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Resumen y Abstract \%

Resumen

Estudio de la actividad de un extracto de célices de Physalis peruviana sobre estrés

oxidativo en roedores con diabetes mellitus tipo II

Se ha demostrado que el estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de
complicaciones diabéticas, siendo esta enfermedad un trastorno metabdlico
caracterizado principalmente por obesidad, hiperglucemia, perfil lipidico alterado,
estrés oxidativo y compromiso vascular. Physalis peruviana es una planta utilizada en
la medicina tradicional colombiana por sus conocidas actividades como regulador de la

glucosa.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antidiabética de un extracto

estandarizado de P. peruvianay sus fracciones (en Acetato de Etilo, Butanol y Acuosa).

Después de diferentes ensayos de deteccién, se seleccioné la FBuOH (fraccién
butanélica) por sus efectos promisorios la para pasar a la siguiente etapa del estudio
en ensayos cronicos in vivo en dos biomodelos; uno fue un modelo de diabetes inducida
por una dieta High Fat Diet/Streptozotocin (HFD/STZ) en ratones CD-1 y el segundo
fue el modelo de sindrome metabdlico inducido por la administracién de fructosa en
agua de bebida, en ratones CD- 1. La FBuOH result6 tutil para regular la glucosa en
sangre, asi como el indice de resistencia a la insulina. Ademas, el perfil lipidico mostré
una mejora en comparaciéon con el grupo no tratado y la dosis de 100 mg/kg
demostrando mayor proteccién contra el estrés oxidativo (niveles de catalasa,
superéxido dismutasa y malondialdehido). El an4lisis histopatolégico en varios tejidos
evidenci6 preservacion de la estructura pancreatica, hepatica y renal en la mayoria de

los animales tratados. La fracciéon butanélica de Physalis peruviana a 100 mg/kg



mostrd resultados beneficiosos en cuanto disminuir la hiperglucemia, hiperlipidemia,
el estado de estrés oxidativo y el inflamatorio. En experimentos in vivo la fraccién
butandlica modulé la expresion de citoquinas proinflamatorias IL-6 e TNF- a en higado
de animales con sindrome metabdlico, asi como en el modelo de células RAW 264.7,
demostrando ademés en este modelo celular proteccién frente a la formaciéon de

nitritos.

La fraccion butandlica mejoré el estatus diabético por disminucién del estrés oxidativo
y las complicaciones adyacentes, por lo que podria considerarse beneficioso como

coadyuvante en la terapia de la diabetes mellitus.

Palabras clave: Flavonoide, rutina, polifenoles, antioxidante, perfil lipidico,

hiperglicemia, sindrome metabdlico, Physalis peruviana



Resumen y Abstract Vi

Abstract

Study of the activity of an extract of Physalis peruviana calyxes on oxidative stress in
rodents with type II diabetes mellitus

It has been shown that oxidative stress plays an important role in the development of
diabetic complications, being this disease, a metabolic disorder characterized mainly
by obesity, hyperglycemia, altered lipid profile, oxidative stress, and wvascular
compromise. Physalis peruviana is a plant used in traditional Colombian medicine for

its known activities as glucose regulation.

This study aimed to evaluate the antidiabetic activity of a standardized extract from

P. peruviana and its fraction (FAcEt, FBuOH, and H:0).

After different detection tests, and checking the promising effects from the fractions,
FBuOH (the butanolic fraction) was selected for its promising effects, to continue to
the next stage of the study in chronic in vivoin two biomodels; one is a model of diabetes
induced by a High Fat Diet/Streptozotocin (HFD/STZ) diet in CD-1 mice and the second
was the model of metabolic syndrome induced by the administration of fructose in
drinking water, in CD-1 mice. The FBuOH is exhibited to regulate the blood glucose
and insulin resistance index. Also, the lipid profile exhibited improvement compared
to the non-treated group, and the dose of 100 mg/kg demonstrated major protection
against oxidative stress (catalase, superoxide dismutase, and malondialdehyde levels).
Histopathological in several tissues evidenced structure preservation of most of the
animals treated. The butanol fraction from Physalis peruviana at 100 mg/kg improved
hyperglycemia, hyperlipidemia, oxidative stress, and inflammatory outcome. In 1n vivo
experiments, the butanolic fraction modulated the expression of proinflammatory

cytokines IL-6 and TNF-a in the liver of animals with metabolic syndrome, as well as



in the RAW 264.7 cell model, also demonstrating in this cell model protection against
the formation of nitrites.

The butanolic fraction improved diabetic status by reducing oxidative stress and
related complications, so it could be considered beneficial as an adjuvant in diabetes

mellitus therapy.

Keywords: Flavonoid, rutin, polyphenols, antioxidant, lipid profile, hyperglycemia,

metabolic syndrome, Physalis peruviana.
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Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica en la cual el pancreas produce
cantidades de insulina deficientes para alcanzar a regular los niveles de glucosa en la
sangre, o bien cuando, aunque produzca cantidades esperadas, esta insulina no puede
ser utilizada para ejecutar su funcién. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado alrededor de los 62 millones de personas adultas con la enfermedad en la
region de las Américas y se calcula que para el afio 2040 se alcanzaria un numero
cercano a 109 millones de personas. Es importante mencionar que a nivel mundial se
evidencié un aumento de muertes prematuras por diabetes entre los afios 2000 a 2016;
siendo para el 2019 en las Américas la sexta causa de muerte, lo anterior se observa en
incremento en zonas de méas bajos recursos (OPS, 2022). Aproximadamente 63 millones
de personas actualmente padecen la enfermedad en América siendo en Colombia la
prevalencia aproximada del 30%, en 2021 se reportaron 1.474.567 personas
diagnosticadas con diabetes y las regiones que mas la presentan son Bogota, Antioquia
y Valle del Cauca. Esta enfermedad es considerada de gran importancia clinica dada la
complejidad de su fisiopatologia que origina, entre otros, trastornos relacionados con
complicaciones cardiovasculares que pueden desencadenar desenlaces fatales. En
Colombia, dada esta problematica, se han desarrollado planes gubernamentales cuyas
propuestas buscan minimizar las cifras de diabetes mediante el control de la obesidad,
en busca de reducir las complicaciones y la mortalidad prematura por la enfermedad.
Entre las medidas a tener en cuenta esta el diagndstico temprano y el control de la

alimentacién, peso y estilo de vida (Ministerio de Salud y Proteccion social, 2022).

En la actualidad, se han estudiado plantas con propiedades antidiabéticas tanto en
humanos enfermos como en animales con diabetes experimental tipo II (Huang et al.,
2017). En paises subdesarrollados, las fuentes terapéuticas naturales han sido muy
utilizadas y son estos usos tradicionales a lo largo del tiempo un indicio para el

desarrollo de farmacos. Hacia 1989 Bailey y Day, reportaron a nivel mundial cerca de
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400 plantas con actividad antidiabética, hacia el 2013 la cifra aument6 a 800 y en el
afio 2016 a 1200 (Arumugam et al., 2013; Perera, 2016). Dentro de este listado se
incluye a Physalis peruviana perteneciente a la familia de las Solanaceas,
evidenciandose la oportunidad para profundizar en el estudio detallado de los calices
de esta planta partiendo del uso tradicional conocido de sus frutos, hojas, flores y calices
en el tratamiento de otras enfermedades. Al caliz de la uchuva también se le conoce
popularmente como capacho, tiene un tamafo aproximado de 5 cm en forma de saco
que esta formado por cinco pétalos unidos entre si. Durante los primeros dias, este caliz
es de color verde por su alto contenido de clorofila, pero hacia el dia 40, esta clorofila
comienza a reducirse observandose una tonalidad m4s blanca. El caliz recubre a fruto,
confiriéndole proteccion frente a climas intensos, ataques de aves e insectos asi como
de algunos microrganismos (Flérez and Fischer, 2000). Teniendo en cuenta los estudios
preliminares, la hipétesis a comprobar a lo largo del desarrollo de este trabajo es que
el extracto etandlico de calices de Physalis peruviana mejora la evolucion del sindrome

diabético en un modelo de diabetes experimental.

El uso terapéutico que se conoce de las diferentes partes de la planta de Physalis
peruviana pone en evidencia efectos prometedores hacia el manejo coadyuvante de la
diabetes mellitus, asi como la oportunidad a la hora de centrarse en el estudio detallado
de los calices, siendo estos productos de desecho postcosecha que bien, podria

aprovecharse como terapéutico.

Por esta razon, este trabajo pretende aportar informacién relevante de los calices

en biomodelos que permitan extrapolar el efecto en la salud humana.



Objetivos

Objetivos

Objetivo general:

Estudiar el efecto de un extracto de calices de Physalis peruviana sobre estrés
oxidativo en roedores de laboratorio con diabetes mellitus tipo II, inducida por la

administracion de una dieta alta en grasas y estreptozotocina a dosis bajas.
Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto hipoglicemiante del extracto y/o las fracciones de calices
de Physalis peruviana en roedores con diabetes mellitus tipo II, inducida por
la administraciéon de una dieta alta en grasas y estreptozotocina a dosis

bajas.

2. Evaluar el efecto antioxidante del extracto y/o las fracciones de calices de

Physalis peruviana.

3. Identificar compuestos que contribuyan a la actividad antioxidante o
hipoglicemiante presentes en el extracto estandarizado de calices de

Physalis peruviana.

4. Identificar posibles mecanismos de acciéon hipoglicemiante o antioxidante de
las fracciones y/o los compuestos activos de un extracto de calices de Physalis

peruviana



Capitulo 1

1. Marco tedrico y generalidades

1.1 Diabetes mellitus: Aspectos fisiopatolégicos y
terapéuticos

Las células beta-pancreaticas estan encargadas de producir insulina para regular los
niveles de glucosa en sangre (NGS) sin embargo, en el caso de la diabetes mellitus tipo I
(DMTD), cuando estas células son atacadas por el sistema inmune sufren una
destruccién masiva y no hay produccion de la hormona por lo que el paciente dependera
de por vida de insulina exégena. En otro caso, el de la diabetes mellitus tipo II, aunque
las células B producen insulina en cantidades suficientes, esta hormona no puede ser
utilizada por el organismo para realizar la respectiva homeostasis de glucosa
(American Diabetes Association, 2014). La DMTII se caracteriza por hiperglicemia
sostenida, estrés oxidativo y dafio en algunas lipoproteinas asociado a desérdenes

vasculares como arteriosclerosis (Kong y Nimmo, 1997).

1.2 Diagnéstico de diabetes mellitus tipo II

Existen varios desérdenes en el metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas que
estan implicados en la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo II y que desencadenan
la resistencia a la insulina (Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2014).
En Colombia, se han establecido pruebas de tamizaje que permiten clasificar el estado
de riesgo de un individuo de padecer la enfermedad. Uno de los mas utilizados es el
llamado findrisk que estd compuesto por ocho preguntas con respuestas multiples.
Aquellos pacientes con puntajes >12 seran sometidos a prueba de glicemia en ayuno

para corroborar su estatus (Tankova et al., 2011).



La diabetes mellitus (DM) presenta un cuadro clinico que se caracteriza principalmente
por el aumento de los niveles de glucosa en sangre (hiperglicemia) debido a varios
factores que pueden ser la deficiencia en los niveles de insulina por la destruccién
autoinmune de las células B pancreaticas o también, a pesar de que estas células estén
en 6ptimo funcionamiento, resistencia por parte de los receptores hacia la captacién de
insulina y como resultado no se produce la regulacion de los niveles de glicemia.
Generalmente los pacientes diabéticos presentan con la evolucién de la enfermedad
ambas anormalidades. De acuerdo con la World Health Organization (OMS) la diabetes

mellitus (DM) se puede clasificar en:

* TIPO I: aquella en la que se destruyen los islotes pancreaticos y las células B
pancredticas por procesos autoinmunes (linfocitos T) por lo que no hay

produccién de insulina (Kurien et al., 2006).

* TIPO II: en este tipo se tiene poca produccién de insulina, asi como resistencia
de los receptores de esta. Es muy compleja y se considera que es de origen

multifactorial (Panunti et al., 2004; Stumvoll et al., 2005).

Existen sintomas comunes en la DM como son poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de
peso, problemas de visién por retinopatia diabética, pie diabético. Por ello se habla de
un sindrome entendido como un estado patoldgico asociado a sintomas etioldgicos
inespecificos (Stanley, 1995) que trae consigo una serie de procesos relacionados con
trastornos en las vias metabdlicas de polioles, formacién de productos de glicacion
avanzada (AGES) y el aumento del estrés oxidativo por la glucoxidacién y
autooxidacién de las moléculas de glucosa, lo que conlleva a complicaciones vasculares
(Lisset et al., 2013). Por otra parte, el estrés oxidativo es considerado como la pérdida
del balance entre las sustancias pro y antioxidantes del organismo aumentandose de
esta forma la presencia de especies reactivas de oxigeno (EROs) exhibido en signos
patolégicos (Gastell and De Alejo, 2000). Tras este interés, se han desarrollado estudios
previos acerca del aislamiento de diferentes antioxidantes a partir de plantas y su
administracién como una alternativa terapéutica que coadyuva en el tratamiento de la

DM (Lockwood, 2005).
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Tabla 1-1. Factores de riesgo en DMT II

CRITERIOS
4 PLASMA O PRE-
DALNOSTICOS  DE | syprovENoso | STNTOMAS | prapeTES
Glicemia en ayuno >126mg/dL Pérdida de peso, 100-125
SOG (glicemia de 2 poliuria, polidipsia,
horas 2200mg/dL cansancio, vision mg/dL
Prueba de tolerancia borrosa, infecciones | 140-
01::1 a glucosa e 2200mg/dL o heridas frecuentes | 199 mg/dL
de dificil curacién,
Hemoglobina glicosilada - hormigueo 0
6.5% o 5.7% - 6,4%
HbA1C = endurecimiento de ’
manos o pies

Fuente:(American Diabetes Association, 2019)

Aunque la fisiopatologia que acompana a la DM aun no estd completamente
entendida, se ha demostrado que la sobreproduccion de radicales superéxido a nivel
mitocondrial y endotelial conllevan diferentes complicaciones sistémicas. Con el
aumento de estos radicales se activan diferentes vias como la via de polioles, de
proteinas quinasas C (PKC), aumento en la expresién de productos finales de
glicacién avanzada (AGEs) e incremento en la actividad de la via de las hexosas
complicando la patogénesis de la diabetes por la inactivacion de importantes
enzimas como prostaciclina sintasas y 6xido nitrico sintasa. Estas ultimas que
originalmente se activarian como mecanismos para contrarrestar la presencia de
alteraciones vasculares como esclerosis al inactivarse perpetiuan las vias
proinflamatorias en respuesta a la isquemia por defectos en la angiogénesis (Giacco
and Brownlee, 2010). Este proceso inflamatorio es caracterizado por una fase de
respuesta aguda asociada a la enfermedad metabdlica en la que se manifiesta la
presencia de citoquinas en respuesta a estrés oxidativo agudo o crénico (Black,
2003). Patel & Santani en el 2009 estudiaron la relacién entre NF-KB (Factor
Nuclear kappa beta) con la fisiopatologia de la diabetes evidenciando a través de
ensayos en modelos experimentales que al ser modulado este factor se podrian
disminuir los efectos colaterales vasculares relacionados con el cuadro diabético

(Patel and Santani, 2009). Adicionalmente, en otros estudios realizados en



hepatocitos primarios humanos se ha conocido el efecto inhibitorio sobre el factor
NF-KB de la metformina asi como el efecto de éste farmaco sobre la expresion de

algunas interleuquinas (Cameron et al., 2016).

Aunque se busca realizar un control de la DMT II a través de cambios de estilos de vida
junto con el uso de farmacos que actien como coadyuvantes en la optimizaciéon de la
regulaciéon de la glucosa, en ocasiones la produccién de insulina a nivel pancreatico
disminuye progresivamente tanto que se hace necesaria la utilizaciéon de analogos de
insulina; sin embargo, se requiere una utilizacién y una dosificacién cuidadosa para

evitar riesgos de hipoglicemias severas (Cryer, 2016).

Existen varios tipos de insulina que se indican de acuerdo con el comportamiento
glicémico de cada paciente, estos analogos son clasificados de acuerdo con la Asociaciéon

Americana de la Diabetes en:

- INSULINA DE RAPIDA ACCION: alcanza su pico de maximo efecto a la hora y tiene
una duracién entre 2 a 4 horas comenzando a actuar a partir de los 15 minutos de su

administracién (Insulina glulisina, insulina lispro e insulina aspart).

- INSULINA DE CORTA ACCION O REGULAR: alcanza su pico de maximo efecto a
las 2 a 3 horas y tiene una duracién de 3 a 6 horas comenzando a actuar a los 30 minutos

después de su administracién (insulina humana).

- INSULINA DE ACCION INTERMEDIA: tiene una duracién aproximada de 24 horas

comenzando a actuar varias horas después de su administracién (NPH Porcina).



8 Estudio de la actividad de un extracto de calices de Physalis peruviana sobre
estrés oxidativo en roedores con diabetes mellitus tipo II

1.3 Estado del arte

1.3.1 Fitoterapia de la diabetes mellitus

Dados los efectos secundarios que se observan con la utilizacién de fArmacos alopaticos
como por ejemplo la acidosis lactica, hipoglicemias severas, alteraciones vasculares
entre otros, se mantiene activa la investigacién de nuevos productos naturales que sean
efectivos y que minimicen estos efectos indeseados. Tradicionalmente, la medicina
popular utiliza plantas solas o combinadas como tratamientos para la diabetes y son
foco de investigaciones detalladas alrededor del mundo.

Entre las plantas mas conocidas a nivel mundial que presentan efecto hipoglicemiante,
algunas ya cuentan con estudios in vivo e In vivo que confirman su eficacia. Sin
embargo, en cuanto a su utilidad clinica las evidencias no son tan amplias. Gymnema
sylvestre (no tiene nombres comunes en espanol), es por ejemplo, una planta en la que
se ha demostrado su utilidad para controlar la glicemia y los niveles de lipidos y
hemoglobina glicosilada (HbAlc) en pacientes con diabetes mellitus tipo I tratados
junto con insulinoterapia (Shanmugasundaram et al., 1990), asi mismo se demostr6 su
actividad insulinogoga en islotes pancredticos aislados (Al-Romaiyan et al., 2010). Por
otra parte, Momordica charantia (melén amargo, calabaza amarga, cundeamor chino,
balsamina o tomaco) ha demostrado mejorar los niveles de glicemia y colesterol asi
como mejoria tras complicaciones secundarias de la diabetes como cardiopatia y
retinopatia diabética (Fuangchan et al.,, 2011). El ginseng Panax ginseng, Panax
Jjaponicus en pacientes con diabetes mellitus tipo II, redujo el peso corporal asi como los
niveles de glicemia y HbAlc. Silybum marianum conocida como cardo mariano
presenta varios beneficios en especial en la regulacion de desérdenes hepaticos, como
disminucién de la resistencia a la insulina asi como descenso en los niveles de colesterol,
LDL, glucosa y transaminasas hepaticas, por lo que se considera ideal como

coadyuvante en el tratamiento de diabetes mellitus tipo II (Hussain, 2007).

En Colombia, Ospina & Pinzén en el afio 1995 presentaron un listado de las plantas

con efecto antidiabético reportado y aunque muchas de éstas solamente se conocen sus



beneficios por su uso tradicional, algunas de ellas cuentan con estudios previos basados
en ensayos sobre modelos animales normoglicémicos sometidos a sobrecarga de
carbohidratos, animales diabéticos por estreptozotocina o aloxano, captacién de glucosa
en musculo estriado, produccién de insulina en células pancreaticas aisladas entre
otros, como bateria de ensayos no solo para confirmar la actividad terapéutica de las
mismas sino también, para descartar su toxicidad y tener un indicio acerca de posibles
mecanismos de accion. Se menciona por ejemplo, la utilizacién de algunas plantas de
la familia Solanacea como Brunfelsia grandiflora conocida popularmente como
Chirigiiey y cuya raiz y corteza se ha utilizado por su efecto hipoglicemiante, y de la
misma familia, Physalis peruviana de la que se conoce su actividad en diabetes y otras
enfermedades por el alto contenido de polifenoles en sus frutos y cuya relevancia

terapéutica es atribuida a esta caracteristica (Jurado Teixeira et al., 2016).

1.3.2 Modelos experimentales para diabetes mellitus

El modelo mas utilizado para el estudio de posibles antidiabéticos en animales de
laboratorio es el de la administracién parenteral de estreptozotocina (STZ) en ratas y
ratones y en segundo lugar por aloxano para la induccién quimica en ratones, ratas,
perros y conejos (Sharma et al., 2013). La STZ ingresa a las células B a través de los
transportadores GLUT-2 causando modificaciones en el DNA (alquilacién) y necrosis
celular al producir poliribosilacién y liberacién masiva de éxido nitrico (NO). De
acuerdo con la dosificaciéon de STZ se puede conseguir desarrollo de DMT 1 o DMT II.
En el caso del aloxano, este se utiliza para inducir al desarrollo de DMT I y actaa
produciendo necrosis de las células B del pancreas, su administracién también se

realiza via parenteral (Antia et al., 2005).

Existen varios biomodelos que buscan imitar la fisiopatologia de la DMT II y existe
mucha controversia sobre todo con respecto al modelo de STZ por asemejarse mas a la
DMT I por la ausencia en la produccion de insulina causada debido al dafio masivo en

los islotes pancreaticos, pero sin la manifestacién de otras complicaciones metabdlicas
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marcadas de la enfermedad. En la actualidad, se han caracterizado modelos que buscan
inducir DMT II, combinando la administraciéon de dietas con alto contenido en grasas
y carbohidratos y la administraciéon de dosis bajas de STZ, de esta manera, se induce
obesidad y alteraciones del perfil lipidico, dafno parcial de las células B pancreaticas,
resistencia a insulina, estrés oxidativo y demas alteraciones metabdlicas de la DMT II

(Zhang et al., 2008).

Otro modelo utilizado principalmente en ratas, perros, primates y cerdos es el
quirargico en el que se puede realizar una lesiéon hipotalamica media que va a
desencadenar resistencia a la insulina en musculo, esta técnica quirtargica también se
ha realizado extirpando el pancreas. Estos métodos quirturgicos no son tan utilizados
en la actualidad, pues se consideran poco practicos en cuanto a procedimiento, cuidados

y complicaciones posquirdrgicas (Carvalho et al., 2003).

Los modelos analogos se utilizan con regularidad y permiten el desarrollo de la
enfermedad de manera espontdnea inducidos por una condicién (obesidad) y son una
ventaja a la hora de probar sustancias naturales porque se deja a un lado el sesgo de la
influencia que pudo tener en el ensayo el inductor quimico. Un ejemplo de estos es la
rata Goto-Kakizaki (GK), el ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO), el ratén KK,
Psammomys obesus (rata israeli de la arena) y la rata OLETF (Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty Rat). Por tltimo, los modelos genéticamente modificados a través de
diferentes mutaciones permiten la manifestacion de caracteristicas deseadas, resultan
hiperlipidémicos, hipercolesterolémicos e hiperinsulinémicos como es el caso del ratéon
db/db (diabético homocigoto). La rata Zucker fa/fa (obesa homocigota) presenta
degeneracion de células B, e hipoinsulinemia sin embargo, se utilizan mas para estudios
de la fisiopatologia de las enfermedades que para ver los efectos de farmacos (Arias

Diaz and Balibrea, 2007).

Para estudios in vivo se suelen manejar las lineas celulares secretoras de insulina,

glucagdn y somatostatina, usadas para el estudio de funciones celulares principalmente
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como algunos cultivos de adipocitos para estudiar la captacion de glucosa y las vias de
resistencia a la insulina, adicionalmente, para estudios del efecto de productos
naturales en la captaciéon de glucosa también se han utilizado células que sobre

expresan al transportador GLUT-4 (Sharma et al., 2013).

