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RESUMEN

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico que se caracteriza por un estado de hiperglucemia,
la cual contribuye al mantenimiento de un ambiente oxidante. Una de las complicaciones derivadas
de la diabetes que ha sido pasada por alto es la enfermedad de higado graso no alcohdlica, ya que
se ha reportado que bajo condiciones de hiperglucemia el higado es uno de los principales érganos
gue estd sujeto a la disfuncién y muerte celular mediante el efecto del estrés oxidante y el estado
de inflamacién. Por lo que el estrés oxidante y la inflamacidn pueden considerarse blancos
terapéuticos para el tratamiento de la diabetes. El presente estudio se llevé a cabo con el fin de
determinar el efecto antioxidante y antiinflamatorio de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto de acetato de etilo de inflorescencias de Eryngium carlinae en un modelo de ratas con
diabetes experimental inducida con estreptozotocina. Para ello, se realizaron pruebas in vitro para
conocer el potencial del extracto empleando los ensayos DPPH* para medir la actividad antiradical
y poder reductor para la cuantificacion de la capacidad reductora. Asimismo, se determind el grupo
de metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto responsables del efecto
antioxidante. Una vez que se comprobd la actividad in vitro se realizaron estudios in vivo utilizando
32 ratas macho Wistar de un peso promedio de 300 g, las cuales se dividieron de forma aleatoria en
4 grupos experimentales: diabético y normoglucémico control; y diabético y normoglucémico + E.
carlinae. La induccion de diabetes se realizé mediante una Unica inyeccién intraperitoneal de STZ
(45 mg/kg). Las ratas que presentaron niveles de glucemia >250 mg/dL se seleccionaron para
formar parte de los grupos diabéticos. El tratamiento se realizd via oral con aceite mineral y
extracto a una dosis de 30 mg/kg en un periodo de 60 dias. Al finalizar el tratamiento, se llevé a cabo
la diseccién del higado para la obtencidon de homogenado para la determinacién de la concentracion
de triacilgliceroles (TAG) hepaticos, la actividad de la enzima catalasa y la expresién del factor de
transcripcién NF-kBy de las enzimas inducibles iNOS y COX-2; y la obtencién de mitocondrias a partir
de las cuales se evalud la produccion de ERO, la peroxidacién de lipidos, la actividad de los complejos
mitocondriales y de la enzima superdxido dismutasa (SOD). Ademas, se determinaron los
pardmetros bioquimicos de glucosa y TAG y los marcadores de daifo hepdtico alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (FA). Los resultados
obtenidos de los ensayos para determinar la actividad antioxidante in vitro demuestran que el
extracto de acetato de etilo de E. carlinae posee actividad antioxidante dosis dependiente con un
ICso= 57.97 mg/mL para la inhibicién del radical DPPH®, mientras que la ICsp para la capacidad
reductora fue de 30.90 mg/mL. La administracion del extracto en ratas diabéticas a 30 mg/kg
disminuyd los niveles de TAG séricos y hepaticos, disminuyd los marcadores de estrés oxidante y
promovio la actividad de las enzimas antioxidantes. Asi mismo, atenud el dafo hepatico
disminuyendo un factor de transcripcidon que conduce a la inflamacién y los marcadores de dafio
hepatico, de forma que el extracto de acetato de etilo de E. carlinae posee actividad antioxidante,
antiinflamatoria, hipolipidémica y hepatoprotectora. Sin embargo, a pesar de que no redujo los
niveles de glucosa en sangre ni disminuyd los niveles de expresién de la enzima COX-2, el extracto
posee potencial para su uso de forma complementaria a fdrmacos antidiabéticos para el
tratamiento y/o prevencion de una enfermedad hepatica durante la diabetes mellitus.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by a state of hyperglycemia, which
contributes to the maintenance of an oxidizing environment. One of the complications derived from
diabetes that has been overlooked is non-alcoholic fatty liver disease, since it has been reported
that under hyperglycemic conditions the liver is one of the main organs that is subject to dysfunction
and cell death due to oxidative stress and inflammation. Therefore, oxidative stress and
inflammation can be considered therapeutic targets for the treatment of diabetes. The present
study was carried out in order to determine the antioxidant and anti-inflammatory effect of the
secondary metabolites present in the ethyl acetate extract of Eryngium carlinae inflorescences on
streptozotocin-induced diabetic rats. In vitro assays were carried out to know the potential of the
extract using DPPH® assay to measure anti-radical activity and reducing power to measure reducing
capacity. In addition, the group of the major secondary metabolites present in the extract
responsible for the antioxidant activity was determined. Once the in vitro activity was verified, in
vivo studies were carried out using 32 male Wistar rats around 300 g, which were randomly divided
into 4 experimental groups: diabetic and normoglycemic control; and diabetic and normoglycemic
+ E. carlinae. The induction of diabetes was carried out by a single intraperitoneal injection of STZ
(45 mg / kg). Rats with blood glucose levels >250 mg/dL were selected to be part of the diabetic
groups. The treatment was administered orally with mineral oil and extract at a dose of 30 mg / kg
over a period of 60 days. At the end of the treatment, the liver was dissected to obtain a
homogenate to determine the concentration of liver triacylglycerols (TAG), the activity of the
catalase enzyme and the expression of the transcription factor NF-kB as well as the levels of the
inducible enzymes iNOS and COX-2; were obtain mitochondria from which ROS production, lipid
peroxidation, the activity of mitochondrial complexes and the activity of the enzyme superoxide
dismutase (SOD) were evaluated. In addition, biochemical parameters of glucose and TAG and liver
damage markers alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline
phosphatase (FA) were determined. The results obtained to determine the antioxidant activity in
vitro show that the ethyl acetate extract of E. carlinae has dose-dependent antioxidant activity with
an IC50 = 57.97 mg/mL for the inhibition of the DPPH" radical, while the IC50 for the reducing
capacity it was 30.90 mg/mL. The oral administration of the extract 30 mg/kg in diabetic rats
decreased serum and liver TAG levels, decreased oxidative stress markers and promoted the activity
of both antioxidant enzymes. Likewise, it attenuated liver damage by decreasing a transcription
factor that leads to inflammation and liver damage markers, so that the ethyl acetate extract of E.
carlinae has antioxidant, anti-inflammatory, hypolipidemic and hepatoprotective activity. However,
even though it did not reduce blood glucose levels nor decrease the expression levels of the COX-2
enzyme, the extract has potential for its use in addition to antidiabetic drugs for the treatment
and/or prevention of a liver disease during diabetes mellitus.

Keywords: Diabetes, Eryngium carlinae, liver, antioxidant, anti-inflammatory, oxidative stress.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es clasificada como un desorden metabdlico, ya que se entiende por
metabolismo a la forma en que el cuerpo emplea los alimentos para la obtencién de energia y el
crecimiento. Ademas, se caracteriza por un incremento de glucosa en sangre (hiperglucemia), que
resulta por la deficiente produccién de insulina por el pancreas o bien por la accién no efectiva de
lainsulina (Ullah et al., 2016).

La insulina posee una funcién importante en la homeostasis de la glucosa, lipidos y proteinas;
ademas participa en la proliferacion y diferenciacion celular. Esta hormona es secretada por las
células B del pancreas como respuesta a un incremento en la concentracién de glucosa. La insulina
en su funcién principal, estimula el transporte de la glucosa a las células del musculo y tejido
adiposo, mientras que en el higado reduce la produccidon de glucosa via la gluconeogénesis y la
glucogendlisis. Por otro lado, la insulina participa en la regulacién del metabolismo de lipidos
incrementando la sintesis en higado e inhibiendo la lipolisis en tejido adiposo. Ademas, es necesaria
para el transporte de aminodcidos y la sintesis de proteinas (Rains y Jain, 2011). Por lo que una
deficiencia o insensibilidad de la insulina, ademas de no estimular el transporte de glucosa hacia
drganos dependientes de insulina, causa anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, lipidos
y proteinas.

Los sintomas asociados a la hiperglucemia son similares en la diabetes tipo 1y 2; sin embargo, son
mas comunes y se desarrollan mds rapido en la diabetes mellitus tipo 1 (Guyton y Hall, 2011; Lal,
2016). Estos sintomas incluyen la poliuria (alta produccién de orina), polidipsia (incremento en la
sensacién de sed), polifagia (aumento en la sensacidon de hambre), pérdida de peso, fatiga, entre
otros.

1.1.1. Clasificacion de la diabetes mellitus

Desde la primera clasificacién de la DM por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1980 e
incluso en su modificacidn en 1985, se han descrito tres grandes categorias, la diabetes mellitus tipo
1 o dependiente de insulina (DMT1), diabetes mellitus tipo 2 o no dependiente de insulina (DMT2)
y la diabetes mellitus gestacional (DMG) (WHO, 1999).

Sin embargo, la diabetes no solo es propia de los seres humanos sino que también puede ocurrir en
una gran variedad de especies animales como en los perros, gatos, ganado, conejos, monos, entre
otros. Es por ello, que a través de la historia en la investigacion de la enfermedad, se ha realizado
experimentacion en animales, particularmente en roedores mediante la induccién de diabetes
(diabetes experimental, DME) a través del uso de diversas técnicas experimentales (Mordes y
Rossini, 1981; Karamanou et al., 2016).

1.1.1.1. Diabetes mellitus tipo 1
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La DMT1 es una condicién en que la hiperglucemia se debe a una deficiencia de insulina, como
consecuencia de la destruccién autoinmune de las células B del pancreas, por lo que se considera
una enfermedad autoinmune (Ozougwu et al., 2013; Katsarou et al., 2017).

1.1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 es caracterizada por una disminucién en la sensibilidad a la insulina por tejidos como el
higado, musculo y tejido adiposo (resistencia a la insulina) contribuyendo a la produccidn de glucosa
por el higado y a una disminucion del transporte de glucosa por el musculo y tejido adiposo; y a una
secrecion de insulina no efectiva por las células B del pancreas (disfuncion de células B), resultando
en niveles insuficientes de insulina para mantener el nivel de glucosa normal (Zheng et al., 2018).

1.1.1.3. Diabetes mellitus gestacional

La DMG es una condicidon que ocurre durante el embarazo, en la cual una mujer sin padecer algun
tipo de diabetes previo a la gestacién, desarrolla un grado de hiperglucemia y desaparece después
del parto. Esta hiperglucemia se caracteriza por una deficiencia en la produccién de insulina para
compensar el incremento de resistencia a la insulina promovida por las hormonas producidas por la
placenta (progesterona) durante el embarazo (Law y Zhang, 2017; Plows et al., 2018).

1.1.1.4. Diabetes mellitus farmacoldgica o experimental

La DME es la enfermedad inducida en animales de laboratorio con la finalidad de obtener
informacidn de la condicién patoldgica de la diabetes y asimismo para encontrar nuevas terapias
para tratar dicha enfermedad. Existen reportes en la literatura acerca de una gran variedad de
modelos animales y procedimientos experimentales para la induccion de diabetes.

Dentro de los modelos animales se encuentran los gatos, perros, cerdos y primates; sin embargo,
los roedores son la principal eleccion como modelo bioldgico. Algunos de los procedimientos
experimentales incluyen cirugia de remocién del pancreas, modificaciones genéticas, dietas altas en
grasas y carbohidratos, terapias de hierro o esteroides, entre otros. El método que se emplea
frecuentemente es la induccion quimica mediante la aplicacién de compuestos como la
estreptozotocina (STZ por sus siglas en inglés streptozotocin) y aloxano, los cuales son farmacos
citotdxicos selectivos a los islotes pancreaticos e incluso de las células B del pancreas, conduciendo
a un estado de hiperglucemia (Usman et al., 2015; Radenkovi¢ et al., 2016).

En particular, la STZ es un compuesto analogo de nitrosourea, en el que la parte N-metil-N-
nitrosourea se encuentra unido al carbono 2 de una hexosa, lo cual hace que la molécula sea de
caracter hidrofilica (Figura 1). Debido a ello y a su similitud con la estructura de la glucosa, la STZ
ingresa y se acumula en las células B del pancreas a través de los transportadores GLUT-2
promoviendo el desarrollo de diabetes dependiente de insulina. La citotoxicidad de la STZ se da a
través de la alquilacidn del ADN y de la disminucién de NAD* y ATP en un intento de reparar el ADN
dafiado por la poli (ADP-ribosa) sintetasa. Aunado a ello la parte N-metil-N-nitrosourea es capaz de
liberar 6xido nitrico (NO-), el cual induce estrés nitrosativo/oxidativo y alteraciones en la funcidn
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mitocondrial, y finalmente muerte celular; causando una inhibicién en la sintesis y secrecidn de la
insulina (Radenkovié et al., 2016; Al Nahdi et al., 2017).

CI)H
HO (o NS, o WOH
N J s HO W T
et / N\
HO OH HZN N (1,, JJ\ /NO
CH, l._. NH 'T’ |
OH OH CH,
Glucosa N-metil-N-nitrosourea Estreptozotocina

Figura 1. Estructura quimica de la estreptozotocina.

1.1.2. Epidemiologia

La DM es una enfermedad que posee un gran impacto en la vida de las personas en todo el mundo.
De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes a finales del 2019, alrededor de 463
millones de personas de entre 20 y 79 afios ya contaban con esta condicién y se espera que para el
afio 2045 haya un incremento del 51%. Siendo la region de Norte América y el Caribe (NAC) la que
ocupa el quinto lugar con 48 millones de personas con DM y se estima que para el 2045 alcance los
63 millones (incremento del 33%). Uno de los principales potenciadores del problema es que 1 de
cada 2 personas con DM no esta diagnosticada (~232 millones de personas), ademds de que el 79.4%
de personas adultas con DMT2 viven en paises con bajos y medianos ingresos lo cual complica el
acceso a un tratamiento (International Diabetes Federation, 2019).

