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RESUMEN

La flor de granada (Punica granatum L) (FPG) ha sido usada como un antidiabético
en la medicina tradicional, ya que previene y/o controla las complicaciones de esta
enfermedad; este efecto se ha asociado con su potencial antioxidante. El objetivo
de este estudio fue la cuantificacibn de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante in vitro de extractos acuosos de selecciones mejoradas de flor de
granada, asi como la evaluacion de sus efectos en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina. Los resultados muestran que el contenido de fenoles totales fue
superior en la selecciones de color naranja (174.6-203.3 mg eq AG/g de flor seca)
con respecto a las selecciones de color rojo y rojo obscuro (147.9-187.7 mg eq.
AG/g de flor seca y 96.7-119.6 mg eq. AG/g de flor seca, respectivamente); este
mismo comportamiento se observa en la capacidad antioxidante. Adicionalmente, el
mayor contenido de antocianinas lo presentan las selecciones de color rojo obscuro
y rojo. Los resultados sugieren que las selecciones de color naranja (39-7 y 34-1) y
de color rojo (39-9 y 38-2) posiblemente poseen una actividad biolégica, por lo que
se evaluaron las selecciones 39-7 y 38-2 en un estudio in vivo. Estos estudios
demostraron que un tratamiento diario de un extracto acuoso de flor de granada
(1% WI/V, seleccion 38-2c) en ratas diabéticas por tres semanas, disminuyen los
niveles de glucosa en sangre, triglicéridos y LDL-C. Adicionalmente, la seleccién
38-2 protege contra dafio renal, sin mostrar ninguna relacidon con la actividad de
GST vy nivel de GSH; sin embargo, esta seleccion disminuyd la expresion del
transcrito de la proteina de adhesion VCAM-1. En conclusion, el extracto acuoso de
FPG puede ser utilizado como un tratamiento alternativo para la proteccion contra
dafio renal en ratas diabéticas.



l. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas epidemiologicos que caracteriza a nuestro
pais esta dominado por enfermedades cronico-degenerativas. La diabetes mellitus
es una de estas enfermedades cronicas que ha ido en aumento en los dltimos
afos, convirtiéndose en una de las principales probleméticas para el sector salud,
siendo una de las principales causas de mortalidad en el pais. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud mas del 80% de las muertes por diabetes
mellitus se registran en paises de ingresos bajos y medios, ocupando el octavo
lugar entre las 10 principales causa de muerte por enfermedades no transmisibles.

La secretaria de salud, en México, reportd que en el 2005 la diabetes
mellitus ocupaba un 16.3% en mujeres y un 11.3% en hombres como las
principales causas de muerte. Las complicaciones mas comunes que se presentan
en la diabetes son la nefropatia diabética, insuficiencia cardiaca, enfermedad
cerebrovascular e hipertension. Estas complicaciones se han asociado con un
aumento en el estrés oxidativo producido por hiperglucemia crénica, donde el
estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de nefropatia diabética
(ND), que es una de las principales causas de muerte por esta enfermedad.

Dado lo anterior, se han buscado terapias alternativas para la prevencion y/o
control de la diabetes mellitus, enfocandose en la busqueda de tratamientos que
puedan intervenir en diversos mecanismos, tales como: captadores de radicales
libres, inductores de respuestas de defensa celular, inhibidores de factores de

inflamacion como: NF-kB; inductores de la expresion de PPAR-y, entre otros.

En todo el mundo existe una gran diversidad de plantas con propiedades
benéficas para la salud, tal como, la flor de granada (Punica granatum L.), la cual

se ha recetado en la medicina ayurvédica para el tratamiento de la diabetes.



Punica granatum L. es un arbol distribuido originalmente en el Cercano
Oriente; su cultivo se extendio desde la cuenca del Mediterraneo a México despueés
de la colonizacidén espafiola y se adaptd bien a las regiones semiaridas del centro

de México.

Estudios relacionados con extractos de flor de granada han mostrado una
actividad hipoglucemiante, una reduccion del colesterol total, triglicéridos y LDL-C
en suero y un efecto antioxidante potente. Se ha demostrado que los compuestos
fendlicos contenidos en la flor se asocian con un efecto antidiabético y antioxidante.

Actualmente en México, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) esta implicado en la mejora genética de la granada
con el objetivo de aumentar la calidad y la productividad de los huertos de granada
en beneficio de los pequefios agricultores. Este estudio se centra en la
investigacion de los efectos de extractos acuosos de selecciones mejoradas de flor
de granada sobre la hiperglucemia, hiperlipidemia, dafio renal y su actividad
antioxidante en ratas diabéticas.



IIl. ANTECEDENTES

[1.1 Diabetes mellitus.

[1.1.1 Definicion.

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronico-degenerativa. Se
caracteriza por la elevacion de los niveles de glucosa en sangre (2126 mg/dL o 7.0
mmolL/L), defectos en la secrecidn o accion de la insulina y por alteraciones en el
metabolismo de lipidos y de las proteinas. Estos trastornos, principalmente la
hiperglucemia, se han asociado con una disfuncion y eventualmente un deterioro

de 6rganos, especialmente del rifién, nervios, 0jos, corazdn y vasos sanguineos.

[1.1.2 Clasificacion de la diabetes mellitus.

De esta enfermedad se conocen dos tipos: diabetes tipo 1 o dependiente de
insulina y diabetes tipo 2 o0 no insulino dependiente. Esta caracterizacion dada por
la OMS, depende del cuadro clinico que muestre el paciente, haciendo posible su

identificacion, diferenciacion, estado y tratamiento (The Expert Comite, 2003).

[1.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1.

Esta enfermedad se desarrolla por una destruccibn autoinmune de las
células B del pancreas, ocasionando una progresiva deficiencia en la produccién de
insulina. Por ello se considera como una enfermedad autoinmune multifactorial que
parte de una interaccion compleja entre una susceptibilidad genética, poligénica e
interactuando factores agresivos del medio ambiente (Zarate y Hernandez, 2007).
La sintomatologia clasica (poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de peso y
cetoacidosis) se presenta cuando la tasa de destruccion de las células B
pancreaticas llega a un valor critico, presentandose de manera mas rapida en nifios

gue en adultos, causando insulinopenia e hiperglucemia (The Expert Comite, 2003).
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[1.1.2.2. Diabetes mellitus tipo 2.

En la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tejidos como el adiposo y el musculo-
esquelético son incapaces de responder a la accion de la insulina (resistencia a la
insulina), lo que conlleva a una disminucion en la captacién de glucosa. La
resistencia a la insulina en el higado ocasiona que la sintesis de glucégeno en
paciente con DM2 sea 50% inferior que en sujetos sanos, provocando un estado
hiperglucemico en ayunas por el incremento de la sintesis hepatica de glucosa
(Schinner y col., 2005).

Esta enfermedad esta condicionada tanto por factores genéticos como
ambientales. Entre los factores ambientales se tienen la edad, el tipo de
alimentacion y el estilo de vida. Su desarrollo se presenta en mayor medida en

edad adulta y en pacientes con problemas de obesidad (The Expert Comite, 2003).

II.2 Diabetes y estrés oxidativo.

Baynes (1991) menciona que el desarrollo de las complicaciones diabéticas,
debido al estrés oxidativo se da por un dafio tisular que producen los radicales
libres. De esta manera, se correlaciona el estrés oxidativo con el desarrollo de la
nefropatia diabética (ND) y las complicaciones cardiovasculares (Giugliano y col.,
1996).

Los niveles elevados de glucosa en sangre, que se van generando en el
desarrollo de la diabetes y en la diabetes cronica, producen una serie de
complicaciones asociadas a dafos patologicos, como los son: dafios micro
vasculares en la retina, nervios periféricos y glomérulos; siendo este ultimo uno de
los causales que mas muertes provoca. Existen cuatro mecanismos que

contribuyen al estrés oxidativo:



Ruta de los polioles y actividad de la aldosa reductasa: La aldosa-reductasa
(AR) es la primera enzima de la via de los polioles, encargada de catalizar la
reduccion de una amplia variedad de compuestos carbonilo, incluyendo las
hexosas. Esta enzima tiene muy baja afinidad por la glucosa, pero en
presencia de hiperglucemia, se activa y aumenta la produccién de sorbitol, lo
que conlleva a una disminucién de NADPH, iniciandose su propio proceso
metabdlico e interfiriendo con la via glicolitica normal (Figura 1). El consumo
de NADPH favorece el estrés oxidativo, al disminuir el cociente glutation
reducido/oxidado, lo cual acelera los procesos de glucosilacion, asi como
aumenta la actividad de la via de las pentosas, activando a su vez a la PKC
(Chung y col., 2003).