1.3. Quimica y farmacologia de Physalis peruviana

Physalis peruviana (P. peruviana) se conoce tradicionalmente en Colombia con el
nombre de “uchuva” o en inglés cape gooseberry. Corresponde a la familia de las
Solanaceas y su fruto se forma y permanece dentro del caliz. En Colombia crece a
temperaturas entre 13 °C a 18 °C y en alturas entre 1500 a 3000 m. s. n. m. Es una
planta silvestre autdéctona del Pert aunque se ha aclimatado a otros paises como Chile
y Colombia (Flérez and Fischer, 2000). P. peruviana es una planta de uso tradicional
con frutos de pesos entre 4 a 5 g color naranja-amarillo, sabor agridulce, conocida por
sus efectos diuréticos, analgésicos, mejoradores de la visién, antiparasitarios y ademas
antidiabéticos (Aristizabal, 2013). En general, el interés hacia el estudio de la actividad
de P. peruviana en diabetes ha partido del uso tradicional y de los aportes de
investigaciones que reportan los contenidos en flavonoides y también la actividad de
éstos sobre los niveles de glucosa en sangre y asi como sobre el estrés oxidativo presente
en la enfermedad (Lock O et al., 2016). En este sentido, los flavonoides se consideran
agentes antidiabéticos de alta potencia ya que ejercen acciones hipoglicemiantes
(accién insulinomimética) y a la vez antidiabéticas (secretagogo de insulina), (Cazarolli
et al., 2008) por lo que se les atribuye la proteccién de las células pancredticas por su
efecto antioxidante asi como la disminuciéon de otros efectos fisiopatologicos de la

diabetes como la neuropatia, la arterioesclerosis y las cataratas (Wu et al., 2005).

En el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, a través de
estudios en modelos experimentales de diabetes por estreptozotocina se demostrd la
disminucién de los niveles de glicemia y de algunos marcadores de estrés oxidativo a
partir de la administracion via oral del extracto etandlico de los frutos de P. peruviana

(Mora et al.,, 2010) mientras que in vivo, se evidencié la inhibicién de algunas
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carbohidrasas intestinales como uno de los modos de accién hipoglicemiante de este
extracto (Rey Padilla, 2015). También existen reportes del efecto hipoglicemiante de un
extracto acuoso de hojas de P. peruviana administrado por via oral a cobayos sometidos
a una sobrecarga oral de glucosa (Kasali et al., 2013). Para la planta completa de
P. peruviana también se ha reportado actividad antioxidante que se observd ser

potenciada segun el tipo de extracto (Wu et al., 2005).

Especificamente en cuanto a los calices de P. peruviana, se ha investigado la actividad
hepatoprotectora, luego de administrar la fraccién metanol-agua del extracto por via
oral a ratas Wistar con hepatotoxicidad inducida con tetracloruro de carbono (CCls)
(Toro et al., 2013). En estas, después del tratamiento se observé la reduccién de enzimas
hepaticas ALT, AST, PA (Alanina Aminotransferasa, Aspartato Aminotransferasa y
Fosfatasa Alcalina) y de marcadores de estrés oxidativo (catalasas y superéxido
dismutasas). Adicionalmente, se ha reportado el efecto antinflamatorio del extracto
acuoso de los célices, instilado via rectal en ratas con colitis inducida con TNBS (Acido
Trinitrobenceno sulfénico), cuyos resultados demostraron la disminucién de
Interleuquina 18 (IL-18) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Castro et al, 2015).
En un modelo de inflamacién por carragenina (edema plantar) y macréfagos
peritoneales inducidos con LPS (Lipopolisacérido) se encontré que la administracién
intraperitoneal de una fraccién enriquecida en compuestos identificados (Peruviosas A
y B) atenuaba la inflamacién, lo que se atribuyé a la disminucién de éxido nitrico y de

prostaglandina E2 (Franco et al., 2014).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacién, ademas de los estudios de las
propiedades antioxidantes de los frutos de P. peruviana y su importante contenido de
flavonoides, se identificé el flavonoide glucosilado rutina como compuesto mayoritario
del extracto de los célices (Toro, 2014). En este mismo afio, se realiz6 un aporte a la
estandarizacion de la extraccion de los calices teniendo la rutina como marcador

quimico y terapéutico del extracto (Cardona, 2014).
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Para varios autores ha sido de gran interés identificar los metabolitos activos presentes
en P. peruviana. Como se observa en la siguiente tabla, para diferentes partes de la
planta se observan moléculas con actividad antioxidante. Notese que compuestos como
los witandlidos y los flavonoides se encuentran tanto en el fruto como en los calices.

Tabla 1-2. Composiciéon quimica de Physalis peruviana reportada en la literatura

FRUTOS
] COMPUESTO FUENTE
WITANOLIDOS:
4B-Witanoélido E
ESTERES DE SUCROSA:
5-Hidroximetil-2- Furancarboxaldehido, (Bernal and Correa,
3-O-isobutiril-8-D-Fructofuranosil-2-O-Decanoil-3, 1998)

4-di-Oisobutiril-a-D-6Glucopiandsido,

1-O- trans-Cinnamoil-8-D-Glucopiranosil-(1-6)-8-D-Glucopiranosa
VITAMINAS LIPOSOLUBLES:

Provitamina A: B-caroteno, Acido 16-hidroxioxohexadecandico,
Vitaminas del complejo B:

Tiamina, Riboflavina, Niacina (Bernal & Correa, 1998;

Vitamina E: a-tocoferol, B-tocoferol, 6-tocoferol, y-tocoferol Ramadan, 2012)

Vitamina Ki: phylloquinona

VITAMINAS HIDROSOLUBLES:

Vitamina C: Acido ascérbico (Ramadan, 2011)

FENOLES (Flavonoides):
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Quercetina, Miricetina, Kaempferol, Quercetina 3-O-rutinosido,

Kaempferol 3-O-rutinosido

ACIDOS GRASOS:

Acido linoleico, Acido gama linoleico (GLA), Acido oleico,

Acido palmitico, Acido palmitoleico, Triacilglicerol (TAG)

FITOESTEROLES:

A5-avenasterol, Campesterol, B-sitosterol, Lanosterol

AT-avenasterol, Ergosterol, Stigmasterol

MINERALES

MACRONUTRIENTES:

Sodio, Potasio, Calcio, Fésforo y Magnesio.

MICRONUTRIENTES:

Zinc y Hierro

FISALINAS “pseudoesteroides™

Fisalina A, Fisalina B, Fisalina D, Fisalina F

ALCALOIDES:

Calisteginas A3, B1, B2, y C1

(Gironés-Vilaplana et

al., 2014)

(Ramadan, 2012)

(Ramadan & Morsel,
2003)
(Ramadan & Moersel,
2007)

(Puente et al., 2011)

(Wu et al., 2005)

(Asano et al., 1997)
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HOJAS

COMPUESTO

FUENTE

WITANOLIDOS:

Fiperunolidos A, B, C, D, Peruvianoxido, Fiperundlido E,
Fiperunoélido F, Visconélido, 2,3-Dihidrowitandlido E,

Witandlido S, 48-Hidroxiwitanélido E, 58,66-epoxi-18,14a,178,20-

Tetrahidroxi-24- endlido, Witandlido E, Witaperuvina D,
Witafisanélido

FISALINAS:

Fisalina A

ACIDOS GRASOS:

Ac1do miristico, A01d0 palmitico, Acido ~palmitoleico

Acido margarico, Acido  margaroléico, Ac1do estearico, Amdo

oleico, A01do linoleico, Acido linolénico, Acido elcosanoico, Acido
behénico, Acido llignocérico

VITAMINAS LIPOSOLUBES:

Vitamina E: a-tocoferol, B-tocoferol, 6-tocoferol, y y-tocoferol
FITOESTEROLES:

Campesterol, Estigmasterol, B-Sitosterol 6-5-

Avenasterol, Avenasterol 6-5,24-Estigmastadienol 6-7-24-
Metilenocolesterol, Sitosterol

(Lan et al., 2009)
(Ramadan & Morsel,
2003; Ramadan &
Moersel, 2007)

(Bernal & Correa, 1998)

(Chasquibol & Yacono,
2015)

CALICES

COMPUESTO

FUENTE

WITANOLIDOS:

28-Hidroxiwitandlido E, 48-Hidroxiwitandlido E, Witandlido E

FENOLES:
(Flavonoides)

(Dinan et al., 1997)
(Franco et al., 2014)
(Gironés-Vilaplana et
al., 2014)

(Toro et al., 2014)
(Franco et al., 2014)
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Rutina, Nicotoflorina, Quercetina 3- O rutinésido 7- O-hexésido,
Kaempferol 3-O-rutindsido, Kaempferol 3- O-rutinésido 7- O
hexdsido

ACIDOS HIDROXICINAMICOS:

Acido 3-0O-cafeoiquinico, Acido 5-0O-cafeoiquinico

ESTERES DE SUCROSA:

Peruviosa A, Peruviosa B

PLANTA COMPLETA
COMPUESTO FUENTE
WITANOLIDOS:

Fiperundélido A (4b, 14a,20b-trihy- droxi-5b,6b-epoxi-1-oxowita-
2,16,24-trinenolido)

Fiperundélido B (5a,6b, 14a,17b,20b -penta- hidroxi-1-oxowita-
2,24-dienolido)

Fiperundélido C (6b, 14a,17b,20b-tetrahidroxi-5a-cloro-1- oxowita-
2,24-dienolido)

Fiperundélido D (5a,6b, 14a,17b,20b,27-hexahidroxi-1-oxowita-
2,24-dienolido)

Fiperunolidos E, F, G (Lan et al., 2009)
Fisaperuvinas I, J con 7 variaciones:
(4) 20-hidroxiwitanolido E

(5) Witaperuvina C

(6) Perulactona C

(7) Perulactona (Sang-Ngern et al.,
(8) Witaperuvina N 2016)

(9) Fiperunélido B
(10) Fiperunélido E

ALCALOIDES:

Higrina

WITAESTEROIDES: (Bernal & Correa, 1998)
Fisalinas, Witaperuvina, Witaperuvina F Witaperuvina G

El estrés oxidativo es considerado como la pérdida del balance entre las sustancias pro

y antioxidantes del organismo lo que permite que las especies reactivas de oxigeno
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(EROs) aumenten, exhibiendo signos patolégicos (Castell & Pérez, 2000). Tras este
interés, se han desarrollado estudios previos acerca del aislamiento de diferentes
antioxidantes a partir de plantas y su administracién como una alternativa terapéutica

que coadyuva en el tratamiento de la DM (Schultz et al., 2005).

Aunque la fisiopatologia que acompana a la DM atn no esta completamente entendida,
se ha demostrado que la sobreproduccién de radical superéxido a nivel mitocondrial y
en células endoteliales causa alteraciones de tipo cardiovascular entre otras. Se
considera que la hiperglicemia crénica es la primera condiciéon que induce al aumento
de EROs por sobreestimulacién de cadena de transporte de electrones y por lo tanto un
aumento excesivo de peroxido de hidrégeno el cual se elimina gracias a la accién de la
catalasa (CAT), sin embargo se cree que el dafio en esta enzima antioxidante da paso a
la activacion de ciertas vias responsables de las complicaciones en la fisiopatologia de
esta enfermedad (Wiernsperger, 2003). Normalmente, la activacién del sistema
antioxidante contrarrestaria la presencia de alteraciones vasculares, sin embargo,
cuando estas complicaciones secundarias estan presentes las vias proinflamatorias se
aumentaran en respuesta a la isquemia por defectos en la angiogénesis (Giacco &
Brownlee, 2010; Black, 2003). Puntualmente, sobre células beta pancreaticas, se ha
comprobado que la cadena transportadora de electrones asi como la actividad de la
enzima NOX (NADPH oxidasa) son fuentes de radicales libres, principalmente aniones
superéxido (O2-), asi mismo cuando se tiene un cuadro de hiperglicemia persistente,
durante la alternancia en la toma de diferentes vias moleculares, se aumenta la
presencia de radicales libres tras la activacién de las proteinas quinasas asi como el

aumento de calcio a nivel del citosol (Alam et al., 2022).

Por otra parte, en presencia de EROs, las células beta pancredticas no consiguen
desarrollar a cabalidad su funcién principal que es la de producir insulina para regular
los niveles de glucosa en la sangre (Abdelhameed et al., 2021). Adicionalmente, procesos
apoptéticos inminentes son activados disminuyéndose cada vez mas el nimero de
células pancreaticas viables (Yaribeygi et al., 2020). Estudios realizados en ratas con
DM inducida por STZ y tratadas con el jugo de P. peruvianay orujo al 10% demostraron

normalizacion de los niveles de glicemia, perfil lipidico y se demostro6 la normalizacion
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de actividad antioxidante endégena (CAT, SOD) asi como la atenuacién de los niveles
de TBARs en tejido pancreatico. Los autores atribuyeron los efectos benéficos al
contenido de polifenoles, flavonoides y vitamina C tanto en el jugo como en el orujo

(Darwish et al., 2020).

Por otra parte, se ha demostrado que pacientes con obesidad tienen un alto riesgo de
padecer diabetes mellitus generandose un sindrome de resistencia a insulina que se
caracteriza por presentar signos como: alteraciones en el perfil lipidico con aumento
marcado en los niveles de colesterol LDL y TG, asi como disminucién de colesterol HDL;
en estos pacientes también se observa hipertensién arterial y una caracteristica
adicional de este sindrome es que, junto con el cuadro de dislipidemia, un incremento
en la expresion de citoquinas proinflamatorias, asi como marcadores de estrés oxidativo
elevados son evidenciados (Rodriguez et al., 2017). Estudios demostraron que pacientes
obesos presentaron una importante carbonilacién de proteinas inducidas por EROs y
al identificar las mismas se demostré que estas sufrieron varias modificaciones
postranscripcionales entre estas: oxidaciones, nitrosilaciones, carbonilaciones y
peroxidaciones. Los mismos autores reportaron la carbonilacién en gran medida de
GLUT 4 asi como modificaciones asociadas a peroxidacion lipidica. De esta forma se
afirma la influencia del estrés oxidativo sobre la funcionalidad proteica y la
degradacién selectiva de las mismas (Boden et al.,, 2017). Otros marcadores de
inflamacién como NF-KB (Factor Nuclear Kappa Beta) también ha demostrado su
activacion dentro de la fisiopatologia de la diabetes y se ha evidenciado a través de
ensayos en modelos experimentales que al ser modulado se podrian disminuir los
efectos colaterales vasculares relacionados con el cuadro diabético (Patel and Santani,
2009). Cabe resaltar que estudios adicionales realizados en hepatocitos primarios
humanos probaron el efecto inhibitorio sobre el factor NF-KB de la metformina como
uno de los farmacos mas utilizados para el manejo del sindrome metabdlico mostrando
ademas su efecto sobre la modulaciéon en la expresion de algunas interleuquinas

(Cameron et al., 2016).
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1.4. Tratamiento de la diabetes mellitus

Dado que la diabetes tipo 2 es una enfermedad que cursa con el deterioro funcional de
las células beta del pancreas, bien sea por la resistencia a esta hormona o por la
deficiente produccién de esta, los tratamientos se han venido disefiando con la intencién
de retrasar el incremento progresivo de la falla, asi como la disminucién en la
resistencia de los receptores a la unién con la insulina (Buchanan et a/, 2002). Uno de
los aspectos a tener en cuenta para la optimizaciéon de cualquiera de los tratamientos
esta relacionado con la modificacion de estilos de vida como parte del control de los
desérdenes metabélicos, asi como medida preventiva en la diabetes mellitus (Reyes et

al, 2016).

El mercado cuenta con farmacos que ayudan a disminuir la hiperglicemia, cuyo
mecanismo de accidén es aumentar la secrecién de insulina, por ejemplo, la familia de
las sulfonilureas de primera generacién (tolbutamida y clorpropamida) y de segunda
generacién (glibenclamida, glicazida, glipizida, glimepirida). También se emplean
fArmacos como las biguanidas (metformina) y las tiazolidinedionas (pioglitazona,
rosiglitazona) cuyo mecanismo de accién es mejorar la respuesta de las células a la
insulina, disminuyendo la resistencia a esta hormona. Los farmacos que impiden la
absorcion de glucosa desde el intestino por inhibicién enzimatica de alfa-glucosidasa
como el miglitol y la acarbosa y finalmente, farmacos que actiian produciendo inhibicién
del glucagén en condiciones de hiperglicemia aumentando a su vez la secrecién de
insulina. Este efecto es producido a través de tres mecanismos: los analogos de la
amilina (pramlintida), aquellos que inhiben de enzima Dipeptidil peptidasa IV (DPP4)
(sitagliptina, saxagliptina, linagliptina, vildagliptina), aquellos farmacos que son
agonistas del receptor “glucagon-like peptide I” o GLP1 (liraglutida, exenatida),
aquellos que inhiben los cotransportadores 1y 2 de sodio-glucosa en los tibulos renales

(SGLT1 e iSGLT?2) y por tltimo los fArmacos anilogos de insulina (Reyes et al., 2016).

Aunque se busca realizar un control de la DMT II a través de cambios de estilos de vida
y uso de farmacos coadyuvantes en la regulacién de la glucosa, en ocasiones la

producciéon de insulina a nivel pancreatico disminuye progresivamente y se hace
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necesaria la utilizacion de analogos de la hormona, éstos requieren una utilizacién

cuidadosa para evitar riesgos de hipoglicemias severas (Zammitt & Frier, 2005).

Para el control glicémico, la Asociacién Americana de Endocrinélogos Clinicos (AACE)
han disefiado una guia para el tratamiento del paciente con DMT II, jerarquizando el
uso de farmacos de acuerdo con la sintomatologia. Esto con el fin de prevenir los efectos
secundarios que a largo plazo se presentan dado el curso crénico de la enfermedad, asi

como también para evitar riesgos de hipoglicemias severas.



Capitulo 2

2.Capitulo: Obtencién de los extractos y
fracciones de calices de Physalis peruvianay
experimentos de screening para la seleccién
del extracto con actividad antidiabética mas
promisoria

Como se plantedé anteriormente, el uso tradicional de Physalis peruviana viene
relacionando con el efecto antidiabético de los frutos sobre diferentes enfermedades
(Toro et al., 2014), entre estas la diabetes mellitus. Partiendo de esta informacién, asi
como de diferentes estudios adelantados en los diferentes érganos de la planta, se puede
relacionar el contenido de diferentes compuestos como flavonoides y polifenoles en la
contribucién de éstos para el tratamiento coadyuvante de este sindrome. En el caso de
los calices, se plantea un especial interés al ser un subproducto que, de acuerdo con
estudios adelantados por el grupo de investigaciéon de la Universidad Nacional de
Colombia, demuestran también contener compuestos promisorios. Puntualmente, a
sabiendas del importante contenido del flavonoide rutina en los calices, se procedié a
profundizar en la posible accién promisoria de las diferentes fracciones evaluando a
través de diferentes experimentos preliminares la posible actividad antioxidante, anti-
glicacién, asi como su actividad inhibitoria sobre algunas carbohidrasas intestinales

(a-amilasa y a-glucosidasa).

La informacién obtenida en esta parte del estudio permitid seleccionar el extracto mas
promisorio, identificar algunos compuestos presentes en este y pasar a las siguientes
fases experimentales sobre modelos in vivo e in vivo que se aproximaban a la

patogénesis en humanos.
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2.1. Equipos y reactivos

Rotavapor Biichi R-114, R-110, percolador, liofilizador (Labconco®) solventes calidad

HPLC: Metanol (HPLC) de J.T Baker®, Agua de calidad CLAE obtenida a través del
sistema MilliQ de Millipore Co®, equipo de filtracién al vacio, concentrador al vacio
CentriVap Benchtop (Labconco ®), acido acético, acetato de etilo, diclorometano, n-
butanol, todos grado reactivo; silica gel 60, vainillina sulftrica y sulfato cérico amoénico,
Placas para cromatografia en capa delgada, en soporte de aluminio, Merck®; NP/PEG

(Difenilboriloxietilamina / 5% etanol, polietilenglicol-4000).

El material vegetal fue colectado en el municipio de Granada-Cundinamarca
(Colombia), ubicacién 04° 31"1'Norte,74°21"0' Oeste, altitud: 2243 m.s.n.m.,
temperatura promedio: maxima 21 °C/minima 10 °C, fecha de recoleccion: octubre de
2018, humedad relativa a la fecha de recolecciéon: 80%. Un ejemplar comprobante se
almacend en el Herbario Nacional Colombiano (COL 512200), ntimero de contrato

MADS 249 de 2019 y el material vegetal fue identificado por el taxénomo Parra C.

Para los experimentos 1n vivo se utilizaron ratas Wistar, machos de minimo 7 semanas
de edad y pesos entre 160-210 g. Los animales fueron distribuidos en grupos de 8
individuos Los animales fueron mantenidos a temperatura ambiente cercana a los
21 °C + 2 con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y el alimento fue retirado 8 horas
antes de los experimentos. Se utilizé pentobarbital sédico como anestésico previo a la
decapitacién con guillotina. Los experimentos fueron previamente aprobados por el

comité de ética de la Facultad de Ciencias a través del acta 07/2014

Las muestras de sangre fueron colectadas de una de las venas caudales y los niveles de

glucosa en sangre fueron medidos con un glucometro Accu-Check Performa ®.
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Para los experimentos screening se utilizé: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (1898-66-4),
acido tiobarbittrico (TBA), &cido tricloroacético (TCA), FeSOs, CuSOs, H:0:2, p-
nitrofenil a —D-glucopiranésido (pNPG) (N1377), Almidén Azul Sigma (S7776),
Acarbosa (A8980), enzima obtenida de polvo intestinal de rata (en acetona) (I1630) y
alfa amilasa de pancreas porcino (PPA) A3176) fueron obtenidos en Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO); membranas para filtracién 0,22 pm (CNW Technologies) y filtros para
didlisis (Amicon® Ultra, Ultra cell-50k, Millipore, USA). Lector de placas
BERTHOLD®, ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific® rotor 1H641, microcentrifuga
(Hermle Z216, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen).

2.2. Metodologia

2.2.1. Obtencién del extracto hidroalcohdlico

Este método fue propuesto previamente en el grupo de investigacién con la finalidad de
obtener un extracto con altos contenidos del flavonoide rutina también reportado por el
mismo grupo como marcador analitico del extracto al ser el flavonoide de mayor
concentracién en el extracto hidroalcohdlico, condicién que fue favorecida por la
polaridad del etanol al 70% utilizado en esta extraccién (Cardona et al., 2017; Toro &
Aragén, 2014). De acuerdo con la metodologia estandarizada por Cardona (2017), una
vez obtenido el material pulverizado (Figura 2-1), se tomaron 30 g y se humectaron con
120 mL de etanol al 70% para luego colocar en un percolador al que se le adicionaron
150 mL mas del etanol al 70%. Se realiz el recambio del solvente cada 24 horas por
tres dias. Al final el extracto hidroalcohélico fue concentrado por presién reducida en

un rotavapor Biichi R-114, R-110 (Cardona et al., 2017).
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SELECCION DE CALICES

RECAMBIO
SECADO EN HORNO 40°C CADA 24 HORAS
POR 3 DIAS
ruvnzacon iy commenon || oot )
MOLING DE CUCHILLAS A - LIOFILIZACION
{10:150 myv) A0°PC POR 2 HORAS 72 horas 48 horas
POR 3 DIAS

Figura 2-1. Elaboracién del extracto hidroalcohélico de calices de P. peruviana.

Luego de la liofilizacién del extracto, se procedié a realizar sellado de las muestras y a
almacenarlas en camara de desecacién al vacio para evitar que las muestras se
hidrataran con la humedad ambiental.

2.2.2. Obtencion de las fracciones a partir del extracto
estandarizado de calices de Physalis peruviana

Con el objetivo de obtener diferentes grupos de compuestos del extracto, se realizo el
fraccionamiento de éste, utilizando una cromatografia al vacio y varios solventes de
menor a mayor polaridad (diclorometano, acetato de etilo, butanol), seguido de lavado
con agua y agua acidificada, generando las respectivas fracciones orgénicas (FDCM,
FAcEt, FBuOH) y fracciones acuosas (FH20, FH204c), siendo estas tGltimas, agrupadas
(Costa, 2013) (Figura 2-2).



25

EXTRALTO EQUIPQ
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Figura 2-2. Esquema de la elaboracion de las fracciones a partir del extracto de
calices de Physalis peruviana.

AcEtO: Acetato de Etilo; BuOH: Butanol DCM: Diclorometano; H2O: Agua

2.2.3. Cromatografia en capa delgada (CCD)

La cromatografia en capa delgada es una técnica frecuentemente utilizada por ser uno
de los métodos mas sencillos para determinar de manera cualitativa la presencia de
compuestos en una muestra. Se pesaron 10 mg de cada muestra y se disolvieron en 3
mL de metanol, posteriormente las muestras fueron sembradas en 3 placas de silica de
7x7 cm. Aparte, se prepararon 15 mL de la fase mévil que contenia una mezcla en la
siguiente proporcién de solventes: AcEtO/MeOH/H20 (38,3:4,5:3,3). La fase mévil se
colocé en una camara cromatografica y una vez saturada, cada placa fue colocada
dentro. Como reveladores se utilizaron: reactivo vainillina, sulfato cérico amoénico y

NP/PEG y finalmente, se midi6 el Rf de cada una de las manchas observadas.

