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RESUMEN

Los canales de potasio constituyen el grupo mas numeroso de proteinas estructurales de
membrana, su principal funcion es mantener el potencial de reposo celular. Sin embargo, su
expresion y funcionalidad puede verse comprometida por factores como la diabetes que causan un
estado de estrés oxidativo en el organismo. Por otro lado, la pulpa y cdscara de mango cv. ‘Ataulfo’
contienen compuestos bioactivos que pudieran ejercer un efecto positivo sobre la modulacion
génica de canales de potasio en tejidos afectados por la diabetes. En este contexto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de una dieta suplementada con mango sobre la expresion
génica de canales de potasio (Kir 1.1, Kir 2.1, Kir 3.3, Kir 4.1, Kir 5.1, Kir 6.2, Ky 1.1, K, 3.1, K, 4.2,
Ky 6.3) en rifién e hipocampo, en un modelo murino con diabetes inducida. Se trabajo con 24 ratas
Wistar macho las cuales fueron divididas en los siguientes grupos: 1) control sano, 2) control
diabético, 3) diabético con tratamiento de mango y, 4) grupo alimentado con mango previo a la
induccion de la diabetes. El grupo alimentado con mango previo a la induccion de diabetes,
presentd una ganancia de peso similar al control sano y tendi6 a disminuir los niveles de glucosa,
en comparacion con el control diabético. Los grupos alimentados con mango consumieron menos
alimento en comparacion con el control diabético (p<0.05). Por otro lado, la expresion de genes Ky
3.1 y Ky 4.2 no se detectd en el hipocampo de los grupos con diabetes inducida. Ademas, se
detectaron diferencias significativas (p<0.05) en el nivel de expresion de Ki: 6.2, en los grupos
alimentados con mango en ambos tejidos. Sin embargo, en los grupos control sano y control
diabético no se encontraron diferencias significativas (p>0.05). De acuerdo a los resultados
obtenidos concluimos que la adicion de mango en la dieta, mitiga signos propios de la diabetes
como la polifagia y pérdida de peso. Adicionalmente, los genes que codifican para canales de
potasio (Ky 3.1, Ky 4.2 y Kj: 6.2), fueron alterados en rifion e hipocampo en un modelo murino

diabético alimentado con pulpa y céscara de mango cv. ‘Ataulfo’.

Palabras clave: Mango, diabetes mellitus, canales de potasio, expresion génica



ABSTRACT

Potassium channels constitute the most numerous families of structural membrane proteins,
where their main function is to maintain cellular resting potential. However, its expression and
functionality can be compromised by factors such as diabetes, which causes oxidative stress in the
organism. On the other side, mango cv. ‘Ataulfo’ pulp and peel contain bioactive compounds that
could exert a positive effect on the gene modulation of potassium channels in tissues affected by
diabetes. In this context, the objective of the present study was to evaluate the effect of a diet
supplemented with mango, on potassium channels (Ki; 1.1, Ki: 2.1, Kir 3.3, Kir 4.1, K 5.1, Ki; 6.2,
Ky 1.1, Ky 3.1, Ky 4.2, Ky 6.3) gene expression in kidney and hippocampus in a murine model with
streptozotocin-induced diabetes. Twenty-four male Wistar rats were divided in the following
groups: 1) control, 2) diabetic control, 3) diabetic with mango treatment and, 4) mango fed group
prior to diabetes induction. The mango-fed group prior to the induction of diabetes showed a weight
gain similar to the control group and tended to decrease glucose levels compared to the diabetic
control. Mango fed groups had less food consumption compared to diabetic control (p<0.05). On
the other hand, the expression of Ky 3.1 and Ky 4.2 was not detected in the hippocampus of the
diabetic groups. Additionally, significant differences were detected in the expression level of K
6.2 in the groups fed with mango in both tissues (p<0.05); however, no significant differences were
found in the control and diabetic groups (p>0.05). Based on the results obtained, it can be concluded
that the addition of mango in the diet mitigates signs of diabetes such as polyphagia and weight
loss. Also the genes coding for potassium channels (K 3.1, Ky 4.2 and K;; 6.2) were altered in the

kidney and hippocampus in a diabetic murine model fed with mango cv. ‘Ataulfo’ peel and pulp.

Key words: Mango, diabetes mellitus, potassium channels, gene expression
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus conduce a un aumento en la generacién de radicales libres por
mecanismos como la oxidacion de glucosa, glicacion no enzimatica de proteinas y degradacion
oxidativa de proteinas glicosidadas (Maritim, Sanders et al. 2003). Un tipo de proteinas de especial
interés que son afectadas por el estrés oxidativo causado por la diabetes, son las que conforman a
los canales de potasio. Se ha visto una disminucion en la expresion de Ki: 4.1 en cerebro,
contribuyendo a un ambiente neurotoxico, que puede conducir a una cascada de reacciones y dar
pie a la apoptosis neuronal (Butt y Kalsi 2006, Rivera-Pagan, Rivera-Aponte et al. 2015). El
incremento anormal de radicales libres aunado a la disminucién de mecanismos de defensa
antioxidante (enzimdtica y no enzimadtica), conlleva dano a células y enzimas, aumenta la
lipoperoxidacion y se ve implicado en el desarrollo de resistencia a insulina (Henriksen, Diamond-
Stanic et al. 2011). Las consecuencias del estrés oxidativo son clave para el comienzo y desarrollo
de complicaciones cronicas de la diabetes (Cruz Herndndez, Licea Puig et al. 2011, Randhir Singh
2015). Como tratamiento preventivo y correctivo de la oxidacion causada por esta enfermedad, se
lista el uso de compuestos bioactivos como la vitamina A, vitamina C, carotenoides y cofactores
de enzimas que actiian sinérgicamente entre ellos y en contra de diferentes radicales libres (Elejalde
Guerra 2001, Diaz-Flores, Baiza-Gutman et al. 2004, Storino, Contreras et al. 2014).
Especificamente, la vitamina C y vitamina E inhiben la formacion de hidroperoxidos, la formacion
de complejos metalicos implicados en la lipoperoxidacion, asi como reacciones de Fenton, mientras
que la vitamina A y E, eliminan radicales libres (Maritim, Sanders et al. 2003). Considerando la
relacion que existe entre la diabetes mellitus y el estrés oxidativo, es relevante considerar la
busqueda de nuevas fuentes antioxidantes, para el control de los dafos ocasionados por esta
enfermedad.

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos de mayor cultivo, consumo y exportacion en
México, ademas de ser rico en antioxidantes. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO: Food and Agriculture Organization), 78 % de
los 82 millones de toneladas de frutos tropicales producidas en 2014 fueron de mango, piiia,
aguacate y papaya. Las exportaciones de mango a nivel mundial alcanzaron los 27 y 38 millones
de toneladas en el 2008 y 2011, respectivamente, siendo el segundo producto tropical de mayor

produccion y popularidad. Las variedades ‘Ataulfo’, ‘Manila’, “Tommy Atkins’, ‘Hayden’ y ‘Kent’
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son las mas importantes debido a que aportan aproximadamente el 60 % de la produccién nacional
(Wall-Medrano, Olivas-Aguirre et al. 2015). Esas mismas variedades son mds comuinmente
utilizadas para jugos, néctares y concentrados. El procesamiento industrial de estos frutos genera
subproductos (cascara, semilla, pasta) que podrian ser considerados como ingredientes bioactivos
potenciales debido a sus propiedades funcionales (de Lourdes Garcia-Magaiia, Garcia et al. 2013).
El mango cv. ‘Ataulfo’ tiene un mayor contenido de compuestos fenodlicos antioxidantes (406.60
mg/100 g) en comparacion con otras variedades, por lo que su consumo se ha relacionado con la
prevencion y/o tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus (Robles-Sanchez, Islas-
Osuna et al. 2009).

Estudios previos demostraron que compuestos fendlicos del mango (quercetina, mangiferina) y
algunos derivados de su metabolismo (noratiriol), alteraron la transcripcion de receptores activados
por proliferadores peroxisomales (PPARS), que son factores de transcripcion importantes en
muchas enfermedades, incluida la diabetes (Wilkinson, Monteith et al. 2008, Kobori, Masumoto et
al. 2009, Ferk, Chakraborty et al. 2011). Ademads, existen estudios que sugieren que los
componentes bioactivos presentes en mango cv. ‘Ataulfo’ pudieran regular la transcripcion génica
de proteinas presentes en la membrana plasmatica al verse alterada por situaciones como la diabetes
mellitus. Por otro lado, el consumo de pulpa y cascara de mango en un modelo murino diabético
ejercid un efecto neuroprotector sobre el estrés oxidativo, aumentando la expresion y actividad de
enzimas antioxidantes (SOD, GST), asi como disminuyendo la lipoperoxidacion. Sin embargo, se
desconoce el efecto del consumo de este fruto sobre los canales de potasio en condiciones de
diabetes mellitus. Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de una dieta
suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ sobre la expresion de genes KCN en

rifion e hipocampo de un modelo murino con diabetes inducida.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades Cronicas no Transmisibles: Prevalencia de Diabetes Mellitus

Las enfermedades crdonicas no transmisibles (ECNTs) son causa del 60 % de mortalidad y 45 % de
morbilidad a nivel mundial. En las tiltimas décadas se ha registrado un cambio negativo en el estado
de salud del mexicano debido a su incremento, constituyendo el 78 % de defunciones totales
(Valdez Morales, Medina Godoy et al. 2016). Las enfermedades cardiovasculares, respiratorias,
diabetes y cancer son las de mayor importancia a nivel nacional (Valdez Morales, Medina Godoy
et al. 2016). Pueden atribuirse a factores de riesgo entre los que destacan los habitos alimenticios
inadecuados, sedentarismo, tabaquismo, alcoholismo, resistencia a la insulina, obesidad,
dislipidemias e hipertension. Su desarrollo se ha visto relacionado a los patrones alimenticios
adquiridos a lo largo del tiempo (Marchionni, Conconi et al. 2011, Valdez Morales, Medina Godoy
et al. 2016). Por ejemplo, la base de la alimentaciéon mexicana prehispanica era el maiz, frijol,
calabaza y chile, los cuales son una buena fuente de hidratos de carbono complejos, fibra, calcio y
proteina vegetal. Sin embargo, actualmente hay preferencia hacia productos industrializados como
el refresco, pan dulce, carnes rojas y embutidos (Cruz-Castellanos, Sdnchez-Mendoza et al. 2017).
Aunado a esto la genética propia del mexicano promueve la rapida acumulacion de tejido adiposo,
por lo que se ha observado un aumento en obesidad y patologias derivadas de tipo metabolicas,
cardiovasculares y neuroldgicas (Valdez Morales, Medina Godoy et al. 2016).

Entre las ECNTs mas comunes se encuentra la diabetes mellitus. Esta enfermedad se desencadena
cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando los tejidos no pueden utilizarla
adecuadamente (Domingueti, Dusse et al. 2016). La diabetes tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2) son mas
comunes en la poblacion juvenil y adulta, respectivamente. La DM1 se caracteriza por la ausencia
de insulina, mientras que en la DM2 hay una resistencia o disminucién en la secrecion de esta
hormona. Existen otros tipos, como la diabetes gestacional, la cual se desarrolla durante el
embarazo y, finalmente donde se ven involucrados otros factores como infecciones,
endocrinopatias y defectos genéticos (Solis-Herrera, Triplitt et al. 2018). La incidencia de diabetes

mellitus es tal, que es considerada un problema prioritario de salud nacional. Segun la Federacion
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Mexicana de Diabetes la prevalencia de esta enfermedad aument6 de un 9.67 a 10.3 % en mujeres,
en el periodo comprendido entre 2012 y 2016, mientras que en hombres disminuy6 de un 8.6 a 8.4
%. En la ultima década, dicha prevalencia ha aumentado exponencialmente, siendo este aumento
mayor en los paises de ingresos bajos y medianos en comparacion con los de ingresos altos (OMS
2013).

