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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron la actividad de las enzimas superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y las concentraciones de glutation reducido (GSH),
metalotionina (MT) y malonaldehido (MDA) en la retina de ratas diabéticas tratadas
con el extracto acuoso de Phyllanthus niruri o huevito escondido. Se formaron 5
grupos experimentales: dos grupos de ratas normales, uno con agua (NA) y otro con
el extracto de la planta (NE) y tres grupos diabéticos, uno con agua (DA), uno tratado
con el extracto (DE) y otro tratado con insulina (DI) para los 15, 30, 45 y 60 dias de
tratamiento. Se extrajeron las retinas y fueron homogenizadas en buffer fosfato, para
las determinaciones espectrofotométricas de las enzimas SOD y CAT; del GSH;
MDA, y la concentracion de MT; y para la realizacion de una electroforesis SDS-
PAGE 15% de las fracciones citosolicas y de membrana. EIl extracto acuoso de la
planta P. niruri demostro un efecto hipoglucémico en los grupos de ratas tratados con
el mismo. La actividad de la enzima SOD (4,92 + 0,85 U/mg de proteinas), asi como
del GSH (0,85 + 0,22 nmol/mg de proteinas) en las ratas diabéticas tratadas con el
extracto de la planta a los 60 dias, fueron similares o superiores a los grupos normales
(SOD: 4,44 + 0,58 U/mg de proteinas y GSH: 0,88 £ 0,10 nmol/mg de proteinas),
estableciéndose un efecto antioxidante. En las ratas tratadas con insulina se observo
que esta tiende a incrementar el estrés oxidativo al aumentar significativamente las
concentraciones de GSH (0,87 + 0,06 nmol/mg de proteinas) y MT (0,11 + 0,01
ng/mg de proteinas) a los 45 dias del bioensayo. En el grupo diabético sin
tratamiento se observd un incremento altamente significativo en los niveles de CAT a
los 60 dias del experimento como mecanismo compensatorio a la hiperglucemia. En
cuanto al MDA se observo diferencias significativas entre grupos solo a los 15 dias
del bioensayo, y a los 60 dias las ratas diabéticas tratadas con insulina mostraron la
concentracion de MDA mas elevada aunque no significativamente, para este
parametro el extracto de la planta no incrementd la peroxidacion. En la electroforesis
SDS-PAGE ocurrieron variaciones en la expresiéon de las bandas entre grupos que
solo sugieren que pudiera haber alteraciones en algunas proteinas citoplasmaticas que
podrian estar relacionadas con enzimas, factores proteicos u otras. Estos resultados
sugieren que P. niruri ejercié efecto hipoglucémico y antioxidante en organismos
diabéticos tratados con el mismo, contrarrestando los dafios oxidativos en el tejido
retiniano, estabilizando la defensa antioxidante del organismo.

Palabras claves: Phyllanthus niruri, diabetes, retina, estrés oxidativo.
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INTRODUCCION

Desde antes de la Edad Media, los casos de diabetes habian sido muy aislados en periodos largos
de tiempo, su difusion se dié a principios del siglo XIX hacia el oeste de Europa en su mayoria a
personas de clase social alta; y su incidencia se ha incrementado en este siglo, probablemente debido al
rapido cambio de estilos de vida, habitos alimenticios, condiciones ambientales (Rocca y Pla, 1963;
Berkow et al., 1986; Mathews y Van, 2000). La diabetes tipo | suele desarrollarse antes de los 30 afios
de edad; mientras que la tipo 1l se desarrolla gradualmente, por lo comun en personas con peso excesivo
de més de 40 afos de edad (Solomon et al., 1998).

La diabetes es un problema de salud mundial, que resulta ser una de las principales causas de
muerte. Afecta severamente procesos fisicos y organicos, y su evolucion podria modificar una variedad
de componentes celulares, tales como alcaloides, glucésidos, polisacaridos, peptidoglicanos,
hipoglicanos, glucopéptidos y terpenoides en numerosos puntos del cuerpo (Halim, 2002b); de igual
modo es la principal causa de ceguera, trastornos renales, enfermedad de pequefios vasos sanguineos,

gangrena de las extremidades, neuropatias y otras disfunciones diversas (Solomon et al., 1998).

La diabetes es un trastorno endocrino donde el estimulo hormonal, producido por la insulina para
la utilizacion de la glucosa, es deficiente; asi como diversas manifestaciones metabdlicas y vasculares
que se reflejan en un aumento de los niveles de glucosa en sangre. Este trastorno causado por la insulina

no se trata de una sola enfermedad sino mas bien de una familia de enfermedades (Berkow et al., 1986).

La diabetes insulinodependiente, denominada también tipo I, muestra una notable disminucion de
células B pancredticas, a menudo por una destruccion autoinmunitaria de las mismas. A nivel genético,
algunas mutaciones de la estructura de la insulina pueden hacer que la hormona sea inactiva, y otras
mutaciones causan defectos de la conversion de la proinsulina en la forma activa; por ello se administra

insulina como tratamiento (Mathews y Van, 2000).

En la diabetes resistente a la insulina o tipo II, las células B secretan suficiente insulina, pero

los receptores en las células blanco no pueden unirse a ella debido a mutaciones en estos



receptores, que ademas bloquean las actividades intracelulares que promueven la utilizacion de la

glucosa (Solomon et al., 1998).

De acuerdo a Rodriguez y Massera (1963), la diabetes puede afectar en su gran mayoria las
estructuras del aparato ocular y se puede decir con certeza que mientras mas avanzada esté la
enfermedad, seguramente habra alteraciones retinianas en mayor grado. La hiperglucemia causa muchas
de las complicaciones de la diabetes incluyendo retinopatia, nefropatia, neuropatia, y dafios macro y
microvasculares (Evans et al., 2002).

La localizacién maés frecuente de las lesiones de origen diabético es en la retina, donde el dafio
tisular es lento e inexorablemente progresivo, terminando a menudo en ceguera por glaucoma absoluto.
Otra localizacion no tan frecuente como importante es en el cristalino, donde puede producir trastornos
reversibles (miopia) o irreversibles (cataratas), y otra localizacion bastante comun ocurre a nivel de los

nervios dculomotores produciendo neuritis, especialmente del tercer par (Rodriguez y Massera, 1963).

La retinopatia diabética (RD) es uno de los principales dafios creados por la diabetes y se esta
convirtiendo en la mayor causa de ceguera en todo el mundo en edades comprendidas de 20 a 60 afos.
La pérdida de la productividad y la calidad de vida del paciente con RD pueden ocasionar un desborde
socioeconémico adicional en la comunidad. Esta enfermedad es la causa de ceguera de un 5%
aproximadamente de las personas ciegas en el mundo (Viswanath y Murray, 2003).

La RD se puede definir como una microangiopatia progresiva que se caracteriza por lesiones y
oclusion de los vasos pequefios, donde las alteraciones bioquimicas y fisioldgicas dan lugar a un
engrosamiento basal del capilar y a una pérdida de pericitos, que son células contractiles de la pared
capilar situadas en el espesor de la membrana basal y que rodean en parte o en su totalidad a las células
endoteliales (Ruiz, 1990). Las retinopatias y cegueras son debidas a la glucosilacion de las proteinas
retinianas y de anormalidades microvasculares retinianas; ademas, la glucosilacion de los residuos de
lisina de las proteinas del cristalino causa formacién de cataratas (Kelvin y Moss, 1992 (citados por
Halim, 2002b); Kowluru, 2003).



La hiperglucemia genera autoxidacion de glucosa y glucosilacion autoxidativa de proteinas, las
cuales podrian ser consideradas como una fuente combinada de generacion de una cantidad adicional de
especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas del inglés) (Sasvari y Nyakas, 2003), asi como de la
lipoperoxidacidn, los cuales van a incrementar el estrés oxidativo, y éste va a jugar un rol importante en
la patogénesis de las complicaciones diabéticas en los tejidos sensibles como células endoteliales
capilares en la retina, células mesangiales en el glomérulo renal y neuronas y células de Schwann en los
nervios periféricos, ya que no poseen un mecanismo eficiente para reducir el transporte de glucosa
dentro de la célula (Evans et al., 2002; Wolf, 1993 (citado por Pari y Latha, 2004); Brownlee, 2005). La
retina es susceptible particularmente al estrés oxidativo por su alto consumo de oxigeno y alta
proporcidn de acidos grasos polinsaturados que la hace susceptible a la lipoperoxidacién (Matsubara et
al., 2005; Beatty et al., 2000 (citados por Jain, 2006)).

Las ROS formadas en el organismo producto de la diabetes pueden acarrear como producto final
dafo tisular, debido al colapso de la defensa del organismo ante el constante incremento del estrés
oxidativo. Brownlee (2005), describié el dafio a los tejidos producto del incremento de la produccion de
superdxido por la mitocondria debido a la hiperglucemia que ocasiona un colapso en la cadena
transportadora de electrones, en la cual hay mayor cantidad de electrones donadores (NADH y FADH,)
los cuales bloquean al complejo 111, ocasionando que los electrones se regresen a la coenzima Q, la cual
dona los electrones uno a la vez a la molécula de oxigeno formando el radical superdxido. Este
desbalance ocasiona la inhibicion de la enzima glucolitica clave gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), la cual activa las cuatro etapas consecutivas de alteraciones celulares endogenas, donde en la
primera etapa se activa la ruta del sorbitol; en la segunda etapa hay produccion intracelular de
precursores finales de glucosilacion avanzada (precursores AGE, siglas del inglés); en la tercera etapa se
activa la proteina kinasa C (PKC); y en la Gltima etapa se incrementa la actividad de la via de la

hexosamina (Anexo 1).

Para combatir a las ROS, los organismos tienen mecanismos de defensa de tipos enzimético y no
enzimatico (Sasvari y Nyakas, 2003). La alteracion del balance del ciclo redox (Anexo 2) causada por la
disminucion de las actividades de las enzimas antioxidantes como: catalasa (CAT), superoxido

dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation s-transferasa (GST) y por ende el de la molécula



glutation reducido (GSH) podrian ser responsables de la inadecuada defensa antioxidante contra los
dafios mediados por las ROS (Pari y Latha, 2004).

La primera linea de defensa enzimatica contra el radical superdxido estad formada por las enzimas
SOD. Estas enzimas catalizan la dismutacion de difusion-limitada de superoxido a perdxido de
hidrogeno y oxigeno. La enzima SOD citosoélica contiene los iones metalicos cobre y zinc (Cu/Zn —
SOD) (Sasvari y Nyakas, 2003). El producto de la accién de la SOD va a ser el sustrato para la CAT,
que actla en presencia de altas concentraciones de perdxido de hidrégeno H,O,, por lo que forma parte
del sistema antioxidante CAT/SOD vy se localiza a nivel celular en mitocondrias, peroxisomas, citosol

(eritrocitos); y presenta dos funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa (Venereo, 2002).

Entre los mecanismos de defensa no enzimaticos esta el GSH, es el mejor antioxidante enddgeno,
el cual contrarresta los dafios mediados por los radicales libres. Es bien conocido que esta biomolécula
estd envuelta en la proteccion de la estructura y funcion celular normal manteniendo la homeostasis
redox, eliminando los radicales libres y participando en las reacciones de destoxificacion (Mazunder et
al., 2005). Debido a que el estrés oxidativo esta asociado a la peroxidacion de lipidos celulares, esto
puede ser determinado por el andlisis de las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBA)
(Mazunder et al., 2005; Livingstone et al., 1990).

