respectivamente) no habiendo diferencias entre ellos. Sin
embargo, en los grupos diabéticos, las concentraciones de GSH se ven disminuidas en el
control al estar en 10 umoles/mg de proteina y los grupos tratados con los extractos
acetato de etilo y etandlico reestablecen esta concentracién al estar en 26 y 30
umoles/mg de proteina. En el parametro de GSSG, no hay diferencias estadisticas entre
estos datos, ya que oscilaron entre 13 y 27 umoles/mg de proteina. Asi es que la relacién
reducido/oxidado en los grupos normoglucémicos, el control presenté relacion de 1.6, el
grupo diabético administrado con acetato de etilo 1.4 y el administrado con el etandlico
de 1.03. En la condicion diabética, el control se ve disminuido de manera significativa
presentando relacion de 0.7, el grupo administrado con el extracto acetato de etilo y
etandlico mejoraron considerablemente la relacidn al estar de 1.3 y 1.7 respectivamente

(Tabla 16).
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Tabla 17. Concentraciones de glutation total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacién reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de rifién de ratas administradas
con aceite de maiz y extracto hexanico de Justicia spicigera durante 30 dias. Los datos
representan la Media £ S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético. Las comparaciones se
realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8. * p<0.05 Normoglucémico vs
Diabético.

Control Extracto

aceite de maiz hexanico

N D N D

(umoles/mg de proteina)

GSH, 25+ 4 9+4%* 16+ 6 12+7
GSH 17+6 4+2% 945 543
GSSG 8+4 543 7+3 7+4

GSH/GSSG 2.1+0.2 0.8+0.3 1.3+0.2 0.7£0.1

La tabla 17 presenta las concentraciones de glutation total (GSHr), reducido (GSH),
oxidado (GSSG) y relacion reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de rifidon de
ratas administradas con aceite de maiz y extracto hexanico de Justicia spicigera. En los
grupos normoglucémicos las concentraciones de GSHr en el grupo control fue de 25
umoles/mg de proteina y el tratado con el extracto hexanico de 16 umoles/mg de
proteina y en la condicidn diabética se encuentra disminuido de manera significativa en el
grupo control al estar en 9 umoles/mg de proteina y en el grupo diabético tratado lo
presentd de 12 umoles/mg de proteina. En el parametro de GSH, la concentracion del
grupo normoglucémico control fue de 17 umoles/mg de proteina mientras que el grupo

tratado con el extracto hexanico fue de 9 pumoles/mg de proteina, en los grupos
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diabéticos, la concentracion del control fue de 4 pmoles/mg de proteina, siendo
significativamente diferente al estar disminuido, mientras que el grupo tratado la
presentd de 5 umoles/mg de proteina. En el pardmetro de GSSG, no hubo diferencias
entre los 4 grupos ya que oscilaron entre 5y 8 umoles/mg de proteina. Por lo que la mejor
relacion GSH/GSSG la presenté el grupo normoglucémico control siendo de 2.1, seguido
del normoglucémico tratado con 1.3, el grupo control diabético de 0.8 y el diabético

tratado con 0.7, no siendo diferentes entre éstos 2.

Tabla 18. Concentraciones de glutation total (GSHr), reducido (GSH), oxidado (GSSG) y
relacién reducido/oxidado (GSH/GSSG) en mitocondrias de rifidn de ratas administradas
con DMSO, extracto acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera durante 30 dias.
Los datos representan la Media + S.D. N: Normoglucémico, D: Diabético. Las
comparaciones se realizaron con la prueba estadistica t-Student. n=5-8.

