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RESUMEN

La diabetes mellitus se caracteriza por el incremento de la produccion de radicales libres y
especies reactivas del oxigeno, mientras disminuye la capacidad del sistema de defensa
antioxidante. Por lo que la identificacion de diferentes antioxidantes en plantas y sus frutos,
perece una estrategia altamente atractiva. Frutos como el ardndano y la zarzamora son ricos en
compuestos fendlicos, con una alta capacidad antioxidante. Para evaluar el efecto modulador de
los frutos de arandano y zarzamora sobre biomarcadores de estrés oxidativo en ratas Wistar
diabéticas inducidas con estreptozotocina, los frutos fueron liofilizados y se les determind el
contenido de fenoles y flavonoides totales, siendo la zarzamora con mayor contenido de fenoles
y flavonoides, y mayor capacidad antioxidante (medidos por los métodos de ABTS *" y FRAP).
En un estudio agudo (7 dias), los frutos fueron administrados intragastricamente (50, 100 y 200
mg/kg), mostrando un efecto hipoglucemiante con zarzamora (100 y 200 mg/kg) en ratas sanas
y diabéticas. La actividad enzimatica de glutation-S-transferesasa (GST) y los niveles de
glutation reducido (GSH) fueron estadisticamente mayores en el higado y rifion de ratas sanas,
siendo mas significativa para las ratas tratadas con zarzamora a 200 mg/kg. Los grupos de ratas
diabéticas consumieron mas alimento (25%) y agua (70%) que las ratas sanas, confirmando la
presencia de la enfermedad. Durante la fase experimental subcronica (21 dias) se observaron
incrementos significativos en los niveles de glucosa, consumo de alimento y agua, asi como
pérdida de peso en los grupos de ratas diabéticas tratadas con y sin zarzamora. La actividad de
GST, superoxido dismutasa y catalasa, asi como los niveles hepaticos y renales de GSH se
encuentran disminuidos en ratas diabéticas comparadas con los de ratas sanas. Sin embargo, se
observo la induccion de enzimas antioxidantes por el sulfurofano (500 umol/kg) y la zarzamora
(100 y 400 mg/kg) incorporada en la dieta en ratas sanas y diabéticas. El presente estudio
muestra el incremento de las enzimas de defensa antioxidante en la proteccion contra el estrés
oxidativo en pacientes diabéticos por estos frutos.

Palabras clave: Diabetes mellitus, estrés oxidativo, sistema de defensa antioxidante, ardndano y
zarzamora.



SUMMARY

Diabetes mellitus is characterized by the increase in the production of free radicals and reactive
oxygen species, while the capacity antioxidant defense system is diminished. In this regard the
identification of different antioxidants in plants and their fruits, seems a highly attractive
strategy. Fruits like blueberry and blackberry are rich in phenolic compounds, with a high
antioxidant capacity. To evaluate the effect of blueberry and blackberry fruits on oxidative
stress biomarkers in diabetic Wistar rats induced with streptozotocin, fruits were lyophilized
and the content of total phenols and flavonoids was determined, being the blackberry fruit with
the highest content of phenols and flavonoides, and greater antioxidant capacity (measured by
ABTS «+ and FRAP methods) than the blueberry. In a acute study (7 days), the fruits were
intragastrically administrated (50, 100 and 200 mg/kg), showing a hypoglycemic effect with
blackberry (100 and 200 mg/kg) in diabetic and healthy rats. The enzymatic activity of
glutation-S-transferesasa (GST) and the levels of reduced glutation (GSH) were statistically
greater in the liver and kidney of healthy rats, being more significant for the rats with
blackberry (200 mg/kg). Diabetic rat groups consumed more food (25%) and water (70%) that
healthy rats, confirming the presence of the illness. During a subchronic experimental phase
(21 days) significant increments in the levels of glucose, consumption of food and water, as
well as loss of weight were observed in diabetic rats treated with and without blackberry. The
activity of GST, superoxide dismutase and catalase, as well as the renal and hepatic levels of
GSH were found diminished in diabetic rats compared with those of healthy rats. Nevertheless,
the antioxidant enzyme induction for sulfurophane (500 umol/kg) and blackberry fruit (100 and
400 mg/kg) incorporated into the diet was observed in diabetic and healthy rats. The present
study shows the increase of antioxidant defense enzymes provided by these fruits which protect
against oxidative stress in diabetic patients.

Key words: Diabetes mellitus, oxidative stress, antioxidant defense systems, blueberry and
blackberry fruits.
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I. INTRODUCCION

Diversos estudios sefialan que México se encuentra en una etapa de transicion
epidemioldgica, disminuyendo la mortalidad por enfermedades infecciosas y aumentando la
mortalidad por enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes mellitus. En México,
como en otros paises, las muertes de pacientes diabéticos se deben principalmente a las

complicaciones que se desarrollan a largo plazo en esta enfermedad.

Un incremento en los niveles de estrés oxidativo puede ser una posible causa del
desarrollo y progresion de la diabetes y sus complicaciones. Diversos estudios muestran
que la diabetes esta usualmente acompanada de un incremento en la produccion de
radicales libres y especies reactivas del oxigeno, asi como un decremento de los niveles y la
eficacia de los sistemas de defensas antioxidantes. Existen diferentes mecanismos por los
cuales un aumento en el estrés oxidativo puede estar involucrado en las complicaciones
diabéticas. Se cree que la oxidacion de niveles elevados de glucosa es la principal fuente de
radicales libres y especies reactivas del oxigeno, que a su vez tienen un efecto tdxico

directo sobre los tejidos.

Bajo condiciones fisiologicas normales existen dos sistemas de defensa
antioxidantes: los enzimaticos y los no enzimaticos, los cuales nos protegen contra los
efectos adversos de los radicales libres. Sin embargo, durante el desarrollo de la diabetes se
presentan alteraciones en estos sistemas, por ejemplo: alteraciones en las enzimas
antioxidantes, desbalance en el metabolismo de glutation y disminucion del &cido

ascorbico.

Hasta hace tiempo, el objetivo principal de los tratamientos para diabetes tipo 2 o
diabetes mellitus en general era reducir los niveles de glucosa en sangre. Debido a que el
estrés oxidativo estd involucrado en las complicaciones macro y microvasculares asociadas
al desarrollo de esta enfermedad metabdlica, en afios recientes considerables
investigaciones se han enfocado en buscar diferentes tipos de antioxidantes a partir de

numerosas plantas y frutos, como una estrategia en el tratamiento de las complicaciones de



la diabetes. A este respecto, la reevaluacion de la problematica de los pacientes diabéticos
ha encaminado a las investigaciones hacia la medicina alternativa, las practicas
tradicionales y el uso de plantas y frutos medicinales para identificar en ellas tanto
propiedades antidiabéticas como actividad antioxidante. Informacion etnobotanica indica
que mas de 800 plantas son usadas como remedios tradicionales para el tratamiento de la
diabetes, pero s6lo muy pocas han sido investigadas cientificamente. En México existen un

promedio de 150 de estas plantas.

Frutos como el arandano (Vaccinium myrtillus) y la zarzamora (Rubus fructicosus
L.) son ricos en vitamina C, taninos y compuestos fenolicos, compuestos con alta capacidad
antioxidante, por lo que pudieran ser una alternativa directa para detener las complicaciones
derivadas del estrés oxidativo. Ademas, pocos estudios cientificos se han realizado para
evaluar las propiedades de ambas plantas y sus frutos, por lo que es necesario llevar a cabo
estudios exhaustivos que demuestren su capacidad hipoglucemiante y antioxidante que

justifiquen el uso de ambas en el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones.



II. ANTECEDENTES

1 Diabetes mellitus

1.1. Definicion

La palabra diabetes proviene del griego diabeinen (“pasar a través”) y mellitus
(dulce). La diabetes se define como un desorden metabolico de carbohidratos, proteinas y
grasas, caracterizado por la presencia de hiperglucemia debido a la insuficiencia en la

secrecion o accion de la insulina enddgena.

1.2. Clasificacion

En 1997, las nuevas recomendaciones para la clasificacion y el diagnostico de la
diabetes mellitus establecidas por la Asociacion Americana para la Diabetes y el Centro
para el Control y Prevencion de Enfermedades, eliminaron los términos “diabetes mellitus
insulinodependiente y no insulinodependiente” por diabetes mellitus tipo 1 y 2,
respectivamente (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes

s mellitus, 1997).

1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la destruccion de las células B de los
islotes del pancreas productores de insulina. La intensidad de la destruccion de las células 3
es variable entre individuos. Los casos de diabetes tipo 1 dependen de insulina exdgena
para evitar la cetoacidosis y la muerte. Aunque se sabe que puede presentarse a cualquier
edad, la mayor parte de los diagnosticos se presentan en personas menores de 30 afios de
edad. Si se desconocen las causas de la diabetes tipo 1, se le denomina diabetes tipo 1
idiopatica, pero una causa conocida es la debida a factores inmunitarios que implica una
predisposicion genética (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes

mellitus, 1997).



Las personas diagnosticadas con diabetes tipo 1 presentan sintomas como la
hiperglucemia, la poliuria (orinar frecuentemente), polifagia (comer frecuentemente por
una sensacion de hambre), la polidipsia (beber agua por una sensacion de sed), una baja de

peso, la deshidratacion, trastornos electroliticos y cetoacidosis.

1.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

La OMS define a la diabetes mellitus tipo 2 como una enfermedad no
insulinodependiente, donde la causa no es la falta de insulina sino la poca eficacia de su
accion en los tejidos muscular y adiposo. Es el tipo de diabetes con mayor prevalencia, ya

que contribuye en un 90 a 95% de todos los casos de diabetes diagnosticados.

Los factores de riesgo para este tipo de diabetes incluyen una edad avanzada, la
obesidad, los antecedentes familiares de diabetes o un antecedente de diabetes gestacional,
la alteracion en la homeostasis de la glucosa, la inactividad fisica, la raza o etnicidad.
Ademéds, la diabetes tipo 2 es una enfermedad cuya propension a las complicaciones
vasculares es muy elevada, sobre todo si coinciden con factores de riesgo como el
sobrepeso, la hipertension arterial, la hipercolesterolemia, el sedentarismo y el tabaquismo

(OMS, 1980).

La diabetes tipo 2 se caracteriza por resistencia a la insulina y una deficiencia
relativa o predominante de esta hormona. Es decir, los niveles de insulina enddgena en
estos pacientes pueden ser normales, deprimidos o elevados pero son inadecuados para

superar la resistencia a la insulina.

Cabe sefialar que en los ultimos afios se ha hecho evidente un notable incremento de
diabetes tipo 2 en niflos y adolescentes obesos con un estilo de vida sedentario. Ademas,
existe una predisposicion familiar importante para desarrollarla (herencia), junto con la

combinacion de dos defectos:



1. Resistencia a la insulina: Se puede definir como la disminucion en la capacidad
de la insulina para llevar a cabo sus acciones fisioldgicas, por lo general,
precede durante varios afios a la aparicion de diabetes franca. Durante este
tiempo la resistencia a la insulina se compensa con un incremento en la
secrecion de insulina por el pancreas, creando un estado de hiperinsulinemia, es
decir, concentraciones de insulina superiores a lo normal que permite mantener
cifras normales de glucosa sanguinea. La resistencia a la insulina es una
condicion heredada favorecida por la obesidad y la vida sedentaria.

2. Disminucion en la secrecion de insulina por el pancreas (deficiencia parcial):
Este es el otro componente para el desarrollo de diabetes tipo 2. La deficiencia
de insulina es precedida por un exceso en la secrecion pancredtica de insulina.
El estado de hiperinsulinemia cambia progresivamente a un estado de
hipoinsulinemia (insulina plasmatica menor a lo normal) por pérdida progresiva
en la capacidad del pancreas para producir y secretar insulina. Es entonces que
se establece la combinacién de resistencia a la insulina y disminuciéon en la
secrecion de insulina que da lugar a la presencia de diabetes, con cifras de
glucosa sanguinea en ayuno mayores a 126 mg/dL. o mayores de 200 mg/dL

después de una carga oral de glucosa.

Es importante hacer notar que la resistencia a la insulina con hiperinsulinemia
compensatoria también se encuentra presente en otras condiciones patologicas como la
hipertension arterial, la obesidad, la dislipidemia (hipertrigliceridemia), LDL-colesterol
alto, la hiperuricemia, etc. En conjunto, estas patologias constituyen lo que se denomina
"sindrome metabolico" y que se relaciona con un aumento en el riesgo a la aterosclerosis,
responsable a su vez de la enfermedad vascular coronaria (infarto), cerebral (embolia) y

periférica (piernas y pies).

Otro aspecto que se debe resaltar es que, antes del desarrollo de diabetes franca, hay
un periodo en el que la concentracion de glucosa sanguinea no es normal pero tampoco
corresponde con el diagnostico de diabetes. Este estado intermedio se denomina

intolerancia a la glucosa en ayuno (glucosa sanguinea mayor a 110 mg/dL pero menor a



126 mg/dL) o intolerancia a la glucosa 2 horas post carga de glucosa (glucemia igual o
mayor a 140 mg/dL pero menor a 200 mg/dL) (Salud Publica, 2003). La intolerancia a la
glucosa es entonces el paso previo al desarrollo de diabetes. Sin embargo, a partir de este
periodo se inicia el dafio vascular que da lugar a las complicaciones tardias de la diabetes,
por lo que se hace evidente la importancia de su oportuna identificacion y tratamiento.

Los enfermos o pacientes no siempre presentan los sintomas tipicos de la diabetes no
controlada (polidipsia, poliuria, polifagia y pérdida de peso), y pueden no ser propensos a
presentar cetoacidosis, excepto en los momentos de estrés intenso. Aunque los diabéticos
tipo 2 no requieren insulina exdgena para sobrevivir, cerca del 40% tarde o temprano la

requeriran para el control adecuado de la glucemia.

Existen otros tipos especificos de diabetes los cuales estan relacionados con
sindromes genéticos especificos, cirugia, medicamentos, desnutricion, infecciones y otras
enfermedades. Sin embargo, estos casos de diabetes contribuyen del 1 al 2% de todos los

casos diagnosticados.

1.2.3 Criterios de diagndstico de la diabetes mellitus

Para la deteccion de la diabetes mellitus se utilizan tres criterios de diagnostico:

e Un valor de glucemia plasmatica en ayuno confirmado igual o mayor a 126 mg/dL.

e Ante la existencia de sintomas de diabetes, un valor confirmado de glucemia
plasmatica no en ayuno (casual o al azar) igual o mayor de 200 mg/dL indica
diabetes, con los sintomas caracteristicos de la diabetes (poliuria, polidipsia,
polifagia y pérdida de peso inexplicable).

e Prueba de tolerancia a la glucosa oral, que implica administrar 75 g de glucosa y
determinar el nivel de glucosa en plasma 2 horas mas tarde. Valores confirmados de
glucemia iguales o mayores a 200 mg/dL senalan un diagnostico de la diabetes
genética (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes

mellitus, 1997).



1.3. Prevalencia

La Federacion Internacional de Diabetes (FID, 2006) estim6 que en el 2003 existian
194 millones de personas con diabetes en el mundo. Se prevé que esta cifra alcance los 333
millones para el afo 2025 como consecuencia de una mayor esperanza de vida, un estilo de
vida sedentario y el cambio de patrones alimenticios. Este aumento con toda probabilidad

generard un incremento proporcional de las complicaciones diabéticas.

La diabetes presenta uno de los principales problemas de salud publica debido a su
alta prevalencia en paises industrializados y en paises con una transicion epidemiologica
como lo es México, el cual ocupa el noveno lugar de diabetes en el mundo. La poblacion de
Meéxico con diabetes fluctua entre los 6.5 y los 10 millones, esto es, una prevalencia del
10.75% de los mexicanos de 20 a 69 afios presentan algln tipo de diabetes mellitus lo que
equivale a una poblacion de mas de 5 millones y medio de personas. De este gran total, 2
millones de personas aun no han sido diagnosticadas con algun tipo de diabetes, pero el

90% de las personas diagnosticadas presentan diabetes del tipo 2.

La Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas realizada en 1993 sefiald varios
datos de interés sobre el comportamiento de esta enfermedad en el pais: un tercio de las
personas que presentan diabetes desconoce que la padece. Por otra parte, la prevalencia de
10.75 % de los enfermos detectados por medio del estudio de glicemia sanguinea, se
incremento hasta 11.75% con la estimacion de la curva de tolerancia a la glucosa. Las cifras
mas altas de prevalencia en el pais se registraron en la region norte, que presentd 12 %,
mientras que en la zona metropolitana del Distrito Federal se identificaron las cifras mas

bajas, con 8.4 % (Guerrero y Rodriguez, 1996).

La perspectiva futura sefiala que se mantendréd un incremento continuo en el nimero
de pacientes diabéticos. De acuerdo con la informacion disponible, en el pais cada afio se
presentaran 400 mil nuevos casos (Atlas de la Diabetes. Federacion Internacional de

Diabetes.



El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) de nuestro pais estima que el gasto
anual por el tratamiento de la diabetes en el 2003 fue de 317 millones de ddlares (mas de 3
mil millones de pesos) y para el 2006 este gasto fue de aproximadamente 330 millones de
dolares. La mayor parte de los costos asociados a la atencion de pacientes diabéticos
corresponde a los gastos por hospitalizacion, que representan entre 30 y 65% del total

(Secretaria de Salud, 2006).

Actualmente, la diabetes es la primera causa de muerte de mujeres y la segunda
causa en hombres. En nuestro pais la tasa de mortalidad por esta causa aumentd desde el
2001 de 20 por cada 100,000 a casi 50 hasta el 2006 y, actualmente, 49,855 personas
mueren al afio por esta causa. Es decir, cada hora mueren en México cinco personas por

diabetes.

Anualmente en el territorio nacional 13 de cada 100 muertes son provocadas por la
diabetes. En 2004 murieron 15 mil personas mas que en el afio 2000 a consecuencia de las
complicaciones de la diabetes (como reflejo de los problemas ocasionados por el
envejecimiento poblacional y la falta de un diagnostico oportuno). (Atlas de la Diabetes.

Federacion Internacional de Diabetes (www.eatlas.idf.org).

Por tratarse de un padecimiento incurable, los diabéticos deben recibir tratamiento
durante toda su vida. Esto determina que una gran parte de ellos, con el transcurso del
tiempo, manifieste una baja adherencia al tratamiento, lo que conduce a un deficiente
control metabdlico de la enfermedad y a la consecuente aparicion de complicaciones
microvasculares y macrovasculares. S6lo una pequefia fraccion de los afectados acude
regularmente a los servicios de salud y de éstos entre 25 y 40% tienen un control

metabolico de la enfermedad.

Ademas, en la mayoria de los casos inicia silenciosamente, de tal forma que cuando
el paciente presenta sintomas, en muchas ocasiones ya existe cierto grado de dafio en algliin
organo blanco. La presencia de complicaciones incrementa el costo del tratamiento de los

pacientes en mas de 3 y media veces (Secretaria de Salud, 2006). Por lo tanto, esta



enfermedad por presentar distintos sintomas, ser cronica e incurable, representa altos
indices de morbilidad y mortalidad y un costo muy elevado para los sistemas de salud

publica mundial (Pallardo, 1989).

1.4 Complicaciones de la diabetes mellitus

Las muertes que ocurren cada afio en México a causa de la diabetes mellitus estan
relacionadas principalmente con sus complicaciones, entre las que destacan por su
frecuencia, la nefropatia, seguida de los trastornos de la circulacion periférica. A pesar que
la letalidad por complicaciones agudas ha disminuido con el uso de la insulina y de los
hipoglucemiantes orales, los cuales han permitido la sobrevivencia de los enfermos por mas

tiempo, a la vez se ha observado un incremento de las complicaciones cronicas.

Las complicaciones que se desarrollan a largo plazo estan directamente relacionadas
con enfermedades macrovasculares y microvasculares. Las enfermedades macrovasculares
mas comunes son la cardiopatia coronaria, la vasculopatia periférica (enfermedad vascular)
y las enfermedades cerebrovasculares; las dislipidemias e hipertension, las cuales en su
conjunto tienden a presentarse a edades mas tempranas y son mas graves y extensas en los

pacientes diabéticos (Baynes y Thorpe, 1991).

Las anormalidades en el metabolismo de lipidos son uno de los factores de riesgo
que contribuyen a los problemas cardiovasculares de los pacientes diabéticos. El dafio
vascular ateroesclerotico es la complicacion mds comun en los diabéticos. La enfermedad
coronaria y la cerebrovascular ocurren en una frecuencia mayor en el diabético que en
aquellos no diabéticos. Estudios epidemioldgicos destacan de manera especial que la
frecuencia de insuficiencia arterial periférica es de 20 a 40 veces superior en los diabéticos
comparados con las personas no diabéticas. La frecuencia de los trastornos cardiovasculares
en el diabético es mas elevado pero también resulta ser mas letal, sobre todo si se presenta

acompafiada de hipertension arterial y albuminuria (Illnait, 1997).

Las anormalidades en la concentracion de lipidos y lipoproteinas plasmaticas se



producen en casi el 30% de las personas con diabetes, ya que se ha encontrado una relacion
entre la deficiencia aguda de insulina y un aumento rapido de la movilizacion de los acidos
grasos desde los tejidos. El riesgo de enfermedades cardiovasculares es proporcional a la
concentracion de las lipoproteinas de baja densidad y al colesterol e inversamente

proporcional a las lipoproteinas de alta densidad (Kannel y McGee, 1979).

Aunque los triglicéridos suelen estar elevados en las personas con diabetes no
insulino-dependiente, no se sabe con exactitud si la hipertrigliceridemia es un estimador de
la enfermedad cardiovascular. Tampoco se conoce con exactitud la relacion entre la
hiperglucemia y la arteriosclerosis. En las personas con diabetes, varias condiciones
concomitantes pueden afectar la etiologia de la arteriosclerosis: la obesidad, inactividad,
hiperinsulinemia, anomalias de la funcién plaquetaria y defectos en la coagulacion de la
sangre. Entre las personas con diabetes, el incremento del riesgo hacia las enfermedades
cardiovasculares puede ser consecuencia del aumento de los factores de riesgo. La diabetes
por si misma ya es un factor de riesgo de la enfermedad cardiovascular (Kannel y McGee,

1979).

Entre las enfermedades microvasculares relacionadas con la diabetes estan aquellas
que afectan los vasos sanguineos pequefios e incluyen retinopatia, neuropatia y neuropatia
periférica que suele afectar a los nervios que controlan la sensibilidad de los pies y manos.
En los pacientes que acuden a las unidades hospitalarias de la Secretaria de Salud y
Asistencia (SSA), las complicaciones identificadas con mayor frecuencia son la
descompensacion en los niveles de glucosa, en aproximadamente 25 por ciento de los
casos, seguida de la necrobiosis (enfermedad degenerativa del tejido dérmico), la
insuficiencia renal, la cardiopatia isquémica, la enfermedad vascular cerebral, el coma y los
procesos infecciosos (neumonia, infeccion de vias urinarias). La retinopatia es la
complicacién identificada con menor frecuencia. Otros motivos de ingreso (causas
quirargicas, traumatismos y ginecologicos, entre otros) representan cerca del 20 por ciento

de los casos.

El estudio de las diversas complicaciones que acompafian a la diabetes ha venido
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evaluandose a través de los diferentes modelos ya implementados para la enfermedad.

1.5 Modelos animales para el estudio de la diabetes

Son diversos los métodos que permiten inducir la diabetes mellitus tipo 1, entre los
cuales tenemos la manipulacion genética, el empleo de agentes infecciosos o sustancias

quimicas y los procedimientos quirirgicos.