Existen unas moléculas a las cuales actualmente se les ha atribuido la proteccién frente al estrés
oxidativo asi como las funciones fisiologicas de transporte y almacenamiento de metales esenciales (Zn,
Cu) y la destoxificacion de metales no esenciales, que son las Ilamadas metalotioninas (MT), y son un
grupo de proteinas de bajo peso molecular (6 — 8 000 Da), ricas en cisteina intracelular (30%) con el
contenido de metal més alto conocido después de la ferritina (Viarengo et al., 1997; Zangger et al.,
2001; Hidalgo, 2004).

Kowluru (2003), reportd que el tratamiento inmediato a la induccion de diabetes en ratas con el
buen control de glucemia reducia los niveles de estrés oxidativo, asi como el de nitrato; recordando que
un elevado nivel de éstos en la retina esta asociado al desarrollo de histopatologias. Existen trabajos
donde tratan de explicar los diversos dafios ocasionados por la diabetes a nivel del sistema metabdlico

tanto en humanos como en ratas diabéticas (Halim, 2002a; Kowluru, 2003 y Budak et al., 2004).



El tratamiento mas comun para la diabetes es la insulina y varios tipos de agentes hipoglucémicos,
los cuales tienen prominentes efectos secundarios toxicos. Sin embargo, ni la insulina u otro farmaco
moderno han demostrado modificar el curso de las complicaciones diabéticas (Halim, 2003). Es por esto
la necesidad de buscar nuevos tratamientos que ayuden a revertir los dafios ocasionados por tan dafiina

enfermedad.

Las plantas han sido usadas por siglos para el tratamiento de la diabetes, ya que ciertas plantas
tienen un vasto potencial que sirven como agentes antidiabéticos o que proveen fuentes de materiales
para drogas prototipos; es por esto que las plantas representan una via en la basqueda de nuevas drogas
antidiabéticas (Halim, 2002a).

La planta Phyllanthus niruri, perteneciente a la familia Euphorbiaceae, conocida en nuestro pais
como “huevito escondido” o “flor escondida”, es un arbusto lefioso que crece de manera silvestre en las
zonas tropicales por lo que es un cultivo sencillo y de muy bajo costo. P. niruri tiene una larga historia
en los sistemas de medicina herbal en cada pais tropical en donde esta crece. El remedio natural consiste
basicamente de una infusién estandar o débil coccion de toda la planta, o de sus partes aéreas; la cual se
emplea para el tratamiento de la diabetes, muchos tipos de condiciones biliares y urinarias, hipertension,

hepatitis, tuberculosis y muchos otros efectos (Taylor, 2003).

Con este trabajo se pretende encontrar una alternativa en la reversion de los dafios a nivel del
aparato ocular causados por la diabetes utilizando la planta P. niruri, midiendo su efecto sobre los
parametros antioxidantes del tejido con la esperanza de que sea un buen producto en el tratamiento o
prevencion de las alteraciones producidas en la retina producto de la hiperglucemia y no tenga
significativos dafos colaterales, ya que seria un avance en la ciencia asi como en la industria

farmacoldgica.



METODOLOGIA

Disefio experimental

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron 120 ejemplares juveniles machos de ratas (6
semanas de edad) de la especie Rattus norvegicus (cepa Sprague-Dawley) provenientes del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), que tienen la ventaja de presentar una
vascularizacion retinal bajo condiciones de hiperoxia; y ademas el desarrollo de los vasos sanguineos, el
cual aumenta a partir de los precursores mesenquimaticos como ocurre en la retina de los humanos, y no
del endotelio como en los conejos y los gatos; aunado a éstos, las similitudes morfoldgicas, bioquimicas

y estructurales con la retina humana.

Los ejemplares fueron aclimatados por una semana en el bioterio del Departamento de Biologia,
temperatura de 25°C * 2°C, y fueron alimentados con dieta balanceada para roedores (ratarina), en las
jaulas de acero inoxidable donde se alojaron las ratas, tenian un dispositivo que les permitio el consumo
de agua y alimento ad libitum (Hnatyszyn et al., 2002 y Mifo et al., 2002). Posteriormente, los animales
se agruparon como se observa en la tabla 1 para la administracion del extracto acuoso de P. niruri una
vez confirmada la diabetes, estableciéndose este momento como tiempo cero. Este extracto se
suministré a una dosis de 200 mg/kg de peso corporal, diluidos en el agua de consumo diario, durante un
periodo maximo de 60 dias; dosis que ha sido sefialada por otros investigadores con alta actividad
hipoglucemiante (Hnatyszyn et al., 2002 y Mazunder et al., 2005).

Asi mismo, los ejemplares se organizaron en grupos de dos, con tres réplicas y se sacrificaron en
numero de seis durante los tiempos 15, 30, 45 y 60 dias para un total de seis organismos por tratamiento,
por lo que cada tratamiento estuvo conformado por veinticuatro individuos (Tabla 1). El tiempo de
experimentacion fue de un maximo de 60 dias, porque a este tiempo se consideré que las alteraciones
metabolicas en estos organismos serian significativas para dafiar los tejidos retinianos, tanto bioquimica

como citolégicamente, por lo que no fue necesario llegar a una retinopatia proliferativa; sin embargo, se



han realizado estudios a nivel de retinopatia a los siete dias de induccién (Miranda et al., 2004) y de

alteraciones metabolicas en la retina de dos meses de estudios (Kowluru et al., 1998).

El grupo experimental diabético utilizado como control del efecto hipoglucemiante fue tratado
con insulina de accién prolongada (zinc isofana humana) a una dosis de 5 unid/Kg peso corporal

aplicado dos veces por semana.

Tabla 1 Representacion esquematica del disefio experimental durante dos meses en los tiempos 15,
30,45y 60 dias

Grupos Experimentales

Controles Diabéticas
Toma de muestra Agua Extracto Agua Extracto Insulina
Acuoso Acuoso
n= n= n= n= n=
15 Dias 6 6 6 6 6
30 Dias 6 6 6 6 6
45 Dias 6 6 6 6 6
60 Dias 6 6 6 6 6

Induccidn de diabetes

La diabetes fue inducida en las ratas de 7 semanas de edad con aloxan que es un componente
toxico selectivo de las células beta pancreaticas con el proposito de destruir las células productoras de
insulina e inducir un estado diabético insulinodependiente (Elsner et al., 2006). El aloxan fue inyectado
intraperitonealmente a una dosis de 100 mg aloxan/kg peso (60 mg/ml en buffer citrato-fosfato 0,1 mol,
pH: 4,5); las ratas controles también se inyectaron con la misma cantidad de la solucion buffer
(modificacion de Miranda et al., 2004). El desarrollo de la diabetes se determind por las observaciones
de los sintomas de poliuria, polidipsia y polifagia; y verificado a los 2 dias de la aplicacion de la
inyeccion por medicion de los niveles de glucosa en sangre por una puncion en la cola utilizando un
glucémetro Prestige 1Q. Las ratas fueron consideradas diabéticas cuando sus niveles glucémicos eran
iguales o superiores a 200 mg/dl (Halim, 2002; Hnatyszyn et al., 2002 y Viana et al., 2004).



Material vegetal

Para la elaboracion del extracto acuoso se colectaron plantas de la especie Phyllanthus niruri
perteneciente a la familia Euphorbiaceae, la colecta de estos ejemplares se hizo desde febrero a abril del
2006, en los alrededores de la ciudad de Cumand y en eépocas vegetativas y reproductivas diferentes con
la finalidad de evitar variaciones estacionales, fenoldgicas y ecoldgicas, controlando que no presentaran
infeccion por bacterias, hongos o insectos, o presencia de parasitos. La identificacion taxonémica de las
plantas recolectadas se efectué por comparacion con los ejemplares depositados en el Herbario Isidro

Ramon Bermadez Romero (1.R.B.R.) de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

La desecacion del material vegetal colectado se hizo a temperatura ambiente para evitar cambios
quimicos en la planta, eliminando asi la desecacion por calor artificial. EI material colectado se trasladé
a un lugar sombreado y bien ventilado sin superponerlo, removiendo frecuentemente a fin de evitar
fermentaciones enzimaticas que alteren la quimica de los ejemplares analizados. Después se procedio a

pulverizar la planta por completo utilizando un molino eléctrico, para obtener el extracto crudo.

Preparacion del extracto acuoso

De la planta cuidadosamente secada y pulverizada se tomaron 50 g y se agregaron en 1 000 ml de
agua hirviendo y se permitié la extraccion por 20 min a temperatura ambiente. Luego se procedio a
filtrar el extracto en papel Whatman # 1 (Hnatyszyn et al., 2002). Para el calculo de la concentracion
final del extracto se tom6 1 ml de la muestra y se evaporé completamente en una cocinilla, y se peso el

residuo solido. El extracto se congeld hasta el momento de su uso (Viana et al., 2004).

Enucleacion de los ojos

Inmediatamente después de la muerte del animal por sobredosis de éter dietilico se enuclearon

ambos ojos, con la finalidad de extraer el tejido retiniano. Luego de la obtencidn del tejido retiniano,



este se homogenizé en frio (con menos de una hora de ser extraido) con 1 ml de buffer fosfato 100 mmol
a pH 7,2 conteniendo acido etilendiamino-tetracetato (EDTA) 0,2 mmol y fue centrifugado a 2 000 x
g/45 min y se mantuvo congelado hasta el momento de su uso (Kowluru et al., 1997), que fue utilizado
en la determinacion bioquimica de las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), de las
biomoléculas glutation reducido (GSH), las metalotioninas (MT) y el malonaldehido (MDA), asi como

el contenido de proteinas de la fraccion citosolica y de membrana.

Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas en los extractos crudos de los homogenizados de las retinas de ratas fue
determinado por el método de Bradford, afiadiendo 50 pl de muestra o estandar (30 ng/dl) més 1 ml del
buffer de trabajo de Bradford, se agitd por inversion y se dejo reposar por aproximadamente 10 min para
ser leidas espectrofotométricamente en un espectronic 21D (Milton Roy) a una longitud de onda de 595

nm (Bollag y Edelstein, 2000). Se determind el contenido de proteinas por la aplicacion de la formula:

Abs muestra
mg Proteina = ——— X Conc. estandar

Abs estandar

La actividad de las enzimas SOD y CAT, asi como las concentraciones de GSH, MT y MDA

fueron expresadas por el contenido en mg de proteinas en el homogenizado de retina.

Actividad de enzimas antioxidantes

La actividad de las enzimas antioxidantes se determinaron por métodos espectrofotomeétricos
empleando productos de la casa comercial Oxis Internacional, Inc. de ensayos especificos, con el previo
tratamiento del tejido retiniano con las condiciones necesarias para realizar las determinaciones

enzimaticas.

Superoéxido dismutasa (SOD)



La actividad de SOD fue evaluada de acuerdo al incremento de la tasa de autoxidacion de R1
(5,6,62 11b-tetrahidro-3,9,10-trihidroxibenzo(c) fluoreno), mediado por la SOD en solucion acuosa

alcalina para producir un croméforo con un maximo de absorbancia de 525 nm.