Incremento en el flujo de metabolitos a través de la via de la hexosamina
(fructosa-6-fosfato): La acumulacion de fructosa puede contribuir en la
activacion de la via de las hexosaminas, debido a que la formacién de la
glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de la fructosa-6-fosfato, la
cual se ve incrementada. La activacion de esta via ha sido asociada con el
desarrollo de resistencia a la insulina (McClain y Crook, 1996), lo que puede
estar mediado por la estimulacion en la expresion de genes como el TNFa y
B (Kolmy col., 1998).

Activacion de la proteina kinasa C: La PKC es la responsable de la
fosforilacion de proteinas implicadas en la transduccién de sefales
intracelulares, cuya consecuencia es la regulacion de funciones vasculares
mediante la activacion de factores de transcripcion, lo cual produce la
expresion de genes, principalmente de algunas citocinas pro-inflamatorias
(Brownlee, 2001).

Generacion de productos de glicosilacion avanzada (AGEs): La glicosilacion

avanzada es el proceso no enzimatico por el cual se da la union de azucares



reductores como la glucosa, a diferentes moléculas como proteinas. Se han
descrito receptores para estas moléculas (RAGE) que se expresan en
diferentes regiones del tejido renal. La union a estos receptores determina la
activacion de diversas vias de sefalizacion intracelular, con la subsiguiente
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), la activacion de
factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-kB), liberacion
de citocinas inflamatorias y la expresion de moléculas de adhesion como
VCAM-1 e ICAM-1; elementos relacionados con procesos de inflamacion y

dafo vascular (Huebschmann y col., 2006; Tan y col., 2007).

NADPH NADP+ NAD* NADH
T Glucosa .
* T Sorbitol T Fructosa
T Via de los polioles
Glucosa-6-P
v GFAT
T T Glucosamina- 6-P *f' UDP-GIcNAc
Fructosa-6-P o

Via de la hexosamina
NADH NAD+*
Porap Dbt oot 4 DAG> PKC
el Activacion de la proteina cinasa C (PKC)

T Gliceraldehido-3-P
NAD*

NADH

1,3-Difosfoglicerato

Figura 1. Mecanismos metabdlicos relacionados con la hiperglucemia
(Brownlee, 2001).

El desorden metabdlico que ocasiona la alteracion de los niveles de glucosa

en sangre, asi como los factores ambientales y genéticos del individuo, determinan

la generacion de una importante cantidad de moléculas oxidantes, entre las que se



destacan las especies reactivas del oxigeno (ERO), como el peroxido de oxigeno y
el anion superoxido. Para su eliminacion, el organismo dispone de un sistema de
defensa antioxidante como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa, (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GR), glutation-S-transferasa (GST),
y NADPH, asi como el cofactor del glutation (GSH) (Gutterdge y Halliwell, 2000).

El estrés oxidativo, ha sido relacionado con importantes acciones de dafio
como: peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, dafio de acidos nucleicos,
induccion de factores de transcripcion como NF-kB, estimulacion de la hipertrofia y
proliferacion celular o induccién de apoptosis (Tan y col., 2007). La auto-oxidacién
de la glucosa, los productos de glicosilacion avanzada, la via de los polioles, el
aumento de NADH vy, de manera critica, las alteraciones del metabolismo
mitocondrial son rutas que activan la generacién de ERO. La mayoria de estos

criterios estan relacionados con dafio vascular e inflamacion.

[I.3 Mediadores de la inflamacion y su relacion con las complicaciones de la

diabetes.

Varios estudios han demostrado que la inflamacién crénica parece ser un
componente relacionado con las complicaciones que se presentan en la diabetes.
Las proteinas de fase aguda como la proteina C reactiva (PCR), el fibrinégeno, la
proteina sérica a-amiloide y varias interleucinas son factores predictivos de
progresion y severidad de la diabetes, debido a que se asocian con la resistencia a
la insulina y disfuncion endotelial (Danesh y col., 1998; Saito y col., 2000; Ridker y
col., 2007).

Las citocinas pro-inflamatorias son producidas fundamentalmente por los
linfocitos y los macrofagos, aunque también pueden ser producidas por leucocitos
polinucleares, células endoteliales, células epiteliales y células del tejido conjuntivo
(renales, hepéticas, adipocitos y sanguineas). Se sabe que la transcripcion de las

citocinas proinflmatorias esta mediada por el factor nuclear de transcripcion NF-kB;
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el cual induce la expresion de interleucinas, factor de necrosis tumoral a (TNFa) e
ICAM y VCAM; ya que participan en el desarrollo de las complicaciones diabéticas
(Sanchez y Kaski, 2001; Evans y col., 2002). Adicionalmente, la activacion de NF-
kKB también puede llevarse a cabo por la elevacion de los acidos grasos libres e
hiperglucemia, ya que ocasionan un estado de estrés oxidativo; adicionalmente, el
dafio en el DNA, infeccién viral y radiacion UV son otras vias que activan este
factor (Figura 2). La regulacion de NF-kB, es critico ya que se relaciona con un gran
numero de trastornos cronicos incluyendo diabetes y ateroesclerosis (May y Ghosh,
1997).

[1.3.1 Enfermedades cardiovasculares.

La dislipidemia es un factor importante en el desarrollo de aterosclerosis, se
caracteriza por un incremento de las concentraciones de triglicéridos en sangre,
disminucién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y un aumento de
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Durante la diabetes, existe una incapacidad
para almacenar acidos grasos en el adipocito, por lo que aumenta su flujo del
torrente sanguineo al higado, ocasionando un incremento en la formacién de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). La hidrélisis mediada por la
lipoproteina lipasa y lipasa hepatica genera particulas de LDL pequefas y densas,
las cuales son mas susceptibles al estrés oxidativo y poseen una mayor capacidad

de filtracion en la pared arterial.

Por otro parte, las moléculas de adhesion tales como VCAM e ICAM, atraen
monocitos que maduran a macréfagos dentro de la arteria e internalizan las LDL
oxidadas transformandose en células espumosas, las cuales producen mas
radicales libres y liberan nuevas citocinas para la atraccion de macrofagos
(Sanchez y Kaski, 2001; Gonzélez-Maqueda, 2007; Palma, 2007). Estos procesos

son claves en el desarrollo y la progresién de la aterosclerosis.



Hiperglucemia TNF
Estrés oxidativo Toxinas

\\//

NF-KB Citocinas
ﬁ o
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Moleculas

de adhesion

- NF-kB-

Figura 2. Modelos de activacion del NF-kB, mediado por el aumento de glucosa,
estrés oxidativo, citocinas y acidos grasos libres, para la transcripcion de proteinas
inflamatorias.

11.3.2 Nefropatia diabética.

El estado de hiperglucemia cronica, en la diabetes, se ha asociado con el
aumento en las ERO, ocasionando que se desarrollen complicaciones como la ND
(Hay col., 2008). Esta complicacion se caracteriza por un deterioro progresivo en la
funcién renal, lo cual se refiere, principalmente, a alteraciones en la eficiencia de la
filtracion de sangre en los riflones a nivel glomerular. La presencia de
microalbumina, proteinas o células epiteliales en la orina se relaciona directamente

con disfuncion renal (Wolf y col., 2002).

La elevacion de niveles plasmaticos de citocinas, como TNF-ao e IL-6, se
correlaciona con la progresion de la ND (Esposito y col., 2002; Gomez—Fernandez
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y col., 2004), debido a que células renales como las células endoteliales,
mesangiales, glomerulares y tubulares, expresan la proteina TNF-a, la cual
estimula la expresion de moléculas de adhesion, como: VCAM e ICAM; estas se
relacionan con procesos inflamatorios (Navarro, 2003). De aqui que el desarrollo de

la ND llegue a provocar la perdida del érgano.

II.4 Papel del receptor gamma activado del peroxisoma proliferador (PPAR-y) y su
relaciéon con las complicaciones de la diabetes.

Los PPARs pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y son
factores de transcripcion ligando dependientes que heterodimerizan con el receptor
retinoico X y reconocen elementos de respuesta localizados en la region promotora
de genes diana (Figura 3). Ademas de la participacion directa en la transcripcion de
genes, los PPARs, también reprimen la transcripcion de genes producidos por
factores de transcripcion proinflamatorios, NF-kB, proteina activadora 1 (AP-1) y el
transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT-1); a través de la union
y el secuestro de sus cofactores correspondientes. Se han descrito tres formas de
los PPARs: PPAR-a, PPAR-6/B y PPAR-y. Tanto PPAR-a como PPAR-y juegan un
papel importante en la diferenciacion de células y la regulacion de procesos de
inflamacion. Recientemente, PPAR- 8/B se ha relacionado con la respuesta inmune
(Fany col., 2008).