En cuanto a los porcentajes de rendimiento, este calculo se llevé a cabo dentro de una

contribucién al estudio de la caracterizacién quimica del extracto de calices de
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P. peruvianay sus fracciones, dentro del desarrollo de una tesis de pregrado del grupo
Tecprona (Mahecha, 2017). El porcentaje de rendimiento se calculé de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

o g de extracto hidroalcohdlico
Rendimiento (%) = - * 100
g de material vegetal

2.3. Experimentos de screening para la seleccién de los
extractos con actividad promisoria

2.3.1. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

Este método se basa en la reducciéon del radical DPPH - a DPPH2 en presencia de un
antioxidante capaz de donar un atomo de hidrégeno. Siendo el DPPH - de color violeta,
durante la reaccién de reduccién se torna amarillo, y los cambios en su absorbancia se

leen a 515 nm (Brand et al., 1995).

Las muestras se prepararon por triplicado, diluidas en metanol y en concentraciones
finales de 14, 28, 42, 56 y 70 pg/mL. En una placa de 96 pozos se colocaron 70 pL de
cada muestra y se adicionaron 30 pl. de DPPH - a una concentracion final de 33 pg/mL.
Como control positivo se utilizé acido ascorbico a una concentracion de 40 pg/mL y como
control negativo metanol y DPPH. Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos

y la absorbancia fue leida a 515 nm.
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2.3.2. Actividad del extracto de los calices de Physalis peruviana
sobre la reaccion de Fenton inducida en homogenado de
organos

Este método permitié6 estimar formacion de peroxidacion lipidica a través de la
formacién de 7BARs (sustancias reactivas al 4cido tiobarbittrico) como propuso
Ohkawa et al., 1979 e inducir a la reacciéon de Fenton como lo propone Pai Kotebagilu

y colaboradores (2014), con algunas modificaciones.

El metal en estado ferroso (Fe?*) es el agente mas prooxidante, acelera la reaccién que
causa peroxidacién lipidica ya que el perdxido de hidrégeno, asi como los hidrégenos

son convertidos en radicales libres asi:
Fe?*+ HoQO2 ——» Fe3*+ OH + OH -

Para realizar la primera parte de este experimento se utilizaron tubos Falcon de 15 mL

y se colocaron los reactivos de la siguiente manera:

- 100 pL de proteina equivalentes a 5 mg (cuantificada previamente por el método de

Acido bicinconinico (BCA))

- 500 pLi del extracto y fracciones a concentraciones iniciales de: 5, 2.5, 1.25,

0.625 mg/mL

-500 uL de PBS (0,01 M, pH 7,4)
- 500 uL de FeS04(20 mM)

- 250 pL de H202 (20 mM)

El volumen final de esta parte de la reaccién fue de 1,3 mL y las muestras fueron
mezcladas con vortex y luego incubadas a 50 °C por 2 horas. Transcurrido este tiempo,

se adiciond a cada muestra:
- 1mL de 4cido tricloroacético al 10 % (TCA)

- ImL de 4cido tiobarbiturico al 0,67 % (TBA)
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Nuevamente las muestras se sometieron a incubaciéon durante 30 minutos a 100 °C y
fueron sumergidas en una cubeta de hielo. Terminado este tiempo, se adicioné 3 mL de
n-butanol a cada tubo y nuevamente los tubos se agitaron con vértex. 200 uL del
sobrenadante fueron tomados y colocados en una microplaca de 96 pozos la cual fue
leida a 532 nm (Modificado de Pai et al., 2014). Las muestras fueron preparadas por
triplicado, adicionalmente se sembr6 una muestra considerada como blanco que estaba
constituida por homogenado, solucién tamponada, TCA y TBA y otra muestra control

en la que se colocé 4cido galico a una concentracién 1mM (Pai Kotebagilu et al., 2014).

2.3.3. Peroxidacion lipidica inducida por FeSO4 en plasma

Dentro del organismo, se generan continuamente especies reactivas del oxigeno,
(EROs), como el radical superéxido (O2*), dentro de estos podemos mencionar al radical
hidroxilo (+OH) y el peréxido de hidrégeno (H202). Estos, causan diversos dafios
oxidativos a proteinas, lipidos y ADN, conduciendo a varias alteraciones en la
funcionalidad y a diversas enfermedades. Los quelantes de hierro actian como
antirradicalarios, eliminando estas EROs y reduciendo la cantidad de hierro disponible
(Adjimani and Asare, 2015). De esta forma se disminuye la cantidad del radical +OH
producto de las reacciones de Fenton. Este experimento se llev) a cabo para evaluar el
comportamiento quelante o antioxidante de las fracciones y el extracto de P. peruviana,

frente a la produccién de radicales hidroxilo.

Sangre fresca de ratas sin ayuno previo fue recolectada en tubos con EDTA y
centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos. El plasma fue separado y congelado en
tubos de microcentrifugacion hasta el momento del ensayo. La induccion de la reaccion
se realiz6 en un volumen final de 350 pL. Se preparé una dilucién de plasma en buffer
PBS 2 0.01 My a pH 7,4 (1:4) y se colocaron 250 uL de la solucién en un microtubo. Se

prepararon diluciones del extracto y/o las fracciones calculando concentraciones finales
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de 25, 50, 100, 200 y 400 pg/mL y de cada una de estas se agregaron 50 pL. Finalmente,
se adicionaron 50 pul. de FeSO4sa una concentracién final de 100 uM. Los tubos fueron

incubados a 37 °C durante 6 horas (Pai Kotebagilu et al., 2014).

La cuantificacién de sustancias que reaccionan con TBA fue realizado mediante el
ensayo propuesto por Ravi et al., 2004. Para este, se adicion6 a la mezcla anterior 1mL
de TCA al 10 % y se centrifugé durante 10 minutos a 1850g a 4 C, luego se tomaron
500 pLi del sobrenadante y se adicionaron 500 pL. de TBA al 0,67 %. Esta mezcla se
llev6 a calentamiento a 96 °C durante 30 minutos para finalmente colocar los
microtubos en bafio de hielo durante 10 minutos y leer la absorbancia de cada muestra
a 535 nm.

Cada muestra se realizdé por triplicado con sus respectivos blancos, los cuales no
contenian el agente prooxidante. Adicionalmente, se realizé una muestra utilizando un
compuesto con actividad antioxidante conocida como control positivo (4cido galico
100 pM) y un control negativo que contenia PBS en lugar de antioxidante en el cual se

considerd que contenia el 100 % de la reaccién de oxidacién.

2.3.4. Formacién de dienos conjugados inducidos con CuS0O4 en
Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

2.3.4.1. Aislamiento de LLDL

Este ensayo se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones de Dos Santos y
colaboradores con algunas modificaciones. Sangre fresca de individuos sin ayuno previo
fue recolectada en tubos con EDTA y centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos. La
densidad del plasma fue ajustada (1,21 g/mL) adicionando KBr sélido (0,325 g/mL de
plasma), posterior a esto se adicionaron 6.6 mL de una solucién de buffer fosfato (NaCl
110 mM, EDTA 1mM, 20 mM fosfato dibasico de potasio) a pH 7.4. Las muestras fueron
colocadas en tubos para ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific® rotor 1H641 y se
programé el procedimiento de centrifugaciéon a 200.000g con aceleracion lenta y
desaceleracion durante 12 horas. Una vez pasado este tiempo se obtuvieron muestras

de plasma con diferentes capas de lipidos separadas de acuerdo con su densidad. A
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partir de esto, las LDL ubicadas en la capa superior fueron tomadas para iniciar el
procedimiento (Dos Santos et al., 2018). Finalmente, las muestras fueron dializadas
utilizando ultrafiltracién; para esto se utilizaron tubos Millipore (Amicon® Ultra, Ultra
cell-50k, Millipore, USA) y se colocaron en microcentrifuga (Hermle Z216, Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen) por 30 minutos a 10700 . Finalmente, las muestras
fueron filtradas a través de un filtro de membrana de 0,22um para luego almacenarse

a -80 °C para posteriores experimentos.

La cuantificacién de proteinas se realizé de acuerdo al método de Lowry (Lowry et al.,

1951).

2.2.4.4.2. Formacién de Dienos

Se considera que todo aquello que contenga acidos grasos polinsaturados puede
utilizarse como substrato para la generacion de dienos conjugados, la eleccion de
utilizar LDL se debe a la relacion que hay in vivo con la fisiopatologia de la inflamacién
y algunas enfermedades subsecuentes a diabetes como la aterosclerosis. Las LDL
tienen 4 caracteristicas conformacionales ideales para la oxidacién: contiene moléculas
de triacil-glicerol las cuales estan constituidas por lipidos insaturados, colesterol bien
sea libre o esterificado, proteina Apo B y lipidos insaturados que se encuentran unidos
a la superficie fosfolipidica (Laguerre et al., 2007). La formacién de dienos conjugados
se da durante la formacién de hidroperdéxidos y es medible a longitudes de onda entre

230 y 235 nm.

Una vez aisladas las LDL, primero se realiz6 la cuantificacién de proteinas siguiendo
el método de Lowry (Lowry et al., 1951) y seguido a esto se utilizé el método propuesto
por Parthasarathy et al., 1999 para inducir el proceso de peroxidaciéon. Para comenzar,
se realizé una dilucién de las LDL a una relacién 1:300 con PBS a pH 7.4. El extracto
y las fracciones se prepararon a una concentracion final de 400, 200, 100, 50 y 25 mg/mL

teniendo en cuenta un volumen final de reacciéon de 1 mL. En cada tubo Eppendorf, se
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colocaron 900 pL de la diluciéon de LDL, 50 pLL de cada extracto y 50 uL. de CuSO.
(50 uM). Para el blanco se colocaron 900 uL de la dilucién de LDL y 100 uL de PBS y
para la muestra que representa el 100% de la reaccion se colocaron 900 pL de la dilucion
de LDL, 50 pL. de PBS y 50 uLL de CuSO4 las muestras fueron almacenadas a 37 °C
durante 8 horas y protegidas de la luz. Finalmente, cada muestra fue llevada a celdas
de cuarzo para leer la absorbancia a 232 nm en un espectrofotémetro Shimatzu UV-

1800.

2.3.4.5. Actividad sobre carbohidrasas intestinales

2.3.4.5.1. Actividad sobre a-amilasa

El objetivo de este experimento es evaluar en presencia del extracto de P. peruvianay
sus fracciones la actividad hidrolitica de la enzima en los enlaces 1,4 de los polisacaridos

que, sin presencia de un inhibidor, los separa en moléculas como glucosa y maltosa.

En ensayo se llevd a cabo segiin la metodologia previamente reportada por el grupo de
investigacién (Rey et al., 2015). Se preparé la enzima alfa amilasa (Sigma-Aldrich® St.
Louis, MO, USA) a una concentracién de 2 UI/mL en buffer Tris-HCI (0.05 M, pH 6.9).
Aparte, se realizaron diluciones seriadas para para las muestras del extracto crudo de
calices de P. peruviana, asi como de sus fracciones. El sustrato utilizado fue almidén
azul el cual previamente se suspendié en el mismo buffer en una concentraciéon de
10 mg/mL. En tubos de microcentrifuga, se colocé 200 uL: del sustrato y se llev a
ebullicion por 5 minutos, posteriormente se incub6 a 37 °C por 5 minutos y se
adicionaron 200 pL del extracto y 100 uLi de la enzima para un volumen final de 300
puL. Se realizé6 un control de 100% de actividad enzimatica el cual tenia buffer en
reemplazo del inhibidor y se utilizé acarbosa (320 pg/mL) como control positivo. La
mezcla se incub6 durante 2 horas a 37 °C y luego se centrifugé a 3000 rpm. Finalmente
se sirvieron 100 pL de cada sobrenadante en una microplaca de 96 pozos y se leyo la

absorbancia a 595 nm.
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2.3.4.5.2. Actividad sobre a-glucosidasa

La actividad de a-glucosidasa se determiné a través de la siguiente reaccién en la cual
la liberacién de prnitrofenol es proporcional a las moléculas de glucosa presentes en la

muestra:

a- glucosidasa

p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (pNPG)+H20 a-D-Glucosa+p-nitrofenol
El protocolo seguido fue el reportado previamente por el grupo de investigacién (Rey et
al., 2015). Se utilizé prnitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNPG) 11.3 mM como sustrato el
cual, genera un cromégeno de color amarillo en presencia de la enzima por la liberacién
de a-D-glucosa + p-nitrofenol. La enzima utilizada extraida de un extracto de liofilizado
de polvo intestinal de rata en acetona, este se preparé a una concentraciéon de 1 Ul/mL
y el farmaco patron que se utilizé por su conocida actividad inhibitoria de carbohidrasas
intestinales fue acarbosa a una concentraciéon de 5 mg/mL, éste se colocé como si fuera
uno de los extractos y la mezcla fue incubada durante 45 minutos a 37 °C, también se
realizé un control de 100% de actividad enzimatica el cual tenia buffer en reemplazo
del inhibidor.

En una microplaca de 96 pozos se colocd un volumen maximo de 100 uL por pozo de la
mezcla constituida por 20 pL buffer de fosfatos 0,5 M, 10 uL de la enzima a-glucosidasa
y 40 pL de agua destilada y 20 pL del inhibidor. Finalmente, se ley6 la absorbancia en
un lector de placas BERTHOLD® a una longitud de onda de 450 nm.

2.3.4.6. Determinacion de la formacién de productos de glicacién

avanzada (AGEs) en el modelo de albtimina bovina

La formacion de productos de glicacion avanzada es un método de fluorescencia

utilizado para medir los productos de formacién después de una reaccién no enzimatica
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sucesiva. Estas reacciones incluyen los reordenamientos de Maillard y Amadori, cuyos
productos tienen atributos fluorescentes (Derbré et al., 2010). FBuOH y sus fracciones
se prepararon a partir una solucion madre usando como solvente DMSO a
concentraciones finales de 1 a 800 pg/mL. En una microplaca de 96 pozos, las muestras
fueron servidas e incubadas a 37°C protegidas de la luz, 10 mg/mL de Albimina de
Suero Bovino (BSA), D-ribosa (0,5 M), y cada muestra en tampén fosfato (50 mM), NaNs
0,02% y pH 7,4. El volumen final fue de 100 uLi por pocillo. 24 horas mas tarde, la
fluorescencia de AGEs se midi6 a Aexc 370 nm y Aem 440 nm (Séro et al., 2013).

2.3.4.7. Evaluacion in vivo del efecto hipoglicemiante en ratas
normoglicémicas

Los tratamientos (extracto, fracciones, sustancia patrén y vehiculo) fueron
administrados por via oral (dosis maxima: 500 mg/kg de peso corporal) y una hora
después se administré una sobrecarga oral de glucosa (SOG) o almidén (SOA) a dosis
de 2000 mg/kg con el fin de producir una hiperglicemia transitoria y evaluar en varios
periodos de tiempo los niveles de glicemia. Los NGS para el caso de la sobrecarga de
almidén se midieron al tiempo 0 (momento de la sobrecarga), 60, 120 y 180 minutos
después, y en el caso de sobrecarga de glucosa al tiempo 0, 60, 90 y 120 minutos. Se
obtuvo una gota de sangre periférica realizando un pequerio corte en la vena caudal.
Posteriormente se colocé la muestra sobre tiras reactivas y se leyé en un glucometro

comercial (Accu-Check Performa) (Modificado de Murillo et al., 2006).

Los animales se sometieron a ayuno previo durante 8 horas y se dividieron de la

siguiente manera:

Grupo I Vehiculo (agua destilada)

Grupo II: Acarbosa para sobrecarga de almidén (dosis: 10 mg/kg) como farmaco de
referencia de reconocida actividad antihiperglicemiante o glibenclamida para
sobrecarga de glucosa (dosis: 200 mg/kg) como farmaco de referencia de reconocida

actividad hipoglicemiante.
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Grupos III: EP: Extracto hidroalcohélico de calices de Physalis peruviana (dosis: 500
mg/kg)

Grupo IV: Fraccién AcEt (dosis: 500 mg/kg)

Grupo V: Fraccién BuOH (dosis: 500 mg/kg)

Grupo VI: Fraccién H20 (dosis: 500 mg/kg)

2.4. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism® version 7.0, la
homogeneidad de los datos se determiné utilizando la prueba estadistica de Bartlett
para ANOVA y ¢-Student para medias de resultado. Se utilizé6 prueba de ANOVA de
dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. Para los experimentos in vivo se realizé
ANOVA de una via y se aplico prueba post hoc. Nivel de significancia con un valor de

alfa < 0,05.

2.5. Resultados y discusién

2.5.1. Andlisis cualitativo del extracto y las fracciones de Physalis
peruviana por cromatografia en capa delgada (CCD)

Una vez liofilizado el extracto de calices de P. peruviana se obtuvieron 2,87 g de extracto
partiendo de 30 g iniciales de material vegetal recolectado. El porcentaje de

rendimiento se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacién:
2,87 g de extracto hidroalcohdlico

Rendimiento (%) = 100 = 9,56 ¢
endimiento (%) 30 g de material vegetal i %

Este rendimiento se encuentra por debajo de lo reportado por Cardona, esto podria
explicarse por las diferencias en la época de recolecta del material vegetal en ambos

trabajos (Cardona et al., 2017), esto ya que se considera que después de sembrada la
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planta, se da el pico de produccién 4 a 7 meses después, con una duraciéon de 10 a 12
meses. Sin embargo, esto depende adicionalmente de factores como temperatura y

humedad, entre otros (Fischer et al., 2014).

Tabla 2-1. Rendimientos de cada una de las fracciones obtenidas

Fraccién Peso (mng) ren di(;/roﬁento
F-DCM 18,0 0,9

F- AcEt 785,5 39,3
FBuOH 2465 12.3

F-H20 216,7 10,8

Las fracciones obtenidas a partir del extracto estandarizado de los calices de
P. peruviana fueron: fraccién diclorometano (FDCM), la cual dado su bajo rendimiento
fue descartada; fraccién Acetato de etilo (FAcEt); fraccién butandlica (FBuOH); y

fraccién acuosa (H20) en la cual se reunieron la fraccién H20 y H20 + 4cido acético.
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Figura 2-3. CCD revelada con sulfato cérico amonico.
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1) Rutina; 2) Quercetina; 3) Extracto P. peruviana; 4) FAcEt; 5) FBuOH; 6) FH20;
FH20"*

Muestra Banda

Vainillina

F-8uOH

1 2 3 4 5 6 7

Figura 2-4. CCD revelada con Vainillina.

1) Rutina; 2) Quercetina; 3) Extracto P. peruviana; 4) F-AcEt; 5) FBuOH; 6) FH20;
7) FH:0*

NP/PEG Y luz UV Muestra Banda

Extracto
hidroalcohdlico ¢

de P. peruviang |

F-ACER
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Slwinoimle (Blw sl

F-H1O
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Figura 2-5. CCD revelada con reactivo NP/PEG y luz UV.
1) Rutina; 2) Quercetina; 3) Extracto P. peruviana; 4) F-AcEt; 5) FBuOH; 6) FH:O.

En las placas es observable que en general la FBuOH presenta el flavonoide rutina, asi
como varios compuestos de polaridad similar a esta molécula. Se puede evidenciar la

presencia de su aglicona quercetina la cual tiene menor interaccion con la fase
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estacionaria por su tendencia apolar al carecer de su glucésido, por esta conformacién
es que el flavonoide rutina cuenta con una polaridad media-alta. Ambas moléculas se
evidencian tras la utilizacién del revelador vainillina el cual es considerado un
revelador universal, dando como resultado tinciones amarillas en presencia de
flavonoides y taninos. Sin embargo, también se observaron lineas de coloraciones
violaceas, rosa y café indicadoras de la presencia de estructuras esteroidales tanto en
la FBuOH como en la FAcEt y en el extracto inicial. Tras la utilizacion del revelador
sulfato cérico aménico se observaron manchas azules y verdes especialmente en la
FBuOH que nuevamente indicaron la presencia de compuestos esteroidales y terpenos.
Al revelar con el reactivo NP se observan manchas color naranja que nuevamente
muestran la presencia del flavonoide rutina y quercetina, adicionalmente una mancha
de color verde con un Rf de 0,27 observada tanto en FBuOH como en el extracto total
lo cual indica la presencia de uno o varios flavonoides no identificado. Finalmente, se
observ6 una mancha de color azul fluorescente con un Rf de 0,2 en FBuOH, en FAcEt

y en el extracto hidroalcohélico, indicando la posible presencia de acidos fendlicos.

2.5.2. Actividad captadora de DPPH

Este experimento ha sido altamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante
de diferentes compuestos, dado que es simple de realizar, y reproducible (Wu et al.,
2004). Sin embargo, en este trabajo se utiliza como un experimento de tamizaje que no
necesariamente se extrapola con la reacciéon dada en los tejidos celulares debido a que
el radical DPPH - no se asemeja a los radicales peroxilo que son los que en realidad
comprometen la viabilidad de las membranas celulares generando peroxidacion
lipidica, incluso antioxidantes que reaccionan con los radicales peroxilo no
necesariamente lo hacen para DPPH - lo que puede no solo explicar los diferentes
niveles de inhibicién alcanzados sino como a lo largo de la realizacién de diferentes
experimentos complementarios se pueden observar diferentes comportamientos. En la
Tabla 2-2 se observa que los unicos extractos que alcanzaron el 50% de actividad
inhibitoria fueron EP y la FBuOH. Estos resultados son coherentes con lo reportado

por Gironés y colaboradores, los autores compararon la actividad captadora del radical
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DPPH de: papaya, noni, azai, maqui y tanto frutos como calices de P. peruviana,
demostrando que los calices presentan una actividad de captacion de este radical
moderada, incluso casi cuatro veces mas que los frutos de la misma planta (Gironés-
Vilaplana et al., 2014). Con anterioridad, Cardona et al., 2017 demostraron la actividad
antirradicalaria del extracto hidroalcohélico obtenido de los calices de P. peruviana,
utilizando material vegetal recopilado en diferentes regiones de Colombia y sometiendo
el proceso de extraccion a diferentes condiciones de almacenamiento y estrés, este
estudio reporté un porcentaje de captacién del radical DPPH - de 50,9 % en extractos de
calices sometidos a oxidacion con H202, y de 61,0 % en muestras intactas a 300 pg/mL,
esta actividad fue atribuida al contenido del flavonoide rutina. En un estudio reportado
en el 2010, la actividad anti radicalaria de la molécula rutina demostré actividad
antioxidante mas alta frente a sus derivados, ésta marcada actividad fue explicada por
la estabilidad del flavonoide después de donar el hidrégeno al radical DPPH - (Lue et
al., 2010). Otros estudios reportaron la actividad antirradicalaria del flavonoide rutina,
mostrando un 52% de inhibicién probada a una concentraciéon de 25 puM, lo cual es
consistente con estos resultados y con un estudio adicional que reporté una mayor
actividad antioxidante en la fraccién butandlica debido a los compuestos presentes a
esta polaridad del solvente (Lue et al., 2010); de hecho, Ang et al., 2011 en su estudio
menciona las posibles interacciones antagonicas al mezclar alimentos con actividad
antioxidante y dentro de estas, la variabilidad que pueden presentar en cuanto a su
contenido fitoquimico de acuerdo con el tipo de solvente utilizado para su extraccion
(Ang et al., 2011). Otras moléculas como el kaempferol, los derivados de los acidos
cafeico, clorogénico, fertlico y cinamico presentes en FBuOH han mostrado actividades

antirradicales (de Paiva et al., 2013; Rodrigo and Libuy, 2014).
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Tabla 2-2. Captacién de radicales DPPH por el extracto total y la fracciéon butandlica
de calices de Physalis peruviana.