Los homogenizados de retinas de ratas bajo las distintas condiciones experimentales (250 ul),
fueron pre-tratados con 400 pl del reactivo de extraccion (etanol/cloroformo 62,5/37,5 (V/V) bien frio)
para remover las interferencias de hemoglobina, los cuales se agitaron con Vortex por 30 seg,
procediendo posteriormente a su centrifugacion a 3 000 x g a 4°C x 5 min; se tom6 40 pl del
sobrenadante y se mantuvo entre 2-8°C hasta 24 h para su anélisis; a esta porcion se le agregé 900 ul de
buffer a 37°C previa saturacion de oxigeno del mismo. Posteriormente, la interferencia dada por
mercaptanos (RSH) como la glutationa reducida, fue controlada por muestras pretratadas con 30 pl de
R2 (1-metil-2-vinilpiridinio), el cual elimina directamente a los mercaptanos medida por una reaccion
rapida de alquilacion dejandose incubar a 37°C/1 min. Luego se afadi6 30 pl de R1 (5,6,6a,11b-
tetrahidro-3,9,10-trihidroxibenzo(c) fluoreno); transfiriendo la mezcla inmediatamente a una cubeta de
espectrofotometro midiéndose la absorbancia a 525 nm sobre el tiempo (cada 10 s/1 min). La actividad
de SOD se determiné a partir de la relacion de la tasa de autoxidacion en la presencia de Vs (tasa del
contenido de SOD en la muestra) y la ausencia de Vc (tasa del blanco donde SOD = 0) de SOD. La
relacion de Vs/c como una funcién de la actividad de SOD es independiente del tipo de SOD (Cu/Zn-
SOD), Mn-SOD, Fe-SOD que ha sido medido. Una unidad de actividad de SOD se define como la
actividad que duplica la tasa de autoxidacion del blanco (Vs/Vc = 2), se expresé en U/mg de proteinas

(Bioxytech® SOD-525™ con ntimero de catalogo 21010).

003x | YS .
Ve

1,073-0,073x | Y5
Ve

(SOD) =

Catalasa (CAT)
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Se evalud por método colorimétrico y esta basado en la reaccion de la enzima con metanol en la
presencia de una concentracion optima de perdxido de hidrogeno (H,0,). El formaldehido producido
fue medido espectrofotométricamente con 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (purpald)
usado como el cromdgeno. Para esto se utilizé 30 pl del estandar diluido o del homogenizado de retina
en los tubos de ensayo, luego se les agregd 500 pl del sustrato en cada tubo, dejando incubar a
temperatura ambiente por 1 min exactamente, para agregarles 500 ul del reactivo de parada a cada tubo,
los cuales se cubrieron y mezclaron por inversion. Posteriormente a 20 ul de cada mezcla de reaccion se
les agregé 2 ml del reactivo cromdgeno/HRP, se mezcld por inversion y se incub6 a temperatura
ambiente por 10 min para luego leer la absorbancia a una longitud de onda de 520 nm (Bioxytech®
Catalase-520TM con namero de catalogo 21042). Para el calculo de la concentracion de CAT se hizo
por extrapolacion con la curva patron que era inversamente proporcional a la absorbancia y se expresé

en U/mg de proteinas (Anexo 3).

Glutation reducido (GSH)

La determinacion de la concentracion de GSH fue llevada a cabo de acuerdo con la técnica de

Beutler et al. (1963), para lo cual se prepararon dos soluciones:

. Solucién precipitante: 1,67 g de acido
metafosforico glacial mezcla de HPO3; y NaPO3); 0,2 g de EDTA y 30 g de NaCl en 100 ml de
agua destilada.

. Reactivo DTNB: 5,5’dithiobis (2-4cido
nitrobenzoico) al 0,4% en buffer fosfato, pH 7,5.

Se mezclaron 0,2 ml del sobrenadante de la muestra con 0,9 ml de agua destilada, se adicion6 1,5
ml de solucidn precipitante, se centrifug6 a 4 000 x g durante 10 min y se dejo en reposo por un tiempo
de 5 min. Posteriormente a 0,25 ml del sobrenadante se le afiadié 1ml del reactivo DTNB, y se midieron
inmediatamente en el espectrofotometro. Se prepard un blanco de reactivo con 0,25 ml de agua destilada
con 1 ml del reactivo DTNB. La densidad 6ptica fue medida a 412 nm espectrofotométricamente en un
espectronic 21D (Milton Roy). La estandarizacion del método se realizé con glutation (GSH; Sigma) y

una curva patron de 0,1 mmol/l (Anexo 4).
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Extraccion y cuantificacion de metalotioninas (MT)

Al homogenizado destinado para la extraccion de MT se le agregd 2-mercaptoetanol 10 mmol/I al
buffer fosfato, estos fueron saturados con una solucién de CdCl, de 0,5 ppm (0,2 mi/ml) durante 30 min
a temperatura ambiente (Lacorn et al., 2001), y fueron centrifugadas a 15 000 x g a 4°C, 1 h 30 min. Las
concentraciones de cadmio determinadas a todas las fracciones obtenidas se hizo por espectrofotometria
de absorcidon atomica, utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer, modelo 3110, con llama aire
acetileno y corrector de fondo de deuterio, a las respectivas longitudes de onda y slit (228,8 nm y 0,7
nm). Las concentraciones de MT en las fracciones fueron cuantificadas asumiendo para el calculo que 7
atomos de Cd son ligados a la MT con una masa molar aparente de 12 000 g/mol, el volumen obtenido
después de la centrifugacion (VDC), y el volumen transferido a la espectrofotometria de absorcion
atémica (VTC). Los niveles de MT son expresados en base a las proteinas del extracto crudo antes de la

saturacion, determinadas por el método de Bradford. Las concentraciones fueron calculadas como:

o X Mmt X DC
Mcg X VTC X 7p

MT (ug/ mg p.t.)=

donde:

a: representa la concentracion de cadmio (pg/l).

Mwmt: masa molar de MT 12 000 g/mol.

Mcq: masa molar de Cd 112,4 g/mol.

7: nimero de dtomos de Cd limitados a Mt.

p: concentracion de proteinas del extracto crudo (Lacorn et al., 2001)

Determinacion de la concentracion de malonaldehido (MDA)

Este es un método sensible y reproducible utilizado como indicador de la PL. EIl principio de este

ensayo fue medir la produccion de uno de los principales productos de la peroxidacion de lipidos, el
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malonaldehido (MDA). La descomposicion de los hidroperoxidos genera MDA, el cual puede
reaccionar con TBA para formar un complejo TBA-MDA-TBA que tiene un pico de absorbancia a 532-
535 nm. Este complejo también tiene un maximo de excitacién fluorescente a 532 nm y un maximo de

emisién fluorescente a 553 nm (Livingstone et al., 1990).

La reaccién del TBA con MDA ocurre a pH acidicos (1,5-3,0), y esta influenciada por la presencia
de &cidos en la solucion (HCI, acido percldrico, acido fosférico y otros), y posiblemente también por la
fuerza ionica. La oxidacion de ADN, nucle6tidos, azlcares y varios aminoécidos también genera MDA

como producto.

La técnica constd de colocar en tubos eppendorf de 1,5 ml, 250 pl del homogenizado de retinas de
ratas bajo las distintas condiciones experimentales, siendo estos y la curva patron (20 mmol/l) incubados
en bafio de agua a 37°C con agitacion constante durante 15 min, al terminar el tiempo los mismos fueron
retirados del bafio de agua y se colocaron en un bafio de hielo, adicionando en cada tubo 250 pl de
solucion de parada frio (12,5 g de &cido tricloroacético (TCA), 100 ml de agua destilada y 6,61 ml de
HCI 1,0 mol/l) para detener la reaccion, luego a cada tubo se le afiadié 500 ul de solucion de &cido
tiobarbiturico (TBA) al 1% (1 g TBA y 100 ml de agua destilada), se agitaron los tubos y se procedio a
colocarlos en bafio de agua a 90°C, con agitacion constante, por 10 min; posteriormente fueron retirados
del bafio de agua y colocados nuevamente en bafio de hielo por unos minutos para ser enfriados y luego
ser centrifugados a 1 500 x g por 10 min a 4°C; el sobrenadante se transfirio a la celda del
espectrofotometro (heyos) con ayuda de una pipeta pasteur y se leyd a una longitud de onda de 532 nm.
Se determind la concentracion de proteinas totales en el sobrenadante y la concentracion de

lipoperoxidos se expresé en pg de MDA por mg de proteina (Anexo 5).

Electroforesis en gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Fraccion proteica citosélica

Para esta fase se tomaron 75 pl del homogenizado de retina de ratas bajo las distintas condiciones

experimentales a los 60 dias del bioensayo y se les afadido 25 pl de buffer muestra (buffer
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hidroximetilmetilamina (Tris-HCI) 0,5 mol/l a pH 6,8, glicerol, solucion dodecilsulfato sodico (SDS) al
10%, 2-b-mercaptoetanol, azul bromofenol al 0,05% y agua destilada), mezclandose y calentando por

cinco minutos a bafio de maria; posteriormente se refrigeraron hasta la posterior corrida electroforética.

Fraccién proteica de membrana

Se tomo el precipitado del homogenizado de retina de ratas bajo las distintas condiciones
experimentales a los 60 dias de tratamiento y se lavo dos veces con 200 ul de buffer fosfato salino a pH
8,6 y se centrifugd a 3 000 x g por 10 min. Al precipitado se le agreg6 100 pl de buffer lisis tritdn X-100

al 0,15% y se incubd en hielo por 30 min.

Las diferencias en el contenido de proteinas de la fraccién citosolica y de membrana del tejido
retiniano, se hizo a partir de geles SDS-PAGE 15%, tris 0,375 mol/l a pH 8,8 los cuales para su
preparacion se realizo una mezcla de 3,5 ml de agua destilada, 2,5 ml buffer Tris-HCI a 1,5 mol/l a pH
8,8, 100 pul de solucion SDS al 10% (a temperatura ambiente), 4 ml de acrilamida/Bis (30%) (llevado a
temperatura ambiente >15 minutos), 50 pl de persulfato de amonio al 10% (fresco diariamente) y 10 pul
de N,N,N",N’- tetrametiletilendiamina (TEMED), mezclandose y afiadidos inmediatamente a los
moldes, al transcurrir 6 min en la parte superior se les agrego suficiente agua con sumo cuidado para
nivelar los bordes. Al gelificar se retiro el agua y se le agregé una mezcla de gel 5%, Tris a 0,125 mol/l a
pH 6,8 que contenia 3,05 ml de agua destilada, 1,25 ml de buffer Tris-HCI 0,5 mol/l a pH 6.8, 50 ul de
SDS al 10%, 800 pl de acrilamida/bis (30%) (temperatura ambiente por 15 min), 25 ul de persulfato de
amonio al 10% (fresco diariamente) y 10 ul de TEMED, inmediatamente se introdujeron en el molde los
peines, evitando dejar burbujas de aire y se dejo gelificar, luego se retiraron los peines y se le agregd

agua guardandose en la nevera hasta su posterior corrida.

Para la corrida electroforética, en el primer bolsillo (de izquierda a derecha) se agreg6 5 ul del
marcador de bajo peso molecular, y en los demas se agregaron 30 pl de la muestra ya preparada de cada
una de las condiciones experimentales con el mismo contenido de proteinas (32,4 ng de proteinas); se
prepard la cdmara con buffer de corrida a una dilucién de 1:5. Se inicié la corrida con una energia de

aproximadamente de 60 V hasta que las muestras se empacaran (aproximadamente 10 min) y luego se
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aumento a 120 V. El tiempo usual de corrida fue de 45 min aproximadamente. Utilizando como
marcador molecular a Rad- 161-0305U: fosforilasa 103 000, albdmina de suero de bovino 77 000,
ovoalbumina 50 000, anhidrasa carbonica 34 300, inhibidor de tripsina de grano de soya 28 800 y
lisozima 20 700.