Meéxico se encuentra entre los 10 paises con mayor nimero de individuos que padecen diabetes
mellitus, ocupando el 6to y ler lugar en mortalidad a nivel mundial y en América Latina,
respectivamente (Rojas-Martinez, Basto-Abreu et al. 2018). La Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) 2012 identifico a 6.4 millones de adultos mexicanos con diabetes, sin
embargo la cifra pudiera ser mayor considerando los casos no diagnosticados (Hernandez-Avila,
Gutiérrez et al. 2013). Entre los afios 2000 y 2016 hubo un aumento en el diagndstico previo de la
enfermedad de 5.8 a 9.4 %, el cual pudiera deberse a factores como el envejecimiento y/o
incremento en la prevalencia de obesidad, la cual se asocia con el desarrollo de diabetes mellitus,

dando pie a otras complicaciones (Rojas-Martinez, Basto-Abreu et al. 2018).

2.1.1 Daiios Ocasionados por la Diabetes Mellitus y Estrés Oxidativo

La diabetes mellitus se ve implicada en el desarrollo de complicaciones como la pérdida de vision,
insuficiencia renal, ataques cardiacos, accidentes cerebrovasculares, amputaciéon y dafios
neuroldgicos, las cuales aumentan el riesgo de muerte prematura (OMS 2013). La neuropatia
diabética, caracterizada por lesiones nerviosas, puede llegar a afectar al 50 % de los pacientes, por
ello es importante identificar a los pacientes con dicha complicacién en sus estadios iniciales ya
que es el principal factor para desarrollar pie diabético y amputarlo. Por otro lado, entre el 25 y 40
% de los individuos con diabetes tipo 1 o 2, desarrollan nefropatia diabética entre los 20 y 25 afios
posteriores al inicio de la enfermedad (Yamagishi y Matsui 2010). Asimismo, el riesgo de muerte
es al menos dos veces menor en quienes no la padecen, por lo que se ha estimado que la esperanza
de vida del paciente diabético se reduce entre 5 y 10 afos (FDI, 2013). La diabetes mellitus mal

controlada eventualmente deriva en dafio a los rifiones, retinas, nervios o problemas
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microvasculares, los cuales se deben a elevados niveles de glucosa en sangre, llevando al
organismo a un estado de estrés oxidativo (Diaz Arce 2006).

El estrés oxidativo se presenta cuando existe un desbalance caracterizado por una disminucion en
la actividad de los mecanismos de defensa antioxidante y/o una mayor generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) (Poljsak, Suput et al. 2013). Las EROs se definen como metabolitos
derivados del oxigeno con un gran potencial oxidante, el cual se debe a su capacidad para secuestrar
electrones de moléculas biologicas y son consecuencia del metabolismo fisiologico regular. En
altas concentraciones, las EROs son perjudiciales ya que oxidan proteinas, lipidos de membrana y
danan al ADN, mientras que en bajas concentraciones cumplen con funciones de sefalizacion que
regulan el crecimiento, diferenciacion y apoptosis (Tangvarasittichai 2015). El desbalance
existente entre EROs y la defensa antioxidante en organismos diabéticos se ve relacionado con el
desarrollo y progresion de las complicaciones de la diabetes mellitus, representando un factor
importante entre la enfermedad y dafios celulares y tisulares especificos (Cruz Hernandez, Licea
Puig et al. 2011). Los mecanismos de defensa antioxidante se dividen en el sistema antioxidante
endogeno, conformado por las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx). Estas enzimas dependen de la presencia de cofactores metalicos como selenio,
cobre, zinc y magnesio, los cuales pueden obtenerse a partir de la dieta (Montier Iglesias, Ramos
Arencibia et al. 2015). La vitamina C, carotenos, vitamina E, polifenoles y flavonoides, entre otras
moléculas, forman parte del sistema antioxidante exégeno. Ambos sistemas interactuan entre si,
teniendo efectos sinérgicos e interdependientes unos de otros (Viada Pupo, Gomez Robles et al.
2017).

La exposicion cronica a estrés oxidativo puede interferir en las funciones fisiologicas normales de
los diversos tejidos afectados, ya sea incrementando el flujo sanguineo, alterando la hemodindmica
en la retina, la contractibilidad de las células del musculo liso vascular y disminuyendo la
conductividad neuronal en nervios periféricos. Durante estas complicaciones los efectos no son
determinantes para la destruccion completa del tejido, sin embargo el dafio oxidativo a células
individuales puede ser suficiente para causar rupturas cromosdmicas que inducen a la muerte
celular, perjudicando la integridad y funcionalidad tisular (King y Loeken 2004). Existen varios
mecanismos por los cuales se genera un estado de estrés oxidativo debido a hiperglucemia, tales
como la via de los polioles y la glicacion no enzimaética de proteinas (Figura 1). En la via de los
polioles se ven implicadas la enzima aldosa reductasa (AR) que se encarga de reducir la glucosa a

sorbitol con la ayuda del cofactor NADPH, el cual es necesario para la regeneracion del glutation
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reducido (GSH) y la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) que con ayuda del cofactor NAD
convierten el sorbitol en fructosa. En condiciones de hiperglucemia el 30 % de la glucosa se
canaliza hacia esta via, reduciendo los niveles de NADPH y consecuentemente del GSH
contribuyendo a la disminucion de la capacidad antioxidante celular. La oxidacion de sorbitol a
fructosa se relaciona con el estrés oxidativo debido a que el cofactor NAD se convierte en NADH,
el cual es el sustrato utilizado por la NADH oxidasa para la generacion de EROs. En este sentido,
los metabolitos de la fructosa generados (fructosa-3-fosfato y 3-desoxiglucosona) son agentes de
glicacién no enzimaticos mas potentes que la glucosa, provocando un incremento en la formacion
de productos finales de glicacion avanzada (PFGA), asi como su union con receptores especificos,
lo que también es causa de estrés oxidativo (Chung, Ho et al. 2003).

Los PFGA se definen como compuestos generados a través de la glicacion no enzimatica de
proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos, alterando a las proteinas de la matriz extracelular, mielina,
cartilago y proteinas del cristalino. La uniéon de estos productos con sus receptores inicia la
transcripcion de genes que favorecen el desarrollo y progresion de las complicaciones vasculares
de la diabetes. Esta union se relaciona con el estrés oxidativo debido a que se activa la NADPH
oxidasa provocando un aumento en la generacion de radicales libres, y consecuentemente
oxidacion de macromoléculas. Otra manera en que se favorece el estrés oxidativo es debido al
proceso de glicacion de enzimas antioxidantes, como la SOD1 (Diaz Casasola & Luna Pichardo,
2016; Stitt, 2010, Yan, 2014; Barlovic et al., 2011). Los mecanismos antes mencionados dan pie a
la patogénesis de las complicaciones de la diabetes mellitus, tales como la nefropatia y neuropatia
diabética, al inducir cascadas de senalizacion que a su vez alteran la transcripcion de genes (N.
Kashihara 2010)

El rinén es uno de los o6rganos mas afectados estructural y funcionalmente en los pacientes
diabéticos debido al estrés oxidativo, siendo la nefropatia diabética una de las complicaciones mas
comunes Yy la principal causa de insuficiencia renal terminal (Pal, Sinha et al. 2014, Bello-Chavolla,
Rojas-Martinez et al. 2017). La Figura 2 muestra de manera general como la hiperglucemia causa

estrés oxidativo en el rifion contribuyendo al desarrollo de nefropatia diabética.
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Figura 1. Vias implicadas en el desarrollo de estrés oxidativo y generacion de EROs durante la
hiperglucemia y su relacion con las complicaciones propias de la diabetes mellitus.

Las células endoteliales que conforman los capilares glomerulares y los podocitos que los rodean,
forman la membrana de filtracion en la nefrona. La ubicacion de estas células, aunado a que no son

insulinodependientes, las hace particularmente vulnerables a la exposicion cronica de la
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hiperglucemia. Los altos niveles de glucosa inducen la activacion de PKC (por sus siglas en inglés:
protein Kinase C) y la activacion de MAPK (por sus siglas en inglés: mitogen activated protein
kinases) contribuyendo al aumento de estrés oxidativo en el rifidn dado a la generacion de radicales
libres. Las altas concentraciones de EROs en la microcirculacion glomerular reducen la
biodisponibilidad de 6xido nitrico (vasodilatador) dando como resultado una desregulacion de la
concentracion mesangial, tono arteriolar y un estado de estrés oxidativo persistente lo que provoca
disfuncion endotelial, adherencia leucocitaria y apoptosis glomerular (Singh, Winocour et al.
2011). Los PFGA generados durante la hiperglucemia se filtran por el rifidén y son reabsorbidos por
células tubulares proximales promoviendo su acumulacion y contribuyendo a la hiperfiltracion
glomerular. Por otro lado, el dafo oxidativo causado y la produccion de factor de crecimiento
transformante B son causantes de las lesiones caracteristicas de la nefropatia diabética dando pie a
la hipertrofia glomerular y renal y a la expansion de la matriz extracelular.

La neuropatia diabética es una de las complicaciones cronicas mas frecuentes en individuos con
diabetes mellitus afectando al sistema nervioso central y periférico, provocando alteraciones
estructurales y funcionales en el cerebro, las cuales pueden causar enfermedades mentales (Pop-
Busui, Boulton et al. 2017). Los mecanismos implicados en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas a causa del estrés oxidativo derivado de la hiperglucemia se muestran en la
Figura 3. Las neuronas son propensas al dafio oxidativo ya que al no ser insulinodependientes la
captacion de glucosa depende de la concentracion extracelular. La resistencia a la insulina en
neuronas causa que las células no respondan adecuadamente a sefiales por factores de crecimiento,
contribuyendo a la neurodegeneracion y posteriormente a neuropatia diabética, por lo que la
exposicion crdénica a altas concentraciones de glucosa tiene repercusiones a nivel estructural,
neurofisioldgico y neuropsicoldgico. Ademas, el cerebro es un tejido vulnerable al estrés oxidativo
debido a su alto consumo de oxigeno, alto contenido de lipidos y al poco contenido de enzimas

antioxidantes (Muriach, Flores-Bellver et al. 2014).
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Figura 2. Estrés oxidativo generado por hiperglucemia en rifién y su contribucion a la nefropatia diabética.
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El estrés oxidativo derivado de la hiperglucemia puede también afectar la actividad de canales
i6nicos presentes en la membrana celular de tejidos afectados por la diabetes mellitus. Las EROs
generadas por la hiperglucemia ejercen un efecto sobre la excitabilidad neuronal actuando sobre
canales de potasio dependientes de voltaje (Ky) los que nos indica que estos representan un
substrato importante para las EROs (Serrano y Klann 2004). Los residuos de metionina y cisteina
de canales BK pueden ser oxidados por EROs aumentando o inhibiendo la actividad del canal. El
aumento de la actividad pudiera causar una disminucion en la frecuencia de disparo en neuronas
de hipocampo lo que afectaria ciertas funciones cognitivas (Santarelli, Wassef et al. 2006, Zhang,
Xu et al. 2006). Los efectos de las EROs sobre la actividad de los canales de potasio dan pie a
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y Alzheimer. A nivel celular el Alzheimer se
caracteriza por la formacion de placas f-amiloides sobre las cuales el estrés oxidativo ejerce un
papel primordial. Este proceso incrementa excesivamente los niveles de EROs alterando la
funcionalidad de canales BK promoviendo el aumento de su expresion, a través de interacciones
con peptidos amildides y la sobreproduccion de EROs, lo que conlleva a la reduccion en la
excitabilidad neuronal y por lo tanto problemas de aprendizaje y memoria (Figura 4 a).