En cuanto al empleo de sustancias quimicas, la estreptozotocina (STZ) es
ampliamente utilizada en la induccién de diabetes mellitus tipo 1 o 2 en ratas y ratones,
perros, hamsteres, ovejas y monos (Hugues y Rodriguez, 2001). La STZ es un antibio6tico
de amplio espectro, altamente citotoxico, la cual se administra en ratas de 2 formas: dosi
is alta y tnica (50-60 mg/kg p. c.) por la via intravenosa o intraperitoneal (Szkudelski,
2001), lo que causa la muerte de las células 3 del pancreas dentro de las 24 h posteriores; o

mediante dosis bajas subdiabetogénicas (5 mg/kg de peso, repetidas a los 5-6 dias).

La accion de la STZ en las células B estd acompafiada de las alteraciones en las
concentraciones de insulina y glucosa en la sangre. Dos horas después de la inyeccion, se
observa hiperglucemia con una caida en la concentracion de insulina en plasma. Alrededor
de las seis horas, ocurre una hipoglucemia con un alto nivel de insulina en sangre.
Finalmente, la hiperglucemia se desarrolla y el nivel de la insulina disminuye (West y col.,

1996).

La diabetes mellitus tipo 2 puede ser facilmente inducida en ratas por tratamiento
intraperitoneal de 90 mg/kg de peso corporal de STZ al segundo dia del nacimiento. Esto
induce dafio a las células (, seguido de una limitada regeneracion como resultado de un
proceso de mitosis. La desgranulacion de las células (causa al inicio un aumento en los
valores de insulina sérica, resultando en una fase de hipoglucemia seguida de
hiperglucemia persistente. A las 6-15 semanas de edad se manifiesta la enfermedad, aunque
no es igual que en el ser humano, ya que por ejemplo la resistencia a la insulina no es

inducida en este modelo (Verspohl, 2002).
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Una vez que la STZ ingresa en la célula (por medio del transportador de glucosa
GLUT2), ésta esta disponible para su descomposicidn espontdnea en isocianato y
metildiazohidréxido. El isocianato puede sufrir carbamilacion intramolecular o puede
carbamilar otros componentes celulares. El metildiazohidréxido puede descomponerse en
una forma altamente reactiva que es el 16n carbonio, el cual causa alquilaciéon del ADN
(Murata y col., 1999). Asi mismo, estudios recientes han sugerido que las especies reactivas
del oxigeno, incluyendo el i6n superoxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo y 6xido
nitrico, juegan un papel critico en el mecanismo de dafo y citotoxicidad del ADN por STZ

(Bolzan y Bianchi, 2002).

De gran interés resulta el hecho de que la diabetes inducida con STZ en ratas puede
simular, con ciertas dosis y condiciones adecuadas, la manifestacion propia de las
anormalidades metabdlicas y la historia natural de diabetes en poblaciones humanas (Zhang

y col., 1992).

Otras sustancias con capacidad de inducir diabetes cronica son el aloxan, el
clorotozin, el vacor y la ciproheptadina, sustancias que también son destructoras, pero con
un efecto menor que la STZ, aunque todas son toxicas (Petterson y col., 1996; Bieg y

Lernmark, 1999; Hsu y col., 2003).
2. Papel del estrés oxidativo en la diabetes y sus complicaciones
2.1 Estrés oxidativo

Varios estudios demuestran que el estrés oxidativo juega un papel muy importante
en el desarrollo y progresion de la diabetes y sus diferentes complicaciones. El estrés
oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la produccion de las

especies reactivas del oxigeno (EROS) y la capacidad antioxidante de las células.

Las EROS se producen constantemente y principalmente en la mitocondria. Entre 2

a 5 % del oxigeno que entra en la cadena respiratoria es reducido de forma univalente para
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producir el radical superéxido. Por otro lado, las sustancias y enzimas que participan en las
reacciones de los sistemas de defensa antioxidante pueden ser inactivadas o se deterioran en
determinadas situaciones. Por ejemplo, este deterioro puede ser causado por alguna
enfermedad cronica o transitoria, lo que provoca un incremento sustancial en la produccion
de oxidantes y pro-oxidantes con la disminucion de la capacidad antioxidante del

organismo (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Diversos estudios muestran que la diabetes estd usualmente acompafiada por el
incremento de radicales libres (RL) y las EROS (Young y col., 1995; Baynes, 1999) o, asi

mismo, por un desbalance de las defensas antioxidantes (Maritim y col., 1999).

Un RL se define como cualquier especie con existencia independiente que contiene
uno o mas electrones sin aparear en el ultimo orbital, de forma que puede reaccionar con
cualquier otra molécula por diferentes mecanismos. Por otro lado, las EROS es el término
colectivo de moléculas que contienen oxigeno (O) como el 4tomo central reactivo en forma
de radical, como el anién superdxido (O,7) e hidroxilo (OH'), o algunos derivados del
oxigeno, como el peroxido de hidrogeno (H,O,) y el acido hipocloroso (HOCI). Estas
moléculas son continuamente producidas en el metabolismo normal de un organismo, pero
¢éste se protege activando los sistemas de defensa antioxidante para reparar los dafiados
producidos por estas especies, asi como evitar su acumulaciéon y dafio oxidativo a las

moléculas importantes.

Los radicales hidroxilo (rOH’) son una de las especies conocidas mas reactivas, ya

. . -10 -1 :
que poseen una vida media muy corta del orden de 107" a 10” " segundos. Los OH' son
agentes muy oxidantes y la reaccion de este radical con moléculas organicas (proteinas,

carbohidratos, lipidos, DNA y RNA) produce a su vez otros radicales libres secundarios.

El O," es el producto de la reduccion del oxigeno molecular. Este proceso fue
descrito en 1931 por Haber y Willstater; mientras que en 1934, Haber y Weiss descubrieron
que la reduccion secuencial trivalente del O, (en combinacion con un catalizador en

presencia de hierro) da lugar a la produccioén de intermediarios oxigenados muy reactivos.
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En el afio 1959, McCord y Fridovich aislaron una enzima, la superdxido dismutasa (SOD),
que cataliza la produccion de peroxido de hidrogeno (H>O,) a partir del anién superoxido.
Sin embargo, una acumulacion de H,O, conduce a un incremento en la produccion de

radicales OH' a través de la reaccion de Haber-Weiss.

El O, es mucho menos reactivo que el OH' por el nimero de sustancias sensibles
que reaccionan con éste. Sin embargo, el O, también reacciona con el 6xido nitrico (NO),
un radical libre producido por varios tipos de células (fagocitos y células endoteliales)
produciendo peroxinitrito. Se debe sefialar que los productos derivados del NO se han
sugerido como las especies responsables directas de la destruccion autoinmune de las

células pancredticas (Maritim y col., 1999).

Diversos estudios muestran que el H,O, puede actuar como una sefial metabdlica
bajo ciertas circunstancias, posiblemente por la oxidacioén especifica de los grupos tiol de
proteinas que participan en eventos intracelulares. El H,O, cruza membranas celulares
facilmente, causando dano intracelular y posiblemente provocando muerte celular. Ademas,
niveles elevados de H;O, pueden inactivar la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa en mamiferos induciendo degradacién neuromuscular (Hyslop y col., 1988;

Baker y col., 1994).

En general, los niveles excesivos de RLs y EROS causan dafio a las proteinas
celulares, los lipidos de membrana y los acidos nucleicos y, eventualmente, producen

apoptosis o muerte celular.

Los mecanismos por los cuales el estrés oxidativo estd involucrado en las
complicaciones diabéticas como la autooxidacion de la glucosa, dafo a la membrana
celular, peroxidacion de lipidos de membrana celular, incluyendo la activacion de factores
de transcripcion, practicamente ya son conocidos. Por lo tanto, conociendo estos
mecanismos se podria intervenir para prevenir o disminuir los factores que principalmente

causan estrés oxidativo.
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Uno de los mecanismos que se sugieren es la propia oxidacion de la glucosa que se
cree es la principal fuente de radicales libres. Asi, la glucosa es oxidada en presencia de un
metal de transicion como el hierro en su forma enediol, que a su vez es convertido en
cetoaldehido reactivo y O;", los cuales juegan un papel importante en el estrés oxidativo

(Halliwell y Gutteridge, 1989).

El dafo celular que resulta de una produccion excesiva de radicales libres de
oxigeno puede también ser consecuencia de la alteraciéon de la membrana plasmatica a
través de la oxidacion de los residuos de acidos grasos de la bicapa lipidica (Tappel, 1973;
Aust, 1983), proceso que se ha denominado “peroxidacion lipidica”. Se considera que la
peroxidacion lipidica ocasiona cambios en la composicidon quimica y deterioros en la
organizacion ultraestructural de las membranas celulares (Halliwell y Gutteridge, 1989;
Gutteridge, y Halliwell, 1990), aumentando la fluidez de las mismas (Rice-Evans y
Hochstein, 1981; Ohyashiki y col., 1986; Halliwell y Gutteridge, 1989), alterando con ello
su permeabilidad e inactivando receptores y enzimas unidas a la membrana (Fridovich,

1978; Freeman y Crapo, 1982; Bulkley, 1983; Tiskow, 1995).

El proceso de peroxidacion puede ser inducido en una gran variedad de sistemas in
vivo e in vitro a través de diversos procesos tales como: el metabolismo de agentes
quimicos reductores (Thomas y Reed, 1988), o durante la alteracion de la homeostasis
celular normal, como es el caso del dafio producido por la isquemia-reperfusion tisular

(Ohyashiki y col., 1986), o la ausencia de calcio extracelular (Thomas y Reed, 1988).

Aunque, los residuos de acidos grasos de la membrana celular son afectados por los
radicales libres derivados del oxigeno, el papel o la importancia de la peroxidacion lipidica
en los procesos que conducen a muerte celular permanece aun sin dilucidarse en su
totalidad. Por esta razon, se han propuesto que otros compuestos celulares pueden sufrir
ataque por parte de los radicales libres que incluyen, los dacidos nucleicos y las

glicoproteinas.

Es interesante y crucial mencionar que el interés actual por el estudio de la accién
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de los radicales libres y de la peroxidacion lipidica sobre las membranas bioldgicas y sobre
distintas estructuras celulares, se debe a que se ha demostrado que estos procesos juegan un
papel prominente en diversas patologias, como por ejemplo: envejecimiento celular,
toxicidad del oxigeno, enfermedades neuroldgicas (enfermedades de Parkinson y
Alzheimer), el céancer, la diabetes mellitus, la ateroesclerosis, la colitis ulcerativa, el
enfisema pulmonar, las cataratas oculares, entre otras (Fridovich, 1978; Bulkley, 1983;

Halliwell, y Gutteridge, 1989; Halliwell y Cross, 1991; Tiskow, 1995).

Se ha demostrado que la simple presencia de hiperglucemia promueve la
peroxidacion de lipidos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) por la accion del O27,
resultando con ello la generacion de RLs (Kawamura y col., 1994; Tsaiy col., 1994). Asi
mismo, estudios previos sugieren que el incremento de la peroxidacion lipidica en diabetes
experimental constituye una condicion en el incremento del estrés oxidativo. Las EROS
tienen efectos citotoxicos sobre los fosfolipidos de membrana resultando en la formacion de
malonildialdehido (MDA). Asi, el incremento en el contenido de MDA puede deberse al
incremento de los niveles de las EROS. La peroxidacion de la membrana incrementa su

fluidez y permeabilidad con pérdida en la integridad de la misma (Freeman y Crapo, 1982).

Otro recurso importante en la generacion de radicales libres en la diabetes es la
interaccion de la glucosa con proteinas para formar los compuestos de Amadori,
produciendo asi productos de glicosilacion avanzada (AGES). Estos AGES, via receptores
de AGES (RAGES), inactivan enzimas alterando su funcion y estructura (McCarthy y col.,
2001), promoviendo a su vez la produccion de RL y EROS (Baynes, 1995; 1999).

Considerable evidencia existe acerca del papel que juega la activacion del sorbitol a
través de la glucosa como un componente importante en la patogénesis de las
complicaciones diabéticas, por ejemplo en la formacion de cataratas y neuropatia periférica.
Para la formacion de las cataratas se sugiere que a través de la via de los polioles, la
glucosa es reducida por la enzima aldosa reductasa para formar sorbitol. Debido a que la
aldosa reductasa requiere como cofactor NADPH, éste se ve disminuido continuamente por

el incremento de la via de los polioles, lo que a su vez provoca un cambio osmolar
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lenticular. En general, el estrés oxidativo disminuye los niveles de glutation y de NADPH.
Alternativamente, lo anterior aumenta la actividad de la enzima sorbitol deshidrogenasa que
esta asociada a los niveles alterados de NADPH, lo cual resulta en una modificacion

proteica por glucosilacién no enzimatica (Yano y col., 1987; Ramalho y col., 1996).

2.2. Sistemas de defensa antioxidante

Debido a que la hiperglucemia genera tanto RLs como EROS, el organismo hace
uso de los sistemas de defensa antioxidante de varias maneras durante la diabetes. Los
mecanismos antioxidantes involucran estrategias enzimaticas y no enzimdticas. Los
antioxidantes no enzimaticos mas comunes incluyen a las vitaminas A, C, E, el glutation
reducido (GSH) y otros como el 4cido a lipoico, los carotenoides, la coenzima Q10, varios
flavonoides, algunos minerales antioxidantes (cobre, zinc manganeso y selenio) y
cofactores (acido folico, vitaminas B1, B6, B3 y B12). Estos antioxidantes trabajan
sinérgica y coordinadamente contra cada uno de los diferentes tipos de radicales
producidos. Asi, la vitamina E suprime la propagacion de la peroxidacion de lipidos,
mientras que la vitamina E con la vitamina C inhiben la formacion extracelular de H,O;

(Halliwell, 1996).

Los sistemas enzimaticos involucrados en la defensa del organismo contra los RLs
y las EROS involucran a la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation
peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y la glutation S-transferasa (GST), entre

otras enzimas y proteinas antioxidantes.

La enzima superéxido dismutasa (SOD) se encarga de la reaccion de dismutacion
del radical O2" intra celular. La enzima pertenece a la familia de las metaloenzimas y
cataliza la conversion de O2" a H,O, (Halliwell y col., 1992). La presencia de varias formas
activas de la SOD en diferentes compartimentos celulares, resalta su papel antioxidante. La
MnSOD se localiza en la matriz mitocondrial, mientras que la Cu-ZnSOD se localiza en el
citoplasma (McCord y Fridovich, 1959). Ademads, esta enzima estd presente en todos los

organismos animales y vegetales que viven bajo condiciones aerdbicas.
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La CAT y GPx conforman el principal sistema enzimatico de remocion de
moléculas de H,O, (McCord y Fridovich, 1959). La CAT se localiza a nivel de
peroxisomas, mientras que la GPx a nivel citoso6lico y mitocondrial. El mayor riesgo de la
presencia del H,O, es la produccion del altamente reactivo e inestable radical OH'. A bajas
concentraciones de H,O,, éste puede ser removido por la GPx en presencia de glutation
reducido (GSH), el cual es oxidado a glutatién oxidado (GSSG): 2GSH + H,O, —»
GSSG + 2H,0 (Halliwell y Gutteridge, 1986). A altas concentraciones de H,O,, la CAT se

vuelve primordial en su remocion: 2H,0, —— O, + 2H,0 (Halliwell y col., 1988).

Simultneamente a lo anterior existe la enzima glutation reductasa (GR), que es una
flavoenzima dependiente del nicotinamida adenin dinucledtido de fosfato reducido
(NADPH). La enzima cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG): GSSG +
NADPH + H+ —» 2GSH + NADP+, para regenerar el GSH, el cual ser4 utilizado por la
GPx para la reduccion del H,O, y de lipoperoxidos (L-OOH). Por lo tanto, la GR tiene una
funcioén de pivoteo en el estrés oxidativo. La enzima se encuentra en todos los organismos
aerdbicos, asi como en algunas plantas superiores, por lo que aparenta ser una enzima casi

universal (Vifia y col., 1986).

La GR permite mantener concentraciones de GSH en la célula no so6lo para ser
utilizado por la GPx en la eliminacion del H,O,. El GSH es de utilidad en la recuperacion
de las vitaminas C y E, luego de participar en la eliminacion de radicales libres generados.
El GSH interviene, ademés, en la destoxificacion de compuestos xenobioticos, el
almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del balance redox de la célula, el
metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la funcion inmunolégica, la sintesis
de los desoxirribonucleétidos y la proliferacion celular. Por tanto, la alteracion de la
actividad de la GR provocara una disminucién en las concentraciones de GSH dando lugar
a un aumento en los niveles de EROS. Esta misma alteracion se ha reportado en varios
procesos patologicos y es asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo (Spector,
1985), como la diabetes mellitus donde la unidon no enzimatica de azicares a proteinas

(glucosilacion) es un fendmeno bioldgico comun.
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En la diabetes mellitus, la GR es susceptible a ser glicosilada y desarrollar una
actividad alterada, ya que tanto la glucosa, como la glucosa 6-fosfato y la fructosa provocan
una inhibicion dependiente del tiempo de la actividad de la enzima; lo que favorece la
formacion de cataratas en pacientes diabéticos. La enzima puede ser protegida de la
glicosilacion por algunos medicamentos como la aspirina, que pueden ser usados para

prevenir las cataratas en el paciente diabético (Spector, 1985).

3. Tratamientos empleados en el manejo de la diabetes

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad cronica que se puede controlar de
manera satisfactoria haciendo cambios radicales en el estilo de vida. El tratamiento para la
diabetes comprende desde la terapia nutricional médica, los medicamentos, los ejercicios, la
vigilancia de la glucemia y un control constante del propio paciente para evitar las
complicaciones. Es importante enfatizar que en México, como en otros paises, las muertes
de pacientes diabéticos se deben principalmente a las complicaciones que se desarrollan a

largo plazo durante esta enfermedad.

3.1 Hipoglucemiantes orales

Varios tipos de medicamentos pueden ayudar a personas con diabetes mellitus tipo
2 a disminuir su glucosa en sangre. Cada tipo de medicamento disminuye los niveles de
azucar en sangre de manera diferente. Los medicamentos para el tratamiento de la diabetes
pertenecen a alguno de estos grupos:
e Sulfonilureas. Estimulan al pancreas a producir mas insulina.
e Biguanidas. Disminuyen la cantidad de azucar producida por el higado.
e Inhibidores de la alfa-glucosidasa. Retardan la absorcion de glucosa proveniente de
almidon de la dieta.
e Tiazolidinedionas. Producen una mayor sensibilidad a la insulina.
e Meglitinidas. Estimulan al pancreas para producir mas insulina.

e Insulina
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Los medicamentos hoy disponibles para el tratamiento de la diabetes, en particular las
sulfonilureas, la metformiona o las glitazonas no son capaces de restablecer la normalidad
de la homeostasis de la glucosa y, aunque compensan parcialmente las alteraciones
metabolicas de la diabetes, no corrigen las lesiones bioquimicas subyacentes. Incluso el
tratamiento insulinico no restaura completamente la homeostasis de la glucosa en los
pacientes con diabetes tipo 1, sin contar que las sobredosis de insulina pueden incrementar
el riesgo de aterogénesis y de episodios de hipoglucemia
(www.elmedicointeractivo.com/formacion_acre2004/tema2/insulinas). Aunque es dificil
que se encuentre entre las plantas un sustituto activo por via oral de la insulina, si es posible
que se encuentren moléculas que estimulen la biosintesis y la secrecion de la insulina

endogena.

3.1.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas como la clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, la glimepirida,
la glipizida, la gliquidona, la glisentida y la tolbutamida, son agentes que estimulan la
secrecion de la insulina al actuar sobre receptores pancreaticos. Son los farmacos de

eleccion para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

El mecanismo de accion de las sulfonilureas se inicia a partir de la unién a un
receptor especifico, provocando el bloqueo de los canales de salida del potasio
dependientes de ATP. Esto provoca una disminucion en el fluyjo de potasio y
despolarizacion de la membrana celular, lo que incrementa el flujo de calcio al interior de la
célula, activando con ello el sistema celular que causa el desplazamiento de los granulos
secretores a la superficie celular, con expulsion de insulina a través de exocitosis (Ruiz y

col., 2002).

3.1.2 Insulina

El tratamiento con insulina es obligado para los pacientes con diabetes tipo 1.

Debido a que la dibetes tipo 2 es claramente una enfermedad progresiva con una constante

20



disminucién en la secrecion de insulina, ésta s6lo se le administra al paciente diabético tipo
2 cuando ni la dieta ni los hipoglucemiantes orales son capaces de controlar el nivel de la
glucosa. La insulina es, asi mismo, el tratamiento de eleccion para la diabetes gestacional,

ya que ésta no atraviesa la barrera placentaria (Bolli y col., 1999).

La insulina es degradada por via oral, lo que obliga a que su uso se haga por
inyeccion. Por lo general, se usa por via subcutdnea o intramuscular, siendo la subcutanea
la via mas usada. La vida media de la insulina en plasma es corta (alrededor de 20 minutos)
y es posteriormente destruida por la insulinasa del higado y del rifién, aunque puede
extenderse por formacion de complejos de protamina Existen diferentes preparados
comerciales cuya accion va desde una respuesta rapida hasta una respuesta ultralenta y que
permiten realizar las combinaciones de modo que se ajusten a las caracteristicas del
paciente. Estos preparados se diferencian en las sustancias afiadidas con objeto de
modificar sus caracteristicas farmacocinéticas (inicio de la accidn, tiempo de vida media y

maxima concentracion plasmatica).

Existe evidencia de que el uso de medicamentos puede causar efectos secundarios.
Por ejemplo con el uso de la insulina, la hipoglucemia es el efecto adverso mas frecuente
con este tratamiento; para las sulfonilureas incluyen: una reaccion de baja del azicar
(hipoglucemia), malestar estomacal, erupcion cutdnea o picazén, aumento de peso, etc. Por
lo tanto, el uso de terapias alternativas con bajos o nulos efectos secundarios, resulta
altamente atractivo para el tratamiento de la diabetes. A este respecto, diversos estudios
indican la ausencia de efectos secundarios con el uso de plantas medicinales (www.puente-

e.com/Med/medicamentos/Fitoterapia.html).

3.2 Plantas medicinales y comestibles empleadas tradicionalmente como antidiabéticas y

antioxidantes
La identificacion de agentes hipoglucemiantes a partir de plantas vegetales ha

recibido considerable atencion en los paises que presentan un alta prevalencia de diabetes

mellitus. Desde la antigiiedad, los primeros testimonios que se conocen sobre el tratamiento
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de la diabetes se refieren al uso de las plantas. Por ejemplo, el papiro de Ebers (1550 A.C.)

recomendaba el uso de una dieta rica en fibra y ocre.

Otras civilizaciones han utilizado numerosas plantas para el tratamiento de la diabetes. La
mayor parte de estos remedios han desaparecido en los paises occidentales desde la llegada
de la insulina, pero en los paises en desarrollo siguen constituyendo la base fundamental del

tratamiento de la diabetes.

En afios recientes se ha observado un nuevo interés hacia las plantas medicinales
como dignas de ser investigadas. Varias de las medicinas tradicionales de pueblos
primitivos contienen principios activos susceptibles de ser aislados y posteriormente

modificados quimicamente para incrementar su efectividad.

Mas de 800 plantas y extractos de plantas se han descrito como beneficiosos para el
paciente diabético a nivel mundial. En promedio, 150 de estas plantas existen en México.
Aunque en la mayor parte de los casos los efectos hipoglucemiantes son anecddticos, en
otros muchos casos no se ha investigado cientificamente el potencial terapéutico de las
mismas, mientras que existen algunos casos en los que si se ha comprobado un efecto real.
Ademas, diversos estudios sugieren que el tratamiento con diferentes plantas medicinales y

hierbas reduce las complicaciones causadas por la diabetes (Alarcon y col., 1998).