El revelado de las corridas se realizaron por coloracion de plata y esta consto de varios pasos:

Primero: se colocé el gel de poliacrilamida en un envase plastico y se cubrié de 3 a 5 veces el
volumen del gel con solucion fijadora que no es mas que una mezcla de metanol 50% (V/V), &cido
acetico 10% (V/V) y agua 40%; y se agitd lentamente por 30 min en un agitador orbital.

Segundo: se saco de la solucidn fijadora y se cubrio el gel 5 veces el volumen con solucion de
destefiimiento (acido acético al 7% (V/V), metanol 5% (V/V) y agua 88%) por 60 min y se agitd

lentamente.

Tercero: se sacO de la solucion de destefiimiento. Se le agreg6 5 veces el volumen de

glutaraldehido al 10% vy se agit6 lentamente por 30 min en la campana.

Cuarto: se retird de la solucion de glutaraldehido. El gel se lavd mas de cuatro veces con agua con

mas de 30 min c/u. Se agito lentamente.

Quinto: se sacd del agua. Se equilibro el gel cubriéndolo con solucion de nitrato de plata
amoniacal (3,5 ml de amoniaco (NH4OH) al 30% en 42 ml de hidréxido de sodio al 0,36% Yy llevado a
un volumen de 200 ml con agua, se titulo lentamente con 8 ml de nitrato de plata al 19,4%) por 15 miny

se agito vigorosamente.

Sexto: se transfirio el gel a otro envase de plastico y se lavo 5 veces con agua desionizada,

exactamente por 1 min c/u, se agito lentamente.

Séptimo: se diluy6 25 ml de la solucion de desarrollo (0,5 g de citrato de sodio (0,5% m/V), 0,5 ml
de solucién de formaldehido al 37% y 100 ml de agua) con 500 ml de agua. Se transfirid el gel a otro
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envase plastico, se le afiadid suficiente solucion de desarrollo hasta cubrir el gel, y se agito bien hasta
que las bandas obtuvieran la intensidad deseada. El gel se guard6 en acido acetico al 7% (Bollag y
Edelstein, 2000).

Por ultimo los geles fueron fotografiados con una cadmara digital Lumix modelo DMC FZ30.

Analisis estadisticos

Las variables medidas se sometieron a un andlisis de Kruskal Wallis (K.W.), a un nivel de
confianza de 95%, a fin de determinar si existen diferencias significativas entre las medianas segun los
tratamientos propuestos, ya que los datos no eran homogéneos. En los casos donde se encontrd
diferencias significativas se realizd la prueba a posteriori de rangos mdultiples, para ver el
comportamiento y diferencias de los grupos experimentales, mediante la comparacion mdultiple de

medias.

Se realiz6 un anélisis de K.W. de una via en cada tiempo, debido a que las varianzas resultaron no

ser homogéneas durante toda la experiencia.

Los datos fueron expresados en figuras de caja y bigote (Anexo 6).
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RESULTADOS

Niveles de glucemia en ratas diabéticas tratadas con el extracto acuoso de Phyllanthus niruri

En la figura 1A y apéndice 1A se observa que existen diferencias estadisticamente muy
significativas (KW: 18,26; p<0,01) entre el grupo control quien presentd los niveles glucémicos mas
bajos (119,00 + 7,56 mg/dl) y el resto de los grupos; entre las ratas diabéticas sin tratamiento las cuales
tenian los niveles de glucosa mas alto (184,17 = 7,83 mg/dl) con el resto de las condiciones
experimentales, y entre el grupo diabético tratado con el extracto de P. niruri (139,17 £ 11,23 mg/dl)
con el grupo control y el diabético sin tratamiento. A los 30 dias del bioensayo las ratas diabéticas sin
tratamiento presentaron los niveles glucémicos mas elevados (257,83 + 39,18 mg/dl) existiendo
diferencias altamente significativas (KW: 21,16; p<0,001) con el resto de los grupos. También se pudo
observar que el extracto acuoso de la planta para este tiempo no ejercié efecto hipoglucemiante ni en el
grupo normal (142,00 + 10,58 mg/dl) ni en el diabético (168,67 + 32,35 mg/dl) teniendo el grupo control
niveles mas bajos (114,17 + 7,78 mg/dl) (figura 1B, apéndice 1B).

A partir de los 45 dias, el extracto acuoso de la planta comenz6 a bajar los niveles glucémicos
comparables con el grupo control (133,00 £ 32,40 mg/dl), tanto en las ratas normales con 125,18 +
18,32 mg/dl como en las ratas diabéticas con 151,33 £ 19,87 mg/dl; mientras que el grupo diabético al
que se le suministro insulina tendié a elevar su nivel glucémico (173,50 + 10,21 mg/dl) por encima del
grupo control. Las ratas diabéticas sin tratamiento mantuvieron los niveles de glucosa elevados (210,00
+ 27,80 mg/dl) teniendo diferencias con el resto de los grupos aungue en menor proporcion que el
muestreo anterior (KW: 21,44; p<0,001) (figura 1C, apéndice 1C).
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Figura 1. Niveles de glucemia final (mg/dl) en ratas diabéticas tratadas con el extracto acuoso de
Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 18,26, p<0,01; B: 30 dias, KW: 21,16, p<0,001; C:
45 dias, KW: 21,44, p<0,001; D: 60 dias, KW: 19,22, p<0,001; KW: analisis de Kruskall-Wallis, NA:
normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI. diabetes +
insulina.
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Al final del experimento, a los 60 dias se encontro una diferencia altamente significativa entre los
grupos con un KW: 19,22; p<0,001; las ratas diabéticas sin tratamiento mantuvieron los niveles de
glucosa sanguinea mas elevada (173,00 mg/dl + 40,88) que el resto de los grupos, el grupo diabético
tratado con insulina mantuvo el comportamiento de incremento de los niveles glucémicos (175,17 +
19,60 mg/dl) ain mas altos que los organismos sin tratamiento. El extracto acuoso de P. niruri mantuvo
el efecto hipoglucemico en los dos grupos tratados con el mismo (NE: 119,00 + 6,60 mg/dl; DE: 132,83
+ 21,01 mg/dl), comparéndose estos valores con los del grupo control que estuvieron en 123,00 £ 15,45
mg/dl no existiendo diferencias entre ellos (figura 1D, apéndice 1D).

Determinacion de la actividad de superdxido dismutasa (SOD) en la retina de ratas diabéticas

tratadas con el extracto acuoso de P. niruri

En la figura 2, se observa la actividad de SOD en U/mg de proteinas de los homogenizados de
retina de ratas bajo las distintas condiciones experimentales, a los 15 dias no se encontrd diferencias
significativas (KW: 8,33; p>0,05) con una actividad de la enzima entre 0,04-1,09 U/mg de proteinas; en
las ratas tratadas con insulina esta enzima estuvo casi inhibida (0,16 + 0,22 U/mg de proteinas), aun por
debajo de las ratas diabéticas controles (0,19 + 0,19 U/mg de proteinas), observando un ligero
incremento en las diabéticas tratadas con el extracto (0,49 + 0,17 U/mg de proteinas) casi igualando al

grupo normal control (0,52 + 0,53 U/mg de proteinas) (figura 2A, apéndice 2A).

A los 30 dias del bioensayo hubo diferencias estadisticamente significativas (KW: 10,39; p<0,05)
formandose dos grupos después de la prueba a posteriori, encontrandose diferencias significativas entre
el grupo normal control (0,41 = 0,31 U/mg de proteinas) con los grupos: normal con el extracto de P.
niruri (2,49 = 1,82 U/mg de proteinas) y diabético con insulina (2,66 £ 1,63 U/mg de proteinas),

presentando estos ultimos mayor actividad de SOD (figura 2B, apéndice 2B).
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Figura 2. Actividad de SOD (U/mg de proteinas) en retinas de ratas diabéticas tratadas con el extracto
acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 8,33, p>0,05; B: 30 dias, KW: 10,39, p<0,05; C: 45
dias, KW: 6,78, p>0,05; D: 60 dias, KW: 16,53, p<0,01; KW: analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal + agua, NE: normal +
extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
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En la figura 2C (apéndice 2C) se observa que la actividad de la enzima aument6 en todos los
grupos, pero no se encontrd diferencia estadisticamente significativa (KW: 6,78; p>0,05) el grupo
diabético tratado con insulina fue el que presentdé mayor actividad enzimatica (5,81 + 1,12 U/mg de
proteinas) a los 45 dias del experimento. Luego a los 60 dias del bioensayo (figura 2D, apéndice 2D) se
encontré una diferencia muy significativa (KW: 16,53; p<0,01), entre el grupo de ratas tratadas con
insulina, siendo este el que presentd mayor actividad de SOD (11,00 + 2,47 U/mg de proteinas), con el

resto de las condiciones experimentales.

Actividad de la enzima catalasa (CAT) en la retina de ratas diabéticas tratadas con el extracto

acuoso de P. niruri

En los primeros 15 dias de bioensayo no se encontrd diferencias significativas (KW: 6,06; p>0,05)
entre las medianas de cada uno de los grupos experimentales (figura 3A , apéndice 3A); en el segundo
muestreo hubo diferencias significativas (KW: 9,72; p<0,05) entre el grupo diabético tratado con
insulina (2,93 £ 2,10 U/mg de proteinas) y el resto de las condiciones experimentales (figura 3B,
apéndice 3B); a partir de los 45 dias se observd diferencias estadisticas altamente significativas (KW:
18,85; p<0,001), entre el grupo normal control (1,52 + 0,81 U/mg de proteinas) con los grupos
diabéticos (DA: 11,15 * 0,39 U/mg de proteinas, DE: 0,32 + 0,41 U/mg de proteinas, DI: 0,46 + 0,36
U/mg de proteinas), entre las ratas diabéticas controles, quienes mostraron la actividad de CAT maés alta

(11,15 + 0,39 U/mg de proteinas) con el resto de los grupos experimentales (figura 3C, apéndice 3C).

A los 60 dias, también se encontrd diferencias altamente significativas (KW: 19,86; p<0,001)
entre el grupo diabético sin tratamiento (11,21 + 0,35 U/mg de proteinas) con el resto de los grupos,
quien mantuvo elevado la actividad de CAT respecto a los demas, entre los grupos: normal control (0,89
+ 0,46 U/mg de proteinas) y diabetes con insulina (0,79 + 0,87 U/mg de proteinas) con los demés

grupos y entre los
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Figura 3. Actividad de CAT (U/mg de proteinas) en retinas de ratas diabéticas tratadas con el extracto
acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 6,06; p>0,05; B: 30 dias, KW: 9,72; p<0,05; C: 45 dias,
KW: 18,85; p<0,001; D: 60 dias, KW: 19,86; p<0,001; KW: analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal + agua, NE: normal +
extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
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grupos tratados con el extracto tanto normal como diabético con los grupos: normal control, diabetes sin

tratamiento y diabetes con insulina (figura 3D, apéndice 3D).

Concentracion de glutation reducido (GSH) en el tejido retiniano de ratas diabéticas tratadas con

el extracto acuoso de P. niruri

A los 15 dias de tratamiento no hubo diferencias estadisticamente significativas (KW: 9,00;
p>0,05) (figura 4A, apéndice 4A). Luego a los 30 dias de bioensayo (figura 4B, apéndice 4B), se
observo la formacion de dos grupos producto de la prueba a posteriori, encontrandose diferencias muy
significativas (KW: 14,13; p<0,01), entre el grupo diabético con insulina (0,40 £ 0,23 nmol/mg de
proteinas) teniendo la concentracion de GSH mas alta en la retina con el resto de los grupos
experimentales. La concentracion de GSH incrementd en todas las condiciones experimentales a los 45
dias de experimentacion y presentaron diferencias significativas (KW: 9,86; p<0,05), entre las ratas
controles (0,58 = 0,41 nmol/mg de proteinas) y las diabéticas tratadas con insulina (0,86 = 0,06 nmol/mg

de proteinas) (figura 4C, apéndice 4C).