Por otro lado, la enfermedad de Parkinson se relaciona con la interaccion de las EROs con canales
Katp. De manera normal el H>O; actia como molécula de sefalizacion para la liberacion de
dopamina a través de la apertura de canales Katp. Sin embargo, durante la enfermedad existe una
interaccion entre otras EROs y el canal Karp provocando su apertura cronica, hiperpolarizando la
sinapsis y bloqueando la liberacion de dopamina. De la misma forma que el estrés oxidativo
derivado de la diabetes afecta la funcionalidad de los tejidos, induce cambios en la transcripcion
de genes en células neuronales y renales, lo cual genera una respuesta que puede conducir a la
patogénesis y dafio organico a largo plazo (Hains, Klein et al. 2003) (Figura 4 b).

Ademas de relacionarse con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, las EROs
participan en cascadas de sefalizacion relacionadas con la funcidn de canales i6nicos. Un ejemplo
muy claro es el efecto del H,O» sobre la funcionalidad de canales Katp en cardiomiocitos (Zhang,
Chai et al. 2014) El exceso de O* generado durante la hiperglucemia se acompafia de un exceso
en la produccion de oxido nitrico, el cual es una molécula que en altas concentraciones reaccionan
con el O* generando el radical peroxinitrito (ONOO"). Este radical se une a proteinas y altera su

funcionalidad (Ceriello y Motz 2004, Pacher, Beckman et al. 2007, Ayub, Khan et al. 2011).
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Figura 4. Efecto de las especies reactivas de oxigeno sobre canales de potasio. Al ser proteinas los canales
de potasio representan un substrato para las EROs. Su oxidacion conlleva a una inadecuada funcion de canal,
aumentando su actividad y conduciendo a una disminucion en la excitabilidad neuronal, lo que finalmente
conduce a una neurodegeneracion y con ello, a disfunciones cognitivas propias de cada enfermedad.

Se ha propuesto que el 6xido nitrico genera una cascada de sefializaciéon (NO-cGMP-sGC-cGMP-
PKG-EROs-ERK1/2-calmodulina-CAMKII) la cual estimula la actividad del canal. Sin embargo,
al degradar el H2Oz por catalasa la actividad del canal Katp disminuye lo que afecta a ERK1/2 ya
que se activan por H>O> de manera dosis dependiente (Chai, Zhang et al. 2011). La union de
Ca?*/calmodulina activan CaMKII el cual media el efecto estimulante del H,Ox sobre el canal Katp
(Hudmon y Schulman 2002). Al inhibirse CaMKII, el aumento en la actividad del canal Katp
producido por H20> se ve revertido (Figura 5). Bajo el mecanismo propuesto por Zhang, Chai et
al. (2014), los compuestos antioxidantes pudieran intervenir en la cascada de sefializacién actuando

sobre el H>O> contribuyendo al funcionamiento adecuado de los canales Kartp.
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2.1.2 Alteraciones sobre la Transcripcion de Canales Ionicos Durante la Diabetes

En el rifién y cerebro se expresan una gran cantidad de canales ionicos. Evidencia previa han
demostrado que la expresion de canales de sodio (Nav1.2 y Nav1.6) en neuronas del hipocampo se
ve alterada debido a la hiperglucemia, lo cual reduce el umbral de disparo neuronal y causa que las
neuronas, incluidas las células hipotaldmicas neurosecretoras magnocelulares, disparen
espontaneamente y en rafaga (Klein y Waxman 2003). Yusaf, Goodman et al. (2001) demostraron
que en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, se aument6 la expresion de RNAm de
canales de calcio tipo Cav 3 en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) grandes y medianas
y de Cav 3.3, en neuronas pequefias y medianas. Ademads de la presencia de canales de sodio y
calcio, en la membrana celular podemos encontrar canales de potasio. El potasio constituye el
principal cation intracelular y participa en la polaridad de carga eléctrica de las membranas
celulares y excitabilidad neuromuscular, es un determinante del volumen celular y mitocondrial e
interviene en las respuestas adaptativas a los cambios de tonicidad en los espacios extra e
intracelular (Peralta 2009). En humanos se han identificado més de 90 genes que codifican para
canales de potasio, y algunos han demostrado estar relacionados con ciertas enfermedades como
epilepsia, neuropatia, sordera, desérdenes mentales, entre otras (Wang y Li 2016, Alexander,

Striessnig et al. 2017, Zhang, Wan et al. 2018).
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Figura 5. Via de sefializacion intracelular para la estimulacion de canales Katp en cardiomiocitos. El 6xido
nitrico activa a la guanilil ciclasa (sGC) y la generacién de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), lo
que induce a la activacion de la proteina quinasa G lo que desencadena la sefializacion EROs — ERK ¥ -

CAY/CAM — CaMPK11, la cual estimula la activacion del canal Karp. Sin embargo, la inhibicién en
cualquiera de los niveles anula el efecto estimulatorio derivado del ON (Zhang, Chai et al. 2014).

Los canales de potasio pueden clasificarse en 4 grupos: 1) sensibles a nucleotidos, pH, temperatura

y transmisores quimicos; 2) dependientes de calcio; 3) canales de rectificacion interna (Kir); 4)
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regulados por voltaje (Kv), siendo los dos tltimos de interés para el presente trabajo.

Los canales Ki: (KCNJ) generan corrientes rectificadores rapidas de entrada de potasio. Se les llama
de esta manera porque ante potenciales electroquimicos iguales en magnitud, pero opuestos en
carga, dejan pasar mas corriente hacia el espacio intracelular (Aiello, Walsh et al. 1995). Mientras
que los canales de potasio regulados por voltaje o de rectificacion tardia (Ky), son conocidos por
su papel en el aumento del umbral para la activacion del potencial de accion y la estabilizacion del
voltaje de la membrana en reposo en las células excitables (Nirakar Sahoo 2013). En el rifion, los
canales de potasio cumplen con diversas funciones ademds de mantener el potencial de membrana
negativo en la célula y el volumen celular (Figura 2) (Hebert, Desir et al. 2005). La expresion de
Kir 6.2 (KCNJ11) disminuye significativamente en grupos diabéticos que presentan nefropatia en
comparacion con los que no, asimismo la expresion de K 6.1 también se ha visto disminuida en
condiciones de hiperglucemia (Sharaf, Kantoush et al. 2018, Zhang, Wan et al. 2018). K;; 6.1 y Ki
6.2 son subunidades del canal Katp, el cual tiene un papel primordial en la regulacién del
metabolismo de la glucosa en pancreas; por lo que la regulacion negativa de estas subunidades
interfiere en la secrecion de insulina reduciendo la habilidad de ATP para inhibir la actividad del
canal Kartp. En otros tejidos como el rifidn, la hiperglucemia inhibe la funcionalidad del canal Katp,
lo que pudiera verse involucrado en el desarrollo de nefropatia diabética y el consecuente aumento
de estrés oxidativo (Zhang, Shi et al. 2017) El estrés oxidativo es un factor principal en el inicio y
progresion de la nefropatia diabética, ya que puede activar mecanismos patogénicos de la
enfermedad, como causar dafio directamente y volver perjudiciales otras vias. Por lo que
alternativas que mitiguen el estrés oxidativo en el organismo constituye un punto central para
multiples sinergias terapéuticas (Tavafi 2013).

Los astrocitos son las células mas abundantes del sistema nervioso central (SNC) en donde ademas
de fungir como células de apoyo para las neuronas, también se encargan de mantener la
homeostasis extracelular de substancias neuroactivas como K', H', GABA y glutamato. Sin
embargo, su funcidn se ve comprometida por el estrés oxidativo derivado de altas concentraciones
de glucosa. En un estudio realizado en ratas se evaluo el efecto de la hiperglucemia sobre la
expresion de Kir 4.1 (KCNJ10) reportandose que bajo esta condicion se disminuye su expresion en
astrocitos, sin embargo se puede normalizar una vez que la glucemia vuelve a la normalidad (Butt
y Kalsi 2006, Rivera-Pagan, Rivera-Aponte et al. 2015). La alteracion sobre la funcion de estas

células provee un ambiente neurotoxico el cual puede conducir a una cascada de reacciones que
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pudieran dar pie a la apoptosis neuronal. Los cambios extracelulares de la concentracion de glucosa
tienen un gran impacto sobre la funcionalidad y reactividad vascular de estos canales. El efecto
inhibitorio de los K, por glucosa promueve la vasoconstriccion y altera el acoplamiento
neurovascular, ademas, su funcion se ve reducida en el musculo liso vascular de pequefas arterias
coronarias y cerebrales. Sin embargo, los efectos agudos y cronicos del aumento de glucosa
extracelular sobre la funcion de los Ky requieren de estudios adicionales, ya que existen multiples
mecanismos que se pudieran considerar para explicar la reduccion de su funcionalidad y actividad

vascular, lo que pudiera implicarlos en las complicaciones vasculares de la diabetes (Nystoriak,

Nieves-Cintron et al. 2017).
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Figura 6. Funcion de los canales de potasio en diferentes secciones de una nefrona: tubulos proximales,
rama ascendente del asa de Henle y tiibulo colector medular (Hebert, Desir et al. 2005)

En la cascada de sefializacion propuesta por Zhang, Chai et al. (2014) (Figura 5) se menciona que
a través de una cascada de sefializacion iniciada por el ON, las EROs (H202) pueden activar

CaMPKII lo que estimula la actividad del canal Katp, sin embargo, existe un efecto directo entre
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el HoO2 y CaMPKII lo que promueve la endocitosis de los canales reduciendo su expresion
superficial (Sierra, Zhu et al. 2013). Este comportamiento se ha observado en canales Kir y en otras

células, como las dendriticas.
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Figura 7. Modelo de regulacion de la expresion de canales ionicos. Las lineas negras representan la ruta
biosintética del modelo de regulacion. En cada una de los niveles, a través de la via de retroalimentacion,
se regula la expresion de un solo gen. La via de regulacion compensatoria (Fenotipo electrofisidlogico
celular — subunidades compensatorias de genes y canales) regula la expresion de genes complementarios
o antagonistas. La degradacion y modificacion funcional son las formas en que moléculas pueden producir
modificaciones covalentes o alostericas de la funcion del canal. Estos cambios pueden ser reversibles, dando
como resultado cambios transitorios en el nivel de expresion del canal funcional (Rosati y McKinnon 2004).

Con base al sistema propuesto anteriormente (Figura 7) se ha descrito que la expresion de canales
se puede ver modificada en cualquiera de los niveles. Si existe un error en los primeros, puede
haber cambios en las tasas de biosintesis en niveles posteriores para mantener el fenotipo final y
conservar las funciones y propiedades fisioldgicas de una célula en especifico. Los cambios, que

pueden ser inducidos por condiciones fisiologicas anormales, como la diabetes, activan
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mecanismos neurohumorales, sin embargo, pueden verse implicadas respuestas en la reactivacion
de vias de desarrollo y de remodelacion de tejidos (Chen, Chen et al. 2001, Akazawa y Komuro
2003, Pandit, Giles et al. 2003). Asimismo, puede darse un aumento en la generacion de proteinas
funcionales a partir de un bajo nivel de ARNm a nivel transcripcional, o a nivel postranscripcional
pudiera haber un aumento en la sintesis de subunidades, transporte de canales ensamblados a la
superficie celular o una disminucion en las tasas de degradacion. Cualquiera de estos mecanismos
puede activarse como via de retroalimentacion, para que el producto final no se vea afectado,
manteniendo un nivel constante en la expresion de canales y el fenotipo electrofisioldgico adecuado
(Rosati y McKinnon 2004). Particularmente en el caso de los canales de potasio, existen
mecanismos compensatorios donde la regulacion positiva de otros canales, se activa como medida
para eliminar el impacto funcional de alguna mutacién. Sin embargo, aunque es posible compensar
cierto nivel de variabilidad genética, también existen limites, ya que si los mecanismos de
compensacion se vuelven demasiado efectivos, existe una mayor carga de genes defectuosos lo que
puede provocar consecuencias irreversibles a largo plazo (Rosati y McKinnon 2004).