% de inhibicién

Concentracién EP FBuOH

(ug/mL)

14 25+4 1241
28 52+ 4 22+3
42 61+1 30+4
56 74+2 45+ 3
70 79+2 81=+1
1Cso 29 52
(pg/mL) (26-31) (46-59)

EP: Extracto Physalis peruviana; FBuOH: Fracciéon butandlica de P. peruviana; 1Cso:
Concentracién inhibitoria 50

Los resultados muestran una mayor actividad de EP frente a la captacién del radical
DPPH -, esta informacién es util en términos de conocer de manera rapida la capacidad
antioxidante de los extractos en algunos tejidos pero se hace necesario realizar
experimentos complementarios para concluir con mayor aproximacion la capacidad de
los extractos para captar radicales libres (Mansour et al., 2011). Aunque se esperaria
que FBuOH presentara mayor actividad antioxidante, dada la polaridad del solvente
n-butanol y el contenido concentrado de flavonoides especialmente en esta fraccion, se
considera que varios compuestos en la matriz de EP podrian estar interactuando
(Mansour et al., 2011) demostrando para este experimento una concentracién

inhibitoria inferior que FBuOH.

2.5.3. Reaccién de Fenton inducida en homogenado de rganos

El hierro es considerado un metal de transicién esencial para la mayoria del organismo.
Sin embargo, es un catalizador para la produccion del radical OH- proveniente del H202
tras la reaccién de Fenton (Ohkawa et al., 2010). Este radical hidroxilo se considera
uno de los méas daninos a nivel celular ya que ataca los acidos grasos que constituyen
la membrana (Shen et al., 2016); dado estos efectos nocivos se hace relevante el estudio

protector que los extractos de calices de P. peruviana puedan alcanzar y siendo
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promisorios para complementar las terapias antidiabéticas. Los ensayos realizados
sobre homogenados de tejidos a los cuales se les indujo peroxidacién lipidica in vivo,
fueron expuestos al contacto con el extracto y las fracciones a diferentes
concentraciones como se observa en la Tabla 2-3, la actividad antioxidante de EP y de
FBuOH, esta presente para los tres 6rganos evaluados, sin embargo, se puede apreciar
una menor actividad en pancreas, cuyos valores de ICso fueron mas altas. En el caso
FAcEt, esta fraccién mostré actividad antioxidante aumentada en cerebro y pancreas
con ICs0 mas bajas: 1077 pg/mL y 514 pg/mL. Como antioxidante de referencia se utiliz6
el flavonoide rutina (200 pg/mL) el cual tuvo un porcentaje de inhibicién de 82 %, 80 %

y 86 % en homogenados de higado, cerebro y pancreas respectivamente.

Tabla 2-3. ICso del extracto y las fracciones de Physalis peruviana en peroxidacién
lipidica inducida por FeSO4.

pug/mL Higado Cerebro Péancreas
EP 799 1127 1222
(712-895)  (991-1281) (1094-1365)
1077 514
FAcEt (925-1255)  (467-565)
983 540 1342
FBuOH (934.5-1034) (457-637) (1177-1531)
FH20 1751

(1316-2329)
EP: Extracto; FAcEt: Fraccién acetato de etilo; FBuOH: Fraccién butanodlica; FH20:
Fraccion acuosa; ICso: Concentracion inhibitoria 50

Adaramoye & Odunola (2011) estudiaron la actividad antirradicalaria sobre
homogenados de higado y cerebro, sugiriendo que el mecanismo de proteccién en la
peroxidacion lipidica in vivo dada por la reaccion de Fenton podria estar relacionado a
la presencia de compuestos fendlicos, lo que podria explicar el efecto del extracto crudo
(EP) y de la FBuOH los cuales dada la polaridad del n-butanol deberian contener la
mayoria de estos compuestos (Lue et al., 2010). Previos autores, mencionan la
capacidad del flavonoide rutina como quelante del Fe2* inhibiendo asi el proceso de
peroxidacién (Guo et al., 2007). Este modelo in vivo permitié inferir el comportamiento
del extracto y las fracciones sobre esta reaccién ya reportada in vivo en ratas diabéticas

en las que el flavonoide rutina demostré su actividad quelante de metales liberados
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durante la unién a proteinas, captdndolos e interrumpiendo la reaccién (Je et al., 2002).
Por otra parte, el cerebro es uno de los érganos que por su alto contenido de lipidos y
su pobre capacidad antioxidante enddégena, es altamente susceptible ante el ataque de
radicales libres (Lee et al., 2020). Los resultados muestran que FBuOH tuvo mayor
proteccién del tejido cerebral con la menor ICso (540 pg/mL), seguido por
AcEt (1029 pg/mL) y EP (1779 pg/mL). En el homogenado de pancreas, exceptuando la
fraccion H:20, todas las fracciones alcanzaron un ICso protector para peroxidacion
lipidica. Oboh y colaboradores reportaron la relacién entre el status de peroxidacion
lipidica y la presentacién de resistencia a insulina en pacientes diabéticos asi como con
la destruccién de islotes de Langerhans y demostraron la actividad preventiva y
protectora antioxidante del flavonoide rutina a dosis dependiente frente a radicales
libres (Oboh et al., 2015). Otros estudios que apoyan los resultados demostraron la alta
susceptibilidad del pancreas al dafio celular en diabetes dado que la expresién de genes
para la produccién de enzimas antioxidantes endégenas (SOD-Mn mitocondrial, SOD
Cu/Zn citoplasmaética, glutatién y catalasas) es menor en este 6rgano comparado con
higado, rifién, cerebro, entre otros (Lenzen et al., 1996). Sin embargo, los resultados
permiten inferir que los extractos probados podrian estar generando una actividad
preventiva ante el dafio pancreatico por estrés oxidativo. En el caso del higado EP se
mostré con mayor actividad contra peroxidacién lipidica (ICs0 799 pg/mL), seguido de
FBuOH y FH:0 para las cuales se obtuvieron ICso 983 pg/mL y 1751 pg/mL
respectivamente. Por ser este 6rgano el que mas almacena hierro por su relevancia en
diferentes procesos celulares, tiene mayor riesgo de sufrir procesos de oxidacion si este
metal se encuentra en exceso y sobre todo en condiciones patolégicas (Ohkawa et al.,
2010). Sin embargo, en condiciones normales el higado es uno de los érganos que
expresa mayores niveles de enzimas antioxidantes como catalasa, glutatién peroxidasa,
Cu/Zn SOD y Mn-SOD (Lenzen et al., 1996). Los resultados obtenidos en este ensayo
permiten confirmar el efecto protector principalmente de EP y FBuOH en la mayoria

de los 6rganos.
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2.5.4. Dienos conjugados (CD) en LDL

La induccién de la oxidacién de moléculas de LDL in vivo se considera un ensayo
relevante para extrapolar los efectos in vivo (Lue et al., 2010). La importancia de este
ensayo viene dada por el gran contenido de moléculas sensibles a la oxidacién dentro
de las LDL, como son los acidos grasos poliinsaturados y una vez iniciado el proceso de
peroxidacién lipidica en estas moléculas, comienza la formacién de otros productos que
dentro del proceso fisiopatoldgico de la diabetes estan relacionados con complicaciones
vasculares y aterosclerosis (Dos et al., 2018). Al comienzo de la oxidacién, los
hidroperéxidos son el primer producto generado, seguido de un reordenamiento
conocido como dieno. Este estado de oxidaciéon hace a los PUFA’s, incapaces de ser
reconocidos por su receptor y por ello se desencadenan varios eventos de tipo
inflamatorio, ademas de la formacion de células espumosas y ateromas. Estos eventos
son significativos durante el curso de la diabetes in vivoy una de sus consecuencias, la
aterosclerosis (Levitan et al., 2010). Los resultados mostrados en la Tabla 2-4
corroboran la mayor capacidad inhibitoria en la formacién de dienos a partir de EP y
FBuOH a diferencia de las demés fracciones, las cuales no mostraron inhibicién. Los
mecanismos involucrados en la inhibicion podrian estar relacionados con el aumento
de la fase de inicio de la reaccidn, en la que las LDL resisten a ser oxidadas o deteniendo
la fase de propagacién (Dos Santos et al., 2018). De acuerdo con otros estudios, se ha
demostrado que el flavonoide rutina prolonga la fase de retraso de la oxidacién dando
lugar a la formacién de cantidades mas pequenas de dienos conjugados durante la fase
de propagacién (Lue et al., 2010). En otros estudios, la presencia de rutina a partir del
trigo sarraceno Fagopyrum tataricum, Fagopyrum esculentum y Fagopyrum
homotropicum se correlacioné con su capacidad antioxidante sobre LDL (Jiang et al.,
2007). Por otro lado, los derivados del 4cido cafeico presentes en la fraccién butandlica
pueden estar relacionados con estos efectos protectores segtin otros informes que
corroboran su actividad antioxidante en LDL (Abu-Amsha et al., 1996). Gran
relevancia tiene el estudio de diferentes moléculas que puedan impedir la oxidacién de

las LDL y de otras lipoproteinas relacionadas. Evaluar en este modelo ex vivo es una
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manera de representar con gran aproximacién el evento oxidativo que sucede in vivo
pero garantizando la ausencia de sustancias antioxidantes que estan presentes en las
paredes vasculares y que intervendrian de manera fisiologica para contrarrestar el
ataque de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Parthasarathy et al., 1999; Soler,
2009).

Los resultados obtenidos demostraron que EP y FBuOH presentaron mayores
porcentajes de inhibicién en la formacién de dienos y los valores alcanzados permitieron
calcular las respectivas ICso. Los mecanismos involucrados en la inhibicién podrian
estar relacionado con el aumento en la fase de iniciacién de la reaccion en la cual las
LDL se resisten a ser oxidadas o bien deteniendo la fase de propagacién (Dos Santos et

al., 2018) (Dos Santos et al., 2018).

Tabla 2-4. ICso del extracto y fracciones en la formacién de dienos conjugados

% de inhibicién

Concentracién
EP

(ug/mlL) FBuOH AG

25 242 22 +3 23 +3
50 22 +2 41 +3 23 £2
100 42 +2 49 +2 41 +£2
200 50 £3 54+2 902
400 59 +1 82 +1 95 +0
ICso 211 103 95
(pg/mL) (166-267) (78-135) (8-115)

ICs0: Concentracion inhibitoria 50; EP: Extracto; FBuOH: Fraccion butandlica; AG:
4cido galico. (Limites de confianza expresados entre paréntesis)

Laguerre y colaboradores mencionan la presencia de dienos conjugados en el 90% de
los hidroperéxidos formados después de estabilizarse el radical y generandose la doble
unién (Laguerre et al., 2007). Estas dobles uniones no conjugadas sélo se forman a
partir de acidos grasos insaturados presentes en las membranas (Boudreau et al.,
2019).

Acorde con los resultados anteriormente presentados, tanto los niveles de peroxidacién
lipidica en plasma como la formacién de dienos conjugados en LDL fueron inhibidos en
mayor medida por la FBuOH. Ambos experimentos sirven para dar una mirada hacia

la actividad protectora y/o preventiva de los extractos sobre el proceso oxidativo de
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células presentes en la sangre y en la pared vascular, que tras su oxidacién intervienen
en la aparicién de aterosclerosis como una complicacién de la diabetes mellitus (Smith
et al., 1992). Estudios relacionan la presencia de polifenoles (rutina, Kaempferol,
quercetina, 4cido cafeico, acido gdlico y 4cido clorogénico) con la inhibicién de la

peroxidacién lipidica en LDL y en plasma sanguineo Dos Santos et al., 2018).

2.5.5. Peroxidacién lipidica inducida en plasma por CuSO4

La peroxidacién lipidica en plasma es el inicio de una serie de reacciones oxidativas que
pueden relacionarse con las complicaciones comunes en enfermedades crénicas como la
diabetes. La Tabla 2-5 presenta los porcentajes de inhibicion de la peroxidacién
inducida por CuSOs para cada extracto demostrando que los niveles de 7-BARs se
vieron atenuados en presencia de todas las fracciones probadas. Sin embargo, EP y
FBuOH demostraron mayores porcentajes de inhibicién, con menores ICso, indicando la
capacidad del extracto para inhibir en un 50% la formacion de 7-BARsy disminuyendo

la susceptibilidad del plasma a la oxidacién por CuSOu.

Tabla 2-5. 1Cso del extracto y facciones en peroxidacion lipidica en plasma

% de inhibicién

Concentracién

(pg/mL) EP FAcEt FBuOH FH-0 AG
25 382 51 220 381 322
50 43 (+2) 282 333 43G1) 492
100 48 (1) 353 5H53&3) 461 601
200 53 (1) 511 722 522 620
400 71 *2) 631 782 561 680
ICso 127 263 92 165 45
(ng/mL) (92-175) (190-362) (84-102) (149-183) (34-59)

ICs0: Concentraciéon inhibitoria 50; EP: Extracto; FAcEt: Fraccién acetato de etilo;
FBuOH: Fraccién butandlica; FH20: Fraccidén acuosa; ICso: Concentracion inhibitoria
50; AG: 4cido galico. (Limites de confianza expresados entre paréntesis).
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Partiendo del contenido previamente confirmado de rutina en el extracto estandarizado
(Toro et al., 2014), el resultado presentado es coherente con los beneficios antioxidantes
de la rutina asi como de su aglicona quercetina, estos han demostrado que adicional a
la actividad donadora del atomo de hidrégeno que ejerce la molécula antioxidante,
también forma complejos con metales como Fe (II) y Cu (II) dentro de la bicapa celular
promoviendo un efecto protector que de acuerdo a los autores podria ser tutil a su vez
para contrarrestar diferentes procesos croénicos in vivo (Bakowska-Barczak &
Gabrielska, 2001). Resultados similares mostraron niveles més bajos de MDA en
plasma sanguineo en presencia de CuSO4 y tratado con la fraccién butandlica y un
extracto acuoso de Thymus satureioides, los autores correlacionan el contenido fendlico
con la capacidad antioxidante del extracto (Ramchoun et al., 2015). Otros estudios
demostraron el efecto protector del extracto de hoja de Syzygium cumini contra la
oxidacién de las membranas en cuyo contenido se observaron Aacido galico, acido

clorogénico, acido cafeico, rutina, quercetina y kaempferol (Dos Santos et al., 2018).

2.5.6. Actividad inhibitoria sobre carbohidrasas intestinales

2.5.6.1. Inhibicién de a-amilasa

En este ensayo, la mayor absorbancia esta relacionada con mayor concentracién del
producto de la unién covalente entre el almidén y almidén azul (remazol azul brillante)
el cual es insoluble hasta que entra en contacto con la enzima (Rey Padilla, 2015).
Previamente se evalué el extracto de los frutos de P. peruviana alcanzando una
ICs0 =620 pg/mL con una inhibicion maxima de 91% a una concentracién de
10240 pg/mL (Rey et al., 2015). Por otra parte, una fraccién de diclorometano obtenida
a partir del extracto fue evaluada presentando inhibicién de la enzima, actividad
atribuida a la presencia de ésteres de sacarosa: Peruviosas A-F, siendo las D y B las
mas potentes (Bernal et al., 2018). Antecedentes comprueban que el flavonoide rutina
presenta una fuerte inhibicién de esta enzima (ICso =0,043 uM) siendo esta actividad

mayor que la reportada en este estudio para su aglicona quercetina (ICs0 =0,061 uM).
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Otros estudios que evaluaron compuestos obtenidos de la corteza de Syzygium
alternifolium (terpenoides friedelina y 3B—friedelinol pentaciclico) demostraron la

inhibicién de esta enzima, reduciendo los NGS pero ademas atenuando la formacién de

radicales libres (Reddy et al., 2015).

100 esnx
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F-BuOH
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Figura 2-6. Actividad inhibitoria de las fracciones y el extracto etandlico de calices de
Physalis peruviana sobre alfa amilasa.

Se aplic6 ANOVA de 2 vias (a<0,05) y prueba post-hoc Bonferroni (p<0,05), n=3.

En humanos, a-amilasa es la mas abundante de las carbohidrasas dado que la dieta de
la mayoria de los humanos esta cargada de altos contenidos de carbohidratos, por lo
que desde la boca inicia la actividad de clivaje del carbohidrato, realizando los
respectivos cortes internos, en el estdmago se realizan los cortes en los enlaces a 1-4
con el fin de generar carbohidratos mas pequefios que se absorben rapidamente en las
vellosidades intestinales aumentando asi, los niveles de glucosa en sangre posprandial.
Por esta razdn, inhibir a esta enzima cobra gran importancia como estrategia en la

prevencién de complicaciones en pacientes con diabetes mellitus tipo II (Olabiyi et al.,

2016).



47

2.5.6.2. Inhibicion de a-glucosidasa

Como se observa en la Figura 2-7, los tratamientos testeados no alcanzaron una ICso
para la inhibicién de esta enzima mientras que la actividad inhibitoria del farmaco
patrén (Acarbosa 1mg/mL) fue de 83.8%. Esta informacién concuerda con los resultados
reportados anteriormente en cuyo analisis in vivono se observé la actividad inhibitoria
(ICs0) por parte de los cdlices de P. peruviana para esta enzima (Gironés-Vilaplana et
al., 2014). Teniendo en cuenta el contenido de rutina del extracto de los célices (Cardona
et al., 2017) otros estudios probaron la actividad inhibitoria del flavonoide rutina sobre
esta enzima alcanzando una ICs0=0.037 uM y para quercetina de 0.038 uM, finalmente
se demostr6 que fue la combinacién de 75% rutina y 25% quercetina la que generd la
mayor sinergia para inhibir a-glucosidasa (Oboh et al., 2015). Este comportamiento ha
sido atribuido a las posibles interacciones entre los diferentes compuestos presentes

en los extractos con la matriz de los mismos (Gironés-Vilaplana et al., 2014).
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Figura 2-7. Actividad inhibitoria de las fracciones y el extracto etandlico de calices de
Physalis peruviana sobre alfa glucosidasa.

Se aplic6 ANOVA de 2 vias (a=0,05) y prueba post- hoc Bonferroni (p<0,0001).
Estudios previos muestran la inhibicién enzimatica de a-glucosidasa in vivo de la

rutina a concentraciones entre 3,125 y 400 uM alcanzando los mayores niveles de

inhibicién a 50 y 100 uM (Fontana Pereira et al., 2011). Otros flavonoides por su parte
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como quercetina, kaempferol y kampferitrina, demostraron efectos inhibitorios
(kampferitrina 23% pero con resultados interesantes al testear en modelos in vivo). En
el caso del flavonoide kaempferol este presenté significativa actividad inhibitoria a
todas las concentraciones. Por otra parte, Rey y colaboradores reportaron actividad
inhibitoria del extracto de frutos con IC50=4553 pg/mL alcanzando una inhibicién
maxima de 57,0% a la mayor concentracién testeada 10240 pg/mL a los 45 minutos
(Rey et al., 2015). Dada la concentracién probada en este tltimo estudio se puede inferir

la baja potencia de la actividad inhibitoria también de los frutos.

2.5.7. Determinacion de la formacién de productos de glicacién
avanzada (AGEs) en el modelo de albtimina bovina

Los AGEs se consideran un cofactor esencial del desarrollo de DMT II (Diabetes
Mellitus tipo II), aterosclerosis e hipertensién. La formacién de AGEs empeora la
fisiopatologia de DMT II ya que, con estas especies reactivas presentes, el estado
oxidativo se convierte en un estado crénico severo tras la oxidacion de las proteinas
(Perera, 2016). En condiciones patolégicas in vivo, la formacién de AGEs est4 presente
como una complicacién de la diabetes que aumenta el riesgo de enfermedad renal,
retinopatia y aterosclerosis (Ohkawa et al.,, 2010). Como subproductos de la
autooxidaciéon de la glucosa, de la reaccién de Maillard, de la glucélisis, de la
peroxidacién de lipidos y de la ruta de los polioles, aparecen tres compuestos
dicarbonilos reactivos representativos de los AGEs; los cuales comprometen los
sistemas antioxidantes endégenos (Nowotny et al., 2015). Los autores sugieren que las
moléculas derivadas de extractos naturales pueden inhibir la formaciéon de AGEs, al
igual que los flavonoides pueden retrasar la propagacién de EROs (Aragén-Novoa et
al., 2021). Los resultados mostraron el efecto protector contra la formacién de AGEs
por parte de EP (141 pg/mL) mostrando el ICs0 mas bajo, seguido de FBuOH (203

pg/mL). FAcEt mostr6 una actividad protectora menor. Como se puede observar, todas
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las fracciones mostraron un efecto protector contra la formacién de AGEs inducida por
la ribosa excepto FH20. Estudios previos informaron el efecto inhibidor de la quercetina
y la rutina sobre el precursor de los productos de glicacién, el metilglioxal (Wu & Yen,
2005). Adicionalmente, otros autores también sugirieron que la actividad protectora
mas significativa sobre la formacion de AGEs estaba atribuida a la presencia de
quercetina, berberina, acido clorogénico y catequina; los mismos autores reportaron las
actividades protectoras inhibitorias del extracto etandlico de corteza de quinquina y
extracto acuoso de yemas de séfora contra la vesperlisina y/o pentosidina como
producto de glicosilaciéon avanzada y se considerd al extracto etandlico de quinina como
el mejor protector anti- AGEs, estos efectos se relacionaron con el flavonoide rutina

como el principal compuesto presente en ambos extractos (Séro et al., 2013).
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80 - FACEt
S 50 FBUOH
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= 40-
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Figura 2-8. Efecto protector del extracto de Physalis peruvianay sus fracciones sobre
la formacién de AGEs a concentraciones entre 1 a 800 pg/mL.

Los datos son expresados como la media + D.E. (n=3)

Cabe mencionar que dentro de la importancia de la disminucién en la producciéon de
AGEs se encuentra la influencia de estas moléculas sobre reacciones inflamatorias

dadas por la interaccién con sus respectivos receptores (Ishibashi et al., 2017).
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2.7. Evaluacién in vivo del efecto hipoglicemiante en

modelos de hiperglicemia transitoria

2.7.1. Efecto de los extractos de calices de Physalis peruviana en el
modelo de sobrecarga oral de glucosa

Antes de realizar este procedimiento, se realizé una prueba de toxicidad del extracto de
calices de P. peruviana de acuerdo con el protocolo OECD 420 en el que se utilizé un
ntimero minimo de animales (n=3); en este caso ratones CD-1 a los cuales se administré
el EP a una dosis de 500 mg/kg una vez al dia durante 14 dias. Se evaluaron cada 7
dias los parametros correspondientes a: alteraciones en la marcha, actividad
exploratoria, sedacién, estimulacién, piloereccién, lamido de patas y rascado de nariz,
taquicardia, hiperexcitacién, tendencia a huida, muerte en 24 horas (Kennedy et al.,
2010). Durante las dos semanas de seguimiento no se detectaron alteraciones

relevantes del desempefio motor de los animales, ni otros signos aparentes de toxicidad.
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Figura 2-9. Actividad hipoglicemiante del extracto y fracciones de Physalis peruviana
en un modelo de sobrecarga oral de glucosa en ratas Wistar.

Como se observa en la Figura 2-9, si bien todos los grupos presentaron al minuto 60
niveles de glucosa en sangre NGS que sobrepasan los 200 mg/dL de glucosa (excepto el

grupo patrén que recibié glibenclamida) el grupo al que se administré la FBuOH mostré
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los NGS mas bajos. Adicionalmente, a los 90 y 120 minutos EP y FBuOH lograron un
efecto atenuante de la glicemia cercano al del patrén. El comportamiento inicial de EP
aumentando los NGS podria deberse a la gran cantidad de carbohidratos presentes en

los céalices hacia los primeros dias de su origen (Gironés et al., 2014).

Estudios previos han demostrado el efecto sobre los NGS mediados por rutina en
experimentos in vivo administrando el flavonoide a una dosis de 50 mg/kg en ratas
indicando una reduccién de los NGS antes de la administraciéon de glucosa, aunque sin
diferencias estadisticas después de administrar la sobrecarga. Los autores estudiaron
la inhibicién de alfa glucosidasa también in vivo encontrando actividad inhibitoria que
relacionan con dicho comportamiento in vivo. Teniendo en cuenta el bajo alcance
inhibitorio de los experimentos in vivo del presente estudio Figura 2-7 se podria inferir

que la actividad antihiperglicemiante del extracto observada en la

Figura 2-9 podria estar mediada por otro tipo de mecanismo asociado a la activacion de
ciertas vias que pueden aumentar la secreciéon de insulina. Otros flavonoides como
kampferitrina también han mostrado in vivo su actividad hipoglicemiante asociada al
aumento en la captaciéon de glucosa en musculo. Para el caso de Kaempferol y
quercetina ambos en el estudio previamente mencionado, presentaron una actividad
antihiperglicemiante in vivo, constatado por la experimentacién de la inhibicién de alfa

glucosidasa in vivo (Fontana Pereira et al., 2011).