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes (Van Acquire y col., 1996; Bohm
y col., 1998; Groot, 1998), antiinflamatorias, antitrombdticas, antimicrobianas (Russo y
col., 2000), antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas (Hirono, 1987) e inhibidoras de
enzimas como la transcriptasa reversa, la cinasa de la proteina C, cinasa de tirosina C,
calmodulina, ornitina decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa, fosfolipasa C y

topoisomerasa Il (Formica y Regelson, 1995).
Los fenoles son fitoquimicos que protegen a las plantas del dano oxidativo e

incluyen la subclase de los flavonoides. Comprenden un grupo de compuestos polifenolicos

ampliamente distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el café, la
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cocoa, la cerveza y el vino rojo. Mas de 800 flavonoides se han identificado entre los
pigmentos de plantas y flores azules, azul rojizo y violeta. Estas sustancias depuran

compuestos de radicales libres, como el anion de superdxido y el oxigeno solo.

Entre las propiedades biologicas de los flavonoides destaca su capacidad
antioxidante (actividad, eficiencia, poder, potencia o potencial) que es un pardmetro para
caracterizar diferentes componentes quimicos, los cudles inhiben reacciones de oxidacion.
Esta capacidad antioxidante ha sido objeto de un sinnimero de estudios principalmente de
corte clinico y nutricional. Usualmente un antioxidante es efectivo porque es capaz de ser
oxidado mas facilmente que la sustancia protegida. El término se aplica frecuentemente a
componentes que pueden atrapar radicales libres, por medio del rompimiento de la reaccion
en cadena, ya que normalmente dichas reacciones originan dafios a componentes biologicos

(Halliwell y col., 1995).

Teniendo en cuenta que a menudo dosis farmacoldgicas de antioxidantes dietéticos
comunmente recomendados a nivel mundial, como es el caso de las combinaciones
vitaminicas (vitamina E mds vitamina C y -caroteno), no producen los efectos esperados o
¢éstos resultan dafiinos, se recomienda incluir en la dieta una mezcla de flavonoides y

taninos para lograr una mejor accion antioxidante (Hassing y col., 1999).

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacién de sus propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de RLs (Bravo,
1998). Otros autores se refieren ademads a la inhibicion de oxidasas, como la lipoxigenasa
(LO), la ciclooxigenasa (COX), la mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la xantina
oxidasa (Ferrandiz y Alcaraz, 1991), evitando la generacion de las EROS in vivo, asi como

de hidroperoxidos orgénicos.

Por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (Lindahl y Tagesson,
1997), al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes,

como la CAT y la SOD (Sudes y col., 1999). De esta forma los flavonoides interfieren en
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las reacciones de propagacion de RLs y en la formacion del radical en si (Van Acquire y

col., 1996).

Numerosas investigaciones han evaluado la actividad antioxidante de los
flavonoides frente a los RLs generados durante la peroxidacion lipidica, ya sea enzimatica o
no enzimdtica. La mayoria de los resultados coinciden en que los flavonoides con
sustituyentes dihidroxilicos en posiciones 3' y 4' en el anillo B muestran mayor actividad
antioxidante y, que este efecto, es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los
carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4

(Ratty y Das, 1988).

Diversos estudios muestran que los flavonoides secuestran O,” y OH'. Morazzoni y
Malandrino (1988) demostraron que la rutina, seguida de la quercetina, se comportd como
el secuestrador mas fuerte de O,", generado enzimdaticamente a través del sistema
xantina/XO y no enzimaticamente a través del sistema NADH-metosulfato de fenacina. Los
valores de la concentracion efectiva CEsy de ambos flavonoides en homogenados de higado
de raton oscilaron en el orden de 10 M. En este mismo contexto, una investigacion con 15
flavonoides dio a conocer que las constantes de reaccion de estos con el O,” se encuentran

en el intervalo de 105 M's™ (Morazzoni y Malandrino, 1988).

Los flavonoides inhiben los efectos degradativos provocados por el H,O,.
Numerosas evidencias apuntan hacia la proteccion del ADN ejercida por los flavonoides al
inhibir los efectos oxidativos que provocan las EROS sobre esta biomolécula. A través de
un ensayo de electroforesis en gel con células individuales, se observo que el
pretratamiento con flavonoides a concentraciones estandarizadas (7.6, 23.2, 93 y 279.4
mM) redujo el dafio oxidativo al ADN generado por H202 (100 mM) en linfocitos

humanos (Noroozi y col., 1988).
La inhibicién sobre determinadas oxidasas representa otro de los mecanismos a

través de los cuales los flavonoides ejercen sus actividades antioxidantes. Existen

evidencias de que la quercetina y la rutina inhiben la NADPH del sistema de la citocromo
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P-450 en microsomas hepaticos. Este efecto pudiera impedir el metabolismo de una gran
diversidad de xenobidticos (sustancias extrafias al organismo) que emplean esta via para

generar RLs.

Ademas de secuestrar RL, quelar iones metélicos e inhibir oxidasas, los flavonoides
pueden aumentar la disponibilidad de antioxidantes endogenos, asi como la actividad de
enzimas antioxidantes. Al mismo tiempo que son capaces de inhibir enzimas involucradas

en la generacion de EROS (Van Acquire, 1996).

Las frutillas en general poseen propiedades nutracéuticas, ya que contienen
antocianidinas, taninos, entre muchos otros compuestos fendlicos encargados de

proporcionar su capacidad antioxidante (Howard y col., 2003).

Debido al papel preponderante que juega el estrés oxidativo para el desarrollo de la
diabetes y sus complicaciones, plantas medicinales o comestibles como el ardndano y la
zarzamora con alto contenido en compuestos antioxidantes, tales como los fenoles y

flavonoides, se perfilan como una fuente potencial para el tratamiento de la enfermedad.

3.2.1 El arandano (Vaccinium myrtillus)

El arandano (Vaccinium myrtillus) es una pequefia planta, con ramas rastreras de las
que nacen tallos angulosos verdes muy ramificados y cubiertos de hojas alternas, ovales y
caducas. Las flores nacen aisladas y tienen forma de vesicula, entre verdosas y roséceas.
Los frutos son bayas azules. El ardndano se cultiva formando extensas colonias en los
bosques y brezales de tierras sin cal, sobre todo en las montafias. La planta florece en
primavera, madurando sus frutos bien entrado el verano. Los frutos (de sabor agridulce y

muy ricos en vitamina C) se pueden comer recién recolectados (Figura 1).
De interés médico son sus hojas y frutos: las hojas deben recogerse cuando la planta

alcanza su maximo desarrollo; los frutos se recolectan un poco mas tarde, cuando ya han

adquirido el color azulado, casi negro, sefial de que ya estdn maduros. En la medicina
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tradicional, el fruto se ha empleado contra multiples dolencias, aunque en la mayoria de los

casos sin fundamento.

Figura 1. El arandano (Vaccinium myrtillus)

En cuanto a sus propiedades, tradicionalmente el arandano se ha empleado como
una planta muy astringente, ademds tiene virtudes como antidiabético (Frohne y
Heidelbeerblidter, 1990), aunque esta ultima propiedad todavia se discute. Los frutos
también poseen accioén antiinflamatoria, antihemorrdgica y accion vitamina P, esto es,
mejoran la microcirculacion, aumentan la resistencia y controlan la permeabilidad capilar.
Se sabe que los frutos contribuyen a la regeneracion del sistema vascular de la retina,

aumentando la agudeza visual.

Varios estudios han demostrado que el fruto del arandano tiene la capacidad de
proteger y fortalecer las paredes de los pequefios vasos sanguineos conocidos como
capilares. Esto lo hace util en el tratamiento y la prevencion de venas varicosas, flebitis y
hemorroides, al igual que en la prevencion de problemas de la vision causados por la

ruptura de pequefios vasos sanguineos en los ojos (www.infoagro.com)
Como dato histérico, durante la segunda guerra mundial algunos pilotos de la fuerza

aérea britdnica que tenian que volar en misiones nocturnas notaron que cuando consumian

una jalea hecha a base de arandano su vision mejoraba. Posteriormente, se han comprobado
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¢éste y otros efectos del arandano sobre la vision.

Un aspecto que ha recibido gran atencion en afios recientes es la prevencion de la
pérdida de la visiéon a causa de la degeneracion de la retina que se produce con gran
frecuencia en personas de edades avanzadas. En otros estudios se ha encontrado que la
combinacion de arandano con vitamina E es muy eficaz para prevenir y frenar el avance de
las cataratas, de aqui su importancia en el potencial uso como tratamiento de las

complicaciones microvasculares como las cataratas en la diabetes.

El arandano contiene ademads unas sustancias conocidas como antocianidinas que
ayudan a fortalecer el coldgeno, el cual es una proteina que es parte importante de los
ligamentos, tendones y el cartilago. Las antocianidinas también combaten los estados
inflamatorios y tienen importantes propiedades antioxidantes. Estas propiedades hacen al
arandano util en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de las articulaciones y de las

encias (Www.juver.com/nutricion/frutas/arandano.htm).

En base a su contenido de fenoles totales, la USDA Human Nutrition Research Center
recomienda el consumo de 100 gramos de arandanos frescos, ya que esta cantidad se ha
encontrado como buena fuente de compuestos antioxidantes. La actividad antioxidante de
los compuestos fendlicos se ve determinada por su estructura quimica, por lo que existen
diferencias importantes en la efectividad antioxidante entre los distintos grupos de
compuestos (Rice y col., 1997). Por lo que esa es una buena razén para incluirlos en una

dieta variada.

Las hojas del arandano contienen sustancias que reducen el contenido de glucosa en
sangre, por lo que productos derivados de éstas son usadas por personas diabéticas para
reducir su necesidad de medicamentos orales o de insulina. Sin embargo, algunos
naturdpatas, herbologos e investigadores sefialan que este efecto de las hojas de arandano
solo se consigue interfiriendo con un proceso normal del higado, por lo que no es
recomendable su uso durante tiempo prolongado. El consumo del fruto del arandano, por el

contrario, si es recomendable por su efecto protector sobre los capilares que es de
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inestimable ayuda para prevenir muchas de las complicaciones de la diabetes

(www.saludparati.com/arandano.htm).

Asi mismo, Cignarella y colaboradores (1996) concluyeron que el fruto de arandano
controla parcialmente el metabolismo de la glucosa, aunque éste no fue significativo. Sin
embargo, si se observd una reduccion significativa de los niveles de triglicéridos, con lo

que pudiera mejorar las complicaciones relacionadas con el metabolismo de lipidos.

Por otro lado, las hojas se emplean para curar diarreas y diabetes. Externamente, las
hojas se pueden aplicar en micosis superficiales (infecciones por hongos), eczemas y
estomatitis. La infusion a partir de las hojas se prepara anadiendo una cucharada pequefia
de hojas en trozos a una taza de agua hirviendo, la cual se puede tomar 3 6 4 tazas al dia.
En coccion se emplean las mismas concentraciones que la infusion, pero dejando hervir el
agua con las hojas durante 5 minutos. Con los frutos se puede preparar igualmente infusioén
y decoccion y si se quiere se puede afiadir azucar. En algunos paises de Europa Central se
afiade una cantidad de azlcar suficiente para que se produzca una lenta fermentacion; de

esta manera se prepara el vino de arandanos (Allen, 1927).

3.2.2 La zarzamora (Rubis fructicosis)

La zarzamora (Castellano: Zarza, mora; Rubis fructicosis) pertenece a la familia de las
rosaceas. La zarza es considerada una planta invasora de los terrenos y molesta por las
espinas punzantes que tanto incordian a la hora de recoger sus frutos (las moras). Es un
arbusto con tallos sarmentosos, arqueados en las puntas, de cuatro a cinco metros de largo y
con aguijones fuertes y ganchosos. Las hojas estan divididas en cinco hojuelas elipticas; las
flores son blancas o rosaceas en racimos terminales, cuyo fruto es la zarzamora. El fruto
maduro es una baya compuesta de granillos negros y lustrosos, los cuales maduran en

verano (agosto- septiembre) (Figura 2).
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ulmifolius

Figura 2. La zarzamora (Rubis fructicosis)

El valor nutritivo de la zarzamora se basa en un contenido de fibra superior al de
otras frutas, ademas de contener antocianinas, pectinas, taninos e inositol. Los frutos son
ricos en potasio y, en menor proporcion, también aportan otros minerales como magnesio,
cobre, fosforo, hierro, calcio y sodio. Ademas, la zarzamora destaca por su aporte de
vitaminas C y A, aunque también contiene otras vitaminas en menor cantidad, entre las que

se encuentran B1, B2 y B3 (www .karlosnet.com/Varios/nuevanoticia.php?c=).

Los acidos organicos presentes en el fruto son citricos, lacticos, succinicos, oxalicos
y salicilicos. Los salicilatos son compuestos naturales que también pueden obtenerse por
sintesis y, debido a que se incluyen en la formulacion de la aspirina, no se recomienda el
consumo de esta fruta a las personas sensibles a dicho fairmaco. La presencia de elevadas
cantidades de potasio en su composicion ayuda a mantener el equilibrio hidrosalino del
organismo. Esto le confiere a la zarzamora propiedades diuréticas, favoreciendo la

eliminacion de agua y sales a través de los rifiones.

Entre las propiedades que se le han atribuido a la zarzamora se incluyen:
astringente, fortificante de las encias, antiescorbutico, antidiabético, emoliente, y

antiulceroso.
Las hojas de la zarzamora son usadas para el tratamiento de la diabetes mellitus. La

infusion se prepara hirviendo 20 g de hojas en un litro de agua durante unos 15 minutos y

se recomienda tomar 2 tazas al dia fuera de las comidas. Estudios realizados en ratones
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diabéticos inducidos con estreptozotocina muestran una actividad antihiperglucémica
después de la administracion de la infusion de las hojas de esta planta (Swatson y col.,

1990).

Aunque no se han realizado estudios con el fruto de la zarzamora para el tratamiento
de la diabetes en modelos animales, su elevado contenido en antocianinas y taninos sugiere
su alto potencial antioxidante para disminuir las complicaciones de la diabetes debidas al

estrés oxidativo.

30



II1. JUSTIFICACION

Diversas clases de agentes protectores contra el desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas se han identificado, aislado y evaluado a partir de las plantas comestibles,
hierbas y plantas medicinales. Entre los compuestos aislados se encuentran los polifenoles,
bifenoles, 1,2-diol-3-tionas, isocianatos como el sulfurofano, isoflavonas, flavonoides,
cinamatos, cumarinas, tiocarbamatos y lactonas, entre otros (Talalay y col., 1988). A este
respecto, existe suficiente evidencia que muestra que el consumo de estos componentes
presentes en los vegetales induce la actividad de enzimas y proteinas antioxidantes en los
diferentes tejidos de los animales de laboratorio, contribuyendo con ello a elevar los
sistemas de defensa antioxidante del organismo (Benson y col., 1978; Ansher y col., 1986).
Igualmente, el tratamiento de animales de experimentacion con extractos de plantas o con
algunos de sus componentes ha revelado un efecto hipoglucemiante contra la diabetes

inducida quimicamente en roedores (Zhang y col., 1992).

Cabe mencionar que aun existe una falta de informaciéon de caricter cientifico, lo
que provoca cierta inseguridad en cuanto al empleo de estas plantas como una forma de
terapia en el tratamiento de la diabetes. Por lo tanto, el tamizaje de plantas o frutos
comestibles como una fuente potencial de compuestos hipoglucemiantes y con capacidad
para inducir enzimas antioxidantes resulta altamente atractivo. Lo anterior, aunado a la
disminucién de los efectos secundarios y los bajos costos, justifica el estudio de plantas y
frutos comestibles. Las investigaciones clinicas encaminadas hacia este campo han ido en
aumento. Por lo que, ante la necesidad de conocer la relacion entre el estado oxidativo y las
complicaciones cronicas asociadas a la diabetes mellitus, es necesario desarrollar
investigaciones con aplicaciones terapéuticas antioxidantes, con el proposito de evitar o

postergar la aparicion y/o progresion de la enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

Los frutos de arandano (Vaccinium myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis) poseen un
efecto modulador sobre biomarcadores de estrés oxidativo en ratas Wistar diabéticas

inducidas con estreptozotocina

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto modulador de los frutos de arandano (Vaccinium myrtillus) y
zarzamora (Rubis fructicosis) sobre biomarcadores de estrés oxidativo en ratas Wistar

diabéticas inducidas con estreptozotocina

5.2 Objetivos Especificos

» Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales en las muestras liofilizadas
de los frutos de arandano (Vaccinium myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis).

» Determinar la capacidad antioxidante in vitro de las muestras liofilizadas de los
frutos de arandano (Vaccinium myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis).

» Evaluar el efecto de la administracion aguda (7 dias) de arandano (Vaccinium
myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis) sobre los niveles de glucosa, enzimas
antioxidantes (GST) y biomarcadores de estrés oxidativo (GSH) en ratas Wistar
sanas y diabéticas inducidas con estreptozotocina.

» Evaluar el efecto de la administracion subcrénica (21 dias) del fruto con mayor
potencia inductora sobre los niveles de glucosa, enzimas antioxidantes (GST, SOD
y CAT) y biomarcadores de estrés oxidativo (GSH) en ratas Wistar sanas y

diabéticas inducidas con estreptozotocina.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Materiales

6.1.1 Quimicos:

Los reactivos utilizados para determinar la capacidad antioxidante fueron: (+)-
catequina, acido galico, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox)
97%, 2,2’-azinobi-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) y persulfato de potasio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MI).

La estreptozotocina (STZ) utilizada para la induccion de diabetes, y el sulfurofano
[ 1-isocianato-(4R)-(sulfonilo demetano) butano], se adquirieron de la marca Sigma (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MI).

Para la determinacion de la concentracion de proteinas se utilizdé el método del
acido bicinconinico (BCA), cuyos reactivos fueron de la marca Pierce (Pierce, Rockford,

IL).

Los reactivos para las determinaciones enzimaticas tales como clorodinitrobenceno
(CDNB), glutation reducido (GSH) y H,0,, fueron adquiridos de la marca Sigma (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MI).

Los reactivos para la preparacion de soluciones amortiguadoras, soluciones de
extraccion de proteinas y demas reactivos fueron de la marca Baker (J.T.Baker, Edo. de

México).
Para la determinacion de los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre

periférica se utiliz6 un glucometro marca Accutrend GCT, usando las tiras reactivas

correspondientes a cada determinacion de la misma marca.
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Los kits para la determinacion de trilglicéridos y colesterol en sangre obtenida por
puncioén cardiaca fueron de la marca Randox Laboratories. El kit para la determinacion de

la actividad enzimética de SOD fue de la marca de Fluka.

6.1.2 Biolbgicos

Plantas:

Las muestras de los frutos de arandano (Vaccinium myrtillus) y la zarzamora (Rubis
fructicosis) fueron obtenidas de lotes completos comprados en un centro comercial en el

mes de agosto del 2005.

Animales:

Para los estudios tanto en condiciones de normoglicemia como para los estudios con
animales diabéticos, se usaron ratas macho Wistar de 200-250 g. Los animales fueron
obtenidos del bioterio Rismart de México, se aclimataron por una semana en cajas
metélicas y se alimentaron ad libitum. Durante el periodo experimental, los animales se
mantuvieron en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad y bebieron agua ad

libitum.

6.2. Métodos

6.2.1 Preparacion de las muestras de los frutos de arandano y zarzamora

El material fue hecho puré, congelado y liofilizado. Posteriormente ya pulverizado

fue almacenado en un lugar seco y oscuro hasta su uso. Las muestras fueron resuspendidas

en agua para su administracion.
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6.2.2 Determinacion de fenoles y flavonoides totales de los frutos de ardndano y zarzamora

6.2.2.1 Cuantificacion de fenoles

Para la determinacion de fenoles totales se empled el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Dewanto y col. (2002) (Anexo 1). Para este ensayo, las muestras liofilizadas se
hicieron reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, carbonato de sodio al 20% y sus
absorbancias fueron medidas en un lector de microplacas modelo Versa Max Turnable
Microplate Reader (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA) a una longitud de onda de
760 nm. Para obtener el contenido de fenoles totales en equivalentes de acido galico se
interpol¢6 la absorbancia de las muestras a una curva de calibracién de solucion estandar de
acido gélico, realizada previamente. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes

de acido galico por gramo de muestra liofilizada.

6.2.2.2 Cuantificacion de flavonoides

La cuantificaciéon de flavonoides totales se realizd por el método descrito por Liu y
col. (2002), modificado a técnica en microplaca (Anexo 2). La muestra se llevo a diferentes
concentraciones, a través de diluciones seriadas, las cuales se hicieron reaccionar con nitrito
de sodio al 5%, cloruro de aluminio al 10% y, finalmente, con hidroxido de sodio 1M. La
absorbancia fue medida inmediatamente después de agregar el ultimo reactivo en un lector
de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader (Molecular Devices Co.,
Sunnyvale, EUA) a una longitud de onda de 510 nm y fueron comparadas con una curva
estandar de (+)-catequina. Los resultados obtenidos fueron expresados en mg equivalentes

de (+)-catequina por gramo de muestra liofilizada.
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6.2.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante

6.2.3.1 Determinacion de la Capacidad Antioxidante de los frutos de ardndano y zarzamora

por el método de ABTS

La capacidad antioxidante de los frutos de arandano y zarzamora fueron realizados
mediante la técnica de ABTS (Soong, 2004) (Anexo 3). Esta técnica es un ensayo de
decoloracion aplicable tanto a antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos (Re y col., 1999).
Al oxidarse el ABTS, éste cambia su color a un azul-verde. Brevemente, se prepard un dia
antes el reactivo ABTS 5 mM poniéndolo a reaccionar con persulfato de potasio 140 mM a
25° C por 16 horas antes de usar. Para el ensayo, se ajusto la solucion de ABTS con etanol
hasta obtener una absorbancia de alrededor de 0.7 a una longitud de onda de 734 nm. Las
muestras se prepararon pesando 0.05, 0.5, 1, 3, 5, 6, 10 y 12 mg/ mL de metanol o agua,
respectivamente, posteriormente fueron centrifugadas a 10,000 g por 10 minutos Se
tomaron 20 pL del sobrenadante de la muestra y se coloco en microplaca junto con 230 uL
del ABTS ajustado. Se usaron 2 blancos uno con agua y otro con metanol, teniendo un
control con etanol y se procedié a leer a una longitud de onda de 734 nm. Para determinar
la capacidad antioxidante de los frutos se determind el % de inhibicidén y con este dato y el
logaritmo de la concentracién determindndose la concentracion efectiva (CEsg) de las

muestras expresandose como pg/mL 6 mg/mL de liofilizado.

6.2.3.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante de los frutos de ardndano y zarzamora

por el método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) modificado para microplaca.

El método de FRAP se realizdé de acuerdo a la técnica propuesta por Omidreza
(2005). Para ello, se preparé al momento de la determinacion una solucion FRAP (10 mL
de amortiguador de acetatos 300 mM, 1 mL de la solucion de cloruro férrico hexahidratado
20 mM y 1 mL de la solucion de 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triacina (TPTZ) 10 mM. Las
muestras se disolvieron a una concentracion de 5 mg de muestra liofilizada por 1 mL de
agua y metanol, respectivamente, posteriormente se centrifugaron a 10,000 g por 10

minutos. Se tomaron 25 pL del sobrenadante de la muestra y se afiadié a microplaca junto
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con 175 pL de la solucion FRAP, teniendo 2 blancos uno con metanol y otro con agua. Se
realiz6 una curva estandar con el FeSO4 empleando concentraciones de 100, 600, 1000,
1600, 2000, 2600 y 3000 uM y se procedid a leer a una longitud de onda de 595 nm a los

30 minutos. Los resultados se expresan en uM de FeSO4 por mg de liofilizado (Anexo 4).

6.2.4 Evaluacién y seleccion del fruto con mayor potencia para inducir enzimas
antioxidantes en ratas Wistar sanas y diabéticas inducidas con estreptozotocina en un

estudio agudo (7 dias).

Con el proposito de conocer el efecto modulador que poseen los frutos de arandano
y zarzamora sobre biomarcadores de estrés oxidativo e hipoglucemiante en un estado no
patologico (sanas) y hacer un comparativo con un estado patologico (diabéticas), se
procedi6 a evaluar los frutos en ratas Wistar sanas y diabéticas inducidas con

estreptozotocina.