Por otra parte, el receptor mas estudiado y caracterizado de este grupo es
PPAR-y. Este receptor se expresa en el tejido adiposo, rifidén, tejido muscular, bazo,
intestinos y pancreas; se involucra en el control general de la transcripcion de
numerosos procesos celulares, incluyendo el metabolismo de lipidos, homeostasis
de la glucosa, procesos de diferenciacion celular y procesos inflamatorios (Francis y
col., 2003; Gilden y Van Bilsen 2003).
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Figura 3. Representacion esquematica del receptor y activado del peroxisoma
proliferador y del receptor X retinoide, que actian conjuntamente. En el nucleo de
diversos tipos celulares regulan la transcripcion de proteinas claves en el

desarrollo del proceso de la ateroesclerosis y de la resistencia a la insulina.

De acuerdo a los aspectos anteriores,

PPAR-y ha sido un blanco

farmacoldgico para el tratamiento de las complicaciones de la diabetes, ya que su

activacion regula la expresion de genes que promueven la sensibilidad a la insulina

y el metabolismo de la glucosa. Se ha observado que en pacientes diabéticos con

insuficiencia renal que sufren glomerulopatia (la cual se caracteriza por la presencia

de glomeruloesclerosis, aumento en el grosor de la membrana glomerular basal,

hipertrofia glomerular) promueve una reduccion progresiva en la tasa de filtracion

glomerular y reduccion en la expresion de los niveles de ARNm de PPAR-y, que se

asocia a la acumulaciéon de matriz como el colageno IV y glomerulonefritis. Por lo
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que, la activacion de este receptor es importante, ya que reduce complicaciones
renales como la albuminuria, previene el desarrollo de glomeruloesclerosis y
glomerulonefritis mediante la supresion de NF-kB (Figura 4), TGF-B, VEGF, PAI-1,
colageno IV y moléculas de adhesion (Utpal y Suresh, 2010).

i Drogas antidiahéticas
e Acidos grasos

Factor de crecimiento

Acidos grasos
<L intracelulares v

metabolitos
< s (Prostaglandinas, PGJ2)
N\ / COX2
@ IL1 Distinucion de la inflamacion
Moduladores ,_ TNE

Diferenciacidn de

aP2 adipocitos

ADRP

LPL Incremento del

Adipo almacenamiento de

C/EBP lipidos
Efecto antidiabético

Genes diana

|Respuesta hioldgica

Figura 4. Activacion de PPAR-y y sus efectos bioldgicos.
[1.5 Tratamientos para la diabetes.
En todo el mundo existen plantas con un potencial benéfico para la salud,
dentro de estas se encuentra la flor de granada, la cual ha sido prescrita en la

medicina tradicional Unani y Ayurvedic, para el tratamiento de diversas

enfermedades, dentro de las cuales se encuentra la diabetes.
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Dados los aspectos anteriores, se buscan tratamientos, en donde el primer
blanco en el paciente diabético sea el control glucémico, asi como una adecuada
ingesta de nutrientes, que se enfoque al mantenimiento del peso corporal, niveles
optimos de glucosa y lipidos. Alterno a esto, también se buscan tratamientos que
tengan efecto sobre diversos mecanismos, como captacion de radicales libres,
inductores de respuesta de defensa celular, inhibidores de NF-kB, inductores de la
expresion de PPAR-y (Figura 4), entre otros (Kanitkar y col., 2008).

I1.6 Flor de granada (Punica granatum L.) y su relacion con la diabetes.

[1.6.1 Generalidades.

Punica granatum Linn pertenece a la familia Punicaceae, conocida
comunmente como granada, es un arbol pequefio que mide entre 3 y 6 m de altura,
sus hojas son opuestas, lanceoladas y de un color verde-rojo; tiene flores de color
rojo naranja, la mayoria de ellas son solitarias aunque a veces se encuentran
unidas 2-4; los frutos son globosos y rojos, con numerosas semillas carnosas,
comestibles y de color rojo (Vit y Corao, 2004); es originaria de Europa y sur de
Asia. En México, las principales regiones productoras en México son: Guanajuato,
Oaxaca, Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi y Aguascalientes; siendo la regién del
Bajio, una de las zonas en donde se da una mayor produccién, debido a que las

condiciones climaticas de la zona favorecen su cultivo.

Por otra parte, el fruto del arbol de la granada se ha estimado durante mucho
tiempo como una fuente nutricional de alimento, ya que contiene pequefas
proporciones de fibra alimentaria y sodio, es rica en potasio y aporta cantidades
considerables de calcio, magnesio, fosforo, hierro y vitamina C; ademas de que
contiene importantes compuestos bioactivos, tales como: &cido galico, acido
elagico, punicalagina, catequina, entre otros (Wang y col., 2010). Esto a dado pauta
a que se investiguen otras partes de la planta con posible beneficio sobre la salud,
tales como la flor de granada. Esta ha sido utilizada con fines terapéuticos
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relacionados con la diarrea crénica, disenteria, colitis y trastornos uterinos
(Sivarajan y col., 1994; Warrier y col., 1995). En la medicina tradicional se ha

prescrito a la flor de granada para el tratamiento de la diabetes.

11.6.2 Efecto antidiabético de la flor de granada.

Estudios relacionados con extractos de flor de granada han mostrado una
importante actividad hipoglucemica (Li y col., 2005), tolerancia a la glucosa,
disminucién de triglicéridos (TG), colesterol total (CT) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL-C); asi como un incremento en las lipoproteinas de alta densidad
(HDL-C) en suero (Bagri y col., 2009) y un potente efecto antioxidante (Gurpreet y
col., 2006). Se ha demostrado que el efecto antioxidante y antidiabético de las
flores y jugo de granada esta asociado con su contenido de compuestos fendélicos
(Faria y col., 2007; Tzulker y col., 2007). Adicionalmente, la activacién de PPAR-y
se ha visto implicada en tratamientos con extractos de flor de granada; en donde la
administracion a largo plazo de un extracto de flor de granada mejora el

metabolismo de lipidos, mediado por la activacion de PPAR-y (Huang y col., 2005).

En base a lo anterior se demuestra que la flor de granada presenta
propiedades antidiabéticas importantes. Sin embargo, no existen trabajos que
reporten los efectos del consumo de extractos acuosos de flor de granada sobre
dafio renal, por lo que en este trabajo se propone evaluar el efecto de extractos
acuosos de flor de granada sobre hiperlipidemia, hiperglucemia y dafio renal en

ratas diabéticas.
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Il. HIPOTESIS
Los extractos acuosos de flor de granada de selecciones mejoradas poseen

un potencial antioxidante e hipoglucemiante capaz de proteger contra dafio renal,

en un modelo de diabetes tipo 1.
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IV. OBJETIVOS

V.1 General.

Evaluar el efecto de extractos acuosos de flor de granada (Punica granatum
L.) de selecciones obtenidas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias sobre el control de las complicaciones de la diabetes, como
hiperglucemia y dafio renal, en un modelo animal de diabetes, tipo I, inducida con

estreptozotocina (STZ).
IV.2 Especificos.
e Cuantificar los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro de los
extractos acuosos de las selecciones mejoradas de flores de granada

(Punica granatum L.).

e Determinar el efecto de los extractos acuosos de flor de granada sobre la

hiperglucemia e hiperlipidemia en ratas diabéticas inducidas con STZ.

e Evaluar el efecto protector de la flor de granada sobre el dafio renal,

mediante marcadores bioquimicos y moleculares.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales.

V.1.1 Productos quimicos y reactivos.

e 2,2 '-azino-bis (4cido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico) (ABTS).

e 6-hidroxi-2-tetramethylchroman-2-acido carboxilico (Trolox®).

e Folin-Ciocalteus de la marca Sigma-Aldrich (Stainheim, Germany).

e Estreptozotocina (STZ) de la marca Sigma®.

e Tiras reactivas para la determinacibn de glucosa en suero, marca
ACCUTREND.

e Tiras reactivas para el examen general de orina, Multistix 10SG, marca
Bayer.

e Tiras reactivas para la determinacién de Microalbumina en orina, Clinitek,
marca Bayer.

e Kits para la determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL en
suero, marca Randox Laboratories.

e Anticuerpos monoclonales de PPARy y Actina de la marca Santa Cruz.

e Soluciones de revelado y placas fotograficas marca Kodak.

e Kit Rneasy para extraccion de RNA por columna marca QIAGEN.

e Kitde RT-PCR One Step.

V.1.2 Material biologico.

