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RESUMEN

El estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis y progresion de la diabetes y dafio a
organos como el cerebro. Se conoce la relacion inversa entre el consumo de frutos y el desarrollo
de enfermedades cronicas, explicada por la cantidad y variedad de compuestos bioactivos. El
mango cv. ‘Ataulfo’ posee diversos compuestos con actividad biologica demostrada. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion de una dieta con cascara y pulpa de
mango cv. ‘Ataulfo’, sobre el estrés oxidativo en cerebro de un modelo murino con diabetes
inducida por estreptozotocina. Se utilizaron 24 ratas Wistar machos divididas en 4 grupos: control
sano (CS), control diabético (CD), diabético tratado con dieta suplementada con mango (TDM) y,
diabético pretratado con dieta suplementada con mango (PDM). Después de 28 dias, se extrajeron
cerebelo y corteza para evaluar la expresion génica y actividad de enzimas antioxidantes y
productos de oxidacion. La expresion de superoxido dismutasa 2 (SOD2), aument6 1.8 veces en la
corteza del TDM con respecto al CS, mientras que la expresion de GSTpl fue mayor en la corteza
del TDM (4.1 veces) y en corteza y cerebelo del PDM (2.5 y 9.6 veces, respectivamente). La
actividad de SOD1 fue mayor en los grupos CD, TDM y PDM (0.11, 0.09 y 0.08 U/mg de proteina
en cerebelo y 0.04, 0.05 y 0.05 U/mg de proteina en corteza) en comparacion con el CS (0.05 y
0.02 U/mg de proteina, respectivamente), mientras que la actividad de glutatién-S-transferasa
(GST) fue mayor en el PDM (10.34+0.47 y 3.40+0.42 U/mg de proteina en cerebelo y corteza,
respectivamente) en comparacion con el CS (8.63+0.43 y 2.14+0.12 U/mg de proteina en cerebelo
y corteza, respectivamente). Observamos una disminucion de productos de peroxidacion lipidica
en los grupos TDM y PDM (0.63+0.05 y 0.59+0.02 nmol MDA/mg de proteina en cerebelo, y
0.43+0.05 y 0.45+0.04 nmol MDA/mg de proteina en corteza) con respecto al CD (1.31+0.15 y
0.73+0.05 nmol MDA/mg de proteina en cerebelo y corteza, respectivamente). Ademas, la dieta
suplementada con mango mitig6 la polifagia, pérdida de peso subita y mantuvo estable la glicemia
de las ratas diabéticas. Se concluye que, en el modelo utilizado, la ingesta de mango cv. ‘Ataulfo’
mejora el control metabdlico y tiene un efecto sobre la disminucion del daio oxidativo en cerebro,
mediante el aumento de la expresion y actividad de enzimas antioxidantes y reduccion de la

peroxidacion lipidica.

Palabras clave: Diabetes, estrés oxidativo, neuroproteccidon, antioxidantes, compuestos

bioactivos, subproductos.
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ABSTRACT

Oxidative stress is implicated in the pathogenesis and progression of diabetes, causing
damage to organs such as the brain. The inverse relationship between fruit consumption and the
development of chronic diseases is known, which is explained by the amount and variety of its
bioactive compounds. Mango cv. 'Ataulfo' has various compounds with biological activity. The
objective of this study was to evaluate the effect of supplementing a diet with mango cv. 'Ataulfo’
peel and pulp, on oxidative stress in the brain of a streptozotocin-induced diabetic rat model. We
used 24 male Wistar rats divided into 4 groups: healthy control (HC), diabetic control (DC),
diabetic treated with diet supplemented with mango (DTM) and diabetic pretreated with a diet
supplemented with mango (DPM). After 28 days, cerebellum and cortex were extracted to evaluate
antioxidant enzyme expression and activity and oxidation products. Superoxide dismutase 2
(SOD2) expression showed a 1.8-fold increase in the cortex of the DTM with respect to HC, while
the expression of glutathione-S-transferase pl (GSTp1) was higher in the cortex of the DTM (4.1-
fold) and in the cortex and cerebellum of the DPM (2.5 and 9.6-fold, respectively). The activity of
SOD1 was higher in DC, DTM and DPM groups (0.11, 0.09, 0.08 U/mg of protein in the
cerebellum and 0.04, 0.05, 0.05 U/mg protein in cortex), as compared to HC (0.05 and 0.02 U/mg
protein, respectively), while GST activity was higher in DPM (10.344+0.47 and 3.40+0.42 U/mg
protein in cerebellum and cortex, respectively), as compared to HC (8.63+0.43 and 2.14+0.12
U/mg protein in cerebellum and cortex, respectively). A decrease in lipid peroxidation products
was reported in DTM and DPM groups (0.63+0.05 and 0.59+0.02 nmol MDA/mg protein in
cerebellum, and 0.43+0.05 and 0.45+0.04 nmol MDA/mg protein in cortex), with respect to DC
(1.31+0.15 and 0.73+£0.05 nmol MDA/mg protein in cerebellum and cortex, respectively).
Furthermore, the supplemented diet mitigated polyphagia, sudden weight loss and maintained
stable glycemia of diabetic rats. We concluded that, in the model used, the intake of mango cv.
'Ataulfo’ improves metabolic control and has a positive effect in reducing oxidative damage in the
brain, by increasing the expression and activity of antioxidant enzymes and inhibiting lipid

peroxidation.

Keywords: Diabetes, oxidative stress, neuroprotection, antioxidants, bioactive compounds,

byproducts.
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1. INTRODUCCION

El estrés oxidativo (EO) esta implicado en la patogénesis y progresion de algunas
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), entre las que destacan la diabetes mellitus y sus
complicaciones. Se le denomina EO al fenémeno causado por el desbalance entre la concentracion
de especies oxidantes y antioxidantes (Sies, 2018). Las moléculas oxidantes, principalmente las
especies reactivas de oxigeno (EROs), son generadas mediante diversos procesos bioquimicos y
cumplen distintas funciones a nivel fisioldgico. Sin embargo, bajo ciertas condiciones patologicas
y de estrés, se produce una mayor cantidad de EROs causando dafo a lipidos, proteinas y DNA
(Nimse y Pal, 2015). La falta de un control adecuado de la glucemia en la diabetes mellitus tipo 2
(DMT?2), se asocia a una mayor produccion de EROs, las cuales generan un ambiente oxidante que
compromete a drganos como corazon, rifion, cerebro, entre otros (Pisoschi y Pop, 2015). E1 EO se
ha relacionado directamente con alteraciones en neuronas y otras células de la glia, ocasionando
deterioro y muerte celular (Sadi y Konat, 2016). En este contexto, en los ultimos afios ha crecido
el interés por el estudio de antioxidantes provenientes de distintas fuentes en especial de vegetales,
que puedan tener un impacto en la prevencion del daiio causado por el EO en el cerebro.

Los principales antioxidantes que se encuentran presentes en frutos y vegetales son: la vitamina C
y E, carotenoides y compuestos fendlicos, destacados por sus diversas propiedades biologicas
como: anticancerigenos, antiproliferativos, antiinflamatorios, antioxidantes, entre otras (Shahidi y
Ambigaipalan, 2015). Recientemente, se ha demostrado que algunos de estos compuestos pueden
ejercer efectos neuroprotectores in vitro e in vivo, a través de su capacidad antioxidante y su
participacion en distintas vias de sefalizacion celular asociadas a la respuesta del sistema
antioxidante endogeno (Abdel-Moneim et al., 2017; Kang et al., 2013). Lo anterior conduce al
aumento en la expresion y actividad de enzimas antioxidantes o de fase II, como superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation-S-transferasa (GST)
(Figueroa-Méndez y Rivas-Arancibia, 2015; Kang et al., 2013; Miyake et al., 2014; Reglodi et al.,
2017), las cudles contribuyen a mantener la homeostasis celular y a disminuir el dafio oxidativo.

Se ha reportado que la administracion de acido galico y acido p-cumadrico en ratas diabéticas,
disminuyen el EO en procesos de neurodegeneracion, debido al aumento ocasionado por estos

fenoles en la actividad enziméatica de CAT, SOD, GPx y GST (International Journal of Molecular
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MedicineAbdel-Moneim et al., 2017). Por otro lado, Iwata et al. (2010) demostraron que la
suplementacion con vitamina C (100 mg/kg de peso) disminuye los niveles de peroxidacion lipidica
e incrementa la actividad enziméatica (CAT, SOD, GPx) en diferentes regiones del cerebro de ratas
diabéticas sujetas a isquemia. Estudios recientes, sugieren que de la misma forma, los carotenoides
pueden estimular al factor nuclear derivado del eritroide 2 (Nrf2) para estimular la transcripcion de
enzimas de fase II, con la consecuente disminucion del EO (Kaulmann y Bohn, 2014).

Los frutos tropicales representan una excelente fuente de fitoquimicos con actividad biologica. En
el caso del mango (Mangifera indica L.) cv. ‘Ataulfo’, se han identificado distintos compuestos
bioactivos, tanto en la pulpa como en la céscara, tales como vitamina C, -caroteno, acido galico,
acido clorogénico, acido protocatéico, mangiferina, acido vanilico, &cido hidroxicindmico, acido
p-cumarico, entre otros (Pacheco-Ordaz et al., 2018; Palafox-Carlos et al., 2012; Robles-Sanchez
et al., 2009; Velderrain-Rodriguez et al., 2015). Ademas de su potencial antioxidante, los
compuestos bioactivos del mango han sido estudiados por sus efectos a nivel sistémico como
hipolipidémicos (Robles-Sanchez et al., 2011) y antidiabéticos (J. A. Dominguez Avila et al.,
2017), por mencionar algunos. Por lo que es de nuestro interés, conocer el posible efecto
neuroprotector que podria tener la suplementacion de una dieta con mango, rica en compuestos
fenolicos y carotenoides, asi como su posible efecto sinérgico.

Algunos de los compuestos bioactivos de este fruto han sido evaluados individualmente por sus
efectos neuroprotectores, principalmente en modelos diabéticos, cuyos resultados indican que aun
en presencia de la enfermedad, el dafio oxidativo en el cerebro es menor. Sin embargo, no se han
reportado estudios que evalien el efecto del consumo de estos compuestos en una dieta habitual
sobre los indicadores del EO, expresion génica y actividad de las enzimas antioxidantes. Es por
ello que el objetivo de presente trabajo, es evaluar los efectos de la suplementacion de una dieta
con cascara y pulpa de mango, en la prevencion y/o disminucion del dafio oxidativo a nivel cerebral

en un modelo murino con diabetes inducida.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Estrés Oxidativo como Causante de Alteraciones en Biomoléculas

El estrés oxidativo (EO) se define como el desequilibrio entre moléculas oxidantes y antioxidantes,
que conlleva a la pérdida de la homeostasis redox en el organismo (Sies, 2018). Durante el
metabolismo aerobio se generan normalmente radicales libres (RLs) y especies reactivas de
oxigeno (EROs) para el cumplimiento de distintas funciones fisiologicas, tales como proteccion
inmunologica frente a patdogenos, asi como la sefializacion celular involucrada en procesos de
adaptacion en respuesta a factores ambientales (Shadel y Horvath, 2015). El balance entre los
efectos benéficos y perjudiciales de las EROs y los RLs en el organismo, se logra a través de
distintos mecanismos implicados en la regulacion redox, los cuales controlan el estado de oxido-
reduccion en las células, manteniendo la homeostasis. Sin embargo, la sobreproduccion de EROs,
aunado a la actividad deficiente del sistema antioxidante y/o el bajo consumo de antioxidantes
exogenos, provocan alteraciones en biomoléculas como lipidos, proteinas y DNA. Lo anterior deja
como consecuencia modificaciones en la sefializacion, mecanismos de transporte, control de ciclo
celular, etc. (Bhat et al., 2015; Rani et al., 2016).

Ademas de las condiciones bioldgicas normales, existen distintos estimulos exodgenos que
aumentan la produccion de EROs, tales como la radiacion, contaminacién ambiental, farmacos,
tabaco, actividad fisica excesiva, dietas bajas en antioxidantes y condiciones patologicas
(Phaniendra et al., 2015). La Figura 1 resume los diversos factores que favorecen la produccion
de EROs. A nivel celular, la mayoria de las EROs son generadas en la cadena respiratoria
mitocondrial mediante la conversion del oxigeno molecular a anidon superoxido (Oz¢") por la
NADPH oxidasa (20>+NADPH - 20,¢ + NADP' + H"). Para disminuir su reactividad, el Oz~
es dismutado inmediatamente a perdxido de hidrogeno (H202) por la enzima superdxido dismutasa
(SOD), a través de la transferencia de dos atomos de hidrogeno (202¢~ + 2H® = H202 + 02). A
pesar de que el H>O2 no es considerado un RL, en presencia de metales de transicion como cobre
o hierro, éste puede transformarse en radical hidroxilo (*OH) mediante la reaccion de Fenton. El

*OH es un compuesto altamente reactivo capaz de abstraer atomos de hidrogeno de biomoléculas
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e iniciar reacciones en cadena, causando modificaciones quimicas irreversibles que conllevan a
dafio celular (Nimse y Pal, 2015).

El *OH es capaz de reaccionar con la doble cadena del DNA, formando aductos de bases
nitrogenadas, principalmente de guanina, dando lugar a la formacion de 8-hidroxi-
2’desoxiguanosina (8-OHdG), que durante la replicacion del DNA interactia con la adenina
causando mutaciones (Nimse y Pal, 2015). Los 4cidos grasos poliinsaturados y fosfolipidos de las
membranas son susceptibles al ataque por EROs, formando radicales peroxilo (ROOe) e
hidroperdxidos (ROOH), que, mediante distintas reacciones, dan lugar a malondialdehido (MDA)
y 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Bhat ef al., 2015). Se ha reportado que los efectos mutagénicos del
MDA y 4-HNE, estan ligados a su capacidad para difundir a través de la membrana celular,
uniéndose covalentemente a proteinas y DNA (Kanner et al., 2017). En el caso de las proteinas, las
EROs pueden oxidar residuos aminoacidicos (principalmente prolina, arginina, lisina y treonina)
generando grupos carbonilo, los cuales también pueden ser resultado de reacciones de la cisteina,
histidina y lisina, con cetonas y aldehidos producidos por peroxidacion lipidica (Kolgiri y Patil,
2017). No obstante, las concentraciones de las EROs y sus efectos dafiinos pueden ser reducidos a

través de los mecanismos de defensa del sistema antioxidante enzimatico y/o exdgeno.
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antioxidantes, condiciones patologicas. P450.