6.2.4.1 Induccion de diabetes

Se prepar6 una solucion fresca de STZ (45 mg/kg de peso corporal) en
amortiguador de citratos 0.1 M, pH 4.5 (Anexo 10). La destruccion parcial de las células 3
pancredticas por STZ da como resultado animales con un estado de hipoinsulinemia e
hiperglicemia. Por lo tanto, 48 horas después de una sola administracion de STZ via
intraperitoneal, aquellos animales con diabetes moderada (niveles mayores de 200 mg/dL
de glucosa sanguinea en ayuno) fueron seleccionados para el experimento. Los animales

del grupo control fueron tratados unicamente con amortiguador de citratos.
6.2.4.2 Tratamientos

Una vez aclimatados los animales por una semana, los animales fueron divididos en
15 grupos experimentales, como se muestra en el cuadro 1. Las concentraciones usadas

fueron 50, 100 y 200 mg de liofilizado por kg de peso corporal, basado en la literatura para

la induccion de enzimas antioxidantes y de fase 2 in vivo. Los liofilizados fueron
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resuspendidos segun la dosis en un volumen no mayor a 3 mL de agua para su
administracion via intragéstrica. El sulforafano es un isotiocianato aislado del brocoli que
se ha demostrado tiene una funcién protectora de tejidos induciendo enzimas que
destoxifican carcinogenos (Begley, 1994) o bloqueando enzimas que promueven el
crecimiento de tumores (Tadi, 1992). Por lo que al sulfurofano se le consideré como control
positivo (inductor de enzimas), administrandose via intragastrica a una concentracion de
500 pmol/ kg de peso por dia disuelto en una solucién salina isotonica por 5 dias (Munday

y Munday, 2004).

Cuadro 1. Grupos experimentales de ratas sanas y diabéticas tratadas con Zarzamora y

Arandano
GRUPO N TRATAMIENTO POSIS
(mg /kg)
SANAS

1 4 Control Negativo (agua) 0

2 4 Zarzamora 50

3 4 Zarzamora 100

4 4 Zarzamora 200

5 4 Arandano 50

6 5 Arandano 100

7 5 Arandano 200

8 4 Control Positivo (Sulfurofano) 500 umol/kg

DIABETICAS

9 5 Control Negativo (agua) 0

10 5 Zarzamora 50
11 5 Zarzamora 100
12 5 Zarzamora 200
13 S Arandano 30
14 5 Arandano 100

15 5 Arandano 200
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Todos los grupos recibieron tres dosis (cada tercer dia) de fruto durante una semana.
El intervalo de concentraciones y la frecuencia de la administracion se siguieron de acuerdo
a lo reportado en diversos estudios in vivo para la induccion 6ptima de enzimas y proteinas

antioxidantes.

6.2.4.3 Determinaciones durante el experimento

Consumo de agua y alimento: Durante el periodo de experimentacion se midid y

peso el consumo de agua y alimento, respectivamente.

Peso de los animales: Al inicio y al final del periodo de experimentacién se

determind el peso de los animales.

Para evaluar el efecto hipoglucemiante de los frutos, los animales fueron sometidos
a un ayuno de 8 horas y se les tomaron muestras de sangre periférica para la determinacion
de la glucosa inicial usando el método de la glucosa oxidasa (tiras) mediante un
glucémetro. Después de la administracion intragastrica de los frutos, se realizaron de 3 a 4

muestreos sanguineos cada 60 minutos para las determinaciones de los niveles glucosa.

6.2.4.4 Sacrificio

Al final del tratamiento, los animales fueron anestesiados con éter etilico y
sacrificados para extraer el higado y el rifion. Ambos oOrganos fueron rapidamente
removidos, lavados en una solucidn salina fria estéril, posteriormente fueron congelados
con nitrégeno liquido, y almacenados a -71°C hasta su analisis. La seleccion de los 6rganos
se determind en base a la frecuencia de las complicaciones que acompafian a la diabetes,
tales como la nefropatia, mientras que el higado es el oOrgano metabolizador y

destoxificador por excelencia.
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6.2.4.5 Procesamiento de las muestras (extractos citosolicos)

Para la determinacion de la actividad enziméatica de glutation-S-transferasa (GST) y
la concentracion de GSH, ambos tejidos fueron pesados y colocados en tubos conicos,
adicionando 4 partes (peso/volumen) de una solucion amortiguadora de Tris-HCI 50 mM,
pH 7 (Anexo 5). Todos los tejidos fueron homogenizados en un homogenizador polytron
(Kinematica, Suiza) hasta que no fueron visibles ningin grumo de tejido; posteriormente
fueron centrifugados a 10,000 g por 15 minutos a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R
(Andreas Hettich GMBH Co. KG, Alemania). Se recuper6 el sobrenadante con una pipeta
Pasteur y se coloc6 en tubos para ultracentrifuga, igualando el peso de un par de tubos con
diferencia no mayor de 0.01 g, para posteriormente centrifugarse en una centrifuga
Beckman Optima L-90K (Beckman, EUA) a 100,000 g por 1 h a 4°C. Los sobrenadantes
(extracto citosodlico) se recuperaron en tubos eppendorf y se almacenaron a -71 °C hasta su

analisis.

6.2.4.6 Actividades enzimaticas y la concentracion de biomarcadores del estrés oxidativo

La actividad total de GST se determind en ensayo por microplaca por el método de
Habig y col., 1974 (Anexo 6). Este método se basa en la reaccion catalizada de la GST
entre GSH y el sustrato CDNB (1-cloro,-2,4-dinitrobenceno), el cual tiene un amplio rango
de detectar las diferentes isoenzimas (alfa, mu, pi y otras isoformas de GST). Brevemente, a
cada pocito se le agregdo 50 puL (4 pocitos por muestra) de solucidon citosolica (higado
diluido 1:100, rifién diluido 1:50 con buffer fosfatos 0.1 M pH 6.5), 100 uL de solucion de
GSH 3 mM y 150 pL de solucion de CDNB 2 mM. La conjugacion del compuesto CDNB
con GSH por la enzima GST se monitoreé cada 20 segundos durante 2 minutos a una
longitud de onda de 340 nm a 25 °C en un lector de microplacas modelo Versa Max
Turnable Microplate Reader (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA). Los resultados
fueron analizados con el software Pro Ver.4.7.1 (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA).
Las actividades enzimaticas de GST fueron expresadas como nmol de producto formado o

reducido por mg de proteina citosélica por minuto, usando la siguiente ecuacion:
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nmol/mg/min = A AbS min2 — AbS min 1

(mg proteina) (0.0096)

Doénde:
ADbS min 1= Es la absorbancia a 340 nm al minuto 1 de la reaccion
ADbS min2 = Es la absorbancia a 340 nm al minuto 2 de la reaccion

mg proteina = mg proteina en la muestra

0.0096 = Coeficiente de extincion del CDNB (mM™ cm™)

La concentracion de glutation reducido (GSH) se determind por el método de
Ellman, 1959 (Anexo 8). Brevemente, 200 puL de extracto citosdlico se mezclaron con 160
pL de agua destilada, 40 pL de acido tricloro acético (TCA) al 5%, dejandolo reposar 30
minutos para precipitar la proteina; posteriormente se centrifugaron a 10,000 g a 4°C por 20
minutos. Se tomaron 50 pL sobrenadante claro y se agregaron 150 uL. de buffer Tris-HCI
50 mM pH 7, 80 ul de metanol y 20 uL del DTNB. A los cinco minutos de reaccion, se
midieron las absorbancias a 412 nm en un lector de microplacas modelo Versa Max
Turnable Microplate Reader (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA), contra un blanco
que en lugar de citosol contenia 50 pL mas de buffer Tris-HCI. Los resultados fueron
expresados en uM de GSH/mg de proteina, utilizando una curva de calibracion del estandar

de GSH (0 — 100 uM).

6.2.4.7 Cuantificacidon de Proteinas

El contenido de proteina total se determiné mediante el método colorimétrico del
acido bicinconinico (BCA) (Pierce Inc.) (Anexo 8). Este método combina la reduccion de
Cu™ a Cu™ con proteina en un medio alcalino (reaccion de Biuret) con alta sensibilidad y
selectividad colorimétrica al i6n Cu usando un Unico reactivo que contiene el acido
bicinconinico. El complejo colorido se desarrolla por 30 minutos a 37 °C, el cual es
formado por dos moléculas de acido bicinconinico y una del i6n cobre. Este complejo es
soluble en agua y muestra una alta absorbancia a 562 nm que es linear al incremento en la

concentracion de proteina.
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Para el ensayo, se realizaron diluciones 1:100 para las muestras higado y 1:20 para
las muestras rifion en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5 (Anexo 9). Posteriormente, se
colocaron en microplaca 50 pL de citosol diluido (4 pozos por muestra) y 250 uL de la
solucion de trabajo. Se dejo incubar 30 minutos a 37°C y finalmente se leyd en un lector de

microplacas a una longitud de onda de 562 nm.

Se us6 una curva estandar (0 — 120 g/50 uL) con albumina de suero bovina (BSA)
para determinar la concentracion de proteina. Los resultados fueron analizados con el
software Pro Ver.4.7.1 (Molecular Devices Co., Sunnyvale, EUA) y expresados como ug/

50 pL.

A partir de los resultados anteriores se determind el fruto con la mayor potencia
para inducir enzimas antioxidantes (GST) (zarzamora a una dosis de 100 mg/kg de peso
corporal), que posteriormente se evalu6 en un estudio subcrdnico en ratas normoglicémicas

y diabéticas inducidas con STZ, de acuerdo a la siguiente fase.

Debido a que la diabetes es un padecimiento incurable y con el transcurso del
tiempo, el tratamiento llega a ser poco efectivo, lo que conduce a un deficiente control
metabodlico de la enfermedad y, por consecuencia la aparicion de complicaciones, fue
necesario evaluar el efecto de la administracion del fruto con mayor potencia inductora

durante 21 dias.

6.2.5 Evaluar el efecto de la administraciéon subcronica (21 dias) del fruto con mayor
potencia inductora sobre los niveles de glucosa, enzimas antioxidantes y biomarcadores de
estrés oxidativo en ratas normoglicémicas y diabéticas inducidas con STZ.

6.2.5.1 Tratamientos

Anterior a esta fase experimental, se realizd un estudio preliminar en ratas sanas

para comparar la capacidad inductora sobre la enzima GST de una dosis de zarzamora de
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400 mg/kg con la dosis de 100 mg/kg de peso, ambas incorporadas en el alimento molido y
administradas diariamente por 7 dias. Estos resultados demostraron que la dosis de 400
mg/kg de zarzamora tuvo la mayor capacidad inductora de GST, tanto en higado como en

rifidn de ratas sanas después de 7 dias de tratamiento.
En base a lo anterior, se decidi6 usar una dosis de 400 mg/kg de peso en esta fase
experimental. Una vez aclimatados los animales por una semana, los animales fueron

divididos en 4 grupos experimentales como se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Grupos experimentales de ratas sanas y diabéticas durante el estudio subcrénico

GRUPO N TRATAMIENTO DOSIS (mg / kg)
SC- 5 Sano control. negativo 0
Diabético Control positivo
ANTIOX 10 21
(Diabion)
SZ400 5 Sano Zarzamora 400
DC- 10 Diabético Control negativo 0
DZ400 10 Diabético Zarzamora 400

El grupo SC- (n = 5) consistio en ratas sanas sin tratamiento (grupo control sano
negativo); mientras que el grupo SZ400 (n= 5) incluyé ratas sanas tratadas con el
liofilizado de zarzamora incorporado en el alimento molido a una dosis de 400 mg/kg de
peso corporal. El grupo DC- (n = 10) consistio en ratas diabéticas (45 mg STZ/kg de peso
corporal) sin tratamiento (grupo control diabético negativo). El grupo ANTIOX (n = 10)
incluy6d ratas diabéticas a las cuales se les administrd6 “Diabion”, un complemento
nutricional antioxidante comercial recomendado a pacientes diabéticos (21 mg/kg),

incorporado en el alimento (grupo control diabético positivo).

6.2.5.2 Determinaciones durante la fase experimental y preparacion de las muestras

(extractos citosolicos)

Los animales fueron observados diariamente, se registro el peso inicial de los animales y la
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ganancia de peso semanalmente. Igualmente, el consumo de alimento y de agua se registro

diariamente y se reporta semanalmente.

Para evaluar el efecto hipoglucemiante del consumo subcrénico del fruto de
zarzamora a los 0, 7, 14, y 21 dias de experimentacion, los animales fueron sometidos a un
ayuno de 8 horas y se les tomaron muestras de sangre periférica para determinar la

concentracion de glucosa utilizdndose un glucémetro marca Roche.

Al final de los 21 dias del periodo experimental (dia del sacrificio), los animales
fueron sometidos a un ayuno de 8 horas y anestesiados con éter etilico para la toma de
muestras sanguineas via puncion cardiaca para las determinaciones de la concentracion de

triglicéridos y colesterol.

El higado y los rifiones fueron removidos rapidamente, lavados en una solucién
salina fria y congelados en nitrégeno liquido. Los tejidos fueron almacenados a -70°C hasta

el momento de su analisis.

La preparacion de los extractos citosoélicos para la determinacién enzimatica de
GST y la cuantificacion de proteina se realizé de acuerdo al método descrito previamente.
Para las determinaciones de la actividad SOD y CAT, los extractos citosolicos se
prepararon de la siguiente manera: los tejidos fueron homogenizados con 10 partes
(peso/volumen) de una solucion amortiguadora de fosfatos 5 mM con EDTA 0.5 mM,
TRITON-X100 0.5% y etanol 1% a pH 7.8. Los homogenados posteriormente se
centrifugaron a 10,000 g 20 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante para determinar la

actividad enzimatica de SOD y CAT.

6.2.5.3 Determinacion de triglicéridos y colesteroles en suero sanguineo

La concentracion de triglicéridos se determind a partir de la hidrolisis enzimatica

con lipasas (Anexo 11). El indicador colorimétrico se midié a 500 nm, el cual es una

quinoinemina formada por peroxido de hidrogeno, 4-aminofenazono y 4-clorofenol, bajo la
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influencia catalitica de la peroxidasa. Los resultados fueron expresados en mg/dL. La
concentracion de colesterol se determind por medio de la hidrdlisis enzimatica y oxidacion
de éste (Anexo 12). El indicador es una quinoneimina que se forma a partir de peréxido de
hidrégeno y 4-amino-antipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Ambos compuestos se

determinaron utilizando un kit de Randox (Randox Laboratories, LTD).

6.2.5.4 Actividades enzimdticas y biomarcadores del estrés oxidativo

La actividad total de GST se determindé mediante la conjugacion del compuesto
CDNB con GSH (Habig y col., 1974) (Anexo 5). La actividad de CAT fue medida por el
método de Aebi (1983), modificado para técnica en microplaca (Anexo 7). Brevemente, a
cada pocito se le agregd 180 pL de buffer de fosfatos 50 mM a pH 7, 20 uL de citosol y
100 pL de H,O, 30 mM. La reacciéon comienza al agregarse el H,O, y se monitorea el
decremento en la absorbancia por un periodo de 30 segundos basados en la velocidad de
descomposicion del H202 a 240 nm a 25 °C. Los resultados fueron expresados en U/mg de

proteina.

El ensayo para determinar la actividad de SOD en la fraccion citosolica se basé en
el método de McCord y Fridovich (1969), usando un Kit de la marca FLUKA (Anexo 13).
Este método se basa en la cuantificacion de la formacion del color en una disolucion de un
reactivo WST-1 (sales solubles de tetrazolio) que reacciona rapidamente con anion
superoxido (O;") para formar un aducto colorido, en una celda de reaccion a la que se

adicionan reactivos generadores de superdxido (xantina y xantina oxidasa, xo) (Figura 3).
La efectividad del ensayo depende de la rapidez con la que la XO genera el

superoxido, de la rapidez con la que el superoxido reaccione con el colorante WST1 y de la

rapidez con la que la SOD puede remover el superdxido.
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Figura 3. Principio de la determinacion indirecta de la actividad enzimatica de SOD por

medio de WST-1.
Para determinar la actividad de esta enzima se empled la siguiente ecuacion:

Actividad SOD (% ll’lhlblCIC')l’l) = [(Ablancol‘ Ablanco3) - (Amuestra‘ AblancoZ)] x 100

(Ablancol - Ablanco3)

Donde: Ablancol, Ablanco2 Y Ablanco3, S€ indican en el anexo 13.

Los resultados se extrapolaron a una curva estandar usando la enzima SOD pura

(0.2- 69 U/mL) realizada previamente (Anexo 13).

La concentracion de GSH se determino por el método de Ellman (1959) (Anexo 8).
El contenido de proteina se determind mediante el método de BCA descrito previamente
(Anexo 9).

6.3 Analisis de Datos

Los resultados son expresados como la media + el error estandar de la media (EEM). La

evaluacion estadistica de los datos se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA),
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seguido de la prueba de Dunnet para la comparacion entre los grupos tratados con cada
extracto y el grupo control (negativo). La prueba de Tukey-Kramer se emple6 en algunos
casos para la comparacion de las medias entre los grupos tratados y el sulfurofano y el
Diabion (grupos control positivos). Se realiz6 la prueba de t-student para la comparacion
entre ratas sanas y ratas diabéticas. En todos los casos se empled un nivel de significancia
de P < 0.05 con un nivel de confianza del 95%. Todos los anélisis estadisticos fueron

realizados en el programa estadistico Sigma Stat version 3.5 (2000).

47



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales de los frutos de ardandano (Vaccinium

myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis).

Numerosas investigaciones han evaluado la actividad antioxidante de los fenoles y
flavonoides frente a los RLs y a las EROS, por su capacidad de secuestrar RL, quelar iones
metalicos, inhibir oxidasas y, ademads, por aumentar la disponibilidad de antioxidantes
endogenos, asi como la actividad de enzimas antioxidantes. De manera adicional son
capaces de inhibir enzimas involucradas en la generacion de EROS. Por lo tanto, fue

necesario determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales en ambos frutos.

De los dos frutos estudiados, la zarzamora present6 el mayor contenido de fenoles
totales con un valor de 112.136 mg en equivalentes de acido galico por gramo de muestra
liofilizada, siendo éste estadisticamente diferente comparado con el ardndano que presentd
un valor de 89.76 mg en equivalentes de acido galico por gramo de muestra liofilizada (P <
0.05). En cuanto al contenido de flavonoides, el arandano presentd un contenido de 1.378
mg en equivalentes de (+) catequina y la zarzamora fue de 1.4 mg en equivalentes de (+)
catequina; sin embargo, esta diferencia entre los frutos no fue estadisticamente significativa

(P > 0.05). El contenido de fenoles y flavonoides para ambos frutos se muestra en el cuadro
4.

Cuadro 3. Contenido de Fenoles y flavonoides totales de los frutos de arandano y
zarzamora.

Muestra liofilizada FENOLES TOTALES FLAVONOIDES
(mg en Equiv. Acido Gdlico)* (mg en Equiv. (+) Catequina) *

Arandano 89.76 £ 0.07 1.38+0.01

Zarzamora 112.14+0.03 ? 1.40 +£0.01

Los datos representan la media (n= 8) + la desviacion estandar. * Por gramo de muestra liofilizada.
a = diferencia estadisticamente significativa.

48



En estudios realizados con extractos metanolicos de fresas se encontré un promedio
de 273 mg en equivalentes de acido galico por gramo de extracto (Meyers y col., 2003).
Otro estudio determind el contenido de fenoles totales en extractos metandlicos de
arandano, obteniendo en promedio un valor de 357 mg en equivalentes de acido galico por
gramo de extracto (Liu y col., 2002). Dichos estudios fueron realizados en extractos
metanolicos, lo que explicaria que los valores en los liofilizados tanto del ardndano como
de la zarzamora fueran menores a los reportados. Se ha demostrado que con la extraccion
con metanol se encuentran mayores compuestos, debido a la composicion y las
caracteristicas propias de la eficiencia de extraccion. Sin embargo, Moyer y col. (2002)
determinaron el contenido de compuestos fendlicos totales en arandano encontrando
valores de 444 mg en equivalentes de 4cido galico por 100 gramos de peso fresco. Nuestros
datos obtenidos son mds altos con respecto a los reportados por Moyer y col. (2002), pero
mas bajos con relacion a los reportados por Yi y col. (2005). Estudios realizados por
Sellappan y col. (2002) reportaron diferencias estadisticas en cuanto al contenido de
compuestos fenodlicos entre diferentes cultivos de arandanos. Esto pudiera explicar en parte
las diferencias que existen al comparar nuestros resultados con los ya reportados por otros

autores mencionados anteriormente.

Por otro lado, en un estudio realizado con un extracto metandlico de arandanos
emplearon quercentina como el estandar de referencia para la determinacion de
flavonoides, encontrando valores de 196 mg por litro de extracto. En extractos de fresas se
ha reportado un promedio de 70.5 mg en equivalentes de catequina por 100 g de peso
fresco (Meyers y col., 2003). Liu y col. (2002) reportaron un promedio de 84 mg en
equivalentes de catequina por gramo de extracto de arandanos. Por lo anterior, podemos
mencionar que los valores tanto de fenoles como flavonoides no fueron notablemente
elevados comparados a los estudios anteriormente mencionados, ni comparados a los
alimentos que poseen buenas concentraciones de flavonoides y fenoles. Sin embargo hay
que resaltar que los valores presentados en este trabajo representan el contenido de fenoles

y flavonoides en el alimento tal cual para su consumo.

Existen diversos factores que influyen en el contenido y tipo de metabolitos
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secundarios presentes en los frutos; como los cambios estacionales incluyendo la luz, la
radiacion ultravioleta, temperatura, el pH, el oxigeno, el entorno de la planta, asi como el
suelo en el que crece (Yao y col., 2005). Esta sensibilidad a factores ambientales significa
que hay diferencia de valores en las concentraciones de un afio a otro. Debido a lo anterior
pueden presentarse variaciones entre las actividades bioldgicas con el consumo de estos

frutos en el organismo.

7.2. Capacidad antioxidante de las muestras liofilizadas de los frutos de ardandano

(Vaccinium myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis) por el método de ABTS

Los frutos de ardndano y zarzamora contienen compuestos antioxidantes (fenoles y
flavonoides), a los cuales por su estructura molecular se les ha atribuido la capacidad de

atrapar radicales como el ABTS ™.

En la figura 4 se muestra la relacion entre el % de inhibicion del radical ABTS™ con
el logaritmo de la concentracion de las muestras de ardndano y zarzamora disueltas en
agua, observandose una curva sigmoidal en ambos frutos. Con esta relacion se puede
determinar el valor de la concentracion efectiva al 50% (CEsp), que es la concentracion de
la muestra a la cual es capaz de inhibir o atrapar el 50 % de la concentracion del radical
ABTS™. Para la zarzamora se necesitan 3372 + 1.032 pg/ ml, mientras que para la muestra
de arandano, se necesitan 2037 £ 1.590 pg/ml. En la misma figura se observa que la
zarzamora tiene un porcentaje de inhibicion maximo (Iymax o) de 93.58 % y el ardndano de
81.28 % sobre el radical ABTS™, indicando asi que, el liofilizado de zarzamora diluido en

agua a una concentracion menor tiene mayor capacidad antioxidante que el arandano.

En la figura 5 se muestra la relacion entre el % de inhibicion y el logaritmo de la
concentracion de las muestras de la zarzamora y el ardndano disueltas en metanol. De
acuerdo a la CEsy de la figura 5 se necesitan 1448 + 1.148 pg/mL de liofilizado de
zarzamora y 3459 + 1.015 pg/mL de liofilizado de arandano. En la misma figura se observa
que la zarzamora en este caso tiene un porcentaje mayor de inhibicion (Imax = 90.6%) que el

arandano (I = 85.8%); los datos de ambas figuras pueden observarse en el cuadro 5.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicidn de la oxidacion del ABTS con diferentes concentraciones
de los liofilizados de arandano y zarzamora disueltos en agua.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicidn de la oxidacion del ABTS con diferentes concentraciones
de los liofilizados de arandano y zarzamora disueltos en metanol.
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Cuadro 5. I y ECso de muestras liofilizadas de los frutos de ardndano (Vaccinium

myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis) diluidas en agua y metanol.