Las flores de granada se obtuvieron a partir de la cosecha de abril del 2008
en la Estacion de Investigacion Bajio (INIFAP), ubicado en Celaya, Gto, México.
Las selecciones que se utilizaron fueron: 37-12, 39-12, 38-7, 36-3, 38-2, 39-9, 31-6,
39-7 y 34-1, caracterizadas por su color naranja, rojo y rojo obscuro y floracion

abundante. Las flores fueron recogidas después de su caida natural en una malla
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de tela de polipropileno (Agribon ®) para evitar contaminacion con el suelo. La tela
fue colocada debajo de las copas de los arboles. Posteriormente fueron secadas al

sol durante tres dias.

Para los estudios in vivo se utilizaron ratas Wistar macho (250-300 g de peso
corporal), obtenidos de Rismart SA, México. Los animales permanecieron a 20-25
°C con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas y con libre acceso al agua y una dieta

base (Zeigler rat chow).

V.2 Métodos.

V.2.1 Preparacién del extracto acuoso de flor de Punica granatum (FPG).

1 g de la flor molida se adicioné a 100 mL de H,O-destilada, posteriormente
se puso en ebullicién durante 10 min y se agité durante 1 h y se filtré en papel filtro
Whatman 3 Chr. Finalmente, se restituyd el volumen para obtener una

concentracion final al 1 % (peso/volumen).

V.2.2 Determinacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se determind usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Este método se
basa en la oxidacion de los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu,
el cual esta formado por una mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico
gue se reduce por accion de los fenoles, en una mezcla de Oxidos azules de
tungsteno y de molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a una longitud de
onda de 760 nm.

Para la cuantificacion de fenoles totales, se utilizaron 20 uL del extracto y se

llevaron a un volumen total de 500 uL, esto se mezclé con 250 uL del reactivo de
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Folin-Ciocalteu (1 N) y después se adicionaron 1250 uL de Na,CO3 (20 %), se dejo
reposar en obscuridad por 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo,
se leyo la absorbancia a 760 nm. La cuantificacion se realiz6 interpolando los
resultados en una curva estandar de acido galico (0 a 20 ug). Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido géalico (AG) por gramo de flor seca (mg

eqg. AG/g de flor seca).

V.2.3 Determinacién de antocianinas.

La extraccion y cuantificacién de antocianinas se llevé a cabo por el método
de Abdel-Aal y Hucl (1999). 500 pL del extracto se mezclaron con 4 mL de etanol
acidificado (etanol en HCI 1N, 85:15 V/V). La solucion se ajust6é a pH 1 con HCI 1N
y se agitd por 30 min. Posteriormente se centrifugd a 27,200 g por 30 min y se
recuperd el sobrenadante, el cual se llevd a un volumen final de 10 mL. La
absorbancia se midi6 en un espectrofotometro UV-visible a 535 nm y la
concentracion de antocianinas totales en la muestra (mg/g) se calculd6 como

cianidina 3-glucdsido, segun la siguiente formula:

C= (Ale) x PM x (V/0.5) x 1000 x (10 mL/1 g de muestra)
Donde:
C.- Concentracion de antocianinas totales (mg/g de flor seca).
A.- Lectura de la absorbancia,
£.- Coeficiente de absortividad molar de la cianidina 3-glucésido (25 965 cm™ M™),
V.- Volumen total del extracto

PM.- Peso molecular de la cianidina 3-glucésido (449 g/mol).

V.2.4 Ensayo de ABTS.

La capacidad antioxidante in vitro se evalio por el método de Arts y col.,
(2003), mediante el ensayo de ABTS. Para producir el radical, el ABTS (2,2"-
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azinosbis-(2-aminodinopropano-HCI)) se mezcl6 12 h antes de su uso con
persulfato de potasio 2.5 mM. El radical se diluyé con una solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.4 hasta obtener una absorbancia final de 0.7 £ 0.02 a una longitud
de onda de 734 nm. Al obtener la absorbancia adecuada, se mezclo la solucion de
ABTS" con la muestra, en una relacién de 1:100 (1 uL de muestra en 99 uL de
ABTS") y se midi6 la absorbancia de la muestra a los 6 minutos de transcurrida la
reaccion y a la misma longitud de onda. Para obtener los equivalentes de trolox
(mM eq. de trolox/g de flor seca), se realizé una curva estandar de trolox preparado
con etanol (0-800 uM). La concentracion de equivalentes de trolox se calculd
mediante la relacion lineal de la disminucion de la absorbancia en una relacion

molar.

V.2.5 Estudios in vivo.

V.2.5.1 Induccién de la diabetes.

La diabetes, en los animales, fue inducida con una inyeccion intraperitoneal
(i.p) de estreptozotocina (STZ 50 mg/kg de peso corporal) diluida en un buffer de
citratos (0.1M, pH=4.5) después de un periodo de ayuno de 12 h. El desarrollo de la
diabetes se confirmé mediante la concentracién de glucosa en suero, una semana
después de la induccién con STZ. Ratas con niveles de glucosa entre 180-240

mg/dL fueron consideradas para el experimento.
V.2.5.2 Grupos de estudio.

Las ratas se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de 7 animales cada
uno; control sano, control diabético, diabético con extracto (38-2), diabéticos con

extracto (39-7). El extracto acuoso de FPG (1%) se administré 7 dias después de

la induccion con STZ, durante tres semanas. Los niveles de glucosa en sangre en
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ayuno y el aumento de peso se determinaron semanalmente. El consumo de

alimento y de agua potable se registré diariamente.

V.2.5.3 Determinacion de glucosa.

El nivel de glucosa (mg/dL) se cuantifico en la sangre obtenida de la vena
caudal de los animales (localizada en el extremo de la cola del animal), con un
minimo de 8 h en ayuno. Para ello, se utiliz6 un glucémetro de la marca ROCHE,
cuya sensibilidad va de 20-600 mg/dL de glucosa y tiras reactivas de la marca
Acccutrend.

La medicion se lleva a cabo a través de bioamperometria, la cual mide la
corriente generada al convertir la glucosa de la muestra de sangre (colocada sobre
la tira) en gluconolactona por la enzima deshidrogenasa.

V.2.6 Sacrificio y obtencion de muestras.

Al final de las tres semanas de estudio, se sacrificaron las ratas por medio de
anestesia con éter etilico. Una vez anestesiadas, se tomaron muestras de sangre
por medio de puncién cardiaca y se corté la arteria principal. Posteriormente se
extrajeron los rifiones, los cuales se pesaron e inmediatamente se congelaron en

nitrégeno liquido para almacenarse a -70 °C hasta su utilizacion.
V.2.7 Determinacion del perfil de lipidos.

Se obtuvo el suero a partir de la sangre obtenida en el sacrificio de los
animales. La determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL se

realizo utilizando kits enzimaticos estandares de la marca Randox (Atrim, Reino
Unido).
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a) Los triglicéridos presentes en suero reaccionan con una lipasa para formar
glicerol. El glicerol, convertido a glicerol-3-fosfato por la enzima glicerol cinasa,
reacciona con la enzima glicerol fosfato oxidasa para formar fosfato de
dihidroxiacetona y peroxido de hidrégeno, el cual reacciona con la enzima con 4-
aminoantipirina/p-clorofenol y a través de la enzima peroxidasa se lleva a cabo la
formacion de un compuesto de color rojo intenso llamado quinoeimina, el cual se

lee espectrofotometricamente a una longitud de onda de 500 nm.

b) El colesterol se determina con el indicador quinoneimina que se forma a
partir de peroxido de hidrégeno y 4-amino-antipirina en presencia de fenol y
peroxidasa. Los ésteres de colesterol presentes en la muestra reaccionan con la
enzima colesterol esterasa para liberar colesterol, que al reaccionar de nuevo con
esta enzima produce colesten-3-ona y peréxido de hidrégeno, a partir del cual se
obtiene el indicador antes mencionado, que se lee a una longitud de onda de 546

nm.

c) Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de
quilomicrones precipitan cuantitativamente al afadir acido fosfotungstico en
presencia de iones magnesio. Después de centrifugar, la concentracién de
colesterol se determinara en la fraccion HDL que queda en el sobrenadante. Por lo
gue esta determinacion se basa en el mismo principio que la determinacién

enzimatica de colesterol.

La concentracion de LDL se determind por medio de la férmula de
Friedewald (Rijks, 1995).

V.2.8 Evaluacion del dafio renal en ratas diabéticas.

Para evaluar el dafio renal, se realizaron determinaciones de parametros
bioquimicos y moleculares. Tales parametros constaron de la determinacion del

peso relativo del rifidn, proteina y microalbumina en orina; en riidn se determino el
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contenido de GSH y la actividad de GST en un homogenizado de este érgano;
ademas se determind la expresion de la proteina PPAR-y y el transcrito de VCAM-

1 en rifidén, para evaluar el estado inflamatorio.

V.2.8.1 Determinacion de microalbumina y proteina en la orina.