Dentro de los paises con mayor nimero de personas con DMT2, se encuentra México, que ocupa el
sexto lugar a nivel mundial y el segundo dentro de la region de NAC con 12.8 millones de personas
diabéticas (International Diabetes Federation, 2019). En México, la DM es la segunda causa de
muerte seguida de enfermedades cardiovasculares con 101,257 defunciones durante el 2018,
siendo el 2.12% de los casos atribuidos a la DMT1 (INEGI, 2019). Los estados con mayor nimero de
personas con DMT2 (12-14% de la poblacion) en México son Campeche, Hidalgo, Ciudad de México,
Nuevo Ledn, Coahuila y Tabasco (Instituto Nacional de Salud Publica, 2018).

1.1.3.Factores de riesgo

Existen factores de riesgo asociados al desarrollo de algun tipo de diabetes, los cuales se pueden
modificar o controlar. Sin embargo, existen aquellos como la genética que no pueden ser
modificados.

En la DMT1, los tipos de auto anticuerpos que primero se presentan, dependen de factores
ambientales, inmunes y genéticos los cuales desencadenen la enfermedad (Katsarou et al., 2017;
Sobhi y Khenchouche, 2020). Mientras que los factores de riesgo bioldgicos, de estilo de vida y de
comportamiento que contribuyen a la prevalencia de la DMT2, incluyen predisposicién genética,
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sobrepeso u obesidad, incremento de edad, dieta no saludable, sedentarismo, fumar, antecedentes
de diabetes gestacional e inactividad fisica (DeFronzo et al., 2015).

La mayoria de estos factores de riesgo contribuyen a un ambiente oxidante, el cual puede alterar la
sensibilidad a la insulina ya sea por un dafio a la tolerancia a la glucosa o por un incremento a la
resistencia a la insulina. Por lo que el estrés oxidante es uno de los principales factores de riesgo en
el comienzo y en la progresidn de la diabetes. Esta ultima debido a que la hiperglucemia como
resultado de la DM, contribuye al mantenimiento de un ambiente oxidante (Rains y Jain, 2011).

1.1.3.1. Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como “un desbalance entre agentes oxidantes y antioxidantes a favor
de los oxidantes, conduciendo una disrupcidn de la sefializacion y control redox y dafio molecular”
(Sies y Jones, 2007).

El oxigeno, a pesar de ser uno de los principales componentes para la vida, es una especie altamente
reactiva que puede convertirse en una molécula potencialmente nociva generando especies
reactivas de oxigeno (ERO) o radicales libres. Los radicales libres son aquellos atomos o moléculas
con uno o mas electrones desapareados, los cuales al parear su electrén desapareado con el de
otras moléculas, causan la oxidacién de la molécula. Los radicales libres derivados del oxigeno
llamados especies reactivas de oxigeno, incluyen al anién superdxido (0,*) y el radical hidroxilo
(*OH). Ademas, las ERO también incluyen moléculas no radicales como el peréxido de hidrégeno
(H,0,) (Durackova, 2008; Rains y Jain 2011; Jebur et al., 2016; Ullah et al., 2016).

Las ERO en cantidades moderadas juegan un papel importante como moléculas sefalizadoras, asi
como bioproductos de varias reacciones enzimaticas, que se llevan a cabo en diferentes
compartimentos celulares como parte del metabolismo basal. Sin embargo, las ERO en grandes
cantidades dependiendo de la fuente, el tipo celular y tejido, pueden conducir al dano celular,
disfuncién metabdlica y una sefializacion inflamatoria, contribuyendo a la fisiopatologia de la DM
(Forrester et al., 2018).

Los antioxidantes en cambio, se pueden definir como “cualquier sustancia que directamente
secuestra ERO o indirectamente actla para regular las defensas antioxidantes o inhibir la
produccién de ERO” (Khlebnikov et al., 2007). La actividad de los antioxidantes puede efectuarse
por distintas vias como la inhibicidn de las reacciones de oxidacidn, las reacciones en cadena de auto
oxidaciéon y de enzimas prooxidativas, quelantes de metales, entre otras (Carocho y Ferreira, 2013).

El sistema enddgeno antioxidante estd dividido principalmente en dos categorias: enzimatico y no
enzimatico. El sistema enzimatico se compone de enzimas que previenen la formacién o bien
neutralizan los radicales libres, las cuales son el glutation peroxidasa (GPx) que dona dos electrones
para la reduccién de H,0, a agua mediante la oxidacion del glutatidn; la catalasa que convierte el
H,0, en agua y oxigeno molecular; y la enzima superéxido dismutasa (SOD) que dismuta el 0,* en
H,0,. Ademds, intervienen dos enzimas que son de apoyo a otros antioxidantes, la glutation
reductasa (GR) que reduce al glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida GSH a través de la
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oxidacion de NADPH a NADP*, de forma que ayuda a reciclar el glutatién para que éste pueda
neutralizar mas radicales libres; y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que regenera NADPH, el cual
es un cofactor para la enzima GR, a partir de la reduccién de NADP*; por lo que es determinante
para la capacidad amortiguadora del glutatién GSH (GSH/GSSG).

En cambio, el sistema antioxidante no enzimatico se comprende de compuestos de bajo peso
molecular, los cuales son vitaminas como la vitamina A (acido retinoico), carotenoides que poseen
la habilidad de combinarse con radicales peroxilo (HO;), evitando la propagacién de la peroxidacion
de lipidos; la vitamina C (acido ascdrbico) neutralizando radicales libres en agua e hidroperdxidos
de alcohol; la vitamina E (a-tocoferol) al estabilizar los radicales lipidicos evita la propagacién de la
peroxidacidn lipidica; cofactores enzimaticos como la coenzima Qi que previene o neutraliza HO;
de lipidos y participa en la regeneracién de la vitamina E; compuestos nitrogenados como el acido
urico, el cual es un potente secuestrador de ‘OH y oxigeno singulete (*0,); y péptidos como el
glutation (GSH), el cual es un tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina), que actua en diferentes
formas: participa en la detoxificacion de H,0,y HO; de lipidos via GPx, reduce H,0; en agua y O,
dona protones a los lipidos de membrana para protegerlos contra ataques oxidantes, es cofactor de
enzimas detoxificantes, regenera la vitamina C y E a su estado activo y protege a las células de la
muerte celular programada (apoptosis) al interactuar con vias de sefalizacidn pro y antiapoptdticas
(Birben et al., 2012; Carocho y Ferreira, 2013; Neha et al., 2019).

A pesar de que el sistema enddgeno antioxidante es eficiente en la eliminacién de ERO, no es
suficiente para contrarrestar los efectos cuando las ERO son producidas en exceso debido a alguna
condicion fisiopatoldgica. Es por ello que muchos organismos dependen de varios tipos de
antioxidantes presentes en la dieta (sistema antioxidante exdgeno), los cuales en su mayoria
provienen de plantas. Dentro de este sistema antioxidante encontramos a las vitaminas,
flavonoides, acidos fendlicos, taninos, carotenoides, entre otros (Carlsen et al., 2010; Carocho y
Ferreira, 2013).

1.1.4. Estrés oxidante e hiperglucemia

La hiperglucemia se ha visto implicada como un estimulador del estrés oxidante ya que media una
sobreproduccion de ERO y una disminucidn del sistema antioxidante mediante la sobrerregulacién
de las vias glucolitica y del ciclo de los acidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa, lo cual
conduce a una sobreproduccién de donadores de electrones (NADH y FADH,), aumento en la
proporcién ATP/ADP vy alteracién del potencial de membrana, lo que a su vez resulta en la
generacién de 0,* (por el complejo Il de la cadena transportadora de electrones (CTE)) que puede
convertirse en ONOO', H,0; y ‘OH (Wetzels et al., 2017).

Otro factor incluye la sobrerregulacion de la expresiéon de las subunidades de la NADPH oxidasa
(NOX/DUOKX), que ademas es activada por las proteinas cinasa PKC-a y PKC-y, y los productos finales
de glicacidn avanzada (PGA). Los PGA son generados a través de la glicacién de proteinas e incluso
de enzimas como la SOD por el glioxal y metilglioxal, formados por la auto oxidacién de glucosa. La
interaccion de los PGA con su receptor al generar ERO, dafia la estructura de la matriz extracelular
alterando las interacciones entre las células y proteinas; éstas a su vez, activan al factor de
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transcripcién sensible al estado éxido—reductivo NF-kP estimulando la transcripcién de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a (Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez, 2007; Giri et al., 2018).

Adicionalmente, la hiperglucemia favorece la activacidon de vias metabdlicas que conducen a la
generacidn de ERO; entre ellas se encuentran: La via de los polioles, en la cual el 30% de la glucosa
en condiciones de hiperglucemia resulta en la deplecién del NADPH y por ende a una disminucion
de la actividad antioxidante del glutatién, generando asi un dafo en el balance redox. La activacion
de la PKC-B a través de la sobreproduccion de ERO, lo que conlleva a la supresién de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, lo cual conduce a una acumulaciéon de intermediarios
glucoliticos dentro de los cuales el diacilglicerol activa a la PKC quien a su vez es responsable de la
expresion de TGF-B, la formacidn de la NOS endotelial y activacidn del NF-kf y VEGF, conduciendo
a la transcripcidon de genes inflamatorios; y la via de las hexosaminas, la cual resulta en una
acumulacién de UDP-N-acetilglucosamina, un sustrato para la O-GlcNAcilacion (glicosilacion) de
proteinas. Por ejemplo en higado se sobrerregulan enzimas de gluconeogénesis y disminuye la
actividad de la glucégeno sintasa via O-GIcNAcilacién (Rosado-pérez y Mendoza-nunez, 2007;
Geraldes y King, 2010; Giri et al., 2018).

1.1.5.Complicaciones de la diabetes mellitus

Las complicaciones de la DM se derivan de un estado de hiperglucemia crénica que conduce al dafio
de los vasos sanguineos como resultado de la glicacion de proteinas de manera irreversible,
alteracién del estado redox, de un incremento del estrés oxidante y del estado inflamatorio y
disfuncidn endotelial. Lo cual, resulta en el desarrollo de complicaciones microvasculares si el dano
ocurre en los vasos sanguineos pequefos como en la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia; y
macrovasculares si el dafo es a los vasos sanguineos largos dentro de las que encontramos a la
enfermedad coronaria, cerebrovascular y arterial periférica (Cade, 2008; Forbes y Cooper, 2013;
Domingueti et al., 2016)

A diferencia de las complicaciones vasculares antes mencionadas, la enfermedad hepatica crénica
ha sido pasada por alto como otra complicacidon derivada de la diabetes. Sin embargo, se ha
reportado que en condiciones de hiperglucemia, el higado es uno de los principales érganos que
esta sujeto a la disfuncién y muerte celular mediante el efecto del estrés oxidante (Manna et al.,
2010; Bhatt y Smith, 2015).

La hiperglucemia es una de las causas para la progresion del higado a higado graso no alcohdlico
(HGNA) que se caracteriza por la acumulacién de lipidos en el higado, esta enfermedad puede en
algunos de los casos progresar de a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), en la que hay evidencia
de inflamacidn; la cual a su vez si no es controlada puede progresar a cirrosis (fibrosis hepatica),
posteriormente hepatocarcinoma y finalmente fallo hepatico (Bhatt y Smith, 2015; Mohamed et al.,
2016; Vasconcelos Barros et al., 2017).

En pacientes con DMT1 la prevalencia del HGNA es del 44% y se encuentra asociado con el desarrollo
de las enfermedades cardiovascular y dafio renal crénica, retinopatia y polineuropatia. En cambio
en pacientes con DMT2, la prevalencia global es del 55%, mientras que la prevalencia de EHNA es
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del 37.7%. Por lo cual, el HGNA es reconocida como la enfermedad crénica del higado con mds
prevalencia en personas con DM (Singh et al., 2018; Younossi et al., 2019).

Sin embargo, en México, la DM es uno de los principales factores para el desarrollo del HGNA con
una prevalencia del 50%, mientras que el desarrollo de EHNA es del 18.5% en la poblacién mexicana.
De acuerdo a los datos del Sistema Epidemioldgico y Estadistico de las Defunciones, entre los afios
2010 a 2019, las enfermedades del higado se encontraron dentro de las 5 principales causas de
muerte en México, particularmente debido a que es un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares o carcinoma hepatico (Bernal-Reyes et al., 2000; Adams et al., 2017;
Escobedo Lopez, 2018; Bernal-Reyes et al., 2019).

1.2. Generalidades del higado

El higado es drgano compuesto de una masa parenquimatosa continua que se encuentra penetrada
de redes de vasos sanguineos aferentes y eferentes. La irrigacion sanguinea que recibe proviene de
dos fuentes: el 25% proviene de la arteria hepdtica, la cual es rica en oxigeno y el 75% que resta, es
rica en nutrientes y proviene del intestino a través de la vena porta hepatica. El peso del higado de
un humano adulto es de entre 1300 y 1700 g dependiendo del peso del cuerpo y del sexo (2% del
peso del cuerpo), mientras que el higado de los roedores es relativamente grande comprendiendo
del 4-5% del peso del cuerpo (Lammert y Zeeb, 2014; Arias et al., 2020).

De acuerdo a la apariencia externa, el higado esta dividido en la superficie anterior en 2 l6bulos
anatomicos izquierdo y derecho (divididos por el ligamento falciforme); en cambio en la superficie
posterior el hilio hepatico delimita 2 I6bulos adicionales, en la parte media superior se encuentra el
I6bulo caudado y en la parte media inferior el I6bulo cuadrado (Rodés et al., 2007).