DILUCION ACUOSA METANOLICA
ZARZAMORA | ARANDANO | ZARZAMORA | ARANDANO
Tnax (%) 93.58+£2205 | 81.28+1.637 | 90.63 +5.840 85.84 +0.53
ECso (ug/ml) 3372+ 1.032 | 2037+1.590 1448 + 1.148 | 3459.39+ 1.015
ECso (mg/ml) 3.372 +.001 2.037+ 0.001 | 1.448+0.001 3.45+0.001

Los valores muestran la media + el error estandar de las muestras.

Siendo asi que la zarzamora tiene mayor capacidad antioxidante en cualquiera de las
soluciones (acuosa o metanolica) comparada con el ardndano, ya que se requiere una menor
concentracion para lograr el mismo % de inhibicion. Cabe resaltar que la zarzamora
contiene mayor cantidad de fenoles totales que el arandano, por lo que ambos parametros
pudieran estar inversamente relacionados. Se ha demostrado que la capacidad antioxidante
de los compuestos fenolicos depende del solvente de extraccion y los constituyentes
propios del alimento (en especial los aminoacidos), ya que estos interfieren con los fenoles
presentes, produciendo una capacidad antioxidante diferente por estas mismas técnicas a los

que producirian los compuestos fenolicos por si mismos (Jara y col., 2006).

Los flavonoides poseen coeficientes de particion intermedios, que dependen en gran
medida de su estructura quimica precisa y de los sustituyentes asociados (grupos hidroxilo,
metoxilo, azlcares, etc.). Generalmente, los compuestos hidrofébicos entran en las células
mas rapido que los hidrofilicos por procesos de difusion simple. Una vez en el organismo,
los compuestos fenolicos mas hidrofobicos tendran su destino en ambientes lipidicos y los
mas hidrofilicos quedardn en medios mas acuosos (Parr y Bolwell, 2000). Asi, la union de
azucares hace a los compuestos fendlicos mas hidrosolubles pero disminuye su actividad
antioxidante (Rice-Evans y col., 1997). Por ello, los compuestos fendlicos con mas afinidad
por los ambientes lipidicos del organismo podrian tener una mayor relevancia en la
prevencion de enfermedades. Por lo tanto, la capacidad antioxidante de ambos frutos
dependera del solvente en que se preparen las soluciones (agua o metanol), ya que los
metabolitos que componen estos frutos son solubles dependiendo del solvente utilizado. En

el caso de este trabajo, en los experimentos in vivo las dosis de los frutos fueron disueltas
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en agua a manera que se asemeje la forma natural de comer los frutos.

7.3. Capacidad reductora de las muestras liofilizadas de los frutos de arandano

(Vaccinium myrtillus) y zarzamora (Rubis fructicosis) por el método de FRAP

El método de FRAP descrito por Omidreza (2005) mide la capacidad reductora de
cualquier sustancia, que en medio de reaccion tiene la capacidad de reducir el complejo
TPTZ-Fe(Ill) al complejo TPTZ-Fe(Il). Este método fue utilizado para evaluar la capacidad
antioxidante los frutos de ardndano y zarzamora, ya que contienen fenoles y flavonoides a

los cuales se les ha atribuido este mecanismo antioxidante.

En la figura 6 se muestra la capacidad antioxidante en las muestras liofilizadas de
los frutos de arandano en agua (AH,0O) y metanol (AMeOH); asi como de zarzamora
diluida en agua (ZH,0) y metanol (ZMeOH) por el método de FRAP. Los resultados se
expresan en mM de FeSO4/mg de liofilizado, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.001) entre todas las muestras, utilizando el método de Holm-Sidak que

realiza comparaciones multiples.

Estos datos coinciden con los datos de la capacidad antioxidante obtenidos con la
técnica de ABTS, ya que los liofilizados de zarzamora diluidos en agua y metanol muestra

mayor capacidad reductora que el liofilizado de ardndano en ambas soluciones.

El uso de diferentes técnicas para determinar la capacidad antioxidante (ABTS y
FRAP, en este estudio) respalda el hecho que la mayor capacidad antioxidante la tiene la
zarzamora. Con respecto a lo anterior, diversos estudios muestran que existe una alta
correlacion en ambas técnicas para los frutos de arandano (Connor y col., 2002).
Igualmente, Awika y col. (2003) observaron una alta correlacion entre el método de ABTS
y FRAP para este fruto. En otro estudio sobre la comparacion de varias técnicas para
determinar la capacidad antioxidante en guayabas, se encontrd una alta correlacion (0.97)
entre las técnicas de ABTS y FRAP (Kriengsak y col., 2005). Por lo tanto, los resultados de

capacidad antioxidante por ambas técnicas pueden ser comparativos. Sin embargo, los
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frutos podrian variar en cuanto a composicion de fitoquimicos con capacidad antioxidante,
ya que algunos de estos compuestos antioxidantes se disuelven mejor en un diluyente que

en otro (agua o metanol).
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Figura 6. Capacidad reductora de las muestras liofilizadas de los frutos de arandano y
zarzamora disueltas en agua y metanol por el método de FRAP (expresada como mM de

FeSO4 por mg de liofilizado).
Los datos muestran la media (n = 9) + la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre las muestras.

7.4 Efecto hipoglucemiante de los frutos de arandano y zarzamora administrados cada
tercer dia en ratas sanas y diabéticas durante una fase experimental aguda (7 dias)

7.4.1 Primer dia de tratamiento

Después de una administracion intragastrica de ardndano en dosis de 50, 100 y 200
mg /kg de peso (A50, A100 y A200, respectivamente) y zarzamora en dosis de 50, 100 y
200 mg /kg de peso (Z250, Z100 y Z200, respectivamente) en ratas sanas, la concentracion
de glucosa fue registrada cada 60 minutos en el primer dia de tratamiento (Figura 7a),

encontrandose una disminucion estadisticamente significativa al minuto 60 con Z100 (-22
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mg/dL), y en el minuto 120 con A100, con respecto al control negativo (agua).

Con respecto a la concentracion de glucosa de ratas diabéticas (Figura 7b), se
encontr6 que a los 60 minutos el grupo de A200 tuvo una reducciéon de glucosa
estadisticamente significativa (-29.4 mg/dL), con respecto al grupo control negativo. A los
120 y 180 minutos, el grupo de ratas diabéticas con Z200 tuvo una reduccion de glucosa de
32.8 y 38.8 mg/ dL, respectivamente, siendo ambas reducciones estadisticamente

significativas con respecto al control negativo (P < 0.05).
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Figura 7. Cambio en la concentracion de glucosa determinada cada hora después de la
administracion intragastrica de arandano (A50, A100 y A200) y zarzamora (250, Z100 y
7200) en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso, respectivamente, en ratas sanas (a) y
diabéticas (b), en el primer dia de tratamiento.

* significa que existe una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(P <0.05). Los resultados son expresados como la media + el error estandar de la media.

7.4.2 Segundo dia de tratamiento

Similarmente, durante el segundo dia de tratamiento y después de una
administracion intragéstrica de arandano y zarzamora en ratas sanas (Figura 8a), la
concentraciones de glucosa fueron registrados cada 60 minutos. Se observd una

disminucién estadisticamente significativa en la concentracion de glucosa con respecto al
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control negativo a los minutos 120 con A50 (-21.3 mg/dL) y a los 180 y 240 minutos
después de la administracion intragastrica de Z100 (-17.6 y -14.2 mg/dL, respectivamente),

con respecto al control negativo (P < 0.05).

Con respecto a la concentracion de glucosa de ratas diabéticas (Figura 8b) después
de la administracion intragastrica de ardndano y zarzamora, se encontré que a los 60
minutos el grupo de A100 tuvo una reduccidon de glucosa estadisticamente significativa (-
18.6 mg/dL), con respecto a un grupo control negativo (P < 0.05). Por otro lado, a los 120
minutos el grupo de ratas diabéticas con AS50 tuvo una reduccion estadisticamente

significativa de glucosa (12.4 mg/dL) con respecto al control negativo (P < 0.05).
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Figura 8. Cambio en la concentracion de glucosa determinada cada hora después de la
administracion intragastrica de ardndano (A50, A100 y A200) y zarzamora (Z50, Z100 y
7200) en dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso, respectivamente, en ratas sanas (a) y

diabéticas (b) en el segundo dia de tratamiento.
* significa que existe una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(P <0.05). Los resultados son expresados como la media =+ el error estindar de la media.

7.4.3 Tercer dia de tratamiento

En el tercer dia de tratamiento y después de una administracion intragastrica de
arandano y zarzamora en ratas sanas (Figura 9a), se observd una disminucién

estadisticamente significativa en la concentracion de glucosa a los 60, 120 y 180 minutos
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con A200 (-9, -14.75, -11.25 mg/dL, respectivamente) y a los minutos 60 y 120 con Z50 (-
11.2 y -12.6 mg/dL, respectivamente), comparada con el control negativo. Con respecto a
los niveles de glucosa en ratas diabéticas después de una administracion intragéstrica de
arandano y zarzamora (Figura 9b), se encontr6 que hasta los 180 minutos el grupo de Z100
tuvo una reduccion de glucosa estadisticamente significativa (-23.4 mg/dL), con respecto a

un grupo control negativo (P < 0.05).
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Figura 9. Cambio en la concentracion de glucosa determinada cada hora después de la
administracion intragastrica de arandano (A50, A100 y A200) y zarzamora (Z50, Z100 y
7200) en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso, respectivamente en ratas sanas (a) y
diabéticas (b) en el tercer dia de tratamiento.

* significa que existe una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (P < 0.05).
Los resultados son expresados como la media + el error estandar de la media.

A manera de resaltar el efecto del consumo de los frutos de arandano y zarzamora,
se analizaron los cambios en la concentracion de glucosa inicial (glucosa en ayuno) durante
los dias 3 y 5, (Figura 10), donde la concentracion de glucosa aumenta en los grupos de
ratas sanas a lo largo del periodo experimental, pero no se observa un aumento en el grupo
tratado con zarzamora a dosis de 100 mg/kg de peso. Este resultado respalda el efecto
hipoglucemiante que tiene este fruto a esa dosis, mostrando asi que el consumo de

zarzamora disminuye la concentracion de glucosa en sangre.
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Por otro lado, la concentracion de glucosa inicial (glucosa en ayuno) disminuy6 en
los grupos de ratas diabéticas tratadas con los frutos a sus diferentes dosis durante el
periodo experimental, siendo mas clara esta disminuciéon en los grupos tratados con
zarzamora a dosis de 100 y 200 mg/kg de peso y, en menor medida, con arandano a dosis

de 100 y 200 mg/kg de peso (Figura 10).
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Figura 10. Cambio en la concentracion de glucosa en ayuno en los dias 3 y 5 de los grupos
de ratas sanas y diabéticas tratadas con arandano en dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso
(A50, A100 y A200) y zarzamora en dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso (250, Z100 y
7200).

Al final del estudio agudo, la concentracion de glucosa del grupo control diabético
(189 mg/dL) aument6 con respecto a la glucosa inicial (166 mg/dL) (Anexo 14),
demostrando con esto la progresion de la enfermedad en este grupo sin ningln tratamiento,
comparado con los demads grupos tratados a las diferentes dosis de los frutos de arandano y
zarzamora. Lo anterior sugiere que el posible mecanismo que tienen estos frutos sea
hipoglucemiante (disminuir la glucosa presente en sangre); sin embargo, serd necesario
realizar nuevos experimentos para evaluar en que medida estos frutos puedan tener un

mecanismo antihiperglicémico (inhibir el incremento de la glucosa en sangre).
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En base a lo anterior, un estudio realizado por Lemus y col. (1999) reportd una
actividad hipoglucemiante importante con la infusién de las hojas de zarzamora en ratas
diabéticas inducidas con STZ. Hassan y col. (2002) encontraron un efecto hipoglucemiante
en ratas sanas con la administracion de un extracto acuoso de zarzamora, indicando con
esto que el extracto de zarzamora tiene una gran capacidad para regular los mecanismos
que normalizan rdpidamente la concentracion de glucosa, pero no se descartan que también
puedan corregir la resistencia a la insulina, o inhibir la produccion de glucosa o activar la

glucogénesis a través de la enzima glucogeno sintasa (Burcelin y col., 1995).

A partir de los resultados del presente estudio, se sugiere que esta disminucion en
los niveles de glucosa es estadisticamente importante (22-43 mg/dL), pudiera no ser
bioldgicamente importante para personas diabéticas. Sin embargo, una disminucidon hasta
de 10 mg/dL es de valor bioldgico, ya que podria llevar a la persona sana a un estado de

hipoglucemia al consumir estos frutos en estado de ayuno.

Es importante tomar en cuenta la composicion de los frutos, en especial la presencia
de fenoles y flavonoides (taninos), ya que estos son los principales constituyentes en
extractos acuosos a los cuales se les ha atribuido efecto hipoglucemiante. Los fitoquimicos
presentes en estos frutos pueden actuar separadamente o sinérgicamente para causar
hipoglucemia (Marles y Farnsworth, 1995). En el presente estudio, los frutos administrados
fueron liofilizados, por lo que contienen la fibra total, entre otros compuestos; por lo tanto,
seria conveniente aislar estos compuestos de los frutos y analizarlos por separado, para

determinar el componente que ejerce el efecto hipoglucemiante.

7.5 Ganancia de peso en ratas sanas y diabéticas tratadas cada tercer dia con diferentes

dosis de los frutos arandano y zarzamora durante una fase experimental aguda (7 dias)

Las ratas sanas tratadas con zarzamora 100 mg/kg de peso (Z100) mostraron un
incremento de peso estadisticamente significativo (27 g por 7 dias, tiempo experimental)
con respecto al control negativo (Figura 11a) (P < 0.05). Lo anterior indica un incremento

de peso ligeramente superior al compararlo con una curva de crecimiento normal, ya que
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para esta edad de (15 semanas), los animales ganan como maximo 25 gramos por semana.
También se encontrd un incremento de peso superior en las ratas tratadas con zarzamora a

sus diferentes dosis comparadas con los grupos con arandano y el grupo control.

Las ratas diabéticas tratadas con arandano 100 mg/kg de peso mostraron un
incremento de peso estadisticamente significativo (14.2 g por 7 dias, tiempo experimental)
con respecto al control negativo (Figura 11b) (P < 0.05). Sin embargo, este incremento de
peso (24 g) en una semana para esta edad promedio (17 semanas) estd dentro de los
parametros normales de crecimiento de peso comparado con una curva de crecimiento de

esta cepa de ratas.
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Figura 11. Cambio en el peso corporal medido en los dias 1, 3 y 5 durante el periodo
experimental agudo (7 dias) de ratas sanas (a) y diabéticas (b) tratadas con ardndano (AS50,
A100 y A200) y zarzamora (Z50, Z100 y Z200) en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso

corporal, respectivamente.
* significa que existe una diferencia significativa con respecto al control negativo (P < 0.05). Los
resultados se expresan como la media + el error estandar.

Comparando las ganancias de peso entre las ratas sanas y diabéticas a lo largo del
periodo experimental (7 dias), las ratas diabéticas no siguieron el patron normal de
ganancia de peso caracteristico de los animales sanos. Esto debido al estado diabético de las
ratas, demostrando asi que la pérdida de peso es una caracteristica comin en pacientes

diabéticos como un indicativo de la progresion, mal manejo o inadecuado tratamiento de la
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misma enfermedad. Sin embargo cabe destacar que tanto en ratas sanas como diabéticas, el
consumo de zarzamora tuvo un efecto en el peso de los animales, comparado con su

respectivos controles (Anexo 15) (P > 0.05).

El incremento de peso en ratas sanas se podria atribuir a que los grupos de
zarzamora consumieron mas alimento (Figura 11a). Contrariamente, para el caso de las
ratas diabéticas, los animales que fueron tratados con zarzamora (200 mg/kg de peso),
mostraron una ganancia de peso corporal menos importante. Estos resultados indican que el
control significativo de la diabetes por este tratamiento, también contribuye a una
regulacion positiva de la ganancia de peso, posiblemente regulando el metabolismo de
lipidos como los triglicéridos (Figura 15) y/o consumo de alimento (control de la polifagia)

(Figura 11b).

7.6 Consumo de alimento y agua en ratas sanas y diabéticas tratadas cada tercer dia con
diferentes dosis de los frutos de arandano y zarzamora durante una fase experimental

aguda (7 dias)

El consumo de alimento fue medido durante 24 horas después de la administracion
intragastrica de los frutos, lo que corresponde a los dias 2, 4 y 6 del periodo experimental
(Figura 12). En las ratas sanas control negativo y las diferentes dosis de ardndano, el
consumo fue de 118 g, no encontrandose diferencia estadistica (P > 0.05) entre las
diferentes dosis; ademas, se mantuvo esa tendencia de consumo durante todo el
experimento. Para los grupos de ratas sanas tratados con zarzamora a sus distintas dosis, se
observo un consumo de 155 g, 37 g mas de alimento en estos grupos comparados con los
grupos tratados con arandano a sus diferentes dosis (Figura 12a). A lo largo del periodo
experimental, el consumo de alimento en los grupos de ratas tratados con zarzamora a sus
diferentes dosis fue disminuyendo paulatinamente, ya que para el dia dos consumieron 191

g, para el dia cuatro 153 gy para el dia seis 120 g (Anexo 15).

El consumo de alimento durante 24 horas en las ratas diabéticas se presenta en la

figura 12b, donde el consumo de alimento del grupo de ratas control negativo fue de 185 g.
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Para los grupos de arandano a sus diferentes dosis, el consumo fue de 196 g y no se
encontr6 diferencia estadistica (P > 0.05) entre las diferentes dosis de este fruto,
manteniéndose esta tendencia de consumo durante todo el experimento. Por otro lado, el
grupo de zarzamora a dosis de 200 mg /kg de peso (Z200) consumi6 170 g de alimento,
esto quiere decir que consumio6 23 g menos de alimento que los grupos Z50 y Z100. Este
efecto también puede atribuirse a un control de la enfermedad, ya que se ha demostrado que
el incremento en el consumo de alimentos o respuesta hiperfagica depende de la
disminucion de los péptidos anoroxigénicos (disminuyen el consumo de alimento)
dependiente de la deficiencia de insulina o el aumento de peptidos orexigénicos (aumentan
el consumo de alimento (Wynne y col., 2005). En este modelo de diabetes se presenta una
disminucién de la concentracion de la insulina, por lo tanto, al disminuir el consumo de

alimento, la zarzamora podria contribuir a incrementar los niveles de insulina.
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Figura 12. Consumo de alimento en los dias 2, 4 y 6 del periodo experimental agudo (7
dias) de ratas sanas (a) y diabéticas (b) tratadas con arandano (A50, A100 y A200) y
zarzamora (Z50, Z100 y Z200) en dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso, respectivamente.

Durante los dias dos y cuatro la tendencia de consumo fue similar; sin embargo,
para el sexto dia, el consumo de alimento disminuyé para todos los grupos, excepto para el

grupo de arandano a dosis de 200 mg/kg de peso (A200) (Anexo 15). Comparando entre los
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grupos sanos y diabéticos, independientemente del tratamiento, la tendencia general fue que
las ratas diabéticas consumen mas alimento (25%) que las ratas sanas, demostrando asi que,
un aumento en el consumo de alimento (polifagia) es también una caracteristica comun en
pacientes diabéticos como un indicativo de la progresion, mal manejo o inadecuado

tratamiento de la misma enfermedad.

El consumo de agua de ratas sanas durante 24 horas después de la administracién
intragastrica de los frutos correspondiente a los dias 2, 4 y 6 del periodo experimental, se
muestra en la figura 13a, donde el consumo de agua del grupo control negativo fue de 80.5
mL. Para los grupos de ardndano a sus diferentes dosis, el consumo fue de 87.5 mL y no se
encontro diferencia estadistica entre las diferentes dosis de este fruto, manteniéndose esa

tendencia de consumo durante todo el experimento.

Para los grupos de zarzamora a sus distintas dosis, se observd un consumo de 145
mL, esto es 57.5 mL mds de agua comparados con el consumo de los grupos con ardndano;
sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa entre los grupos tratados
con las diferentes dosis de zarzamora (P > 0.05). Ademas, el consumo de agua de los
grupos tratados con zarzamora a sus diferentes dosis fue disminuyendo a lo largo del
periodo experimental, ya que para el dia dos consumieron 170 mL, para el dia cuatro 147

mL y para el dia seis 120 mL (Figura 13a) (Anexo 15).

Similarmente, el consumo de agua durante 24 horas de las ratas diabéticas se
muestra en la figura 13b, lo que corresponde a los dias 2, 4 y 6 del periodo experimental,
donde el consumo de agua del grupo control negativo fue de 420 mL. Para los grupos de
arandano a sus diferentes dosis fue de 466 mL, encontrandose diferencia estadistica con
arandano a la dosis de 100 mg/kg de peso (A100), con un consumo de 426 mL. Cabe
mencionar que el consumo de agua durante el experimento fue aumentando para estos
grupos. Los grupos tratados con zarzamora en general consumieron menor cantidad de agua
(20 a 50 %) comparado con su respectivo control, indicando asi que la zarzamora controla
parcialmente la polidipsia, quizad como reflejo a que este fruto también controla ligeramente

los péptidos anorexigénicos o por una disminucion en la concentracion de la glucosa debida
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a la mejor utilizacién de insulina (Wynne y col., 2005).
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Figura 13. Consumo de agua en los dias 2, 4 y 6 durante el periodo experimental agudo (7
dias) de ratas sanas (a) y diabéticas (b) tratadas con arandano (A50, A100 y A200) y
zarzamora (Z50, Z100 y Z200) en dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso, respectivamente.

En general durante los dias dos y cuatro la tendencia de consumo de agua fue la
misma, sin embargo, para el sexto dia ésta cambid, ya que aumento el consumo de agua
para todos los grupos (Anexo 15), demostrando asi la presencia de polidipsia como signo
de la progresion de la enfermedad. Ademas, haciendo una comparacion entre los grupos
sanos y diabéticos, la tendencia general fue que las ratas diabéticas consumen mas agua (70
%) que las ratas sanas, demostrando asi nuevamente la presencia de polidipsia como una
caracteristica comun en pacientes diabéticos como un indicativo de la progresion, mal

manejo o inadecuado tratamiento de la misma enfermedad.

Durante la diabetes, la polidipsia evita la deshidratacion debido a la gran cantidad
de orina excretada (poliuria). La nula o poca utilizacion de la glucosa ingerida origina
pérdida de peso a medida que el organismo intenta compensar la "inanicion" percibida. La
interaccion del "centro de saciedad" en la region ventromedial del hipotdlamo con el centro
de alimentacién en la region lateral de dicha estructura controla la cantidad de alimentos
ingeridos. La cantidad de glucosa que ingresa a las células del centro de la saciedad afecta

directamente la sensacion de hambre; mientras la glucosa entra a esas células, menor sera la
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sensacion de hambre y viceversa la capacidad de la glucosa para entrar a las células en el
centro de la saciedad esta mediada por insulina. En diabéticos con falta relativa o absoluta
de insulina, las glucosas no entran a las células del centro de la saciedad, lo que origina
falta de inhibicion del centro de la saciedad, que a su vez origina falta de inhibicion del
centro de la alimentacion. De este modo, individuos diabéticos presentan polifagia a pesar

de la hiperglucemia.

7.7 Concentracion de colesterol y triglicéridos de ratas diabéticas tratadas cada tercer dia
con diferentes dosis de los frutos de arandano y zarzamora durante una fase experimental

aguda (7 dias)

Varios investigadores han reportado que la hiperglucemia y la hiperlipidemia
pueden ser inducidas por la administracion de estreptozotocina en ratas, y con el fin de
comprobar esta observacion, al final del periodo experimental fue necesario determinar la

concentracion de colesterol y triglicéridos como parametros de hiperlipidemia.