Los animales fueron separados en jaulas individuales sin alimento y con
acceso libre a agua. La orina se recolectd en un lapso de 12 h, previas al sacrificio,
para estudios bioguimicos. Para la determinacion de proteinas se emplearon tiras
reactivas Multistix 10SG. La lectura de ambos parametros se realizd en un
analizador Clinitek. Para la deteccion de microalbumina se utilizaron tiras reactivas

Microalbumin cuya lectura se realizd en el mismo equipo.

V.2.8.2 Determinacion de la actividad de glutation-S-transferasa (GST).

El tejido de rifidn se homogenizo en una solucién de Tris-HCl/sacarosa 50
mM-0.25 M, pH 7.0, en un politron y se centrifugé a 10,000 g por 20 min a 4 °C. El
sobrenadante se retird con cuidado y luego se centrifug6 a 100,000 g durante 1 h a
4 °C (Ramos-Gbémez y col., 2001) obteniéndose la fraccion citosolica. Todas las

fracciones citosolicas o sobrenadantes se almacenaron a -70 °C hasta su andlisis.

La actividad de GST fue estimada por el método de Habig y col, (1974). La
mezcla de reaccion consistio en 50 pL de citosol diluido, 100 puL de GSH (3 mM)
150 pL de CDNB (2 mM) (diluidos en buffer de fosfatos 0.1M, pH 6.5). Los cambios
en la absorbancia se registraron a 340 nm y la actividad enzimética se expreso
como nmol de GST/min*mg de proteina usando un coeficiente de extincion molar
de 9.63 mM*tcm™.
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V.2.8.3 Estimacion de glutation reducido (GSH) por medio de (DTNB).

La GSH se determin6 por el método de Ellman’s (1959) basandose en la
habilidad del grupo SH para reducir el DTNB (5,5 dithiobis-(2-acido nitrobenzoico)).
150 pL de la fraccién citosélica se precipitaron con 30 pL de acido tricloroacético
(20% v/v) en un volumen total de 300 pL. La mezcla de reaccién consistio en 150
pL buffer Tris-EDTA (pH 8.2), 50 yL del sobrenadante, 80 uL de metanol y 20 pL de
DTNB, el desarrollo de color se midio a 412 nm. La concentracion de GSH en las
muestras se determindé usando una curva estandar de GSH (0 a 200 pM). El
contenido de GSH se expresé en ug de GSH/mg de proteina. La concentracion de
proteinas en la fraccidon citosolica se determin6 con el acido bicinconinico (BCA)
protein assay (Pierce Inc., Rockford, IL), usando albumina de suero bovino como

estandar.

V.2.8.4 Determinacion de los niveles de la proteina PPAR-y en rifidn.

Esta determinacién se realizé mediante la técnica molecular de Western blot,
utilizando un anticuerpo mononuclear de ratén para el factor de transcripcion

PPAR-y, de la marca Santa Cruz Biotechnology.

El tejido de rifibn se homogenizd en una solucién de lisis con una mezcla de
inhibidores de proteasas. El homogenizado se agit6 por 45 min a 4 °C y
posteriormente se centrifugd a 16000 g por 30 min a 4 °C. La concentracion de
proteinas en el lisado se determind mediante el método Lowry y col. (1951).
Posteriormente, se llevo a cabo la digestion de las muestras y se realiz6 una
electroforesis SDS-PAGE para la separacion de las proteinas presentes en las
muestras. Una vez transcurrida la electroforesis se llevo a cabo una transferencia
semi-seca, empleando una membrana de nitrocelulosa. Finalmente se realiz6 un
inmuno-blot. Las membranas se incubaron con el primer anticuerpo (1:1250)
durante 2 h 30 min. Las membranas se incubaron con el segundo anticuerpo

durante 1 h con una dilucion 1:1000. Las proteinas fueron detectadas por
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quimioluminiscencia y el revelado se realizé en peliculas fotograficas Kodak (USA),
empleando una solucion reveladora y una fijadora. Las peliculas se digitalizaron y
se obtuvo el area de pixeles de las bandas mediante el programa ImagenJ 1.39d.
Para cuantificar la expresion de la carga de proteina en la membrana, ésta se
normalizé con la proteina B-actina. B-actina se determiné mediante re-blotting de
las membranas. Los valores fueron reportados como la relacion del area de pixeles

entre la proteina de interés y la proteina p-actina.

V.2.8.5 Determinacion de la expresion del transcrito de VCAM-1 en rifidén por RT-
PCR.

V.2.8.5.1 Aislamiento de RNA.

La extraccion de ARN total se realiz6 por medio de un kit de extraccion en
columna (RNeasy), el cual se basa en la union del ARN con la membrana de la
columna, por medio de soluciones que contienen altas concentraciones de sales,

permitiendo que el ARN total se una a la membrana silica.

De los rifiones almacenados a -70 °C se tomdé una fraccion de 20-30 mg.
Inmediatamente, se trituré en nitrégeno liquido y se homogeniz6 con buffer RLT. Se
adiciono al lisado un volumen de etanol al 70%. La muestra se colocé en la
columna y se realizaron 4 lavados. Finalmente, el ARN unido a la membrana, fue
eluido con agua libre de RNasas y se determind la concentracion y pureza por
espectrofotometria.

V.2.8.5.2 Transcripcién y amplificacion.
Los niveles relativos de ARNm se evaluaron mediante la transcriptasa

reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), usando la
enzima SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Tag (Invitrogen). Para la

25



amplificacion, se disefiaron secuencias especificas para las proteinas de interés
(Cuadro 1).

Los productos de PCR fueron analizados mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, el cual se tifi6 con bromuro de etidio. La imagen del gel se
captur6 digitalmente con un foto-documentado (Bio-Rad, USA) y analizada con el
programa Imagend 1.39d. Los valores del RT-PCR se presentaron como la relacion
de la sefial especifica del gen en el ciclo de amplificacion lineal seleccionado
dividido entre la sefial de GADPH.

Cuadro 1. Secuencia de primers para la amplificacion por PCR.

Secuencia Longitud Temperatura Ciclos

(bp)  Alineamiento (n)
(°C)

GAPDH

575 58 35
Sentido 5. TGCCACTCAGAAGACTGTGG-3'

Antisentido  5-TGTGAGGGAGATGCTCAGTG-3'
VCAM-1 785 55 35
Sentido 5-CGGTCATGGTCAAGTGTTTG-3’

Antisentido 5-CTCCAGTTTCCTTCGCTGAC-3

V.2.10 Analisis estadistico.

Todos los datos se presentaron como la media * error estandar (EE) de un
analisis por triplicado. Las diferencias en el contenido fendlico y capacidad
antioxidante entre los extractos acuosos de las flores se calcularon mediante un
analisis de varianza (ANOVA), seguido de la comparacién de las medias por el
método de Tukey-Kramer. Para el estudio in vivo, la diferencia entre grupos se
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calcul6 comparando las medias de cada tratamiento con el control diabético por el
método de Dunnet. Adicionalmente, la diferencia entre tratamientos se calculd
comparando las medias por el método de la t-student. Los datos se analizaron con

el paquete estadistico JMP 5.0.1.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Composicién quimica y capacidad antioxidante in vitro de los extractos de
FPG.

El Cuadro 2 muestra el contenido de fenoles totales, antocianinas y
capacidad antioxidante de los extractos acuosos de diferentes selecciones de flores
secas de granada. Se observa que las flores de color naranja contienen una
concentracion de fenoles totales que va de 174 a 203 mg eq. AG/qg, las flores de
color rojo contienen entre 147-187 mg eq. AG/g y las flores rojo obscuro 96-119 mg
eg. AG/g. En contraste, el contenido de antocianinas fue mas alto en las flores de
color rojo obscuro (1.08-1.81 mg/g) y en las flores de color rojo (1.17-1.53 mg/qg),
comparando con las flores naranjas (0.31-0.88 mg/qg); siendo las selecciones 38-7
(1.81 mg/g) y 38-2 (1.53 mg/g) las que contienen mayor concentracion de
antocianinas. Adicionalmente, se observa que el extracto acuoso de la seleccion
39-9 mostré la mayor capacidad antioxidante (1011 mM eq. Trolox/g de flores
secas). Similares resultados se observaron para las selecciones 34-1 y 39-7 (990
mM eq. Trolox/g y 968 mM eq. Trolox/g, respectivamente).

Los resultados sugieren que las selecciones 39-7 y 34-1 asi como las
selecciones 39-9 y 38-2 podrian ser los materiales mas interesantes para evaluarse
el efecto protector contra la diabetes, considerdndose de mayor importancia las

selecciones 38-2 y 39-7 para el estudio in vivo.