2.7.2. Efecto de los extractos de calices de Physalis peruviana en el
modelo de sobrecarga oral de almidén

Este ensayo, permitié identificar el pico maximo de NGS hacia las 2 horas, momento
en el que se aprecia la diferencia del grupo patrén con NGS de 157 mg/dL, asi como de
la FBuOH los cuales alcanzaron un promedio de 166 mg/dL respecto al
vehiculo (209 mg/dL). Una vez mas EP mostré un aumento en los NGS al inicio y

FBuOH presenta niveles mas bajos. Este experimento junto con los resultados
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observados para la inhibicién de a-amilasa, permiten corroborar la inhibicién de la
actividad de la a-amilasa y asi, la hidrdlisis de los enlaces 1,4 retardando el ingreso de

azucares simples al torrente sanguineo, y con esto el pico maximo a los 120 minutos.

Este experimento es tenido en cuenta como parte de los experimentos screening por su
utilidad para corroborar los experimentos In vivo que pueden arrojar informacion
inicial del posible mecanismo hipoglicemiante o anti hiperglicemiante de los extractos

y/o compuestos.
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@ Vehiculo
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Figura 2-10. Actividad hipoglicemiante del extracto y fracciones de Physalis
peruviana en un modelo de sobrecarga oral de almidén en ratas Wistar.

Vehiculo: agua, glicerina y propilenglicol 80:10:10; Acarbosa 10 mg/kg, Extracto y
fracciones 500 mg/kg. Los valores se expresan como media + E.EM. (n =9), **p <0,01

***p < 0,001 en comparaciéon con el respectivo grupo vehiculo.

y
Siguiendo los resultados de diferentes ensayos realizados para el extracto y las
diferentes fracciones de los calices de P. peruviana, se genera especial atenciéon para
profundizar en el estudio de la fraccién butanélica (FBuOH) la cual inhibié la enzima
a-amilasa disminuyendo los NGS in vivoy también demostré alta actividad protectora

respecto a las demas fracciones previniendo la formacién de radicales libres en tejidos

biolégicos.
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2.8. Conclusiones

A partir del extracto de calices de P. peruviana, para el cual ya se tenia evidencia de
sus efectos protectores frente al ataque por radicales libres, la fraccién butandlica
presenté una mayor complejidad en su composicién, denotando gran cantidad de
compuestos de polaridad media alta. Adicionalmente, la presencia de flavonoides,
posibles taninos y esteroides fue confirmada, lo que complementa el efecto protector del
extracto por lo que se esperaria a lo largo del desarrollo de los experimentos de tamizaje
presentados en el siguiente capitulo que la fraccién butanodlica fuera también una de

las mas promisorias para el tratamiento de diabetes mellitus.

Los calices de P. peruviana demostraron efectos promisorios sobre algunas de las
complicaciones involucradas en la diabetes mellitus como lo son estrés oxidativo y
niveles de glucosa en niveles que superan los normales y que, en condiciones
patologicas, permanecen por tiempos prolongados. Hasta ahora, esta informacién
preliminar obtenida de los experimentos de tamizaje anteriormente presentados es un
interesante punto de partida para profundizar en la investigacién de los posibles modos
de accién principalmente de la fraccion butandlica de los calices de Physalis peruviana
después de arrojar resultados preliminares de su potencial frente a la reducciéon de los

NGS posprandial y de su potencial anti radicalario



Capitulo 3

3.Capitulo: Composicién quimica de la fraccién
butanolica de calices de Physalis peruviana

Una vez realizados los analisis descritos en el capitulo anterior, se procediéo a
cuantificar los fenoles contenidos tanto en el extracto como en la FBuOH. Lo anterior
proporciond una estimacion cualitativa aproximada de compuestos dentro de los cuales
se encontrarian flavonoides y otros metabolitos y posteriormente se analiz6 el perfil
metabdlico de FBuOH, a través de un analisis de dereplicacién no dirigido y cotejado
con informacion previamente almacenada en una base de datos construida por el
laboratorio (in house), permitiendo asignar la presencia de diferentes posibles
metabolitos. De manera complementaria, se realiz6 un segundo andlisis dirigido en
busca de confirmar compuestos previamente reportados en la literatura y que no fueron

observados en el primer andlisis (Medina et al., 2019).

Con la informacion que se presenta en este capitulo se obtuvo un importante aporte de
esta tesis hacia los posibles compuestos presentes en FBuOH y su posible contribucién
en los resultados observados en los experimentos screening, asi como en los
experimentos realizados sobre el modelo crénico de diabetes mellitus inducido por dieta
alta en grasas y estreptozotocina en dosis bajas, el modelo de sindrome metabdlico
inducido por consumo de fructosa en agua de bebida y en el modelo de células RAW

164.7.

3.1. Equipos y reactivos

Reactivo Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich), Carbonato de Sodio, espectrofotémetro
UV-Vis Genesys2, columna RP-18 (Phenomenex Luna Omega 1.6 pm, 2,1 x 150 mm);
acetonitrilo, metanol y acido féormico grado CLAE/HPLC, agua de calidad CLAE
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obtenida a través del sistema MilliQ de Millipore Co®, triple cuadrupolo LC/MS
Shimadzu 8045, equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia, Shimadzu LC-6AD

con inyector automatico detector con UV-vis con arreglo de diodos, Bruker Maxis-HD-

q-TOF.

3.2. Metodologia

3.2.1. Fenoles totales

La cuantificacién de fenoles totales se realizé de acuerdo con el método de Folin-
Ciocalteu, siguiendo el protocolo propuesto por Singleton y colaboradores (1999). Para
la curva de calibracién se utilizé acido galico (AG) y se prepararon las diluciones

correspondientes para obtener valores finales de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL.

Las muestras se prepararon a una concentracion final de 1000 pg/mL Procedimiento:
Se realiz6 una mezcla que contenia: 100uL de la fraccién, 100 uL. de Na2COs al 20%,
750 uLL agua ultrapura, 50 uL. del reactivo de Folin-Ciocalteu 2N. Posteriormente se
colocé cada microtubo en voértex por 20 segundos y la mezcla fue mantenida a
temperatura ambiente protegida de la luz durante 1 hora. Finalmente, la absorbancia
fue medida a 760 nm en un espectrofotémetro UV-Vis Genesys2 (Singleton., Orthofer.,

& Lamuela-Raventés, 1999).

3.2.2. Analisis de perfilado metabdlico

Una vez realizados los experimentos de tamizaje y evidenciandose la actividad
promisoria del extracto hidroalcohdlico de los calices de Physalis peruviana, asi como
de la FBuOH tanto in vivo como in vivo (ver capitulo 5), se procedié a analizarlos con
el fin de identificar los compuestos presentes, los cuales podrian contribuir con la
respuesta experimental. Esto se llevd a cabo junto con la colaboracion del

Departamento de Farmacognosia de la Universidad de Viena (Austria) a través de un
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analisis de dereplicaciéon no dirigida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
acoplada a Espectrometria de Masas (LC/MS). Esta metodologia combina la
informacién que brinda la cromatografia liquida de alta junto con un reporte de alta
precision del peso y la formula molecular de compuestos conocidos que han sido
almacenados previamente en diferentes bases de datos en linea, que sirven como
referencia para la determinacién de posibles constituyentes de una muestra (Endale
and Science, 2015). En este caso se utilizé6 una base de datos in house previamente

construida en el laboratorio.

Para preparar las muestras, estas fueron disueltas en 1 mL de metanol, y luego fueron
agitadas en vértex durante 2 minutos. Posteriormente, fueron colocadas durante
10 minutos en un bafio de ultrasonido a 25 °C y finalmente centrifugada para ser

analizadas por cromatografia liquida.
Condiciones cromatograficas:

Fase estacionaria columna Phenomenex Luna Omega C18 (150 mm x 2,1 mm; 1.6 pm),
fases méviles: Solucién A, (H20+ 4cido férmico 0.2 %), Solucién B, (ACN: MeOH (80:20)

+ 4cido férmico 0.2 %).
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Tabla 3-1. Condiciones de gradiente de concentracién de la fase mévil

Tiempo | Flujo | Concentracién | Concentracion
(min) | (ml/min) Sln B (%) Sln A (%)
0.000 0.250 5 95
0.000 0.250 5 95
5.000 0.250 5 95

28.000 0.250 70 30
33.000 | 0.250 98 2

43.000 | 0.250 98 2

43.100 0.250 5 95

45.000 | 0.250 5 95

Para la deteccién se utilizé un equipo Bruker Maxis-HD-qTOF con modos de ionizacién

positivo y negativo (100-1500 Da), capilaridad de voltaje: +2700 V, -2500 V.

Los parametros instrumentales se describen a continuacion:

Tabla 3-2: Parametros de medida en espectrometria de masa

Desplazamiento de placa final 500 V 61 nA
Capilar 2500 V 113 nA
Nebulizador 0.4 Bar 0.4 Bar
Gas seco 4.0 L/min | 4.0 L/min
Temperatura de secado 200 201

Finalmente, se realiz6 un analisis adicional dirigido, bajo las mismas condiciones de

gradiente y fases moéviles, con el fin de confirmar la presencia de metabolitos reportados

previamente en la literatura, que no se evidenciaron en el analisis arriba mencionado.

Para este analisis, se utilizé un equipo triple cuadrupolo LC/MS Shimadzu 8045.
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3.3. Resultados y discusién

3.3.1. Fenoles totales

La cantidad de fenoles totales se determiné por espectrofotometria, midiendo la
absorbancia producto de la reaccién de oxidacién y reduccién generada por el reactivo
Folin-Ciocateu. Para esta cuantificacién, se realizé primero una curva de calibracién
con acido galico a varias concentraciones con el fin de interpolar estos valores con las
absorbancias de las muestras a cuantificar y determinar asi un valor cuantitativo de
fenoles presentes en ellas. Los resultados se expresaron como mg de acido galico/ g de
muestra. Utilizando una curva de calibracién de 4cido galico (AG) por interpolacién de
esta con las absorbancias de las muestras de la fraccion se realizé la estimacion de la
concentracién de fenoles totales dentro de la fraccion de los calices de P. peruviana. .

La curva de calibracién present6 un R2 = 0,9985.
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Figura 3-1. Curva de calibracion de AG para cuantificaciéon de fenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu
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Tabla 3-3. Fenoles totales del extracto de calices de Physalis peruvianay la fraccion
butanélica

Muestra mgde AG/g
EP 48 (+0,04)
FBuOH 28(40,01)

La cantidad de fenoles presentes en los calices cobran importancia por su relaciéon con
la alta actividad antioxidante que estos confieren (Ramadan, 2011). Como se observa
en la Tabla 3-3jError! No se encuentra el origen de la referencia., la FBuOH presenta
un 58% del contenido fendlico que puede estar presente en el extracto. Cuantificaciones
previas realizadas en el mismo grupo de investigacién reportaron un contenido de
fenoles totales en los calices de P. peruviana en un rango de 19,66 +0,20 a
20,30 + 0,40 mg de AG/g, sin embargo, este estudio mostré que la cantidad de fenoles
varian de acuerdo con las zonas y épocas de colecta, asi como a las condiciones de
extracciéon y almacenamiento del extracto. Por otra parte, este mismo estudio reveld
que la cantidad del flavonoide rutina presente en la muestra fue de 5,12+0,03 a 13,25
40,02 pug rutina/mg de extracto (Cardona, 2014). Otras cuantificaciones reportadas en
los frutos oscilan entre 40,45 + 0,93 y 39,15 + 5,43 mg de AG/100 g de muestra (Puente
et al., 2011). Es importante aclarar que los reactivos utilizados en el método de Folin-
Ciocalteu podrian interactuar con otras moléculas como los azucares reductores como
glucosa y fructosa generando valores sobre estimados en sus resultados (Mufioz-Bernal
et al., 2017), razén que podria explicar los altos contenidos de fenoles presentes en el

extracto durante este experimento.

Dada la relevancia del contenido del flavonoide rutina como marcador analitico, asi
como por su actividad antioxidante demostrado previamente, se determiné que su
contenido en la fraccion butanédlica fue de 22 pg/mg y en el extracto 14,54 pg/mg. Lo
anterior, de acuerdo a la metodologia para la cuantificacion de rutina propuesta por el

grupo de investigacién (Cardona, 2014).
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3.3.2. Analisis de Perfilado Metabdlico

Tabla 3-4. Compuestos identificados en la FBuOH a través del método de
dereplicacién no dirigido

# [M+HI+ RT Area Posible compuesto Posible ID (CAS)
(m/z)
1 116.0708 2.2 6680138 Aminoécido: L-Prolina 147-85-3
2 142.1230 2.9 2810985 Alcaloides tropanicos:
1) Tropina 120-29-6
2) Physoperuvina 60723-27-5
3) Cicloheptanona, 3-(metilamino) 73744-99-7
3 132.1024 3.4 2759332 Aminoécido: L-Isoleucina 61-90-5
4 132.1024 3.7 3675771 Aminodcido: S-Leucina 73-32-5
5 166.0868 5.4 8761530 Aminodcido: Fenilalanina 63-91-2
6 251.1399 8.6 2877906 Derivados de Acido cindmico: 8CI; 29554-26-5
Cinamamida, N-(4-aminobutil)-3,4-dihidroxi-
7 205.0979 10.3 9139461 Amino Acido: L-Triptéfano 73-22-3
8 265.1555 12.4 45393229 Derivados de Acido cindmico: Cinamamida, 7CI,8CI; 501-13-3
N-(4-aminobutil)-4-hidroxi-3-metoxi-
9 474.2610 13.7 2022964 N/I N/I
10 611.1622 16.5 5663280 Flavonoide rutina 8CI; 480-16-0
11 1037.5117 17.2 2652622 Witanélidos: Witaperuvina E 92125-38-7
12  1005.5214 22.3 14971186 Witanélidos: Witaperuvina M 1353093-20-5
Phyperunolido A 1198400-48-4
13 233.1023 23.4 3245775 N/I N/I
14 331.0817 24.1 2913771 Terpeno: Dihidroactinidiolida 17092-92-1
15 247.1182 25.1 4087021 N/T N/T
16  977.5637 26.8 4565672 Witanélidos:
1) Witaferin A 5119-48-2
2) Witanona 7CI; 27570-38-3
3) Witanélido D 30655-48-2
4) 27-Hidroxiwitanélido B 60124-17-6
17  203.1797 27.2 12844741 Monoterpeno: Calameneno 73209-42-4
18 345.0974 28.4 14689013 Retinol 68-26-8
19 316.2853 29.1 3375421 Monoterpeno: B-Vetiveneno 27840-40-0
20 345.2429 30.4 13726374 N/T N/T
21  289.2535 33.0 5550203 Biotina 58-85-5
22 289.2533 33.2 3910919 Acido graso: Acido linolénico, etil éster 1783-84-2
23 273.2581 36.5 2264958 Flavonoide 4',5,7-trihidroxi- 8CI; 480-41-1
24  621.3086 38.1 10006030  N/I N/I
25  621.3088 38.4 2128388 N/I N/I

N/I" No identificado
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Al realizar una revisién de los compuestos reportados, La sintesis de prolina (1) segtin
varios estudios se genera para proteger a la planta, cuando esta se encuentra expuesta
a condiciones de estrés para estabilizar sus membranas (De La O-Quezada et al., 2011).
Alcaloides tropanos como Physoperuvine (2-2) se habian identificado iinicamente en
partes aéreas, raices (Kasali et al., 2022, 2021). Cicloheptanona, 3-(metilamino) (2-3)
no se encuentra reportado en la planta, ni los derivados cinamicos sugeridos en la tabla
(6, 7y 8). El flavonoide rutina (10) identificado por su peso molecular asi como por otros
analisis previos se encuentra reportado en calices y se considera de gran utilidad como
marcador analitico (Toro & Arangon-Novoa, 2014). Witaperuvina M (12) se ha
reportado previamente en partes aéreas y E (11) en frutas (Lock O et al., 2016; Mahrous
et al., 2019). Asi mismo, en tallos y hojas de la planta se han reportado hallazgos de
Phyperunolido A (12). Se observa que compuesto sugerido como terpeno
Dihidroactinidiolida (14) no se encuentra reportado para esta planta y las witaferinas
A (16-1) asi como las witanonas (16-2) han sido identificadas con anterioridad en las
hojas de la planta (Sahin et al., 2020). El monoterpeno calameneno (17) no se habia

reportado antes en la planta, asi como el compuesto (23) flavanona, 4',5,7-trihidroxi.

Figura 3-2. Cromatograma de la FBuOH de calices de Physalis peruviana.
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Tabla 3-5. Flavonoides y fitoprostanos presentes en la FBuOH, reportados por LC/MS

[M-HI* MS=  Hexosa

Compuestos Rt Aglicona Autor
oz (-162)
Quercetina 7-0- 771
glucésido 3-0- 4.17 ) 609 301 (Gironés-Vilaplana et al., 2014; Medina et al., 2019b)
rutinésido
K ferol 7-O- P .
acmprero 4.8 755 593 (Gironés-Vilaplana et al., 2014; Medina et al., 2019b)

glucésido-3-rutindsido

(Franco LA, Matiz GE, Calle J, Pinzén R, 2007;
6.8 609* 301 Gironés-Vilaplana et al., 2014; Medina et al., 2019b;
Toro et al., 2014)

Quercetina 3-0-
rutinésido

Quercetina-3-0-

o 6.8 463 301 (Gironés-Vilaplana et al., 2014; Medina et al., 2019b)
glucésido

(Franco LA, Matiz GE, Calle J, Pinzén R, 2007;
7.7 593* 285 Gironés-Vilaplana et al., 2014; Medina et al., 2019b;
Toro et al., 2014)

Kaempferol 3-0O-
rutinésido

327.2 171.1
9-Flt-PhytoP 5 ™ (Gironés-Vilaplana et al., 2014)

(T) Tazas, (*): Mayoritario

Tabla 3-6. Compuestos fendlicos presentes en la FBuOH, reportados por LC/MS

e-HI [AF-H] ACH]  [AFH18]  [AQH-18] .CoA-H]
Compuestos Rt M8 [AQ-HI @ . Autor
m/z - - - - -

Acido 3-0- 179

o o 1.9 (Medina et al., 2019b)
cafeoilquinico (T)
Acido 3-p-

adospr 2.6 337 173 (1) 166* (Medina et al., 2019b)
cumaroilquinico
Acido 3-0-

crdo e 3.2 367 193 173 (T) (Medina et al., 2019b)
feruloilquinico
. ironés-Vilapl
Acido 5-0- 179 (GlronesVV1 apf ana et

fooilauini 3.3 353 191* M al., 2014; Medina et al.,
cafeoilquinico

q 2019b)

Acido feruli

crdo fertteo 35 355 193 175 (Medina et al., 2019b)
hexosido
Acido feruli

crco feruteo 3.8 355 193 175 (Medina et al., 2019b)
hexosido

<. L. 385 X , .
Acido ferulico (Gironés-Vilaplana et

. 4.1 431 205
hexosido al., 2014)
153*

(T) Trazas, (*): Mayoritario

Como se lista en las anteriores tablas, tanto el analisis de dereplicacion como el
posterior andalisis de LC/MS realizado como complemento, demostraron que la fraccion

butandlica de los calices de P. peruviana contiene una variedad de acidos fenoélicos y
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flavonoides de los cuales se identificé principalmente el flavonoide rutina (quercetina
3-O rutinésido), derivados del 4cido cindmico y witanélidos (witaperuvina E, M,
phyperonolida A, witaferina A, witanona, witandlido E y 27-Hidroxiwitanélido B asi
como terpenos y derivados). Otros compuestos anteriormente mencionados en la
literatura y dereplicados en las muestras analizadas de los calices son: fitoprostano 9-
Flt-PhytoP, flavonoides: quercetina 7-(O-glucdsido-3-O-rutindsido, kaempferol 7-O-
glucésido-3- O-rutinésido, quercetina-3-O-glucosido, quercetina 3-Crrutindsido y
Kaempferol 3-Orutindsido siendo estos 2 ultimos los mayoritarios. Adicionalmente,
otros compuestos mayoritarios fueron corroborados, detectandose derivados de acido
cafeico, cumarico, y especialmente del acido ferdlico (Acido 3-O-feruloilquinico y acido
fertlico hexéxido). Cabe resaltar que en investigaciones realizadas por el grupo de
investigacién se ha identificado previamente la presencia de: rutina (quercetina 3-O
rutinésido) (Toro et al., 2014) asi como de Peruviosa A y Peruviosa B (Franco et al.,
2014), estos hallazgos fueron un punto de partida para profundizar en el contenido de

la fraccién y los beneficios antidiabéticos de sus compuestos.

3.4. Conclusiones

Dentro de los compuestos encontrados en FBuOH algunos de estos no se encuentran
aun reportados en la literatura para los calices, incluso para la planta. Algunos de estos
tienen relevancia como antioxidantes como el caso de los flavonoides y acidos fenolicos
y sobre la regulacion de glicemia y perfil lipidico. Dentro de los compuestos relevantes
se encuentran las Peruviosas con potencial actividad antiinflamatoria y antidiabéticos
al igual que Quercetina 3-O-rutinésido para la cual se han venido adelantando
diferentes estudios por parte del grupo de investigacién que refuerzan su potencial
antioxidante y antihiperglicemiante. Por ultimo, se comprobd la presencia de acidos
fenélicos (dcido cafeico y derivados de 4cidos fertlicos) en los que se ha demostrado su
capacidad antioxidante e inmunomoduladora. Los compuestos identificados en FBuOH
son promisorios y dados los resultados preliminares obtenidos en los experimentos de
tamizaje In vivo se determind continuar con la evaluaciéon de la FBuOH en modelo

crénico de diabetes y de sindrome metabdlico.



Capitulo 4

4.Capitulo: Efecto de la fraccién butandlica de
calices de Physalis peruviana en un modelo
de diabetes por consumo de dieta alta en
grasas y administraciéon de STZ a dosis bajas
repetidas

Existen numerosos modelos en roedores en los que se desarrolla diabetes mellitus de
forma aproximada a la patogénesis en el humano. El uso de la estreptozocina (STZ) ha
sido un coadyuvante de alta utilidad para la induccién de la enfermedad por su
propiedad diabetogénica al producir dafio de las células B pancreaticas. Sin embargo,
su utilizacién en dosis bajas repetidas ha demostrado generar un dafio no excesivo, con
progresiva con progresiva y marcada insulitis, lo que dispara poco a poco reacciones de
tipo inmune contra las mismas células del pancreas, muy caracteristicas en la diabetes
mellitus (Like & Rossini, 2016). Adicionalmente, recordando la complejidad del
sindrome diabético y sus multiples complicaciones como la resistencia a insulina,
Furman y colaboradores plantean el modelo que combina una administracion de
streptozotocina a dosis moderada con la alimentacion con dieta alta en grasas durante
3 semanas (Furman, 2015). Sin embargo, otros autores proponen que la utilizacién de
esta combinacién utilizando la STZ en dosis bajas moderadas con algunos dias de
intervalo entre aplicaciones, obteniendo animales diabéticos con niveles de glucosa
aproximados a 252 mg/dL (Zhang et al., 2008). Por esta razén en el modelo inducido
que se presenta a continuacion se utiliz6 la administracion de una dieta alta en grasas

y la administracién de STZ en dosis bajas repetidas.

En este capitulo se estudi6 el comportamiento de diferentes parametros importantes
en animales diabéticos tratados con la FBuOH a dos dosis de 50 y 100 mg/kg como

niveles de glucosa en sangre en el transcurrir del tiempo, niveles de glucosa durante
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una sobrecarga oral de carbohidratos, nivles de insulina, resistencia de insulina a
través del modelo de evaluacion homeostatico de la resistencia a la insulina HOMA-IR
y perfil lipidico. Adicionalmente, los estudios postmortem permitieron conocer la
capacidad antioxidante protectora de la fracciéon en diferentes 6rganos diana de la
enfermedad. Las dosis mencionadas fueron elegidas luego de descartar toxicidad a
500 mg/kg y tras evidenciar los mejores resultados terapéuticos en modelos (in vivo)

previamente realizados y presentados en el capitulo 5.