Para perpetuar los efectos que la diabetes y el estrés oxidativo ejercen sobre la funcionalidad de los
tejidos y la expresion de genes, existen estudios en donde se ha demostrado como una alimentacion
con alto contenido de alimentos de origen vegetal, a través de multiples mecanismos generan
diversos cambios fisioldgicos y metabdlicos que determinan un menor riesgo de desarrollar
complicaciones asociadas promoviendo una mayor longevidad y mejor calidad de vida (Rangel-
Huerta, Pastor-Villaescusa et al. 2015, Wall-Medrano, Olivas-Aguirre et al. 2015, Olaiya, Soetan
et al. 2016, Urquiaga, Echeverria et al. 2017).

2.2 Beneficios de la Dieta Sobre los Efectos de la Diabetes Mellitus y el Estrés Oxidativo

Una dieta alta en alimentos derivados de plantas juega un papel importante en la prevencion y
tratamiento de la diabetes mellitus (Liu 2013). La dieta mediterranea es un ejemplo de ello, ya que
al caracterizarse por un alto consumo de frutas, vegetales, leguminosas, nueces, cereales, aceite de
oliva y una disminucién en el consumo de carne y embutidos, le confiere un gran contenido de

compuestos antioxidantes a los cuales se les atribuye su efecto benéfico a la salud (Schroder 2007).
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El consumo de vegetales, vitaminas y carotenoides, se han asociado a la proteccion del organismo
frente al estrés oxidativo, asi como a una mejora sobre la homeostasis de la glucosa y la resistencia
a la insulina (Sanchez-Moreno, Cano et al. 2006). Los mecanismos involucrados en el control de
la glucosa plasmatica por efecto de compuestos fenolicos presentes en frutos y vegetales se
resumen en la Figura 6 (Matsui, Ebuchi et al. 2002, Johnston, Sharp et al. 2005, Prabhakar y Doble
2009).

Los frutos y vegetales también contienen compuestos con funcion antioxidante, esto significa que,
a bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, retarda o previene significativamente
su oxidacion, contribuyendo a la prevencion o disminucion de estrés oxidativo en el organismo.
Entre los principales compuestos antioxidantes provenientes de la dieta se encuentran la vitamina
E, vitamina C, vitamina A, B-carotenos y compuestos fenolicos (Pedraza Chaverri y Cérdenas
Rodriguez 2006)

Compuestos fendlicos provenientes

de frutos y vegetales
Inhibicién de o amilasa y a Gluconeogénesis y Absorcion de glucosa a Proteccion de células B
glucosidasa l absorcion de glucosa ' través de GLUT4  fowt frente a estrés oxidativo y
I I I b apoptosis
l Inhibicién intestinal de SGLTLy 1 Inhibicion intestinal de $55% | Activaci6n de las vias de I
SGLT2 SGLT1y SGLT2 U AMPK y PI3K Regulacién de produccién
| &7 y secrecion de insulina
Digestion y absorcion ‘ 1 Glucdlisis y oxidacion de Mejora la absorcion de
intestinal de carbohidratos |/ () glucosa glucosa por células Mejora la funcion de células
I musculares y adipocitos By accion de la insulina

Regulacion del metabolismo de

\ carbohidratos }

Mejora la homeostasis de la glucosa y resistencia a la insulina

Figura 8. Efecto de los compuestos fenolicos sobre la regulacion de la glucosa. Los mecanismos propuestos
sugieren que el efecto hipoglucemiante se debe a la disminucion en la absorcion intestinal de carbohidratos
y a la regulacion de su metabolismo, asi como a la mejora de absorcion de glucosa por musculo y adipocitos
y su efecto sobre la funcion de las células B del pancreas y accion de la insulina (Bahadoran, Mirmiran et
al. 2013)
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En cuanto a canales i6nicos, los compuestos fenolicos de distintos frutos actuan sobre ellos ya sea
bloqueando el flujo de iones, como la quercetina, catequina y resveratrol o activandolos, como la
naringenina sobre la familia de canales K;:3 Estos compuestos se presentan en frutos como la uva
y la toronja, sin embargo, uno de los frutos de mayor consumo en México es el mango cv. ‘Ataulfo’,
al cual se le han atribuido efectos positivos en salud debido a su alto contenido de compuestos

bioactivos. (Ma, Zerangue et al. 2002, Wallace, Baczko et al. 2006, Yao, Han et al. 2010)

2.3 Mango cv. ‘Ataulfo’ como Fuente de Compuestos Bioactivos que Mitigan el Efecto de la

Diabetes Mellitus

El mango pertenece a la familia Anarcadiaceae que comprende mas de 70 géneros. De acuerdo
con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO: Food and
Agriculture Organization), 78 % de los 82 millones de toneladas de frutos tropicales producidas en
2014 son de mango, pifia, aguacate y papaya. Las exportaciones de mango a nivel mundial
alcanzaron los 27 y 38 millones de toneladas en el 2008 y 2011 respectivamente, siendo el segundo
producto tropical de mayor produccion y popularidad. En México es uno de los frutos de mayor
cultivo, consumo, y exportacion. Las variedades mas importantes son ‘Ataulfo’, ‘Manila’, ‘Tommy
Atkins’, ‘Hayden’ y ‘Kent’, los cuales aportan aproximadamente el 60 % de la produccion nacional
(Wall-Medrano, Olivas-Aguirre et al. 2015). La demanda de mango minimamente procesado ha
tenido un crecimiento exponencial, y por ello se genera alrededor de un 32 % de residuos
agroindustriales provenientes de cascara y semilla (Wall-Medrano, Olivas-Aguirre et al. 2015). Las
variedades, ‘Kent’, ‘Hayden’, ‘Tommy Atkins’ y ‘Ataulfo’ son las mas comunmente utilizadas
para jugos, néctares y concentrados. Los subproductos de este procesamiento industrial pudieran
ser utilizados como ingredientes bioactivos potenciales debido a la presencia de compuestos que le
confieren sus propiedades funcionales y antioxidantes (de Lourdes Garcia-Magafia, Garcia et al.
2013). Recientemente, se ha reportado que la variedad ‘Ataulfo’, tiene un mayor contenido de
compuesto fenolicos y, por ende mayor capacidad antioxidante en comparacion con las otras
variedades (Palafox-Carlos, Gil-Chavez et al. 2012), por lo que su consumo diario se ha

relacionado con la prevencion de procesos degenerativos (Robles-Sanchez, Islas-Osuna et al.
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2009).

La composicion de la pulpa varia de acuerdo con factores como variedad, localidad, clima y estado
de madurez, lo cual impacta sobre su funcionalidad. Los principales compuestos fendlicos
presentes en la pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’, incluyen al acido clorogénico, galico y protocatéico.
Se estima que contiene alrededor de 1.8 g de fibra, 27.7 mg de vitamina C y 3894 UI de vitamina
A por 100 g de pulpa. Ademas, subproductos del mango como la céscara y la semilla también son
una gran fuente de compuestos bioactivos que pudieran utilizarse como nutraceuticos o
ingredientes activos en otra matriz alimentaria. La céscara es un subproducto que se genera durante
el procesamiento del fruto contiene entre un 45 — 78 % de fibra dietaria y su contenido fenoélico es
de aproximadamente 406.60 mg/100 g en donde se encuentra principalmente acido galico, en su
mayoria taninos hidrolizables y mangiferina (Ribeiro y Schieber 2010, Wall-Medrano, Olivas-
Aguirre et al. 2015). En los ultimos afios se han reportado varios efectos relacionados directamente
con los compuestos fenolicos y actividad antioxidante del mango. Estos incluyen regulacion del
metabolismo de nutrientes, disminucién en mediadores de inflamacion y riesgo cardiovascular y
proteccion frente al dano de DNA (Wall-Medrano, Olivas-Aguirre et al. 2015). Ademas de
compuestos fenolicos el mango también contiene carotenoides los cuales actian contra
enfermedades degenerativas y neurologicas debido a su alta actividad antioxidante. En la pulpa de
mango se encuentra una gran cantidad de carotenoides incluyendo B-caroteno, violaxantina,
criptoxantina, neoxantina, luteoxantina y zeaxantina. Estos compuestos son eficientes
neutralizando radicales libres, lo cual explica su efecto protector sobre enfermedades relacionadas
con estrés oxidativo (Masibo y He 2008, Ribeiro y Schieber 2010).

A los diversos compuestos presentes en el mango se les han atribuido propiedades antioxidantes e
hipoglucemiantes, lo que contribuye a una mejora en el estado de salud del organismo. En una
investigacion reciente se demostrd como el consumo de una dieta suplementada con pulpa y cascara
de mango cv. ‘Ataulfo’, aumentd de manera significativa la expresion y actividad de enzimas
antioxidantes (SOD, SODI, GST) y a la vez, disminuy6 los productos de lipoperoxidacion en el
cerebro de ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. En un modelo similar se evalué el
efecto del consumo de una dieta suplementada con diferentes porcentajes de harina de cascara de
mango, sobre sintomas propios de la diabetes, y se observo que atentia la poliuria, polidipsia,
polifagia, glucosa en orina y contribuye a mantener el peso corporal. La tasa de filtracion

glomerular y microalbuminoria son signos de dafio renal, los cuales se ven disminuidos con una
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suplementacion de 5y 10 % de céscara de mango a una dieta estandar (Gondi, Basha et al. 2015).
Los efectos positivos sobre los signos y sintomas de la diabetes mellitus, se debe a la presencia de
compuestos en el mango como vitamina C, quercetina, mangiferina, acido galico y acido
clorogénico, los cuales a través de mecanismos como la inhibiciéon de enzimas, interaccion sobre
transportadores SGLT1, SGLT2 y GLUT 4 y la activacion de la AMPK, logran disminuir o
controlar los niveles de glucosa en sangre. Entre los mecanismos antioxidantes de estos compuestos
se encuentra la eliminacion de radicales libres, reducen la formacion de hidroperdxido y atentian
la produccion de EROs, a través de la modulacion de enzimas involucradas en su generacion
(Cuadro 1). Sin embargo, los compuestos y sus efectos sobre la salud han sido mas ampliamente

estudiados como extractos puros.

Cuadro 1. Mecanismos de accion de los principales antioxidantes dietarios.

Antioxidante Mecanismo Referencia

Vitamina E  Interrumpe la lipoperoxidacion en la fase de propagacion Nimse y Pal (2015)
mediante su capacidad de donar un proton al radical
ROO.

Vitamina C  Acepta electrones y reacciona directamente con el Oy"y Pedraza Chaverri y
el OH Cardenas Rodriguez

., . 2006
Accién reductora y regenerador de otros antioxidantes ( )

endogenos y/o exdgenos.