Control Extracto Extracto
DMSO acetato de etilo etanolico
N D N D N D

(umoles/mg de proteina)

GSH,; 135 12+5 20x6 205 166 12+4
GSH 11+4 5t4 165 9+3 9t4 84
GSSG 42 6%3 4%2 113 73 4+2

GSH/GSSG 2.7+02 08+02 4*05 0.8%01 13%0.1 201

Las concentraciones de GSHr (tabla 18) en los grupos normoglucémicos el control
fue de 13 umoles/mg de proteina, el tratado con el extracto acetato de etilo de 20
umoles/mg de proteina y el administrado con el extracto etandlico fue de 16 umoles/mg
de proteina, sin ser estadisticamente diferente en ellos. En el parametro de GSH, los
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grupos normoglucémicos, el control fue de 11 umoles/mg de proteina, mientras que en el
tratado con el extracto acetato de etilo la presentd de 16 pmoles/mg de proteina y de 9
umoles/mg de proteina el tratado con el extracto etandlico. En el mismo pardmetro, los
grupos diabéticos no hubo diferencias significativas entre ellos al estar de 5 pmoles/mg de
proteina en el control, de 9 umoles/mg de proteina el tratado con el extracto acetato de
etilo y de 8 umoles/mg de proteina el tratado con el extracto etandlico. En el GSSG, los
grupos normoglucémicos: el control, su concentracion fue de 4 umoles/mg de proteina al
igual que el tratado con el extracto acetato de etilo y de 7 pmoles/mg de proteina en el
tratado con el extracto etandlico. Mientras que en los grupos diabéticos, el control fue de
6 umoles/mg de proteina, el administrado con el extracto acetato de etilo se ve
aumentado a 11 umoles/mg de proteina y el tratado con el extracto etandlico fue de 4
umoles/mg de proteina. Por lo que la relacion GSH/GSSG en los grupos normoglucémicos:
el control fue de 2.7, en el tratado con el extracto acetato de etilo de 4.0 y el tratado con
el extracto etandlico de 1.3. La relacién de los grupos diabéticos: En el control y en el
administrado con el extracto acetato de etilo fue de 0.8, mientras que el tratado con el
etandlico fue de 2. Por lo que el extracto etandlico es la mejor eleccién en la condicién
diabética, ya que presenta mejor relacion GSH/GSSG.

El porcentaje de rendimiento de cada extracto se calculé dividiendo el peso (g) de
lo que se obtuvo de extracto entre el peso de las hojas frescas por 100. Obteniéndose
mayor rendimiento del extracto etandlico (0.26%), indicando que hay mayor presencia de
compuestos polares, seguido del acetato de etilo (0.11 %) y por ultimo el extracto
hexanico (0.005 %).

Extracto hexanico Extracto acetato de etilo Extracto etandlico

Figura 29. Rendimiento de los extractos de las hojas de Justicia spicigera (30 g de hoja

fresca).
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9. DISCUSION

La hiperglucemia es la caracteristica principal de la diabetes y se asocia directamente con
el desarrollo de sus complicaciones, ésto debido a que la hiperglucemia ocasiona una
elevada produccién de especies reactivas de oxigeno a nivel mitocondrial (Brownlee,
2005). El estrés oxidativo es la causa de algunas complicaciones como la nefropatia,
neuropatias, entre otras y se ha visto que al controlar la produccion de especies reactivas
de oxigeno, disminuye el estrés oxidativo y se normalizan las vias metabdlicas alteradas
(Brownlee, 2001). La diabetes es una enfermedad metabdlica créonica-degenerativa, de
modo que su repercusion de quien la padece varia conforme avanza la enfermedad (Rizza,
2006). Los gastos involucrados en el manejo y cuidado de la diabetes afectan a los
sistemas de salud, a los individuos y a la economia de su familia. La expectativa y calidad
de vida pueden resultar muy deterioradas por la diabetes (Atlas de diabetes, 2015). Los
gastos médicos de una persona con diabetes son hasta 5 veces mas altos que los de una
persona sin la enfermedad, lo que pone en duda si la persona diabética sera capaz de
solventar los gastos generados por su enfermedad o si en algin momento se vera obligada
a dejar el tratamiento farmacolégico. Cuando no se tienen los cuidados necesarios
durante la enfermedad, los pacientes diabéticos corren mas riesgo de presentar
complicaciones microvasculares nefropatia, neuropatia, retinopatia y dentro de las
macrovasculares: Infarto al miocardio o accidente cerebrovascular (Atlas de diabetes,

2015).