GSH

v

Figura 1. Principales fuentes de EROs y su regulacion por el sistema antioxidante endégeno. La generacion de EROs puede provenir de fuentes exogenas y
endogenas, las enzimas antioxidantes de los organismos vivos encargadas de su transformacion incluyen a superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), catalasa
(CAT, EC 1.11.1.6), glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y glutation-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18).
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2.2 Proteccion del Sistema Antioxidante Enzimatico y no Enziméatico Frente al Estrés Oxidativo

Los antioxidantes enziméaticos comprenden moléculas como la SOD, catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx) (Figura 1). La SOD cataliza la conversion de Oz a H Oz y O,, mediante la
transferencia de H'; existen 3 isoformas, las cuales se clasifican de acuerdo a su localizacion y
grupos prostéticos metalicos: SOD1 (Cu/Zn) citosolica, SOD2 (Mn) mitocondrial, y SOD3 (Cu/Zn)
extracelular (Kim et al., 2015). La CAT contiene hierro en su grupo prostético (grupo hemo), se
encuentra principalmente en el citoplasma y en los peroxisomas y es la enzima encargada de
catalizar la reaccion de descomposicion del H>O2: 2H>02 = H>O + Oz (Nimse y Pal, 2015). Por
otro lado, la GPx, puede reducir al H>O» y a los ROOH, mediante la utilizacion del glutation (GSH)
como donador de ¢ (Kim et al., 2015). Existen diversas isoformas de GST presentes en el
citoplasma y la mitocondria, las cuales se encargan de catalizar la conjugacion de GSH con
compuestos organicos (Singhal et al., 2015). Estas enzimas de fase II son transcritas por accion del
Nrf2 en presencia de EROs y especies reactivas de nitrogeno (ERNs) para la proteccion contra el
EO (Yuan et al., 2017).

De igual forma, existen antioxidantes enddgenos de caracter no enzimatico que ayudan a mantener
el estado redox de la célula. El sistema antioxidante enddgeno incluye moléculas proteicas como
la ferritina, transferrina y albiimina, asi como moléculas de bajo peso molecular como el GSH,
acido urico, melatonina, coenzima Q (CoQH>), etc. (Pisoschi y Pop, 2015). E1 GSH es un tripéptido
formado por acido glutamico, cisteina y glicina que sirve como sustrato de las enzimas glutation
oxidasa, glutation reductasa y GPx, que por su capacidad oxido-reductora, ayuda a mantener el
estado redox en la célula (Nimse y Pal, 2015). El mecanismo de accion de algunas proteinas como
antioxidantes consiste principalmente en quelar metales de transicion, de manera que estos no
puedan interferir en las reacciones involucradas con la generacion de EROs. Se ha determinado
que el 4cido tirico es capaz de neutralizar al oxigeno singulete (‘O2) y a los radicales ROOs e *OH,
mientras que los metabolitos de la melatonina neutralizan al *OH, Oz¢™ y 6xido nitrico (NO). Por
ultimo, la CoQHa, posee la capacidad de neutralizar radicales ROOe y convertir al Oz¢~ en H,O»
por transferencia de H', ademas de regenerar al radical a-tocoferoxilo producido por la oxidacion
del a-tocoferol. A pesar de estar integrado por multiples antioxidantes endogenos, el sistema

requiere del consumo de antioxidantes provenientes de la dieta para reforzar su eficacia.
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Los antioxidantes dietarios son sustancias hidrofilicas y lipofilicas encontradas de manera natural
en los alimentos, con capacidad de proteger biomoléculas del dafio oxidativo mediante distintos
mecanismos. Se ha documentado el efecto protector de estos compuestos frente al dafio oxidativo,
ya sea por su accion quelante, por su capacidad de transferencia de ¢ o H" y mediante la
estimulacion de vias de sefializacion (Yavari et al., 2015). El Cuadro 1 resume los mecanismos de
accion de los principales antioxidantes de la dieta contra las EROs y los RLs. La integracion de los
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos mantiene la homeostasis entre estos y las especies
oxidantes del organismo, sin embargo, bajo ciertas condiciones patologicas, el sistema antioxidante
podria no ser suficiente para mantener un equilibrio y provocar reacciones indeseables.

El EO ha sido asociado al desarrollo y progresion de numerosas ECNT, dentro de las que se
encuentran algunos tipos de cancer, enfermedades inflamatorias, cardiovasculares (ECVs)
neurodegenerativas, diabetes, entre otras (Pizzino et al., 2017). El EO causa modificaciones en el
DNA mediante diversos mecanismos que pueden dar lugar a mutaciones genéticas. Ademas,
estimula la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumor, promoviendo
la reproduccion de células cancerigenas (Saha et al., 2017). Por otro lado, la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) promueve la formacion de células espumosas en la intima de
las arterias, con la consecuente respuesta de macrofagos que favorecen los procesos inflamatorios
ligados al desarrollo de aterosclerosis y ECVs (Pisoschi y Pop, 2015). Altos niveles de EROs
activan vias de sefializacion que inducen el reclutamiento de citoquinas inflamatorias involucradas
en la patogénesis de la DMT2. En este contexto, el EO se asocia al desarrollo de la resistencia a la
insulina y alteraciones en su sefalizacién y produccion; los procesos por los cuales esto ocurre son

multiples y se ven implicadas distintas condiciones patoldgicas (Rani ef al., 2016).
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Cuadro 1. Mecanismos de accion de los principales antioxidantes dietarios.

Antioxidantes Mecanismo Referencia
o Neutralizacion de O™, '0,, *OH, ROO+ Jiang y Xiong
Vitamina C )
Regeneracion de tocoferoles (2016).
o Bloqueo de reacciones de peroxidacion por donacion Nimse y Pal
Vitamina E
de e a ROO- (2015).

Neutralizacion de 'O,
Monego et al.

Carotenoides Bloqueo de reacciones de peroxidacion en cadena por 2017)
transferencia de e '
Neutralizacion de RLs por transferencia de e o H"
incluyendo O;e, *OH, ROO-, HOCI.
. . e e Zhang y Tsao
Compuestos fenolicos Bloqueo de reacciones de peroxidacion lipidica 2016)

mediante actividad quelante de metales

Regeneracion de moléculas antioxidantes

2.3 Relacion Entre Estrés Oxidativo, Diabetes y Neurodegeneracion

La DMT?2 es una enfermedad caracterizada por hiperglucemia crénica que resulta de la resistencia
a la insulina y/o de la disminucion de la funcion de las células B del pancreas para la secrecion de
la misma. Se ha visto que los factores involucrados en su desarrollo y progresion, varian de acuerdo
al estado fisioldgico y tipo de estrés (Fariay Persaud, 2017). La asociacion del EO con la resistencia
a la insulina, implica la habilidad de las EROs para interactuar con sustratos que se ven
involucrados en la sefializacion intracelular de la insulina, generando un defecto en su produccion
y actividad (Newsholme et al., 2016). Por otro lado, la oxidacion de los residuos de cisteina de la
proteina tirosina fosfatasa (PTP) por EROs, altera sefiales implicadas en la modulacion de la
proliferacion y diferenciacion celular de las células f (Newsholme ef al., 2016). Otro de los
mecanismos propuestos involucra a las EROs en la activacion de inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas (CDKI por sus siglas en inglés: cyclin-dependent kinase inhibitor), como
pl6 y p27, que al inhibir a las ciclinas D, A y B, irrumpen el ciclo celular de las células  del
pancreas, impidiendo su division y proliferacion (Rani et al., 2016). Lo anterior sugiere una
alteracion en la funcionalidad de las células secretoras de insulina, y por consecuencia, niveles

anormales de glucemia, lo cual contribuye a la enfermedad.
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La hiperglucemia sostenida en pacientes diabéticos promueve a su vez la generacion de EROs
mediante la via de los polioles, la auto-oxidacion de glucosa, reacciones de glicacion no enzimatica
y peroxidacion lipidica (Figura 2) (Pisoschi y Pop, 2015). El incremento del metabolismo de la
glucosa y acidos grasos libres, aumentan la actividad de NADH oxidasa en la cadena respiratoria
mitocondrial durante la sintesis de ATP, aumentando la generacién de O»+. La via de los polioles
tiene como finalidad la conversion de glucosa a fructosa; bajo hiperglucemia, de 30 a 35% de
glucosa es metabolizada a sorbitol, el cual, al ser oxidado a fructosa, incrementa la actividad de la
NADPH oxidasa con la produccion consecuente de Oz~ (Tangvarasittichai, 2015). Por otro lado,
la acumulaciéon de productos finales de glicacion avanzada (AGEs por sus siglas en inglés:
advanced glycation end-products) contribuye a la propagacion de EROs y carbonilos proteicos,
generando un dafio directo en las células B, induciendo cambios morfoldgicos que deterioran su
funcion (Pisoschi y Pop, 2015). Concentraciones altas de grupos carbonilo proteicos en plasma
relacionados al incremento de glicacion de la hemoglobina, han sido reportadas en pacientes
diabéticos (Nowotny et al., 2015). Adicionalmente a los mecanismos ya descritos, la relacion entre
la hiperglucemia y el EO en la modulacion de enzimas antioxidantes, juega un rol importante en la
DMT2.

Estudios clinicos han reportado alteraciones en la expresion y actividad de las enzimas
antioxidantes en pacientes diabéticos. Sin embargo, existen discrepancias entre resultados, ya que
su aumento o disminucion pueden estar ligados a la edad, cronicidad de la enfermedad, tejido en
el que son medidas, entre otros factores que dificultan la comprension de los procesos involucrados.
Se ha evidenciado el riesgo de desarrollar DMT2 en individuos con deficiencia de CAT, mientras
que la actividad de SOD plasmatica se ha visto disminuida en pacientes con complicaciones de
DMT?2 (Verma et al., 2016). En estudios realizados por Bandeira et al. (2012), la actividad de SOD
se encontrd aumentada en eritrocitos de pacientes diabéticos, que podria ser atribuida a la respuesta
de la produccion excesiva de EROs en etapas avanzadas de la enfermedad. Las EROs pueden
irrumpir la actividad de los Forkhead Box (FOXO), factores de transcripcion que estimulan la
transcripcion de genes que codifican para enzimas antioxidantes como SOD2 y CAT (Newsholme
et al.,2016). La actividad deficiente de las enzimas antioxidantes en la DMT2, contribuye al dafio
oxidativo y aumenta el riesgo de sufrir diversas complicaciones, dentro de las cuales se encuentra

la neurodegeneracion (Rani et al., 2016).
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El EO causado por la hiperglucemia en la DMT2 promueve la disfuncion de tejidos, entre los que
se incluye al sistema nervioso central (SNC), provocando destruccion de las células de la glia y
neuronas (Sadi y Konat, 2016). El tejido nervioso presenta el mayor contenido de lipidos
insaturados, representando entre un 10-12% del peso fresco del cerebro, lo cual lo hace altamente
susceptible al ataque por EROs, lo cual puede dar como resultado la peroxidacion lipidica de las
membranas y subsecuente dafio celular. Cabe mencionar que el cerebro es un 6rgano con baja
actividad antioxidante en comparacion con otros tejidos (90% menor que el higado), tiene una alta
tasa de actividad metabodlica oxidativa y niveles elevados de metales de transicion, especialmente
hierro (Réus et al., 2016). Existe evidencia que confirma que la toxicidad por glicacion a causa de
la hiperglucemia aumenta la produccion de EROs en neuronas. Se han reportado efectos
perjudiciales en tejido cerebral diabético como menor plasticidad sinaptica, cambios vasculares,
modificacion morfologica de dendritas, funcionamiento de neurotransmisores alterado y
reactividad de los astrocitos del hipocampo (Jing et al., 2013; Thomas et al., 2013). Sin embargo,
los mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a las complicaciones diabéticas involucrados con
el EO, atin no han sido dilucidados por completo.

Se han realizado diversos estudios en cultivos celulares o en modelos murinos con diabetes
inducida, para evaluar del EO en tejido nervioso bajo estas condiciones. Kumar et al. (2014)
confirmaron que la exposicion de células gliales a hiperglucemia causa dafio celular y molecular,
observandose niveles altos de EROs y ERNs, acumulacion de 8-OHAG, desregulacion del ciclo
celular y menor actividad de enzimas antioxidantes. Los mismos autores describen que la
hiperglucemia puede inducir a apoptosis e inhibir la proliferacion de células de la glia. Lee et al.
(2015) observaron un aumento significativo en la peroxidacion lipidica, evaluado mediante la
presencia de MDA y la generacion de carbonilos proteicos, a causa de EROs en el hipocampo de
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina. Se han propuesto varios enfoques farmacologicos
dirigidos a contrarrestar los dafos concomitantes generados por la DMT2, no obstante, los
medicamentos antidiabéticos no han logrado reducir el riesgo de deterioro neuronal. Diversas
investigaciones han mostrado que el consumo de alimentos provenientes de fuentes vegetales
puede reducir algunos de los efectos negativos generados por el EO. Por lo que el estudio de los
posibles efectos que podria tener el consumo de alimentos ricos en antioxidantes, en especial frutas
y hortalizas, por su riqueza en cantidad y tipo de compuestos antioxidantes, abre una puerta para

profundizar en este tipo de investigaciones. Esto con el fin de generar conocimiento que refuerce
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con mas argumentos cientificos las bondades del consumo de productos de origen vegetal como el
mango, en la reduccion de distintas enfermedades cronicas no transmisibles, que representan un
problema grave de salud en la sociedad moderna e implica un costo muy alto para los gobiernos de

los paises con mayor incidencia.
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Figura 2. Relacion entre diabetes y estrés oxidativo. La diabetes puede aumentar la produccion de EROs a causa del incremento del metabolismo de la glucosa,
conversion de glucosa a fructosa mediante la via de los polioles y generacion de productos finales de glicacion avanzada, aumentando el EO asociado al desarrollo
y progresion de enfermedades. Modificado de Rochette et al. (2014)
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2.4 Importancia del Consumo de Frutas y Vegetales Sobre el Estado de Salud

Las frutas y los vegetales son componentes esenciales de una dieta saludable, un gran nimero de
estudios epidemiologicos y meta-andlisis han demostrado una asociacion inversa entre su consumo
y el desarrollo de ECNT (Carter et al., 2010; He et al., 2007; X. Wang et al., 2014). En este
contexto, diversas organizaciones ¢ instituciones de salud en el mundo promueven el consumo de
frutas y vegetales, por ejemplo, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda una ingesta diaria
de este grupo de alimentos mayor a 400 g (Olivas-Aguirre et al., 2017). Unos de los grupos de
alimentos de origen vegetal que ha cobrado interés en los mercados internacionales en los tltimos
afos por su alto valor nutricional y funcional, son los frutos tropicales. Los compuestos bioactivos
mayoritarios de estas frutas son carotenoides, vitamina C y E, compuestos fendlicos y fibra dietaria.
La guayaba, papaya, coco, pifia, sandia, aguacate, platano y mango, son fuentes importantes de
fitoquimicos con alta capacidad antioxidante relacionada a la prevencion y/o control de patologias
asociadas al EO (Yahia er al, 2011). Hallazgos recientes demuestran que el mango, en
comparacion de otros frutos tropicales, es una buena fuente de compuestos fenolicos, vitamina C

y carotenoides (Ayala-Zavala et al., 2011; Olivas-Aguirre et al., 2017).