4.1 Equipos y reactivos

Dieta rica en grasas (Test Diet® DIO Rodent Purified Diet 45% Energy from Fat-Red
58V8), dieta estdndar (Lab Diet 5001), estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EE. UU.), equipo Accu-Chek Performa®, pentobarbital sédico
(INVET, Colombia). Para determinar el estatus de estrés oxidativo se utilizaron los
siguientes kits comerciales: superéxido dismutasa (SOD) (Ref. 19160) y catalasa (CAT)
(Ref. CAT100) marca Sigma®, kit MDA (Ref. MAKO085) de Sigma®. Para medir perfil
de lipidico sérico: triglicéridos (TG) (Ref. MR), colesterol total (CT) (Ref. MR 1118005),
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ref. 1133010) y lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Ref. 1133105) se estimaron mediante un kit de diagnéstico de Linear Chemicals
S.L.U. Membranas para filtracién 0,22 um (CNW Technologies), lector de placas
BERTHOLD®, ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific® rotor 1H641, microcentrifuga
(Hermle Z216, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen).

4.2 Animales
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Este experimento fue aprobado en por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional de Colombia (Acta 04/2017). El modelo de diabetes se llevé a
cabo con ratones hembra CD-1 de 100-120 dias de edad y un peso aproximado de 20-
25 g, los cuales fueron provistos por la Universidad Nacional de Colombia,
Departamento de Farmacia. Los animales se mantuvieron desde el nacimiento a una
temperatura de 22°C + 2°C y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Desde el inicio del
experimento, los animales fueron alimentados con una dieta rica en grasas (Test Diet®
DIO Rodent Purified Diet w45% Energy from Fat-Red 58V8) y agua a voluntad. El peso

corporal y la ingesta de alimentos se monitoreaba una vez por semana.

4.3 Induccién del modelo diabético

Desde el inicio hasta el final del experimento, los animales recibieron una dieta rica en
grasas (Test Diet® DIO Rodent Purified Diet 45% Energy from Fat-Red 58V8) y agua
ad libitum. Los niveles de glucosa en sangre y el peso corporal se controlaron una vez
por semana y todos los animales recibieron diariamente una dieta rica en grasas
durante ocho semanas, al final de este periodo, se inyecté estreptozotocina (STZ)
intraperitoneal (i.p.) a dosis de 40 mg/kg dos veces, con 5 dias de intervalo entre cada
uno. La STZ se disolvié en tampén de citrato (pH 4,5) y se aplic una vez atemperado y
estabilizada la preparacién (Furman, 2015). Inmediatamente y durante las primeras
24 horas, los animales recibieron una solucién de glucosa al 5% durante la noche para
evitar la hipoglucemia inducida por farmacos. Transcurridos tres dias después de la
ultima administracién de STZ, se midieron los niveles de glucosa en sangre (NGS)
utilizando un equipo Accu-Chek Performa®, las muestras de sangre se obtuvieron de
la vena caudal a través de un corte minimo. Para la clasificacién de los animales
diabéticos, aquellos ratones con NGS por encima de 150 mg/dL se consideraron aptos

para la siguiente fase del experimento.
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Una vez clasificados los animales de acuerdo con los NGS, aquellos ratones diabéticos

se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes grupos (n = 6):

Grupo I: Control (animales normoglicémicos que recibieron solucién salina como
tratamiento)

Grupo II: CMC 0,5% + Tween 80 al 0,5% (vehiculo),

Grupo III: Metformina 250 mg/kg (como farmaco de referencia de reconocida actividad
antidiabética),

Grupo IV: Fraccién BuOH (dosis: 50 mg/kg),

Grupo V: Fraccién BuOH (dosis: 100 mg/kg)

Todos los tratamientos se administraron durante 21 dias a través de una sonda
orogastrica y semana a semana se realizd el monitoreo de los NGS. Al finalizar los
tratamientos, se realizé un ensayo de sobrecarga oral de glucosa (SOG) con el fin de

conocer la capacidad de cada uno de los grupos para regular los NGS a ese punto.

Una vez finalizado este periodo de tiempo, todos los animales fueron sacrificados por
dislocacién cervical previa inyeccién de pentobarbital sédico (60 mg/kg) (INVET,
Colombia), ( (Janssen et al., 2004). Inmediatamente se obtuvieron muestras de sangre
y se centrifugaron (3500 rpm durante10 min) para recolectar el sobrenadante de suero
con el fin de medir los niveles de insulina y realizar el analisis de perfil lipidico. Los
organos fueron retirados y lavados con tampén salino y conservados a —80 °C para

ensayos posteriores y conservados en formalina al 10% para el analisis histopatolégico.

4.4 Evaluacion de indicadores de estrés oxidativo
Dpost mortem
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Los parametros que se tuvieron en cuenta para determinar el estatus de estrés
oxidativo de los individuos tratados fueron: catalasa (CAT), superéxido dismutasa

(SOD) y peroxidacién lipidica por la formacién de malondialdehido (MDA).

4.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media =+ E.EM o media = D.E y fueron
analizados utilizando GraphPad Prism® software (versién 6, San Diego, CA). Se
aplicaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de un test de
Bonferroni o ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacién multiple post hoc
de Dunnett segtin el caso. Para la homogeneidad de los datos se aplicé la prueba de
Bartlett y se consideraron estadisticamente significativos aquellos datos con un valor

de p<0,05.

4.6 Resultados y discusién

4.6.1 Efecto de la FBuOH sobre la evolucién del peso de ratones
diabéticos
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Figura 4-1. Efecto de FBuOH sobre el peso corporal en ratones diabéticos.

Datos expresados como media = D.E., (n=6). ANOVA de una via; prueba post-hoc
Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo vehiculo al

inicio de los tratamientos.

Como puede verse en la Figura 4-1, la pérdida de peso se hizo evidente desde el inicio
de los tratamientos hasta después de la tltima administracién de STZ. Sin embargo,
los animales permanecieron con sobrepeso en comparacién con el grupo normoglicémico
(control). Este hallazgo es consistente con los de otros estudios, sin diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (Liv et al., 2021). Solo el grupo diabético
no tratado (vehiculo) continué perdiendo peso, lo que es consistente con el progreso de
la enfermedad y con el dafio causado por STZ, incluido el dafio a los islotes pancreaticos,
dafio masivo de células B, inflamacion sostenida, dafo a otros érganos, y la produccion
insuficiente de insulina que resulta en hiperglucemia (Furman, 2015). En cuanto a
Metformina y FBuOH, aunque estos grupos presentaron pérdida de peso, ésta no fue
progresiva, y aunque los ratones no recuperaron peso si se mantuvieron constantes,
presentando una ventaja frente a los esperados procesos catabdlicos propios del

deterioro avanzado de la enfermedad.
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4.6.2 Efecto de 1a FBuOH sobre los NGS de ratones diabéticos

La actividad hipoglicemiante de FBuOH se evalu6 realizando el monitoreo de los NGS
durante 3 semanas. El grupo de animales diabéticos que recibieron como tratamiento
el vehiculo alcanzé NGS de 400 mg/dLi y se mantuvieron por encima de ese valor en el
tiempo. Todos los animales diabéticos comenzaron el experimento con NGS maximos
de 200 mg/dL (considerdndose diabéticos aquellos que en ayuno presentaron NGS a
partir de 150 mg/dL (Furman, 2015); sin embargo, como muestra la Figura 4-2, el grupo
tratado con metformina mantuvo los niveles mas bajos durante el tratamiento con
diferencias estadisticas respecto al grupo vehiculo y se observdé un comportamiento
similar con el grupo que recibi6 FBuOH a 100 mg/kg. La fraccion FBuOH a dosis de
50 mg/kg también mostré diferencias significativas respecto al vehiculo; alcanzando
NGS de hasta 300 mg/dL. Aunque los NGS tendieron a aumentar con el paso del
tiempo, se evidencia un efecto antihiperglicemiante en comparaciéon con el grupo
vehiculo. Este resultado ha sido atribuible al contenido del flavonoide rutina como

flavonoide principal (Aragén et al., 2018).
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Figura 4-2. Efecto de la FBuOH sobre los niveles de glucosa en sangre en ratones
diabéticos.

Datos expresados como media + D.E., n =6, ANOVA de dos vias, prueba post-hoc
Bonferroni; ****p <0,0001 respecto al grupo vehiculo.

Estudios previos han demostrado que una vez el flavonoide rutina es ingerido, la mayor
parte de esta molécula sufre una deglicosilacién en el tejido intestinal, mediada por el

efecto catalitico de la a-ramnosidasa y la B-glucosidasa y del microbiota intestinal. El
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producto de estas reacciones es el flavonoide quercetina, que se conjuga con sulfato o
acido glucurénico en las vellosidades intestinales. Se demostrd que la quercetina-3-O-
sulfato (Q308) y la quercetina-3-O-glucurénido (Q30G) son los principales metabolitos
que se encuentran en el plasma cuando la rutina se administra por via oral y que las
moléculas de quercetina pueden fluir a la circulacién sanguinea a través del flujo de
salida de la membrana de la glicoproteina (Liu and Hu, 2007). Adicionalmente, se
conoce que la matriz procedente del extracto de calices de P. peruviana mejoré la

absorcién y biodisponibilidad oral de los conjugados (Dominguez Moré et al., 2021).

4.6.3 Efecto de la FBuOH sobre el perfil lipidico de ratones
diabéticos

Los marcadores del perfil lipidico mostraron el efecto protector de FBuOH a ambas
dosis; sin embargo, el grupo que recibié 100 mg/kg mostré el mayor efecto sobre los
triglicéridos (TG), alcanzando un nivel mas bajo incluso que el grupo tratado con
metformina y los niveles lipidos de baja densidad de (LDL) fueron similares
comparando los mismos grupos. Estas atenuaciones respecto a los otros grupos

sugieren el efecto beneficioso de FBuOH sobre el perfil lipidico.



72  Estudio de la actividad de un extracto de calices de Physalis peruviana sobre
estrés oxidativo en roedores con diabetes mellitus tipo II

>
w

300+ 3004

: 2004

Niveles de colesterol
Niveles de Triglicéridos
mg/dL)

(@]
N
a
o
]
O
—_
wn
T

Niveles de LDL
(mg/dL

50

Niveles de HDL

0-

Figura 4-3. Efecto de la FBuOH sobre el perfil lipidico de ratones diabéticos.

Normoglicémicos (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde), FBuOH

50 mg/kg (amarillo) y FBuOH 100 mg/kg (purpura). Datos expresados como media +
D.E, (n = 6). ANOVA de una via; prueba post-hoc Dunnett *p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.

Los trastornos lipidémicos se consideran altamente responsables de la mortalidad
humana en la tultima década y los estudios realizados sobre los efectos de los
compuestos polifenoles han demostrado beneficios al mejorar el estado hiperlipidémico
(Imran et al., 2018). Estudios previos revelaron los efectos del 4cido fertlico al
disminuir los niveles de TG y colesterol (de Paiva et al., 2013). Resultados similares de
un experimento realizado en humanos corroboro los efectos antilipidémicos del té de
hierbas zedoary (Curcuma zedoaria Roscoe), estos efectos se relacionaron con la
presencia de fenoles entre sus constituyentes (Tariq et al., 2016). Asimismo, la mejora
del perfil lipidico en ratas jovenes a las que se indujo resistencia a la insulina y luego
fueron suplementadas con harina de cascara de Passiflora edulis Var. Flavicarpa; fue
atribuible a la presencia de un alto contenido de flavonoides (entre estos, quercetina-3-

O-glucésido) y acido cafeico (M J Goss et al., 2018). Adicionalmente, un derivado de la
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rutina mostré atenuar los niveles de colesterol en ratas diabéticas por aloxano (Albu et
al., 2013). El orujo de P. peruviana también disminuy6 el colesterol total entre 23% y
35% en ratas y aumenté los niveles de colesterol HDL (Ramadan, 2012). Resultados
similares se encontraron tratando ratas diabéticas por STZ con el orujo asi como con el
jugo de P. peruviana corroborando el efecto beneficioso sobre parametros del perfil
lipidico, estos efectos se relacionaron con la presencia de flavonoides y vitamina C

(Darwish et al., 2020).

4.6.4 Efecto de la FBuOH sobre NGS durante una sobrecarga oral
de glucosa (SOG) en ratones diabéticos

Al final de los tratamientos se realizé este experimento para determinar la capacidad
de los animales para regular los niveles de glucosa posprandial. La Figura 4-4 muestra
los NGS alcanzados entre el grupo metformina y el grupo tratado con FBuOH a
100 mg/kg en el minuto 60, con diferencias estadisticas con respecto al grupo vehiculo.
FBuOH 100 mg/kg mostré NGS mas bajos en comparacion con los otros tratamientos

en el minuto 60.
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Figura 4-4. Efecto de la FBuOH durante una sobrecarga oral de glucosa en ratones
diabéticos.

Datos expresados como media + E.E.M., n = 6 animales por grupo. ANOVA de dos
vias, prueba post-hoc Bonferroni; ****p <0,0001 respecto al grupo vehiculo.

Varios estudios coinciden con los resultados presentados, considerando varios

mecanismos de regulacion de la glicemia; un modo de estos es la actividad inhibitoria
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sobre diferentes carbohidrasas intestinales que provee el extracto de P. peruviana
(Monzén Daza et al., 2021; Rey et al., 2015). Adicionalmente, los efectos sobre la a-
amilasa han sido atribuibles a la presencia de flavonoides O-glicosilados como se
identific6 en FBuOH (Aragén Novoa et al., 2021). Otros mecanismos implicados son la
captacion muscular de glucosa y el secretagogo de insulina, atribuibles al contenido de
rutina presente en Musa x paradisiaca. La fraccion butandlica y las fracciones
residuales acuosas de las hojas de M. x paradisiaca mejoraron la homeostasis de la
glucosa durante una SOG en ratas con hiperglucemia transitoria; los autores
identificaron la presencia de rutina como su principal compuesto (Kappet al., 2013).
Investigaciones adicionales sitiian a los polifenoles como responsables de inducir la
secrecién de GLP-1 (péptido 1 similar al glucagén) mediante la activacién de GPCR
(receptores acoplados a proteina G) para regular la sefializacién intracelular y modular

su produccién (Wang et al., 2021).

4.6.5 Efecto de la FBuOH sobre el indice de resistencia a insulina
(HOMA-IR) en los ratones diabéticos

El indice HOMA-IR fue postulado por primera vez por Mathews y permite estimar la
resistencia a insulina mediante el modelo homeostatico de resistencia a insulina,
conocido por su acrénimo (HOMA-IR) (Matthews et al., 1985). Como modelo
matematico, incluye interacciones entre la insulina plasmaéatica y las concentraciones
de glucosa plasmatica en ayuno; este método se ha utilizado ampliamente en
investigacién preclinica, asi como en estudios epidemiolégicos en diferentes

poblaciones (Qu et al., 2011).
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Tabla 4-1. Efectos de FBuOH sobre algunos parametros clinicos para determinar
resistencia a insulina en ratones diabéticos

Niveles de glucosaNiveles de insulina

Tratamiento en ayuno (mg/dL) en ayuno (uWUl/mL) HOMA-IR
Normoglicémicos (Control)113 + 5 *¥** 3.2 £ 0.3 *¥¥* 1+ 0,1 *¥**
Vehiculo 463 £ 18 27+ 3,5 31+4,1
Metformina 250 mg/g 339 + 29 **** 18 + 3,9 *** 15 &+ 2,5 ****
FBuOH 50 mg/kg 335 £ 37 *F*k* 11 4+ 1,3 **** 9+ 0,4 ****
FBuOH 100 mg/kg 299 £ 18 **** 11 4 1,4 **** 8 £ ] *¥*¥

Los datos se expresan como media = E.E.M. n = 6 animales por grupo. Dunnett
posterior a la prueba de ANOVA una via; ****p<0,0001 respecto al grupo vehiculo.

De acuerdo con los resultados descritos en la Tabla 4-1, después de 21 dias de
tratamiento, la glucosa en ayuno, la insulina y el indice HOMA disminuyeron en los
ratones que recibieron metformina, esto es lo esperado y de acuerdo con lo informado
previamente (Ji et al., 2021). Adicionalmente, la dosis de 50 mg/kg de FBuOH mostré
una disminuciéon de 27,7% en los NGS en ayuno, 59,2% la insulina en ayuno y un 70%
el HOMA-IR respecto al vehiculo. El tratamiento de 100 mg/kg redujo un 35,4% la
glucosa en ayuno, un 58,8% la insulina en ayuno y 73,2% HOMA-IR. Cabe destacar que
la dosis mayor de fraccién butanol muestra mejoria en los tres parametros medidos
respecto a la dosis de 50 mg/kg, lo que podria explicarse por la presencia de flavonoides
y acidos fendlicos en mayor proporcién. Otros extractos para los que se ha reportado la
presencia de rutina y que han demostrado mejorar el indice HOMA-IR en ratas con
diabetes tipo 2 inducida por dieta rica en grasas y dosis bajas de estreptozotocina son:
extracto del fruto de Capparis spinosa, que también posee kaempferol-3 -rutindsido
(Assadi et al., 2021) asi como el extracto etandlico de hojas de Morus alba, que contiene
4cido clorogénico (Ji et al., 2021). Varios flavonoides han sido conocidos por su actividad
insulinogoga, entre estos la quercetina y la rutina tanto en modelos 1n vivo como en in
vivo (Unnikrishnan et al., 2013). Uno de los modos de accién que podrian estar
implicados, es a través del aumento en la secrecién de insulina por estimulo en la
absorcién de calcio en los islotes pancreaticos de rata (Kappel et al., 2013). Finalmente,
estudios adicionales demostraron que 25 mg/kg o 50 mg/kg de rutina disminuyeron el

indice HOMA-IR en ratas de veinte meses (Li et al., 2016). Podemos concluir que la
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disminucién de la resistencia a la insulina de FBuOH puede atribuirse a la presencia

de rutina.

4.6.6 Efecto de la FBuOH sobre parametros de estrés oxidativo
(catalasa, peroxidacién lipidica (MDA) y superéxido
dismutasa) en los ratones diabéticos post tratamientos

La producciéon de EROs se considera un aspecto importante en el desarrollo del dafio

tisular en la diabetes mellitus (Mansuroglu et al., 2015). En este estudio se evaluaron

algunos parametros de estrés oxidativo en ratones diabéticos para analizarlos, sumado

a otros hallazgos observados durante los tratamientos y post mortem. Teniendo en

cuenta que una causa importante del deterioro y la muerte de las células beta después

del tratamiento con STZ se determina mediante la alquilaciéon del ADN y la
fragmentacion del ADN, el autor sugiere la capacidad diabetogénica de la
estreptozotocina para actuar como donante de 6xido nitrico (NO) ademés de la
presencia de otras EROs como superdxido y radicales hidroxilo para acelerar el dafio
de las células pancreaticas (Lenzen, 2008). Los productos naturales con actividad
antioxidante se utilizan como coadyuvantes para el tratamiento de diversas
enfermedades. Los frutos de P. peruviana han sido estudiados por su actividad
antioxidante y efectos antidiabéticos (Lan et al., 2009) y se conocen en la medicina

tradicional para tratar varias enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

En este estudio, el extracto de calices de P. peruviana y sus fracciones, principalmente
la fraccién butandlica, mostré una notable actividad antioxidante en varios tejidos
(plasma sanguineo, homogeneizado de higado, de cerebro y pancreas) asi como
actividad antiglicaciéon. Como se observa adicionalmente al contenido del flavonoide
rutina (compuesto mayoritario), la fraccién mostré ser rica en varias moléculas que
podrian estar actuando en sinergismo potencializando los efectos antioxidantes. Los
derivados del acido cafeico presentes en FBuOH habian mostrado actividad
antioxidante en otros estudios, asi mismo en otras plantas como es el caso de Withania
somnifera se atribuyé su potencial antioxidante al contenido de derivados de

withanélido (withanona) (Abu-Amsha et al., 1996; Devkar et al., 2021).
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Figura 4-5. Efecto de FBuOH sobre parametros de estrés oxidativo en ratones
diabéticos.

Normoglicémicos (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde), FBuOH

50 mg/kg (amarillo) y FBuOH 100 mg/kg (purpura). Datos expresados como media +
E.E.M, n=6. ANOVA de una via; prueba post-hoc Dunnett *p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.

En higado, en la figura 5d se observa que todos los grupos mantuvieron alta actividad
de CAT con respecto al control negativo con niveles similares de actividad enzimaética.
La Figura 5e muestra la actividad residual de SOD en grupos tratados con FBuOH
comportandose dependiente de la dosis, el grupo de FBuOH 100 mg/kg mostré un
comportamiento similar al grupo tratado con metformina. Los niveles de MDA fueron
estadisticamente diferentes en todos los grupos tratados respectivamente al grupo
vehiculo, no mostrando diferencia entre las dosis administradas de FBuOH, denotando
la actividad protectora frente a la enzima por parte de la fracciéon butandlica de
P. peruviana — figura 5f. a diferencia de otros 6rganos, el higado estd mucho mejor
equipado para detener la formacién de perédxido de hidrégeno por niveles de CAT en
comparacién con el pancreas (Lenzen, 2008). Hallazgos previos corroboran el efecto
hepatoprotector de los calices de P. peruviana, mediante la neutralizacién de ROS por
las enzimas CAT y SOD en un modelo de inflamacién hepatica inducida por CCls (Toro

et al., 2013).
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Por otra parte, en el rifién, como se aprecia en la figura 5G la CAT se muestra activa
en todos los grupos que recibieron tratamiento, sin embargo, el grupo que recibid
FBuOH 100 mg/kg mostré la mejor actividad de CAT. La figura 5H muestra la
actividad de SOD, sin embargo, esta no presenta diferencias estadisticas respecto al
vehiculo. Los niveles de MDA en la figura 51 muestran la actividad protectora de todos
los tratamientos en comparacion con el grupo sin tratamiento. La importancia del
efecto antioxidante sobre el rifion en un individuo diabético es el riesgo de pérdida
estructural y funcional gradual, sin embargo, estos resultados permiten intuir la
influencia protectora de los tratamientos sobre los individuos diabéticos. Hallazgos
similares presentados en dos estudios diferentes, determinaron el efecto protector en
rinén de ratas diabéticas con diabetes por STZ y tratadas con extractos de P. peruviana
(Darwish et al., 2020; Mora et al., 2010). Un estudio realizado en ratas envejecidas (20
meses de edad) revel el efecto del flavonoide rutina sobre la disfuncién mitocondrial,
aumentando la actividad de las bombas Na+/K+- ATPasa y Cazx+-ATPasa, también
aumentando el consumo de oxigeno y disminuyendo el estrés oxidativo sobre el reticulo
endoplasmatico, esto se evidencié a través de la determinacién del ATF3 (Factor 3
Activador de Transcripcién) y proteina regulada por glucosa 78 (GRP78) encargada de
regular la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico en los higados de las ratas

tratadas (Li et al., 2016).

4.7 Histopatologia del pancreas, higado y rinién de
ratones diabéticos tratados con FBuOH

4.7.1 Pancreas

CONTROL FBUOH 50 mg/kg

b

FBUOH 100 mg/kg
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Figura 4-6. Efecto de FBuOH sobre islotes pancreaticos en ratones diabéticos tratados
con FBuOH a dosis de 50 mg/kg v 100 mg/kg.

Muestras tefiidas con H&E y observadas con objetivo 40x.

Como se muestra en la Figura 4-6, los animales tratados con FBuOH mantuvieron la
presencia de granulos, especialmente observables en el grupo tratado con 100 mg/kg,
asi mismo con esta dosis se encontré conservaciéon del parénquima pancreatico,
conservando la arquitectura que rodea a los islotes pancreaticos sin evidente
hipertrofia. La dosis de 50 mg/kg protegié el tejido glandular, sin embargo, no preservo
lo suficiente todo el compartimento de los islotes como para evitar la hipertrofia y
aparente difusién del tejido B-pancreatico. Cuando se compara el grupo diabético no
tratado (vehiculo) con los demds tratamientos, se denota la evidente ausencia de tejido
glandular que suele ser consecuencia del dafio tisular inicial, consecuencia de la
inflamacién e hipertrofia tisular. En el grupo de metformina se demostroé la presencia
de 1islotes de Langerhans, sin agrandamiento y manteniendo una arquitectura
conservada en comparacion con el grupo vehiculo. Las observaciones presentadas hacen
sentido con las respectivas respuestas alcanzadas en cuanto a los NGS, en las que la
dosis de 100 mg/kg de FBuOH demostré mayor atenuaciéon de los NGS a lo largo del
tratamiento. Previamente, se ha demostrado que la STZ al ser un analogo estructural
de la glucosa, se acumula en el transportador GLUT-2 a través del cual llega hasta las
células B-pancreaticas, modificando su ADN fragmentandolo y destruyendo la
senalizacién hacia la mitocondria y la funcionalidad celular. Dado este mecanismo, la
STZ se ha utilizado como potente agente diabetogénico en modelos que buscan simular
de forma aproximada la diabetes mellitus tras el efecto necrotizante de las células y su
incapacidad para producir insulina (Lenzen, 2008). Estudios recientes demostraron la
actividad protectora de una fraccién de acetato de etilo obtenida a partir de los frutos
de Physalis peruviana sobre los islotes de Langerhans a través de la disminucién de la
expresién de la proteina P53 encargada de inducir apoptosis y cuyo mecanismo es
caracteristico de varias enfermedades, por el efecto de ciertas moléculas de sefializacion
(IL-18, el TNF-a y el IFN- y). La respuesta ante el tratamiento se atribuyé al contenido
de polifenoles presentes en esta fraccion, entre estos derivados de acido cafeoilquinico,
Kaempferol y quercetina entre otros (Ezzat et al., 2021). Otros estudios demostraron la

actividad protectora del flavonoide rutina en pancreas de ratas con diabetes inducida
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por STZ, efecto dado por la actividad antirradicalaria que protegié las células B
pancreaticas y a su vez, aumentd la funcionalidad en cuanto a la produccién de insulina
y el descenso de los NGS (Kamalakkannan & Prince, 2006); este efecto también fue
demostrado en presencia de su aglicona quercetina en ratas diabéticas por STZ (Vessal

et al., 2003).