Histoldgicamente el 70% de la masa celular hepatica estd constituido de células del parénquima
hepatico (hepatocitos), mientras que el 30% esta comprendido por células no parenquimatosas, las
cuales incluyen macréfagos residentes denominados células de Kupffer (CK), células estrelladas
hepaticas (CEH), células endoteliales y células granulares (Rodés et al., 2007).

Los diferentes tipos celulares conforman la placa celular hepatica, la cual es la unidad funcional y
estructural del higado. A lo largo de la placa se encuentran de entre 20 a 30 hepatocitos, los cuales
debido a la formacion de un gradiente de metabolitos, hormonas y oxigeno y a las sefiales celulares
de células vecinas, da lugar a una zonacién metabdlica haciendo que los hepatocitos lleven a cabo
diferentes funciones dependiendo de su ubicacién (Lammert y Zeeb, 2014).

Las principales funciones del higado son: procesar y almacenar nutrientes, y garantizar el
suplemento de nutrientes hacia otros érganos; detoxificar y excretar xeno- y endobidticos a la
vesicula biliar; participar en la respuesta inmune y disparar la respuesta de la fase agua de la
inflamacidn; y llevar a cabo funciones de homeostasis como el de la glucosa, el metabolismo y
transporte de lipidos (TAG y colesterol), el procesamiento y secrecion de hormonas y la sintesis de
acidos biliares y de proteinas plasmaticas, y el metabolismo del amonio y la regulacién metabdlica
del pH sistémica a través de la sintesis de urea (Rodés et al., 2007; Lammert y Zeeb, 2014).
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El higado es un érgano importante que ofrece un sitio adecuado para varias funciones metabdlicas
por lo que es capaz de metabolizar glucosa, acidos grasos y varios aminodacidos obtenidos de la dieta.
Estos sustratos son transportados hacia el interior de los hepatocitos a través de transportadores
de membrana, en el caso de la glucosa se han documentado la expresion de 4 isoformas de GLUT:
GLUT-1, GLUT-2, GLUT-9 y GLUT-10, siendo el GLUT-2 el principal transportador de glucosa de flujo
bidireccional en hepatocitos. Mientras que los lipidos son transportados a su interior mediante
proteinas de transporte de acidos grasos PTAG 2, 4 y 5, proteinas CD36 (transportan junto con
translocasas acidos grasos de cadena larga) y caveolina 1 (las cuales ademas participan en la
formacién de gotas de lipidos) (Rodés et al., 2007; Karim et al., 2012; Rui, 2017; Hgjland Ipsen et al.,
2018).

1.2. Diabetes mellitus e HGNA

Los procesos que se llevan a cabo durante el metabolismo de la glucosa y de los lipidos en el higado
estdn regulados por hormonas y factores de transcripcion manteniendo la homeostasis bajo control.
Sin embargo, en condiciones de hiperglucemia debido a la ausencia o resistencia a la insulina se
conduce a una desregulacion de factores de transcripcion contribuyendo a la interrupciéon de una o
mas vias metabdlicas y subsecuentemente al desarrollo de una enfermedad hepatica como el HGNA
(Rui, 2017; Hgjland Ipsen et al., 2018).

El HGNA es considerada la enfermedad crénica mas comun del higado que se caracteriza por la
presencia de depdsitos de lipidos mayor al 5-10% debido a un desbalance en la adquisicion y
disposicion de TAG por parte del higado (Bhatt y Smith, 2015; Watt et al., 2019).

Existe una teoria denominada “teoria del doble impacto” que intenta explicar el origen del HGNA
(Figura 2). En un primer impacto se lleva a cabo la esteatosis o acumulacion de lipidos, ya que debido
a la resistencia a la insulina, la lipasa sensible a hormonas favorece la lipdlisis en el tejido adiposo
liberando y favoreciendo el transporte de acidos grasos libres hacia el higado y su esterificacidon a
TAG. Ademas, existe un aumento en la lipogénesis de novo a través de la regulacién transcripcional
de SREBP-1c (proteina de uniéon al elemento regulador de esteroles por sus siglas en inglés),
promoviendo la expresion de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos (Day y James, 1998;
Leavens y Birnbaum, 2011; Aguilera-Méndez, 2018; Hgjland lpsen et al., 2018).

Por otro lado, la disposicidn de lipidos a través de la exportacion de TAG en lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL por sus siglas en inglés) es considerada bifasica ya que en un inicio la
exportacion se muestra incrementada, no obstante al progresar la enfermedad los niveles de los
componentes clave en la formacién de las VLDL disminuyen, limitdndose asi la exportacion de TAG
y contribuyéndose su acumulacién. Aunado a ello, en las mitocondrias la B-oxidacién aumenta en
un intento de reducir la carga de lipidos; sin embargo, esto conlleva a una produccién de ERO, las
cuales se ven incrementadas al disminuirse la capacidad del sistema antioxidante promoviéndose
una disfuncién mitocondrial y por ende un estado de estrés oxidante (oxidacidn y exportacién en
VLDL).
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Figura 2. Teoria del doble impacto. AG: acidos grasos; AGL: acidos grasos libres; ERO: especies reactivas de oxigeno; EHNA:
esteatohepatitis no alcohdlica; HGNA: enfermedad de higado graso no alcohdlico; TAG: triacilgliceroles; VLDL:
lipoproteinas de muy baja densidad. Figura tomada y modificada de (Aguilera-Méndez, 2018; Hgjland Ipsen et al., 2018;
Martin Dominguez et al., 2013)

El segundo impacto se origina gracias al estrés oxidante, el cual se da partir de la lipotoxicidad
generada a través de la acumulacidn de lipidos. El estrés oxidante generado conduce a la oxidacién
de dacidos grasos mediada a través de los peroxisomas y citocromos como un mecanismo
compensatorio. Este proceso ademds de generar grandes cantidades de ERO durante la oxidacion,
conducen al dafo oxidativo de lipidos de membrana mitocondriales (peroxidacién lipidica),
exacerbando el estado oxidante y promoviendo la progresion de la enfermedad (Martin Dominguez
et al., 2013; Aguilera-Méndez, 2018; Hgjland Ipsen et al., 2018).

Por otro lado, la acumulacion de lipidos activa vias de sefializacion que promueven la muerte celular
a través de la activacion de la proteina cinasa JNK (cinasa N-terminal c-Jun) y la inflamacidn a través
de la via NF-kB (por sus siglas en inglés factor nuclear kappa B) via estrés del reticulo
endoplasmatico. Ademas, las ERO pueden contribuir a un estado inflamatorio ya que conduce a la
activacion de los macréfagos residentes (CK), liberando asi citocinas proinflamatorias tales como
TNFa, TGF-B1, IL-8, IL-6 e IL-1B; y al reclutamiento de células inmunes como las natural killer,
linfocitos B y macrofagos derivados de monocitos. Finalmente, la liberacidn de citocinas por parte
de las CK amplifica el dafio en higado al promover la activacion de las CEH y a la sintesis y deposicién
de colageno en los sinusoides hepaticos, conduciéndose la progresién de una esteatosis a una
esteatohepatitis y fibrosis (Alisi et al., 2017; Cha et al., 2018; Pierantonelli y Svegliati-Baroni, 2019;
Arroyave-Ospina et al., 2021).

1.2.1. Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento contra el HGNA en pacientes con DM se basa en la reduccién en la acumulacién de
lipidos y en detener la progresidn de la inflamacién y fibrosis. Dentro del tratamiento farmacolégico
se encuentran agentes sensibilizadores de insulina y agentes no antidiabéticos (Kashanian y Fuchs,
2015; Kim et al., 2019).
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Dentro de los sensibilizadores de la insulina se encuentran las tiazolidinedionas: pioglitazona y
rosiglitazona, las cuales mediante la unidn a PPAR-y (receptor activado por el proliferador de
peroxisomas-y) en tejido adiposo actuan sobre las vias metabdlicas, incrementando el transporte
de glucosa dependiente de insulina (en musculo y tejido adiposo) y los niveles de adiponectina, la
cual incrementa la sensibilidad a la insulina, disminuye la gluconeogénesis y promueve la oxidacién
de acidos grasos en higado (Gastaldelli y Cusi, 2019; Kim et al., 2019; Skat-Rgrdam et al., 2019;
Eggleton y Jialal, 2020).

Los agonistas del receptor del péptido 1 similar al glucagdn tales como el exendtido y liraglutido
promueven una reduccién de peso y mejoran la accién de la insulina a través de la reduccién de la
infiltracion de macréfagos, mejorando la funcién mitocondrial y la oxidacidn de acidos grasos de los
hepatocitos, resultando en una disminucién de la esteatosis e inflamacion (Abbasi-Oshaghi, 2017;
Gastaldelliy Cusi, 2019).

Otro tipo de farmacos empleados también en el tratamiento de la DMT2 son los inhibidores de DPP-
4 (Dipeptidil Peptidasa-1V) enzima involucrada en la degradacién e inactivacion de las incretinas
endodgenas GLP-1 y GIP. Este tipo de inhibidores independientemente de su efecto antidiabético
(promoviendo la secrecion de insulina), mejoran la esteatohepatitis suprimiendo la expresién de
esta enzima en higado, ya que se ha reportado que su expresion se asocia con el grado de esteatosis
(Lee et al., 2020). No obstante, hacen falta evidencia clinica para el empleo de este tipo de farmacos
para el tratamiento de la HGNA/ EHNA.

Dentro de los agentes no antidiabéticos se encuentran los agentes reductores de lipidos como las
estatinas, niacina, entre otros, los cuales muestran ser agentes eficaces en el manejo de la HGNA/
EHNA. En el caso de las estatinas ademas de poseer actividad hipocolesterolémica tienen actividad
antiinflamatoria y antioxidante los cuales disminuyen el ambiente inflamatorio y oxidativo,
caracteristico de la patologia. La niacina por su parte, promueve el aumento de colesterol-HDL y
disminuye los niveles de TAG y VLDL hepaticas reduciendo la movilizacién de acidos grasos hacia el
higado, reduciéndose asi la esteatosis hepatica (McCormack y Keating, 2005; Nseir et al., 2012;
Keenan, 2018).

Sin embargo, la terapia farmacoldgica a pesar de ser considerada prometedora en el tratamiento
del HGNA por mostrar un efecto potencial en ensayos in vitro e in vivo, se han reportado resultados
poco positivos en los ensayos clinicos que confirmen su efectividad (Kim et al., 2019).

No obstante, reportes en la literatura demuestran que el empleo de extractos o compuestos
bioactivos aislados de plantas empleadas en la medicina tradicional, pueden prevenir o controlar el
HGNA. Dentro de los compuestos bioactivos considerados prometedores para el tratamiento del
HGNA se encuentran los polifenoles como la quercetina, curcumina, rutina, resveratrol, entre otros;
terpenos tales como el 4cido ursdlico y la artemisina; saponinas como la dioscina; y alcaloides como
la berberina, sofocarpinay la rutercapina (Li et al., 2018; Cheng et al., 2020; Mohammadipour et al.,
2020; Xu et al., 2020)
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El efecto de estos compuestos lo ejercen a través de varios mecanismos de forma efectiva tales
como disminuyendo el estrés oxidante incrementando el sistema antioxidante endégeno via Nrf2,
disminuyendo la acumulaciéon de lipidos a través de la regulacién de la via AMPK bloquedndose asi
la expresiéon del factor de transcripcién SREBP-1c, incrementando la B-oxidacidn, mitigando la
inflamacidn suprimiendo la activacion de NF-kB, promoviendo la defensa antioxidante, entre otros
(Xiao et al., 2013; Xu et al., 2020).

1.3. Medicina tradicional

De acuerdo con la OMS, la medicina tradicional es el conjunto de conocimientos y practica basada
en el uso de diferentes 6rganos de una planta considerada medicinal por diferentes culturas
indigenas para la prevencién y tratamiento de una enfermedad. De esta forma, una planta medicinal
es aquella que posee compuestos bioactivos (metabolitos secundarios MS) que ejercen un efecto
farmacolégico o que puede ser empleados como precursor para el desarrollo de un farmaco
(Bhardwaj et al., 2018; Jain et al., 2019)

Los MS son un grupo de compuestos quimicos complejos sintetizados por las plantas en respuesta
a un estrés bidtico o abidtico producido por ejemplo por patdgenos o cambios estacionales,
respectivamente, impactando en su composicidon y produccion. Los MS pueden clasificarse en
cuanto a su estructura, composicidn, solubilidad en diferentes solventes o de acuerdo a la via de
sintesis, pero la mas comun es en las siguientes categorias: terpenos, los cuales incluyen hormonas,
pigmentos, aceites esenciales, esteroles y esteroides; compuestos fendlicos dentro de los cuales se
encuentran las cumarinas, flavonoides y taninos; y los compuestos nitrogenados que abarcan los
alcaloides, glicésidos como las saponinas y glucosinolatos (Bhatla y Lal, 2018; Guerriero et al., 2018).

Las plantas de acuerdo a la parte empleada (raiz, tallo, hoja, flor, semilla) y a su contenido de
metabolitos secundarios, poseen diferente actividad biolégica. Por ejemplo, la actividad
anticancerigena se ha reportado debido a la presencia de carotenoides, polifenoles, curcumina y
flavonoides; la actividad antioxidante se debe a la presencia de polifenoles, flavonoides,
carotenoides, tocoferoles y dcido ascdrbico, mientras que algunos taninos, flavonoides, cumarinas,
fitoesteroles, saponinas y alcaloides poseen actividad antiinflamatoria (Kurmukov, 2013;
Mohammed et al., 2014; Rungsung et al., 2015).