2.4.1 Mango: Fuente de Nutrientes y Compuestos Bioactivos

El mango es uno de los frutos tropicales mas consumidos en el mundo debido a sus propiedades
sensoriales, alto valor nutricional y por ser buena fuente de compuestos bioactivos. México
encabeza las listas en cuanto a exportacion de mango, siendo el cultivar ‘Ataulfo‘ el de mayor
importancia agrondmica por su preferencia entre los consumidores (Quirds-Sauceda et al., 2017).
En cuanto a su valor nutricional, el mango cv. ‘Ataulfo’ estd conformado mayoritariamente por
agua (83%) y carbohidratos (15%), es buena fuente de fibra dietaria soluble (pectina en pulpa) e
insoluble (lignina y hemicelulosa en cascara) y tiene un bajo contenido de lipidos y proteinas

(Cuadro 2). Por otro lado, su funcionalidad a nivel bioldgico, principalmente como antioxidante,
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es atribuida a la alta concentracion de compuestos fendlicos que posee, sin subestimar su contenido

de vitamina C y carotenoides.

Cuadro 2. Composicion nutrimental promedio de la pulpa de mango.

Valor/100 g

Pulpa de mango

Agua (g)

Energia (kcal)
Proteina (g)
Lipidos (g)
Carbohidratos (g)
Fibra dietaria (g)
Azucares (g)
Vitaminas
Vitamina C (mg)
Vitamina B2 (ug)
Vitamina B3 (ug)
Vitamina B6 (ug)
Folatos (pg)
Vitamina A (ug)
Vitamina K (ug)
Minerales

Calcio (mg)
Hierro (mg)
Magnesio (mg)
Foésforo (mg)
Potasio (mg)
Sodio (mg)

Zinc (mg)

83.46
60
0.82
0.38
14.98
1.6
13.66

36.4
38
669
119
43
54
42

11
0.16
10
14
168
1
0.09

Composicion nutrimental de la pulpa de mango por 100 g de peso fresco. USDA, 2018.
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2.4.2 Papel de los Compuestos Bioactivos del Mango Sobre el Estrés Oxidativo y

Mecanismos de Accion Neuroprotectores

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas sintetizados para cumplir
funciones clave en el crecimiento, desarrollo y supervivencia, mediante la mediacion de estrés
biotico y abiotico. Existen diversas formas de clasificar a estos compuestos; dependiendo de su
estructura, se pueden clasificar en flavonoides y no flavonoides (Figura 3). Se conocen mas de
6,000 flavonoides en la naturaleza, distinguidos por su esqueleto carbonado C6-C3-C6 y sus tres
anillos fenodlicos (A, B, C). Dentro de esta familia se encuentran flavonoles, flavanoles, flavonas,
1soflavonas, flavanonas y antocianidinas, que se distinguen por la estructura y sustituciones en el
anillo heterociclico (Nimse y Pal, 2015). Por otro lado, los compuestos no flavonoides incluyen
acidos fenolicos derivados de acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, estilbenos, cumarinas,
lignanos, xantonas, taninos, entre otros (Shahidi y Ambigaipalan, 2015). Los compuestos fendlicos
se encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal y su importancia actual reside en su alto
potencial antioxidante, asi como en la amplia gama de propiedades bioldgicas en beneficio de la
salud que se les ha atribuido en los ultimos afios.

Se ha demostrado que el mango cv. ‘Ataulfo’ posee un contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante mayor en comparacion con otras variedades (Maldonado-Astudillo et al.,
2016; Manthey y Perkins-Veazie, 2009). Palafox-Carlos et al. (2012) identificaron en la pulpa del
mango ‘Ataulfo’: 4cido clorogénico (28-301 mg/100 g PS), 4cido gélico (94.6-98.7 mg/100 g PS),
acido vanilico (16.9-24.4 mg/100 g PS) y acido protocatéico (0.48-1.1 mg/100 g PS). También se
ha identificado epicatequina en mango liofilizado (9.29 ng/g de extracto) (Olivas-Aguirre et al.,
2017) (Figura 4). Adicionalmente, se ha reportado la cantidad de compuestos bioactivos presentes
en los residuos agroindustriales del mismo, identificando un contenido elevado de compuestos
fenodlicos en cascara y pulpa (Ayala-Zavala et al., 2011; Sayago-Ayerdi et al., 2013). Pacheco-
Ordaz et al. (2018) caracterizaron el contenido de compuestos fenolicos en la cascara de mango
cv. ‘Ataulfo’ (Figura 4) utilizando extractos metanolicos e hidrolisis acidas y alcalinas,
encontrando en los dos ltimos al acido galico como el mas representativo con 184.56 y 271.46 ng

equivalentes de acido géalico (EAG)/mg PS respectivamente, seguido de la mangiferina 36.02 g
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equivalentes de mangiferina (EM)/mg PS en la fraccién no hidrolizada. En la misma fraccion se
identificaron también galotaninos, xantonas, flavonoides glicosilados entre otros acidos fenolicos,
mientras que en los extractos con hidrolisis acida y alcalina fueron identificados acido cafeoil
hidroxicitrico, acido digalico, etil galato, acido p-cumarico y quercetina. Unos de los factores que
modifica el perfil y la cantidad de estos compuestos, es el tratamiento, (de Ancos et al., 2018)
demostraron la influencia del tipo de secado sobre la cantidad de compuestos fendlicos
identificados en la céscara del mango cv ‘Ataulfo’. Mientras que el secado por aire frio aumenta la
concentracion de mangiferina-6"-O-galato (1.57 = 0.05 g/kg PS), mangiferina-3-C-(2,3-di-O-
galoil)-B-D-glucosidasa (1.44 + 0.06 g/kg PS), acido elagico (2.04 = 0.31 g/kg PS) y quercetina
hexosido (1.43 £ 0.05 g/kg PS), el secado por aire caliente incrementa la cantidad de 4cido gélico
(1.43 £0.12 g/kg PS), 3-C-B- D-glucosil-maclurina (0.54 + 0.03 g/kg PS), metil galato (0.27 =0.01
g/kg PS) y acido m-digalico (0.63 = 0.03 g/kg PS). Por lo que, el perfil y contenido de compuestos
fenolicos en el mango y sus subproductos se puede ver modificado por distintos factores, como la

etapa de madurez, época de cosecha, tratamiento postcosecha, procesamiento, etc.
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Compuestos

fenolicos
Estilbenos Xantonas Lignanos
Flavonoles Quercetina, Kaempferol Resveratrol Mangiferina Secoisolariciresinol
Pinoresinol
Flavanoles (+) Catequina, (-) Epicatequina, (-) Epicatequin-3-
galato, (+) Galocatequina, (-) Epigalocatequina, .
(flavan-3-ol) (-) Epigalocatequina-3-galato Acidos . .
. Cumarinas Taninos
fendlicos
Flavonas Apigenina, Luteolina, Rutina
Isoflavonas Genisteina, Dadzeina, Gliciteina DGII\’fa-dOS del Dem’/a.dos del  Taninos Taninos
acido acido hidrolizables  condensados
hidroxibenzoico hidroxicimamico
. ] o Galico p-Cumdrico Elagitaninos
Flavanonas Naringenina, Eriodictol p-Hidroxibenzoico Cafeico Galotaninos
Vanilico Ferulico
Siringico Sindpico
o Protocateico Clorogénico
Antocianidinas Cianidina, Delfidina, Prodelfidina, Propelargonidina Eligico

Figura 3. Clasificacion general de los compuestos fendlicos en flavonoides y no flavonoides. Modificado de Shahidi y Ambigaipalan (2015).
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Figura 4. Principales compuestos fenolicos identificados en la cascara y pulpa del mango cv. ‘Ataulfo’.

Los compuestos fendlicos han recibido un especial interés por sus diversas actividades
biologicas como antioxidantes, anticancerigenos, hipolipidémicos, antiinflamatorios,
antidiabéticos, etc. (J. A. Dominguez Avila ef al., 2017; Heleno et al., 2015; Robles-Sanchez
et al., 2011). Las propiedades de los compuestos fenolicos del mango a nivel sistémico han
sido evaluadas, por ejemplo, diversos estudios indican que las proantocianidinas pueden
inhibir a la lipasa pancreatica (Burton-Freeman et al., 2017; Itoh et al., 2016; Vazquez-Flores
et al., 2018), mientras otros demuestran que los acidos fenolicos del extracto etanolico del
mango, tales como el acido galico y el acido clorogénico, inhiben competitivamente la
actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Oboh et al., 2015; Wan et al., 2012). La
disminucién de la glucemia por inhibicion de estas enzimas encargadas de la hidrélisis de
carbohidratos puede estar asociada a un decremento de EROs, jugando un papel importante
en la disminucion del dafio oxidativo. De acuerdo a esto, Gondi y Rao (2015) administraron

un extracto etandlico de cascara de mango cv. ‘Badami’ a ratas con diabetes inducida por
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estreptozotocina (200 mg/kg de peso) para evaluar la inhibicion de a-amilasa y o-
glucosidasa, la actividad enzimatica antioxidante y el nivel de MDA. Los resultados arrojaron
una disminucién de MDA y un aumento en la actividad de SOD, CAT, GPx, GST en higado
y rifidn, por lo que se podria considerar el uso de la cascara de mango como un buen candidato
para el control de la diabetes y quizas la prevencion de las complicaciones relacionadas al
EO.

Se han evaluado individualmente los efectos de algunos compuestos fenolicos presentes en
el mango sobre la disminucion de EO en tejido cerebral, asi como en la expresion y actividad
de enzimas antioxidantes (Cuadro 3). International Journal of Molecular MedicineAbdel-
Moneim et al. (2017) administraron 20 mg de 4cido galico/kg de peso durante 35 dias a ratas,
observandose una disminucion significativa de MDA (15.9 = 0.2 - 12.1 £ 0.06 nmol
MDA/100 mg tejido), asi como un aumento en la actividad de SOD (5.6 £0.2-9.5+0.3 U/g
tejido), GPx (49.0 £ 0.5 - 65.7 £ 0.8 mU/100 mg tejido) y GST (102.9 £ 1.8 - 115.5+ 1.2
U/100 mg tejido) en el hipocampo. Resultados similares en cuanto a la disminuciéon de MDA
(225 £ 21 nmol/g de tejido) y aumento en la actividad de GPx (8.3 = 0.92 U/g tejido) en
hipocampo fueron reportados con la administracion de 50 mg/kg de peso de acido gélico en
menor tiempo (10 dias) en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson (Mansouri et
al.,2013).

Mas allé del potencial antioxidante, algunos de los mecanismos de los compuestos fendlicos
como neuroprotectores se ven involucrados en la activacion de distintas vias de sefializacioén
celular en respuesta al EO e inflamacion. Evidencia previa sugiere que los compuestos
fenolicos estimulan la via de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK por sus
siglas en inglés: mitogen-activated protein kinase), provocando la union del factor de
transcripcion Nrf2 con el elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en inglés:
antioxidant response element). E1 ARE es una secuencia especifica de DNA, que, al unirsele
el Nrf2, estimula la expresion de enzimas antioxidantes y enzimas de fase II como GST,
NADPH quinona oxido-reductasa-1 (NQO1), hemo oxigenasa-1 (HO-1) y GPx (de Pascual-
Teresa, 2014). En condiciones basales, Nrf2 se encuentra unido a la proteina Keapl, sin
embargo, bajo EO, el Nrf2 se libera de Keapl, translocandose al ntcleo para interactuar con
otros factores de transcripcion que se unen al ARE y modulan la respuesta antioxidante.

Adicionalmente, se ha estudiado que los compuestos fenolicos pueden inhibir al factor
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nuclear kappa B (NF-xB por sus siglas en inglés: nuclear factor-kappa B), moderando la

respuesta a estrés por reduccion de la expresion de citoquinas inflamatorias (Vauzour, 2012).
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Cuadro 3. Compuestos fendlicos y accion neuroprotectora sobre el EO, actividad y expresion de enzimas antioxidantes en diferentes modelos in vivo.

Compuesto fenélico Dosis Tiempo Modelo Tejido Efecto Referencia
| Peroxidacion lipidica (12.1 £ 0.1 y 13.9 £ 0.1 nmol
) MDA/100 mg tejido) International
| Oxido nitrico (14.1 £ 0.5 y 14.5 = 0.1 nmol nitrito/100
. . Journal of
Acido galico y acido 20 mg/k; Ratas diabéticas mg tejido) Molecular
-fuméri};o 20 nf /ff Y 35dias inducidas con Hipocampo  Actividad de GSH (82.0 £2.8y 65.0£3.3 nmol/100 2500
p gke estreptozotocina mg tejido), SOD (9.5 +0.3 y 8.0+0.2 Ulg tejido), CAT "/ H R % &
(16.1£0.4y13.8+0.2 Kx10?), GPx (65.7 0.8 y 62.4 (2017) ’
+ 1.5 mU/100 mg tejido), GST (115.5+ 1.2y 110.0 = :
0.64 U/100 mg tejido)
Acido clorogéni 10-100 uM 2h N C?IE‘ZO cel}tl;le;rl de8_ Neuronas | EROs intracelular Rebai et al.
c1do clorogenico H euro SDCI"V cales corticales 1 Actividad de SOD y CAT (2017).
Extracto de hoja de 10 mg/kg y , Ratas diabéticas Corteza | Pérdida de memoria a corto p lazo Balogun y
28 dias . . | Hiperglucemia
mango 20 mg/kg inducidas con aloxano prefrontal . s Imam (2015).
Sin efectos neurotdxicos
Ratas con EO cerebral
o - , inducido por oclusion Hipocampo y | MDA Korani et al.
Acido gdlico 100 mg/kg 10 dias bilateral de arteria corteza frontal Preservacion de niveles de GSH y GPx (2014).
carétida
Ratas diabéticas o 1 Niveles de CAT (1 .O'i Q.l Ul/g proteina) y estado
Acido elagico 50 mg/kg 21 dias inducidas con Nervio cidtico antioxidante Uzar et al.
esirentozotocina y cerebro | Niveles de MDA (311.7 + 58.6 nmol/g proteina), 6xido (2012).
ploz nitrico, estado oxidante total, indice de EO
Galato de , Ratas (11abet1cas . 1 Actividad de GPx Biasibetti et al.
. . 10 mg/kg 28 dias inducidas con Hipocampo A o
epigalocatequina . | Oxido nitrico (2013).
estreptozotocina
| MDA 225+£21.2 £21.1 + 17 nmol/g de tejido
Modelo murino de Cuerpo hipocampo y 225 +21.1 £ 15y .
Acido galico 25000’ Ilnogky 10 dias enfermedad de estriado 185 + 17 nmol equivalentes de MDA/g de tejido estriado. Mar}szcz)ulr;)et al.
gike Parkinson Hipocampo 1 Actividad de GPx (8.3 £0.9, 82+ 1.12 U/gy :

9.3 £ 0.8 U/g tejido en hipocampo
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Las concentraciones de compuestos fenolicos alcanzadas en el cerebro (<1 nmol/g tejido), han
demostrado efectos en la activacion de distintas vias de sefializacién en respuesta al estrés y
mediacion de sistemas de defensa celular (Cuadro 4). Bahia er al. (2008) reportaron que la (-)
epicatequina puede prevenir dafio cerebral mediante la modulacion de la via Nrf2/HO1 y el
aumento de GSH en astrocitos primarios. Por otra parte, Abramov et al. (2005) confirmaron que la
quercetina (50 M) es capaz de suprimir al NF-kB en lineas celulares de la microglia. Estudios
indican que el 4cido clorogénico podria estimular la translocacion nuclear de Nrf2, asi como la
posterior induccion de la expresion de GST mediada por ARE. Feng ef al. (2005) evidenciaron un
aumento en las actividades de GST y NQO-1 en células epiteliales JB6 de raton con un
pretratamiento de 40 uM de acido clorogénico. Se ha reportado que la mangiferina regula la
translocacion nuclear de NF-kB, reduce los niveles de EROs y restaura la actividad de SOD y CAT

en cultivos celulares neuronales (Campos-Esparza et al., 2009).