En la medicina tradicional mexicana, las personas recurren a las plantas con el fin de
aliviar sus padecimientos, esto por ser una alternativa sencilla, facil de obtener vy
econdémica. Un gran numero de plantas medicinales han demostrado tener efectos
benéficos sobre las enfermedades cardiovasculares y la diabetes a través de efectos como
hipoglucémicos, hipolipidémicos, antioxidantes y antiinflamatorios. Las plantas son una
fuente de fitoquimicos activos que pueden servir como guia para el desarrollo de nuevos
farmacos mads seguros, efectivos y sobre todo econdmicos (Wang y Ng, 1999). La

informacién etnobotanica mundial reporta que mas de 800 plantas pueden ser usadas
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para el control de la diabetes, por su actividad hipoglucémica, hipolipidémica o
antioxidante, cuando se ingieren de via oral. Algunas de estas plantas han sido probadas
experimentalmente y han demostrado tener efectos positivos en la condicién diabética

(Udayakumar et al., 2009).

Justicia spicigera es una de las plantas con mayor uso para el tratamiento de la diabetes
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Johnson et al., 2006). Sin embargo, no hay evidencia
cientifica con respecto a las propiedades hipoglucémicas y sus efectos sobre otros
parametros como la urea, la creatinina, el colesterol y los triglicéridos, en relaciéon a los
extractos hexdnico, acetato de etilo y etandlico. Anteriormente, se demostré que el
extracto etandlico de la parte aérea de Justicia spicigera prsesentd efectos hipoglucémico
y antioxidante, debido a la presencia del kaempferitrin (Euler y Alam, 1982; Dominguez et
al., 1990). Ortiz-Andrade et al., 2012, demostraron que el kaempferitrin es el compuesto
mas abundante en el extracto etandlico y que su contenido (69.65 mg/g) fue 2.3 veces y
124 veces mas altos que los reportados para las plantas medicinales Bauhinia forti catafi
(hipoglucémica) y Osmophloeum cinnamomum, respectivamente (Ferreres et al., 2012;
Rho et al., 2010). Investigaciones han demostrado que las propiedades antioxidantes de
las plantas podrian correlacionar con la defensa ante el estrés oxidativo presente en

diferentes enfermedades humanas (Chen et al., 2011; Conforti et al., 2008).

Para determinar la actividad antioxidante de las hojas de Justicia spicigera, en este trabajo
se obtuvieron 3 tipos de extractos de diferente polaridad cada uno (hexano, acetato de
etilo y etanol) y se analizaron frente a cuatro diferentes pruebas in vitro (fundamentadas
en diferentes mecanismos de reaccion). Como control positivo se usé el acido ascérbico al
0.03%, ya que se ha reportado su efecto antioxidante y para compararse con la capacidad
antioxidante de los extractos. También, dichos extractos se probaron in vivo en un

modelo de diabetes tipo 1 en ratas inducidas con estreptozotocina (50 mg/kg de peso).

Entre los compuestos mas relacionados por presentar actividad antioxidante se encuentra
el kaempferitrin y el triamndsido de campferol, que se han aislado de las hojas de

Justicia spicigera (Pefia-Agliero, 2010). Por lo cual es necesario determinar Ila
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concentracion de estos compuestos en los tres tipos de extractos utilizados, con el fin de
conocer si la actividad antioxidante observada se debe especificamente a uno de los
compuestos presentes o es por un efecto sinérgico entre los compuestos presentes en las
hojas. La presencia de mas compuestos antixidantes no garantiza su mismo efecto in vivo,
ya que las sustancias presentes en los tres tipos de extractos pueden interactuar de
manera diferente dentro de un organismo, ademas se debe considerar que hay variacién
en la cantidad y calidad de los compuestos presentes dependiendo del lugar de
recoleccién de la planta y el tipo de preparacién que que se utilizd. Es importante
mencionar que las caracteristicas antioxidantes dependen de la concentracion del

extracto y del medio de maceracién.

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo reportdron que en el extracto
cloroférmico de la parte aérea de Justicia spicigera a una concentracion de 1 %, se iguala
la inhibicidn de la lipoperoxidacion al 100 % de la presentada por el acido ascérbico y que
reduce un 65 % el Mo (VI) y en el poder reductor el extracto cloroférmico reduce
un 23 % el Fe*™® (Tesis de licenciatura Katia Garcia Estrada, 2016). Tambien en nuestro
grupo de trabajo, se comprobd el efecto antihipertensivo del extracto cloroférmico de

Justicia spicigera en ratas inducidas con L-NAME (Esquivel-Gutiérrez et al., 2013).