VI.2 Efecto del extracto de FPG sobre hiperglucemia en ratas diabéticas.

La Figura 5 muestra los niveles de glucosa en sangre en ratas sanas,
diabéticas y diabéticas con tratamiento durante un periodo experimental de 3
semanas. Tras la administracion de STZ, los grupos diabéticos mostraron un
incremento significativo (P < 0.05) de los niveles de glucosa (>250 mg/dL)

comparado con el control sano. De acuerdo a los niveles de glucosa en sangre se
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observa que el grupo tratado con la seleccion 38-2 ejerce un efecto
hipoglucemiante hasta la tercera semana de tratamiento.

Cuadro 2. Contenido de fenoles y capacidad antioxidantes de los extractos acuosos
de flores secas de granada (Punica granada L.).

Antocianinas (mg TEAC
eq. C3G/g de (mM eq.

flores secas) Trolox/g de
flores secas)

Fenoles totales
(mg eq. AG/g de
flores secas)

Color Selecciones
37-12 96.7+4.0 1.08+0.17" 211+21°
Rojo 39-12 108.3+7.1 1.41+0.05¢ 343+461
obscuro 38-7 119.6+5.6° 1.81+0.09" 362+19¢
36-3 147.9+3.3¢ 1.30+0.05" 674+18°
Rojo 38-2 176.32.4° 1.53+0.08° 829+68"
39-9 187.7+0.5 1.17+0.04° 1011+382
31-6 174.6+15.9° 0.31+0.06X 769+23%
Naranja 39-7 203.0+3.22 0.805+0.01' 068+412
34-1 182.4+12.6™ 0.88+0.039 990+442

Los datos se expresaron como la media + E.E de un analisis por triplicado. Diferentes
letras indican diferencia estadistica (P < 0.05) significativa entre selecciones.
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Figura 5. Efecto de los extractos acuosos de flor de granada (1%) sobre los
niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas (Los datos se expresaron como
la media + E.E., n=7. ®"Indican diferencia estadistica significativa (P <0.05) entre
grupos tratados con FPG. *Indica diferencia estadistica significativa (P < 0.05)
comparando con el control diabético. CS: control sano; CD: control diabético; 38-2:
diabético con tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento).

V1.3 Efecto del extracto de FPG sobre hiperlipidemia.

El Cuadro 3 muestra los niveles de triglicérido (TG), colesterol total (CT),
HDL-C y LDL-C en animales sanos, diabéticos y diabéticos con tratamiento. El
resultado de la administracion de STZ es la elevacién significativa (P < 0.05) de los
niveles de TG, CT y LDL-C en ratas diabéticas, sin presentar ninguna alteracion en
los niveles de HDL-C, comparado contra el control sano. En las ratas diabéticas
tratadas con la seleccién 38-2 se observa una disminucion significativa (P < 0.05)
en los niveles de TG y LDL-C comparado contra el control diabético, logrando

alcanzar los niveles que se observan en el control sano. El grupo tratado con la
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seleccion 39-7 no muestra una disminucion significativa en TG, CT y LDL-C
comparado con el control diabético. Asi mismo, ninguno de los dos tratamientos
muestra una elevacion de los niveles de HDL-C. En los parametros de TG, CT y

HDL-C, no hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre los dos tratamientos.

Cuadro 3. Efecto de los extractos de flores de granada secas sobre el perfil de
lipidos en ratas diabéticas.

Triglicéridos ~ Colesterol Total HDL-C LDL-C
Grupos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CS 62.7+4.4 50.8+2.1 20621 16.8+1.6
CD 118.2+12.6 720+ 3.2 276+x1.4 21.0+£0.5
38-2 69.0 £ 9.5* 64.0+£5.0 24.7+4.0 15.9 + 3.5%
39-7 85.0 £ 21.5 70.2+7.9 26.2+4.1 38.7+7.1°

Los datos se expresaron como la media + E.E. (n=7). *"Indican diferencia
estadistica (P < 0.05) entre grupos tratados con FPG. *Indica diferencia estadistica
significativa (P < 0.05) comparado con el control diabético. CS: control sano; CD:
control diabético; 38-2: diabético con tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento.

VI.4 Evaluacion de la funcién y dafio renal en ratas diabéticas.

VI.4.1 Determinacion de marcadores bioquimicos en orina de ratas diabéticas.

La funcién renal se evalio mediante los niveles de microalbumina y proteina
en orina, asi como el peso relativo del rifidon de los diferentes grupos de animales
experimentales (Cuadro 4). En el control diabético se elevaron significativamente (P
< 0.05) los niveles de proteina y microalbumina en orina, asi como el peso relativo
del rindn comparado con el control sano. El grupo tratado con la seleccion 38-2
muestra una reduccion significativa (P < 0.05) en los niveles de proteina y
microalbimina en orina, asi como también en el peso relativo del riidn comparando
con el control diabético. El grupo 39-7 no muestra reduccion en ninguno de los
parametros analizados con respecto al control diabético.

31



V1.4.2 Efecto del extracto de FPG sobre el contenido de GSH vy la actividad de GST.

El potencial antioxidante in vivo de los extractos de FPG se evalio mediante
los niveles de GSH y GST en tejido de rifidn de ratas sanas, diabéticas y diabéticas
con tratamiento (Cuadro 5). La administracion de STZ indujo una disminucién
significativa (P < 0.05) en los niveles GSH en el control diabético, con respecto al
control sano; sin embargo, la actividad de GST aumento en el control diabético. Los
grupos con tratamiento muestran un aumento significativo (P < 0.05) tanto en los

niveles de GSH como en la actividad de GST comparado con el control diabético.

VI1.4.3 Efecto del extracto de FPG sobre la expresion de la proteina PPAR-y en

rinén.

Para evaluar la proteccion contra dafio renal inducida por hiperglucemia e
hiperlipidemia en ratas diabéticas, se cuantificaron los niveles de la proteina PPAR-
y en tejido de rindn. Como se esperaba, los niveles de PPAR-y en ratas diabéticas
fueron significativamente menores (P < 0.05) que los niveles del control sano
(Figura 6). Sin embargo, la expresion de PPAR-y en los animales con tratamiento
(38-2 y 39-7) no aumento significativamente con respecto al control diabético. Sin
embargo, se observa una diferencia significativa (P <0.05) entre los grupos con

tratamiento, siendo mayor los nivel en el grupo tratado con la seleccion 38-2.
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Cuadro 4. Efecto de extractos de flores secas de granada sobre
parametros de funcion renal en ratas diabéticas.

Peso relativo Proteina
Grupos del rindn x (mg/24h) Microalbumina
m
1000 J (mg/24hr)
CS 6.6 £ 0.3 3.2+04 0.72+0.04
CD 122 +0.4 55+£0.8 242 +0.51
38-2 9.6 £0.2* 0.4 + 0.0% 1.46 + 0.03%
39-7 11.0+ 0.4 4.6+0.8° 2.5 +0.46"

Los datos se expresaron como la media + E.E. (n=7). ®*"Indican
diferencia estadistica (P < 0.05) entre grupos tratados con FPG.
*Indica diferencia estadistica significativa (P < 0.05) comparado con
el control diabético. CS: control sano; CD: control diabético; 38-2:
diabético con tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento.

Cuadro 5. Efecto de extractos de flores de granada seca sobre el
contenido de GSH y la actividad de GST.

GSH GST
Grupos (Hg/mg proteina) (nmol/min * mg
proteina)
CS 8.1+0.9 299 +6.0
CD 53+0.3 355+ 14.5
38-2 7.4 +0.4* 566 + 40.2*
39-7 6.9 + 0.4* 538 + 34.0*

Los datos se expresaron como la media + E.E. (n=7). *°Indican
diferencia estadistica (P < 0.05) entre grupos tratados con FPG.
*Indica diferencia estadistica significativa (P < 0.05) comparado
con el control diabético. CS: control sano; CD: control diabético;
38-2: diabético con tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento.
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Figura 6. Efecto de los extractos acuosos de flor de granada sobre los
niveles de la proteina PPAR-y en riidn (Los datos se expresaron como la
media + E.E. (n=7). *’Indican diferencia estadistica (P < 0.05) entre grupos
tratados con FPG. *Indica diferencia estadistica significativa (P < 0.05)
comparado con el control diabético. CS: control sano; CD: control diabético;
38-2: diabético con tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento).