Vitamina C

La vitamina C o acido r-ascorbico (AA), es una vitamina hidrosoluble esencial para el ser humano,
ya que no posee la enzima -gulono-y-lactona oxidasa encargada de su sintesis a partir de glucosa,
por lo que debe ser obtenida de la dieta. Las principales fuentes naturales de vitamina C son las
frutas y vegetales, especialmente las de origen tropical y subtropical (Dumbrava et al., 2012). En
el caso del mango cv. ‘Ataulfo’ se han encontrado concentraciones de hasta 158.5 mg/100 g PS,
muy superiores a las encontradas a otras cultivadas en México (Robles-Sanchez et al., 2009) y a
las reportadas por la USDA para otros cultivares de mango (=35 mg/100 g PS). La importancia del
consumo de esta vitamina se debe a sus funciones bioldgicas que incluyen reacciones enzimaticas
(como coenzima) como antioxidante y regenerando antioxidantes de importancia bioldgica como
la vitamina E. Dependiendo del pH del medio, la vitamina C puede donar H" de uno de su par de
grupos ionizables de los C2’ y C3’, formando ascorbato. El ascorbato es capaz de donar un e
para la neutralizacion de RLs, convirtiéndose en radical ascorbato, que, en presencia de H', da
lugar a una molécula de ascorbato y dehidroascorbato, el cual puede ser convertido de nuevo a
ascorbato por adicion de un e (Figura 5) (Figueroa-Méndez y Rivas-Arancibia, 2015; Nimse y

Pal, 2015).
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Figura 5. Mecanismo antioxidante de la vitamina C o acido ascorbico (AA). El AA se convierte a radical de
ascorbato al donar un e a un radical, el radical ascorbato da lugar a una molécula de ascorbato y una molécula de
dehidroascorbato, el cual es reducido de nuevo a ascorbato mediante la adicion de e”. Modificado de Nimse y Pal
(2015).

Se ha visto que, de los organos del cuerpo, el cerebro es el segundo organo con mayor
concentracion de ascorbato (140 mg/kg), su distribucion en las diferentes regiones soporta su
requerimiento como antioxidante y neuroprotector. Una vez que el ascorbato ha sido absorbido en
intestino delgado, pasa a circulacion periférica y se transporta hacia el liquido cefalorraquideo
(formado por los plexos coroideos), donde puede difundir libremente en el espacio extracelular
de las neuronas y la glia (Figueroa-Méndez y Rivas-Arancibia, 2015). El transportador 2 de
vitamina C dependiente de sodio (SVCT2, por sus siglas en inglés sodium-dependent vitamin C
transporter 2) se encarga de capturar al ascorbato para mantener las concentraciones adecuadas
en el cerebro con ayuda de los transportadores de glucosa (GLUT1), que lo transportan en su
forma oxidada (dcido dehidroascérbico), una vez dentro es reducido a ascorbato (Figueroa-
Méndez y Rivas-Arancibia, 2015). Existen una gran cantidad de estudios in vivo en tejido
cerebral que soportan la idea de que el ascorbato intracelular, es primordial para la proteccion
contra el EO (Harrison y May, 2009).

So6zbir y Naziroglu (2016) reportaron concentraciones de vitamina C disminuidas (88.00 &+ 13.23 -
68.13 + 16.93 pmol/g tejido) asociadas al dafo oxidativo en el cerebro de ratas diabéticas
inducidas. Se ha demostrado que la suplementacion de 100 mg/kg de vitamina C durante dos
semanas revierte los niveles de peroxidacion lipidica e incrementa la actividad enzimatica (CAT,

SOD, GPx) en diferentes regiones cerebrales de ratas diabéticas (Iwata et al., 2010). Iwata et al.
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(2014) reportaron que el pretratamiento con vitamina C disminuye la produccion de Oz y restaura
la expresion génica del transportador SVCT2, la cual se encuentra suprimida en condiciones de
diabetes y es necesario para el transporte de esta vitamina hacia el cerebro. Por tanto, se considera
que la vitamina C puede actuar como antioxidante y neuroprotector, retardando los procesos

oxidativos perjudiciales en células cerebrales.

Carotenoides

Los carotenoides son compuestos fitoquimicos liposolubles sintetizados por plantas y algunos
microorganismos a partir del isopentil difosfato, el cual, mediante distintas reacciones de ciclacion,
hidroxilaciéon u oxidacioén, da lugar a una gran variedad de carotenoides. La mayoria de los
carotenoides son tetraterpenoides, es decir, su estructura se compone de 40 carbonos con una
unidad de isopreno como estructura basica, suelen dividirse en carotenos (cadenas hidrocarbonadas
como el licopeno, a- y B-caroteno) o en xantdfilas (luteina, capxantina, astaxantina, etc), las cuales
se distinguen por contener grupos polares (Kiokias ef al., 2016). Estos compuestos son conocidos
por sus diversas actividades biologicas y su potencial antioxidante en la proteccion de la membrana
celular en contra de las EROs, mediante la neutralizacion de radicales ROO* y 02, manteniéndose
estable por resonancia electronica (Nimse y Pal, 2015). Se conocen mas de 40 carotenoides que
pueden ser metabolizados por el hombre, encontrandose generalmente al a- y B-caroteno en frutas
y vegetales de color amarillo y anaranjado, mientras que la luteina, zeaxantina y licopeno se
encuentran en vegetales verdes. Debido a que el ser humano no es capaz de sintetizarlos, estos
deben ser consumidos a través de la dieta. Alli radica la importancia del consumo de alimentos
ricos en carotenoides, en especial frutas y hortalizas.

Se han identificado alrededor de 33 carotenoides en la cdscara de mango, incluyendo a-caroteno,
todo-trans-violaxantina, luteina, B-caroteno, isémeros cis, derivados epoxidos, entre otros (de
Ancos et al., 2018). La composicion de los carotenoides en el mango depende de la etapa de
madurez, condiciones pre- y postcosecha y procesado del fruto. En el caso del mango cv. ‘Ataulfo’,
el carotenoide més abundante es el B-caroteno (4.53 mg/100g PS) (Robles-Sanchez et al., 2009)
representando del 48 al 84% del contenido total de carotenoides, seguido de todo-trans-
violaxantina y 9-cis-violaxantina (Yahia et al, 2006) (Figura 6). También se reportaron [3-
criptoxantina (0.66 = 0.03 mg/g PS) y PB-caroteno (19.13+0.41 mg/g PS) en subproductos

pertenecientes a este cultivar (Mercado-Mercado et al., 2017; Mercado-Mercado et al., 2019).
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Dichos compuestos han demostrado tener efectividad en la prevencion de ECNT o como
coadyuvantes terapéuticos, debido a su amplia gama de actividades bioldgicas como antioxidantes,

anticancerigenos, antidiabéticos antiinflamatorios, neuroprotectores, etc (Saini et al., 2015).

S B x [-caroteno

OH

~ ~
~ o O . .
/O N N x> todo-trans-violaxantina
~

HO

9-cis-violaxantina

U{I OH

Figura 6. Principales carotenoides encontrados en el mango cv. ‘Ataulfo’.

Muchas de estas propiedades se han asociado al efecto de los carotenoides sobre las cascadas de
senalizacion intracelular que influyen en la expresion gética. Se ha documentado que los
carotenoides pueden interactuar en la via del NF-kB e inhibir la produccion de citoquinas
inflamatorias, por otro lado, pueden actuar sobre la estimulacion del Nrf2 para la transcripcion de
enzimas y antioxidantes de la fase II, disminuyendo el EO (Kaulmann y Bohn, 2014). Wu et al.
(2015) demostraron que el pretratamiento con luteina (50 uM) en células microgliales de raton
(BV-2), puede atenuar la neuroinflamacién al suprimir la activacion de NF-kB y promover la
activacion de Nrf2 inducida por ERK (Cuadro 4). En este estudio se inhibid la sintesis de NO,
ciclooxigenasa-2 y EROs, asi como la produccion del factor de necrosis tumoral o (TNF-a por sus
siglas en inglés: tumor necrosis factor-a) e interleucina 1B (IL-1B), ademdas de promover la

expresion de antioxidantes endogenos, incluyendo HO-1 y NQO-1. Miyake et al. (2014)
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observaron que el tratamiento con luteina en la linea celular neuronal PC12D resultd en niveles

disminuidos de EROs intracelulares y en un aumento del mRNA y de proteina de SOD1, SOD2 y

CAT. Por lo que se sugiere que la ingesta de un alimento integrado por diversos compuestos

fendlicos y carotenoides como lo es el mango podria activar vias de respuesta al estrés celular,

resultando en una regulacion positiva de los genes neuroprotectores involucrados con el aumento

en la actividad de las enzimas antioxidantes endogenas, aunado a la disminucion de biomarcadores

de oxidacion.

Cuadro 4. Compuestos fendlicos y carotenoides implicados en cascadas de sefalizacion de respuesta antioxidante o
inflamatoria en lineas celulares cerebrales.

Compuesto  Concentracion Modelo Efecto Referencia
Quercetina 30 uM Lineas celulares de Inactivacion NF-xB Kang et al. (2013).
microglia BV-2 Estimulacién Nrf2-ARE
o ) Regulacion de la translocacion ~ Campos-Esparza et
Mangiferina 100 nM Cultivo neuronal o
de NF-kB, 1 actividad de SOD al. (2009).
y CAT
Epicatequina 100 nM Cultivo de astrocitos Regulacion positiva Nrf2-ARE ~ Bahia ef al. (2008).
corticales 1 GSH en astrocitos primarios
Acido 40 uM Células epidérmicas JB6 Estimulacion de Nrf2-ARE Feng et al. (2005).
clorogénico 1 Expresion de GST
Luteina 50 uM Células neuronales PC12D Estimulacion Nrf2-ARE Miyake et al. (2014).
. Inactivacion NF-xB |
Luteina 50 uM Células microgliales BV-2 Wu et al. (2015).
Citoquinas inflamatorias IL-1p,
TNFa
Yamaguchi y
B-Criptoxantina 10 uM Células preosteoblasticas Inactivacion NF-xB
Weitzmann (2009).

MC3T3

37



3. HIPOTESIS

La suplementacion de una dieta con cascara y pulpa de mango (Mangifera indica L.) cv.
‘Ataulfo’, aumenta la expresion y actividad de enzimas antioxidantes y disminuye los productos
de oxidacion de lipidos, proteinas y dcidos nucleicos, en cerebro de un modelo murino con diabetes

inducida.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion de una dieta con cascara y pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’,

sobre el estrés oxidativo en cerebro de un modelo murino con diabetes inducida.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la expresion génica de superdxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa, en
cerebro de un modelo murino con diabetes inducida, alimentado con una dieta suplementada con
cascara y pulpa de mango.

2. Determinar la actividad de superéxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa, en cerebro
de un modelo murino con diabetes inducida, alimentado con una dieta suplementada con céscara y
pulpa de mango.

3. Evaluar los niveles de malondialdehido, carbonilos proteicos y aductos de 8-hidroxi-
2’desoxiguanosina, en cerebro de un modelo murino con diabetes inducida, alimentado con una

dieta suplementada con cascara y pulpa de mango.
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5. MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las politicas éticas para el cuidado y
manejo de animales del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, contando con la
aprobacion del proyecto por parte del comité de ética de esta institucion (CE/013/2018). Se
utilizaron 24 ratas Wistar machos de 2 meses de edad, con un peso inicial de 250 £ 50 g, que se
mantuvieron en el bioterio del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo durante 28
dias, a 24 °C con periodos de luz/oscuridad de 12 h (7:00-19:00). Los animales experimentales
fueron alimentados ad [libitum con la dieta isocaldrica estandar basada en la Laboratory Rodent
Diet 5001 (Circulo ADN), a la cual se le sustituy6 la celulosa con 5% de cascara de mango y la
sacarosa por 10% de pulpa de mango (Irondi ef al., 2016), manteniendo los porcentajes de macro
y micronutrientes para el crecimiento adecuado de los roedores de esta edad (porcentaje de calorias
de carbohidratos 57%, proteinas 29% y lipidos 14%) (Cuadro 5). Durante el ensayo se llevaron a
cabo registros del peso, el consumo de alimento consumido y la glicemia inicial y final. Los
animales fueron divididos aleatoriamente en 4 grupos de 6 ratas y tratados de la siguiente manera:
Grupo 1 (CS): Control sano alimentado con una dieta estandar.

Grupo 2 (CD): Control diabético no tratado, alimentado con la dieta estandar. A las 8 semanas de
nacidas fueron inyectadas con una dosis Unica de estreptozotocina (STZ; 60 mg/kg peso) via
intraperitoneal, la cual, mediante su accion como agente alquilante, dana al DNA causando
degeneracion de las células B del pancreas. Se determino la glucemia 72 h después (OneTouch
UltraMini® meter, Lifescan), y se consideraron como diabéticos los animales que registraron
niveles de glucosa >200 mg/dL.