B - carotenos Desactivaciéon del oxigeno singulete ('O2) 'y Monego, da Rosa et
neutralizacion de radicales libres al. (2017)

Compuestos  Bloqueo de reacciones de peroxidacion lipidica mediante Zhang y Tsao (2016)
fendlicos la actividad quelante de metales

Regeneracion de moléculas antioxidantes

Al pretratamiento con quercetina se le han atribuido beneficios en tejidos afectados por la diabetes
mellitus. Investigaciones previas han demostrado su efecto protector contra la apoptosis inducida
por peroxido de hidrégeno (H20») en células mesangiales, asi como estudios in vitro han reportado

que inhibe la actividad de la MAPK inducida por angiotensina II y reduce significativamente la
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activacion de la PKC, ejerciendo asi su posible accion renoprotectora (Wilmer, Dixon et al. 2001,
Yoshizumi, Tsuchiya et al. 2001, Anjaneyulu y Chopra 2004). Sin embargo, en cultivos de
hipocampo disminuye la oxidacién proteica, lipoperoxidacion y apoptosis, por lo que se propone
como un tratamiento contra enfermedades neurodegenerativas (Ossola, Kdiridinen et al. 2009). Por
otro lado, la mangiferina ejerce un efecto protector frente al estrés oxidativo en corazén y rifion y
sobre la modulacion génica relacionada con la respuesta inflamatoria. La quelacion de metales es
otra de sus propiedades, la cual la convierte en una opcién viable como tratamiento para
enfermedades como el Parkinson (Masibo y He 2008). En cuanto a la mejora de los niveles de
glucosa plasmatica actiia promoviendo procesos glucoliticos y glucogénicos, y estimulando tejidos
periféricos para la utilizacion de glucosa por tejidos periféricos (Saxena y Vikram 2004).

Finalmente, se ha evaluado el efecto de compuestos como el acido clorogénico y la quercetina,
sobre la funcionalidad de canales i6nicos y su impacto positivo durante condiciones adversas. El
4cido clorogénico impide la neurotoxicidad por glutamato regulando la entrada de Ca** en las
neuronas y también promueve la actividad de canales K, durante condiciones inflamatorias,
contribuyendo a disminuir el dolor causado por inflamacién (Liu, Lu et al. 2016). Por otro lado, la
quercetina inhibe las corrientes generadas por canales de sodio dependientes de voltaje en neuronas
de hipocampo, lo que ejerce un efecto neuroprotector en situaciones de isquemia cerebral y
demencia (Yao, Han et al. 2010). Debido a la relacién que existe entre hiperglucemia y estrés
oxidativo, asi como a la participacion de las EROs sobre el dafio a tejidos como el rifion y cerebro
y mas especificamente a la actividad de canales ionicos presentes en la membrana celular se ha
dado paso al interés por conocer el efecto de una dieta suplementada con pulpa y cdscara de mango
sobre la expresion de canales de potasio en rindn e hipocampo, ya que los compuestos presentes
en ambas fracciones tienen la capacidad de modular diversos procesos celulares derivados de su

interaccion con sistemas bioldgicos (Soobrattee, Neergheen et al. 2005)
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3. HIPOTESIS

La suplementacion de una dieta con céascara y pulpa de mango (Mangifera indica L.) cv.
‘Ataulfo’ a un modelo murino con diabetes inducida, disminuye los niveles de expresion de canales

de potasio en rifidén e hipocampo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de una dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’, sobre los
niveles de expresion de canales de potasio en rifion e hipocampo, en un modelo murino con diabetes

inducida.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de una dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’
sobre la ganancia de peso, consumo de alimento y niveles de glucosa, en un modelo murino
con diabetes inducida.

2. Evaluar el efecto de una dieta suplementada con cascara y pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’,
sobre la expresion cualitativa de canales de potasio Ki: (1.1, 2.1, 3.3,4.1, 5.1, 6.2) y Ky (1.1,
3.1,4.2, 6.3) en rifién e hipocampo, en un modelo murino con diabetes inducida.

3. Evaluar los niveles de expresion de Ki; 6.2 en rifién e hipocampo en un modelo murino con
diabetes inducida alimentado con una dieta suplementada con céscara y pulpa de mango

cv. ‘Ataulfo’.
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5. MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realizd en el Laboratorio de Antioxidantes y Alimentos Funcionales de la
Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal en el Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo (CIAD) unidad Hermosillo, en colaboracion con el Departamento de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora. El bioensayo se llevo a cabo de
acuerdo con las politicas éticas para el cuidado y manejo de animales y fue aprobado por el comité

de ética de CIAD (Protocolo CE/013/2018).

5.1 Materia Prima Utilizada para la Elaboracion de la Dieta

El mango se obtuvo en un centro comercial en la ciudad de Hermosillo, Sonora, tomando en
consideracion el grado de madurez, tamafio, color y apariencia. Una vez en el Laboratorio de
Antioxidantes y Alimentos Funcionales, se procedi6 a su desinfeccion (300 ppm hipoclorito de
sodio) durante 3 min y posteriormente se secaron a temperatura ambiente (23 — 26 °C) durante 15
min. La cascara fue separada de la pulpa con un cuchillo afilado, y ambas partes se congelaron a -
35°C durante al menos 24 h. Las muestras congeladas se liofilizaron durante 96 h y se almacenaron
a -30 °C hasta su uso. Las muestras liofilizadas se molieron (< 0.05 mm) en una licuadora comercial

(Osterizer Clasica, 450-10, 0451-13).

5.2 Elaboracion de las Dietas Experimentales

Se utiliz6 la dieta LabDiet Rodent 5001 (Circulo ADN) como base para la elaboracion de la dieta
experimental, la cual consistio en sustituir la sacarosa por pulpa y la celulosa por cascara de mango
cv. ‘Ataulfo’ enun 10y 5 %, respectivamente. Ambas previamente liofilizadas y trituradas, para

obtener una dieta experimental final en forma de harina. Esta sustitucién permitié conservar los
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porcentajes de macronutrientes adecuados (57 % carbohidratos, 28 % proteina, 14 % lipidos). El
almidon, caseina, vitaminas, minerales, colina y celulosa fueron adquiridos con el proveedor
Bioserv. El azicar, grasa animal y grasa vegetal se obtuvieron en un centro comercial local. El

cuadro 2 muestran los ingredientes para elaborar un kg de las dietas experimentales.

Cuadro 2. Composicion nutrimental de las dietas experimentales (g/kg)

Ingrediente CS CD TDM PDM
Almidén 414 414 410 410
Sacarosa 100 100 - -
Celulosa 50 50 30 30
Ceseina 320 320 315 315
Aceite de maiz 27 27 25 25
Grasa animal 27 27 25 25
Mix de vitaminas 10 10 10 10
Mix de minerales 30 30 28 28
Colina 2 2 2 2
Agua 20 20 5 5
Cascara de mango - - 50 50
Pulpa de mango - - 100 100

En las dietas para los grupos TDM y PDM la sacarosa se sustituyd 100 % por pulpa de mango y la celulosa
fue sustituida en un 20 % por cascara de mango. Los macronutrientes fueron ajustados para brindar la misma
cantidad de energia en la dieta para los cuatro grupos experimentales.

5.3 Induccion de Diabetes y Administracion de las Dietas Experimentales a un Modelo Murino

Veinticuatro ratas macho Wistar de entre 150 — 300 g de peso se dividieron en 4 grupos de 6 ratas
cada uno, denominados control sano (CS), control diabético (CD), diabético con tratamiento de
mango (TDM) y diabético con pretratamiento de mango (PDM). La inducciéon de los grupos

diabéticos se realizd con una unica inyeccion via intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg).
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Tres dias después de la inyeccion se tomod una muestra de sangre de la cola de la rata para evaluar
la glucosa plasmatica. Al encontrarse niveles de glucosa por encima de 300 mg/dL se consideraron
diabéticas.

Cada grupo fue alimentado de la siguiente manera: Control sano (CS): fue alimentado con una
dieta estandar, Control diabético (CD): posterior a la induccion contintio alimentandose con la dieta
estandar, Diabético con tratamiento de mango (TDM): tras ser inducido a diabetes y confirmar la
hiperglucemia, se aliment6 con la dieta experimental, Diabético con pretratamiento con mango
(PDM): se alimento con la dieta experimental dos semanas previas a la induccion y tras confirmar
la diabetes se continu6 alimentado con la dieta experimental durante cuatro semanas mas. El
bioensayo tuvo una duracion de 28 dias, durante los cuales se registrd el peso de las ratas dos veces
por semana utilizando una balanza granataria. El consumo de alimento se evalud diariamente, por
medio de la diferencia entre la cantidad de alimento dado y el sobrante, esto se realizd con una
balanza analitica.

Al término del experimento se midid la glucosa plasmatica y posteriormente las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital (120 mg/kg) mediante una unica inyeccion via intraperitoneal; tras
confirmar la ausencia de reflejos presionando la punta de la cola y no haber reaccion por parte del
animal, se practico la eutanasia por decapitacion con guillotina. Inmediatamente se obtuvo el riidn
e hipocampo, de los cuales se tom6 una muestra que se congeld (-80°C) en un tubo Eppendorf

estéril con 150 pL del reactivo TRIzol hasta su analisis.

5.4. Evaluacion de la Expresion Génica Mediante RT-PCR y Q-PCR

La extraccion de RNA total de rifidn e hipocampo se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita
por el proveedor Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research). Los tejidos previamente congelados,
se lisaron con succiones repetidas de TRIzol con ayuda de una micropipeta (OHRUS). La solucion
obtenida se centrifugd (Micromax Fr) a 14,000 x g durante 60 s, después se transfirié a un tubo
Eppendorf estéril al cual se le agregaron 150 pL de etanol y se agitd en un vortex (Vortex Gene 2).
Posteriormente, se transfiri6 a una columna Zymo — Spin II C previamente colocada en un tubo

colector, donde se centrifugd nuevamente bajo las condiciones descritas anteriormente. El residuo
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obtenido en el tubo colector, se descartd y se agregaron 400 pL de Direct-zol RNA PreWash a la
columna, la cual se centrifugé nuevamente. Este procedimiento se realiz6 por duplicado. A la
columna se le agregaron 700 uL de RNA Wash Buffer y se centrifugo6 a 14,000 x g durante 2 min.
La columna se transfirié a un tubo Eppendorf donde el RNA se eluyo con 50 pL de agua libre de
nucleasas y se centrifugd bajo las mismas condiciones. Finalmente, el RNA total se cuantificé en
un Nanodrop (2000, Thermo Fisher) a 260 nm y se almacend a -70 °C.

Para la retrotranscripcion de cada una de las muestras se prepard, en un tubo Eppendorf estéril de
200 pL una mezcla con 5.5 pL de agua libre de nucleasas, 1 pL de oligonucledtidos aleatorios [5S00
pg/ml] (Promega) y 2 pL de RNA total (concentraciéon promedio). Esta solucion se agité en un
vortex durante 5 s. En otro tubo estéril se prepard un concentrado, el cual contenia 4 pL de buffer-
5x retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (MMLYV), 2 uL de ditiotreitol [0.1 mM], 1 pL
de desoxirribonucleotidos trifosfatados (dANTPs Mix) [10mM] y 0.5 pL. RNasina [40 u/ml]
(Promega). Una vez preparadas ambas soluciones, la muestra se incub6 a 65 °C durante 3 min en
un termociclador C1000 (Bio Rad). Posteriormente, al disminuir la temperatura hasta 25 °C, se
agregd el concentrado y se incubd a 42 °C por 1 min y se agreg6 1 pL de la enzima RT [500 p/ml].
La reaccion se dejo correr a dicha temperatura durante 2 h. Al término de ese periodo, se incubd a
65 °C durante 25 min mas para finalmente enfriarse a 4 °C y almacenarse a -20 °C hasta su uso. El
cDNA obtenido se cuantifico en un Nanodrop.