A los 60 dias de experimentacion se encontro diferencias altamente significativas (KW: 20,82;
p<0,001), entre los grupos: normal agua (0,88 £+ 0,10 nmol/mg de proteinas), diabetes con extracto (0,85
+ 0,22 nmol/mg de proteinas) y diabetes tratado con insulina (0,98 + 0,07 nmol/mg de proteinas) con el
resto de los grupos (figura 4D, apéndice 4D). Ademas el grupo de ratas al cual se le suministrd la
insulina obtuvo la mayor concentracién de GSH (0,98 + 0,07 nmol/mg de proteinas) y se pudo observar
en esta ultima figura que el extracto acuoso de P niruri ejercidé accion antioxidante para dicha
biomolécula incrementando su concentracion e igualandose a los pardmetros normales, contrario a lo

ocurrido en las ratas diabéticas sin tratamiento.
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Figura 4. Concentracion de GSH (nmol/mg de proteinas) en retinas de ratas diabéticas tratadas con el
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 9,00, p>0,05; B: 30 dias, KW: 14,13, p<0,01;
C: 45 dias, KW: 9,86, p<0,05; D: 60 dias, KW: 20,82, p<0,001; KW: andlisis de Kruskall-Wallis, NA: normal + agua, NE:
normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
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En la figura 5A (apéndice 5A) se muestra el contenido de MT en el tejido retiniano de los distintos
grupos experimentales a los 15 dias, los cuales presentaron diferencias estadisticamente significativas
(KW: 10,21; p<0,05) entre el grupo normal tratado con el extracto (0,11 + 0,01 ng/mg de proteinas) y
los diabéticos, y entre los diabéticos tratados tanto con el extracto (0,10 + 0,01 ng/mg de proteinas)
como con insulina (0,10 + 0,01 ng/mg de proteinas) con los grupos normales. Sin embargo, a los 30 dias
del bioensayo se encontré diferencias estadisticamente significativas (KW: 11,43; p<0,05) entre las ratas
diabéticas sin tratamiento (0,10 £ 0,01 ng/mg de proteinas) y los grupos diabéticos tratados (DE: 0,13 +
0,01 ng/mg de proteinas; DI: 0,13 £ 0,02 ng/mg de proteinas) y el control (0,12 + 0,02 ng/mg de
proteinas), ademas se observa en la figura 5B y apendice 5B que los grupos diabéticos tratados

presentaron la concentracion de MT un poco mas elevada que el grupo normal.

A los 45 dias hubo diferencias significativas (KW: 10,86; p<0,05), formandose dos grupos a partir
de la prueba a posteriori aplicada, y las diferencias estuvieron entre el grupo control (0,08 = 0,01 ng/mg
de proteinas) con los grupos diabético control (0,10 £ 0,01 ng/mg de proteinas) y diabético tratado con
insulina siendo este ultimo el que present6 el mayor contenido de MT (0,11 £ 0,01 ng/mg de proteinas)
y a los 60 dias del experimento no se encontrd diferencias estadisticamente significativas (KW: 9,33;
p>0,05) (figura 5C y D, apéndice 5C y D). El efecto del extracto acuoso de la planta para estos tiempos

no tuvo mayor repercusion sobre la estimulacion en la produccion de MT.
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Figura 5. Concentracion de MT (ng/mg de proteinas) en retinas de ratas diabéticas tratadas con el
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 10,21, p<0,05; B: 30 dias, KW: 11,43,
p<0,05; C: 45 dias, KW: 10,86, p<0,05; D: 60 dias, KW: 9,33, p>0,05; KW: analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal + agua,
NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
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Se puede observar en la figura 6, que solo a los primeros 30 dias de la experiencia se encontro
diferencias significativas (KW: 18,24; p<0,05) entre las ratas controles (0,48 + 0,12 ug de MDA/mg de
proteinas) y los grupos de ratas diabéticas (DA: 0,32 + 0,04 ug de MDA/mg de proteinas; DE: 0,21 +
0,08 ug de MDA/mg de proteinas y DI: 0,16 + 0,11 ug de MDA/mg de proteinas) (figura 6A, apéndice
6A) y a los 30 dias con un KW: 12,17; p<0,05, existiendo diferencias entre el grupo diabético sin
tratamiento (0,15 = 0,08 ug de MDA/mg de proteinas) con el resto de los grupos. A pesar de que a partir
de los 45 dias no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones experimentales
(figura 6C y D, apéndice 6C y D); hay que resaltar que a los 60 dias en el grupo diabético tratado con
insulina hubo mayor produccion de MDA (0,37 pg/mg de proteinas) en el tejido retiniano (figura 6D,

apéndice 6D).

Contenido de proteinas en la fraccion citosolica y de membrana del tejido retiniano de ratas

diabéticas tratadas con el extracto acuoso de P. niruri

Los geles electroforéticos a los 60 dias de bioensayo mostraron que la banda con peso molecular
més bajo de 77 kDa () en la fraccién citosolica de los grupos diabéticos se expresd con mayor
intensidad que en los grupos normales, siguiendo en orden descendente, el par de bandas seguidas a la
anterior pero mayor de 50 kDa (*) también se mostraron con mayor intensidad que las presentes en los
grupos de ratas normales. La banda del grupo control marcada con A menor a los 50 kDa se observé

difusamente, contrario a lo observado en el resto de los grupos (figura 7A).

A nivel de los 34,3 kDa en los grupos tratados con el extracto, tanto normal como diabético la
banda superior de este par se presentd poco visible en el grupo normal y en el diabético parcialmente
degradada (o); la banda seguida de la anterior y un poco mas

Figura 6. Concentracion de MDA (ug/mg de proteinas) en retinas de ratas diabéticas tratadas con el

extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: A: 15 dias, KW: 18,24, p<0,05; B: 30 dias, KW: 12,17,
p<0,05; C: 45 dias, KW: 5,51; p>0,05; D: 60 dias, KW: 8,40, p>0,05; KW: andlisis de Kruskall-Wallis, NA: normal + agua,
NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
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pesada de 28,8 kDa del grupo normal tratado con el extracto acuoso de P. niruri (0) se observé muy
difusa respecto a la del resto de las condiciones experimentales que se expresaron claramente y por
altimo en los grupos normal tratado con el extracto y en el diabético sin tratamiento entre los 28,8 kDa y
20,7 kDa se expreso6 intensamente la presencia de una banda (+) que con dificultad se aprecié en el resto

de los grupos (figura 7A).

En la fraccion de membrana del tejido retiniano las bandas proteinicas en general no se revelaron
muy claramente aunque a nivel de los 34,3 kDa se observo que el par de bandas correspondientes al
grupo control (o) no se reflejaron con tanta intensidad como en el resto de las condiciones

experimentales (figura 7B).
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Figura 7. Geles SDS-PAGE 15% a los 60 dias de experimentacion en las retinas de ratas diabéticas

tratadas con el extracto acuoso de Phyllanthus niruri. A: proteinas citosolicas y B: proteinas de membrana. M:
marcador, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI: diabetes + insulina.
{: banda entre 50-77 KDa, *: par de bandas entre 50-77 KDa, A: banda entre 34,3-50 KDa, o: par de bandas de 34,3 KDa, :

banda entre 28,8-34,3 KDa y +: banda entre 20,7-28,8 KDa.
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DISCUSION

En la presente investigacion se evidenciaron variaciones significativas en las enzimas SOD, y
CAT, ademas los niveles de GSH, metalotioninas y malonaldehido fueron afectados en el tejido
retiniano existiendo alteracion del metabolismo oxidativo como consecuencia de la condicion diabética
y su tratamiento con el extracto de la planta P. niruri e insulina, sugiriendo posiblemente mecanismos

metabolicos adaptativos, relacionados con alteraciones del metabolismo oxidativo.

A lo largo de los 60 dias del bioensayo se evidencio que las ratas diabéticas sin tratamiento
presentaron niveles promedio de 200 mg/dl de glucemia, valores que corresponden a los sefialados por
American Diabetes Association Expert Committe (1997), (citado por Harris 2000) y por Pari y Latha
(2004) como valores clinicos de una condicion diabética. No obstante, una ligera disminucion ocurrié a
los 60 dias; todavia muy superior al observado en ratas normales sin tratamiento (figura 1D, apéndice
1D).

Las observaciones anteriormente mencionadas, probablemente estén relacionadas con la reversion
de la condicion diabética pues se ha demostrado que el aloxan un derivado de la pirimidina, reactivo
utilizado para la induccion de biomodelos diabéticos puede no ser lo suficientemente eficiente para
causar el dafio total de las células B del pancreas, por su inestabilidad quimica, metabolismo rapido de
algunos factores, tales como dieta y edad, que tornan casi imposible una relacién clara entre las dosis de
aloxan y su concentracion efectiva al pancreas, aunque en trabajos de hasta dos semanas de duracion se
han mantenido los niveles altos de glucosa sanguinea (Marles y Farnsworth, 1995 (citado por Negri,
2005); y Viana et al., 2004).

Por otro lado, las ratas diabéticas tratadas con insulina mostraron un patron de incremento de los
niveles glucémicos desde el inicio del experimento, ain cuando en promedio no pasan de 200 mg/dl
(figura 1), lo que plantea que estos organismos pudieron presentar insensibilizacion a la insulina
acarreando alteraciones en el metabolismo de azucares, lipidos, proteinas e iones a causa de
anormalidades en la transcripcion génica, la regulacion de enzimas, el transporte y la transposicion

proteinica, lo cual incrementa el estrés oxidativo en el organismo (Caro y Stramm, 2000).
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La posibilidad de que ocurra la evolucion de una diabetes tipo 1 a una de tipo 2, de acuerdo a
Harris (2000) la considera entre uno de los grupos atipicos de esta enfermedad, no obstante aln cuando
la causa de la diabetes tipo 2 no se conoce, tiene una base genética importante por su patron familiar
frecuente; sin embargo, en este ensayo el método de induccion de la enfermedad por via intraperitoneal
bien podria influenciar en el comportamiento de la enfermedad, ya que por esta via no necesariamente se
dafian en su totalidad las células B-pancreéticas al no entrar el aloxan directamente al torrente sanguineo

y de esta manera con el tiempo se expresa una diabetes de tipo 2.

De acuerdo al incremento significativo observado en los niveles de glucemia en las ratas
diabéticas tratadas con insulina a los 60 dias de tratamiento se puede asumir que el alto nivel de azucar
posiblemente esté induciendo en la retina el aumento de la SOD para contrarrestar los dafios oxidativos
causados por la hiperglucemia. Por otro lado, cuando las ratas diabéticas son tratadas con el extracto
acuoso de P. niruri para este mismo periodo, se pudo evidenciar una disminucion de los niveles de
glicemia por dicho extracto, lo cual corresponde con el decrecimiento significativo en la actividad de
SOD, sugiriendo el efecto hipoglucémico del extracto acuoso (figura 1D y 2D).