4.7.2 Higado

Fradhes MET FBUOH 50mg/kg  FBUOH 100mg/kg
v b )i J
-{"3\(‘—!&? ,.;‘t& _‘E’) N —> ‘ “ Fie 5

Figura 4-7. Efecto de FBuOH sobre tejido hepatico de ratones diabéticos.
Muestras tefiiddas con H&E y observadas con objetivo 40x.

La Figura 4-7 muestra la diferencia entre el higado de los animales a los que se les
administr6 diferentes tratamientos. El grupo normal conservdé una arquitectura
normal, con cordones hepaticos definidos, mientras que el grupo vehiculo presenta
adipocitos hipertréficos, encontrandose compatible con una marcada esteatosis que es
esperable al observar los niveles de triglicéridos alcanzados (numeral 4.6.2). El grupo
que recibi6 metformina muestra una pequefia area blanca periférica del citoplasma
correspondiente a depdsitos de lipidos, mas parecido al grupo FBuOH a 50 mg/kg; de
hecho, FBuOH a 100 mg/kg mostré una mayor conservacion de la estructura hepatica
con respecto al grupo vehiculo, ademas no evidencié esteatosis y mostré6 una mejor
respuesta con respecto a los niveles de triglicéridos (numeral 4.6.2). En general, los
animales tratados con FBuOH, mostraron una presencia limitada de células
binucleadas como un signo tipico de regeneracion que demuestra la respuesta
protectora en el tejido hepatico. Estos resultados concuerdan con informes previos que
atribuyen la atenuaciéon de la dislipidemia por el contenido de flavonoides en un
extracto de Sophora alopecuroides L. en ratones con diabetes inducida por HFD y STZ

(Lv et al., 2021). Un estudio adicional demostré el efecto de rutina sobre la acumulacién
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de lipidos en ratas viejas, disminuyendo el dafno hepatico y las complicaciones
relacionadas como la resistencia a la insulina y a la inflamacién crénica sistémica Li et

al., 2016).

4.7.3 Riidn

Una combinacién entre estrés oxidativo, presencia de AGEs, el aumento en la expresion
de marcadores inflamatorios y complicaciones vasculares se asocian con nefropatia en
pacientes diabéticos (Luis-Rodriguez, 2012). De hecho, se han reportado presencia de
subproductos oxidativos en zonas de mesangio renal asi como la presencia de nédulos

que evidencian lesiones por complicacién diabetogénica (Poovitha et al., 2017).

CONTROL VEH METFORMINA

/

Doy

Figura 4-8. Efecto de FBuOH sobre tejido renal de ratones diabéticos.
Muestras tefiidas con H&E y observadas con objetivo 40x.

En las imagenes presentadas en la Figura 4-8 se puede observar el grupo que recibié
metformina como medicamento patrén en el que se hay presencia de glomérulo renal,
con capsula de Bowman conservada y presencia de tejido mesangial intraglomerular,
estas estructuras permanecen intactas al igual que en el grupo no diabético y a los
grupos que recibieron FBuOH en ambas dosis. Sin embargo, es de importancia denotar
que a la dosis de 50 mg/kg se pierde algo de presencia de ovillos vasculares sin evidencia
de tejido de sostén o con tejido conectivo escaso al compararse con el grupo
normoglicémico. En el grupo vehiculo no son observables glomérulos y el tejido
conectivo presenta espacios tisulares. Estos resultados son coherentes con un estudio
en el que ratas diabéticas por STZ y una dieta alta en grasas fueron tratadas con un
extracto de calices de Hibiscus sabdariffa, mejorando variables de enfermedad renal
como: disminucién de depdsitos de grasa renal, presencia de AGEs, estrés oxidativo y

disminucién en la acumulacién de colageno, niveles de creatinina y albuminuria.
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Dentro de la composicién del extracto se evidencié el contenido de acido 5-
caffeoilquinico, derivados de feruloi, acido 4-caffeoilquinico, acido clorogénico, acido
cafeico, derivado de feruloilquinico, kaempferol-3-glucésido, derivados de quercetina
entre otros; cabe resaltar que los flavonoides son considerados de gran importancia y
complejidad en cuando a sus modos de accién, pero ademas han sido considerados por
algunos autores como capaces de modular casi cualquier alteracién fisiologica

(Unnikrishnan et al., 2013)

4.8 Conclusiones

En los animales tratados con FBuOH se acentuaron los dafios observables en diferentes
6rganos de interés (higado, rifién, pancreas) conservando estructuras biolégicas y
funcionales respecto a los grupos no tratados. Por otra parte, FBuOH protegi6 frente a
estrés oxidativo mejorando el perfil lipidico y la respuesta reguladora de NGS por parte

del pancreas.



Capitulo 5

5.Capitulo: Efecto de la fraccion butandlica de
calices de Physalis peruviana en un modelo
de sindrome metabélico (SM) inducido por
consumo de fructosa a bajas dosis

El alto consumo de fructosa ha sido asociado con la enfermedad de higado graso no
alcoholico, esta enfermedad se considera una de las mas frecuentes en el mundo y esta
fuertemente asociada a sindrome metabdlico. Dentro del metabolismo de la fructosa,
cabe recordar que su consumo excesivo promueve la lipogénesis, la acumulacién
intrahepatica de lipidos y la inflamacién (Lim et al., 2010). Adicionalmente, la fructosa
se metaboliza en el higado generando a su vez otros metabolitos como: glucosa, acido
Urico, lactato, 4cidos grasos libres, lipoproteina de muy baja densidad (VLDL). (Goss et
al., 2018). Estudios previos realizados en UNIVALI (Brasil) demostraron que, en ratas
administradas con dosis bajas de fructosa en agua de bebida, se generaban alteraciones
como higado graso, hipertrofia de adipocitos, esteatosis, resistencia a insulina,
disturbios en el perfil lipidico aumentando triglicéridos, colesterol y LDL. Asi mismo,
la patogénesis de este sindrome permite evidenciar comportamientos sobre marcadores

de inflamacién asociados a los altos depdsitos grasos y el estrés oxidativo.

En este capitulo se presenta informacién relevante frente a la respuesta al tratamiento
con FBuOH en dosis de 100 mg/kg v 300 mg/kg en ratones con sindrome metabdlico
inducido por consumo de fructosa en agua de bebida durante 12 semanas, con el fin de
conocer el efecto de FBuOH sobre la evolucion de la enfermedad, teniendo en cuenta
parametros como: niveles de glucosa, HOMA-IR, perfil lipidico, peso, caracteristicas
histopatolégicas (esteatosis hepdatica e hipertrofia de adipocitos) y expresién de

citoquinas proinflamatorias.
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5.1 Equipos y reactivos

Equipo Accu-Chek Performa®, pentobarbital sédico (Invet, Colombia), Ketamina 50

(Holliday, Colombia), fructosa y glucosa grado reactivo.

Para medir perfil lipidico sérico: Los marcadores de perfil lipidico: colesterol total (CT),
triglicéridos (TG), lipoproteinas de baja densidad (LDL) fueron medidos utilizando kit
comercial (biotécnica, Varginha, MG, Brasil). Membranas para filtracién 0,22 pum

(CNW Technologies), lector de placas BERTHOLD®.

5.2 Animales

Se utilizaron ratones CD-1, hembras de entre 6-8 semanas de edad y pesos entre 20-
25 g, fueron distribuidos en grupos de 8 individuos Los animales fueron mantenidos a
temperatura ambiente cercana a los 21 °C + 2 con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.
Todos los procedimientos fueron aprobados previamente por el Comité de Etica local de
la Universidad de Vale Do Itajai, Brasil, de acuerdo con el protocolo nimero 014/151 y
de acuerdo con las directrices de la Sociedad Brasilena de Ciencias de los Animales de

Laboratorio para el cuidado y uso adecuado de los animales de experimentacion.

Para los analisis histopatolégicos, el higado y pancreas se extrajeron rapidamente y se
fijaron en formalina al 10 %, se embebieron en parafina en el corte respectivo y se

tifieron. Las muestras se examinaron con un microscopio BA-9000L (Osaka, Japén).

5.3 Induccidén al modelo de sindrome metabdlico

Los animales recibieron alimentacion convencional y el agua de bebida fue sustituida
por agua con fructosa al 20% durante 15 semanas y colocada en bebedero para consumo
ad Ilibitum. Dos veces por semana se monitoreaban: peso, consumo de agua y alimento

y una vez por semana se midieron los NGS. Las muestras de sangre fueron colectadas



85

de una de las venas caudales y los niveles de glucosa en sangre fueron medidos con un

glucometro Accu-Check Performa®.

Al final de la semana 12, se realizaron las siguientes pruebas: SOG, niveles de
colesterol, triglicéridos, LDL y HDL con el fin de clasificar los animales con evidencia

de sindrome metabdlico que fuesen candidatos para iniciar los siguientes tratamientos.

Grupo I: Vehiculo (CMC 0,5% - Tween 80 al 0,5%)
Grupo II: Fructosa 20% + vehiculo

Grupo III: Fructosa 20% + Metformina (250 mg/kg)
Grupo IV: Fructosa 20% + FBuOH 100 mg/kg

Grupo V: Fructosa 20% + FBuOH 300 mg/kg

A la semana 15 los tratamientos fueron finalizados y se realizaron dltimas pruebas de
SOG. Los animales fueron sacrificados por decapitacién, previa medicacién con
Ketamina (80 mg/kg) / Xilacina (10 mg/kg) ip (Levin-Arama et al., 2016).
Inmediatamente fueron colectadas muestras de sangre para posterior analisis de
insulina y perfil lipidico; los 6rganos fueron colectados, lavados, pesados y almacenados

para posterior observacion histopatologica.

5.4 AnA4lisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media £+ E.EM o media + D.E; y fueron
analizados utilizando GraphPad Prism® software (versién 6, San Diego, CA). Se
aplicaron pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de una prueba
de Bonferroni o ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacién multiple post
hoc de Dunnett segin el caso. Para la homogeneidad de los datos se aplicé la prueba de
Bartlett y se consideraron estadisticamente significativos aquellos datos con un valor

de p<0,05.
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5.5 Resultados y discusiéon

5.5.1 Efecto de la FBuOH sobre el consumo de agua, alimento y
ganancia de peso en ratones con Sindrome Metabédlico

Consumo de agua
(mL/dia)

A de peso (%)

Semanas

1 2 3

Semanas

Consumo de alimento

Semanas

Figura 5-1. Efecto de FBuOH sobre el consumo de agua, consumo de alimento y
ganancia de peso en ratones con sindrome metabdlico.

Normoglicémico (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde),
FBuOH 100 mg/kg (purpura), FBuOH 300 mg/kg (naranja).

Datos expresados como media + E.E.M, n = 10 animales por grupo. ANOVA de dos
vias, prueba post-hoc Bonferroni; ****p <0,0001 respecto al grupo vehiculo.

Como es observable en las figuras A y B, los animales que recibieron fructosa en el agua
de bebida siempre tendieron a consumir mas volumen que el grupo control. Sin
embargo, en la segunda y tercera semanas se observo que se disminuy6 el consumo
respecto al grupo que recibié fructosa, pero no fue tratado. Este comportamiento
presentd algo similar a una compensacién respecto al consumo de alimento el cual en
animales tratados se tendié a ver aumentado también a partir de la segunda semana
sin superar el consumo que mostrd el grupo de animales que no consumieron fructosa.
Este comportamiento se ha reportado en estudios anteriores en los que los animales

tienden a consumir mas la solucién con fructosa que la dieta seca a base de concentrado,
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esto se ha asociado a mayor captacion de energia en el agua con fructosa y a mayor
palatabilidad (Miranda et al., 2019; Ramos et al., 2017). Dentro de la relacién entre
obesidad, inflamacién y dolor, se debe considerar aquellos casos en los que se ha
observado animales con signos de obesidad y/o prediabetes que presentan estatus de
alodinia (Cooper et al., 2017) y que en condiciones experimentales han mostrado
disminucién en el consumo de alimento y mayor deterioro en general . Esto indica que
el consumo de alimento constante en niveles muy similares a los del grupo que no se
administr6 con fructosa es un buen indicativo de mantenimiento del apetito en
condiciones casi normales. Asi mismo en cuanto a la ganancia de peso (fig. C), los
animales que recibieron FBuOH, especialmente a dosis de 300 mg/kg mostraron menos
riesgo de obesidad cuando se compard con el grupo vehiculo. Es importante mencionar
que los adipocitos se encargan de producir numerosas adipocinas, estas interactian y
estan involucradas en la fisiopatologia de la resistencia a la insulina, asi como de las
alteraciones metabdlicas consecuentes. Existen adipocinas proinflamatorias y otras
que modulan y son consideradas antiinflamatorias. Cuando este equilibrio se rompe, la
inflamacién persistente termina generando resistencia a la insulina, es cuando se habla
del sindrome metabdlico y se relacionan todas las alteraciones alli presentadas sobre
todo con la obesidad que a su vez se suma a diferentes alteraciones organicas que van
complicando el cuadro a medida que pasa el tiempo (Sanchezet al., 2010). Una
adipocina muy importante en la obesidad es la leptina la cual se encarga de regular el
peso corporal a través de la regulacién del apetito, suprimiendo la ingesta de alimentos
y aumentando el gasto energético a través del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal. Sin
embargo, al aumentar el tamaifio de los adipocitos también aumentan las cantidades de
leptina circulante generandose hiperleptinemia, hiperuricemia e hiperinsulinemia,
siendo estos, signos caracteristicos en pacientes con resistencia a insulina. Estudios
realizados en un modelo de obesidad en ratas por consumo de fructosa, demostraron
que los flavonoides rutina y quercetina disminuyeron la hiperleptinemia asi como la
produccion de leptina en adipocitos, adicionalmente las ratas que recibieron estos
tratamientos también mostraron atenuacién sobre el perfil lipidico Li et al., 2008). Esta
informacién apoya los resultados aqui presentados en donde el modelo de ratones con
SM respondi6 de manera positiva a FBuOH y, teniendo en cuenta que entre los

compuestos presentes se encuentran estos dos compuestos, podemos intuir que este
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modo de accién estaria apoyando la respuesta observada en la que lo animales tratados
mantienen su peso regulandose el consumo de alimento y la ganancia de peso por

actividad sobre la produccion de leptina.

5.5.2 Efecto de la FBuOH sobre los niveles de glucosa en sangre de
en ratones con Sindrome Metabdlico

Control

Vehiculo

Metformina 250mg/kg
FBUOH 100mg/kg
FBUOH 300mg/kg

170

[N
o
o

NGS (mg/dL)
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w
o

110
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Figura 5-2. Efecto de la FBuOH sobre los niveles de glucosa en sangre de ratones con
Sindrome Metabdlico.

Normoglicémico (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde), FBuOH
100 mg/kg (purpura), FBuOH 300 mg/kg (naranja).

Los datos se expresan como media + D.E., n = 6 animales por grupo. Las diferencias
estadisticamente significativas se analizaron mediante un ANOVA de dos vias
después de la prueba de Bonferroni; ***p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo
vehiculo.

Como se evidencia en la grafica, los animales que recibieron el medicamento patrén
(metformina) asi como el grupo que recibi6é la FBuOH en dosis 100 mg/kg presentaron
un comportamiento en los NGS mucho mas disminuidos con respecto al grupo vehiculo.
Incluso, en el caso de FBuOH este grupo tendi a presentar NGS més bajos que el grupo
control a partir de la primera semana de seguimiento y mantenida durante la segunda
semana. Al final de la semana 3 se observa en todos los grupos una elevacién comin en

los NGS que podria estar relacionada con alteraciones asociadas a estrés ambiental.
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Un aspecto que causa especial atencién es el comportamiento de la FBuOH a dosis de
100 mg/kg mostrandose mas eficiente en cuanto al descenso de los NGS frente al
tratamiento a 300 mg/kg. Este comportamiento en este experimento podria estar dado
por un efecto de hormesis en el que se da una respuesta bifasica, a bajas
concentraciones se producen efectos estimulantes o benéficos y a altas concentraciones
se obtienen efectos inhibitorios o incluso téxicos (Mattson, 2008). Estudios previos
realizados en modelo de ratas con DMT II por administracion de fructosa al 10% mas
estreptozotocina, fueron tratadas con una fraccién butandlica de Parkia biglobosa a
dosis de 150 mg/kg y a 300 mg/kg, siendo el tratamiento de menor dosis (150 mg/kg) el
que demostro un efecto anti DMT II por estimulo de las células B-pancreaticas para la

produccién de insulina (Ibrahim et al., 2016).

5.5.3 Efecto de la FBuOH durante una sobrecarga oral de glucosa
(SOG) en ratones con Sindrome Metabdlico
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Figura 5-3. Efecto de FBuOH sobre los niveles de glucosa en sangre de ratones con
Sindrome Metabélico, sometidos a sobrecarga oral de glucosa (SOG).

Datos expresados como media + E.E.M, n = 6 animales por grupo. ANOVA de dos
vias, prueba post-hoc Bonferroni; ****p <0,0001 respecto al grupo vehiculo.

Estudios realizados en este modelo demuestran que el consumo de fructosa genera
intolerancia a la glucosa por posibles dafios en las células B-pancreaticas y a partir de
este, menor masa de tejido endocrino y menor produccién de insulina (Miranda et al.,
2019). En los resultados obtenidos, se evidencia que ambas dosis de FBuOH detuvieron
o atenuaron el pico en los NGS presente en el minuto 30 para todos los tratamientos;

los grupos tratados con la FBuOH al igual que el grupo que recibié metformina
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alcanzaron NGS menores y estadisticamente significativos respecto al grupo vehiculo
y manteniéndose el mismo comportamiento en todos los puntos hasta el final del

experimento.

5.5.4 Efecto de la FBuOH sobre el perfil lipidico en ratones con
Sindrome Metabdlico
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Figura 5-4. Efecto de la FBuOH sobre el perfil lipidico de ratones diabéticos.

Normoglicémicos (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde),

FBuOH 100 mg/kg (ptrpura) y FBuOH 300 mg/kg (naranja) Datos expresados como
media + DE, (n = 6). ANOVA de una via; prueba post-hoc Dunnett *p<0,05; **p<0,01;
**% p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.

Este modelo permite evidenciar aumentos de CT y TG en animales no tratados cuando
se administra fructosa entre 10 y 25% causando alteraciones en el metabolismo de
lipidos en general (Miranda et al., 2019). Los resultados observados confirmaron que
FBuOH a ambas dosis tuvieron un efecto hipolipemiante respecto a los demas grupos
cuando se midieron en sangre con diferencias estadisticamente significativas respecto
al grupo no tratado (Shi et al., 2017; Tang et al., 2012). El efecto hipolipemiante de la

quercetina en este sentido esta atribuido al mecanismo de absorcién de la rutina en el
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que una vez administrado via oral, esta molécula sufre hidré6lisis por accién de enzimas
intestinales B-glucosidasa y a-ramnosidasa y es separada de su glicésido. El producto
de esta reaccién es la quercetina la cual posteriormente se conjuga en los enterocitos
con acido glucurdnico o sulfato y son estos conjugados los compuestos que en su mayoria
se logran detectar en plasma sanguineo una vez se ha administrado la rutina por via
oral (Dominguez Moré et al., 2021). Una de las principales preocupaciones en el
sindrome metabdlico y diabetes son las alteraciones del perfil lipidico ya que aquellos
individuos con niveles altos de colesterol total (CT) y colesterol de baja densidad (LDL)
son mas propensos a tener complicaciones coronarias dada la multiple activacion de

diferentes proteinas proinflamatorias como se observa en el siguiente esquema:
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Figura 5-5. Metabolismo hepatico de la fructosa.
Modificado de (Lim et al., 2010).

Dentro del esquema se explica como el exceso de fructosa induce el agotamiento de
fosfato dependiente del sustrato; con esto aumenta la sintesis del acido Urico y se
disminuye el NO (verde) y la enzima éxido nitrico sintasa a nivel del endotelio vascular
generandose a nivel clinico hipertensién arterial. Por otra parte, la presencia de citrato
en exceso es un sustrato para que se genere lipogénesis (naranja) y la alta produccién
de malonil-CoA inhibe el proceso de la B-oxidacién (rojo). La formacién de gotitas de
lipidos hepaticos y el acimulo de estos lipidos genera como consecuencia un estatus de
esteatosis en el que la activacién de MAPKS y PKCe favorecen la fosforilacién de serina

de IRS-1 y la resistencia a la insulina a nivel hepatico, evidenciandose hiperinsulinemia
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y depbésitos de sustrato en la grasa (amarillo); la salida de 4cidos grasos libres, generan
la formacién de VLDL y a su vez resistencia a insulina en el musculo (azul claro). El
incremento en la produccién de FOXO1, que causa la formacién de glucosa de novo e
hiperglucemia (rosa) asi como e hiperinsulinemia en el sistema nervioso central,
antagoniza la accién de leptina a nivel central, aumentando la ingesta (Unnikrishnan

et al., 2013).

5.5.5 Efecto de 1a FBuOH sobre el indice de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) en ratones con Sindrome Metabélico

De acuerdo con los resultados descritos en la Tabla 5-1, después de 21 dias de
tratamiento, la glucosa en ayuno, la insulina y el indice HOMA-IR disminuyeron en los
ratones con SM tratados con metformina, dado que es el grupo patrén los resultados
eran esperados (Ji et al., 2021). En cuanto a los tratamientos de FBuOH, la dosis de
100 mg/kg mostré un mejor comportamiento disminuyendo hasta un 52% el HOMA-IR,

21% en los NGS en ayuno, un 39% respecto al vehiculo.

Tabla 5-1. Efectos de FBuOH sobre algunos parametros clinicos para determinar
resistencia a insulina en ratones con Sindrome Metabdlico

Niveles de glucosa Niveles de insulina

Tratamiento en ayuno (mg/dL)  en ayuno (uUI/mL) HOMA-IR
Normoglicémicos 112 + 3™ 9,4 +£0,3"" 1+0.27
(Control)

Vehiculo 173+ 8 17,2+ 2,2 7,3+0,9
Metformina 250 134 + 13" 11,1+ 0,3 3,7+0,3"
mg/kg

FBuOH 100 mg/kg 137 + 8" 10,5+ 1,5 3,5+ 0,3
FBuOH 300 mg/kg 152 £ 5° 12,8 + 2,6 4,8+ 0,8"

Los datos se expresan como media + D.E. n = 6 animales por grupo. Dunnett posterior
a la prueba de ANOVA una via; ****p<0,0001 respecto al grupo vehiculo.

El tratamiento a dosis de 300 mg/kg también mostré reducciéon sobre las variables,

aunque en menor medida respecto a la menor dosis probada. A 300 mg/mL se redujo
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un 12,1% la glucosa en ayuno, un 25,6% los niveles de insulina en ayuno y 34,2%
HOMA-IR. Los resultados obtenidos en este biomodelo demostraron congruencia con
los obtenidos en este sentido, en el modelo de HFD-STZ a dosis bajas repetidas las
cuales se describen en el numeral 4.6.5 y se resalta que la dosis de 100 mg/kg también

mostrd una actividad mas promisoria frente a resistencia a insulina.