VI1.4.4 Efecto del extracto de FPG sobre la expresion de VCAM-1

Dado que PPAR-y inhibe la expresién de VCAM-1 mediante la inhibicion del
factor NF-kB, el control diabético muestra una elevacién significativa (P < 0.05) en
los niveles de ARNm de VCAM-1 con respecto al control sano (figura 7).
Interesantemente, se observa una reduccion significativa en los niveles de ARNm

de VCAM-1 del grupo diabético tratado con la seleccion 38-2 con respecto al
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control diabético. Esto puede ser parcialmente relacionado con el aumento en los

niveles de PPAR-y en este mismo grupo.
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Figura 7. Efecto de los extractos acuosos de flor de granada sobre la expresion
de VCAM-1 en rifion (Los datos se expresaron como la media £+ E.E. (n=7).
aP|ndican diferencia estadistica (P < 0.05) entre grupos tratados con FPG.
*Indica diferencia estadistica significativa (P < 0.05) comparado con el control
diabético. CS: control sano; CD: control diabético; 38-2: diabético con
tratamiento; 39-7: diabético con tratamiento).
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VIl DISCUSION

Desordenes clinicos severos: hiperglucemia, hiperlipidemia, estrés oxidativo
y procesos inflamatorios; implican una deficiencia de sistemas enddgenos de
defensa, asi como de sus factores etiologico/patoldgico. La progresion de estos
desoérdenes puede disminuir o evitarse con la ingesta de compuestos bioactivos,
como: polifenoles, flavonoides, acidos fenolicos y antocianinas (Carmela y col.,
2007; Kati y col., 2010). Estos compuestos son un grupo importante de metabolitos
gue se presentan en una gran diversidad de extractos de plantas que, en la
mayoria de los casos, se reporta un valor terapéutico y que muestran una extrema
diversidad tanto en nimero como en tipo y concentracion. En el presente estudio se
cuantificé la concentracion de los compuestos fendlicos en extractos acuosos de
diferentes selecciones de FPG (Cuadro 2). Aviram y col. (2008) en un estudio sobre
el contenido de fenoles totales en un extracto acuoso de FPG (10 mg/mL) de la
variedad Wonderful, encontraron una concentracién de 166 mg eq. AG/g; similares
concentraciones se obtuvieron en las selecciones en estudio, con un rango entre
96-203 mg eq. AG/g de flor seca. Con respecto al contenido de antocianinas totales
no existen reportes previos para extractos de flor de granada; a excepcion de
Aviram y col. (2008) quienes reportan trazas de antocianinas. Sin embargo, en un
analisis de los compuestos que constituyen la flor de granada se ha reportado la
identificacion de dos tipos de antocianinas (perlargonidina-3,5-diglucosido y la
perlargonidina-3-glucosido) con un alto potencial antioxidante (Ali y col., 2006;
Zhang y col.,, 2011). En un extracto acuoso de flores de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) cuyas caracteristicas son similares a la flor de granada, se report6
gue la concentracion de antocianinas se encuentra entre 1.7-2.9 mg/g de flor seca
(Galicia y col., 2008). En comparacion con los resultados obtenidos en selecciones,

se encontraron concentraciones similares, que van de 0.31 a 1.81 mg/g.

El papel fisiopatoldégico que desempefian los compuestos fendlicos, como
antioxidantes, es la prevencion del dafio de los constituyentes celulares, como

consecuencia de reacciones quimicas en las que se ven involucrados los radicales
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libres. De aqui, la importancia de medir el potencial antioxidante de los extractos de
FPG, ya que genera evidencia sobre su posible valor terapéutico contra
enfermedades relacionadas con estrés oxidativo. La actividad antioxidante se
realizé por el ensayo in vitro de ABTS, el cual mide la actividad de compuestos
tanto lipofilicos como hidrofilicos para la captacion del radical ABTS'. En el
presente estudio se observa que el mayor potencial antioxidante in vitro lo
presentan las selecciones 39-9, 34-1 y 39-7, asi como la seleccién 38-2, lo cual se
relaciona con su alta concentracion de fenoles total. Estos resultados concuerdan
con lo que mencionan Elfalleh y col. (2009) respecto al potencial antioxidante de la
granada, el cual es independientemente del ensayo que se utilice y con una
correlacion entre la concentracién de fenoles totales y su actividad antioxidante. De
manera similar, Maria y col. (2010) mencionan que existe una correlacion entre el
contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante, determinada por los
ensayos de ABTS y DPPH, en el jugo o en la cascara de granada. Dado lo anterior,
se podria mencionar que la capacidad antioxidante in vitro que presenta cada una
de las selecciones se debe a su contenido de fenoles totales. Adicionalmente,
Zhang y col. (2011) concluyen en su estudio que las antocianinas presentes en la
flor de granada contribuyen al alto potencial antioxidante que presenta la flor de
granada. Tomando en cuenta estos criterios, se incluyeron para el estudio bioldgico

subcronico las selecciones 39-7 y 38-2.

La actividad biol6gica de los extractos acuosos de FPG se estudid en un
modelo experimental de diabetes. Esta fue inducida con una dosis Unica
administrada de STZ (50 mg/kg de peso corporal), lo cual contribuye a la
destruccion de las células B del pancreas, ocasionando la decreciente secrecion de
insulina (Szkudelski, 2001), obteniéndose un modelo animal con diabetes tipo 1. En
la Figura 5 se puede observar la elevacion de los niveles de glucosa en sangre
(>250 mg/dL) en el control diabético comparado contra el control sano, asi como,
un aumento gradual de este factor durante las tres semanas, lo que indica la

progresion de la enfermedad. Adicionalmente, los animales fueron sujetos a un
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estudio experimental subcrénico, ya que el efecto antidiabético de la FPG se
observa tras su administracion por largos periodos, segun lo mostrado por Bagri y
col., (2009). En el presente estudio, soOlo el grupo tratado con la seleccion 38-2
muestra un ligero efecto hipoglucémico, hasta la tercera semana de tratamiento. De
acuerdo con Huang y col. (2005), el acido gélico podria ser el responsable de la
actividad hipoglucemiante mostrada por la flor de granada, ya que es uno de los
compuestos mas abundantes de la flor de granada. Por lo anterior, la actividad que
presenta el grupo 39-7, comparada con el grupo 38-2 podria relacionarse
especificamente con la composicion del contenido de fenoles mas que con la
concentracion total; ya que datos no publicados muestran que la concentracién de
acido galico en la seleccion 38-2 es mayor que la seleccion 39-7. Bagri y col. (2009)
observaron que la administracién oral de 250 mg/kg y 500 mg/kg de un extracto
acuoso de flor de granada por 21 dias produce un efecto hipoglucémico; sin
embargo, esto lo observaron durante las tres semanas de tratamiento. La clara
diferencia entre los dos experimento se debe al método de extraccion, ya que en
nuestro estudio el extracto acuoso administrado no fue previamente concentrado,

por lo que la cantidad de compuestos bioactivos administrados es menor.

Asi mismo, la decreciente produccién de insulina ocasiona la movilizacion
de grasa del tejido adiposo al torrente sanguineo, ya que no se permite la
incorporacion de glucosa al tejido adiposo para la formacién de glicerol-3-fosfato y
la subsecuente reesterificacién de los acidos grasos para su almacenamiento en
este tejido, por lo que aumenta la concentracién de triglicéridos en torrente
sanguineo. Este factor puede constituir un riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular (Schwartz y col., 1992; Stamler y col., 1993). Por lo que valores
superiores a 150 mg/dL de triglicéridos indican un riesgo de padecer enfermedad
cardiovascular. Con respecto a este parametro, en nuestro estudio se observo que
el grupo tratado con la seleccion 38-2 disminuyé sus niveles de triglicéridos,
llegando a obtener valores similares (P > 0.05) al control sano; comportamiento que
no se observa con el grupo 39-7. Esta disminucién podria atribuirse a una menor

sintesis de triglicéridos en el higado.
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Con respecto a los niveles de colesterol en sangre no se observo reduccion
significativa en ninguno de los dos tratamientos. Aunque no se registra un aumento
en los niveles de HDL-C en los dos tratamientos, con respecto al control diabético,
se observa una disminucion significativa en el contenido de LDL-C en el grupo
tratado con la seleccidén 38-2. Estos dos Ultimos factores son importantes, ya que
juegan un papel crucial en el transporte y metabolismo del colesterol. En la
diabetes, generalmente se ven incrementados los valores de LDL-C y disminuidos
los niveles de HDL-C lo cual puede ser un indicativo de problemas
cardiovasculares (Goldstein y col., 2003), ya que las LDL-C en torrente sanguineo
son susceptibles de oxidacién, iniciandose asi el proceso aterogénico (Sanchez y
col., 2001). Por lo anterior, la seleccion 38-2 protege posiblemente contra un

proceso aterogénico.