Con el objetivo de identificar la presencia de amplicones, se realizaron PCRs, con el cDNA
generado de cada una de las muestras en la RT y utilizando B-actina como control positivo, la cual
se amplifico a partir del mismo conjunto de muestras mediante el uso de cebadores especificos

(sentido y antisentido) disefiados previamente mediante la herramienta BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Cuadro 3). También se corrid6 un control
negativo, el cual consistié en una mezcla del concentrado con todos los cebadores utilizados sin
cDNA.

En tubos Eppendorf de 200 pL se prepard un concentrado el cual contenia 14.1 pL de agua libre
de nucleasas, 2 pL buffer — 5X Green Taq, 1.2 pL MgClz, 0.2 uLL dNTPs [10 mM] y 0.1 pL Taq
polimerasa [5 U/uL] (Promega). La solucion se centrifugd y homogenizo con succiones repetidas
mediante una micropipeta. Posteriormente, se agregd 0.5 uL del cDNA de interés y 0.2 pL de los
cebadores especificos (Ky 1.1, Ky 3.1, K, 4.2, K, 6.3, Ki: 1.1, Ki- 2.1, Ki 3.3, Kir 4.1, Kir 5.2 0 K

6.2). Las mezclas de reaccién se colocaron en un termociclador durante 35 ciclos bajo las
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siguientes condiciones: 94 °C por 2 min, 94 °C durante 40 s, 60 °C por 1 min y 72 °C por 40 s.
Finalmente, las reacciones se incubaron a 72 °C por 15 s.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2 % preparado de la siguiente manera:
se pesaron 300 mg de agarosa en una balanza analitica (AE, AAA 250L) y se colocaron en un vial
ambar de 20 mL. Se le afiadieron 1.5 pL de solucion TBE10x (Tris-Borato- EDTA) y 13.5 uL de
agua MQ, para obtener un volumen final de 15 mL. La mezcla se calentd en una placa caliente
(Fisher Scientific) a 300 rpm a 300 °C hasta ebullicion. A la solucion se le agregaron 4.5 pL de
SYBR SAFE DNA Gel Stain (0.3 pL/mL) (Invitrogen). Se homogenizé y se vacié en un molde,
posteriormente se colocd un peine para dar forma a los pozos, y ahi permanecio hasta su
gelificacion. Una vez gelificado, se retir6 el peine y el gel se coloco en la cdmara de electroforesis,
en la cual se vertido una solucion de corrida TBE1X. La presencia del amplicon se determino
comparando los resultados de las reacciones con un marcador de tamafio molecular de 100 pb, la
cual se prepardé homogenizando 3 pL de buffer de carga (Tracklt Cyan/Orange Loading Buffer,
Invitrogen) con 5 pL. del marcador [0.1pug/pL] (TrackIt 100 pb DNA Ladder, Invitrogen), los 8 pnL.
finales se colocaron en el primer pocillo, seguido de 8 puL de las PCRs de interés. En los tltimos

dos pocillos, se colocaron la  -actina y el control negativo

Cuadro 3. Secuencias de oligonucledtidos experimentales.

Gen Secuencias (5°-37) Producto ID
(Sentido, antisentido) esperado

Kv1.1 GTAGACCTCTGAACCTTCTGG, 326 pb XI12589.1
(KCNAT) AGAGTCTTGAGCTGCGTCTC

K.3.1 ACAGCCACTTCGACTATGA 346 pb NM_012856.1
(KCNC1) CTGAGCGCCAATCTCTTG

Kv4.2 CTCTGCCCACCATGACTGCTA, 201 pb NM _031730.2
(KCND2) CCACTGCATACCTTTCCCCACAA

K63 GCATCGTGCGGTTCATCGTC, 431 pb NM_133426.2
(KCNG3) CATGTCTCCATAGCCCACTG

Kir 1.1 CAGAAGTTGATGAAACGGACG, 148 pb NM _017023.2
(KCNIT) GTGCTAGCAGATTTCGCATG

K 2.1 CAATGCAGACTTTGAAATCG, 326 pb NM_017296.1
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(KCNJ2) TGAGAACGGAGTTCCAGAGA

Ki3.3 AGAGGGGACCTAGGGTATTG, 152 pb NM_053834.1
(KCNJ9) AAAATCTTCCCGGAGAGACGG

Kir4.1 GTGACAGGCAAACTGCTTCA, 104 pb NM_031602.2
(KCNJ10) GGGCTATCAGAGGCTGTGTC

Ki5.1 GCTTCAGCTATTTTGCCCTCAT, 100 pb NM_001252207.1
(KCNJ16) ACCGTGCCCTCTACCACATG

Kir6.2 ATATCAGTCCAGAGGTTGGTG, 157 pb NM_031358.3
(KCNJ11) AGGGATAATGCCCTTTCGG

B-actina TCGTGCGTGACATTAAAGAG, 198 pb NM _031144.3
TGCCACAGGATTCCATAC

Los resultados cualitativos de expresion de los Kir y Ky se visualizaron bajo el sistema de
transiluminacion con luz ultravioleta (WiseDoc, Gel Documentation system, 30S) y fueron foto-
documentados.

La cuantificacion del producto de amplificacion se realizé mediante PCRs tiempo real. La solucion
que se utiliz6 contenia 5 pL. de SYBR Green master mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific), 1 uL de cebadores [1 uM] final, 1 pL cDNA [10 pL/ng] [1 ng/ml] finat cDNA por reaccion
y 3 uL agua libre de nucleasas para obtener un volumen final de 10 pL. Se utilizé un termociclador
StepOne para llevar a cabo las reacciones mediante el siguiente protocolo durante 40 ciclos: 95 °C
por 15 s seguidos de 60 °C durante 1 min. Finalmente se realizé una curva de fusion utilizando f -
actina como gen de referencia con aumentos graduales de 3 °C (65 °C a 90 °C), con el objetivo de
identificar fragmentos amplificados de ADN especificos a partir de su temperatura de fusion. El
andlisis de expresion relativa se realizo siguiendo la metodologia de 2"~V (Livak y Schittgen,
2001), donde los resultados se reportaron como expresion relativa del gen de interés en base al gen

de referencia.

5.5 Disefio Experimental y Analisis de Datos

Para el analisis de los resultados de ganancia de peso y consumo de alimento se utilizé un disefo
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de bloques aleatorizado, donde el factor experimental fue la dieta suplementada con pulpa y céscara
de mango cv. ‘Ataulfo’ y el factor bloqueado fue el tiempo (semanas). Para los niveles de glucosa
y la expresion relativa de Ki: 6.2, se utiliz6 un disefio completamente al azar unifactorial (ANOVA).
Al presentarse diferencias significativas se realiz6 una comparacion de medias por la prueba de
Duncan y en datos no normales la prueba de Kruskal-Wallis (p <0.05). El factor experimental fue
la dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ y las variables respuesta fueron:
la ganancia de peso, consumo de alimento, niveles de glucosa y la expresion relativa del gen Ki;

6.2 en hipocampo y rifién del modelo murino con diabetes inducida.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Ganancia de Peso, Consumo de Alimento y Niveles de Glucosa en el Modelo Murino

La Figura 7 muestra la ganancia de peso durante el bioensayo de los cuatro grupos experimentales.
Los grupos CD y TDM presentaron una menor ganancia de peso en comparacion con el CS y PDM.
Por otro lado. los grupos CS y PDM no presentaron diferencias significativas entre el inicio y final
del bioensayo, aumentando entre 60 y 100 g. En un organismo diabético, la glucosa no se
internaliza en las células debido a la falta de insulina o su mala utilizaciéon, por lo que el
metabolismo se adapta para obtener energia de otros sustratos, como proteinas musculares o acidos
grasos del tejido adiposo, a través del proceso de gluconeogénesis. Esto conlleva a una pérdida de
masa muscular y tejido adiposo y consecuentemente una menor ganancia de peso. En un estudio
realizado por Gondi y Rao (2015) en donde se aliment6 a un grupo de ratas diabéticas con una dieta
suplementada con 5y 10 % de extracto etandlico de cascara de mango cv. ‘Badami’, se observo
un comportamiento similar en cuanto a la ganancia de peso del control sano (= 200 g/16 semanas)
y diabético (= 30 g/16 semanas).

El consumo de frutas y vegetales se asocia indirectamente con un menor riesgo de padecer diabetes,
debido al efecto que tiene su consumo sobre el peso corporal. El consumo de mango se ha asociado
con una mejora en la tolerancia a la glucosa y perfil lipidico, asi como a la disminuciéon de
adiposidad en un modelo murino alimentado con una dieta alta en grasa (Lucas, Li et al. 2011,
Boeing, Bechthold et al. 2012, Evans, Meister et al. 2014). La administracion cronica via
intraperitoneal de mangiferina (10 — 20 mg/kg) durante 28 dias mostro propiedades antidiabéticas,
antihiperlipidémicas y antiaterogenicas. Este mismo tratamiento restablecio la pérdida de peso
corporal en controles diabéticos. Estos resultados concuerdan con lo obtenido, ya que el consumo
de mango previo a la induccidn de diabetes pudiera estar interviniendo en el control de peso una

vez que se presenta la enfermedad (Muruganandan, Srinivasan et al. 2005).
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Figura 9. Ganancia de peso semanal en los cuatro grupos experimentales. CS: control sano; CD: control
diabético; TDM: diabético con tratamiento de mango; PDM: diabético con pretratamiento de mango. Los
resultados se presentan como la media + error estandar (E.E) de dos mediciones del cambio de peso por
semana en comparacion con el peso inicial. Literales diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
entre grupos (n=6) cada semana.

Los resultados para el consumo de alimento diario se muestran en la Figura 8. El control sano es
el grupo que consumid menos alimento (29.72 g + 0.74). El consumo normal reportado varia entre
15 - 40 g por dia dependiendo de la etapa de crecimiento en la que se encuentre el animal (Warner
y Breuer Jr 1972). Los grupos de animales con diabetes consumieron mas alimento lo cual indica
uno de los principales signos de la diabetes mellitus, la polifagia. Este signo se debe a que la
ineficiente utilizacion de la glucosa en el niicleo ventromedial del hipotalamo despierta el apetito
en los pacientes, lo cual provoca un aumento en la cantidad y frecuencia de las comidas (Baile,
Herrera et al. 1970). Otro de los mecanismos implicados, es que durante una restriccion energética
existe un aumento en la sefializacién hipotaldmica del neuropéptido Y (NPY). El exceso de este
neurotransmisor se asocia con una elevada ingesta de alimento en presencia de diabetes (Sindelar,
Mystkowski et al. 2002). La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) actia como un sensor de

energia celular y se activa bajo situaciones de restriccion energética y participa en la regulacion de
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la ingesta de alimentos. En ratas con diabetes inducida por estreptozotocina se observo que la
fosforilacion de esta proteina en neuronas hipotaldmicas, se ve aumentada durante la diabetes, lo
cual se ve reflejado en el aumento de consumo de alimento (Namkoong, Kim et al. 2005)

Sin embargo, comparando la grafica de ganancia de peso y consumo de alimento, se muestra un
comportamiento no lineal, ya que el CS es uno de los grupos con mayor ganancia de peso y menor

consumo de alimento.
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Figura 10. Consumo de alimento diario para los cuatro grupos experimentales. CS: control sano; CD:
control diabético; TDM: diabético con tratamiento de mango; PDM: diabético con pretratamiento de mango.
Los resultados se presentan como la media + error estandar (E.E) de alimento consumido por semana.
Literales diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos (n=6) cada semana.