La extracciéon de los MS deseados depende de la eleccidn del solvente a emplear, ya que la polaridad
de la molécula determina su solubilidad. Si se desean extraer compuestos hidrofilicos se deben
emplear solventes polares como el agua, metanol, etanol, mientras que si se desean extraer
compuestos de naturaleza lipofilica se emplean solventes como el diclorometano o hexano
(Sasidharan et al., 2011). Con base en lo anterior, el agua dado a su indice de polaridad (P’) de 9.0
es capaz de extraer compuestos fendlicos, polisacaridos, mucilagos y alcaloides. El etanol (P'=5.2)
posee la capacidad de extraer taninos, polifenoles, esteroles y alcaloides. Mientras que en acetato
de etilo (P'=4.4) es posible encontrar terpenos y flavonoides. Y en un solvente con indice de
polaridad de 0.0 (hexano) es posible extraer terpenos (Villar del Fresno, 1999).

1.4. Género Eryngium L.
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México cuenta con al menos 300 especies de plantas pertenecientes a 93 familias documentadas
con actividad hipoglucémica. Dentro de estas se encuentra la familia Asteraceae, Fabaceae,
Cactaceae, Solanaceae, Agavaceae, Lamiaceae, Apiaceae, entre otras (Andrade-Cetto y Heinrich,
2005).

Eryngium L. es el género que comprende la mayor cantidad de especies (230-250) dentro de la
familia Apiaceae, distribuidas en las regiones templadas y tropicales de Euroasia, Africa, América
(zona centro occidente de México y centro oriente de sudaméricica) y Australia (Garcia-Ruiz, 2015;
Kikowska et al., 2016).

Diversas especies de Eryngium L. se han empleado con fines ornamentales, alimenticios e incluso
medicinales. Dentro de las actividades bioldgicas reportadas a las que se le atribuye su uso medicinal
incluyen la actividad antimicrobiana, citotdxica, anticancer, antifungico, hipoglucémico,
antiinflamatoria, analgésica, antioxidante, antidiabética, efectos contra el veneno de serpientes y
escorpiones, entre otras (Wang, 2012; Sepanlou et al., 2019).

Reportes en la literatura de la composicidn fitoquimica de las diferentes especies de Eryngium L.
demuestran que la actividad bioldgica que poseen es debido a la gran variedad de metabolitos
secundarios presentes. Principalmente contienen flavonoides, saponinas y aceites esenciales,
ademas, es posible encontrar compuestos fendlicos y terpenoides, incluyendo saponinas
triterpenoides, sesquiterpenos, cumarinas, esteroides, lactonas, acetilenos, oligosacaridos, entre
otros (Wang, 2012; Erdem et al., 2015).

Sin embargo, una gran mayoria de especies de Eryngium L. no se han investigado ampliamente en
cuanto a sus constituyentes fitoquimicos y ni a su actividad biolégica, dentro de ellas se encuentra
Eryngium carlinae.

1.5. Eryngium carlinae F. Delaroche

E. carlinae comunmente llamada hierba del sapo o cabezona, es una planta herbacea perenne que
pertenece a la familia Apiaceae Lindley. Posee un tallo ramificado; hojas basales dispuestas en
roseta densa con el margen espinoso, lamina de color verde con los nervios marcados de color
blanco; inflorescencias compuestas de cabezuelas ovoides azul-violeta de 5-12 mm de largo y de 5-
10 mm de ancho; y poseen bracteas generalmente espinosas con envés verde y haz blanquecino
(Figura 2) (Garcia-Ruiz, 2015).

Se distribuye ampliamente en las praderas, pastizales y bosques de encino, pino, pino y roble y
coniferas de México en los estados de: Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Ciudad de México,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacdn, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas. Dentro del estado de Michoacan
la podemos encontrar a lo largo de la sierra del centro y en la regién de los Valles y Ciénegas que
incluyen al municipio de Morelia (Bello-Gonzalez, 2006; Garcia-Ruiz, 2015).
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Figura 3. Eryngium carlinae.

En la medicina tradicional se ha empleado infusiones de E. carlinae para tratar diferentes afecciones
tales como la tos, indigestion, enfermedades de la préstata, trastornos de los lipidos y diabetes
(Bello-Gonzalez, 2006; Saavedra-Molina et al., 2014).

Estudios previos sobre la planta, han demostrado la actividad hipolipidémica de un extracto
etandlico de la parte aérea de E. carlinae (a una concentracion de 30 mg/kg) en ratas con DME
inducida con STZ, esto al reducir la hiperlipidemia relacionada con el desarrollo de una enfermedad
cardiovascular sin alterar niveles de colesterol HDL (Noriega-Cisneros et al., 2012, 2019); la actividad
hipoglucémica y antihiperinsulinémica en un extracto acuoso de inflorescencias (0.6 g/dia) en ratas
con obesidad, ademas disminuyd el dafio oxidativo, proteinas inflamatorias (incluyendo TNF-a e IL-
6) y la acumulacién de lipidos en rifidn (Pérez-Ramirez et al., 2016); la actividad hipocolesterolémica
e hipolipidémica de un extracto hidroalcohélico (70%) de la parte aérea (100 mg/kg) en ratones
hipercolesterolémicos, al disminuir el colesterol total sin alterar los niveles de colesterol HDL
(Castro-Torres et al., 2017); la actividad antioxidante (in vitro e in vivo), hipoglucémica e
hipolipidémica del extracto hexanico de inflorescencias (10 mg/mL in vitro y 30 mg/kg in vivo) en
ratas con DME inducida con STZ al reducir significativamente el dafio oxidativo a lipidos y proteinas,
reducir los niveles de ERO, restaurar la actividad de enzimas antioxidantes y disminuir los niveles de
glucosa en sangre y el contenido de TAG en suero (Garcia-Cerrillo et al., 2018; Pefia-Montes et al.,
2019); y la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de tallos y hojas de E. carlinae en un
modelo inflamacidn aguda al disminuir de forma dosis dependiente los niveles de las citocinas
proinflamatorias IL-1pB, IL-6 y TNFa y promoviendo el aumento dosis dependiente de la produccidn
de la citocinas antiinflamatoria IL-10 (Arana-Argaez et al., 2021).

Estas actividades bioldgicas se le atribuyen a su contenido de metabolitos secundarios extraidos, los
cuales incluyen: sesquiterpenos, acidos grasos saturados, fitoesteroles, polifenoles, saponinas,
flavonoides, polioles, terpenos, taninos y terpenoides (Pérez-Ramirez et al., 2016; Castro-Torres
et al,. 2017; Knauth et al., 2018; Noriega-Cisneros et al., 2019).

Sin embargo, no existen reportes en la literatura acerca de la actividad antioxidante atribuida al
extracto de acetato de etilo ni la actividad antiinflamatoria en un modelo de diabetes experimental
lo cual hace que sea de interés su estudio. Por lo tanto, se esperaria que en un extracto de acetato
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de etilo debido a su polaridad intermedia sea posible extraer un alto contenido de flavonoides, los
cuales ademds de poseer actividad antioxidante, se han reportado poseer potencial para el
tratamiento del HGNA a través de sus efectos sobre el metabolismo y su potencial antinflamatoria
(Van De Wier et al., 2017). Por otro lado, Pereira y cols. (2019) determinaron un gran potencial
antioxidante in vitro en las inflorescencias en comparaciéon de los demas 6rganos de E. maritimum,
mientras que Pasayevay cols. (2020) reportaron un alto contenido de flavonoides en inflorescencias
de E. kotschyi empleando el acetato de etilo respecto a otros solventes.
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1.5.1. JUSTIFICACION

Las especies reactivas de oxigeno derivadas de la acumulacién de lipidos conducen a un dafio al
higado, resultando en el desarrollo de diversas enfermedades hepaticas debido al incremento de
estrés oxidante y al desencadenamiento de una cascada inflamatoria. Este aumento de especies
reactivas de oxigeno se ha relacionado con la actividad alterada del sistema antioxidante. Por ello,
el estudio del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae en higado de ratas con
diabetes experimental generara conocimiento que conlleve a proponer su uso para la prevencién
de una enfermedad hepdtica en el tratamiento de la diabetes.
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2. HIPOTESIS

El extracto de acetato de etilo de inflorescencias de Eryngium carlinae posee actividad antioxidante
y antiinflamatoria en higado de ratas con diabetes experimental.

3. OBIJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria del extracto de acetato de etilo de
inflorescencias de Eryngium carlinae en higado de ratas con diabetes experimental.

4.1.1. Objetivos especificos

i Obtener el extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae vy
determinar el grupo de metabolitos secundarios mayoritarios.

ii. Determinar la actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de
inflorescencias de E. carlinae in vitro.

iii. Evaluar la actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias
de E. carlinae en higado de ratas con diabetes experimental.

iv. Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto de acetato de etilo de
inflorescencias de E. carlinae en higado de ratas con diabetes experimental.

V. Determinar la actividad hipoglucémica e hipolipidémica del extracto de acetato de
etilo de inflorescencias de E. carlinae en suero e higado de ratas con diabetes
experimental.
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4. MATERIALES Y METODOS

5.1. Identificacion y recoleccién de Eryngium carlinae

Las inflorescencias de Eryngium carlinae se colectaron en Morelia Michoacan, México (19°38'2"
Norte, 101°16'14" Oeste) a una latitud de 2030 msnm, durante el periodo de septiembre-noviembre
de 2019.

5.2. Preparacién del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae

Las inflorescencias de Eryngium carlinae se secaron a temperatura ambiente y fueron trituradas
hasta obtener fragmentos pequefios. El extracto se obtuvo mediante la maceracidn con acetato de
etilo en relacion 1:10 (p/v) durante 10 dias en oscuridad a 4 °C. El extracto posteriormente, fue
filtrado y concentrado en un rotavapor a 55 +5 °C. El residuo se disolvié en aceite mineral a 150
mg/mL y almacenado en oscuridad a 4 °C.

5.3. Determinacion fitoquimica del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de
E. carlinae

5.3.1. Acidos fendlicos totales

Se llevd a cabo la determinacién del contenido de acidos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu
(Schwarz et al., 2001). Se tomaron 10 pL de extracto (1 mg/mL) /acetato de etilo (blanco) a una
concentracién de 1 mg/mL y se mezclaron con 90 plL de agua bidestilada y 750 pL de solucién de
Folin-Ciocalteu (1:10 con metanol). Las mezclas se agitaron vigorosamente en un vortex por 5 min,
para posteriormente afiadir 750 uL de carbonato de sodio al 6%. La solucién se mezcld en vértex
por 1 min y se incubaron por 60 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se
obtuvieron las lecturas de absorbancia a 725 nm en un espectrofotémetro UV-Vis VELAB-
VE51000UV. Los resultados se expresan en pg de acido gdlico por mL de extracto, obtenidos
mediante una curva de calibracién de acido galico como estdndar a concentraciones de entre Oy 1
pumoles mediante la siguiente ecuacién y = 6.1652x — 0.0016.

5.3.2.Flavonoides totales

Para la determinacién de flavonoides totales se empled el método de cloruro de aluminio descrito
por Kim et al. (2003). Un volumen de 10 pL de extracto (1 mg/mL) /acetato de etilo (blanco) se
mezclé con 490 pL de metanol, por 1 min. Posteriormente, se agregaron 1000 pL de metanol, 100
pL de cloruro de aluminio al 10% y 100 plL de acetato de potasio 1 M. Las muestras se agitaron en
vortex por 1 min y se incubaron 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se
obtuvieron lecturas de absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV.
La cuantificacién de flavonoides se obtuvo a partir de una curva de calibracién con quercetina a
concentraciones de entre 0 y 100 pmoles mediante la siguiente ecuacién y = 0.016x — 0.0114 .
Expresandose los resultados se en equivalentes de pg de quercetina por mL de extracto.
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5.3.3.Terpenoides totales

La determinacién de terpenoides totales se llevé a cabo por el método descrito por Ghorai et al.
(2012). Se mezclaron 250 pL de extracto (10 mg/mL) con 2.5 mL de cloroformo en vortex durante 3
min y se colocd en una cama de hielo por 10 min. Posteriormente se agregaron 100 puL de 4cido
sulfurico y se reposé durante 2 h en tubos con tapa (no sellados fuertemente) y en oscuridad.
Finalmente, se recuperd una fase rojiza y se mezclé con 900 uL de metanol para la obtencién de
lecturas de absorbancia a 538 nm en un espectrofotémetro UV-Vis VELAB-VE51000UV, empleando
como blanco el metanol. La cuantificacién de terpenoides se obtuvo a partir de una curva de
calibracién con linalool a concentraciones de entre 0 y 10 umoles mediante la siguiente ecuacion
y = 0.0261 4+ 0.0172 . Expresandose los resultados se en equivalentes de mg de linalool por mL.

5.4. Capacidad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de
Eryngium carlinae in vitro

5.4.1.Ensayo de DPPH®

La capacidad captadora de radicales se evalué empleando al radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH"*) (Blois, 1958). En resumen, el extracto (7.5, 15,30 y 60 mg/mL) se agregd a 1 mL de acetato
de etilo, posteriormente, se afiadié 1 mL de DPPH® 0.2 mM en acetato de etilo y etanol (1:1). La
solucidn fue mezclada e incubada por 30 min en oscuridad. La absorbancia de la mezcla se midié a
517 nm en un espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS. La actividad secuestradora de
DPPH" se expresd como la concentracion requerida para inhibir el 50% del DPPH® presente en la
solucién.