Grupo 3 (TDM): Diabético con tratamiento, alimentado con una dieta suplementada con cascara
(5%) y pulpa (10%) de mango cv. ‘Ataulfo’, a los cuales se les indujo y comprob6 diabetes con
STZ al igual que el grupo CD. Los animales recibieron la dieta suplementada con mango durante
28 dias posteriores a la induccion.

Grupo 4 (PDM): Diabético con pretratamiento, alimentado con una dieta suplementada con céscara
y pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’ durante 14 dias previos a la induccion. Después, se les indujo y
comprobo diabetes con STZ al igual que el grupo CD. Los animales recibieron la dieta

suplementada con mango por 28 dias posteriores a la induccion.
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Al término del tratamiento, todos los animales se anestesiaron con 120 mg de pentobarbital
sodico/kg de peso por via intraperitoneal, se practico la eutanasia y se disectaron el cerebelo y la
corteza. Durante la diseccion, los tejidos se trataron constantemente con fluido cerebroespinal
artificial (ACSF, por sus siglas en inglés artificial cerebrospinal fluid) frio (5-8 °C). Del total de
corteza o cerebelo extraido por animal, ~15 mg de cada uno se sumergioé en reactivo TRIzol
(Sigma-Aldrich) contenido en tubos Eppendorf estériles libres de nucleasas para extraer RNA total.
El resto de tejido se congeld a -80 °C para realizar extractos proteicos con el objetivo de determinar

la actividad enzimatica y analizar los marcadores indirectos de EO.

Cuadro 5. Composicioén nutrimental de las dietas experimentales (g/kg).

Ingrediente CS CbD TDM PDM
Almidén' 414 414 410 410
Sacarosa 100 100 - -
Celulosa 50 50 30 30
Caseina’ 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
Cloruro de colina® 2 2 2 2
Agua 20 20 5 5
Céscara de mango® - - 50 50
Pulpa de mango® - - 100 100

La sacarosa fue sustituida en un 100% por la pulpa de mango y la celulosa fue sustituida en un 20% por la cascara de
mango en la dieta experimental. Todos los macronutrientes fueron ajustados para brindar la misma cantidad de energia
en ambas dietas. Bio-Serv #3200'; #1100%; #F8003; #F8505%; #6105°; mercado local de Hermosillo, Sonora, México®.

5.1 ETAPA 1: Expresion de Enzimas Antioxidantes

Extraccion de RNA
Para cuantificar la expresion de los transcritos de SOD, CAT y GST, se extrajo el RNA total de

corteza y cerebelo de cada uno de los animales (N=24) de acuerdo con el procedimiento descrito
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por el proveedor Direct-zol RNA MiniPrep R5020 (Zymo Research). El tejido cerebral sumergido
en reactivo TRIzol se lis6 mecanicamente. La suspension se centrifugé a 12,000 xg durante 1 min
en una microcentrifuga (Thermo IEC, MicroMax RF MicroCentrifuge). Se afadieron 150 pL de
etanol (grado biologia molecular, 95-100%, Sigma-Aldrich) y se agitd en vortex por unos
segundos. El RNA total se purificd en una columna Zymo-Spin IIC (Zymo Research) colocada en
un tubo colector y se centrifugdé a 12,000 xg durante 1 min, se descartd el sobrenadante y se
anadieron 400 puL de solucion Direct-zol RNA PreWash a la columna para centrifugar en las
mismas condiciones. Esta etapa se repitido dos veces. Después se agregaron a la columna 700 pL
de RNA Wash Buffer para lavar la muestra y se centrifug6 por 2 min a 12,000 xg. Finalmente, la
columna se transfiri6 a un tubo Eppendorf estéril, el RNA total se eluy6 con 50 puL de agua libre
de nucleasas y se centrifugd 2 min a 12,000 xg. La concentracion de RNA total se cuantificd por

espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Fisher) y se almacen6 a -80 °C hasta su uso.

Transcripcion reversa

Se prepararon los siguientes reactivos en tubos Eppendorf de 200 uL en condiciones estériles:

En el tubo 1 se prepar6 un concentrado con 5.5 pulL de agua libre de nucleasas, 1 pL de cebadores
aleatorios [500 pg/mL] y 1 uL de RNA total, agitando en vortex por 5 s.

En el tubo 2 se prepar6 un buffer de reaccion con 4 pLL de buffer-5X de retrotranscriptasa de virus
de leucemia murina Moloney (MMLYV, por sus siglas en inglés: Moloney murine leukemia virus),
2 uL de ditiotreitol (DTT) [0.1 mM], 1 uL. de desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs) [10
mM] mezclados con 0.5 pL de inhibidor de RNAsas recombinante [40 U/uL]. El tubo 1 se incub6
3 min a 65 °C en un termociclador C1000 (BioRad), una vez a temperatura ambiente, se anadio la
solucion contenida en el tubo 2. La mezcla de ambos se incubd a 42 °C por 1 min, para anadir 1
pL de la enzima RT-MMLV. La reaccién se corrid por 2 h a 42 °C y a 65 °C por 25 min para
inactivar la enzima. El producto de reaccion final se cuantifico (Nanodrop) y almacen6 a -80 °C

hasta su uso.

PCR tiempo final
Se llevé a cabo una PCR de tiempo final para comprobar la especificidad de los cebadores
disefiados y validar las condiciones utilizadas para su amplificacion, lo cual se determina mediante

la visualizacién y comparacion de las bandas de DNA con respecto a un marcador de peso
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molecular. El disefio de cebadores (sentido y antisentido) se llevé a cabo utilizando el programa

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, por sus siglas en inglés: basic local

alignment search tool) (Cuadro 6). En condiciones estériles, se prepard un concentrado de mezcla
(master mix) en tubos Eppendorf de 200 pL con los siguientes reactivos: 15 puL de agua libre de
nucleasas, 2 uL de buffer para Taq polimerasa 10X (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega), 1.2
pL de MgClz [25 mM] y una mezcla de 0.2 uL. de ANTPs [10 mM] con 0.1 pL de Taq polimerasa
[5 U/uL]. Luego de agitar, se agregaron a cada tubo 0.4 puL de la mezcla de cebadores [1 uM] para
los genes de interés y 1 pL. de cDNA resultante del paso anterior (ver transcripcion reversa), para
obtener un volumen final de 20 pL. Las mezclas de reaccidon se corrieron en un termociclador
C1000 (BioRad) con el protocolo: 94 °C por 2 min (ciclo inicial de desnaturalizacion), 94 °C por
40 s (desnaturalizacion), 60 °C por 1 min (alineamiento) y 72 °C por 40 s (extension), repitiendo
estos tres pasos por un total de 35 ciclos. Al finalizar, las reacciones fueron incubadas a 72 °C por
15 s (extension final), posteriormente se dejaron enfriar a 4 °C hasta su uso. Este procedimiento se

realiz6 al menos tres veces para cada gen (B-actina, SOD2, CAT, GSTP1).

Cuadro 6. Secuencia de los cebadores utilizados.

No. de acceso del Tamaio del
Gen ’ Secuencia 5°-3’ Tm (°C) amplicon

GenBank (pb)
F: GGCCGTGTTCTGAGGAGAG 60

SOD2 NM_017051.2 R: TTCTGCCCGCGCTGC 58 76
F: GCTCCGCAATCCTACACCAT 60

CAT NM_012520.2 R: GGACATCGGGTTTCTGAGGG 60 97
F: GGGTCGCTCTTTAGGGCTTT 58

GSTpl NM_012577.2 R: TTGCATCGAAGGTCCTCCAC 58 20
. F: CCCGCGAGTACAACCTTCTT 60

P-actina  NM_0311443  p. 1A TCGTCATCCATGGCGAACTGG 62 7

Electroforesis en agarosa

Se realiz6 una electroforesis en agarosa para la identificacion de las bandas con base al tamafio del
producto esperado de los cebadores disenados. Los productos de PCR se separaron en gel de
agarosa al 2% preparado en buffer Tris/borato/EDTA (TBE) 5X, anadiendo 3.6 pL de SYBR-safe
DNA (Invitrogen) para la tincioén y visualizacion del amplicon. Cada pozo se cargd con 7 pL del

producto de PCR y el gel se dejo correr durante 40 min a una tension de 80 V. Al finalizar, se

43


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

visualizaron las bandas bajo un sistema de transiluminacion con luz UV. Se confirmé la presencia
de un solo amplicon, y su tamafio se determino utilizando un marcador de tamafo molecular de
DNA de 100 pb [0.1 pg/uL] (Invitrogen) mezclada con buffer de carga TBE 1X. Los resultados
fueron fotodocumentados (WiseDoc ® Gel Documentation System). Este procedimiento se realizo

al menos tres veces para cada gen.

PCR tiempo real

Se llevaron a cabo reacciones de PCR en tiempo real con el objetivo de cuantificar las secuencias
especificas amplificadas de los fragmentos de DNA de interés mediante el uso de un fluor6éforo
especifico de DNA bicatenario, monitoreando el producto amplificado en cada ciclo. Cada reaccion
de PCR tiempo real contuvo: 5 uL. de SYBR-Green master mix (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific), 1 uLL de cebadores [1 uM]final, 1 pL cDNA (10 ng/uL) (10 ng cDNA/reaccion) y
3 pL de agua libre de nucleasas para obtener un volumen final de 10 pL. Las reacciones se
realizaron en un termociclador StepOne (Thermo Fisher Scientific) con el siguiente protocolo: 95
°C por 15 s, seguido de 60 °C por 1 min, repitiendo estos pasos por un total de 40 ciclos. Para
corroborar la especificidad de los amplicones, las reacciones se llevan de 60 °C a 95 °C con
aumentos graduales de 3 °C generando la curva de fusion del producto amplificado. La B-actina
fue utilizada como control endégeno (gen de referencia) para normalizar la variacion entre la
expresion de los genes de interés. El andlisis de expresion relativa se realizd mediante la
metodologia de 2024V (Livak y Schmittgen, 2001). Esta metodologia se realizo por triplicado

(N=12, para cada estructura cerebral).

5.2 ETAPA 2: Actividad de Enzimas Antioxidantes

Los extractos enzimaticos se prepararon a partir del cerebelo y la corteza cerebral de las ratas
experimentales. Los tejidos se homogenizaron en buffer de fosfatos [0.05 M] (pH 7.4) con un
sonicador (Sonic Dismembrator 100, Fisher Scientific), seguido de centrifugacion a 11,000 xg a 4
°C por 10 min (MicroCentrifuge 5415 C, Brinkmann). El sobrenadante recuperado

(aproximadamente 1 mL) se utilizé para la cuantificacion de proteina y los bioensayos de actividad
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enzimatica y de productos de oxidacion. Todos los experimentos se realizaron por triplicado

(N=24).

Cuantificacion de proteina

Para determinar la concentracion de proteina en los extractos, se utilizé el método de Bradford
(1976), el cual se basa en el cambio en el maximo de absorcidén al interactuar un colorante
hidrofobico (Azul de Coomassie G-250 o “reactivo de Bradford”) con la proteina presente,
generando asi un complejo azul, explicado por estabilizacion de la especie anidnica de color azul,
que se detecta a 595 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion con albimina bovina sérica (BSA, por sus siglas en inglés:
bovine serum albumin) partiendo de una solucién inicial de BSA (10 mg/mL), de la cual se
realizaron diluciones seriadas con concentraciones de 1.5 a 100 ug/mL. En un pozo de microplaca,
se afladieron 160 puL de cada una de las soluciones estandar, muestras (previamente diluidas 1:400)
o PBS [0.05 M] pH 7.4 como blanco. Se afiadieron 40 pL de reactivo de Bradford a cada una de
las soluciones mencionadas y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. La absorbancia se

ley6 en un lector de microplacas (POLARstar Omega) a 595 nm.

Actividad de SOD

Para determinar la actividad de SOD, se utiliz6 el método de Marklund y Marklund (1974), que se
basa en la inhibicion de la autooxidacion del pirogalol en condiciones aerobias y basicas.

Se prepararon un buffer Tris [0.05 M] pH 8.2/EDTA [1mM] y una solucién de pirogalol [5.5 mM].
Para diferenciar la actividad de SOD2 de las isoformas 1y 3, se prepar6 un segundo buffer Tris
que también contenia cianuro de sodio (NaCN) [2 mM], el cual inhibe la transferencia de e a nivel
de los atomos de cobre del centro activo de SOD1 y SOD3 (Marklund, 1984). Se mezclaron en un
pozo de microplaca 15 pLL de muestra (previamente diluida 1:2) y 250 pL de buffer Tris-EDTA o
Tris-EDTA/NaCN. La reaccion se inicio al agregar 10 uL de pirogalol (concentracion final de 0.2
mM), leyendo la absorbancia a 420 nm cada 0.5 s por 1 min en un lector de microplacas
(POLARSstar Omega), utilizando PBS [0.05M] pH 7.4 como blanco. La pendiente del blanco y las
muestras se calculd con base al cambio de la absorbancia contra el tiempo. Los resultados se

expresaron en unidades (U), definidas como la cantidad de SOD que inhibe el 50% de la
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autooxidacion de pirogalol. La actividad especifica se representa como el numero de unidades (U)

SOD por mg de proteina de acuerdo con la siguiente ecuacion:

0 % pendiente del blanco — pendiente de la muestra
pendiente del blanco
50

mg proteina

10

USOD =

Actividad de CAT

La cuantificacion de la actividad de CAT se basa en la descomposicion de H>O», leida a 240 nm
en un medio de reaccion con H>O» [30 mM] y buffer de fosfatos de potasio [S0 mM] pH 7.0. Para
determinar la actividad de CAT, se utilizé el método de Aebi (1984), con ligeras modificaciones.
Brevemente: se prepar6 una solucion de H>O> [30 mM] en buffer de fosfatos [0.05 M] pH 7.0. Se
afnadieron 600 pL de esta solucion en una celda de cuarzo de espectrofotometro, y se inici6 la
reaccion adicionando 50 pL de la muestra, agitando brevemente y leyendo la absorbancia a 240
nm durante 1 min registrando valores cada 0.5 s.

La actividad de CAT en las muestras se calcul6 con base a la tasa de decremento en absorbancia
240 nm (AABS240) utilizando el coeficiente de extincion molar del H>O» de 0.0436 pmol'cm.
Una unidad (U) de catalasa se define como la cantidad de enzima que cataliza 1 pmol de H,O; por
min. La actividad especifica se representa como el nlimero de unidades (U) CAT por mg de proteina

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

vol total
AABS340 vol muestra
0.0436
U CAT =

mg proteina
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Actividad de GST

La actividad de la GST se basa en la conjugacion de 1-cloro, 2,4-dinitrobenceno (CDNB) con GSH,
dando lugar al aducto de tioeter glutatién-dinitrobenceno (GS-CDNB) (Figura 7) de color
amarillo, cuya presencia puede registrarse a 340 nm. Para determinar la actividad de GST, se utilizo
el método de Habig et al. (1974), con ligeras modificaciones.