La glicemia de los grupos experimentales al final del bioensayo se muestra en la figura 9. El control
sano mantuvo los niveles de glucosa entre 78.94 y 89.71 mg/dL después de 4 semanas. Segun
Johnson-Delaney (1996) el nivel normal de glucosa se encuentra entre 50 y 125 mg/dL. En este
contexto, los valores obtenidos se encuentran dentro de lo normal. El grupo control diabético y con

tratamiento obtuvieron niveles significativamente mas altos en comparacion con el grupo sano (>
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400 mg/dL). Sin embargo, el grupo con pretratamiento mantuvo niveles de glucosa menores tanto
al inicio como al final del bioensayo, no sobrepasando los 400 mg/dL.

A compuestos fendlicos como acido galico, protocateico y quercetina se le han atribuido
propiedades hipoglucemiantes ya que han demostrado tener actividad inhibidora de glucosidasas
asi como una disminucion en la actividad de o amilasas (Ani y Naidu 2008). Por otra parte, la
disminucién o mantenimiento de los niveles de glucosa puede deberse a la fibra dietaria
proveniente de la cascara de mango, ya que la fibra retarda el vaciamiento géstrico promoviendo
una lenta absorcion de glucosa por el intestino delgado (Jenkins y Wolever 1981). La fermentacion
de &cidos grasos de cadena corta como acetato, butirato y propionanto, los cuales se forman en el
intestino grueso a partir de la fibra, juegan un papel importante en la disminucion de glucosa, ya
que aumentan la sensibilidad a insulina y reducen la gluconeogénesis hepatica (Fukagawa,
Anderson et al. 1990, Roberfroid 1993).

El consumo de una dieta suplementada con pulpa y céscara de mango cv. ‘Ataulfo’ previo a la
enfermedad, presentd una mejora en signos propios de la diabetes como la ganancia de peso, el

consumo de alimento y los niveles finales de glucosa

46



600

b
— b
—I 500 T
o T
(®)]
£
B 400 -
g C
= T
B 300 -
(@)
(&)
=
(@)]
3 200 A
(7]
9
2 a
S 100
O - T T 1
cS cD TDM PDM

Tratamientos

Figura 11. Efecto del consumo de una dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ sobre
los niveles de glucosa en los grupos experimentales al final del bioensayo. CS: control sano; CD: control
diabético; TDM: diabético con tratamiento de mango; PDM: diabético con pretratamiento de mango. Los
resultados se presentan como la media + error estandar (E.E) de los niveles de glucosa obtenidos al final de
28 dias. Literales diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos (n=5). La media de
glucosa inicial en cada grupo fue CS: 81.33%+ 5.33 mg/dL; CD: 346.2° + 11.86 mg/dL; TDM: 360.8" +
23.34 mg/dL; PDM: 309.6° + 25.03 mg/

6.2 Expresion de Genes KCN en Rifion e Hipocampo en los Grupos Experimentales

Para el analisis cualitativo de la expresion de los genes que codifican para las proteinas Ki; y Ky de
los canales de potasio, se realizdo PCR tiempo final y electroforesis en gel de agarosa (Figura 9).
Los resultados mostraron que la diabetes por si sola, provocd cambios en la expresion de Ky 3.1y
Ky 4.2 en hipocampo. Sin embargo, estos cambios se mantuvieron en los grupos suplementados
con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’, por lo que utilizando esta técnica cualitativa el
consumo de la dieta suplementada con mango antes o después de presentarse la enfermedad, no

presentd efecto aparente sobre la expresion de dichos genes. Esta técnica presenta algunas

47



limitaciones como la falta de sensibilidad para detectar cambios en los niveles de expresion génica,
por lo que se procedio a valorar los cambios en los niveles de expresion relativa del gen que codifica
para la proteina de Ki: 6.2, el cual se selecciond por su participacion en la liberacion de insulina en
células pancreaticas. En la Figura 10 se observa un efecto significativo (p < 0.05) de la dieta
suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ sobre la expresion del gen Ki; 6.2 en el
rifidn, sin ser estadisticamente significativos entre ambos grupos (TDM y PDM). Sin embargo, no
se presentaron diferencias significativas entre el CS y CD (p > 0.05). Por otro lado, en el hipocampo
el nivel de expresion fue mayor en el grupo TDM mientras que el grupo PDM present6 los niveles
mas bajos (p <0.05). No se encontraron diferencias significativas entre el CS y CD, por lo que una
dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ tiene un efecto sobre la expresion
del gen que codifica para la proteina Ki; 6.2 en ambos tejidos.

Dado que la glucosa juega un papel importante en las funciones cerebrales, de manera normal los
canales Katp estan presentes en diversas secciones del cerebro como hipocampo, neocorteza e
hipotdlamo (Dunn-Meynell, Rawson et al. 1998, Gispen y Biessels 2000). En neuronas
hipotalamicas basales hay una disminucion significativa en la expresion de las subunidades K 6.2
durante un estado de hiperglucemia (Acosta-Martinez y Levine 2007). La reduccion en la expresion
de estos canales en el cerebro pudiera afectar la capacidad de la sefalizacion de la insulina para
controlar la homeostasis de la glucosa en la periferia. En otros tejidos, como el pancreas también
se ha observado una reduccion en la expresion, lo que conlleva una disminucion en la actividad del
canal (Moritz, Leech et al. 2001, Acosta-Martinez y Levine 2007).

El aumento en la expresion de Kir 6.2 en los grupos tratados con la dieta suplementada con pulpa
y céscara de mango cv. ‘Ataulfo’ puede deberse al efecto negativo de la glucosa sobre la actividad
de los canales Katp, dando como consecuencia un aumento en la expresion como mecanismo
compensatorio. No existen muchos estudios sobre la relacién entre compuestos fenolicos presentes
en mango cv. ‘Ataulfo’ y la expresion de canales de potasio, sin embargo, se ha demostrado como
la dieta y/o sus componentes pueden alterar los niveles de mRNA o proteina de canales i6nicos.
Frindt y Palmer (2010) realizaron un estudio donde adicionaron diferentes concentraciones de
potasio a una dieta basal de ratas, para ver si habia algin cambio en la expresion de canales i6nicos
de sodio y potasio en diferentes segmentos del rifion. Los resultados que obtuvieron no demostraron
cambios significativos en el ARNm de Kj- 1.1 en el tubulo colector cortical en respuesta a las

concentraciones de potasio, sin embargo, se observd un cambio a nivel proteina proporcional a las
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cantidades de potasio en la dieta. Estos resultados pueden deberse a una mayor eficiencia de sintesis
de proteina por un pool de ARNm o a una disminucién en la tasa de degradacion de proteinas. Es
importante mencionar que el mango cv. ‘Ataulfo’ aporta aproximadamente 156 mg de potasio/100
g (Rodriguez, Ordaz et al.). El cambio a nivel proteina observado en el estudio antes mencionado,
nos demuestra que la concentracion de potasio en la dieta puede provocar cambios a nivel de
expresion. Las concentracion control de potasio utilizada en el estudio de Frindt y Palmer (2010)
fue de 5.2 g/kg, la cual se asemeja a la utilizada en nuestra dieta experimental (3.05 g/kg) y en
donde se mostr6 un aumento en la expresion a nivel proteina en comparacion con la dieta baja en
potasio (0.52 g/kg). Sin embargo, en otras investigaciones realizadas en rifion se han demostrado
un aumento en la densidad de canales de baja conductividad, el doble de parches en la membrana
apical y un aumento de hasta tres veces mas en el nimero de canales conductores después del
consumo de una dieta alta en potasio durante 10 dias o mas. Se hipotétiza que estos efectos pudieran
ser resultado de la activacion del gen que codifica para los canales de baja conductividad (Kj; 1.1),
resultando en mayores niveles de ARNm y proteina (Wang, Schwab et al. 1990, Palmer, Antonian
et al. 1994, Frindt, Zhou et al. 1998).

Por otra parte, la interaccién de compuestos presentes en la pulpa y cascara de mango con factores
de transcripcion pudiera estar interviniendo en el aumento observado en nuestra investigacion. Las
proteinas FOX (FOXO1, FOXO03, FOXF2), modulan la expresion de subunidades de canales Katp,
asi como de genes involucrados en la glucolisis y la B-oxidacion (Philip-Couderc, Tavares et al.
2008). El peroxido de hidrégeno generado por el estrés oxidativo provocado por hiperglucemia
puede inducir la fosforilacion de FOXO1 mediante la PI3K/AKT y reducir asi su expresion en
rifdn de rata diabética (Min, Lim et al. 2010). Kato, Yuan et al. (2006) reportaron este mismo
efecto en tejido cortical de ratas inducidas a diabetes con estreptozotocina. Sin embargo, en otro
estudio se demostrd que el resveratrol puede regular la expresion de genes modulados por proteinas
FOX en rifion diabético mediante la desacetilacion por SIRT1 dependiente de NAD", entre los
cuales pudieran verse afectado el Ki; 6.2. (Wu, Zhang et al. 2012). El resveratrol es un compuesto
natural de la familia de los fenoles, aunque no se encuentra presente en mango, su estructura
contiene anillos fenolicos los cuales estan presentes en otros compuestos del mango, como el acido
galico. Ademas, el contenido total de compuestos fendlicos en pulpa y cascara de mango es de
aproximadamente 4334 mg/100 g (Sogi, Siddiq et al. 2015).

La epigalocatequina (EGCG) es un polifenol presente en el té verde. En cultivos de neuronas de
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hipocampo de ratas se ha evaluado el efecto EGCG sobre receptores AMPA. Un impulso eléctrico
en la neurona produce una entrada de calcio seguido de una liberacion de glutamato el cual se fija
en los receptores AMPA los cuales funcionan como canales, abriéndose y permitiendo el flujo de
sodio o calcio. En este mecanismo, el calcio actia como segundo mensajero para regular la
liberacion de neurotransmisores, plasticidad sinaptica y expresion de genes, sin embargo, un exceso
en la activacion de receptores AMPA puede provocar excitotoxicidad (Mattson, Lovell et al. 1995,
Berridge, Lipp et al. 2000, Lu y Mattson 2001). Esta excitotoxicidad puede deberse a altas
concentraciones de calcio intracelular debido la activacion de canales de calcio dependientes de
voltaje o al aumento de EROs (Gruol, Netzeband et al. 1996). En un estudio realizado por Bae,
Mun et al. (2002) se demostrdé que la EGCG actia directamente contra los receptores AMPA
disminuyendo la concentracion de calcio de manera dosis dependiente sugiriendo su efecto
protector hacia las células neuronales. Cabe destacar que los receptores AMPA actiian sobre
corrientes de potasio generadas por canales K en hipocampo, por lo que la EGCG pudiera ejercer
algun efecto sobre los canales de potasio. Esta evidencia nos sugiere que otra de las vias que
pudieran estar implicadas en el aumento de expresion de Ki: 6.2 en hipocampo va en relacion con
la activacion o expresion de receptores.