5.4.2.Ensayo FRAP

La actividad antioxidante total se midié mediante el ensayo de poder antioxidante reductor férrico
(Vijayalakshmi y Ruckmani, 2016). El extracto de acetato de etilo a diferentes concentraciones (7.5,
15, 30 y 60 mg/mL) se afiadié a 1 mL de agua desionizada, 2.5 mL de un buffer de fosfatos 0.2 M (pH
6.6) y 2.5 mL de una solucién de ferrocianuro de potasio al 1%. La solucién fue mezclada e incubada
a 50 °C por 20 min. Al finalizar, a la incubacion se le agregd 1.5 mL de acido tricloroacético (TCA) al
10% y se centrifugd a 3 000 rpm 10 min. El sobrenadante (2.5 mL) se mezclé con 2.5 mL de agua
desionizada y 0.5 mL de cloruro férrico al 0.1%. La absorbancia de la mezcla se midié a 700 nm en
un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS. La capacidad reductora se expresé como la
concentracién requerida para reducir el hierro férrico a su forma ferrosa presente en la solucién al
50%.

5.5. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de Eryngium carlinae in
vivo

5.5.1.Modelo biolégico

27



Se utilizaron ratas macho Wistar (300-350 g) mantenidas en condiciones de temperatura
controlada, ciclos de luz/oscuridad de 12 h y con acceso libre de alimento estdndar y agua
alimentadas. Todo procedimiento se llevd a cabo de acuerdo a las recomendaciones de cuidado y
manejo de animales de experimentacién expedido por la Secretaria de Agricultura (NOM-062-Z00-
1999).

5.5.1.1. Induccién de diabetes

La induccién de diabetes se realizd con previo ayuno de 14 h, mediante una inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (45 mg/kg) disuelto en buffer de citrato 0.1 M (pH 4.5).
Los grupos control fueron administrados con buffer de citrato (vehiculo). Posterior a los 5 dias de
administracion de la STZ, la glucosa se determind empleando un glucémetro (Accuchek Performa
Roche) para confirmar la hiperglucemia. Las ratas que presentaron niveles de glucemia >300 mg/dL
se seleccionaron para formar parte de los grupos diabéticos.

5.5.2.Disefio experimental

Un total de 32 ratas macho Wistar se dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n=8) como se menciona
a continuacion: grupo 1: CN control normoglucémico (citrato, aceite mineral); grupo 2: CD control
diabético (STZ, aceite mineral); grupo 3: NEC ratas normoglucémicas (citrato) tratadas con 30 mg/kg
de extracto de E. carlinae; y el grupo 4: DEC ratas diabéticas (STZ) tratadas con 30 mg/kg de extracto
de E. carlinge. Los tratamientos con extracto/aceite mineral iniciaron 15 dias después de la
administracion de STZ o citrato. La administracion del extracto/aceite mineral se realizé6 mediante
el uso de una sonda oral durante 60 dias, ajustando la dosis de acuerdo al peso corporal cada 8 dias.
Durante el periodo de administracion, la concentracion de glucosa obtenida a partir de una puncidn
en la vena de la cola de la rata se determiné empleando un glucémetro comercial.

5.5.2.1. Preparacion del tejido

Al finalizar los 60 dias de tratamiento, las ratas fueron eutanizadas por decapitacidon para la
obtencidn del higado y suero.

5.5.2.2. Obtencidn del suero sanguineo

Las muestras sanguineas obtenidas se colocaron en tubos BD Vacutainer® para Suero con activador
de coagulacién. Dichas muestras se centrifugaron a 5 000 rom durante 10 min para la obtencion del
suero para la determinacién de parametros bioquimicos.

5.5.2.3. Aislamiento de mitocondrias

El aislamiento de las mitocondrias de higado se realizé por centrifugacion diferencial, empleando el
método modificado descrito por Saavedra-Molina y Devlin (1997). El higado se colocé en el medio
1 (manitol 220 mM, sacarosa70 mM, MOPS 2 mM y EGTA 1 mM, pH 7.4) a 4 °C. El érgano se
homogenizé y se centrifugd (centrifuga Beckman J2-MC) a 2,000 rpm por 10 min a 4 °C para remover
restos celulares. Del sobrenadante obtenido se almacend 1 mL para determinaciones posteriores,
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mientras que el restante se centrifugd a 7,500 rpm por 10 min a 4 °C. El precipitado (fraccidn
mitocondrial) se resuspendié en medio 2 (manitol 220 mM, sacarosa 70 mM y MOPS 2 mM, pH 7.4)
y 80 uL/mL de albimina sérica bovina 0.2%, y se centrifugd a 9,000 rpm por 10 min. Finalmente, el
precipitado se resuspendidé en 2 mL de medio 2 y se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su
utilizacién.

5.5.3.Determinacién de parametros bioquimicos

La cuantificacién de glucosa, triacilgliceroles, fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa y
aspartato aminotransferasa (parametros de funcidn hepatica), se determiné en suero empleando
un método enzimatico y/o colorimétrico.

5.5.4.Cuantificacidn de triacilgliceroles hepaticos

La determinacion de triacilgliceroles en el higado se llevd a cabo mediante la metodologia empleada
por Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia (2012) con algunas modificaciones en homogenado de
higado. 20 pg/ul de proteina de homogenado se resuspendieron en una solucion de PBS y se le
afiadieron 25 pl de tritdn-X100 al 5%. Las muestras se sometieron a un bafo ultrasénico a 60 °C por
5 miny se dejaron atemperar a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se centrifugaron a
13,300 rpm durante 15 min. A partir del sobrenadante obtenido se determind la concentracién de
triacilgliceroles de acuerdo al kit de ensayo comercial Spinreact (Sant Esteve de Bas, Espafia).

5.5.5.Actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de Eryngium
carlinae in vivo

5.5.5.1. Determinacién de la actividad de la enzima Catalasa

La actividad de la catalasa se determind midiendo la conversion de perdxido de hidrégeno en
oxigeno disuelto empleando un electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un monitor bioldgico
de oxigeno (Jeulin et al., 1989). 0.1 mg/mL de proteina de homogenado de higado se resuspendid
en buffer de fosfatos 0.1 My EDTA 5mM (pH 7.6) a 25 °C y se monitored por 1 min. Posteriormente,
se agregd a la cdmara una solucién de H,0, 5mM y se monitored la conversidon de H,0,a O; por 3
min.

5.5.5.2. Determinacion de la actividad de la enzima Superéxido Dismutasa

La actividad de la SOD se evalué empleando un kit de analisis comercial (Sigma-Aldrich, kit de
determinacidn 19160 SOD), el cual permite analizar la actividad de la enzima mediante un método
colorimétrico. Posterior a la incubacion de 0,2 mg de mitocondria de higado a 37 °C por 20 min, las
lecturas se tomaron a 450 nm empleando un lector de micro placa Multiskan Go (Thermo Scientific).

5.5.5.3. Determinacion de la Peroxidacion de Lipidos

La peroxidacion de lipidos se determind por el método del acido tiobarbiturico (TBA) modificado
por Pefia-Montes de Buege y Aust (1978). Una alicuota de mitocondrias de higado se resuspendio
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en 25 mL de Buffer de fosfatos salino (PBS, pH 7.4), se lavdo mediante 2 ciclos de decantacién y
centrifugacién a 10 000 rpm durante 10 min a 4 °C, y finalmente, el precipitado se resuspendid en
300 pL de PBS. 0.5 mg/mL de mitocondrias lavadas se agregaron a 1 mL de buffer de fosfatos 0.1 M
(pH 7.6) y 10 pL de BHT al 10%. A la solucidn mezclada se le afiadié 2 mL de la solucién reactiva (TBA
0.375%, TCA 15% y HCI 0.25 M) y se incubd por 30 min en agua a ebullicion. Una vez que la solucién
se atemperd, se centrifugd a 7,500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. La absorbancia se
determind a 532 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS. Los niveles de
peroxidacién de lipidos se calcularon basados en la absorbancia y el coeficiente de extincion molar
de 156 mM “cm™.

5.5.5.4. Determinacion de la produccion de ERO

La produccion de ERO se evalué empleando la sonda fluorescente diacetato de 2°,7'-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA). Se resuspendieron 0.1 mg/mL de mitocondrias de higado en
medio de respiracion (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, KH,PO4 3 mM y MgCl, 3 mM, pH 7.4) y se incubd
con H,DCFDA 12.5 uM por 15 min en bafio de hielo con agitacion por 15 min. Después de transferir
a la celda se le afiadid rotenona 10 uM y se midid la fluorescencia basal por 1 min a una longitud de
onda de excitacién/emisién de 491/518 en un espectrofluorofotémetro Shimadzu RF-5301-PC.
Posteriormente, se le afiadid succinato 10 mM vy se registraron cambios en la fluorescencia por 19
min (Ortiz-Avila et al., 2015).

5.5.5.5. Determinacion de la actividad de los Complejos de la CTE

Para evaluar las actividades de los complejos mitocondriales, las mitocondrias se permeabilizaron
por ciclos de congelacidon/descongelacion. La actividad del complejo | se evalué de acuerdo al
método descrito por Ortiz-Avila et al. (2015). En resumen, 0.05 mg/mL de mitocondrias solubilizadas
se resuspendieron en agua desionizada y se incubd por 2 min. Posteriormente, se le afiadié 400 plL
de buffer de fosfatos 250 mM, 40 pL BSA 10 mg/mL, 10 L de antimicina A 0.5 mM y 10 puL de KCN
0.2 mM. La mezcla se incubd por 7 min a temperatura ambiente, se le agregd 40 pL de Ks[Fe(CN)g]
10 mM y se midio la fluorescencia basal por 1 min a longitudes de excitaciéon/emision de 352/464
nm en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-5301PC. Posteriormente, 10 plL de B-NADH 10 mM se
agrego y se monitored el cambio en la fluorescencia por 2 min. El mismo procedimiento se realizé
para la actividad no sensible a rotenona agregando 10 plL de rotenona 2 mM posterior a la primera
incubacién seguido de afadir el BSA. La actividad especifica se calculé6 empleando una curva
estandar para el B-NADH.

Para la actividad del complejo Il se empled el método descrito por Cortés-rojo et al., (2009) con
ligeras modificaciones. 0.1 mg/mL de mitocondrias solubilizadas se resuspendieron en agua e
incubaron por 2 min. Posteriormente, se le afiadié 200 pL de buffer de fosfatos 250 mM, 20 pL BSA
10 mg/mL, 20 pL de succinato 0.5 M (pH 7.2), 5 pL de rotenona 2 mM, 5 pL antimicina A0.5 mMy
5 uL de KCN 0.2 mM. La mezcla se incubd por 3 min a temperatura ambiente; enseguida, se le agregd
10 pL de DCIP 80 uM y se midié la absorbancia basal por 2.5 min a 600 nm en un espectrofotémetro
Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS. Posteriormente, 5 uL de TTFA 100 mM se agregaron y se monitored
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el cambio en la absorbancia por 2.5 min. La actividad especifica del complejo Il se determiné basada
en la absorbancia y el coeficiente de extincion molar de 21 mM “em™.

La actividad del segmento ll+lll se determind al resuspender 0.1 mg/mL de mitocondrias
solubilizadas en agua e incubarse por 2 min. Posteriormente, se le afiadid 200 uL de buffer de
fosfatos 250 mM, 5 pL de EDTA 20 mM, 20 pL BSA 10 mg/mL, 20 uL de succinato 0.5 M (pH 7.2), 5
pL de rotenona2 mMy 5 pL de KCN 0.2 mM. La mezcla se incubd por 3 min a temperatura ambiente,
después se le agregd 250 pg de citocromo ¢ oxidado y se midid la absorbancia basal por 1.5 min a
550 nm en un espectrofotdmetro Perkin ElImer Lambda 18 UV VIS. Posteriormente, 5 pL de
Antimicina A 0.5 mM se agregaron y se monitored el cambio en la absorbancia por 3 min. La
actividad especifica del complejo Il se determind basada en la absorbancia y el coeficiente de
extincion molar de 19.1 mM “cm™ (Cortés-rojo et al., 2009).

Para evaluar la actividad del complejo IV, se resuspendieron 0.1 mg/mL de mitocondrias
solubilizadas en agua y se incubaron por 2 min. Posteriormente, se le afiadié 200 pL de buffer de
fosfatos 250 mM, 20 pL BSA 10 mg/mL, 5 pL de rotenona 2 mM, 5 pL de TTFA 100 mM y 5 plL de
antimicina A 0.5 mM. La mezcla se incubd por 3 min a temperatura ambiente, después se le agregd
125 ug de citocromo c reducido y se midié la absorbancia basal por 24 segundos a 550 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18 UV VIS. Posteriormente, 5 pL de KCN 0.2 mM se
agregaron y se monitored el cambio en la absorbancia por 2 min. La actividad especifica del
complejo IV se determind basada en la absorbancia y el coeficiente de extincién molar de 19.1 mM
1ecm? (Pefia-Montes et al., 2020).