En este mismo orden de ideas, las alteraciones metabolicas causadas por la condicion de diabetes
se encuentra acompafada de un desbalance en la respuesta antioxidante, la enzima SOD que tiene como
funcion barrer los grupos superoxidos se encuentra afectada principalmente durante los 60 dias de
tratamiento, particularmente cuando las ratas diabéticas son tratadas con la insulina, donde la actividad
de esta enzima se incrementa (figura 2D). Por otro lado el aumento en la actividad de la SOD estuvo
acompafiada por un incremento de los niveles de GSH durante este mismo periodo (figura 4D); asi
mismo en este grupo particular se produce la mayor concentracion de MDA al final del bioensayo
(figura 6D), demostrando que la posible resistencia a la dosis de insulina suministrada esta acarreando

una produccion extra de ROS que induce la respuesta antioxidante de los organismos.

Se sabe que la enzima SOD actia como la mayor defensa contra los efectos citotdxicos de los
radicales superoxidos y protege efectivamente al tejido retinal contra la oxidacion del radical libre de
fosfolipidos de membrana (Kowluru et al., 1997). En la actividad de SOD no se observé variacion

alguna entre los distintos grupos a lo largo del bioensayo, salvo por el incremento de su actividad por los
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grupos diabéticos tratados con insulina a los 60 dias y con el extracto de P. niruri al final del ensayo
(figura 2D), atribuyéndole una posible actividad antioxidante del extracto de la planta, en este caso a
nivel de las enzimas SOD y CAT, y en la molécula de GSH, comparandose esta cualidad a los resultados
obtenidos por Harish y Shivanandappa (2006) al comprobar la actividad antioxidante del extracto de P.
niruri al incrementar la actividad de las enzimas glutamato-piruvato transaminasa y glutamato
oxaloacetato transaminasa; aunque no es posible explicar si el efecto es directo 0 como consecuencia de
su actividad hipoglucémica que impide que los elevados niveles de glucosa causen alteraciones a nivel

del tejido retiniano.

Asi mismo los organismos diabéticos tratados con el extracto acuoso de la planta superaron la
actividad de SOD respecto a las ratas diabéticas sin tratamiento (figura 2C y D), concordando esto con
estudios realizados por Kowluru et al. (1999), quienes utilizando una mezcla de antioxidantes como el
acido ascorbico, trolox, P-caroteno entre otros en retina y cortes de cerebro de ratas obtuvieron el
incremento de SOD, y Mazunder et al. (2005) que trabajaron con el extracto metanolico de P. niruri en
tejidos como el cerebro, corazdn, higado y rifion, encontraron que todos estos incrementaron la actividad
de dicha enzima con los tratamientos aplicados.

El grupo diabético sin tratamiento, en general tuvo un comportamiento normal en la actividad de
SOD a lo largo del experimento (figura 2), sugiriendo que la fuente principal de produccion del radical
superdxido por efecto de la hiperglucemia no esta en el citosol, pudiendo estar en la mitocondria; siendo
estos resultados semejantes a los obtenidos por Sasvari y Nyakas (2003) al encontrar en sangre de
grupos diabéticos, que dicha enzima disminuyd poco los primeros siete dias del experimento y que los
niveles de SOD se igualaron al de los organismos normales a partir de la décima semana hasta los 8,5

meses que durd el experimento.

El comportamiento de SOD en las ratas diabéticas sin tratamiento, concuerda con los datos
obtenidos por otros autores en homogenizados de retinas, los cuales encontraron que la actividad de la
enzima disminuye en los organismos enfermos conforme pasa el tiempo, atribuyéndole la disminucion
de la enzima en organismos diabéticos al exceso de las ROS presentes, producto de la hiperglucemia
(Kowluru et al., 1997 y 1999; y Kowluru et al., 2006)
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De acuerdo a Brownlee (2005), la mitocondria es el organelo celular donde se produce la mayor
cantidad del radical superoxido por efecto de la hiperglucemia que luego es barrido por la isoforma
mitocondrial de SOD, lo que produce mayor cantidad de peréxido de hidrégeno; que va a ser barrido por
la glutation peroxidasa en la mitocondria y/o por la CAT en el citosol (Evans et al., 2002 y Mazunder et
al., 2005). Por lo tanto, en este trabajo se puede explicar el incremento significativo de la CAT en las
ratas diabéticas sin tratamiento a partir de los 45 dias, por la declinacion parcial o completa de la accion
de la glutation peroxidasa sobre el H,O, (Kowluru et al., 1997), donde la CAT compensa
satisfactoriamente esta falta; notandose que dicho comportamiento no ocurre en los diabéticos tratados
(figura 3C y D).

A partir de los 60 dias se observa que el extracto acuoso de P. niruri potencid la actividad de la
CAT en el tejido retiniano tanto en los organismos normales como en los diabéticos (figura 3D),
relacionandose estos resultados a los datos obtenidos por Kowluru et al. (1999), quienes al suministrarle
a los organismos una mezcla de antioxidantes (acido ascorbico, trolox, [B-caroteno, entre otros)
encontraron que la actividad de la CAT es aumentada y por esta razon le atribuyeron propiedades
antioxidantes; contrario a esto Kowluru et al. (1997) no encontraron un efecto significativo de

tratamientos con antioxidantes (Vitaminas C y E) sobre la CAT en la retina de ratas diabéticas.

El comportamiento casi invariable de la SOD vy el incremento de CAT en los organismos
diabéticos sin tratamiento puede ser atribuido a la induccion bien conocida de catalasa y reduccion de la

actividad de SOD por estrés oxidativo y principalmente por el H,O, (S6zmen et al., 2001).

El GSH es el mejor antioxidante enddgeno, el cual contrarresta los dafios mediados por los
radicales libres. Es bien conocido que el GSH esta involucrado en la proteccion de la estructura y
funcidn celular normal, manteniendo la homeostasis redox, eliminando los radicales libres y participando
en las reacciones de destoxificacion, asi como protege a los acidos grasos poliinsaturados de los
segmentos externos de los bastones contra la peroxidacion lipidica (Keys y Zimmerman, 1999 (citados
por Rojas et al., 2004) y Mazunder et al., 2005).

La disminucion significativa de GSH a los 60 dias del bioensayo en las ratas diabéticas sin

tratamiento comparado con el grupo control (figura 4D), sugiere que la funcion de este antioxidante
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enddgeno comienza a decaer para este tiempo por el constante aumento del estrés oxidativo debido a la
hiperglucemia presente en el organismo (figura 4D) (Evans et al., 2002; Pari y Latha, 2004; Mazunder et
al., 2005). Esta disminucion altamente significativa revela que la cadena transportadora de electrones
pudiera estar disminuida y es en este momento donde se activa la ruta del polyol, metabolizandose por la
aldosa reductasa el exceso de glucosa ocasionando la inhibicion de la produccion de GSH por la
competencia del cofactor NADPH, que ocurre en tejidos sensibles como la retina (Taylor y Agius, 1988;
Dagher et al., 2004; Brownlee, 2005).

Aunque otros estudios han demostrado que en organismos diabéticos la edad también es un factor
importante en el nivel del GSH, esto también podria estar influenciando en la disminucion de su

concentracion al final del ensayo (figura 4D) (Cai et al., 2000).

Shimizu et al. (1989) (citado por Taylor, 2003), destacaron el efecto inhibitorio en la aldosa
reductasa por el extracto de la planta P. niruri, sabiendo esto, se puede decir que en este estudio el
extracto acuoso de la planta para el Gltimo muestreo inhibid la accion de la aldosa reductasa en el grupo
de ratas diabéticas reflejandose en el incremento del GSH (figura 4D).

Se conoce por estudios de otros autores que la MT esta presente en casi todos los tejidos del
organismo, aun en el aparato ocular, cumpliendo funciones antioxidantes, barriendo radicales hidroxilos
y enlazando metales (Viarengo et al., 1997; Hidalgo et al., 2002; Lu et al., 2002). Hasta ahora la mayoria
de los estudios que se han realizado de metalotioninas en la retina han sido por pruebas
inmunohistologicas en las que se ha podido identificar que estas proteinas se encuentran abundantemente
en la capa de células ganglionares y mas débilmente por otras células en el remanente de la retina neural
(Lu et al., 2002).

Los resultados demuestran que las MT disminuyen significativamente en ratas diabéticas durante
los primeros 30 dias de ensayo, sin embargo, cuando son tratadas con el extracto y la insulina esta
disminucion fue revertida para este mismo periodo a valores similares al de las ratas normales (figura 5A
y B). Posiblemente en los primeros 30 dias de la condicion diabética la concentracion de MT pudiera
estar inhibida como consecuencia de una disminucion de la peroxidacion lipidica, que es sindbnimo de

menor concentracion de especies reactivas que dafien los lipidos, sin embargo, la enzima CAT

35



incrementd su actividad durante este periodo compensando posiblemente el H,O, formado por la

condicion diabética (figura 3A y B; figura 5A y B).

A partir de los 45 dias parece haber un efecto compensatorio que permitio el incremento de esta

biomolécula en diabéticos sin tratamiento, alcanzando un valor similar a las ratas diabéticas tratadas.

En la figura 5C y D se observé que la MT cumplié un papel protector en los grupos diabéticos,
sobre todo en el tratado con insulina a los 45 y 60 dias (figura 5C y D), como mecanismo compensatorio
a la declinacion de CAT e incremento de MDA; atribuyéndole a esto que los radicales libres producidos

por la resistencia a la insulina para este tiempo comienzan a alterar los parametros anteriores.

El grupo diabético tratado con insulina evidencia la asociacion del GSH con la MT (figura 4 y 5) al
observarse a lo largo del bioensayo que la relacion entre estas dos moléculas es directamente
proporcional, ya que se ha demostrado anteriormente que el disulfido de glutation libera zinc de la MT y
que esta coparticipa en los eventos sinapticos relacionados con zinc (Maret, 1994; Ebadi et al., 1995). Al
liberarse el zinc de la MT, esta esta en la capacidad de expresarse y barrer los radicales hidroxilos
cumpliendo asi su funcion antioxidante y protectora ante condiciones de estrés (Viarengo et al., 1997;
Hidalgo et al., 2002).

En otro orden de ideas, ain cuando Miranda et al. (2004) encontraron en su trabajo un incremento
de la lipoperoxidacion a los 7 dias en retinas de ratas diabéticas y lograron controlarla con tratamientos
de antioxidantes a los 7 dias; y Harish y Shivanandappa (2006) lograron disminuir el MDA a los 14 dias
con extractos de P. niruri en higado de ratas diabéticas, sin embargo, en este bioensayo a los 15 dias se
observd (figura 7A) que los organismos diabéticos tenian menor contenido de MDA, esto estuvo
asociado a un incremento significativo de la CAT, al barrer el exceso de H,O, del citosol producto
posiblemente del fallo de la enzima glutation peroxidasa en la mitocondria (Kowluru et al., 1997), lo
cual pone en manifiesto que probablemente esta enzima juega un papel crucial para barrer los H,O, y no
permite que este darie la retina.

Este comportamiento metabdlico podria explicar la disminucion de MT durante los primeros 30

dias, ya que posiblemente la presencia de radicales OH™ estén siendo controlados esencialmente por el
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desdoblamiento de H,O, por la CAT; por otro lado, tanto el extracto acuoso de la planta como la
insulina disminuyeron ain mas la produccion de MDA, aunque para los 30 dias en estos mismos grupos
la concentracion de MDA se vio incrementada asemejandose a los grupos normales, mientras que el
grupo diabético sin tratamiento mantuvo la menor produccion de MDA (figura 6A y B).