Se han investigado mecanismos por los cuales los canales Katp se activan o inactivan dependiendo
del ambiente celular, enfocandose principalmente en los efectos que pudieran tener las variaciones
en el metabolismo de la glucosa. Dada la generacion de radicales libres producidos durante el estrés
oxidativo la duracion del potencial de accion de los canales Katp presentes en miocitos, se ha visto
disminuida a través de su apertura. Mientras que en vasculatura cerebral, el efecto de los radicales
libres sobre los canales es que retardan su apertura al verse expuestos a agentes reductivos como
el O2 (Liu y Gutterman 2002). Las EROs pueden actuar directamente sobre los canales de potasio
dependientes de voltaje en el cerebro, trayendo como consecuencia una alteracion en la
excitabilidad neuronal, mientras que la susceptibilidad que sufren los canales BK (canales de K*
dependientes de Ca*? de gran conductancia) a la oxidacién de metioninas y cisteinas, conlleva un
aumento o disminucion en la actividad del canal, lo que da como resultado una disminucion en la
frecuencia de activacion de neuronas del hipocampo y consecuentemente alterando algunas
funciones cognitivas (Gong, Gao et al. 2000, Tang, Garcia et al. 2004, Santarelli, Wassef et al.
2006, Zhang, Xu et al. 2006). Los canales Karp, especificamente la subunidad Ki: 6.2 se ve

implicada en la progresion o desarrollo de Parkinson ya que estos canales responden a receptores
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AMPA, lo que ocasiona la apertura del canal e hiperpolarizan la sinapsis, inhibiendo la liberacion
de dopamina (Avshalumov, Chen et al. 2003, Avshalumov y Rice 2003). Estos receptores pudieran
estar ejerciendo un papel clave en nuestro estudio ya que la administracion de estreptozotocina se
asocia con respuestas fisiolégicas provocadas por una disminucion en la afinidad de estos
receptores representando un paso critico en la regulacion sinaptica glutamatérgica (Joél, Milot et
al. 1997). En el estudio realizado por Chabot, Massicotte et al. (1997) se concluy6 que la regulacion
inapropiada de estos receptores por procesos dependientes de calcio en ratas tratadas con
estreptozotocina pudiera ser responsable de la pérdida del potencial a largo plazo observado en
animales diabéticos.

Los astrocitos presentes en el hipocampo expresan tanto canales de potasio (Ki-) como receptores
AMPA (Kressin, Kuprijanova et al. 1995), los cuales al ser activados bloquean corrientes generadas
por Kis de manera dosis dependiente. Schroder, Seifert et al. (2002) demostraron que una de las
causas de bloqueo de corrientes generadas por canales Kj: en astrocitos de hipocampo se debe al
efecto de estos receptores sobre la apertura del canal. Los receptores AMPA son permeables a Ca*",
sin embargo, contrario a lo que pasa en células de Miiller y ventriculares, la inhibicion de estas
corrientes depende del flujo de Na (Matsuda y Cruz 1993, Kressin, Kuprijanova et al. 1995, Puro,
Yuan et al. 1996) Asimismo, en condiciones in vivo factores como el pH, el cual puede verse
modificado por la formaciéon de canales heterdmeros, pudiera contribuir a la inhibicién de
corrientes Kira través de la activacion de los receptores antes mencionados (Xu, Cui et al. 2000).
En el rifdn, los canales Katp se encuentran en el sistema tubular renal, asa gruesa ascendente de
Henle y el conducto colector cortical. Bajo situaciones fisiolégicas normales, estos canales tienen
una alta probabilidad de abrirse ejerciendo un papel primordial en la reabsorcion de electrolitos,
solutos y sobre el mantenimiento de potasio. Una de las consecuencias que se presenta es que su
actividad esta acoplada a la actividad de la bomba sodio-potasio. Sin embargo, en situaciones en
donde la razon ATP/ADP es menor, hay una mayor probabilidad de apertura del canal
independientemente de la actividad de la bomba lo que es perjudicial en el tibulo proximal, donde

se reabsorbe del 60 al 70 % del filtrado glomerular (Quast 1996).
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Figura 12. Niveles de expresion relativa de Kir 6.2 en rifidon e hipocampo. CS: control sano; CD: control
diabético; TDM: diabético con tratamiento de mango; PDM: diabético con pretratamiento de mango. Los
datos fueron normalizados con B-actina como gen de referencia endogeno y calibrados con el grupo control
sano (CS). Los resultados se representan como la media + error estandar (E.E) de una medicion realizada
por triplicado de 6 animales por grupo. La comparacion entre grupos se realizé por la prueba de Kruskal-
Wallis para datos no paramétricos. Literales diferentes indican diferencias significativas entre grupos
experimentales para cada tejido (p <0.05).
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Cuadro 4. Expresion cualitativa de canales de potasio Ki; y Ky en rifién e hipocampo en los diferentes grupos experimentales.
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PDM
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Los resultados muestran la presencia de amplicones en rifidon € hipocampo en los grupos experimentales. CS: control sano; CD: control diabético;
TDM: diabético con tratamiento de mango; PDM: diabético con pretratamiento de mango (n=3). * Indican que hubo diferencias en la expresion
cualitativa de canales KCN entre grupos experimentales en hipocampo



De manera visual, existe un efecto de la diabetes sobre los canales Kv 3.1 y Kv 4.2 en hipocampo.
Especificamente el Ky 4.2 juega un papel importante en la plasticidad sinaptica del hipocampo,
seccion del cerebro responsable del aprendizaje y la memoria. Alteraciones en la funcion o
actividad de este canal afectan las subunidades del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato)
provocando una alteracion sobre las funciones del hipocampo (Jung, Kim et al. 2008)

Yan, Zhang et al. (2019) reportaron que en ratones con diabetes inducida con estreptozotocina se
observd una mayor expresion proteica de Ky 4.2 lo cual se asocia con disfunciones cognitivas, sin
embargo la inhibicion de la actividad del canal con bloqueadores especificos través de la via
P13K/AKT disminuye los efectos negativos generados en el cerebro. Aunque en nuestro estudio
se vio un comportamiento diferente en cuanto a la expresion de Ky 4.2 en hipocampo, es importante
mencionar que existen diferencias entre estudios en cuanto al modelo utilizado y las técnicas para
evaluar la expresion, sin embargo los resultados en ambos estudios sugieren que hay mecanismos
transcripcionales, postranscripcionales, postraduccionales y epigenéticos pueden contribuir a la
expresion de canales de potasio por lo que estos genes son inducibles y su funcién y/o expresion
puede verse comprometida por factores como la dieta o alteraciones metabolicas (Yang y Nerbonne
2016).

La expresion proteica del canal Ky 4.2 ha mostrado una disminucion significativa en ventriculos
de ratones con sobreexpresion de receptores PPAR a. (Xu y Rozanski 1998, Marionneau, Aimond
et al. 2008). Los receptores activados por proliferados de peroxisomas (PPAR ), son factores de
transcripcion que juegan un papel importante en la regulacion de genes involucrados en el
metabolismo de los acidos grasos miocardicos y el metabolismo energético. Su expresion y
actividad se ve aumentada durante la diabetes y pudieran estar directamente relacionados con
cambios en la excitabilidad de la membrana miocardica. Estos factores de transcripcion se expresan
en los nucleos de neuronas del hipocampo, en donde han demostrado ser una parte integral en la
formacion de memoria, incluyendo el aprendizaje espacial y social (Abel y Kandel, 1998; Yin et
al., 1995). La hiperglucemia disminuye la expresion de los receptores PPARy en hipocampo, lo
cual promueve el deterioro cognitivo dando pie a enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. A pesar de que estos receptores estan relacionados con la despolarizacion de la
membrana en miocardio, se desconoce si existe una relacion entre ellos y los cambios de expresion
de canales K, en hipocampo.

Por otro lado, la sub expresion de canales Ky como el 2.1, 4.2 y 4.3 en células cardiacas se ha visto
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relacionada con la deficiencia de insulina, sin embargo, los mecanismos ain no han sido
elucidados. En el miocardio se han reportado mecanismos celulares y moleculares inducidos por
la diabetes que provocan una disminucion en las corrientes repolarizantes de Kys y a su vez, se han
realizado estudios donde tratamientos con insulina revierten este efecto (Xu, Patel et al. 2002). Se
ha propuesto que la respuesta de corrientes transitorias de potasio a insulina se ve alterada por
inhibidores de sintesis proteica y por el trafico de proteinas a través del citoesqueleto. Estos datos
concuerdan con otros estudios donde las disminuciones de corrientes transitorias de potasio en
modelos no diabéticos con insuficiencia cardiaca se ven disminuidas, apoyando la hipotesis de que
los canales i6nicos estan regulados por alteraciones en la transcripcion y expresion superficial de
su proteina. Particularmente, en el caso de la diabetes mellitus se propone que estos procesos
celulares en el corazdn estan regulados por cascadas de sefializacion de insulina (Shimoni, Ewart
et al. 1999, Xu, Patel et al. 2002)

El Ky 3.2 tiene una alta expresion en interneuronas corticales, interneuronas de hipocampo,
neuronas corticotaldmicas y neuronas auditivas del tronco encefalico. Su expresion se ve
modificada por factores como la edad y condiciones del animal (Brown, El-Hassar et al. 2016).
Anteriormente se han descrito interacciones entre polifenoles y canales i6nicos. La curcumina es
un polifenol que tiene la capacidad de inhibir corrientes de potasio Ikys en linfocitos (IC50, 11.9
uM), a esta propiedad se le ha atribuido su efecto anti inflamatorio (Shin, Seo et al. 2011). El resveratrol,
compuesto presente en uvas, ha demostrado tener un efecto inhibitorio sobre canales de sodio
regulados por voltaje, dando como resultado la propiedad cardioprotectora de estos compuestos.
(Wallace, Baczko et al. 2006). Los mecanismos epigenéticos que pudieran estar implicados se
relacionan con la activacion de genes supresores de tumores, genes antioxidantes, de reparacion de
DNA, entre otros (Pan, Lai et al. 2013). Debido a que polifenoles como la curcumina y el
resveratrol tienen un efecto sobre la actividad de canales de potasio y sodio, respectivamente, es
posible sugerir que los compuestos presentes en la pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ pudieran

estar ejerciendo algun efecto sobre los canales Ky 3.1 y Ky 4.2 en hipocampo.
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7 CONCLUSIONES

El consumo de una dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ previo
a la enfermedad, presentd una mejora en signos propios de la diabetes como la ganancia de peso,
el consumo de alimento y los niveles finales de glucosa.
La expresion cualitativa de genes KCN mostrd que Ky 3.1 y K, 4.2 se dejaron de visualizar en el
hipocampo de los grupos con diabetes inducida (CD, TDM, PDM).
La dieta suplementada con pulpa y cascara de mango cv. ‘Ataulfo’ tuvo un efecto sobre la expresion
relativa de Ki: 6.2 dependiendo del tejido y la administracion de la dieta, en el rifion se observo un
aumento en la expresion en ambos tratamientos (TDM, PDM), mientras que en hipocampo se
presentd un aumento y disminucién en la expresion, en los grupos TDM y PDM, respectivamente.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que el consumo de mango cv. ‘Ataulfo’ y sus
subproductos, pueden tener un impacto positivo en la prevencion y manejo de la diabetes mellitus;
asi como disminuir el efecto de la hiperglucemia y el estrés oxidativo derivado sobre la expresion

y posible funcionalidad de canales de potasio presentes en células renales y neuronales.
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8 RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el bioensayo agregando un grupo tratado con sulfonilureas, ya que
estos fArmacos se unen a canales Katp presentes en las células f — pancreaticas. Esto con la
finalidad de comparar su efecto con el de una dieta suplementada con pulpa y cdscara de mango
cv. ‘Ataulfo’.

De la misma forma, se pudieran agregar otros grupos combinando ambos tratamientos
(Hipoglucemiantes + dieta) o evaluando por separado el efecto de la suplementacion de pulpa y
cascara de mango.

Se sugiere evaluar el efecto de la hiperglucemia y del extracto de pulpa y céscara y/o compuestos
bioactivos presentes en mango cv. ‘Ataulfo’, sobre la expresion génica o a través de receptores o
factores de transcripcion implicados en su regulacion, asi como de su funcionalidad, utilizando

como modelo cultivos celulares renales y neuronales.
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