Se prepard una solucion de buffer fosfato de potasio [0.1 M] pH 6.5, glutation reducido [2.25 mM]
y CDNB [2.25 mM]. Se tomaron volumenes iguales de GSH y CDNB, mezclando suavemente,
para obtener una concentracion final de 1.125 mM. Posteriormente, se adicionaron 25 uL de
homogenado (o 25 pL de buffer como blanco) a un pozo de microplaca y 200 pL de la solucion de
sustratos GSH y CDNB [1.125 mM de cada uno]. Se leyo la absorbancia en un lector de
microplacas (POLARstar Omega) a 340 nm, a 37 °C, cada 15 s durante 15 min.

La actividad de GST se calcula con base a los cambios en absorbancia a 340 nm (AABS340),
utilizando el coeficiente de extinciéon molar del GS-DNB de 0.0096 umol! ¢cm™. La actividad
especifica se representa como el numero de unidades (U) GST por mg de proteina, donde una U de
GST es la cantidad de enzima capaz de catalizar la union de 1 pmol de CDNB con GSH por min

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

vol total
vol muestra
0.0096

mg proteina

AABS340 * * dilucion

UGST =
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Figura 7. Reaccidn de conjugacion de GSH con CDNB mediado por la enzima GST.

5.3 ETAPA 3: Determinacion de Productos de Oxidacion

Malondialdehido (MDA)

Para estimar el dafio oxidativo a lipidos se utilizo la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARS, por sus siglas en inglés: thiobarbituric acid reactive substances), siguiendo
la metodologia de Buege y Aust (1978) con ligeras modificaciones. Este método se basa en la
medicion del MDA, el cual es formado como producto principal de la degradacion de ROOH, dicho
compuesto reacciona con el acido tiobarbittirico (TBA) en un medio acido para dar un complejo
coloreado, cuya absorcion méaxima es de 535 nm.

Se colocaron 100 pL. de muestra en un tubo Eppendorf, a los cuales se afiadieron 200 pL de una
solucion de HCI (0.25 N) acido tricloroacético (TCA, 15% p/v) y TBA (0.375% p/v) seguido de
una incubacion en bafo seco a 100 °C durante 30 min. Después del periodo de incubacion, la
muestra se enfrid y centrifugoé a 11,000 xg por 10 min, se tomo el sobrenadante para posteriormente
leer su absorbancia a 532 nm.

Se determind la concentracion de MDA utilizando una curva estdndar con concentraciones

conocidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en intervalos de concentracion de 0.5-20 pM. Se
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normalizaron los valores obtenidos con la concentracion de proteina de la muestra, para reportarlos

como nmol MDA/mg de proteina.

Carbonilos proteicos

La cuantificacion de carbonilos proteicos se basa en la reaccion de estos grupos asociados a
aldehidos o cetonas con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que conduce a la formacion de un
aducto estable de 2,4-dinitrofenil-hidrazona (DNP), cuya presencia puede ser identificada
espectofotométricamente a 370 nm. Se evalud el contenido de carbonilos proteicos siguiendo la
metodologia de Reznick y Packer (1994).

Se anadieron 50 pL. de muestray 100 uL. de DNPH [10 mM] disueltos en HCI [2 M], o HCI [2 M]
(blanco) en un tubo Eppendorf. La mezcla fue incubada en oscuridad durante 1 h y agitada con
vortex cada 15 min, acto seguido, se afiadieron 125 pL de TCA al 20% a cada tubo, se agité en
vortex y se centrifugd a 11,000 xg a 4 °C durante 3 min, descartando el sobrenadante obtenido. El
sedimento obtenido fue lavado con 250 pL de etanol: acetato de etilo (1:1, v/v), se agitd en vortex
y se centrifugo6 a 11,000 xg durante 3 min para eliminar el DNPH libre, se descarto el sobrenadante
obtenido y se resuspendié el sedimento en 150 pL de cloruro de guanidinio 6 M (preparado en
buffer de fosfato de potasio 20 mM, pH 2.3 ajustado con acido fosfoérico). Se agitd en vortex, se
incubd a 37 °C durante 15 min, se centrifugd a 11,000 xg durante 3 min, y el sobrenadante obtenido
se utilizod para medir la absorbancia en un espectrofotometro a 370 nm. Se utiliz6 el coeficiente de
extincion molar de 22 mM 'ecm™! para DNPH para calcular la concentracion de contenido de

carbonilos, y los resultados se informaron como nmol/mg de proteina (Rosa et al., 2015).

Aductos de 8-OHdG

Se utiliz6 un kit comercial ELISA siguiendo la metodologia descrita por el proveedor (BioVision).
Durante la reaccion, las moléculas de 8-OHdG presentes en la muestra o en el estandar compiten
con una cantidad fija de 8-OHdG en el soporte de fase solida para sitios en el anticuerpo de
deteccion biotinilado especifico para 8-OHdG. La densidad del color es proporcional a la cantidad

de 8-OHAG capturada de las muestras, la cual se lee en un espectrofotdmetro a 450 nm.
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5.4 Analisis Estadistico

Los resultados son expresados como la media + el error estdndar (EE). Se realizé un disefio
completamente al azar unifactorial (ANOVA) con una significancia de p<0.05 y un nivel de
confianza del 95% mediante el paquete estadistico NCSS 2019. Se realizé6 una comparacion de
medias entre tratamientos por medio de la prueba de Tukey-Kramer (p<0.05) en donde el factor
experimental fue la dieta suplementada con cascara y pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’ y las variables
respuesta fueron; la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GST) y los productos de
oxidacion (MDA, carbonilos proteicos, aductos de 8-OHdG) en cerebelo y corteza de un modelo
murino con diabetes inducida. Para la evaluacion de la expresion relativa de los genes SOD2, CAT
y GSTpl en ambas estructuras cerebrales, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis con una p<0.05 y

un nivel de confianza del 95%.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del consumo de una dieta suplementada con mango sobre:

6.1 El Consumo de Alimento

La Figura 8 muestra el consumo de alimento diario, representado como promedio por semana para
los cuatro grupos experimentales. Se observa que el grupo CD mostré una ingesta de alimento
significativamente mayor en comparacion con el grupo CS (p<0.05), lo cual sugiere uno de los
signos propios de la diabetes, que es la polifagia. El centro regulatorio del hambre y la saciedad se
encuentra en el hipotdlamo, el cual responde a sefiales anorexigénicas y adipostaticas mediante
hormonas como insulina y leptina. Se ha reportado que en organismos diabéticos, la secrecion de
estas hormonas se encuentra disminuida (Valenlia et al., 2018), lo cual provoca una reduccion de
péptidos anorexigénicos como la hormona estimuladora de los melanocitos o y el transcrito
relacionado con cocaina anfetamina (a-MSH y CART, por sus siglas en inglés: melanocyte-
stimulating hormone y cocaine- and amphetamine-regulated transcript, respectivamente) y un
aumento de neuropéptido Y (NPY) en el nucleo arcuato del hipotalamo, causando sensacion de
apetito (Ahima y Antwi, 2008). A pesar de este comportamiento en el grupo CD, el consumo de la
dieta suplementada con mango, ya sea antes o después de presentar la enfermedad, tiene una
influencia positiva sobre el aumento de la saciedad (p<0.05) en los grupos TDM y PDM, lo cual
podria ser debido al efecto ocasionado por la fibra, o bien, de los compuestos fenolicos.
Dominguez-Avila et al. (2018), encontraron resultados similares, mostrando una disminucion en
la ingesta de alimento en los grupos de ratas que fueron suplementados con pulpa de mango
liofilizada y extracto de compuestos fendlicos provenientes de la pulpa. Estudios previos han
demostrado que los compuestos fenolicos tienen un impacto sobre el crecimiento selectivo de
bacterias benéficas de la microbiota (Chacar et al., 2018; Pacheco-Ordaz et al., 2018), las cuales,
a través de la produccion de acidos grasos de cadena corta, juegan un papel en la regulacion del

apetito y la ingesta de alimentos, mediante el aumento de leptina y hormonas intestinales
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anorexigénicas, como el péptido-1 similar al glucagdén (GLP-1, por sus siglas en inglés glucagon-

like peptide-1) y el péptido tirosina-tirosina (PYY) (Byrne et al., 2015).

6.2 La Evolucion del Peso Corporal

La Figura 9 presenta el cambio de peso corporal de los animales durante las 4 semanas del
bioensayo, observandose que el grupo CD presentd una ganancia de peso significativamente
(»<0.05) menor que el grupo CS. Cuando la glucosa no puede ser internalizada a las células como
consecuencia de la falta de insulina, la demanda energética es suplida mediante la utilizacion de
lipidos del tejido adiposo y proteina muscular (Okon et al., 2012). Esto aunado a la glucosuria
(presencia de glucosa en orina), conduce a una pérdida de peso, tal como resulté en el grupo CD,
a pesar de su aumento en el consumo de alimento (Figura 8). No obstante, el grupo PDM, mantuvo
una ganancia de peso similar al grupo CS (p>0.05). Dichos resultados concuerdan con los
reportados por Gondi ef al. (2015), quienes suplementaron a ratas diabéticas con 5y 10% de
extracto etanolico de cascara de mango cv. ‘Badami’ durante 16 semanas, encontrando que las ratas
diabéticas suplementadas con el extracto mostraron una mejora significativa en el peso corporal a
lo largo del experimento. Ademas, la administracion de este extracto logré constrarrestar los
niveles de glucosa en orina, glucemia en ayunas, colesterol total, trigliceridos y lipoproteinas de

alta y baja densidad.
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Figura 8. Consumo de alimento diario de ratas diabéticas alimentadas con dieta suplementada con cascara y pulpa de
mango. CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético
pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan como la media + error estandar (E.E.) de alimento
consumido por semana. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre grupos por semana.
(n=6/grupo).
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Figura 9. Ganancia de peso semanal de ratas diabéticas alimentadas con dieta suplementada con cascara y pulpa de
mango. CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético
pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan como la media + error estandar (E.E.) de dos mediciones
del cambio de peso por semana en comparacion al peso inicial. Literales diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre grupos (n= 6/grupo) por semana.

6.3 Los Niveles de Glucosa Sanguinea

Existen estudios que reportan el efecto protector e insulinogénico de las células B del pancreas por
parte de algunos compuestos fendlicos como la mangiferina, la cual es capaz de promover la
transcripcion de genes relacionados con la regeneracion de las células B, disminuir la apoptosis y
estimular la secrecidon y accion de insulina por las células remanentes en modelos inducidos con
STZ (Sellamuthu ef al., 2013; Sellamuthu et al., 2012; H.-L. Wang et al., 2014). Se ha encontrado

que estos compuestos son capaces de aumentar la secrecion del GLP-1 por parte de las células L
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del intestino, el cual estimula la secrecion de insulina postprandial y mejora su respuesta a nivel
periférico (J. Dominguez Avila et al., 2017). De la misma forma, se ha reportado que diversos
compuestos fenolicos tienen un efecto inhibitorio sobre la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) (Gao et
al., 2015), previniendo la hidrélisis del GLP-1. Debido a lo anterior, se puede resaltar que en
presencia de insulina, procesos metabolicos como la lip6lisis y la gluconeogénesis son inhibidos,
disminuyendo la movilizacion de triglicéridos y las proteinas para la sintesis de ATP,
contribuyendo al mantenimiento del peso corporal en el grupo PDM.

Ademas del aumento en la secrecion de insulina, se ha determinado que la mangiferina aumenta la
actividad de la hexoquinasa y piruvato quinasa en modelos diabéticos, promoviendo la utilizacion
y el metabolismo de glucosa en tejidos periféricos, disminuyendo por consecuencia la cantidad de
glucosa excretada en orina (Sellamuthu ez al., 2012). Dichos mecanismos también podrian explicar
la tendencia de la disminucion de la glucemia (p>0.05) en los grupos TDM y PDM, en comparacion
con el grupo CD (Cuadro 7). En el mismo cuadro, podemos observar que en el grupo CD, la
glicemia final aument6 (p<0.05) con respecto a la inicial, mientras que los grupos CS, TDM y
PDM los niveles de glucosa sanguinea se mantuvieron iguales (p<0.05) al inicio y al final del
experimento.

Dado que la concentracion de STZ utilizada en el experimento destruye eficazmente la gran
mayoria de las células pancreaticas y causa hiperglucemia persistente, las propiedades
antidiabéticas de los compuestos fendlicos, pudieran involucrar acciones extrapancreaticas
distintas a la liberacion y/o secrecion de insulina de las células B de las ratas inducidas por STZ
(Muruganandan et al., 2005). Esta hipotesis podria ser respaldada por recientes hallazgos sobre la
inhibicion de enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos con la concomitante
disminucién de la absorcion de la glucosa a nivel intestinal. Sekar et al. (2019) reportaron la
capacidad de acoplamiento de la mangiferina en los sitios cataliticos de las enzimas a-glucosidasa
y a-amilasa mediante un analisis in silico (docking molecular), mostrando una energia de union de
-7.4 y -5.67 kcal/mol, respectivamente, similar a la ejercida por la acarbosa, farmaco utilizado
comunmente como inhibidor de dichas enzimas. Otro compuesto presente en el mango que puede
ejercer este efecto es el acido galico, el cual mostré la inhibicidén de estas enzimas en un ensayo in
vitro, utilizando homogenados de tejido pancreatico de ratas (Oboh et al., 2016). Se ha reportado
también que una suplementacion con extracto etandlico de céscara de mango cv. ‘Badami’
disminuye la glucemia significativamente (p<0.05) en un modelo diabético, el cual se relaciona
directamente con la inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa con valores de ICso de 4.0 y 3.5 ug/mL,

respectivamente (Gondi y Rao, 2015).
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Otros de los mecanismos alternos que pudieran explicar el efecto antidiabético por parte de los
compuestos fenolicos, se ha relacionado con modificaciones en el transporte o movilidad de
proteinas transmembranales. Por ejemplo, la translocacion de transportadores de glucosa (GLUTS)
o la inhibicién de los cotransportadores de sodio-glucosa (SGLT, por sus siglas en inglés: sodium-
glucose transport proteins). Se ha demostrado que el acido galico, a una concentracion maxima de
10 mM, induce la translocacion del GLUT4 y la absorcion de glucosa en lineas celulares de tejido
adiposo 3T3-L1 mediante la fosforilacion del receptor de insulina, activacion de Ia
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) e induccion de la sefializacion la proteina quinasa B (PKB/Akt)
y proteinas quinasas atipicas (aPKCs, por sus siglas en inglés: atypical protein kinases) (Vishnu
Prasad et al., 2010). Los SGLT se encuentran presentes en las células epiteliales del intestino
delgado (SGLT1) y en los tibulos proximales del rifion (SGLT2), estos juegan un papel en la
absorcion y resorcion de la glucosa, proponiéndose como blancos terapéuticos en el tratamiento de
la diabetes. Se ha encontrado que la quercetina y sus analogos glicosilados, pueden inhibir
selectivamente al SGLT2, promoviendo la glucosuria y disminuyendo la glucemia (Nicolle ef al.,
2011). En afios mas recientes, se demostrd que el consumo de un extracto de manzana, con un
contenido de 16 mg de florizina y 12 mg de quercetina/100 mg PS, aument6 hasta 4 veces la
glicosuria en hombres sanos e inhibié al SGLT1 en ratas de manera dosis-dependiente, mediante
el método de yeyuno invertido, al disminuir la absorcion de metil-a-D-glucopiranosa [1 mM] con
un valor de ECso de 8.9+2.2 ng/mL (Schulze et al., 2014). La Figura 10 resume los mecanismos
de accion de los compuestos fenolicos relacionados a la modificacion de distintas vias relacionadas

con la diabetes.