5.5.6.Actividad antiinflamatoria del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E.
carlinae

5.5.6.1. Determinacion de la expresion de marcadores inflamatorios

Los niveles de expresién del factor de transcripcién NF-KB y de las enzimas iNOS y COX-2 se midid a
través de inmunodeteccion. La proteina total del homogenado se determind mediante el método
de Lowry empleando como estandar BSA para la curva de calibracion. Un total de 50 pg de proteina
total del homogenado de higado se resolvié en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio al 10%
y se transfirié a una membrana de fluoruro de polivinildieno. Estas membranas se bloquearon con
leche al 5% (p/v) en TBS-T (Tris/HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6; y tween 20 0.05%) por 1 hy a 20
°C. Posteriormente, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C y agitacion constante con el
anticuerpo primario anti-NF-kB (1:400; ab-7971, Abcam, Cambridge, UK), anti-NOS2 (1:200; sc-
7271, Santa Cruz), anti-COX2 (1:500; sc-376861; Santa Cruz), anti-B-actina (1:500; sc-47778; Santa
Cruz) y anti-B-tubulina (1:200; sc-55529, Santa Cruz). Las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente goat anti-rabbit IgG (1:4000; sc-2004, Santa Cruz) y m-IgGk BP (1:1000;
sc-516102, Santa Cruz) acoplados a peroxidasa (HRP), durante 2 h o toda la noche en agitacion
constante y a 20 o 4 °C. Las imagenes se obtuvieron mediante quimioluminiscencia empleando el
fotodocumentador ChemiDoc XRS + imaging system (Bio-Rad, USA) y se analizaron con el programa
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Image Lab. Los niveles de expresidn de las proteinas se obtuvieron basadas en la expresion de B-
tubulina o B-actina como control de carga.

5.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos in vitro se expresan como la media * desviacion estandar
(DE) de 3-4 experimentos independientes. los resultados de los ensayos in vivo se expresan como la
media * error estandar (EE) de una n=6-8 y de una n=3 para los ensayos de inmunodeteccién. El
analisis estadistico se realizd mediante el analisis de varianza ANOVA de una sola via, seguido de la
prueba de comparacidon multiple de Tukey. Se considerd estadisticamente significativo un valor de
p <0.05.
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5. RESULTADOS

6.1. Andlisis fitoquimico del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E.
carlinae

Las determinaciones fitoquimicas del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae
para conocer el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides en las inflorescencias se
muestra en la tabla 1. Estas determinaciones muestran que el grupo de MS mayoritarios en el
extracto son flavonoides, seguido de terpenoides y en muy bajas concentraciones acidos fendlicos.

Tabla 1. Contenido de acidos fendlicos y flavonoides totales del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E.
carlinae.

Grupo de MS Extracto de E. carlinae
Acidos fenélicos 0.0012 + 0.0001 mg EAG /mL
Flavonoides 4.097 £0.0715 mg EQ /mL
Terpenoides 0.8105 + 0.0224 mg EL /mL

Resultados expresados como la mediatDE de 3-4 muestras independientes. EAG: equivalentes de acido
galico; EQ: equivalentes de quercetina; EL: equivalentes de linalool; MS: metabolitos secundarios.

6.2. Actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias
de E. carlinae in vitro

La actividad antioxidante in vitro del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae,
se determind a través de la estabilizacién y reduccién de una molécula oxidante. Los ensayos DPPH*
y poder reductor muestran la actividad dosis dependiente del extracto. La actividad antiradical del
extracto mostrd un ICso= 57.97 mg/mL, mientras que la capacidad reductora del extracto revel6 un
ICso= 30.90 mg/mL (Figura 4).
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Figura 4. Actividad antioxidante in vitro del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de Eryngium carlinae.
Resultados expresados como la mediazDE de tres experimentos independientes de la inhibicién de DPPH* (A) y del poder
reductor (B), p<0.05.
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6.3. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre los
niveles de glucosa y la ganancia de peso in vivo

Para determinar la actividad antioxidante del extracto in vivo se realizaron ensayos en ratas con y
sin diabetes experimental. Para ello, se monitorearon los niveles de glucosa y peso de los 4 grupos
experimentales ya que la principal caracteristica de la DM es la hiperglucemia y uno de los sintomas
comunes que se experimenta es la pérdida de peso corporal.

Los niveles de glucosa a través de las 8 semanas de tratamiento con el aceite mineral muestran un
incremento significativo en el grupo diabético por arriba de los 300 mg/dL, en comparacién con el
grupo normoglucémico y es mantenido a lo largo del tratamiento. Sin embargo, la administracién
del extracto a los grupos normoglucémico y diabético no modificd los niveles de glucosa en
comparacion a los grupos control normoglucémico y diabético respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre los niveles de glucosa. Resultados
expresados como la mediatEE, n=8. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05)
basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparaciéon multiple de Tukey.
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Figura 6. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre el porcentaje de ganancia de
peso corporal. Resultados expresados como la mediazEE, n=8. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacién multiple de Tukey.

Por otro lado, la ganancia del peso al final del tratamiento para los grupos normoglucémicos fue
estadisticamente similar (CN=20.43 + 2.34; NEC=17.67 + 1.44), mientras que para el grupo diabético
mostré una disminucion significativa (CD=-18.71 * 4.43), en comparaciéon con el grupo
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normoglucémico. En cambio, el grupo diabético administrado con extracto mostré un incremento
de peso significativo (DEC=1.40 + 3.48) en comparacion con el grupo diabético, mostrando un efecto
protector del extracto frente a la pérdida de peso (Figura 6).

6.4. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre
parametros bioquimicos y de dafio hepatico

Al final de las 8 semanas de tratamiento, los niveles de glucosa del grupo diabético fueron de 4.6
veces mas altos que el grupo normoglucémico. Sin embargo, la administracién del extracto no tuvo
un efecto significativo en ambos grupos (Tabla 2). Ademds de la glucosa, las anormalidades en el
metabolismo de lipidos son caracteristicas durante la diabetes encontrandose un incremento en el
contenido de triacilgliceroles. El grupo diabético incrementé 1.5 veces su contenido de TAG en
comparacién del grupo normoglucémico; sin embargo, este incremento se normalizd con el
tratamiento con extracto.

La medicién de los niveles séricos de las enzimas aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa y fosfatasa alcalina se llevd a cabo para determinar el dafio hepatico. El
incremento en los niveles de estas enzimas en el grupo diabético, en comparacién con el grupo
normoglucémico es indicativo a un dafio hepatico, sin embargo, este incremento disminuyé cerca
de un 36%, 62% y 88%, respectivamente, con la administracidon diaria del extracto. Por otro lado, la
administracién del extracto al grupo normoglucémico, no alterd significativamente los niveles de
estas enzimas.

Tabla 2. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre parametros bioquimicos y perfil
hepatico.

Grupo CN cb NEC DEC
Glucosa (mg/dL) 96.556 +4.231° 445.75 +20.385? 96.3 +3.491° 440.988 +18.493°
TAG (mg/dL) 50.875 +3.861°¢ 78.417 £3.355° 40.375 +2.983¢ 58.125 +3.102°
AST (U/L) 257.625 +£25.230°¢ 462.571 £19.895° 201.125 +18.218°¢ 339.750 +17.045°

ALT (U/L) 74.5 £6.039¢ 223.571 £14.3712 55.75 £2.821°¢ 137.125 +£7.988°
FA (U/L) 150.250 £19.118°  2144.625 +91.3512 136.5 £14.891°¢ 1137.143+109.381°

Resultados expresados como la mediazEE, n=6. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacion multiple de Tukey. CN: control normoglucémico, CD:
control diabético, NEC: normoglucémico+E.carlinae, DEC: diabético+ E. carlinae, TAG: triacilgliceroles, AST: aspartato
aminotransferasa, ALT: alanina aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina.

6.5. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre
el contenido de TAG en higado

Para conocer el efecto del extracto sobre la acumulacién de triacilgliceroles en el higado, se
determind su contenido en homogenado de ratas con vy sin diabetes experimental (Figura 7). El
contenido de TAG en el grupo diabético se incrementd 2.4 veces mas que el grupo normoglucémico,
sin embargo, la administracion del extracto de E. carlinae logré movilizar el contenido de TAG a
niveles estadisticamente similares a los de los grupos normoglucémicos.
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Figura 7. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre el contenido de TAG en
higado. Resultados expresados como la mediatEE, n=6. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacién multiple de Tukey.

6.6. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la
produccién de ERO mitocondriales

Para conocer si el extracto posee actividad antioxidante a través del secuestro directo de ERO por
parte de los metabolitos secundarios presentes, se determiné la produccion de ERO en presencia
de succinato, un sustrato que alimenta al complejo Il (Figura 8). Las ERO €n mitocondrias de las ratas
del grupo diabético, fueron 2.2 veces mas que las del grupo normoglucémico. En cambio, la
administracién del extracto, inhibié la produccién de ERO en el grupo diabético a niveles similares
de los grupos normoglucémicos.
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Figura 8. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la produccién de ERO.
Resultados expresados como la mediatEE, n=8. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacion multiple de Tukey.

6.7. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae en la
actividad de las enzimas antioxidantes

Para conocer la actividad antioxidante del extracto, se evalud su efecto sobre la actividad de dos
enzimas antioxidantes importantes en la detoxificacidon de ERO, la catalasa en homogenado y la SOD
en mitocondrias de higado.
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Los niveles de la actividad de la catalasa del grupo diabético son significativamente menores que la
actividad de la catalasa del normoglucémico (57.958 + 10.592 y 112.735 + 15.785, respectivamente)
(Figura 9A). Asimismo, la actividad de la enzima SOD de las ratas diabéticas mostré una disminucion
significativa de alrededor del 54%, en comparacion con la actividad de la enzima de las ratas
normoglucémicas (Figura 9B). Este fendmeno se restaurd al administrarse el extracto al grupo
diabético, el cual tuvo un incremento significativo de 1.6 y 1.8 veces mas que el grupo control
diabético, respectivamente. Sin embargo, la administraciéon del extracto no modificé la actividad
enzimatica en las ratas normoglucémicas, en comparaciéon con el control normoglucémico.
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Figura 9. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae en la actividad de las enzimas
antioxidantes catalasa (A) y SOD mitocondrial (B). Resultados expresados como la mediazEE, n=8. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacion
multiple de Tukey.

6.8. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre
la peroxidacion lipidica en mitocondrias de higado

Para determinar la actividad antioxidante del extracto a través de otro mecanismo de accién como
lo es la estabilizacion de hidroperdxidos lipidicos se evaluaron los niveles de peroxidacidn de lipidos
en mitocondrias de higado mediante el ensayo de especies reactivas al acido tiobarbiturico.
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Figura 10. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la peroxidacion lipidica en
mitocondrias de higado. Resultados expresados como la mediazEE, n=8. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Las mitocondrias del grupo diabético mostraron un incremento significativo en los niveles de
sustancias reactivas al TBA, comparado con el grupo normoglucémico, como se ha reportado bajo
condiciones de hiperglucemia. Por otro lado, la administracion del extracto, no influyd en el
aumento en el dafio oxidativo a las membranas en el grupo normoglucémico, mientras que, en el
grupo diabético con extracto, previno la peroxidacion de lipidos mitocondriales (Figura 10).

6.9. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la
funcionalidad de la CTE

Para conocer el grado de disfuncionalidad de la CTE y el efecto que posee el extracto sobre los
complejos mitocondriales, se llevd a cabo la determinacién de la actividad de los mismos (Figura
11). Las ratas del grupo diabético mostraron un incremento significativo en la actividad de los
complejos Il y Il (Figura 11B, 11C), en comparacidn con las ratas del grupo normoglucémico de
alrededor del 70% y 86% respectivamente. Por otro lado, la actividad del complejo I, disminuyd en
el grupo diabético cerca del 32% (Figura 11A), en comparacidn con el grupo normoglucémico. Sin
embargo, se previno la disfuncién de los complejos con la administracion del extracto al grupo
diabético (Figura 11A). En cambio, la actividad del complejo IV, no mostré cambios significativos
entre los grupos (Figura 11D).
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Figura 11. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la actividad de los complejos
mitocondriales. Complejo | (A) Complejo Il (B), Complejo Il (C) y Complejo IV (D). Resultados expresados como la
mediatEE, n=8. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba
ANOVA y la prueba de comparacidon multiple de Tukey.
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6.10. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la
respuesta inflamatoria

Para conocer la capacidad antiinflamatoria del extracto, se llevé a cabo la determinacién de los
niveles de expresion del factor de transcripcion de las moléculas proinflamatorias NF-kB (Figura 12),
iNOS (Figura 13) y COX-2 (Figura 14). La expresién del factor de transcripcion NF-kB se muestra ~4.4
veces mas aumentada en el grupo diabético en comparacion con control normoglucémico (Figura
12A, 12B). Mientras que este efecto, se atenud aproximadamente un 50% al administrarse el
extracto durante los 60 dias de tratamiento al grupo diabético (Figura 12A, 12B).
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Figura 12. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la expresion del factor de
transcripcion NF-KB. Imagen representativa de inmunodetecciéon de las proteinas NF-kB y B-tubulina (A). Analisis
densitométrico de la relacion NF-kB/ B-tubulina (B). Resultados expresados como la mediatEE, n=3. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA vy la prueba de comparacion
multiple de Tukey. N: normoglucémico; D: diabético; NF-kB: factor nuclear kB.