Otros extractos de los que se ha reportado la presencia de rutina y que han mostrado
mejorar el indice HOMA-IR en ratas con diabetes tipo 2 inducida por dieta rica en
grasas y dosis bajas de estreptozotocina son: Extracto del fruto de Capparis spinosa, en
el cual se encontré kaempferol-3-rutinésido (Assadi et al., 2021) asi como el extracto
etandlico de hojas de Morus alba, que contiene 4cido clorogénico (Ji et al., 2021). Dentro
de los modos de accién que podrian estar implicados, se ha informado previamente que
el flavonoide rutina disminuye la glucemia al aumentar la secrecién de insulina y
estimular la absorcién de calcio en los islotes pancreaticos de rata (Kappel, et al., 2013).
Finalmente, otros estudios demostraron que 25 mg/kg y 50 mg/kg de rutina
disminuyeron el indice HOMA-IR en ratas de veinte meses (Li et al., 2016). Podemos
concluir que la disminucién de la resistencia a la insulina de FBuOH puede atribuirse

a la presencia de rutina.
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5.5.6. Histopatologia de adipocitos, higado y pancreas de ratones
con sindrome metabdlico tratados con FBuOH
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Figura 5-6. Efecto de la FBuOH sobre adipocitos, higado y pancreas.

Muestras tefiidas con H&E y observadas con objetivo 40x.,A) Lipidos hepaticos
(adipocitos); B) Tejido hepatico; C) Tejido pancreatico; D) Area islotes de Langerhans.

Las microfotografias muestran imagenes de adipocitos presentes en grasa visceral (A)
se observa un grupo vehiculo con evidente hipertrofia a comparaciéon con los demas
tratamientos. En general, ambas dosis de FBuOH mostraron actividad protectora
siendo el grupo control y la dosis de 100 mg/kg los tratamientos mas eficaces para
prevenir la hipertrofia de tejido graso. En tejido hepatico (B), el grupo control
(normoglicémicos), metformina y FBuOH a 100 mg/kg mostraron una alta similitud),
conservando su arquitectura sin evidencia de acumulaciones lipidicas (esteatosis) y sin
agregados linfoides observables. La imagen del grupo con SM que no recibid
tratamiento (vehiculo), muestra evidencia de cambios macrovacuolares de lipidos con
degeneracion grasa; se observan células multinucleadas que podrian ser indicativo de

un posible mecanismo de regeneracién en curso. Adicionalmente, el grupo que recibi
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FBuOH a 300 mg/kg present6 focos de esteatosis con presencia de células binucleadas,

pero en menor medida que el grupo del vehiculo.

5.7. Conclusiones

FBuOH logré atenuar las alteraciones relacionadas con los parametros de perfil
lipidico, asi como la acumulacién de lipidos a nivel hepatico, hipertrofia de adipocitos y
obesidad. Como indicaron los resultados presentados en el estatus de estrés oxidativo
en el modelo de diabetes por STZ/HFD, FBuOH mostré ser un potente anti radicalario,
lo que se asocia también a los resultados obtenidos para este modelo confirmado por la
disminucién en las lesiones en érganos observados por histopatologia y en la evidente

regulacion vista en cuanto a los NGS del modelo de SM.
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6. Capitulo: Posibles mecanismos de accion de
la fraccion butandlica de calices de Physalis
peruviana

Dentro de los disturbios presentados en el sindrome metabdlico, la inflamacién juega
un papel crucial en el deterioro del paciente que lo padece. Cuando los adipocitos se
hipertrofian y proliferan de forma desmedida generan la activaciéon de células
leucocitarias (neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos) y a su vez la liberacién de citoquinas
proinflamatorias como por ejemplo TNF-a e IL-6 asi como la disminucién de otras
citoquinas que hacen el efecto contrario en condiciones normales como
“antinflamatorias” (Rodriguez Lépez et al., 2017). Por lo anterior, era relevante conocer
los niveles de estos marcadores de inflamacién en el paciente con SM, previamente
tratados con FBuOH y cuyos datos se presentaron en el capitulo anterior.
Adicionalmente, en el modelo de células RAW 264.7 tratadas con FBuOH, la produccién
de TNF- a e IL-6 fue inducida por la presencia de un lipopolisacarido (LPS) y
determinada por espectrofotometria. De esta forma se pudo comprobar la actividad de
FBuOH en este segundo modelo. Otros parametros se tuvieron en cuenta en células
RAW 264.7 como la viabilidad celular y la formaciéon de nitritos proporcionando

informacion acerca de la toxicidad y actividad antirradicalaria de la fraccion.

Como ensayo complementario se aislaron adipocitos de animales con SM que recibieron
los diferentes tratamientos para determinar la influencia de estos sobre el tamaifio de

los lipidos hepaticos.
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Dicho asi, este capitulo presenta analisis pertinentes para conocer si la fraccién
butanoélica modula la inflamacién de individuos con SM, y abre una puerta de entrada

para estudiar a profundad los detalles mecanisticos de accion.

6.7. Equipos y reactivos

La linea celular RAW 264.7 adquirida en el Banco de Células de Rio de Janeiro (BCRJ,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), MTT (Sigma-Aldrich), microplaca de 96 pocillos (Costar®),
DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium), kit IL-6 de ratén DuoSet® Elisa (Mouse
TNF-a #DY-410) (Minneapolis, EE. UU.), kit x TNF-a de ratén DuoSet® Elisa DY410
(Minneapolis, EE. UU). Cloroformo, metanol. Para medir triglicéridos y colesterol se

utilizaron kits comerciales (Biotécnica, Varginha, MG, Brasil).

6.8. Aislamiento de lipidos hepaticos

La extraccién se realizé seguin la metodologia Folch (FOLCH et al., 1957). Se
homogeneizaron 1,25 g de tejido hepatico de animales con sindrome metabdlico
previamente inducido (ver cap. 5) durante 3 minutos con 1,9 mL de cloroformo/metanol
(1:2). Luego se agregaron 400 pL de metanol y se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min. El sobrenadante se transfirié a otro tubo, se agregaron 800 pL de cloroformo y
640 pL de NaCl al 0,73%; la mezcla se centrifugé una vez mas a 3000 rpm. Se descartd
el sobrenadante y la muestra se lavé 3 veces con solucién de Folch: 3% cloroformo, 48%
metanol, 47% agua 2% de NaCl al 0,2%). Finalmente, las muestras se secaron a 37° C.
Para la cuantificacién de lipidos las muestras se resuspendieron en isopropanol y para

medir Chol y TG se utilizé un kit enzimatico comercial.
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6.9. Determinacion de TNF-a e IL-6 en
homogenado de higado y células RAW
264.7

Se siguieron las indicaciones del fabricante del kit para determinar los niveles del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en homogeneizado de higado, recolectado post
mortem de animales con SM, previamente tratados con 100 mg/kg y 300 mg/kg. En
células RAW, los niveles de TNF-a en IL-6 fueron inducidos por lipopolisacaridos (LPS)
y las muestras fueron tratadas con FBuOH a 1, 10 y 100 ug/mL y analizadas segun la

recomendacién del kit comercial.

6.10. Cultivo de células RAW 264.7

Una vez adquirida la linea celular de macrofagos en el Banco de Células de Rio de
Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), las células se mantuvieron en un medio alto
en glucosa que contenia 10% de suero bovino fetal (FBS) con penicilina y estreptomicina
(100 UI/mL y 100 pg/L, respectivamente) en condiciones de 5% de COz y 37°C y, luego,
se colocaron en una microplaca (50.000 células/pocillo) manteniéndolas en las mismas

condiciones de CO2 y temperatura 21 horas antes de ser ensayadas.

6.11. Determinacion viabilidad celular en
RAW 264.7 por la técnica de reducciéon
de sal de tetrazolio (MTT).

El crecimiento celular se determiné por reduccion de MTT de acuerdo con las
indicaciones 1insertas en el kit comercial. La enzima mitocondrial succinato

deshidrogenasa presente en las células vivas reduce el MTT a formazan, formando
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cristales de coloracion azuloide los cuales, una vez entran en contacto con DMSO
pueden ser cuantificados por densidad 6ptica. Luego del periodo de incubacién inicial
de los macréfagos, se agregé MTT 10 pL (5 mg/mL) y se realizé una segunda incubacién
por 3 horas a 37 °C y 5% de COz. Se retiré el sobrenadante y se afiadieron 100 pL de

dimetilsulféxido (DMSO); la absorbancia se midié a 570 nm.

6.12. Determinacién de nitritos en células
RAW 264.7

A través de este experimento se determiné la produccién de 6xido nitrico (NO) como
mediador inflamatorio, el cual al someterse a la presencia de FBuOH permitié conocer

la actividad atenuante del tratamiento sobre esta molécula.

Después de la incubacién, los macréfagos se trataron con FBuOH a concentraciones de
1, 10 o0 100 pg/mL y lipopolisacaridos (LPS) (1 pg/mL) durante 24 horas. Después de
este periodo, se recogié el sobrenadante de los neutréfilos. E1 NOz: - se determiné por la
formacién de los metabolitos nitrato (NOs-) y nitrito (NOs-), medidos en una microplaca

de 96 pozos, de acuerdo con la reaccién de Griess (Green et al., 1982).

El reactivo de Griess (Sulfanilamida al 1%, a-naftil etilendiamina al 0,1%) recién
preparados, en presencia de metabolitos de NO produce un color rosado el cual se
cuantifica por medio de las densidades épticas (DO). La absorbancia se determiné a
una longitud de onda de 550 nm. Se llevé a cabo una curva patrén de NO2- (0 — 150 nM)

para calcular los niveles de nitritos.
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6.13. Resultados y discusién

6.13.1. Efecto de la FBuOH sobre niveles de colesterol y triglicéridos
en lipidos hepaticos de ratones con Sindrome Metabdlico
Los resultados de este experimento complementaron la cuantificacién realizada de
lipidos sanguineos (ver cap. §) y permitieron asociar el incremento de los niveles de
colesterol y triglicéridos con acumulacién de lipidos hepaticos. Se observd que la
FBuOH a 100 mg/kg presenté mejores resultados en cuanto a la atenuaciéon de

contenidos de colesterol y especialmente triglicéridos (Figura 6-1).
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Figura 6-1. Efecto de la FBuOH sobre lipidos hepaticos de ratones con sindrome
metabdlico.

Normoglicémicos (azul), vehiculo (rojo), metformina 250 mg/kg (verde),

FBuOH 100 mg/kg (ptrpura) y FBuOH 300 mg/kg (naranja) Datos expresados como
media + DE, (n = 6). ANOVA de una via; prueba post-hoc Dunnett *p<0,05; **p<0,01;
*¥** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.

Investigaciones previas han confirmado el efecto de la quercetina asociado a la cantidad
contenida de grupos glicésidos. Se ha demostrado la inhibicion atribuida a este
flavonoide sobre el acimulo de triglicéridos en un modelo inducido por oleato de sodio
(OS). Se conoce que el microbioma intestinal interviene en la conversién del glucésido
rutina (profarmaco) a quercetina, contribuyendo asi al efecto hipolipemiante

previamente reportado (Shi et al.,, 2017; Tang et al., 2012). Adicionalmente, otros
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estudios han evidenciado la actividad benéfica de un extracto de Passiflora edulis var.
flavicarpa; sobre roedores con sindrome metabdlico por consumo de fructosa. Los
animales presentaron reversion en la acumulacién grasa a nivel hepatico, asi como a
nivel de la grasa visceral. Los hallazgos fueron atribuidos a la presencia de polifenoles

como 4cido cafeico y flavonoides dentro del extracto (M. J. Goss et al., 2018).

6.13.2. Efecto de la FBuOH sobre TNF-a e IL-6 en homogenado de
higado de ratones con Sindrome Metabdlico
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Figura 6-2. Efecto de FBuOH sobre TNF-a en homogenado de higado de ratones
con Sindrome Metabdlico.

Datos expresados como media + DE., (n = 3). ANOVA de una via; prueba post-hoc
Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.

Como se observa en la Figura 6-2, los niveles de TNF- a presentes en tejido hepatico de
animales que fueron tratados con el fArmaco patrén (metformina), asi como aquellos
que recibieron FBuOH a ambas dosis, mostraron una disminucién en la expresion de
este marcador inflamatorio. Es importante tener en cuenta que estudios anteriores han
demostrado la relacién entre la expresion de esta interleuquina y su relacién directa
con la obesidad y la resistencia a insulina; incluso en ratones alimentados con fructosa
se observé un aumento en la expresion de RNA mensajero de TNF-a lo cual es
concordante con los datos que muestra el grupo que solamente recibié el vehiculo que
fue aquel que presentdé los mayores niveles de este marcador inflamatorio.
Adicionalmente, estos mismos ratones incrementaron sus niveles de TNF- a a nivel

plasmatico (Spruss et al., 2009). Otro aspecto a considerar es la influencia de estas
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interleuquinas en procesos apoptoticos de islotes de células beta pancreaticas una vez
se unen a las membranas celulares citoquinas como TNF-a, IL-18 e interferén-y (IFN -
y) induciendo la sefializacién para apoptosis celular (Tanaka et al., 2013). En un
estudio previo, en ratas diabéticas por STZ se evidenciaron elevaciones en la expresion
de p 53 como mediador apoptético (Lu et al., 2018). Por otra parte, el tratamiento con
la fraccién de acetato de etilo de P. peruviana L. atenud apoptosis en células renales,
hepaticas y pancreaticas por lo que se considera que esta implicado un mecanismo de
regulacién sobre la sefalizacién de este proceso (Ezzat et al., 2021). Otro estudio
demostré que la administracion del flavonoide rutina a dosis de 25 mg/kg y 50 mg/kg
disminuy6 TNF-a y IL-18 de forma dosis dependiente en ratas envejecidas (20 meses
de edad), previniendo disfunciones metabélicas tendientes a presentarse durante el
envejecimiento, mayor acumulacién de lipidos, también afecciones sobre el reticulo
endoplasmico y estrés oxidativo sobre estos organelos y disfuncién mitocondrial, siendo
esto tltimo el mayor factor de riesgo para conducir a resistencia a insulina (Li et al.,
2016). Es importante traer a lugar la sobreexpresién de algunas adipocinas en
pacientes con obesidad, por ejemplo, la leptina la cual tiene actividad proinflamatoria
y su liberacién que se da como mecanismo de regulacién metabdlica. Sin embargo, en
pacientes humanos se ha demostrado que el sedentarismo y no controlar la dieta
generan resistencia a esta hormona, cuya produccion esta mediada por la

hiperproduccién de resistina aumentando asi las causas del sindrome metabdlico.

2500 Hl cControl
20004 Hl vehiculo
— Bl Metformina 250mg/kg
z 15004 Bl FBuOH 100mg/kg
\g FBuOH 300mg/kg
© 1000 7
=

500

Figura 6-3. Efecto de FBuOH sobre IL-6 en homogenado de higado de ratones con SM.

Datos expresados como media + DE., n = 3. ANOVA de una via; prueba post-hoc
Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.
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Como se observa en la grafica, FBuOH disminuy¢ la expresion de IL-6 en ambas dosis
con diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, de acuerdo con el nivel
estadistico de confianza, la mayor dosis (300 mg/kg) presenté niveles menores de esta

IL.

Es importante tener en cuenta la alta complejidad que surge tanto en el sindrome
metabdlico como en diabetes mellitus y la interrelacién que se presenta en cuanto a
desregulacién de NGS, estrés oxidativo celular, obesidad y alteraciones hepaticas
incluyendo disturbios en la respuesta antioxidante endbégena, activacion de citoquinas
proinflamatorias y deterioro estructural y funcional de los érganos, como se observa en

el siguiente esquema:

| HIPERGLICEMIA |

¥

A . Activacion de factores de
ctivacion i

— > crecimiento:
[ Via sorbitol.-aldosa reductasa } [ Generacidn de AGEs J TGF- B, CTGF, VEGF

4

ESTRESOXIDATIVO ~ «—s | PKC |
l Activacion de
Estimulo proteinas | s—— adipoquinas: Leptina, N f
pro-inflamatorias adiponectina, visfatina

Activacion de
quimioquinas: MCP-1,

CSF-1, ICAM-1, VCAM-1

Activacion

NFKB

I Activacién de: IL-1, IL-6, '&QMBIOS FUNCIONALES ]
e————

TNF-a Y ESTRUCTURALES

I

Figura 6-4. Participacion de mecanismos inflamatorios en hiperglicemia crénica.

Modificado de (Luis-Rodriguez, 2012).

Entendiendo la relevancia de activacién de la respuesta inflamatoria secundaria al
estrés oxidativo, y de acuerdo con los resultados obtenidos en el numeral 4.6.6, se
evidencié la respuesta positiva de FBuOH frente a diferentes parametros oxidativos los

cuales tienen coherencia sobre los niveles de IL.-6 y TNF-a medidos post mortem. De
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ahi la importancia de proteger los sistemas antioxidantes enddgenos como catalasas,
superdxido dismutasa entre otros para prevenir el avance y la complicaciéon del dafno

celular, funcional y tisular de diferentes érganos y sistemas.

6.13.3. Efecto de la FBuOH sobre TNF-q, IL-6 y NO2- en macréfagos
RAW 264.7

2500 7
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Figura 6-5. Efecto de FBuOH a diferentes concentraciones sobre la produccién de
TNF- a en células RAW 264.7.

Datos expresados como media + DE., n=3. ANOVA de una via; prueba post-hoc
Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo LPS.

En la Figura 6-5 se evidencia la respuesta favorable que tienen los grupos tratados,
disminuyendo la expresion de TNF-a de manera concentracién-dependiente,
presentando todos los grupos diferencias estadisticamente significativas,
especialmente a concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL, cuando se compara con el grupo
LPS. Trabajos previos han demostrado hallazgos similares, reportando disminucién de
TNF-a en células RAW estimuladas por LPS tratadas con un extracto de Citri
Reticulatae Pericarpium el cual contiene al flavonoide rutina (Zhang et al., 2022). Por
otra parte, la quercetina también ha mostrado un efecto inhibitorio sobre esta citoquina

proinflamatoria (Nayak et al., 2016; Wang & Mazza, 2002).
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Figura 6-6. Efecto de FBuOH a diferentes concentraciones sobre la produccién de IL-6
en células RAW 264.7.

Datos expresados como media + DE., n=3. ANOVA de una via; prueba post-hoc Dunnett
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de LPS.

Como se observa en la Figura 6-6, también se evidencio la reduccién en la expresion de
IL-6 de manera concentracién-dependiente, presentando todos los grupos diferencias
estadisticamente significativas, especialmente a concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL,
cuando se compara con el grupo DMSO. Estos datos confirman los resultados obtenidos

en homogenado de higado frente a la actividad moduladora sobre IL-6.
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Figura 6-7. Efecto de FBuOH a diferentes concentraciones sobre la produccién de
NOz:* en células RAW 264.7.

Datos expresados como media £ DE., n = 3. ANOVA de una via; prueba post-hoc
Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de vehiculo.
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La mediciéon de nitritos es un importante parametro de estatus inflamatorio, en
condiciones fisioldgicas su produccién busca proteger y defender al organismo de
patégenos antes de la migracién leucocitaria, por esta razoén este experimento es
ampliamente utilizado para testear diferentes drogas (Joo et al., 2014). Al comparar los
resultados de la fraccién a diferentes concentraciones las células tratadas presentan un
menor contenido de nitritos frente al grupo LPS. Investigaciones previas han
demostrado la relacién entre la captacion de radicales libres y la modulacion
inflamatoria los cuales se ven neutralizados en presencia de polifenoles, entre estos, la

quercetina (Joo et al., 2014).

6.13.4. Efecto de la FBuOH sobre la viabilidad celular de macrofagos
RAW 264.7

La informacién obtenida en este experimento permite descartar que los efectos
inhibitorios de la fraccién, observados en los anteriores graficos estén dados por

citotoxicidad de la misma (Wang & Mazza, 2002).
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Figura 6-8. Efecto de FBuOH a diferentes concentraciones sobre la viabilidad celular
por el método MTT en células RAW 264.7.

Datos expresados como media = D.E., n=3. ANOVA de una via; prueba post-hoc

Dunnett *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo de DMSO.
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Estudios previos demostraron el efecto modulador de una fracciéon glucosidica de los
calices de P. peruviana sobre marcadores de inflamacién. En este extracto se
encontraron presentes: Peruviosas A y B y a estas se les atribuyé la actividad
antiinflamatoria probada en un modelo de edema plantar por carragenina. En una
segunda fase, este efecto fue testeado en células RAW 264.7 en las que se midié la
producciéon de TNF- a, NO* y PGE2, finalmente se determiné la viabilidad celular por
MTT. Los resultados demostraron que la combinaciéon de estas Peruviosas redujo la
viabilidad celular sin presentar toxicidad a 10 ug/mL, también se redujo la produccion
de NO- dependiendo de la concentracién testeada (Franco et al., 2014). Los resultados
obtenidos permiten inferir que posiblemente las Peruviosas presentes en este extracto
jugaron un rol importante sobre la modulacién en la expresién de marcadores
inflamatorios sin embargo, no sobre la viabilidad celular. La FBuOH contiene una
combinacién de compuestos que permite realizar la modulacién sin poner en riesgo la
viabilidad celular, haciendo la FBuOH maés viable para su utilizacién a futuro en

humanos.

6.14. Conclusiones

Entendiendo la relevancia de activaciéon de la respuesta inflamatoria secundaria al
estrés oxidativo y de acuerdo con los resultados obtenidos, se evidencid la respuesta
positiva de FBuOH frente a diferentes parametros oxidativos los cuales tienen
coherencia sobre los niveles de IL-6 y TNF-a medidos post mortem, esto demuestra que
FBuOH protegié los sistemas antioxidantes enddgenos como catalasa, superoéxido
dismutasa entre otras. Asi mismo, se obtuvo informacién relevante que mostré que la
FBuOH favorece la viabilidad celular demostrada a través de los experimentos

complementarios en células RAW 264.7.






7. Conclusiones y recomendaciones

7.1. Conclusiones

Se comprobaron los efectos preliminares antioxidantes in vivo y antihiperglicemiante
en modelos in vivo utilizando como tratamientos el extracto hidroalcohdlico de
P. peruviana y las fracciones obtenidas a partir de este. A partir de estos resultados se
profundizé en el estudio de FBuOH en tres biomodelos; uno de hiperglicemia transitoria
y dos con trastornos asociados a hiperglicemia sostenida o crénica. En todos se demostré
la actividad protectora de FBuOH frente a estrés oxidativo y presentando el mejor
comportamiento a dosis de 100 mg/kg. Los animales tratados a esta dosis en los modelos
cronicos atenuaron los NGS, perfiles lipidicos y marcadores de estrés oxidativo, asi
como marcadores de inflamacion TNF-a e IL-6 observables en los animales con
sindrome metabdlico. El andlisis cromatografico de FBuOH, asi como el perfil
metabdlico de la misma evidencid la presencia de flavonoides, entre estos Quercetina
3-Orutinésido (rutina) y de varios compuestos de relevancia terapéutica como los son
los witandlidos y acidos fendlicos como: acido cafeico y derivados del acido ferulico.
Dentro de los modos de accion antidiabética de FBuOH se encontré la modulacion de
citoquinas proinflamatorias, la inhibicibn de carbohidrasas intestinales, la
preservaciéon de islotes pancreaticos y de la produccién de insulina y otros tejidos por
la actividad neutralizadora de la FBuOH sobre radicales libres; los resultados también
sugieren la actividad atenuante de FBuOH sobre los niveles de colesterol y por ende de
la resistencia a insulina. La FBuOH demostro6 su utilidad frente a diabetes mellitus y
sindrome metabdlico como coadyuvante en el tratamiento de sus signos y como

preventivo frente a las complicaciones propias de ambos sindromes.
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7.2. Recomendaciones

Dado que entre los resultados obtenidos en ambos modelos in vivo se evidencié un
comportamiento diferente en cuanto a la dosis dependencia de FBuOH, conociendo los
posibles compuestos presentes en la fracciéon se recomienda realizar experimentos
puntuales con los compuestos puros en diferentes proporciones tipo isobologramas con
el fin de conocer los posibles comportamientos sinérgicos o antagonicos de las diferentes

combinaciones entre compuestos.

Asi mismo, incursionar en los estudios en gendémica con el extracto y la fraccién
butandlica nos permitiria conocer modos de accién especifico relacionado con la
expresion de genes o silenciamiento de estos involucrados con complicaciones del

sindrome diabético (obesidad, senalizacién de la insulina).
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