Cuadro 7. Efecto del consumo de una dieta suplementada con céscara y pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’ sobre los niveles

de glucosa en ayuno en ratas diabéticas inducidas por STZ.

Parametro Semanas CS CD TDM PDM

a b b b
Glucosa (mg/dL) 0 84.57+5.14  322.83+2529  353.16+20.53  298.85+ 18.90

b*

a b b
83.71£4.77 434.00 £39.95 432.00 £ 68.94 306.71 +£20.97

CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con
dieta de mango. Los resultados se representan como la media * error estandar (E.E.) de glucemia inicial y final con 12
h de ayuno. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre grupos. (n=6/grupo) ‘Indican
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de glucosa inicial y final por grupo evaluados por la prueba
de t pareada (p<0.05).
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Figura 10. Mecanismos de accion de los compuestos fendlicos relacionados a la diabetes y comorbilidades.

COX-2: ciclooxigenasa 2; PGAs: productos finales de glicacion avanzada; IR: receptor de insulina, por sus siglas en inglés insulin receptor; IRS-1: sustrato receptor
de insulina 1, por sus siglas en inglés insulin receptor substrate 1; IRS-2: sustrato receptor de insulina 2, por sus siglas en inglés insulin receptor substrate 2; Aktl:
proteina quinasa B, por sus siglas en inglés protein kinase B; AMPK: proteina quinasa activada por AMP, por sus siglas en inglés AMP-activated protein kinase;
PPARYy: receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma, por sus siglas en inglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma; LDL: lipoproteinas de
baja densidad, por sus siglas en inglés low-density lipoprotein; ALP: fosfatasa alcalina, por sus siglas en inglés, alkaline phosphatase; GPT: transaminasa glutdmico-
piravica, por sus siglas en inglés glutamic-pyruvic transaminase; LPO: peroxidacion lipidica, por sus siglas en inglés lipid peroxidation.
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6.4 La Actividad de Enzimas Antioxidantes

Debido a que el cerebro es un 6rgano compuesto mayoritariamente por lipidos, tiene una tasa
metabolica elevada, presenta niveles bajos de enzimas antioxidantes y no requiere insulina para la
internalizacién de la glucosa, es de esperar que la hiperglucemia genere mayor produccién de EROs
y RLs que conlleven a un mayor dafio oxidativo. Por consiguiente, enzimas antioxidantes como
SOD y CAT, y enzimas de detoxificacion de fase Il como GST, tienen un papel primordial en la
inhibicion y eliminacion de EROs en el cerebro. Multiples estudios han encontrado que la actividad
de estas enzimas tienden a disminuir en organismos diabéticos, posiblemente debido al exceso en
la produccion de las moléculas oxidantes, dando lugar a la inactivacion de las mismas (International
Journal of Molecular MedicineAbdel-Moneim et al., 2017; Réus et al., 2016; Sharma et al., 2015).
Sin embargo, esos estudios no son concluyentes, ya que en otras publicaciones se reporta que la
actividad de SOD, CAT y GST, se ve incrementada como posible mecanismo compensatorio para
tratar de contrarrestar los dafios causados por EROs en condiciones de hiperglucemia (Cho et al.,
2002; Sadi y Konat, 2016). Por otra parte, diversos autores han demostrado que la utilizacion de
extractos de plantas, y, especificamente de sus compuestos bioactivos, pueden aumentar la
actividad de las enzimas antioxidantes, en modelos murinos inducidos por STZ, con una
consecuente reduccion de dafio oxidativo en distintos tejidos (Ola et al., 2015; Sheweita et al.,
2016; Uzar et al., 2012).

En el presente trabajo se observd un aumento significativo (p<0.05) de SOD total en corteza en los
grupos diabéticos (TDM y PDM) en comparacion con el grupo CS. Sin embargo, en cerebelo no
se observaron diferencias (p>0.05), no obstante, las principales disparidades estuvieron dadas por
el incremento de la actividad de SODI1 a expensas de SOD2 en los tres grupos diabéticos en
comparacion con el grupo CS, en ambas estrcuturas cerebrales (Figuras 11y 12). A pesar de que
SOD2 es considerada como la isoforma de mayor importancia por proteger directamente a la
mitocondria del dafio por EROs, su expresion es mas elevada en 6rganos como higado, rifion y
corazon (Yon et al., 2008). Por otro lado, parece ser que SOD1 tiene una actividad imprescindible
en tejido cerebral, ya que se ha encontrado en diversos estudios que mutaciones en esta isoforma
se relacionan con el desarrollo de esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad neurodegenerativa que

afecta a las neuronas motoras (Al-Chalabi et al., 2017; Kaur et al., 2016). El aumento general en
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la actividad de SOD podria estar explicado por el fendmeno de hiperglucemia, que, como se
menciond previamente, promueve la generacion de Oz, por lo que la sobreproduccion de SOD es
necesaria para la conversion de Oz a H>O». En un estudio realizado por Sadi y Konat (2016) se
observo un comportamiento similar en cerebro al inducir a las ratas con 55 mg/kg de STZ, ademas,
reportaron que al administrar una dosis de resveratrol (20 mg/kg/dia) intraperitoneal durante 4
semanas, el grupo diabético tratado aument6 la actividad enzimatica de ésta enzima, aunado a la
disminucién del dafo oxidativo. Estos estudios demuestran el papel que juegan los antioxidantes
de distintas fuentes vegetales, en la modulacién del mecanismo antioxidante enzimatico y no
enzimatico, y, en consecuencia, la proteccion de los distintos tejidos, reduciendo los posibles dafios

causados por las EROs y RL.
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Figura 11. Actividad enzimatica de SOD1, SOD2 y SOD total en cerebelo. CS: control sano; CD: control diabético;
TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se
representan como la media =+ error estandar (E.E.) de una medicion realizada por triplicado de cada animal por grupo.
Literales diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05).
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Figura 12. Actividad enzimatica de SOD1, SOD2 y SOD total en corteza. CS: control sano; CD: control diabético;
TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se
representan como la media =+ error estandar (E.E.) de una medicion realizada por triplicado de cada animal por grupo.
Literales diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05).

Con respecto a la actividad de CAT, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre
grupos, sin embargo, en corteza se observa una tendencia al aumento en la actividad de esta enzima
en los grupos CD, TDM y PDM (Figura 13). De acuerdo con lo observado para SOD (Figuras 11
y 12), su actividad se ve incrementada en los tres grupos de ratas diabéticas, por lo que la cantidad
de H2O» que pudo haberse producido en esa etapa, pudiera estar relacionada directamente con la
actividad de CAT, la cual se encarga de su conversion a H O y O>. La CAT trabaja de manera
conjunta sobre los productos generados por SOD, y a pesar de su baja afinidad por el H2O», no es
saturada a altas concentraciones de este sustrato, siendo la enzima antioxidante mas eficaz en el
organismo, con una velocidad de reaccion de 10’ min~! (Fernandes et al., 2007). Mientras algunos
estudios indican que las ratas hiperglucémicas tienden a disminuir significativamente (p<0.05) la
actividad enzimatica de CAT con respecto al control (Elbe et al., 2015; Foster et al., 2017; Lee,
2006; Raish et al., 2016), otros han visto un comportamiento contrario en higado (Cho et al., 2002),
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corazon y rifion (Kakkar et al., 1995) de ratas inducidas por STZ. Por lo que, al parecer, la actividad
esta en funcion del tejido evaluado, asi como la severidad y tipo de dafio.

La idea de suministrar un tratamiento con compuestos bioactivos para el aumento en la actividad
de esta enzima y disminucion del EO en ratas diabéticas, ha sido puesta en practica por diversos
autores, obteniendo resultados positivos al utilizar acido galico (20 mg/kg) y acido p-cumarico (40
mg/kg) durante 35 dias (International Journal of Molecular MedicineAbdel-Moneim et al., 2017),
acido elagico (50 mg/kg) durante 21 dias (Uzar et al., 2012), o bien, mediante la suplementacion
de la dieta con 5 o 10% de céascara de mango cv. ‘Badami’ por 16 semanas (Gondi ef al., 2015).
No obstante, en el presente trabajo no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre el

grupo TDM o el grupo PDM, después de 28 dias, con respecto al grupo CD.
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Figura 13. Actividad enzimatica de CAT en cerebelo y corteza. CS: control sano; CD: control diabético, TDM:
diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan
como la media + error estandar (E.E.) del valor de una medicion unica de cada animal por grupo. Literales mayutsculas
diferentes indican diferencias significativas en cerebelo (p<0.05). Literales minusculas diferentes indican diferencias
significativas en corteza (p<0.05).
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La GST cataliza la conjugacion de GSH con moléculas electrofilicas, para la detoxificacion de
compuestos resultantes del EO como lo son los ROOH y aldehidos insaturados (Nunes et al., 2017),
ademas, aumenta la solubilidad de distintos xenobidticos que pudieran servir como cofactores para
la formacion de EROs y RLs. La Figura 14 muestra la actividad de GST en cerebelo y corteza,
observandose un incremento significativo (p<(0.05) en ambas estructuras cerebrales en el grupo
PDM en comparaciéon con el grupo CS. La accidon que ejercen algunos compuestos fendlicos y
carotenoides sobre la neutralizacion de EROs y RLs es bien conocido, la presencia de estas
moléculas puede detener procesos de peroxidacion lipidica, estabilizando radicales ROOe« y *OH
(Ajila et al., 2007). Al ser el cerebelo una estructura con mayor composicion de lipidos y materia
blanca (0.0287 cm?) (Bush y Allman, 2003; Gilmore et al., 2009; Salamon et al., 2007), presenta
una mayor susceptibilidad a dafio por toxicos, EROs y RLs, por lo que el incremento de la actividad
de GST dado por el pretratamiento con mango, podria favorecer la proteccion de la integridad
estructural y funcional de las membranas celulares. En un estudio realizado por Elberry et al.
(2015), se reportd que la actividad de esta enzima se ve disminuida en el higado de ratas diabéticas,
sin embargo, al administrar un extracto metandlico de Marrubium vulgare L. (planta con altas
concentraciones de compuestos fendlicos y flavonoides), se logro normalizar la actividad de GST
(Elberry et al., 2015), que a su vez correlacion6 con la disminuciéon de MDA. En este sentido, se
midieron los niveles de MDA para poder hacer comparaciones e inferencias entre la actividad de

enzimas antioxidantes analizadas y el dafio causado por oxidacion lipidica.
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Figura 14. Actividad enzimatica de GST en cerebelo y corteza. CS: control sano; CD: control diabético; TDM:
diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan
como la media =+ error estandar (E.E.) de una medicion realizada por triplicado de cada animal por grupo. Literales
mayusculas diferentes indican diferencias significativas en cerebelo (p<0.05). Literales minusculas diferentes indican
diferencias significativas en corteza (p<0.05).

6.5 La Expresion de Enzimas Antioxidantes

En materia de diabetes, no existe un panorama claro en cuanto a la expresion de los genes que
codifican para enzimas antioxidantes enddgenas; mientras que algunos autores aseveran que su
expresion y actividad se ven disminuidas bajo esta condicion patologica (Sadi ef al., 2015; Sharma
et al., 2015), otros hablan de un mecanismo compensatorio por el aumento de EROs y RL (Idris-
Khodja et al., 2016; Sadi y Konat, 2016). Con la finalidad de explorar si los cambios en la actividad

enzimatica de SOD, CAT y GST son causados por cambios en la regulacion de la expresion génica,
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se llevd a cabo un estudio de PCR a tiempo real en cerebelo y corteza de los cuatro grupos
experimentales.

En la Figura 15a se muestra que la expresion de SOD2 no se afecto significativamente (p>0.05)
por la diabetes, no obstante, tiende a disminuir en corteza y cerebelo del grupo CD. Resulta
interesante que la expresion de esta enzima disminuye en el cerebelo del grupo TDM, mientras que
en la corteza aumenta (p<(0.05) hasta 1.84 veces mds, en comparacion con el grupo CS. Esto puede
deberse a la priorizacion de la proteccion contra el EO en corteza, la cual cumple un rol
imprescindible en la memoria en la ejecucion motora, percepcion sensitiva y funcidon cognitiva,
cuya pérdida se ha visto asociada con la muerte neuronal en enfermedades como el Alzheimer en
modelos diabéticos (Kandimalla et al., 2017; Kwakowsky et al., 2018). A pesar de esto, no todo el
transcrito de SOD?2 es traducido a una proteina funcional, ya que no se asocia directamente con los
resultados para la actividad especifica de SOD2 en la corteza del grupo TDM, en donde no existen
diferencias entre grupos, pero se reporta un incremento significativo (p<0.05) en la actividad de la
isoforma SOD1 y en la actividad total de la enzima (Figura 12). Sadi et al. (2015) publicaron
resultados similares en cuanto al aumento de expresion de SOD2 en higado, causado por la
suplementacion con resveratrol (20 mg/kg/dia) en un grupo de ratas diabéticas.

Lo anterior parece estar explicado por la represion del Nrf2 en dicha patologia y el efecto
modulador de los tratamientos basados en la administraciéon de compuestos fendlicos, los cuales
regulan la sefializacion de Nrf2, impactando a su vez a enzimas antioxidantes.