La lipoperoxidacion medida por la produccion de MDA en el tejido retiniano no se vio afectada a
partir de los 45 dias de experimentacion (figura 6C y D), datos que no concuerdan con los obtenidos por
otros autores en higado y cerebro, donde la concentracion de MDA incrementd en los organismos
diabéticos encontrandose diferencias significativas con los organismos normales (Pari y Latha, 2004;
Mazunder et al., 2005; Harish y Shivanandappa, 2006). De este comportamiento casi invariable se puede
decir que a partir de este momento los organismos diabéticos adoptan un mecanismo adaptativo o de
equilibrio, compensando de esta manera los altos niveles glucémicos, y que los primeros dias de la
induccidn del estado diabético son los mas importantes, porque es en ese preciso momento en el cual el

organismo debe buscar la respuesta adecuada ante el repentino aumento del estrés oxidativo.

Las evaluaciones en el contenido de proteinas de la fraccion citosolica a los 60 dias realizadas
demuestran ciertas alteraciones como son los casos de bandas entre 50-77 kDa, las condiciones
diabéticas expresaron con mayor intensidad las bandas a este nivel, posiblemente se deba al incremento
del estrés oxidativo en los organismos como producto de la hiperglucemia; sin embargo, el extracto
acuoso en los grupos tratados con el mismo, causé la falta total o parcial de la expresion de la banda
superior del par con 34,3 kDa y en el grupo normal al que se le suministré el extracto también se pudo
observar gque la banda proteica entre 28,8-34,3 kDa no se expreso claramente y a nivel de 20,7-28,8 kDa
este grupo reflejé con la misma intensidad una banda expresada en el grupo diabético sin tratamiento, lo
que sugiere que el consumo del extracto acuoso de P. niruri por parte de organismos normales causa

intracelularmente posibles efectos adversos (figura 7A).

Sin embargo, en el contenido de proteinas de la fraccion de membrana a los 60 dias del ensayo no
se observaron mayores diferencias entre las condiciones experimentales (figura 7B).

No obstante, dichas alteraciones solo sugieren que pudiera haber una alteracion en algunas

proteinas citoplasmaticas que podrian estar relacionadas con enzimas, factores proteicos u otras. Sin
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embargo estos resultados permiten solo decir que existen posibles cambios o alteraciones y no son
concluyentes para diagnosticar que los organismos diabéticos presentaban o no retinopatia y esto debe
ser evaluado con mas detalle en futuras investigaciones como es el estudio histoldgico; sin dejar a un
lado los parametros antioxidantes que si dejaron en claro, que en los grupos diabéticos controles ocurrié
una alteracion del metabolismo oxidativo y que de una manera u otra fue contrarrestada tanto con el

extracto de P. niruri como con la insulina.

Similar a lo anterior, Tezel et al. (2005) encontraron diferencias en el contenido de proteinas por la
hipertension de ratas con glaucoma empleando geles 2D coloreados con azul Coomassie después de

normalizar la reaccion anti-DNP, a las 12 semanas de bioensayo.

Se podria pensar que el extracto acuoso de la planta P. niruri incrementa el estrés oxidativo, asi
como la insulina que al presentarse la posible resistencia a la misma a partir de los 45 dias de tratamiento
esta tiende a alterar el metabolismo, incrementando las ROS y permitiendo la estimulacién en la sintesis
de las enzimas y moléculas antioxidantes, pero esta idea se descarté al observar que la produccion de
MDA en los organismos diabéticos tratados con dicho extracto se mantiene similar a los organismos
normales; presentando estos resultados analogia con los obtenidos por Harish y Shivanandappa (2006)

que extractos de esta misma planta no indujeron lipoperoxidacion en el higado de ratas.

En este trabajo de acuerdo a los parametros estudiados, se puede decir que el mecanismo de accion
del extracto acuoso de la planta P. niruri en primera instancia es hipoglucemico ya que a este le han
reportado componentes como alcaloides, flavonoides, entre otros que tienen dicho efecto (Mazunder et
al., 2005; y Negri, 2005), pero la accién antioxidante en este caso no se le puede atribuir al extracto,
porque como ya se dijo anteriormente a partir de los 30 dias de tratamiento no hay diferencias
significativas en el contenido de MDA entre el grupo diabético control y los diabéticos tratados, aunque
otros autores le han atribuido efecto antioxidante pero estos obtienen las diferencias en el MDA antes de
los 14 dias de experimentacion (Miranda et al., 2004; Mazunder et al., 2005; Harish y Shivanandappa,
2006).

Finalmente, como los niveles de estrés oxidativo pueden variar de tiempo en tiempo, bien sea en

organismos sanos o enfermos, los organismos son capaces de adaptarse a esas fluctuaciones, con la
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induccidn de sintesis de enzimas antioxidantes y enzimas barredoras/reparadoras de dafio (Pérez, 2000),
como es el caso del comportamiento de los niveles de la MT y de la enzima SOD y CAT que tienden a

aumentar a partir de los 45 dias de tratamiento, independientemente de la condicidn experimental.
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CONCLUSIONES

En los organismos diabéticos sin tratamiento, los niveles glucémicos fueron los mas elevados
durante todo el experimento ocasionando el incremento de la actividad de la enzima CAT y el fallo en la
funcién de GSH.

El extracto acuoso de Phyllanthus niruri ejercié efecto hipoglucémico en el grupo diabético,
estimulando de esta manera la actividad de las enzimas CAT y SOD asi como la concentracion de GSH

al final del experimento.
Sin embargo, en los organismos normales, el extracto de la planta ocasiond la disminucion en la
actividad de la enzima SOD, la concentracion de GSH y aumentd la actividad de la enzima CAT,

reflejandose a su vez, en la alteracion de las proteinas de la fraccion citosélica de la retina.

Los organismos diabéticos tratados con insulina a partir de los 45 dias incrementaron los niveles

glucémicos, de la enzima SOD, asi como, la concentracién de GSH, MT y del MDA.

La condicion diabética afecta la intensidad de expresion de las proteinas tanto en la fraccion

citosolica como de membrana del tejido retiniano
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RECOMENDACIONES

Con motivo de aclarar las dudas que deja el presente trabajo, se recomienda que a futuro se tome

en consideracion lo siguiente:

e Establecer el mismo disefio experimental pero comenzar el periodo de muestreo a partir de las 48
horas de la induccion de la diabetes, con motivo de elucidar el comportamiento de los parametros
antioxidantes al inicio de la enfermedad.

e Manteniendo el disefio experimental y extender el ensayo por méas de 3 meses con el objeto de dar
tiempo que los dafios en el tejido retiniano sean tangibles, tanto funcional como estructuralmente.

e Por medio de analisis, comprobar si ocurre dafio total de las células B del pancreas durante la
induccidn con la dosis de aloxan empleada.

e Realizar un seguimiento a lo largo de la experiencia de los niveles de insulina de los organismos

bajo las distintas condiciones experimentales.
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ANEXOS

Anexo 1: Produccion mitocondrial de superdxido activa las cuatro vias principales de dafio
hiperglucémico por inhibicién de GAPDH, extraido de Brownlee, 2005.
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Anexo 2. Estimulacion exdgenay enddgena que permite la generacion de las ROS y activacion de la

expresion génica estrés-sensitivo, extraido de Evans et al., 2002.
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Anexo 3. Curva patron de la enzima CAT, expresada en U/ml a una absorbancia de 520 nm.
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Anexo 4. Curva patron de GSH de 0,1 mmol/l, expresada en pg/ml de GSH a una absorbancia de 412

nm.
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Anexo 5. Curva patron de MDA de 20 mmol/l, expresada en pg/ml de MDA a una absorbancia de 532

nm.
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Anexo 6: Ejemplo de las graficas de caja y bigote.

49



12

B Puntos externos lejanos

B Puntos externos

Valor maximo

Cuartil superior

X Cuartil inferior

%_—x

Valor minimo

Muesca (95%)

50



APENDICES

51



Apéndice 1. Resumen estadistico de los niveles de glucemia en ratas diabéticas sometidas al extracto
acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar, CMR:
contraste multiple de rango, KW: andlisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias, D: 60
dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto, DI:
diabetes + insulina.

A

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NA 6 119,00 120,00 7,56 107,00 129,00 18,26 *x a
NE 6 126,00 128,50 13,58 102,00 141,00 ab
DI 6 135,33 128,50 23,22 115,00 176,00 ab
DE 6 139,17 138,50 11,23 128,00 156,00 b
DA 6 184,17 184,00 7,83 174,00 196,00 c

Total 30 140,83 129,00 26,52 102,00 196,00

p-valor = 0,0011

B

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NA 6 114,17 114,50 7,78 105,00 125,00 21,16  *** a
DI 6 145,33 135,00 49,02 89,00 236,00 ab
NE 6 142,00 139,50 10,59 129,00 156,00 b
DE 6 168,67 165,00 32,35 126,00 223,00 b
DA 6 257,83 261,50 39,18 201,00 301,00 c

Total 30 165,60 146,50 58,30 89,00 301,00

p-valor = 0,0002

C

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NA 6 133,00 122,00 32,40 94,00 177,00 21,44  *** a
NE 6 125,18 126,00 18,32 102,00 155,00 a
DE 6 151,33 152,50 19,87 129,00 175,00 ab
DI 6 173,50 176,50 10,21 156,00 185,00 bc
DA 6 210,00 195,00 27,80 786,00 255,00 c

Total 30 158,60 16550 37,80 94,00 255,00

p-valor = 0,0002

D

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NE 6 119,00 117,50 6,60 112,00 131,00 19,22  *** a
NA 6 123,00 120,00 15,45 102,00 145,00 a
DE 6 132,83 142,50 21,01 102,00 152,00 a
DA 6 173,00 151,50 40,88 139,00 232,00 b
DI 6 175,17 168,00 19,60 159,00 212,00 b

Total 30 14460 142,00 33,17 102,00 232,00

p-valor = 0,0007

Apéndice 2. Resumen estadistico de la actividad de SOD en retinas de ratas diabéticas sometidas al
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar,
CMR: contraste multiple de rango, KW: anélisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias,
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D: 60 dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto,
DI diabetes + insulina.

A

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.

Dl 5 0,16 0,05 0,22 0,04 0,55 8,33 NS

DA 6 0,19 0,14 0,19 0,04 0,56

NE 5 0,33 0,33 0,09 0,21 0,44

DE 6 0,49 0,57 0,17 0,15 0,59

NA 4 0,52 0,48 0,53 0,04 1,09

Total 26 0,33 0,24 0,28 0,04 1,09

p-valor = 0,080

B

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 0,41 0,33 0,31 0,14 0,88 10,39 * a
DE 6 1,34 1,44 0,60 0,46 2,09 ab
DA 6 1,71 1,15 1,54 0,31 3,86 ab
NE 6 2,49 2,84 1,82 0,20 4,65 b
Dl 6 2,66 2,75 1,63 0,88 4,39 b
Total 30 1,72 1,13 1,49 0,14 4,65

p-valor = 0,034

C

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.

DE 5 4,40 4,09 0,88 3,64 577 6,78 NS

NA 4 4,40 4,17 0,95 3,54 5,73

NE 6 4,65 4,74 0,63 3,89 5,61

DA 5 4,78 4,64 0,38 4,33 5,23

Dl 6 5,81 5,34 1,12 4,62 7,58

Total 26 4,86 4,73 0,95 3,54 7,58

p-valor = 0,15

D

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.