En la figura 14 se muestra la concentracion de colesterol sanguineo determinada por
medio de kits en ratas diabéticas inducidas con STZ tratadas con arandano y zarzamora
ambos a dosis de 50, 100, 200 mg/kg de peso durante 7 dias. Cabe resaltar que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos al final del
periodo experimental (P < 0.05). Al parecer en este estadio diabético, hasta el tiempo de la
determinacion (7 dias), no se han presentado alteraciones en los niveles de colesterol. Altos
niveles de colesterol total y triglicéridos en sangre son de los factores de riesgo mas

importantes para sufrir enfermedades coronarias.

Por otro lado, en la figura 15 se muestra la concentracion de triglicéridos en sangre
de ratas diabéticas tratadas con ardndano y zarzamora a dosis de 50, 100, 200 mg/kg de
peso durante 7 dias, encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (P < 0.05). Ambos frutos, el ardndano y la zarzamora, a dosis de 200 mg/kg de
peso (A200 y Z200, respectivamente), mostraron una reduccion estadisticamente

significativa (53.7 y 59.8 mg/dL, respectivamente), comparados con el control negativo (P
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< 0.05). Lo anterior podria explicarse ya que ambos frutos a esas mismas dosis mostraron
un efecto hipoglucemiante y se ha comprobado que mediante el control de la concentracion

de la glucosa permite disminuir la concentracion de triglicéridos en sangre.
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Figura 14. Concentracion de colesterol sanguineo de ratas diabéticas tratadas cada tercer
dia con ardndano y zarzamora ambos a dosis de 50, 100, 200 mg/kg de peso (A50, A100,
A200y Z50, Z100 y Z200, respectivamente) durante una fase experimental aguda (7 dias).
Los datos muestran la media de las muestras + el error estandar.
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Figura 15. Concentracion de triglicéridos en sangre de ratas diabéticas tratadas cada tercer
dia con arandano y zarzamora ambos a dosis de 50, 100, 200 mg/kg de peso (A50, A100,
A200y Z50, Z100 y Z200, respectivamente) durante una fase experimental aguda (7 dias).

* = diferencia significativa (P < 0.05) con respecto al control negativo. Los datos muestran la media
de las muestras =+ el error estandar.
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Al disminuirse los niveles de glucosa en sangre, este carbohidrato se incorpora a
células dependientes de in sulina, como las del tejido adiposo. La glucosa se metaboliza y
se produce glicerol, el cual se utiliza para re-esterificar acidos grasos libres provenientes de
los triglicéridos del plasma, lo que provoca una disminucién de estos lipidos (Ceriello,
2003). Por lo tanto, una regulacion de los niveles de glucosa en sangre puede producir un

decremento de los niveles de triglicéridos.

Con respecto a la disminucion estadisticamente significativa de triglicéridos con
arandano a 200 mg/kg de peso (A200), Ciganarella y col. (1996) encontraron que la
infusion de hojas de ardndano disminuye la concentracion de triglicéridos en ratas
diabéticas, posiblemente debido a la estimulacion del catabolismo de lipoproteinas ricas en
triglicéridos, bajo condiciones de deficiencia de insulina. Por lo tanto, es necesario aislar
los constituyentes activos de este fruto y considerarlos como una opcion de tratamiento en

el desorden del metabolismo de los lipidos en la diabetes.

El estado diabético puede llevar a desarrollar factores de riesgo para enfermedades
cardiovasculares. El desarrollo ateroesclerotico en pacientes diabéticos no controlados
posiblemente es causado por esta asociacion entre hiperglucemia, hipercolesterolemia e
hipertriglicéridemia, lo cual muestra la importancia que tiene el control de estas tres

condiciones para prevenir las complicaciones de la diabetes (Kaur y col., 2002).

7.8 Actividad enzimatica de GST en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas
con los frutos de arandano y zarzamora a dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso

administrados cada tercer dia durante una fase experimental aguda (7 dias)

La GST cataliza la conjugaciéon de los productos electrofilicos con el GSH
(Cerimele y col., 1990) para destoxificar productos derivados del estrés oxidativo como los
hidroperéxidos generados por el dafio a lipidos de membrana celular (Hayes y Strange,
1995), o para la destoxificacion de xenobidticos, los cuales son conocidos como cofactores

para la formacion de RLs (Ketterer y Meyer, 1989; Berhane y col., 1994) y generados
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durante un estado diabético, por lo cual se determind la actividad de esta enzima en esta

fase experimental.

En la figura 16 se muestra la actividad de GST en higado de ratas sanas,
observandose un incremento significativo para el grupo de Z200 (1236 nmol/mg*min),
comparado con todos los grupos, incluso con el grupo tratado con sulfurofano (SFN)
empleado en este caso para demostrar que el sistema de induccion de enzimas responde a
un agente inductor potente. En ratas diabéticas, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la actividad enzimatica de GST, ni con respecto al control (P > 0.05).
Comparando la actividad enzimdatica de GST en higado de ratas sanas con la actividad de
las diabéticas, los niveles enzimaticos de GST en ratas sanas se encuentran mas elevados

(20%) que en ratas diabéticas.
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Figura 16. Actividad enzimatica de GST en higado y rifién de ratas sanas y diabéticas
tratadas con los frutos de ardndano y zarzamora a dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso
(A50, A100, A200 y Z50, Z100 y Z200, respectivamente), administrados cada tercer dia
durante una fase experimental aguda (7 dias).

* = diferencias significativas con respecto a su control (P<0.05). Los datos muestran la media =+ el
error estandar.

La actividad enzimatica de GST en rifion de ratas sanas fue estadisticamente mayor
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para el grupo de arandano a una dosis de 100 mg/ kg de peso (A100), con respecto al
control negativo (P>0.05). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la actividad renal de GST entre los grupos de ratas diabéticas, ni con respecto al control
(P>0.05). Comparando la enzima GST en rifion de ratas sanas con diabéticas, la actividad

de GST en ratas diabéticas se encuentra mas elevada (40%) (Figura 16).

Similarmente, Subramanian y Leelavionothan, (2002) encontraron niveles
significativamente disminuidos en la actividad de GST en higado y riiién de ratas
diabéticas. La disminucion en la actividad de GST puede ocasionar que aumente el dafio
oxidativo, debido a la acumulacion de productos toéxicos que promueven la generacion de
EROS vy estrés oxidativo, con el consecuente efecto en cascada que afecta la integridad
estructural y funcional de la célula y membranas de los organelos (Raza y col., 2000). Por
lo tanto, es importante metabolizar rapidamente los compuestos extrafios, sobre todo en
aquellos tejidos que destoxifican al organismo, como el higado. La GST hepatica tienen
una actividad enzimadtica claramente superior a la de otros tejidos, como por ejemplo
pulmon, rifién, etc. (Guthemberg y Mannervik, 198; Strange y col., 1982), por lo que si es

importante resaltar que la zarzamora potencia la actividad de GST en higado.

7.9 Concentracion de GSH en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas con los
frutos de arandano y zarzamora a dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso administrados

cada tercer dia durante una fase experimental aguda (7 dias)

La funcion general del GSH incluye la proteccion de las células contra los RLs, las
EROS y compuestos toxicos de origen exdgeno y enddégeno. Durante el estado diabético, la
presencia de hiperglucemia genera RLs que causan dafio celular, sin embargo, en presencia
de concentraciones adecuadas de GSH, los RL y EROS son conjugados y posteriormente

metabolizados o excretados como mecanismo de destoxificacion (Larsen y col., 1985).
En la figura 17 se muestra que la concentracion de GSH en higado de ratas sanas

fue estadisticamente mayor para el grupo de zarzamora a 200 mg/kg de peso (Z200)

comparado con todos los grupos, incluso con el agente inductor SFN (P < 0.05). Por otro
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lado, no hubo incrementos significativos en la concentracion de GSH en higado de ratas
diabéticas, con respecto al control negativo (P < 0.05). Comparando la concentracion de
GSH en higado de ratas sanas con las diabéticas, independientemente del tratamiento, la

concentracion de GSH en ratas sanas fue estadisticamente mayor (72 %).
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Figura 17. Concentracion de GSH en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas con
los frutos de arandano y zarzamora a dosis de 50, 100 y 200 mg /kg de peso (A50, A100,
A200 y 7250, Z100 y Z200, respectivamente), administrados cada tercer dia durante una

fase experimental aguda (7 dias).
* = diferencia estadistica (P < 0.05) comparando entre grupos. Los datos muestran la media + el
error estandar.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
GSH en rifion de ratas sanas con respecto al control negativo; sin embargo fue
estadisticamente menor al grupo tratado con SFN. Entre los grupos de ratas diabéticas no
hubo diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de GSH en rifidén con
respecto al control (P < 0.05). Comparando la concentracion de GSH en rifidon de ratas
sanas con las diabéticas, independientemente del tratamiento, la concentracién de GSH en

ratas diabéticas fue menor (10%) (Figura 17).

La disminucién de la concentracion de GSH incrementa la susceptibilidad al dafio
oxidativo ocasionado por el HO, en un estado de hiperglicemia. Renny y col. (2001)

reportaron que en el grupo de pacientes diabéticos tipo 2 (con control y sin control de la
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glicemia basal) se observaron valores significativamente reducidos de GSH plasmatico, al
compararlos con el grupo de sujetos sanos. Esto apoya el hecho tedrico que nos indica la
condicién pro-oxidativa del paciente diabético, la cual es favorecida por la extensa
formacion de EROs que ocurren normalmente y para el cual se opone el GSH. Esto es que
el GSH tiene un compromiso importante en el sistema antioxidante en los pacientes
diabéticos. Algunos estudios revelan que la concentracion sérica de sistemas antioxidantes
como el GSH son altamente susceptibles de cambio y los mismos pueden estar

disminuidos, aumentados e incluso no relacionados (Meister, 1994).

El GSH representa el mas abundante antioxidante endogeno involucrado en
numerosas acciones biologicas de la célula (Meister y Anderson, 1983). Si la concentracion
de GSH se mantiene, el dafio celular suele ser menor porque la actividad de los EROS
podria reducirse (Mgmobile y col., 1985). En mamiferos, el higado constituye el 6érgano
central para el metabolismo de GSH, que generalmente se encuentra en altas
concentraciones, lo que podria proveer de GSH a otros tejidos via circulacion (McCormick,
1990). Aunque la eliminacion de xenobioticos por conjugacion con GSH representa una
pérdida irreversible del GSH enddégeno, estudios en ratas han demostrado que la
concentracion de GSH en higado aumenta en respuesta a la exposicion de algin toxico

como un mecanismo de defensa (Emerole y col., 1979).

El higado es la glandula de mayor tamafo en el organismo, ya que representa del 2
al 5% del peso corporal, mientras que el rifion solo representa el 0.5 al 1%. Sin embargo, la
biotransformacion de sustancias toxicas y su excrecidon como un mecanismo de proteccion
para el organismo constituye la funcion metabodlica méas importante que realizan estos dos
organos en su conjunto (McCormick, 1990). Por lo tanto, es una buena estrategia
determinar los niveles de GSH en ambos érganos para evaluar la condicion antioxidante y

procurar el buen mantenimiento de ellos.
Se han registrado concentraciones normales de GSH en higado de 400 a 1000

mol/mg de proteina, por otro lado la concentracion de GSH en rifion se ha reportado que va

de 200 a 250 pumol/mg de proteina (Quezada y col., 2002). Cabe anadir que la actividad
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enzimatica general del higado es mas alta que en el rifidn, ya que el higado podria tener una

mayor responsabilidad en los procesos de destoxificacion y eliminacion que el rifion.

Debido a que la actividad enzimatica de GST y la concentracion de GSH fueron
estadisticamente mayores en higado y rifién de ratas sanas, siendo esta significativa para el
grupo de ratas sanas tratadas con zarzamora a 200 mg / kg de peso (Z200) y SFN, y, aunque
no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos de ratas diabéticas,
la tendencia fue que estos biomarcadores se incrementaron en los grupos tratados con
zarzamora y no con arandano. Por lo tanto, se eligio el fruto de zarzamora como el fruto
con mayor potencia inductora para evaluar en la siguiente fase experimental subcronica (21

dias).

Previo al estudio subcrénico, se realizd un ensayo preliminar en ratas sanas tratadas
con zarzamora, a las dosis de 100 y 400 mg/kg de peso, incorporada en la dieta molida,
para determinar la dosis con mayor potencia inductora sobre estos biomarcadores. Los
resultados muestran una mayor respuesta para la dosis de 400 mg/kg de peso de zarzamora

incorporada en el alimento.

7.10. Efecto hipoglucemiante de la zarzamora administrada diariamente en el alimento
(400 mg/kg de peso) en ratas sanas y diabéticas durante una fase experimental subcronica

(21 dias)

Durante la primera semana de la fase experimental se observaron aumentos
estadisticamente significativos (P < 0.05) en la concentracion de glucosa de los grupos
diabéticos con 400 mg/kg de peso de zarzamora (DZ400), diabético sin zarzamora (DC-) y
diabético con antioxidante comercial (21 mg/kg de peso, ANTIOX), comparada con la
concentracion glucosa de los grupos de ratas sanas con 400 mg/kg de peso (SZ400) y sanas

sin zarzamora (SC-) (Figura 18).

Durante la segunda semana de la fase experimental, la concentracion de glucosa del

grupo tratado con zarzamora (400 mg/kg de peso) fue menor (70 mg/dL) comparada con la
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del grupo DC-, siendo ésta estadisticamente significativa (P < 0.05) (Anexo 16). Asi
mismo, durante la tercera semana se observO un incremento significativo en la
concentracion de glucosa de los grupos de ratas diabéticas con y sin zarzamora (DZ400 y
DC-, respectivamente) con respecto a los grupos de ratas sanas. Por el contrario, no se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de ratas diabéticas
tratadas con el antioxidante comercial (ANTIOX) y los grupos de ratas sanas (Figura 18),
debido a la baja concentracion de glucosa en el grupo antioxidante comercial. Sin embargo,
este descenso de glucosa se ha observado comunmente en animales diabéticos previos a la
muerte. Asi mismo, cabe aclarar que solo un animal de este grupo (ANTIOX) sobrevivio

hasta el final de la tercera semana de la fase experimental.
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Figura 18. Cambio semanal en la concentracion de glucosa de ratas sanas y diabéticas
tratadas diariamente con zarzamora incorporada en el alimento durante una fase

experimental subcronica (21 dias).

* Diferencia estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo de ratas sanas control negativo (SC-).

** Diferencia estadistica (P < 0.05) con respecto al grupo de ratas diabéticas control negativo (DC-
). Los datos muestran la media + el error estandar.

Durante la segunda semana de la fase experimental, la concentracion de glucosa del

grupo tratado con zarzamora (400 mg/kg de peso) fue menor (70 mg/dL) comparada con la
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del grupo DC-, siendo ésta estadisticamente significativa (P < 0.05) (Anexo 16). Asi
mismo, durante la tercera semana se observO un incremento significativo en la
concentracion de glucosa de los grupos de ratas diabéticas con y sin zarzamora (DZ400 y
DC-, respectivamente) con respecto a los grupos de ratas sanas. Por el contrario, no se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de ratas diabéticas
tratadas con el antioxidante comercial (ANTIOX) y los grupos de ratas sanas (Figura 18),
debido a la baja concentracion de glucosa en el grupo antioxidante comercial. Sin embargo,
este descenso de glucosa se ha observado comunmente en animales diabéticos previos a la
muerte. A este respecto, cabe aclarar que solo un animal de este grupo (ANTIOX)

sobrevivio hasta el final de la tercera semana de la fase experimental.

En la figura 18 se observa claramente un aumento la concentracion de glucosa de
las ratas diabéticas durante el periodo experimental, comparada con las ratas sanas,
indicando asi la progresion de la enfermedad. También se observd que el consumo de
zarzamora incorporado en el alimento disminuye la concentracion de glucosa en ratas
sanas. Esto es bioldgicamente importante, ya que en personas sanas puede ser peligroso un
descenso de la concentracion de glucosa que podria llevarlos a un estado de hipoglucemia.
Esta disminucion en la concentracion de glucosa también se observo en el grupo de ratas
sanas tratadas con zarzamora durante 7 dias de experimentacion (estudio agudo). Sin
embargo, el hecho de no encontrar una disminucion en la concentracion de glucosa en ratas
diabéticas con zarzamora (400 mg/kg de peso), podria deberse a que la zarzamora a
concentraciones por arriba de 400 mg/dL ya no es capaz de disminuir o controlar la

concentracion de glucosa (Anexo 16).

7.11. Ganancia de peso en ratas sanas y diabéticas tratadas diariamente con zarzamora

(400 mg/kg de peso) incorporada en el alimento durante una fase experimental subcronica

(21 dias)
En la primera semana, la ganancia de peso ganado fue estadisticamente mayor en

las ratas sanas tratadas con zarzamora (SZ400) en comparacion con todos los grupos de las

ratas diabéticas; sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa en
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comparacion con las ratas sanas sin zarzamora (SC-). En la segunda semana, la pérdida de
peso de los grupos diabéticos fue estadisticamente significativa, principalmente para el
grupo de ratas diabéticas tratadas con antioxidante, en comparacion con los grupos de ratas
sanas. Para la tercera semana de tratamiento, el peso de las ratas diabéticas disminuyo
significativamente en comparacion con los grupos de ratas sanas (Figura 19). Esto indica
que la administraciéon de zarzamora no evita la pérdida de peso durante el periodo
experimental, lo cual es un indicativo de la progresion de la enfermedad y clinicamente es
un claro sintoma de la presencia de diabetes y un mal cuidado de la misma, ya que los
grupos de animales diabéticos presentaron concentraciones elevadas de glucosa (> 400

mg/dL).
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Figura 19. Ganancia o pérdida de peso semanal de ratas sanas y diabéticas tratadas
diariamente con zarzamora (400 mg/kg) en el alimento durante una fase experimental
subcronica (21 dias).

* diferencia estadisticamente significativa (P < 0.001) con respecto al grupo de ratas sanas sin
tratamiento (SC-). Los datos muestran la media + el error estandar.

7.12 Consumo de alimento y agua en ratas sanas y diabéticas tratadas diariamente con
zarzamora incorporada en el alimento (400 mg/kg de peso) durante una fase experimental

subcronica (21 dias)
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Durante la primera semana, el consumo promedio diario de alimento en los grupos
diabéticos fue mayor (40 % para el grupo DZ400 y 60 % para el grupo ANTIOX) en
comparacion con los grupos de ratas sanas. Entre los grupos de ratas sanas, el grupo tratado
con zarzamora (SZ400) consumié mas alimento (32%) que las ratas sanas sin tratamiento

(SC-) quiza probablemente a que la zarzamora podria incrementar el apetito.

Durante la segunda semana de tratamiento, el consumo promedio de alimento diario
en los grupos diabéticos fue mayor (37 % para el grupo DZ400 y 49 % para el grupo DC-)
en comparacion con los grupos de ratas sanas, exceptuando al grupo de ratas diabéticas
tratadas con el antioxidante (ANTIOX). Sin embargo, lo anterior fue debido a la muerte de
5 ratas, mientras que en los grupos diabéticos con y sin tratamiento, 3 de las 10 ratas
murieron durante este periodo. En este periodo permanecio la tendencia en el consumo

entre los grupos de ratas sanas.
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Figura 20. Consumo de alimento en ratas sanas y diabéticas tratadas diariamente con
zarzamora incorporada en el alimento (400 mg/kg de peso) durante una fase experimental

subcronica (21 dias).

Finalmente, el consumo de alimento permanecio constante para los grupos de ratas

sanas durante la ultima semana de tratamiento. Sin embargo, disminuy6 el consumo de
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alimento en los grupos de ratas diabéticas (7 % para el grupo DZ400 y 71% para el grupo
ANTIOX), esto es debido a que en el grupo de ratas diabéticas ANTIOX solo se cuantifico
el consumo de una rata que sobrevivio durante el periodo experimental, en el grupo de
diabéticas sin tratamiento (DC-) sobrevivieron 4 ratas y en el grupo de diabéticas con

tratamiento (DZ400) sobrevivieron 3 ratas de 10 ratas cada grupo (Figura 20).

El consumo de agua en la primera semana para los grupos de ratas diabéticas fue
mayor que el de ratas sanas; esta misma tendencia se observo a lo largo de la fase
experimental, excepto en la tercera semana para el grupo de antioxidante (ANTIOX), cuyo
consumo se refiere inicamente a una rata que sobrevivid en este grupo. No se mostraron

diferencias en el consumo de agua entre los grupos de ratas sanas (Figura 21).
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Figura 21. Consumo de agua en ratas sanas y diabéticas tratadas diariamente con zarzamora
incorporada en el alimento (400 mg/kg de peso) durante una fase experimental subcronica
(21 dias).

Los cuatro signos clasicos de la diabetes mellitus sonpoliuria, polidipsia, polifagia y
pérdida de peso. En base a los resultados en este trabajo en cuanto al consumo de agua y
alimento la administracion de zarzamora incorporada en el alimento a concentraciones de
glucosa elevadas (400 mg/dL) no es capaz de corregir los signos de la diabetes como la
polidipsia, la polifagia y la pérdida de peso en un experimento subcronico. Por lo anterior,
la zarzamora podria ser usada para el control de la glucosa en pacientes prediabéticos o

diabéticos controlados cuyas concentraciones de glucosa estén alrededor de 200 mg/dL.
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En este trabajo, debido a la muerte de varias ratas de algunos grupos y a la
sobrevivencia de una rata en el grupo diabético tratado con el antioxidante comercial

(ANTIOX), fue necesario realizar un analisis de sobrevivencia.

7.13. Andlisis de sobrevivencia de ratas sanas y diabéticas tratadas diariamente con

zarzamora incorporada en el alimento durante una fase experimental subcronica (21 dias)

En el cuadro 6 se muestra el nimero de animales que iniciaron el tratamiento y los
que sobrevivieron cada semana durante el periodo experimental. Mediante un analisis
estadistico por medio de Chi-cuadrada se observo una diferencia estadistica significativa

(P< 0.05) entre el nimero de sobrevivientes en los diferentes grupos.

Cuadro 5. Numero de ratas sanas y diabéticas sobrevivientes en cada semana tratadas
diariamente con zarzamora incorporada en el alimento durante una fase experimental
subcronica (21 dias).

GRUPO/ TIEMPO INICIO 7 DIAS 8 - 14 DIAS 15-21 DIiAS
SC- 5 5 5 5
SZ400 5 5 5 5
DC- 10 7 4 4
DZ400 10 7 6 3
ANTIOX 10 5 4 1

Posteriormente, mediante la prueba de Gehan-Breslow para el analisis de curvas de
sobrevivencia, se observo que existen diferencias significativas (P < 0.05) entre las curvas
de sobrevivencia de cada grupo (Figura 22). Para aislar el grupo o los grupos que difieren
de los otros grupos, se realizd una comparacion multiple por el método de Holm-Sidak
encontrandose que existe una diferencia significativa (P < 0.05) entre los grupos de ratas
sanas con y sin tratamiento con el grupo de ratas tratadas con el antioxidante, esto quiere
decir que las primeras tienen una mayor probabilidad de sobrevivencia que las ratas

tratadas con el antioxidante.
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Figura 22. Curva de sobrevivencia semanal de ratas sanas y diabéticas tratadas a
diariamente con zarzamora incorporada en el alimento durante una fase experimental
subcronica (21 dias).

* = diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) comparado con los grupos de ratas
sanas con y sin tratamiento.