Adicionalmente, la funcion renal se evalué por medio de la medicion de los
niveles de microalbumina y proteina en orina. La deteccion de microalbumina en
orina es un indicativo de la hiperfiltracibn glomerular, consecuencia de
hiperglucemia e hiperlipidemia; y niveles de entre 30-300 mg de albamina en orina
por dia es un indicativo de microalbunimuria. Se sabe que méas del 80% de
personas con diabetes tipo 1 y que presentan microalbuminuria, desarrollan
nefropatia (Dronavalli y col., 2008). Adicionalmente, un estudio de Gambaro y col.,
(1992) en un modelo de diabetes tipo 1 con dafio renal mostré 1.89 mg/24 h de
albumina en orina y el control sano de 0.36 mg/24 h. En el presente estudio, los
animales experimentales diabéticos aumentaron sus niveles de albumina en un
236.1% con respecto al control sano, por lo que se hace evidente la
microalbuminuria. Con respecto a los tratamientos, solo el grupo tratado con la

seleccidon 38-2 muestra una mejoria en este parametro, disminuyendo en un 60.3%.

A pesar de gue la microalbuminuria es considerada como un factor de riesgo
gue conlleva a macroalbuminuria, no todos los pacientes alcanzan tal estado y

pueden regresar a niveles normales de albumina (Caramori y col., 2000). Debido a
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esto es necesaria la deteccion de proteinuria como indice de nefropatia diabética,
ya que el estado de hiperglucemia en el tejido renal ocasiona el cambio de la
permeabilidad en las células, permitiendo el paso de proteinas a la orina (Osawa y
Kato, 2005). En el cuadro 4 se observa que el control diabético aumenta los niveles
de proteina en orina hasta un 57.1% con respecto al control sano; adicionalmente,
el grupo 38-2 muestra una disminucion en los niveles de proteina en orina, lo cual
indica la atenuacion de una disfuncién renal. Asi mismo, se incluyo la medicién del
peso relativo del riidn ya que es un parametro que indica un proceso de
inflamacion como consecuencia de las lesiones microvasculares ocasionadas por
hiperglucemia e hiperlipidemia (Dronavalli y col., 2008). Sin embargo, este estudio
s6lo muestra una disminucién en el peso relativo del rifidn en el grupo tratado con

la seleccién 38-2.

De acuerdo a lo mencionado hasta el momento, en relacion al estudio in
vivo, se podria mencionar lo siguiente: el efecto hipoglucémico que muestra el
grupo tratado con la seleccién 38-2 puede estar relacionado a la inhibicién de la a-
glucosidasa e incremento en la sensibilidad de la insulina; adicionalmente, también
se ha reportado que la administracién de un extracto de flor de granada incrementa
la expresion de PPAR-y, favoreciendo el metabolismo de glucosa (Huang y col.,
2005; Karaski y col., 2005). Estudios in vitro reportan que los compuestos fendlicos
podrian participar en la estimulacion de la insulina por las células B-pancreaticas
(Ohno y col., 1993); de acuerdo con Huang y col., (2005) el acido gélico presente
en la flor de granada es el responsable de la activacion de los mecanismos por el
cual se atenta la hiperglucemia. Por otra parte, la disminucion de triglicéridos y
LDL-C que se observa en el grupo trarado con la seleccion 38-2 podria estar
relacionado con lo que mencionan Sarah y col. (2007) que extractos de flor de
granada aumentan la expresion de ARNm de proteinas transportadoras de acidos
grasos al igual que la expresion de PPAR-a, el cual estd involucrado en el
metabolismo de lipidos; carnitina palmitato transferasa (CPT-1), que se involucra en
el transporte de &cidos grasos al interior de la mitocondria; acil-Coenzima (CoA)

oxidasa, involucrada en la B-oxidacion; asi mismo, también disminuyen la expresion
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de ARNm de la proteina acetil-CoA carboxilasa, involucrada en la sintesis de novo
de &cidos grasos. Adicionalmente, se sugiere que los compuestos fendlicos y su
actividad antioxidante pueden ejercer un importante efecto al disminuir los niveles
de la citocina TNF-a (Amigo-Correig y col., 2008), la cual actua inhibiendo la
lipoproteina lipasa (LpL), aumentando de esta manera los niveles de colesterol y
LDL-C en torrente sanguineo (Grunfeld y Feingold, 1991). De esta forma, Huang y
col. (2005) encontraron en un estudio in vitro que los componentes, como el acido
galico, de la flor de granada aumentan la expresion de la LpL y por consecuencia
se ven disminuidos los niveles de LDL-C en sangre. En relacion al objetivo del
presente estudio, los mecanismos por los cuales la flor de granada llega a inhibir la

disfuncién renal aun no han sido elucidados.

Por otra parte, la accion citotoxica de STZ esta asociada con la generacion
de especies reactivas de o6xigeno (ERO) que causan un dafio oxidativo a
biomoléculas (Szkudelski, 2001). Adicionalmente, la elevaciéon de los niveles de
LDL-C provoca un dafio microvascular debido a la oxidacion de esta molécula,
generando a su vez glomeruloesclerosis (Utpal y Suresh, 2010). En este sentido, el
estrés oxidativo jugar un papel importante en el desarrollo de la nefropatia (Rao y
Nammi, 2006). La atenuacion del estrés oxidativo se puede llevar a cabo mediante
la inhibicibn de ERO por antioxidantes exdgenos o la activacidon de sistemas
antioxidantes enzimaticos. Por lo que, la actividad citoprotectora de algunos
compuestos antioxidantes puede ser evaluada mediante los niveles GSH, ya que
se relaciona con la destoxificacion celular, mediada por la reduccién de perdxidos
de hidrogeno (Baynes y Thorpe, 1996). En el presente estudio se observa (Cuadro
5) que los niveles de GSH y la actividad de GST en rifidn aumentaron
significativamente en los dos tratamientos, comparandos contra el control diabético.
Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Bagri y col. (2009), quienes
encontraron niveles altos de GSH y GST en pancreas de ratas diabéticas tratadas
con un extracto acuosos de FPG. Adicionalmente, Gurpreet y col. (2006)
encontraron una elevacion de estos dos factores en ratones con hepatotoxicidad

inducida con nitrilotriacetato ferrico (Fe-NTA) y tratados con FPG. Estos autores
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sugieren que la elevacion de estos factores indican una proteccion contra el estrés

oxidativo inducido.

Otro mecanismo protector sobre rifidn es la proteina PPAR-y, como ya antes
se ha descrito. En el presente estudio sélo se observa un ligero incremento en la
expresion de la proteina PPAR-y en tejido renal de los animales tratados con la
seleccion 38-2. Recientemente se ha reportado que los ligandos de PPAR-y
reducen la albumina en orina en pacientes diabéticos tipo 2 con nefropatia y en
modelos animales de diabetes tipo 2 (Yang y col., 2009), aunque el mecanismo no
se tiene bien esclarecido. Por lo que, la disminucion de microalbimina en orina del
grupo tratado con la seleccién 38-2 puede deberse, en parte, al ligero aumento de
la expresion de PPAR-y. Huang y col. (2005) mencionan que la activacién de

PPAR-y se atribuye al contenido de &cido galico en la flor de granada.

Otro marcador importante que indica dafio renal y que define un proceso
inflamatorio, es la molécula de adhesion vascular VCAM-1, la cual aumenta su
expresion cuando se presentan procesos inflamatorios (Alpers y col., 1993). La
Figura 7 muestra que la expresion de VCAM-1 es menor en el grupo tratado con la
seleccion 38-2 que la del control diabético, obteniendo asi un efecto antiinflamatorio
en dicho grupo. Como ya se mencio, la expresion de esta molécula esta mediada
por el factor NF-kB; a su vez PPAR-y regula su translocacion al nucleo, lo que por
consecuencia induce la disminucion de VCAM-1 (Utpal ySuresh, 2010); sin
embargo, en nuestro estudio la disminucion de la expresibon de VCAM-1

probablemente sea independiente de la expresion de PPAR-y.
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VIII CONCLUSION

Nuestros resultados demuestran que existe una relacion entre el contenido
de fenoles totales y capacidad antioxidante In vitro en todas las selecciones de flor
de granada; aunque, no se observa una relacion entre el contenido de antocianinas
y capacidad antioxidante. Adicionalmente, el grupo tratado con la seleccién 38-2
mostré el mayor efecto antidiabético, al disminuir lo niveles de glucosa en sangre,
triglicéridos y LDL-C; lo cual se relaciona con la proteccion contra dafio renal;
aunque este efecto no se podria relacionar con los niveles de GSH y GST, ya que
ambos tratamientos mejoraron estos marcadores. Por otra parte no existe una
relacion entre la expresion de PPAR-y y la expresion de VCAM-1; sin embargo, la
disminucién de VCAM-1 indica proteccidn contra dafio renal. Por lo que, el extracto

acuoso de flores secas de granada de la seleccion 38-2 protege contra dafio renal.
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