NE 6 3,78 3,81 0,19 3,45 4,00 16,53 ** a
NA 6 4,44 4,62 0,58 3,48 5,01 ab
DA 5 4,78 4,64 0,38 4,33 5,24 ab
DE 6 4,92 511 0,85 3,35 5,65 b
Dl 6 5,72 5,55 0,69 4,88 6,77 o
Total 29 4,73 4,70 0,85 3,35 6,77

p-valor = 0,002

Apendice 3. Resumen estadistico de la actividad de CAT en retinas de ratas diabéticas sometidas al
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar,
CMR: contraste multiple de rango, KW: analisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias,
D: 60 dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto,
DI: diabetes + insulina.
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A

Condic. F X X D.E. Minimo Méaximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
DE 6 0,39 0,44 0,22 0,02 0,62 6,06 NS
Dl 6 0,41 0,12 0,53 0,02 1,18
NE 6 0,57 0,49 0,19 0,40 0,88
NA 6 0,68 0,75 0,44 0,02 1,30
DA 6 1,14 0,98 0,74 0,20 2,01
Total 30 0,64 0,53 0,52 0,02 2,01
p-valor = 0,195
B
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
NE 5 0,28 0,06 0,33 0,02 0,71 9,72 * a
DE 4 0,58 0,53 0,13 0,49 0,76 a
NA 6 0,99 0,70 0,66 0,57 2,30 a
DA 6 1,51 1,68 1,33 0,02 3,32 ab
Dl 6 2,93 3,02 2,10 0,54 5,01 b
Total 27 1,34 0,71 1,49 0,02 5,01
p-valor = 0,045
C
Condic. F X X D.E. Minimo Méaximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
DE 5 0,32 0,02 0,41 0,02 0,84 1885  *** a
Dl 5 0,46 0,53 0,36 0,09 0,94 a
NE 6 0,93 1,04 0,47 0,08 1,33 ab
NA 6 1,52 1,46 0,81 0,32 2,68 b
DA 5 11,15 11,14 0,39 10,53 11,50 c
Total 27 2,76 0,99 4,13 0,02 11,50
p-valor = 0,0008
D
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
Dl 5 0,79 0,45 0,87 0,04 2,19 1986  *** a
NA 6 0,89 0,84 0,46 0,45 1,41 a
DE 6 2,32 2,12 0,70 1,81 3,67 b
NE 6 2,50 1,88 1,47 1,15 4,89 b
DA 5 11,21 11,29 0,35 10,63 11,52 c

Total 28 3,36 1,82 3,88 0,04 11,52

p-valor = 0,0005

Apendice 4. Resumen estadistico de la concentracion de GSH en retinas de ratas diabéticas sometidas al
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar,
CMR: contraste multiple de rango, KW: analisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias,
D: 60 dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto,
DI: diabetes + insulina.

A

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
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Experim Sign.

NA 6 0,15 0,18 0,07 0,03 0,22 9,00 NS
Dl 6 0,20 0,10 0,22 0,03 0,60
NE 6 0,24 0,20 0,08 0,17 0,38
DE 6 0,29 0,26 0,14 0,12 0,52
DA 6 0,32 031 0,06 0,25 0,43
Total 30 0,24 0,21 0,13 0,03 0,59

p-valor = 0,06

B

Condic. F X X D.E. Minimo Méaximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NA 6 0,03 0,03 0,00 0,02 0,04 14,13 *x a
NE 6 0,10 0,08 0,08 0,01 0,21 a
DE 6 0,11 0,11 0,07 0,03 0,21 a
DA 6 0,19 0,07 0,22 0,02 0,48 a
Dl 6 0,40 0,53 0,23 0,08 0,58 b
Total 30 0,16 0,08 0,19 0,01 0,58

p-valor = 0,007

C

Condic. F X X D.E. Minimo Méaximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NA 6 0,58 0,70 0,41 0,08 1,13 9,86 * a
NE 6 0,67 0,62 0,12 0,57 0,90 ab
DA 5 0,67 0,68 0,07 0,60 0,76 ab
DE 5 0,70 0,69 0,05 0,66 0,78 ab
Dl 6 0,87 0,86 0,06 0,79 0,96 b
Total 28 1,00 1,00 0,21 0,08 1,13

p-valor = 0,04

D

Condic. F X X D.E. Minimo Méaximo KW Dif. CMR

Experim Sign.
NE 6 0,57 0,57 0,02 0,52 0,58 20,82  *** a
DA 5 0,67 0,69 0,07 0,60 0,76 a
DE 6 0,85 0,77 0,22 0,66 1,23 b
NA 6 0,88 0,85 0,10 0,76 1,04 b
Dl 6 0,98 0,99 0,07 0,91 1,06 b
Total 29 0,79 0,76 0,19 0,52 1,23

p-valor = 0,0003

Apendice 5. Resumen estadistico de la concentracion de MT en retinas de ratas diabéticas sometidas al
extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar,
CMR: contraste multiple de rango, KW: analisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias,
D: 60 dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto,
DI: diabetes + insulina.

A
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
DI 6 0,10 0,10 0,01 0,09 0,11 10,21 * a
DE 6 0,10 0,10 0,01 0,08 0,11 a
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DA 6 0,10 0,10 0,01 0,08 0,11 ab
NA 6 0,11 0,11 0,01 0,09 0,13 bc
NE 6 0,11 0,11 0,01 0,10 0,14 c
Total 30 0,10 0,10 0,01 0,08 0,14
p-valor = 0,04
B
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW  Dif. CMR
Experim Sign.
DA 4 0,10 0,10 0,01 0,09 0,11 11,43 * a
NE 6 0,11 0,11 0,01 0,11 0,12 ab
NA 5 0,12 0,12 0,02 0,10 0,15 b
DE 6 0,13 0,13 0,01 0,12 0,14 b
DI 6 0,13 0,13 0,02 0,10 0,16 b
Total 27 0,12 0,12 0,02 0,09 0,16
p-valor = 0,02
C
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 0,08 0,08 0,01 0,07 0,10 10,86 * a
NE 6 0,09 0,09 0,01 0,08 0,10 ab
DE 6 0,10 0,09 0,02 0,08 0,12 ab
DA 6 0,10 0,10 0,01 0,08 0,11 b
DI 6 0,11 0,11 0,01 0,09 0,12 b
Total 30 0,10 0,10 0,01 0,07 0,12
p-valor = 0,03
D
Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 0,09 0,09 0,01 0,08 0,11 9,33 NS
DE 5 0,10 0,10 0,01 0,09 0,11
DA 6 0,10 0,10 0,01 0,09 0,11
DI 5 0,10 0,10 0,00 0,10 0,11
NE 5 0,11 0,11 0,01 0,10 0,12
Total 27 0,10 0,10 0,01 0,08 0,12
p-valor = 0,05

Apéndice 6. Resumen estadistico de la concentracion de MDA en retinas de ratas diabéticas sometidas
al extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones: X: media, X: mediana, D.E.: desv. estandar,
CMR: contraste multiple de rango, KW: anélisis de Kruskall-Wallis, A: 15 dias, B: 30 dias, C: 45 dias,
D: 60 dias, NA: normal + agua, NE: normal + extracto, DA: diabetes + agua, DE: diabetes + extracto,
DlI: diabetes + insulina.

A

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CM

Experim Sign. R
DI 6 0,16 0,17 0,11 0,01 0,29 18,24 * a
DE 6 0,21 0,16 0,08 0,15 0,35 ab
DA 5 0,32 0,34 0,04 0,26 0,35 bc
NE 6 0,42 0,42 0,12 0,21 0,56 cd
NA 5 0,48 0,46 0,12 0,34 0,66 d
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Total 28 0,31 0,32 0,16 0,01 0,66

p-valor = 0,001

B

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.
DA 5 015 016 0,08 0,04 025 1217 * a
NA 5 0,31 0,32 0,06 0,23 0,36 b
DI 6 037 034 013 0,22 0,55 b
NE 5 0,40 0,42 0,05 0,32 0,46 b
DE 6 0,41 0,36 0,18 0,21 0,64 b
Total 27 0,33 0,32 0,15 0,04 0,64

p-valor = 0,02

C

Condicc. F X X D.E. Minimo Maximo KW Dif. CMR
Experim Sign.

NE 5 0,11 0,11 0,05 0,06 0,18 5,51 NS

Dl 6 0,18 0,16 0,09 0,09 0,35

DA 5 0,20 0,21 0,06 0,13 0,27

DE 6 0,27 0,19 0,23 0,05 0,58

NA 6 0,32 0,19 0,23 0,14 0,66

Total 28 0,22 0,17 0,17 0,05 0,36

p-valor = 0,24

D

Condic. F X X D.E. Minimo Maximo KWw Dif. CMR
Experim Sign.

NA 5 0,12 0,10 0,05 0,07 0,18 8,40 NS

DE 6 0,14 0,12 0,08 0,04 0,27

NE 5 0,14 0,16 0,05 0,08 0,22

DA 6 0,18 0,19 0,07 0,08 0,27

Dl 6 0,37 0,26 0,29 0,12 0,88

Total 28 0,20 0,16 0,17 0,04 0,88

p-valor = 0,08
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Resumen (abstract):

En el presente trabajo se evaluaron la actividad de las enzimas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y las concentraciones de glutatiéon reducido
(GSH), metalotionina (MT) y malonaldehido (MDA) en la retina de ratas diabéticas
tratadas con el extracto acuoso de Phyllanthus niruri o huevito escondido. Se
formaron 5 grupos experimentales: dos grupos de ratas normales, uno con agua
(NA) y otro con el extracto de la planta (NE) y tres grupos diabéticos, uno con
agua (DA), uno tratado con el extracto (DE) y otro tratado con insulina (DI) para
los 15, 30, 45 y 60 dias de tratamiento. Se extrajeron las retinas y fueron
homogenizadas en buffer fosfato, para las determinaciones espectrofotométricas
de las enzimas SOD y CAT; del GSH; MDA; y la concentracién de MT; y para la
realizacion de una electroforesis SDS-PAGE 15% de las fracciones citosodlicas y de
membrana. El extracto acuoso de la planta P. niruri demostré un efecto
hipoglucémico en los grupos de ratas tratados con el mismo. La actividad de la
enzima SOD (4,92 + 0,85 U/mg de proteinas), asi como del GSH (0,85 = 0,22
nmol/mg de proteinas) en las ratas diabéticas tratadas con el extracto de la planta
a los 60 dias, fueron similares o superiores a los grupos normales (SOD: 4,44 +
0,58 U/mg de proteinas y GSH: 0,88 =+ 0,10 nmol/mg de proteinas),
estableciéndose un efecto antioxidante. En las ratas tratadas con insulina se
observé que esta tiende a incrementar el estrés oxidativo al aumentar
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significativamente las concentraciones de GSH (0,87 += 0,06 nmol/mg de
proteinas) y MT (0,11 £+ 0,01 ng/mg de proteinas) a los 45 dias del bioensayo. En
el grupo diabético sin tratamiento se observd un incremento altamente
significativo en los niveles de CAT a los 60 dias del experimento como mecanismo
compensatorio a la hiperglucemia. En cuanto al MDA se observé diferencias
significativas entre grupos solo a los 15 dias del bioensayo, y a los 60 dias las
ratas diabéticas tratadas con insulina mostraron la concentracion de MDA mas
elevada aunque no significativamente, para este parametro el extracto de la
planta no incrementé la peroxidacion. En la electroforesis SDS-PAGE ocurrieron
variaciones en la expresion de las bandas entre grupos que solo sugieren que
pudiera haber alteraciones en algunas proteinas citoplasmaticas que podrian estar
relacionadas con enzimas, factores proteicos u otras. Estos resultados sugieren
que P. niruri ejercié efecto hipoglucémico y antioxidante en organismos diabéticos
tratados con el mismo, contrarrestando los danos oxidativos en el tejido retiniano,
estabilizando la defensa antioxidante del organismo.
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