Como se menciond, la caracteristica principal de la diabetes es la hiperglucemia, por lo
tanto habrd una elevada oxidacién de la glucosa a través de la glucélisis y el ciclo del acido
citrico, lo que producird una elevacidon de equivalentes reductores NADH y FADH; que
pasaran sus electrones a la CTE. Como respuesta al elevado flujo de electrones a la CTE, se
sintetizard NO'. Esta accién trae como consecuencia la acumulacién de electrones rio
arriba de la CTE que facilmente reaccionan con el oxigeno circundante dando lugar a la

formacidén de Oy y se producird estrés oxidativo.

Para su analisis in vivo, los extractos fueron administrados a las ratas via oral, 1 ml de
manera diaria durante 30 dias a la misma hora por la mafiana. La dosis de los extractos

utilizados en este estudio fue seleccionada en base a su falta de efectos tdxicos, segun se
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evaludé en ensayos de toxicidad aguda (Alonso-Castro et al., 2012) por lo que se se

prepararon a 100 mg/kg.

Los extractos de las hojas de Justicia spicigera no modificaron los signos de la diabetes
(polidipsia, polifagia, pérdida de peso corporal) como se muestra en la tabla 8, los grupos
diabéticos bebian hasta el triple de lo que los grupos normoglucémicos, al igual que en la
ingesta de alimento los diabéticos comian significativamente mas que los grupos
normoglucémicos. En las graficas (Figura 23 y 24) se observa que las ratas comienzan con
diferente peso corporal debido a que el inicio del tratamiento fue 6 dias después de su
induccion a la diabetes. Debido a que los compuestos extraidos con el hexano son
insolubles en agua y DMSO, se uso el aceite de maiz como disolvente para poder ser
administrado via oral a las ratas, por lo que también se trabajé con grupos control y

diabético administrados con el aceite de maiz solamente.

En la diabetes existe alteracién en el metabolismo de proteinas y lipidos, es por ello que se
analizaron los niveles de urea y creatinina, ya que son indicadores de la filtracion
glomerular. Ademas, se analizé al colesterol y los triglicéridos en suero al final del
tratamiento, ya que en la condicion diabética se dafian los glomérulos y aumentan los
triglicéridos (Taskinen, 2003). Cuando hay deterioro en la funcidn renal, se ve reflejada en
la tasa reducida de filtracién glomerular, siendo a la vez un factor de riesgo para el
desarrollo de complicaciones macrovasculares (Forbes y Cooper, 2013). Los efectos
hipocolesterolémicos e hipotrigliceridémicos se pueden deber a que el hexano arrastra

fitocompuestos como terpenos y farnesenos que tienen propiedades hipolipidémicas.

En la tabla 10 se muestran los resultados de las pruebas seroldgicas (glucosa, urea,
creatinina, colesterol y triglicéridos) de ratas administradas durante 30 dias con DMSO,
extracto acetato de tilo y etandlico de Justicia spicigera. Los extractos de acetato de etiloy
etandlico disminuyeron de manera significativa la hiperglucemia, pero sin llegar a su valor
normal al término del tratamiento; posiblemente por la presencia de lignanos en las hojas
y al kaempferitrin como lo reportd Ortiz-Andrade, 2012. El kaempferitrin se ha reportado

que ejerce efectos hipoglucémicos in vitro e in vivo (De Sousa et al., 2004). Por lo tanto, el
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efecto hipoglucémico de los extractos de acetato de etilo y etandlico podrian deberse a las
altas cantidades de kaempferitrin. Estos resultados sugieren que estos extractos son
prometedores para el desarrollo de nuevas terapias contra la hiperglucemia y para
prevenir enfermedades vasculares. Los parametros de urea y creatinina no se ven
modificados por la administracion de los extractos acetato de etilo y etandlico al estar
elevados en los grupos diabéticos, resultados que concuerdan con lo reportado en nuestro
equipo de trabajo en el 2013, con la diferencia de que se usé a una concentracién de 25
mg/kg de peso. El colesterol (tabla 10) no presenté modificacién por la administracion de
los extractos acetato de etilo y etandlico, sin embargo, presentaron efecto
hipotrigliceridémico en la condicién diabética, estos resultados difieren de lo reportado
por Raya-Farias et al., 2013 donde usaron el extracto etandlico de Justicia spicigera a una
concentraciéon de 25 mg/kg de peso, concluyendo que no tiene efecto hipotrigliceridémico
en ratas diabéticas, pero con la variante que usaron la cuarta parte de la concentraciéon

que se uso en el presente proyecto: 100 mg/kg.