Por su parte, la expresion de la enzima iNOS en el grupo diabético incrementé alrededor de 3.7
veces en comparacion con el grupo normoglucémico (Figura 13A, 13B). Sin embargo, la
administracién del extracto mitigd el incremento en la expresion de esta enzima a valores
estadisticamente similares al del grupo normoglucémico control (Figura 13A, 13B).
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Figura 13. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la expresion de la enzima
iNOS. Imagen representativa de inmunodeteccion de las proteinas iNOS y B-tubulina (A). Analisis densitométrico de la
relacién iNOS/B-tubulina (B). Resultados expresados como la mediatEE, n=3. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacién multiple de Tukey. N:
normoglucémico; D: diabético; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible.
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Por otro lado, la expresién de la enzima COX-2 en el grupo diabético se muestra incrementada
alrededor de 2.6 veces mas que el grupo normoglucémico (Figura 14A, 14B). No obstante, la
administracién del extracto al grupo diabético no promovié un cambio en significativo en la
expresion de esta enzima en comparacién con el grupo diabético (Figura 14A, 14B).
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Figura 14. Influencia del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae sobre la expresion de la enzima
COX-2. Imagen representativa de inmunodeteccion de las proteinas COX-2 y B-actina (A). Andlisis densitométrico de la
relacion COX-2/B-actina (B). Resultados expresados como la mediatEE, n=3. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05) basados en la prueba ANOVA y la prueba de comparacién multiple de Tukey. N:
normoglucémico; D: diabético; COX-2: ciclooxigenasa 2.
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6. DISCUSION

7. Andlisis fitoquimico del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae

Con los resultados de diversas investigaciones, se ha demostrado que algunas plantas del género
Eryngium L. poseen diferentes actividades bioldgicas. Dentro de ellas, se encuentra la actividad
antioxidante y antiinflamatoria (Wang et al., 2012; Sepanlou et al., 2019). Ademas, este tipo de
actividad se ha relacionado con el contenido de MS presentes en la planta, principalmente de
polifenoles (acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, lignanos y estilbenos) y carotenoides
(xantofilas y carotenos), en el caso de la actividad antioxidante; y de algunos alcaloides, terpenos y
compuestos fendlicos (taninos, cumarinas, saponinas y flavonoides, principalmente), debido a que
promueven la actividad antiinflamatoria (Xu et al., 2017; Reis Nunes et al., 2020). De forma que el
presente estudio, se disefid para llevar a cabo la investigacién de la actividad antioxidante y
antiinflamatoria del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae en higado de ratas
diabéticas inducidas con STZ.

Para ello, se determiné que los principales grupos de MS extraidos de las inflorescencias con acetato
de etilo son flavonoides (Tabla 1), los cuales se han reportado que poseen actividad antioxidante.
Esta actividad se sabe que se debe, al arreglo de sus grupos funcionales, principalmente de los
grupos hidroxilo, los cuales llevan a cabo el secuestro de radicales libres o la quelacién de iones
metalicos. Ademas, se ha reportado que este grupo de MS poseen capacidad antiinflamatoria
inhibiendo la actividad del factor de transcripcién NF-KB y por tanto, la expresidon de enzimas
inducibles tales como la ciclooxigenasa (COX-2) y oéxido nitrico sintasa (iNOS), enzimas que
participan en la produccion de mediadores inflamatorios (Kumar y Pandey, 2013; Panche et al.,
2016; Ginwala et al., 2019).

7.1. Actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae in
vitro

Existen numerosos ensayos para la determinacidn del mecanismo por el cual los MS contenidos en
un extracto, ejercen su actividad antioxidante, dentro de los cuales se encuentra el ensayo in vitro
DPPH?®, el cual se determind para evaluar la capacidad de los MS del extracto para donar un dtomo
de H*, ya que previenen o retrasan la produccion de radicales libres o terminan con procesos
oxidativos (Xu et al., 2017). Con base en los resultados obtenidos en la Figura 4, la concentracién
requerida del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae para inhibir el 50% de los
radicales libres fue de 57.97 mg/mlL, la cual al compararla con la actividad anti-DPPH* de un extracto
de acetato de etilo de la parte aérea de E. maritimum (1C50=31.19 mg/mL), mostré una menor
actividad antioxidante (Mateji¢ et al., 2019). Sin embargo, el potencial del extracto para estabilizar
el 50% de los agentes oxidantes, al donar un electrén o bien el poder reductor que posee el extracto,
fue de 30.90 mg/mL, concentracidn similar a la cual se reporté la mayor actividad antioxidante in
vitro de un extracto hexdnico de inflorescencias de E. carlinae (%inhibiciéon DPPH'= 92.09 +0.81)
(Garcia-Cerrillo et al., 2018).
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7.2. Efecto del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae in vivo

Durante la diabetes, ademds de la hiperglucemia, un sintoma caracteristico de la enfermedad
especialmente en la DMT], es la pérdida de peso, que al no poderse metabolizar los carbohidratos
se busca otra fuente de energia, como los lipidos del tejido adiposo o las proteinas del musculo
esquelético (Lal, 2016). Resultados provenientes de esta investigacidon, demostraron que el extracto
no posee actividad hipoglucémica (Tabla 2, Figura 5) como se ha reportado para extractos polares
de la parte aérea de E. carlinae (Noriega-Cisneros et al., 2012, 2019). Esto podria deberse a que el
extracto de acetato de etilo no posee el monoterpeno a-pineno reportado poseer actividad
hipoglucémica en ratones diabéticos inducidos con aloxano (Ozbek y Yilmaz, 2017). Ademas, este
metabolito se encuentra dentro de los metabolitos secundarios mayoritarios en un extracto
hexdnico de inflorescencias de E. carlinae, el cual, al ser administrado en un modelo de ratas
diabéticas inducidas con STZ mostré poseer actividad hipoglucemiante (Pefia-Montes et al., 2019).
Por otro lado, la administracion del extracto de acetato de etilo disminuyd la pérdida de peso,
previniendo el dafio excesivo causado por la hiperglucemia (Figura 6).

Por otro lado, la deficiencia o resistencia a la insulina promueve un estado de dislipidemia, en la
cual, debido a la activacidn de lipasas (lipoproteina lipasa, lipasa sensible a hormonas y triacilglicerol
lipasa), se promueve un aumento en la acumulacién de TAG en suero y en higado, debido a la
acumulacién de Aacidos grasos provenientes del aumento de la lipdlisis del tejido adiposo
(Alexopoulos et al., 2019). En el presente estudio, las ratas del grupo diabético mostraron un
incremento en los niveles de TAG séricos (Tabla 2) y hepaticos (Figura 7), debido a la condicidon
diabética, mientras que la administracion del extracto al grupo diabético, mostré una disminucion
significativa, al mostrar un efecto hipolipidémico en suero y en higado. El contenido de TAG séricos
en el grupo diabético tratadas con el extracto esta en concordancia con lo obtenido por Noriega-
Cisneros y cols. (2012), quienes demostraron que al administrar un extracto etandlico de E. carlinae
existe una disminucién significativa en el contenido de TAG séricos en comparacion con el control
diabético. Mientras que el contenido de TAG hepaticos muestran una disminucién similar a lo
obtenido por Murillo-Villicafia (2020) a través de la administracion de un extracto de acetato de
etilo de Justicia spicigera. Este efecto hipolipidémico podria estar relacionado al contenido de
fitoesteroles como el B-sitosterol y el estigmasterol, los cuales se han reportado actuar modulando
la lipogénesis de novo y la absorcidn de lipidos (Feng et al., 2018, 2020). O bien, al contenido de
polifenoles como la rutina y luteolina, los cuales mediante la inhibicion de la lipogénesis via
disminucién del factor de transcripciéon SREBP-1c, o a través del incremento en la B-oxidacion via
PPARa, se promueve una disminucién en la acumulacidon de TAG en higado y por tanto es posible
gue haya una disminucion en el transporte de TAG en VLDL a la circulacion. O bien como en el caso
de la curcumina, un polifenol que actua disminuyendo la lipdlisis en tejido adiposo reduciendo asi
el flujo de acidos grasos hacia el higado (Wu et al., 2011; Wang et al., 2016; Li et al., 2018; Pasayeva
et al., 2020).

Se ha demostrado que el estrés oxidante derivado de la acumulacién de lipidos conduce a una
desregulacion en la sefalizacion y metabolismo del higado, lo que predispone el desarrollo de una
enfermedad hepatica (Hgjland Ipsen et al., 2018; Jiang et al., 2020). Con base en lo anterior, se
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determind la actividad del extracto de acetato de etilo de E. carlinae sobre los efectos que
desencadena la acumulacion de lipidos.

Existe evidencia clinica y experimental en la cual, hacen uso de diferentes métodos para el
diagnostico de la HGNA/ EHNA. La medicién de los marcadores de dafio hepatico como ALT, AST y
FA, pueden ser tomados en cuenta para un primer diagndstico de la enfermedad (Aguilera-Méndez,
2018). Las transaminasas son consideradas indicadores de necrosis hepatica ya que, al ser enzimas
intracelulares en condiciones fisiolégicas, no se encuentran en la circulacién, por lo que, al
encontrarse elevadas, en especial la ALT, es evidencia de daino en la membrana del hepatocito. En
cambio, la mediciéon de la FA durante la esteatohepatitis, puede ser considerada como marcador de
fibrosis (Fernandez Daza et al., 2008; Kocabay et al., 2011; McGill, 2016; Hadizadeh et al., 2017). En
este estudio, estos marcadores se encontraron elevados en los grupos diabéticos, en comparacion
con los normoglucémicos, no obstante, se obtuvieron diferencias significativas entre ellos, siendo
aun mayores en el grupo control diabético (Tabla 2); resultados que concuerdan con lo observado
por Yazdi y cols. (2019) y Murillo-Villicafia (2020). Este incremento de las enzimas, se correlaciona
con los eventos de necrosis y fibrosis que ocurren durante la progresion del HGNA (Wang et al.,
2021). Mientras que la disminucidn de estos marcadores, al administrarse el extracto, podria estar
relacionado con el contenido de flavanonas como la naringina, la cual mostré un efecto
hepatoprotector al disminuir los niveles de ATL y AST a valores estadisticamente similares a los del
control; esto al mitigar los cambios morfoldgicos y bioquimicos causados por la patologia (Rodriguez
et al., 2018; Shi et al., 2020). Por lo tanto, el extracto podria estar brindando proteccién al higado,
sin embargo, es necesario realizar algin otro estudio como la biopsia de higado y analisis
histopatoldgico ya que, para determinar la presencia, severidad y el estadio del HGNA se necesita
de una técnica mas precisa y confiable como lo es la biopsia de higado (Arab et al., 2018). Esto con
la finalidad de conocer en primera instancia el diagndstico del HGNA/ EHNA en nuestro modelo de
DME vy posteriormente si la administracion del extracto efectivamente posee un efecto
hepatoprotector.

7.3.Actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae

De acuerdo con la teoria del doble impacto, la acumulacidn de lipidos conduce a un aumento en la
produccién de ERO por parte de la mitocondria, en un intento por disminuir la carga de lipidos
mediante la B-oxidacion (Martin Dominguez et al., 2013; Hgjland et al., 2018). En concordancia con
lo anterior, en el grupo de ratas diabéticas, se observd un incremento en la produccion de ERO, en
comparaciéon con los grupos normoglucémicos (Figura 8). Este efecto disminuyé con la
administracién del extracto, lo cual sugiere que los MS presentes, poseen la capacidad de secuestrar
y neutralizar ERO generadas en las mitocondrias a través de la donaciéon de un 4tomo de H* o un
electréon, como se ha reportado para los flavonoides como la naringenina (Carocho y Ferreira, 2013;
Rashmi et al., 2017). Esta tendencia de disminuir alrededor del 50% de la produccién de ERO al
administrarse un extracto de inflorescencias de E. carlinae es similar a lo reportado por Pefa-
Montes y cols. (2019), a pesar de emplearse diferentes fracciones celulares del higado.
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Al mantenerse la sobrecarga de lipidos, la oxidacién es mediada a través de los citocromos y
peroxisomas, exacerbandose la produccién de ERO, lo cual causa un desbalance entre el sistema
antioxidante y las ERO (Hgjland et al., 2018). En este estudio, el grupo diabético mostré una
disminucién en la actividad de las enzimas catalasa y SOD mitocondrial (Figura 9), lo cual puede
deberse a una modificacién postraduccional, como la nitracion, s-nitrosilacion o glicacidén (Yamakura
y Kawasaki, 2010; Banerjee y Vats, 2014; Begara-Morales et al., 2016). Lo cual concuerda con otros
estudios que se han reportado, en los que durante un estado de hiperglucemia y esteatosis, tanto
la catalasa como la SOD, mostraron una disminucion en sus actividades (Schmatz et al., 2012; Chen
et al., 2020). Sin embargo, la administracidon del extracto aumentd significativamente la actividad
enzimatica en las ratas diabéticas, estos resultados estan en concordancia con lo reportado por
Schmatzy cols. (2012) y Junejo y cols. (2020), los cuales reportan que al administrar resveratrol y un
flavonoide aislado de un extracto de hojas de T. angustifolia respectivamente, se restaura la
actividad de ambas enzimas antioxidantes a niveles estadisticamente similares al del control. De
forma que es posible que los flavonoides presentes podrian estar interactuando con las enzimas, de
modo que se incrementa la funcidn antioxidante o bien como en el caso del kaempferol y la
naringenina potenciando el sistema antioxidante a traves de la via del factor de transcripcion Nrf2
(Nijveldt et al., 2001; Li et al., 2018; Ooi et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Las grandes cantidades de ERO generadas dentro de la mitocondria conducen a la peroxidacion
lipidica de las membranas, causando la formacién de subproductos como el malondialdehido (MDA)
o el 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE), los cuales contribuyen a la disfuncién mitocondrial. Esta es
una caracteristica importante del HGNA, que compromete la funcién del higado a través del dafio
celular (Hgjland etal., 2018; Chen etal., 2020). Los niveles de peroxidacidon lipidica de las
membranas mitocondriales de las ratas diabéticas administradas con extracto, mostraron una
disminucién de aproximadamente el doble, respecto de la peroxidacidn lipidica en las del grupo
control diabético (Figura 10). Lo anterior coincide con la diminucién de los niveles de TBARS
obtenida por Chandramohan y cols. (2015) al administrarse kaempferol a una dosis de 100 mg/kg,
misma tendencia reportada por Schmatz y cols. (2012) al emplear resveratrol a una dosis de 20
mg/kg. Esta prevencidn al dafio oxidativo de lipidos por parte del extracto, se correlaciona con la
actividad antioxidante de los flavonoides, al ser capaces de reducir al radical hidroxilo (principal
oxidante de los lipidos de membrana) directamente a través de la donacidon de un dtomo de H* o
bien inhibiendo su formacién a través de la quelacién de metales como el hierro, terminando asi la
propagacion del dafio a esta biomolécula, como el caso de la quercetina (Kumar y Pandey, 2013).