Por otro lado no existe diferencia significativa entre los grupos diabéticos, esto es,
que todos los grupos tienen la misma probabilidad de sobrevivir independientemente del
tratamiento, ya que la presencia, la alta concentracion de la glucosa y el dafio fisico como
progresion de la diabetes es decisivo en la sobrevivencia de estos grupos. Con lo anterior
cabe destacar que la sobreviviencia de las ratas depende en gran medida de la concentracion
de glucosa, ya que si se realiza un comparativo entre el grupo de ratas diabéticas sin
tratamiento en el estudio agudo con las analogas en el estudio subcronico en los mismos 7
dias, muri6 el 50% de las ratas diabéticas del estudio subcronico. Debido a lo anterior, y a
que solo sobrevivio un animal en el grupo ANTIOX, este grupo se elimin6 de los analisis

subsecuentes.
7.14 Concentracion de colesterol y triglicéridos de ratas sanas y diabéticas tratadas

diariamente con zarzamora a dosis de 400 mg /kg de peso incorporada en el alimento

durante una fase experimental subcronica (21 dias)
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Las determinaciones de las concentraciones de colesterol y triglicéridos se
realizaron al final del periodo experimental, encontrdndose una concentracion
estadisticamente mayor de colesterol en las ratas del grupo diabético sin tratamiento (DC-)
(P < 0.05). Aunque no fue estadisticamente significativo, se encontr6 una menor
concentracion de colesterol en el grupo diabético tratado con zarzamora (DZ400)
comparando con el grupo de ratas diabéticas sin tratamiento (DC-), indicando que la
administracion de zarzamora a dosis de 400 mg/kg de peso corporal ayuda a disminuir la
concentracion de colesterol sanguinea (Figura 23a), aunque como se vio anteriormente no

es capaz de controlar otros signos caracteristicos de la diabetes.

En cuanto a la concentracion de triglicéridos, los grupos de ratas diabéticas sin
tratamiento (DC-) y con zarzamora (DZ400) son estadisticamente mayores (P < 0.05)
comparados con la concentracion del grupo de ratas sanas sin tratamiento (SC-). (Figura
23b). Demostrando asi, que en este caso el tratamiento con zarzamora a dosis de 400 mg/kg

de peso corporal no disminuye la concentracion de triglicéridos en suero.
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Figura 23. Concentracion de colesterol (a) y triglicéridos (b) en suero de ratas sanas y
diabéticas tratadas diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el
alimento durante una fase experimental subcronica (21 dias).
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* = diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) con respecto al SC-. Los datos muestran la
media de las muestras =+ el error estandar.

Lo anterior indica que los niveles de colesterol no varian tan rapidamente durante
la progresion de la enfermedad, pero si los niveles de triglicéridos, ya que biologicamente
¢éstos son utilizados como fuente de glucosa en la gluconeogénesis. Esto corrobora por que
los problemas cardiovasculares en los pacientes diabéticos son muy comunes, debido a que
los altos niveles y la movilizacion de estos lipidos se acumulan en las arterias,

bloquedndolas y provocando con esto enfermedades al corazon.

7.15 Actividad enzimatica de GST en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas
diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento durante una

fase experimental subcronica (21 dias)

En cuanto a la a la actividad enzimatica de GST en higado, se encontr6é que existen
diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos por medio de las pruebas de

medias de rango multiple por el método Tukey (Figura 24).

El grupo sano con tratamiento (SZ400) muestra una actividad de GST mayor que
el resto de los grupos. Lo anterior indica que la actividad basal (grupo SC-) de GST en ratas
sanas aumentan con el consumo de zarzamora (400 mg/ kg de peso corporal). Por otro lado,
la actividad basal (grupo DC-) de GST en ratas diabéticas aumenta con el consumo de

zarzamora a la misma dosis (grupo DZ400) (Figura 24).

Sin embargo, en cuanto a la actividad de GST en rifidon (Figura 24 y Anexo 17) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos (P >
0.05). Comprobando asi que la actividad hepatica de GST en ratas diabéticas disminuye, ya
que este organo es el principal destoxificador de EROS y, con base en estudios anteriores
(Raza y col., 2000; Latha y Pari, 2003), se demuestra que los niveles de GST en ratas

diabéticas estan disminuidos.
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Figura 24. Actividad enzimatica de GST en higado y rifidn de ratas sanas y diabéticas
tratadas diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento
durante una fase experimental subcronica (21 dias).

Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre grupos (P < 0.005).
Los datos muestran la media de las muestras + el error estandar.

Un estudio realizado por Prestera y colaboradores (1993) muestra que la induccion
de GST en células animales expuestas a una variedad de antioxidantes fendlicos y
compuestos electrofilicos responde a la union de factores de transcripcidon como Nrf2, Jun y
Fos, entre otros, a los elementos de respuesta a antioxidantes y electrofilicos, los cuales se
encuentran en la region promotora de los genes que codifican para enzimas antioxidantes y
destoxificacion como la GST. Sin embargo, aun es necesario conocer las proteinas que
especificamente interactiian con estos elementos y median la accion de estos inductores
enzimaticos. Por lo que la presencia de compuestos fendlicos en la zarzamora podria activar

este mecanismo para inducir la expresion asi como la actividad de GST.
7.16 Concentracion de GSH en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas

diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento durante una

fase experimental subcronica (21 dias)
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En cuanto a la concentraciéon de GSH en higado no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (P > 0.05) (Figura 25). Sin embargo, se observa una
concentracion de GSH ligeramente mayor en el grupo de ratas sanas tratadas con zarzamora
(400 mg/kg de peso), comparada con el grupo de ratas sanas sin tratamiento, indicando asi
que en ratas sanas la concentracion basal de GSH aumenta con el consumo de zarzamora
(400 mg/kg de peso). Debido a que la zarzamora contiene gran cantidad de compuestos
fenolicos, se ha demostrado que el consumo de estos compuestos aumentan la induccion

hepatica de la concentracion de GSH en ratas sanas (Yeh y Yen, 2005).

Por otro lado, la concentracion basal de GSH en ratas diabéticas disminuye
ligeramente como consecuencia de la enfermedad, comparados con la concentracion de
ratas sanas, mientras que el consumo diario de zarzamora en la dieta no es capaz de inducir

la sintesis de GSH para restablecer la concentracion basal (Figura 25 y Anexo 17).
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Figura 25. Concentracion de GSH en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas tratadas con
zarzamora a dosis de 400 mg /kg de peso administrada diariamente en el alimento durante
una fase experimental subcrdnica (21 dias).

Los datos muestran la media de las muestras =+ el error estandar.
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Al igual que en higado, la concentracion basal de GSH en rifidén de ratas sanas
aumenta con el consumo diario de zarzamora (400 mg/kg de peso), mientras que en ratas
diabéticas la concentracion basal de GSH es menor como consecuencia de la enfermedad.
Sin embargo, la concentracion renal de GSH aument6 en ratas diabéticas que recibieron
zarzamora comparando con la concentracion renal de GSH de ratas diabéticas sin ningin
tratamiento, comprobando asi el efecto inductor con el consumo de zarzamora. Asi mismo,
en la figura 25 se puede observar que la concentracion de GSH en higado es mayor que en
el riiidn, debido posiblemente a la gran capacidad destoxificadora de este 6érgano. La alta
concentracion intracelular de GSH disminuye el riesgo de dafo celular bajo condiciones de
estrés oxidativo (Dickinson y col.,, 2003), por lo cual, es recomendable mantener o

aumentar las concentraciones de GSH con el consumo de zarzamora.

7.17 Actividad enzimatica de SOD y CAT en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas
tratadas diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento

durante una fase experimental subcronica (21 dias)

Dentro del mecanismo de defensa antioxidante sobre las EROs, las enzimas SOD y
CAT son enzimas catalizadoras claves pues constituyen la primera fase de defensa
antioxidante, ya que la SOD cataliza la reaccion de destruccion de O, mediante su
transformacion en H,O,, el cual puede ser destruido posteriormente por la actividad de
CAT, seguido por la actividad de la GPx (Fridovich, 1998). Por lo tanto, el incremento en
la actividad de estas enzimas antioxidantes puede promover la eficiencia detoxificadora de

estos organos (Yeh y Yen, 2005).

En higado, la actividad de SOD es estadisticamente menor (P < 0.05) en el grupo
de ratas diabéticas sin tratamiento (DC-) con respecto al grupo de ratas sanas sin
tratamiento (SC-). Entre los demas grupos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P > 0.05). Demostrando asi, que el consumo de zarzamora (400 mg/kg
depeso) puede ayudar a mantener la actividad basal de la SOD en higado. En cuanto a la
actividad renal de SOD, no se encontraron diferencias estadisticas entre los diferentes

grupos (P > 0.05) (Figura 26 y Anexo 17).
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Figura 26. Actividad enzimatica de SOD en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas
tratadas diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento
durante una fase experimental subcronica (21 dias).

Los datos muestran la media de las muestras =+ el error estandar.

Con los resultados anteriores se demuestra que ratas diabéticas inducidas con STZ
tienen una actividad menor de SOD hepatica que las ratas sanas, y que la actividad renal de
SOD no se altera en ratas diabéticas ni en sanas debido a que el tiempo de tratamiento de
todos los grupos no fue suficiente para observar cambios. Lo anterior sugiere extender el
tiempo de experimentacion para encontrar niveles alterados en la actividad de esta enzima,
ya que se ha encontrado que la actividad de SOD en el rifidon esta dentro de los niveles
“normales” después de 6 semanas de la administracion de la STZ (Maritim y col., 1999),
pero estan elevados después de las 6 a 12 semanas en un estado diabético (Kedziora y col.,
2000). En el higado, la actividad de SOD disminuye entre la tercera y cuarta semana con
diabetes (Aragno y col., 1999), pero es normal o elevada 8 semanas después de la

administracion de la STZ (Jang y col., 2000).

Cabe sefialar que los cambios en la actividad de SOD en los diferentes tejidos

dependen del quimico inductor de la diabetes, la edad del animal, la duracidn de la diabetes
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y el tejido analizado. Ademas, las alteraciones en los niveles de SOD en animales
diabéticos pueden normalizarse con un tratamiento farmacoldgico diabetogénico (Maritim
y col., 2002). Por lo que probablemente no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de ratas diabéticas con los grupos de ratas sanas. Estos resultados seran

necesarios tomar en cuenta en posteriores estudios.

Con respecto a la actividad hepatica de CAT, se encontrd6 un aumento
estadisticamente significativo de esta enzima en el grupo de ratas diabéticas tratadas con
zarzamora (400 mg/kg de peso), comparado con el grupo sano sin tratamiento (SC-),
indicando con esto que el consumo de zarzamora en un estado diabético puede mantener y
aumentar la actividad basal de CAT en higado. En cuanto a la actividad renal de CAT, se
encontrd un aumento estadisticamente significativo en el grupo de ratas sanas tratadas con
zarzamora (400 mg/kg de peso), comparado con el grupo sano sin tratamiento (SC-),
mostrando nuevamente que el consumo de zarzamora a dosis de 400 mg/kg de peso
aumenta la actividad basal de CAT en rifidn. Aunque estadisticamente no hubo diferencia,
se observa una disminucion en la actividad de CAT en el grupo de ratas diabéticas sin
ningln tratamiento, con respecto al grupo SC- en ambos drganos, indicando con ello que el

estado diabético disminuye la actividad de CAT (Figura 27 y Anexo 17).
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Figura 27. Actividad enzimatica de CAT en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas
tratadas diariamente con zarzamora (400 mg /kg de peso) incorporada en el alimento
durante una fase experimental subcronica (21 dias).

* = diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo SC-. Los datos muestran la
media + el error estandar.

La actividad de CAT disminuye en rifion (Maritim y col., 1999; Kedziora y col.,
2000) e higado (Aragno y col., 1999) de ratas diabéticas después de la administracion de
STZ, pero esta actividad se encuentra elevada después de las 6 a 12 semanas en un estado
diabético. En higado se ha observado que la actividad de CAT disminuye entre la tercera y
cuarta semana (Kedziora y col., 2000). Sin embargo, Latha (2003) encontr6 que a las 3
semanas de tratamiento con un compuesto fenolico, las ratas diabéticas tienen menor

actividad enzimatica de CAT en higado y rindén, comparada con grupos de ratas sanas.

El mecanismo por el cual las enzimas SOD y CAT son inducidas o moduladas
después de la administracion de la zarzamora, se basa probablemente en el efecto inductor
ya demostrado para algunos fenoles y flavonoides. Se ha demostrado in vitro e in vivo que
ambos compuestos tienen la propiedad de reaccionar con radicales libres eliminandolos, de
inhibir enzimas que generan radicales libres y/o estimular las enzimas de fase 2, las
enzimas antioxidantes y los sistemas celulares detoxificantes que eliminan a los radicales
libres (Maritim y col., 1999). Igualmente, los fenoles y flavonoides actiian sobre algunos
procesos enzimaticos vinculados a los mecanismos celulares de 6xido-reduccion; aumentan
los niveles tisulares del mRNA de la SOD, e incrementan asimismo la produccion y
regeneracion de GSH, mediante estimulaciéon de la gamma-glutamilcisteina-sintetasa
(GSSG) y la promocion de otras enzimas, como la GPx, la GR, la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa, la CAT y sintasa del 6xido nitrico (Sewerynek y col., 1996).

La activacion a nivel trascripcional de enzimas de fase 2 es regulada por los
elementos de respuesta a antioxidantes (AREs) que se encuentran en las regiones
promotoras de los genes que codifican para estas enzimas. Diversos estudios moleculares
demuestran que el factor de transcripcion Nrf2 regula positivamente a los AREs, mediando

la expresion de genes de enzimas de fase 2 (Katsuoka y col., 2005). Yeh y Yen (2005)
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concluyeron que la via de activaciéon y el incremento de la expresion de Nrf2 estan
mediados por el consumo de compuestos fenolicos y, que a su vez, éste juega un papel muy
importante para la induccion y activacion de genes de enzimas antioxidantes. Sin embargo
el consumo de cierto tipo de compuesto fendlico puede inducir selectivamente al mRNA de
ciertas enzimas como SOD, CAT, GPx y GST, asi como la regulacion cuesta arriba de los
genes de transcripcion para factores de transcripcion como el Nrf2. En base a lo anterior,
seria interesante determinar el mecanismo por el cual puede inducirse la actividad de las
enzimas antioxidantes, asi como encontrar el o los componentes de los frutos responsables

de aumentar la actividad antioxidante de estas enzimas.

En base a su contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, a la capacidad
antioxidante medida a través del atrapamiento de radicales libres, asi como a su actividad
antioxidante medida a través de la induccion de enzimas antioxidantes en ratas sanas y
diabéticas, el consumo de los frutos de ardandano y zarzamora representa una alternativa

bioldgicamente importante para el control del estrés oxidativo caracteristico de la diabetes.

88



VIII. CONCLUSIONES

€  En base al contenido de compuestos antioxidantes, la zarzamora presenté el mayor
contenido de fenoles, asi como una mayor capacidad antioxidante (medida por los métodos
de ABTS™ y FRAP) en comparacion con el arandano. Estos resultados podrian estar
implicados en la mayor inducciéon de enzimas antioxidantes (GST, SOD y CAT) y la
concentracion de GSH en el higado y rifidon de ratas sanas y diabéticas tratadas con la

zarzamora, tanto en estudios agudos (7 dias) como subcronico (21 dias).

®  El efecto hipoglucemiante de la zarzamora depende de la progresion de la diabetes,
ya que la administracion de zarzamora durante 7 dias disminuye los niveles de glucosa,
tanto en ratas sanas como en diabéticas. Sin embargo, no fue posible demostrar un efecto
hipoglucemiante importante de este fruto en los grupos de ratas diabéticas con

concentraciones de glucosa > 300 mg/dL obtenidas durante el estudio subcronico.

®  En base al efecto inductor de enzimas antioxidantes, los resultados del presente
trabajo recomiendan el consumo de los frutos de ardndano y zarzamora como parte de una
dieta habitual para la poblacién en general. Sin embargo, en las personas diabéticas el

consumo de los mismos debe acompafiarse de un tratamiento hipoglucemiante.
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ANEXO 1
DETERMINACION DE FENOLES TOTALES METODO DE FOLIN CIOCALTEU

REACTIVOS:

-Folin ciocalteu IN

-Carbonato de sodio al 20%

-Solucion estandar de acido galico (0.1 mg/mlL)

PREPARACION DE REACTIVOS:

-Folin Ciocalteu IN

El reactivo comercialmente se encuentra como 2N, por lo que se procede a diluir.
V,C=V,C; v.g.r. 5 mL de agua destilada 5 mL de reactivo de Folin Ciocalteu.

El procedimiento debe realizarse en campana de extraccion y conservar en frasco ambar
con tapon de aluminio y en refrigeracion (a 4°C)

Verifique que el color del reactivo sea de color dorado, no utilizarse si tiene un color verde
olivo.

-Carbonato de Sodio al 20%
Pesar 2 gr de Carbonato de Sodio y disolver en aproximadamente 8 mL de agua grado
HPLC y sonicar hasta dilucion completa, posteriormente aforar a 10 mL

-Solucién Estindar de Acido Gdlico (0.1 mg/mL)

Pesar 5 mg de Acido Galico y aforar en agua destilada a SmL (1mg/ml). Posteriormente
realizar una dilucion 1:10 con agua destilada (0.1mg/ml). Usar siempre una solucién
recién preparada.

No. Solucion Agua Reactivo de  Sol. de carbonato de
Tubo  Ac.galico(uL) destilada Folin (uL) sodio (uL)
(uL)

Blanco. 0 500 250 1250

1 20 480 250 1250

2 40 460 250 1250

3 60 440 250 1250

4 80 420 250 1250

5 100 400 250 1250

6 120 380 250 1250

7 140 360 250 1250

Para determinar el contenido de fenoles totales en las muestras se procedi6 de la siguiente
manera:

Se pesa aprox. 25 mg de muestra, se disuelve en 1 mL de metanol (Sol. A)

Se toma 100pL de la sol A y se le adiciona 900 pL de agua destilada (Sol. B 2.5 mg/ml)

NOTA: Adicionar los reactivos en el orden indicado en el procedimiento que se encuentra
en la siguiente tabla.
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Muestra  Peso Muestra Sol B Agua Folin IN NaCO3 20%

(mg) (uL) Destilada (uL) (uL) (uL)

Blanco. -— -— 50 25 1250

Muestra 2.5 100 400 250 1250
ANEXO 2

DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES METODO POR EL METODO
DE LIU Y COLABORADORES (2002), MODIFICADO PARA MICROPLACA

REACTIVOS:

-Nitrito de sodio al 5%

-Cloruro de aluminio al 10%

-Hidroxido de sodio IM

-Solucion estandar de catequina para la curva de calibracion

PREPARACION DE REACTIVOS:

-Nitrito de Sodio al 5%
Para preparar 5 ml pesar 0.25 g de NaNO, y aforar en matraz a 5 ml.

-Cloruro de Aluminio al 10%
Para preparara 5 ml de este reactivo, pesar 0.5 g de AICl3 y aforar en matraz de 5 ml.

-Hidroxido de Sodio 1M
Para preparar 25 ml de NaOH 1M, se pesa 1 g de NaOH y se afora en un matraz de 25 ml.

-Solucion estandar de catequina
Pesar 10 mg de catequina y adicionar 10 ml de metanol (1 mg/ ml). Usar siempre una
solucion recién preparada.

PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION
Adicionar las cantidades adecuadas los reactivos siguiendo la siguiente tabla:

No. Solucién Agua Sol. Sol. Sol. Agua
Tubo de destilada NaNO, AICl; NaOH destilada
catequina (uL) (uL) (uL) (uL) (uL)
(uL)
Blanco. 0 125 7.5 15 50 52.5
1 2 125 7.5 15 50 50.5
2 4 125 7.5 15 50 48.5
3 6 125 7.5 15 50 46.5
4 8 125 7.5 15 50 44.5
5 10 125 7.5 15 50 42.5
6 12 125 7.5 15 50 40.5
7 14 125 7.5 15 50 38.5
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Adicionar los reactivos en el orden siguiente:

Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de solucion de catequina
Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de agua destilada
Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de solucién de NaNO,
Esperar 6 minutos

Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de Solucién de AlICI;
Esperar 5 minutos

Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de solucion de NaOH
Adicionar a cada pocito la cantidad correspondiente de agua destilada.
Cuidar de no exponer los pocitos a la luz

0. Leer en el espectrofotometro antes de que pasen 30 minutos a una longitud de onda
de 510 nm.

g i A

Para determinar el contenido de Flavonoides totales en las muestras liofilizadas se procedié
de la siguiente manera:

Se pesa aprox. 25 mg de muestra, se disuelve en 1 mL de agua destilada.

Adicionar los reactivos en el orden indicado en el procedimiento de la curva de
calibracion.

No. Tubo  Solucién de Agua Sol. Sol. Sol. Agua
catequina destilada NaNO, AICl; NaOH destilada
(muestra) (uL) (uL)  (ub) (ML) (ML)
(uL)
Blanco. 0 125 7.5 15 50 52.5
Muestra 14 125 7.5 15 50 38.5

Se obtiene el contenido de flavonoides totales en equivalentes de catequina extrapolando la
absorbancia de las muestras en la curva de calibracion realizada previamente.

ANEXO 3

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE ABTS MODIFICADO
PARA MICROPLACA

REACTIVOS:
-ABTS 5 mM
-Persulfato de Potasio 140 mM

PREPARACION DE REACTIVOS:
-ABTS 5 mM
Pesar 0.0192 g de ABTS y aforar a 5 mL con agua destilada.

-Persulfato de potasio 140 mM
Pesar 0.1892 g de persulfato de potasio y aforar a 5 mL con agua destilada.
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PROCEDIMIENTO:

1. Antes del dia del ensayo se pone a reaccionar el ABTS (5 mL) con el Persulfato de
Potasio (176 pl). Taparlo de la luz y mantenerlo a temperatura ambiente por 16
horas antes de usar .

2. Ajustar con etanol el ABTS preparado hasta que tenga una absorbancia de alrededor
de 0.7 a una longitud de onda de 734 nm.

3. Preparar las muestras pesando 5 mg de liofilizado y diluirlo en 1ml de metanol o
agua respectivamente y centrifugar a 10 000 g por 10 minutos (preparar diferentes

concentraciones).

4. Una vez preparado lo anterior colocar en placa de la manera siguiente:

ETANOL | METANOL AGUA MUESTRA ABTS
pl ul ul pl ul
BLANCO 230 20 - - -
1
BLANCO 230 - 20 - -
2
CONTROL - 20 - 230
MUESTRA - - - 20 230

5. Leer inmediatamente a una longitud de onda de 734 nm a 25 °C.

CALCULOS:

Para calcular la capacidad antioxidante primero determinar el porcentaje de inhibicion
usando la siguiente ecuacion:

% inhibicion = [(A control- A muestra) / A control] x 100.
Posteriormente se determina el CEsy tomando en cuenta el % de inhibicién y el logaritmo
de la concentracion de la muestra. Los resultados se expresan en CEsy por pg o mg de

liofilizado.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE FRAP (FERIC

ANEXO 4

REDUCING ANTIOXIDANT POWER) MODIFICADO PARA MICROPLACA

REACTIVOS:

-Acido clorhidrico (HCI) 40 mM
-Cloruro férrico hexahidratado 20 mM (FeCl;6H,0)

-2,4,6-Tris(piridil-s-triasina) 10 mM (TPTZ)
-Amortiguador de acetato 300 mM a pH 3.6

-Solucion FRAP

- Stock de FeSO43mM (curva estdndar)
PREPARACION DE REACTIVOS:
-Acido clorhidrico 40 mM




Colocar 170p 1 de acido clorhidrico y aforar a 50 ml con agua destilada.

-Cloruro férrico hexahidratado 20 mM
Pesar 0.05406 g de cloruro férrico hexahidratado y aforar a 10 ml con agua destilada.
Proteger de la luz.

-2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triasina (TPTZ)
Pesar 0.0156 g de 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triasina (TPTZ) 10 mM. y aforar a 5 ml con el
acido clorhidrico 40 mM.