Zepulveda-liménez et al., (2009) analizaron la parte aérea de Justicia spicigera y reportan
gue los extractos preparados con etanol poseen una mayor actividad antioxidante, mayor
cantidad de compuestos fendlicos y de flavonoides, a diferencia de los solventes de menor
polaridad, esto apoya a nuestros resultados que el extracto etandlico presenté mayor
actividad antioxidante in vitro. En la tabla 11 se presentan los resultados de la actividad de
la enzima SOD mitocondrial de rifidn y cerebro de ratas administradas con el aceite de
maiz y con el extracto hexanico de Justicia spicigera, ya que se conoce que en la condiciéon
diabética, se encuentra disminuida esta enzima (Diaz-Flores et al., 2004). En nuestros
resultados, no se observaron diferencias significativas entre los grupos normoglucémicos y
diabéticos, pero si una tenencia a encontrarse disminuida en la condicidn diabética. En la
tabla 12 se muestra la actividad de la SOD mitocondrial, ahora de los grupos
administrados con DMSO, extracto acetato de etilo y etanol, en donde solamente se
observé esa tendencia de disminucién en los grupos diabéticos. Asi es que el extracto no
tiene efecto sobre la SOD mitocondrial de rifidn y cerebro y no existen reportes en los

cuales se halla trabajado con estos extractos y probados a nivel mitocondrial.
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En la tabla 13 se presenta la actividad de la enzima catalasa en los grupos administrados
con el aceite de maiz y el extracto hexanico, se observd que en la condicién diabética se
encuentra significativamente disminuida en compracion con su grupo normoglucémico en
ambos organos (rifidn y cerebro). Esto concuerda con los resultados publicados por Diaz-
Flores et al. (2004) y Najla et al. (2013), ya que los estudios de catalasa se realizan en
homogenado de los 6rganos. Como se muestra en la tabla 14, la actividad de la catalasa
en el homogenado de cerebro, en los grupos control diabeticos se encuentra disminuida la
actividad de la enzima, sin embargo en los grupos diabéticos tratados con el extracto
acetato de etilo y etandlico de Justicia spicigera la actividad de esta enzima se encuentra
reestablecida a valores normales. En homogenado de riiidn, la actividad de la catalasa en
el grupo diabético administrado con el extracto etandlico, se encontré reestablecida. Estos
datos concuerdan con lo publicado por Najla Hfaiedh et al., en el 2013. Esto puede ser
debido a que los extractos, al presentar actividad hipoglucémica, evitan que se
sobrecargue la via del sorbitol dejando disponible el NADPH para ser utilizado por las
enzimas antioxidantes que lo requiren y asi poder ejercer su accién antioxidante (Diaz-
Flores M. et al., 2004). El aumento de la concentracién de glucosa genera también el
incremento de una via que produce sorbitol a partir de la reduccion de la glucosa (via de
polioles), la acumulacién de sorbitol produce incrementos de la osmolaridad intracelular
con los consecuentes dafos celulares, esta reduccion de glucosa a sorbitol se logra con la
oxidacién de NADPH*, reaccidon que realiza una aldosa reductasa, lo que gasta capacidad
reductora antioxidante y genera en la reaccion la reduccién parcial de oxigeno generando
H20,. Pero aun mas, la acumulacién de sorbitol puede alcanzar altas concentraciones
activando una via que puede convertir el sorbitol en fructosa, a partir de una reaccion
oxidativa catalizada por la sorbitol deshidrogenasa que forma altas concentraciones de
NADH* lo que activa a la enzima NADH oxidasa, que hace perder los electrones del NADH*
y produce 03", generando un circulo vicioso que hace que se gaste poder reductor NADH*
y produciendo H;0, y 0", condicionando un mayor estado oxidativo, menor poder
reductor y menor proteccién antioxidante (Das Evcimen N. y King G., 2012. Hashim Z. y

Zarina S. 2012). Disminuyendo la posibilidad de regenerar la forma reducida del glutation,
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generalizando una condicidon caracterizada por una menor capacidad antioxidante de la

célula (Quintanar-Escorza, MA. y Calderén-Salinas, JV., 2009).