La peroxidacidn lipidica al causar alteraciones en la membrana mitocondrial, conduce a un mal
funcionamiento de la CTE (Paradies et al., 2014; Chen et al., 2020). Estas alteraciones incluyen la
oxidacion del fosfolipido de membrana cardiolipina, el cual posee un papel muy importante en la
estructura y funcién de proteinas mitocondriales, como en el caso del complejo multiprotéico que
conforma al complejo | y Il (Petrosillo et al.,, 2007). Este evento podria estar presente en las
mitocondrias de ratas diabéticas, ya que mostraron inhibicién en su actividad de alrededor de un
30%, en comparacion con el grupo normoglucémico (Figura 11A); ademas, este resultado se
correlaciona con el incremento en la peroxidacién de lipidos de membrana, dentro de los cuales
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podria estar implicada la cardiolipina. Por otro lado, la administracion del extracto al restaurar la
actividad del complejo | a valores estadisticamente similares a los grupos normoglucémicos,
demuestra que los MS presentes previnieron la oxidacién de la cardiolipina, revirtiendo la inhibicién
en la actividad del complejo I. Ademas, esta disminucidn en la actividad del complejo | podria estar
relacionada con el aumento en la actividad del complejo Il, de forma que compensa la baja
transferencia de electrones por parte del complejo | del grupo diabético (Figura 11B), al haber
exceso de equivalentes reductores provenientes de la oxidacion de los dcidos grasos, ya que éstos
se encuentran incrementados en forma de TAG en las ratas diabéticas (Figura 7). Estos resultados
de la actividad de ambos complejos en este modelo de diabetes inducido con STZ, concuerdan con
los obtenidos en un estudio realizado por Ortiz-Avila y cols. (2015), en el cual, también en los grupos
diabéticos, se encontré una disminucién en la actividad del complejo | y un aumento del complejo
Il. Sin embargo, en este estudio la actividad del complejo Il de ratas administradas con E. carlinae,
restaura la actividad a valores estadisticamente similares a los del grupo normoglucémico; hecho
que se correlaciona con la disminucién en la acumulacién de TAG hepdticos (Figura 7) y a la
restauracion en la actividad del complejo | (Figura 11A).

En cuanto a la actividad del complejo Il (Figura 11C), ésta también se encuentra incrementada en
el grupo diabético, lo cual no estd en concordancia con otros reportes en la literatura en los que su
actividad se encuentra inhibida por la oxidacidn de la cardiolipina (Bouderba et al., 2012; Paradies
et al., 2014). Este incremento podria estar relacionado con la duracién de la diabetes inducida con
STZ, ya que se ha reportado que en cerebro, la actividad del complejo Il se encuentra elevada a las
4 semanas, pero disminuye después de 9 semanas de induccidon (Moreira et al., 2004). En este
estudio, a las 8 semanas posterior a la induccién, se encontré elevada la actividad del complejo I,
Yy quizds, si se hubiera prolongado el tiempo del tratamiento, se podria haber observado una
disminucién en su actividad. Ademas, este incremento en la actividad del complejo Ill, esta
correlacionado con el aumento en la produccidon de ERO, ya que en un ensayo realizado para la
determinacidn de ERO energizando el complejo I, no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos a pesar de que se muestra una tendencia a un incremento por parte del grupo diabético
(datos no mostrados), mientras que al suministrar un sustrato para el complejo Il e inhibiendo el
complejo I, se mostré un incremento significativo en la produccidn de ERO en los grupos diabéticos
(Figura 8). Esta produccion de ERO a través del complejo Ill, concuerda con lo reportado en la
literatura, en el que se demuestra que a través del ciclo Q, en el sitio Qo, se lleva a cabo la produccidn
de superdxido durante la bifurcacién del transporte de los electrones, debido a la gran poza de
coenzima Q altamente reducida (Lanciano et al., 2013). No obstante, la administracién del extracto
previno esta sobreactividad a valores estadisticamente similares a los grupos normoglucémicos,
probablemente, por la disminucidn en los equivalentes reductores provenientes de la B-oxidacién,
lo cual se relaciona con el bajo contenido de TAG hepaticos en el grupo diabético administrado con
extracto de E. carlinae (Figura 7). En cambio, la actividad del complejo IV, no se encuentra alterada
en el grupo diabético, lo cual coincide con lo reportado por Ortiz-Avila y cols. (2015) en un modelo
de diabetes y por Chen y cols. (2020) en un modelo de esteatosis, en el que la actividad de este
complejo no mostré cambios significativos.
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7.4 Actividad antiinflamatoria del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E.
carlinae

La acumulacién de lipidos y el aumento en el estrés oxidante inducen inflamacién, la cual ademas
de la disfuncién mitocondrial, es otra de las principales caracteristicas del HGNA (Hgjland et al.,
2018). La respuesta inflamatoria en los hepatocitos inicia con la activacién del factor de
transcripcién NF-kB (heterodimero p50:RelA), el cual a través de la via de activacién candnica al ser
liberado por la fosforilacion de su inhibidor Ik, es translocado hacia el ntcleo donde se une al ADN
y se promueve la transcripcidn de citocinas proinflamatorias y de las enzimas inducibles iNOS y COX-
2 (Suny Karin, 2008; Alisi et al., 2017; Arroyave-Ospina et al., 2021). Con base en lo anterior, en este
estudio se observd un aumento en la expresidn de NF-kB en el grupo diabético (Figura 12) en
comparaciéon con los grupos normoglucémicos. Mientras que la administracién del extracto,
disminuyd este efecto. Este resultado podria estar relacionado con el mecanismo de accién de los
flavonoides como lo reportado para la naringina por Rodriguez y cols. (2018), un flavonoide que al
ser administrado a una dosis de 40 mg/kg, mostré la disminucién de este factor de transcripcion a
través del secuestro de ERO, las cuales se ha demostrado, activan esta via. Otro mecanismo por el
cual los flavonoides contenidos en el extracto podrian actuar, es mediante la disminucién en la
degradacion del inhibidor IkBa modulando a las cinasas IKk, como en el caso de la quercetina y el
kaempferol (Gonzales-Gallego et al., 2007; Jiang et al., 2019). Sin embargo, los resultados de este
estudio esta en concordancia con lo reportado por Ayyasamy y cols. (2019), ya que la administracién
del extracto de E. carlinae o en este caso del monoterpeno mirtenal (80 mg/kg) disminuyd la
expresién de este factor de transcripcidn en comparacion con el grupo diabético control pero no
son similares al grupo normoglucémico.

La isoforma inducible de la enzima éxido nitrico sintasa (iNOS) a diferencia de las isoformas
constitutivas (eNOS y nNOS) es capaz de producir una gran cantidad de NO- a partir de L-arginina;
ademas a través de diferentes estimulos, como las ERO o las citocinas TNF-a e IL-1f, pueden
incrementar la expresién de iNOS no solo en las CK, sino que también en los hepatocitos y CEH
(Muriel, 2000). Reportes en la literatura demuestran que el incremento en la expresién/actividad
de la iINOS posee un papel importante en diferentes condiciones patolégicas como en la DM vy el
HGNA (Madar et al., 2005; Lima-Cabello et al., 2011; Hammoutene y Rautou, 2019; Oltulu et al.,
2019). Lo cual concuerda con los datos obtenidos en el presente estudio (Figura 13), en el que el
grupo diabético muestra un incremento en los niveles de expresion de la proteina iNOS, debida
posiblemente al incremento en las ERO (Figura 8) y se correlaciona con el incremento en los niveles
de expresion de NF-kB (Figura 12), el cual promueve la expresion de iNOS en respuesta de las ERO.
Ademas, este resultado se relaciona con la disminucidn en la actividad de las enzimas antioxidantes
(Figura 9), ya que el NO- derivado de la iNOS ademas de participar en diferentes funciones
fisiolégicas en el higado, conduce a la nitracién y s-nitrosilacion de diferentes proteinas como la
SOD vy catalasa (lwakiri y Young Kim, 2015). Por su parte la administracidon del extracto de acetato
de etilo de inflorescencias de E. carlinae al grupo diabético disminuyd los niveles de expresién de
la iNOS a valores estadisticamente similares al del control normoglucémico (Figura 13), como lo
reportado por Rodriguez y cols. (2018), en el que la administracion de naringina disminuye la
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expresion de iNOS asi como la produccion de NO- a través de la disminucion del factor de
transcripcidn NF-kB. Este hecho se podria ver reforzado con lo reportado por Ziamajidi y cols. (2018),
en el que la suplementacidn de un extracto de Allium sativum disminuyd la expresion del ARNm de
iNOS.

Por otro lado, la isoforma inducible de la ciclooxigenasa COX-2 participa en la sintesis de
prostanoides a partir del acido araquiddnico como las prostaglandinas, en respuesta a factores de
crecimiento o moléculas proinflamatorias como IL-18, IL-6 o TNF-a, bajo condiciones de inflamacién
tanto aguda como crdnica, principalmente en las CKy CEH en el higado (Hu, 2003; Minghetti, 2004;
Martin-Sanz et al., 2017). Existen reportes en la literatura que demuestran que existe un incremento
en la actividad y expresion tanto de RNAm como de proteina en diferentes modelos de diabetes
experimental (Peng et al., 2018; Rodriguez et al., 2018; Khanaki et al., 2019; Lee y Lim, 2019).
Resultados provenientes de esta investigacion muestran un incremento en la expresion de la COX-
2 en el grupo diabético en comparacién con el grupo normoglucémico (Figura 14), lo cual concuerda
con lo reportado por Rodriguez y cols. (2018). Ademas se correlaciona con el incremento en los
niveles de expresion de NF-kB (Figura 12), el cual promueve ademas la expresion de COX-2 en
respuesta de las citocinas proinflamatorias derivadas de las CK. Sin embargo, la administracion del
extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae al grupo diabético no logré disminuir
los niveles de expresién de la COX-2, mostrandose asi estadisticamente similar al grupo diabético
(Figura 14), lo cual podria estar relacionado con la disminucién en los niveles de expresion de NF-kB
(Figura 12) en el grupo diabético administrado con extracto, la cual no es significativamente similar
a los grupos normoglucémicos. Ademas, este efecto podria estar relacionado a que el extracto de
acetato de etilo de E. carlinae no posea MS tales como la berberina (alcaloide), el galato de
epigalocatequina (flavonoide hidrofilico esterificado), el acido clorogénico (4cido fendlico), a los
cuales se le han atribuido actividad antiinflamatoria al disminuir los niveles de expresion de RNAm
de la COX-2 en un cultivo celular de macréfagos murinos; o antocianinas, las cuales disminuyeron
los niveles de expresion de RNAm y de la proteina COX-2 en homogenado de higado en un modelo
de fibrosis hepdtica a través de la inhibicion en la activacion o translocacién del factor de
transcripcién NF-kB (Hwang et al., 2011; Zhong et al., 2012; Hwang et al., 2014; Li et al., 2019).
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

El extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae posee actividad antioxidante dosis
dependiente in vitro e in vivo, ya que mostrd poseer capacidad antioxidante a una dosis de 30 mg/kg.
La actividad antioxidante del extracto se promovié a través de la disminucion los marcadores de
estrés oxidante al inhibir la produccidn de ERO, disminuir la peroxidaciéon de lipidos y al restaurar la
actividad de los complejos mitocondriales; asi como de promover el sistema antioxidante al
restaurar las enzimas antioxidantes CAT y SOD mitocondrial. Ademas, posee actividad
antiinflamatoria al disminuir la expresién del factor de transcripcién NF-kB y de la enzima inducible
iNOS. Por otro lado, se le atribuye que posee actividad hipolipidémica en suero e higado de ratas
con diabetes experimental al disminuir los niveles de TAG. También se le puede atribuir un posible
efecto hepatoprotector, ya que se disminuye un dafio en el higado, observado por la disminucién
de los marcadores de dafio hepatico en suero.

Por lo tanto, los resultados obtenidos acerca del uso del extracto de acetato de etilo de
inflorescencias de E. carlinae en un modelo bioldgico, contribuyen al conocimiento de los MS
presentes en esta especie y del efecto que estos poseen en higado de un modelo de diabetes
experimental. Con lo cual, se propone el modelo de interaccion hipotético del extracto de acetato
de etilo de E. carlinae que muestra en la Figura 15, que pudiera ser empleado en el tratamiento del
HGNA durante la DM.
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Figura 15. Modelo de interaccion hipotético del extracto de acetato de etilo de inflorescencias de E. carlinae. AG: acidos
grasos, AGL: acidos grasos libres; CAT: catalasa; ERO: especies reactivas de oxigeno; EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica;
HGNA: enfermedad de higado graso no alcohdlico; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible; NF-kB: factor nuclear kB; SOD:
superéxido dismutasa mitocondrial; TAG: triacilgliceroles.
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9. CONCLUSION

Los resultados de la presente investigacion demuestran que el extracto de acetato de etilo de
inflorescencias de Eryngium carlinae posee actividad antioxidante y antiinflamatoria en higado de
ratas con diabetes experimental.
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