-Amortiguador de acetato 300 mM a pH 3.6

Pesar 0.6838 g de acetato de sodio de sodio (CH3COONa) y aforarlo en matraz a 50 ml de
agua destilada. Disolver 4 ml de acido acético glacial (CH;COOH) y aforar en 50 ml de
agua. En un matraz aforado de 250 ml colocar ambas soluciones, aforar y checar finalmente
el pH a 3.6.

-Solucion FRAP

Mezclar en un vaso de precipitados 10 ml de amortiguador de acetatos 300 mM, Iml de la
solucion de cloruro férrico hexahidratado 20 mM y 1 ml de la solucién de 2,4,6-Tris (2-
piridil)-s-triasina (TPTZ) 10 mM. Proteger de la luz y colocarlo a bafio maria a 37 °C. Esta
solucion debe prepararse al momento.

PROCEDIMIENTO:
1. Realizar una curva estandar con el FeSO,4 usando concentraciones de 200, 150, 100,
80, 50 y 30 uM.

2. Preparar las muestras pesando 5 mg de liofilizado y diluirlo en 1ml de metanol y
centrifugar a 10 000 g por 10 minutos (preparar diferentes concentraciones
diluyendo con metanol).

3. Una vez preparado lo anterior afiadir en placa de la manera siguiente:

METANOL AGUA MUESTRA | DILUCION FRAP
ul ul ul FeSO,4 ul
ul
BLANCO 1 25 - - 175
BLANCO 2 - 25 - - 175
CURVA - - 25 175
FGSO4
MUESTRA - - 25 - 175

4. Leer la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm a los tiempos 0, 4, 10, 30 y
60 minutos a 25 °C.

CALCULOS: Los resultados se expresan en uM de FeSO, por mg de liofilizado.
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ANEXO 5

PREPARACION DE BUFFER TRIS/SACAROSA (pH 7) PARA REALIZAR
ENSAYOS CITOSOLICOS

1. Pesar cada una de las sustancias para preparar un litro de solucion amortiguadora.
7.9 g de Tris-HCI
2.1 g de MgCl,
1.9 g de KC1
85.6 g de Sacarosa ultrapura

2. Después de remover los oOrganos del animal, los tejidos son pesados y

homogenizados en politron con 4 voliimenes relacion con el peso, hasta que no sean

visibles ningtin grumo de tejido.

Centrifugar los homogenizados a 10 000 g por 20 minutos a 4°C.

4. Remover cuidadosamente el sobrenadante y pasarlo a tubos para
ultracentrifugacion. Balancear cada tubo y centrifugar a 100 000 g durante 1 hora a
4 °C.

5. Remover el sobrenadante (citosol) y almacenar en diferentes alicuotas y congelar a
71°C hasta su uso.

(O8]

ANEXO 6

DETERMINACION DE GLUTATION S-TRANSFERASA (GST) POR MEDIO DEL
CLORODINITROBENCENO (CDNB), MODIFICADO PARA MICROPLACA

REACTIVOS:

-Buffer de Fosfatos 0.1 M, pH 6.5
-Stock de GHS 150 mM

-Buffer de trabajo de GSH 3 mM
-Stock de CDNB 60 mM

-Buffer de trabajo CDNB 2 mM

PREPARACION DE REACTIVOS:

-Buffer de Fosfatos 0.1 M, pH 6.5

Para preparar 200 ml, pesar 1.89 g de NaH,PO4 y 0.895 g de Na,HPO,4. Aforar a 200 ml
con agua destilada.

-Stock de GHS 150 Mm

Para preparar 5 ml del stock, pesar 0.2347 g de GSH y aforar en matraz de 5 ml con buffer
de fosfatos 0.1 M. El stock se mantiene en refrigeracion (4°C) por una semana, mantenerlo
en oscuridad.

-Buffer de trabajo de GSH 3 mM

Calcular el volumen a ocupar (100 pl por pocito). De la solucidon stock se realiza una
dilucion 1:50 con buffer de fosfatos 0.1 M. Preparar el mismo dia de la determinacion.
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-Stock de CDNB 60 mM

Para preparar 5 ml del stock, pesar 0.061 g de CDNB y aforar en matraz de 5 ml con
etanol al 100%. El stock se mantiene en refrigeracion (4°C) por una semana, mantenerlo en
oscuridad.

-Buffer de trabajo CDNB 2 mM
Calcular el volumen a ocupar (150 pl por pocito). De la solucion stock se hace una dilucion
1:30 con buffer de fosfatos 0.1 M. Preparar el mismo dia de la determinacion.

PROCEDIMIENTO:
1. Diluir los citosoles con buffer de fosfatos 0.1 M.
2. Adicionar a cada pocito (hacer 4 replicas por muestra) 50 pl de la soluciéon muestra
o en caso del blanco agregar 50 pul de buffer de fosfatos.

3. Adicionar a cada pocito 100 pl de buffer de trabajo de GSH.
4. Adicionar a cada pocito 150 pl de buffer de trabajo de CDNB.
5. Disedar la placa de 96 pocitos, marcando claramente las muestras del blanco.
6. Leer inmediatamente después de agregar el buffer de CDNB en modo de cinética
durante 2 minutos con lecturas de cada 20 segundos a 340 nm.
CALCULOS:

La actividad especifica se determina realizando la diferencia de las absorbancias del minuto
2 menos el minuto 1/ € x mg de proteina €= coeficiente de extincion para el CDNB 9.600
uM'l cm’

Los resultados se expresan como nmol/minuto/mg de proteina.

ANEXO 7

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CATALASA (CAT).
ENSAYO UV

REACTIVOS:
-Buffer de Fosfatos 50 mM, pH 7
-Peroxido de Hidrogeno (H,0;) 30 mM

PREPARACION DE REACTIVOS:

-Buffer de Fosfatos 50 mM, pH 7

Pesar 6.81g de NaH,PO, y 8.90 g de Na,HPO,4. Aforar cada uno a 1000 ml con agua
destilada. Para preparar la cantidad de buffer necesaria, mezclarse ambos en una proporcion

de 1:1.5 (v/v).
-Peroxido de hidrogeno (H>O>) 30 mM

Diluir 340 pl de H,O; (presentacion en solucion al 30%) con 100 ml de buffer de fosfatos
50 mM, pH 7.
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PROCEDIMIENTO:
1. Hacer diluciones con los citosoles (muestras) de higado y rifién 1:2 respectivamente
con el buffer de fosfatos.
2. Ajustar el Peroxido de Hidrogeno (H,0O,) a 30 mM, realizando una lectura 240 nm y
calculando su absorbancia con la siguiente férmula :

[HzOz] mM = A 240 /0.0436

3. Colocar los reactivos en el orden y volumen en la placa segin se muestra en la
siguiente tabla:

4.
BUFFER FOSFATOS | DILUCION MUESTRA | H,0, 30 mM
ul ul ul
BLANCO 2000 - 1000
MUESTRA 1700 300 1000

5. Leer inmediatamente siguiendo el decremento en la absorbancia a 240 nm por 30
segundos a temperatura ambiente con un programa de cinética.

NOTA: La reaccion comienza al agregar el H,O, 30 mM. La absorbancia inicial puede
ser aproximadamente de 0.5. Los citosoles deben ser analizados dentro de 5 a 10
minutos después de su dilucion.

CALCULOS:
Calcular la actividad de CAT usando la siguiente formula:

[Act Enz (U/ml) = (AABS/min) (Vol tot) (fact dil)]

(coef ext) (vol mta) (min)
Donde:

Vol tot (ml)= 3mL
FactDil=1a 2

Coef ext H,O,= 0.0436
vol mta. (ml) = 0.30 ml
min =0.5 min

La actividad de CAT finalmente se expresa como actividad enzimadtica especifica (U/mg de
proteina) = Act enz / conc prot
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ANEXO 8

DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO (GSH) POR MEDIO DE
CLORO DINITRO BENCENO (DTNB), MODIFICADO PARA MICROPLACA

REACTIVOS:

-Buffer Tris-EDTA pH 8.2

-Stock de 5,5 -ditiol- 2- dcido nitrobenzoico (DTNB)
-Stock de GSH 2 mM

PREPARACION DE REACTIVOS:

-Buffer Tris-EDTA pH 8.2 (100 ml)

Pesar 0.744g de EDTA y 3.152 g de TRIS diluir ambas cantidades en agua destilada,
ajustar el pH a 8.2 y aforar a 100 ml.

-Stock de 5,5 -ditiol- 2- acido nitrobenzoico (DTNB)
Pesar 0.243 g de DTNB y aforar a 25 ml con metanol

-Stock de GSH 2 mM
Pesar 1.843 mg de GSH y aforar a 10 ml con el buffer buffer Tris-EDTA pH 8.2

PROCEDIMIENTO:
1. Realizar una curva con el stock de GSH (2 mM), diluyendo con el buffer Tris-
EDTA.

2. Desproteinizar los citosoles (muestras) agregando en un tubo ependorff por muestra:
50 pl, 40 de H,O pl y 10 pl de TCA al 50%. Incubar en hielo por 30 minutos para
precipitar las proteinas. Centrifugar a alta velocidad durante 5 muintuos a 4 °C.
Separar el sobrenadante que es la fraccion que se utiliza para el ensayo.

3. Colocar cada uno de los reactivos de la siguiente manera para la curva, blanco y

citosoles:

Stock | Concentracion | Metanol Buffer Citosol DTNB

GSH | de GSH (pnM) (nb Tris- () ()
(n) EDTA

BLANCO 0 0 130 150 - 20
CURVA 10 20 120 150 - 20
CURVA 20 40 110 150 - 20
CURVA 30 60 100 150 - 20
CURVA 40 80 90 150 - 20
CURVA 50 100 80 150 - 20
CURVA 60 120 70 150 - 20
MUESTRA - - 80 150 50 20

4. Permitir que desarrolle el color por 5 minutos y leer las absorbancias a 412 nm.
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CALCULOS:

Se obtiene el contenido de GSH en uM extrapolando la absorbancia de las muestras en la
curva de calibracion realizada previamente. Los resultados se expresan en uM/ mg de
proteina para la cual hay que determinar el contenido de ésta en las muestras sin
desproteinizar y con la dilucion apropiada (tomar en cuenta para los calculos el factor de
dilucion).

ANEXO 9

CUANTIFICACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE LAS DISTINTAS
FRACCIONES CELULARES A MICROESCALA POR EL METODO DE BCA

REACTIVOS:

Kit BCA:

-Solucion de trabajo: Solucion A + Solucion B
-Albumina estandar (2mg/ ml) para curva de calibracion

PREPARACION DE REACTIVOS
-Solucion de trabajo (10.2 ml)
10 ml Solucién A + 200 pl Solucion B

-Albumina estandar (2mg/ ml) para curva de calibracion
PROCEDIMIENTO:
1. Realizar una curva de proteinas con albumina estdndar (2 mg/ml), haciendo

diluciones con la albimina
2. Diluir en tubos ependorff de la siguiente manera:

Albtimina (pl) H,O0 HPLC (pnl) Concentracion de
albumina (pg/ 50 pl)
150 100 60
100 150 40
50 200 20
25 225 10
12.5 237.77 5
6.277 243.72 2.5
3.11 246.89 1.25
0 250 0

3. Colocar 50 ul de cada dilucion de la albimina (realizar 4 réplicas) o 50 ul de H,O

de agua HPLC.
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4. Colocar 250 pl de la solucion de trabajo (mezcla de reactivos A + B de acuerdo al
protocolo del proveedor).

5. Incubar por 30 minutos a 37 °C o por una hora a temperatura ambiente.

6. Diseiar la placa de 96 pocitos, marcando claramente las muestras del blanco.

7. Leer inmediatamente a 562 nm
CALCULOS:
Se obtiene el contenido de proteina en ug extrapolando la absorbancia de las muestras en la
curva de calibracion realizada previamente.

ANEXO 10
INDUCCION DE DIABETES CON ESTREPTOZOTOCINA

La estreptozotocina se disuelve en buffer de citratos 10 mM, pH 4.5
1. Preparacion del buffer de Citratos (100 ml):

Pesar 1.29 g de acido citrico

Pesar 1.14 g de citrato de sodio

Pesar cada uno de los animales a inducir y sumar los pesos

2. Calcular la cantidad total de estreptozotocina deacuerdo a una dosis de 45 mg/kg de
peso.

3. Calcular el volumen total a administrar intraperitonealmente a cada rata tomando en
cuenta que como maximo se administra un volumen de 0.5ml de la estreptozotocina
disuelta en el buffer de citratos.

4. Inyectar a la rata 2 dedos arriba del pene e introducir la aguja de la jeringa en un angulo
de 45°.

Nota: El buffer se puede preparar un dia antes y dejarlo en refrigeracion a 4 °C.

Al mezclar la estreptozotocina con el buffer de citratos no debe pasar mas de una hora antes
de inyectar a los animales.

ANEXO 11

DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS EN SUERO SANGUINEO TECNICA
MODIFICADA PARA MICROPLACA

1. Durante el sacrificio de las ratas se extrae por medio de puncion cardiaca la sangre,
se coloca en tubos de ensaye y se centrifugan 10 minutos a 5000 rpm a 4°C.

2. Se retira el sobrenadante (suero) con una pipeta Pasteur y se coloca en tubos
eppendorf. Ultracongelarlos a -71°C hasta su uso.

Reactivos del Kit:
- Buffer

- Reactivo Enzima
- Patron
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Preparacion de los Reactivos:
1. Mezclar 250 ul de reactivo enzima con 15 ml de Tampodn. El reactivo asi preparado
es estable durante 3 semanas de 2- 8°C.
2. El patron, esta listo para usarse. Es estable hasta la fecha de caducidad conservado
de 2 a 8°C.

Procedimiento:
1. Colocar en tubos eppendorf los reactivos como se muestra en el siguiente cuadro:

REACTIVO BLANCO PATRON MUESTRA
(uL) (uL) (uL)
MUESTRA - - 10
PATRON - 10 -
REACTIVO 1010 1000 1000

2. Mezclar bien y vaciar a placa 250 ul de cada muestra haciendo 4 replicas.
3. Incubar por 10 minutos de 20 a 25 °C.
4. Leer a una longitud de onda de 500nm.

CALCULOS:
Se obtiene el contenido de triglicéridos en mg/dL llevando las Absorbancias del ensayo a la
siguiente formula:

Triglicéridos = A muestra x 200 =mg/dL
A patron

ANEXO 12

DETERMINACION DE COLESTEROL EN SUERO SANGUINEO TECNICA
MODIFICADA PARA MICROPLACA

Reactivos del Kit:
- Reactivo Enzima, listo para usarse
- Patron, listo para usarse

Procedimiento:
1. Colocar en tubos eppendorf los reactivos como se muestra en el siguiente cuadro:

BLANCO PATRON MUESTRA
AGUA 10 ul - -
DESTILADA
MUESTRA - - 10
PATRON - 10 -
REACTIVO 1000 1000 1000
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5. Mezclar bien y vaciar a placa 250 ul de cada muestra haciendo 4 replicas.
6. Incubar por 10 minutos de 20 a 25 °C.
7. Leer auna longitud de onda de 500nm.

CALCULOS:
Se obtiene el contenido de triglicéridos en mg/dL llevando las absorbancias del ensayo a la
siguiente formula:

Colesterol = A muestra x 200=mg/dL
A patron

ANEXO 13
DETERMINACION DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) POR MEDIO DE KIT

REACTIVOS CONTENIDOS EN EL KIT:
- Solucion WST 5 ml

- Solucion Enzimatica 100 pl

- Solucion buffer 100 ml

- Buffer de dilucion 50 ml

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO (para una placa de 96
pocitos):

- Solucion WST de trabajo
Diluir 1 ml de WST en 19 ml de la solucion buffer

- Solucion Enzimatica de trabajo
Diluir 15 pl de la enzima en 2.5 ml de buffer de dilucion

PROCEDIMIENTO:

1. Afiadir 20 pl de la solucién muestra (para blanco 2 y muestras), o agua HPLC (para
blanco 1y 3).

2. Anadir 200 ul de solucion de trabajo WST.

3. Anadir 20 pl de buffer de dilucion a los blancos 2 y 3.

4. Anadir 20 pl de la solucion enzimatica de trabajo a cada muestra y al blanco.

5. Realizar una curva estandar con SOD, diluyéndola con el buffer de dilucion siguiendo
concentraciones de: 200, 100, 50, 20, 10, 5, 1, 0.1, 0.0 1, 0.001 U/ml.

5. Incubar a 37 °C durante 20 minutos.

6. Leer la absorbancia a 450 nm.
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MUESTRA | CURVA | BLANCO 1 | BLANCO2 | BLANCO 3
SOD
SOLUCION 20 pl 20 pl - 20 pl -
MUESTRA
H20 HPLC - - 20 pl - 20 pl
SOL. WST 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
TRABAJO
SOL. 20 pl 20 pl 20 pl - -
ENZIMATICA
TRABAJO
BUFFER DE - - - 20 ul 20 ul
DILUCION
CALCULOS:

Calcular la actividad de SOD como % de inhibicion usando la siguiente ecuacion:
Actividad enzimatica de SOD (% inhibicién) = {[(Ablancol- Ablanco3) - (Amuestra-
Ablanco2)] / (Ablancol- Ablanco3)} x 100. Extrapolar el % de inhibicion dentro de la
curva estandar de SOD. Los resultados se expresan en U/ mg de proteina.
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ANEXO 14

Concentracién de glucosa (mg/dL) en ratas sanas y diabéticas inducidas con estreptozotocina, tomada antes y después de una

administracion intragastrica de diferentes dosis de arandano y zarzamora durante los dias 1, 3 y 5 de la fase experimental.

DAl DIA3 DIAS
GRUPOS INICIAL 0 120 180 INICIAL 0 120 180 40 INICTAL i 120 180
SANAS
CONTROL (4 108£864 110754666 1175£107 1152417 17254309 10752413 130752504 1345543 173600 130754131 12554580 120254821 1325429
A0 (4 014725 1092642 1074612 10754834 194807 1253£080 1075178 1231250 L5473 IBEN0 131137 102541134 119754638
AL00(4) 0195 107754889  9675+1213 3754081 117754295 10252463 15254655 137252295 101245 130754603 13154581 (205924 13450
A200 () 03£1026  9925+206  10975£776 1165397  163£1074  133£366  USTIE530 15254155 IBT54464 102406 131260 125254431 1BT5£70
Z30 (4 0764646  108+809  1032+073 1064046 12444499 1224528 12434328 1304£702 1262300 13081360 1196409 11822376  1243+6%4
ZI00 (5 12264154 998749 16£592  1134£610  1254£270 1258452 10324820 107341230 106615 12381060 11962409 1202518 11584663
Za00 (5) 7254140 025213 UIT3£598  109+909 I375#486 137237 133£580 IB5#357  IBSTSHET4 10754300 14T5£325 IBTSLAD 136433
DIABETICAS
CONTROL() 16634342 182541073 1325414 1611508  1R25£333 1BI5+1005 1433631 1374 ND 18922407 1392318 16622766 18762529
A30(5) 18041574 1626+699 15844747 15244818 15124481 MI8£I06  IBRELT 15344338 ND 1621225 151365 13241135 1412£003
A0 (5) IB1£1558 15284438 1322434 150£834 14724054 1RA+1232  1E:1341 10241263 ND 162648 15042667 13442620 1362501
A0 (5) 21177 1478445 14824740 1512350 9376 1WI£TR 1344£1B  106+431 ND 1344750 1414540 IR0 1434£550
Z30(5) 1712241124 1606416 16324841 157673 1024401 1%8+420 1404904 1358£504 ND 454357 14622275 1DBTIT 13544330
ZI00 (5 182841253 18324247 13524305 16521471 4742245 LDGETOR 1402£270 15454416 ND 01417 13084715 1BE+430 13661096
Za00 (5) 18241135 1T04£13]1 14964234 364488 1492+345 138451 134£375 14024208 ND 476 176100 1B£7Y 10440

Media + el error estandar de la media. El niimero entre paréntesis indica el nimero de animales. * Minutos después de la

administracion intragastrica de los diferentes tratamientos. ND = No determinado.
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ANEXO 15

Consumo de alimento y agua, asi como el peso de los grupos de ratas sanas y diabéticas inducidas con estreptozotocina

tratadas con las diferentes dosis de arandano y zarzamora durante los dias 2, 4 y 6 de la fase experimental.

ALIMENTO AGUA PESO
GRUPOS (g (ml) (g
2 4 6 2 4 6 2 4 6
SANAS
CONTROL (4) 123 115 116 63.5 115 63 254 +£2.16 256.25 £3.94 266.75 +1.25
A50 (4) 119 107 118 65 128 73.5 250+ 3.74 25575+ 3.28 259 +£7.63
A100 (4) 136 128 126 79.5 114 78.6 253 +£3.11 257 +£3.24 263.5+1.19
A200 (4) 104 116 109 86 101 62 248 +2.84 250 £ 1.60 257 £5.05
750 (4) 190 152 118 125 136 119 254 £2 263 +2.65 272 +£3.65
7100 (5) 185 163 125 185 163 125 251 +£0.97 254 +1.47 278 £1.82
7200 (5) 199 144 116 199. 144 116 249 +£2.43 256 +7.88 272 +4.92
DIABETICAS
CONTROL (5) 202 195 160 420 320 745 280+ 10.66 279 +12.49 283 +16.22
A50 (5) 192 215 161 420 240 840 298 +10.64 305+ 11.73 306 £ 15.20
A100 (5) 210 194 168.5 455 355 470 277 +7.55 287 +10.86 291 +13.80
A200 (5) 198 205 223.5 420 420 580 270 +£9.45 272+ 10.18 273 £10.35
750 (5) 193 214 174.5 420 420 468 270+ 10.36 269 +11.32 269 + 12.83
7100 (5) 222 175 179 420 420 500 283 +£16.33 279 + 15.88 274 £ 18.18
7200 (5) 160 180 172.5 420 420 573 282 +10.80 287 £9.55 293 +9.26

Media = el error estandar de la media. El nimero entre paréntesis significa el nimero de animales.
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ANEXO 16

Concentracion de glucosa (mg/dL) semanal en ratas sanas y diabéticas tratadas con zarzamora a dosis de 400 mg/kg de peso en un
estudio subcronico (21 dias).

GRUPOS SEMANA
0 (Inicial) la 2a 3a
SC- 131.2+8.37 110.20 + 1.07 116 +3.07 134.4 +6.75
S7400 150.8 £ 6.68 105.80 £ 5.01 121.6 £4.27 142.6 = 8.31
DC- 295 +15.46 356.43 + 14.55 438.75 £19.80 411+ 8.40
DZ400 293 £14.19 399.71 £4.73 364.5 +15.96 423.33 +£ 6.60

Media =+ el error estindar de la media.
ANEXO 17

Acitidad enzimatica de GST, SOD y CAT y concentracion de GSH en higado y rifion de ratas sanas y diabéticas inducidas con
estreptozotocina tratadas con zarzamora a dosis de 400 mg/kg de peso corporal durante el estudio subcrénico.

HIGADO RINON
GRUPOS GST ¢ GSH «© SOD i CAT ¥ GST ¢ GSH o SOD i CAT 7
SC- (5) 1068.5+ 105 126.7+15.7 6.2+.03 119.3+4.3 2473458 914+52 6.4+ .02 90.7+ 4.3
SZ400 (5) 1181.3+64 999+4.6 6+.18 119.7+3 257+ 40.8 70.7£9.2 6.3+.04 113.1+3
DC- 4) 6583+54 503+11.7 5.3+.17 107.2+6.9 259+£51.5 1179+6.3 5.9+ .07 734+ 6.9
DZ400 (3) 790.6 = 113 59.8+9 5.8+.17 136.5+ 5.6 286 +37.9 158 +4.4 6.1+ .02 83.8£ 5.6
Media + el error estdndar de la media. El nimero entre paréntesis significa el nimero de animales. GST ¢ = nmol/minuto/mg de

proteina GSH oo = uM/ mg de proteina SOD i =U/mg de proteina CAT 1= U/mg de proteina.
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