El estado intracelular de GSH es un indicador sensible de la salud de la célula completa y
de su habilidad para resistir a cambios toxicos o dafiinos. Niveles disminuidos o elevados
de GSH en la célula pueden indicar cambios patolégicos (Akerboom, T.P. et al., 1981., Nair,
S., et al., 1991). Ha sido reportado que la relacién GSH/GSSG se encuentra disminuida en
ratas tratadas con STZ en comparacion con los controles, asi mismo, el contenido de
MnSOD (enzima antioxidante mitocondrial) es marcadamente mas baja en ratas inducidas
con STZ, también se observa una incrementada cantidad de perdéxido de hidrégeno,
indicando en conjunto que la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno consumen
los antioxidantes enddgenos y suprimen la capacidad antioxidante. El H,O, aumentado
esta relacionado a la pérdida drastica de GSH, el cual es requerido para activar a la GSH
peroxidasa, la enzima destoxificante del H,0; (Mastrocola, R. et al., 2005). No existen
reportes cientificos a nivel mitocondrial de los extractos usados en este proyecto. En las
mitocondrias de cerebro, el que mejor relacion GSH/GSSG mostrd, fue el grupo diabético
administrado con el extracto hexanico con 2.3 £ 0.4. Los extractos acetato de etilo y
etandlico restablecieron la relacién GSH/GSSG siendo de 1.3 y 1.7 respectivamente. Por lo
tanto, ante la presencia de estrés oxidativo, se da una respuesta de defensa por parte de

la mitocondria aumentando las cantidades de glutatién.

10. RESUMEN DE RESULTADOS
Como resumen de resultados, el presente estudio demostré que:

e El extracto etandlico de las hojas de Justicia spicigera es el que mejor actividad
antioxidante presentd en las pruebas in vitro aplicadas.
e El extracto hexanico de las hojas de Justicia spicigera ejercio un efecto

hipolipidémico en ratas diabéticas al cabo de 30 dias de tratamiento.
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e Los extractos acetato de etilo y etandlico de las hojas de Justicia spicigera
presentdron actividad hipoglucémica e hipotrigliceridémica de ratas diabéticas al
cabo de 30 dias de tratamiento.

e El extracto hexanico de las hojas de Justicia spicigera restablecid la actividad de la
SOD vy las concentraciones de GSHt en mitocondrias de rifidn de ratas diabéticas al
cabo de 30 dias de tratamiento.

e El extracto acetato de etilo de las hojas de Justicia spicigera restablecié la actividad
de la CAT en homogenado de cerebro y rifidén de ratas diabéticas al cabo de 30 dias
de tratamiento.

e El extracto etandlico de las hojas de Justicia spicigera restablecid la actividad de la
CAT en homogenado de rifién y cerebro, asi como la actividad de la SOD en
mitocondrias de rifidn y restablecié las concentraciones de GSHr y GSH en

mitocondrias de cerebro de ratas diabéticas al cabo de 30 dias de tratamiento.

11. CONCLUSION

Los extractos hexdnico, acetato de etilo y etandlico de las hojas de Justicia spicigera

presentan efectos benéficos a nivel serolédgico y antioxidante en ratas diabéticas.

12. PERSPECTIVAS

1.- Dilucidar los compuestos mayoritarios de cada extracto.

2.-Esclarecer el mecanismo a través del cual ejercen su efecto hipoglucémico,
hipolipidémico y restaurador de la actividad enzimatica.

3.- Probar el extracto etandlico de las hojas de Justicia spicigera por un periodo de tiempo

mas largo y en un modelo de diabetes tipo 2.
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