Por otro lado, se ha descrito en la literatura que un aumento en la expresion génica de NF-xB y una
disminucion de Nrf2 y sirtuina 1 (SIRT1) en diabetes, se asocia con una disminucion significativa
de la expresion del gen que codifica para CAT, cuyos niveles pueden ser restaurados al tratarse con
compuestos con actividad antioxidante (Sadi et al., 2014). En el presente estudio, la expresion
relativa de CAT se redujo en el cerebelo de todos los grupos diabéticos (CD, TDM y PDM) con
relacion al grupo CS, invariablemente del tratamiento administrado (p<0.05) (Figura 15b). En un
estudio reciente, Sadi et al. (2019) demostraron que no existe una regulacion positiva de la
expresion de CAT en los rifiones de ratas diabéticas al administrarles una dosis de resveratrol
intraperitoneal diaria (20 mg/kg), que en contraste con estudios anteriores realizados en higado y
cerebro por los mismos autores, se reafirma que la regulacion transcripcional de algunas enzimas
antioxidantes es tejido-especifica (Sadi et al., 2015; Sadi y Konat, 2016). La supresion parcial de

la expresion génica de CAT en los grupos diabéticos del presente estudio, puede atribuirse al
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incremento de la produccion de EROs, que activan al NF-kB, el cual esta involucrado en procesos
autoinmunes e inflamatorios que generan mas EROs (Negi et al., 2011), por lo que es posible que
la influencia de la dieta no haya sido suficiente para tener un efecto significativo en la modulacion
los factores de transcripcion NF-xB y Nrf2.

En el estudio de Sadi et al. (2008) se determind que no hay una regulacién genética positiva en la
expresion de CAT en el higado de ratas diabéticas tratadas con dos potentes antioxidantes, como
lo son el 4cido a-lipoico libre y vitamina C (50 mg/kg/dia). Se conoce que una disrupcion del estado
redox puede afectar la translocacion al nticleo de algunos factores de transcripcion sensibles al EO,
ya que, como se menciond previamente, el estado redox en organismos diabéticos puede danar a
las proteinas involucradas en las vias de sefializacion activadas por los factores de transcripcion
encargados del proceso de transcripcion de enzimas antioxidantes y de detoxificacion. Por lo tanto,
la disminucion de la transcripcion de CAT en los grupos diabéticos y su nulo efecto en la actividad
enzimatica sugiere una modulacion post-traduccional, la cual no estd asociado con la induccion de
su sintesis.

La activacion de la via del Nrf2 y su union al promotor ARE, también promueve la expresion de
genes que codifican enzimas de detoxificacion de fase Il como las GST, cuya funcidon en modelos
animales con enfermedades asociadas al EO ha sido descrita con anterioridad. En el cerebro, la
mayoria de estas enzimas se localizan en las células de la glia, protegiendo a las neuronas contra
el EO mediante la conjugacion del glutation con sustancias citotoxicas. Wahid et al. (2013)
reportaron que existe una disminucioén en la expresion de la isoforma GSTpl en muestras de
tumores cerebrales, mientras que Chang ef al. (2013) sostienen que hay una regulacion negativa en
la expresion de proteinas de GSTpl en corteza cerebral, relacionada con la progresion de la
enfermedad de Alzheimer, en un modelo murino transgénico Tau. Es asi que queda claro que la
funcion de GST es imprescindible en procesos inflamatorios, de carcinogénesis, entre otros
mecanismos asociados al dafio celular por EO.

En el presente trabajo no se observaron cambios significativos (p>0.05) en la expresion de GSTpl
influenciada por la diabetes, ya que, en los grupos CS y CD, no hubo cambios a nivel de expresion
ni en la actividad total de GST. Por otro lado, la expresion aument6 significativamente (p<0.05)
en cerebelo y en corteza en el grupo PDM (9.6 y 2.5 veces, respectivamente) y en la corteza del
grupo TDM (4.1 veces) (Figura 15c¢). Esto a su vez, concuerda con el incremento de la actividad

enzimatica de GST en ambas estructuras cerebrales (Figura 14), sugiriendo que GSTpl pudiera
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ser la enzima que regula en mayor medida la actividad total de GST, en comparacion con las demas
isoformas, y que los cambios generados en esta enzima bajo la influencia de la dieta son a nivel
transcripcional y funcional. Datos similares se obtuvieron a través de tratamientos con 50-200 uM
de acido vanilico y 50-400 uM de acido p-cumarico (dos compuestos fenolicos principales en el
mango) (Quirds-Sauceda et al., 2017), en donde se mostrd un incremento en la expresion de GSTpl
de 1.2 veces mas en lineas celulares de cancer de colon, mejorando la defensa contra la toxicidad
causada por diversos agentes (Altay et al., 2017). Adilijiang et al. (2016) lograron restaurar la
expresion proteica de GSTpl en corteza prefrontal, asi como mejorar los sintomas depresivos y
pérdida de memoria en un modelo murino con desmielinizacion inducida, mediante la
administracion oral de un extracto de nueces (alto en terpenos y flavonoides) durante 8 semanas.
El efecto sobre la activacion o inhibicion de ciertos factores de transcripcion asociados a la defensa
antioxidante endogena, generado por algunos fitoquimicos se representa de manera simplificada

en la Figura 16.
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Figura 15. Niveles de expresion relativa de los genes de enzimas antioxidantes en cerebelo y corteza. a) SOD2 b) CAT
¢) GSTpl. CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético
pretratado con dieta de mango. Los datos fueron normalizados con B-actina como gen de referencia endoégeno 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 3 animales por grupo. La comparacion entre grupos se realizé mediante la prueba
de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos. Literales mayusculas diferentes indican diferencias significativas en
cerebelo (p <0.05). Literales minusculas diferentes indican diferencias significativas en corteza (p <0.05).
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Figura 16. Posibles mecanismos de regulacion genética mediada por compuestos bioactivos del mango en neuronas. Algunos compuestos fenolicos tienen la
capacidad de estimular la via de las MAPK promoviendo la fosforilacion del Nrf2 en sus residuos de serina y treonina, causando la disociacion de Keapl y la
consecuente translocacion del Nrf-2 al nicleo. En el nicleo se une con el ARE, implicado en la transcripcion de genes que codifican para enzimas antioxidantes
como SOD, CAT, GPx y enzimas de fase Il como la GST, NADPH quinona oxido-reductasa-1 (NQO1) y hemo oxigenasa-1 (HO-1), las cuales contribuyen a la
proteccion de la célula a través de la eliminacion de EROs. Diversos compuestos fenolicos y carotenoides pueden irrumpir la fosforilacion del inhibidor del factor
de transcripcion NF-kB moderando la respuesta a estrés por reduccion de la expresion de citoquinas inflamatorias.
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6.6 Los Productos de Oxidacion

Los ROOH son productos primarios generados durante la etapa de propagacion en la peroxidacion
lipidica, que al hidrolizarse dan lugar a productos de oxidacidn secundaria como aldehidos, cetonas,
epoxidos y algunos RLs (ROOe, el radical alcoxilo (RO¢) y *OH) los cuales acttian generando mas
RLs mediante reacciones en cadena, causando dafio estructural y funcional de las membranas
celulares (Shahidi y Zhong, 2010). En este sentido, los RLs aceleran la peroxidacion de acidos
grasos insaturados (AGIs) con la consecuente producciéon de MDA, al cual se le atribuyen
interacciones con acidos nucleicos y proteinas que conllevan a irregularidades en el funcionamiento
celular relacionados a la patogénesis y progresion de algunas enfermedades (Del Rio et al., 2005;
Moussa, 2008). En el caso particular de la diabetes, se ha documentado que la peroxidacion lipidica
da lugar a la progresion de complicaciones secundarias cronicas, las cuales incluyen ateroesclerosis
y desordenes neuronales como Parkinson y Alzheimer (Dei et al., 2002; Reddy et al., 2009; Tiwari
et al., 2013; Tsikas, 2017). En un estudio realizado por Bandeira ef al. (2012), se reportan niveles
de MDA aumentados en plasma y eritrocitos de individuos con DMT2, con un consecuente
aumento en la actividad de SOD total relacionado a la hiperglucemia, de manera similar a los
resultados observados en la corteza cerebral en el presente trabajo (Figura 12). De la misma
manera, se ha mostrado que las cifras de MDA se ven incrementadas de un 30 a un 50% en suero,
rinon, higado y cerebro de modelos murinos inducidos a diabetes por STZ (Al-Jameel y El-
Rahman, 2017; Sheweita et al., 2016; Unsal et al., 2016).

Los niveles de MDA encontrados en los grupos diabéticos (CD, TDM y PDM) fueron
significativamente mayores (p<0.05) que los del grupo CS, tanto en cerebelo como en corteza
(Figura 17). Estudios previos reportan que un tratamiento con acido galico (20 mg/kg/dia) y acido
p-cumarico (40 mg/kg/dia) por 6 semanas, disminuye significativamente (p<0.05) el dano
oxidativo asociado a la diabetes en el hipocampo de ratas diabéticas inducidas por STZ,
aumentando la actividad de enzimas antioxidantes con la consiguiente reduccion de los niveles de
MDA (International Journal of Molecular MedicineAbdel-Moneim et al., 2017). Resultados
similares fueron obtenidos por Sharma et al. (2015) con respecto a la disminucion de los niveles
de MDA y 4-HNE en higado y cerebro al administrar por 15 dias el polvo de la semilla de

Trigonella foenum-graecum L. a ratas diabéticas inducidas con aloxano. En el presente trabajo, se
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encontro que el MDA se redujo significativamente (p<(0.05) en el cerebelo de los grupos TDM y
PDM. Los valores de MDA en la corteza de los grupos diabéticos también mostraron una reduccion
significativa (p<0.05) al tratarlos (TDM) o pre-tratarlos (PDM) con la dieta suplementada con
cascara y pulpa de mango (Figura 17).

Los efectos observados con anterioridad se pueden relacionar con el aumento observado en la
actividad de las enzimas SOD y GST, asi como con la capacidad antioxidante que suponen los
compuestos bioactivos presentes en el mango. Estos compuestos se encargan de estabilizar a los
RLs, inactivar peroxidos y otras EROs mediante la donacion de H', quelacion metales de transicion
que evita la formacion de *OH, asi como también retardando o inhibiendo la peroxidacion lipidica
y la acumulacién de los productos resultantes de este proceso (Shahidi y Zhong, 2010). Ademas,
como se muestra en el Cuadro 7, los grupos que consumieron la dieta con mango (TDM y PDM),
mostraron una tendencia a reducir sus niveles de glucemia, que, por ende, disminuiria la
sobreproduccion de EROs generados mediante diversas vias como la glicacion no enzimatica de
proteinas, formacion de AGEs, la autooxidacion de la glucosa y la activacion de la proteina quinasa
C (PKC) y de la via de biosintesis de hexosaminas (Karunakaran y Park, 2013). Las observaciones
precedentes sugieren que las dietas suplementadas con mango podrian tener la capacidad de
proteger al cerebro del dafio oxidativo y enfermedades concomitantes a las cuales se exponen los
pacientes diabéticos, ya sea por la actividad antioxidante de sus compuestos bioactivos, la
disminucién de la glicemia, o bien, estimulando la actividad de las enzimas antioxidantes

endogenas (Figura 18).

70



1.6

A B cSs
T [] €D
- E TbpM
= i PDM
E 1.2 +
o
S
o
Y
E 08 - a
= B
g I B
: I
= b
< B b | |2 3
a 04
=
0.0 : :
Cerebelo Corteza

Figura 17. Niveles de MDA en cerebelo y corteza. CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado
con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan como la media +
error estandar (E.E.) de una medicion realizada por triplicado de cada animal por grupo. Literales mayusculas
diferentes indican diferencias significativas en cerebelo (p<0.05). Literales mintsculas diferentes indican diferencias
significativas en corteza (p<0.05).

71



Espacio
extracelular

OH
OH O
ROO-
Acido gélico / 4+ oM _L. ¥ Lipido radical
Oup,OH on
j\\ il 1 Productos
L A l_\m_ K Lipido insaturado 0, secundarios de la
5 e peroxidaciéa lipidica
02+
/A /2 + 7 l
OH H 00"
Lipido per6xido Lipido peroxil radical
Inhibicién de la peroxidacién | Estrés oxidativo y
lipidica dafio celular

Citoplasma

Figura 18. Posibles mecanismos de los compuestos fendlicos y carotenoides sobre la disminucion de MDA. Los
compuestos fendlicos y carotenoides son capaces de neutralizar RL y EROs mediante la donacion de H', e 0 ambos,
evitando la iniciacion de las cascadas de peroxidacion lipidica de los acidos grasos insaturados que conforman a las
membranas celulares. Por otro lado, estos compuestos pueden promover la transcripcion genética de enzimas
antioxidantes y de detoxificacion, a través de la interaccion con factores de transcripcion como FOXO, SIRT1 y Nrf2.
Se sugiere que dichos mecanismos disminuyen o inhiben la generacién de productos secundarios de la peroxidacion
lipidica (aldehidos y las cetonas), lo que conllevaria al decremento del EO y daiio celular.

Se sabe que la hiperglucemia promueve la glicacion y oxidacion no sélo de lipidos, sino también
de proteinas por medio de la unién de un aminoacido con el grupo carbonilo de una cetona o
aldehido de un azlicar reductor. Estas reacciones generan AGEs como la 3,4-N°-carboximetil-
lisina, 3-deoxiglucosona, metil-glioxal, entre otros, cuya formacion se acelera bajo condiciones de
EO (Dei et al., 2002; Fuentes et al., 2015). La alteracion en la estructura y funcion de las enzimas

antioxidantes afecta la neutralizacion de las EROs y los RLs, los cuales tienen la capacidad de
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reaccionar con algunos aminodcidos, conllevando a la desnaturalizacion y mal funcionamiento de
las proteinas, llevandose a cabo un circulo vicioso (Asmat et al., 2016). Los carbonilos proteicos
son considerados como un marcador de dafio oxidativo de proteinas, que pueden generarse
mediante la oxidacion catalizada por metales en residuos de Lys, Arg, Pro y Thr o por uniones
covalentes en las cadenas laterales de los residuos Lys, His y Cys con aldehidos (4-HNE, MDA y
2-propenal) producidos durante la peroxidacion lipidica (Shacter, 2000).

Se ha demostrado que la concentracion de carbonilos proteicos se encuentra elevada en corteza
prefrontal, hipocampo y pancreas de ratas diabéticas (Réus et al., 2016). Asimismo, Rosa et al.
(2015) reportaron que las ratas con hiperglicemia neonatal, presentan modificaciones y dafio a
proteinas cerebrales mediante la glicacion inducida por dicarbonilos asociados a los mecanismos
fisiopatologicos de la diabetes y enfermedades neurodegenerativas. Debido a lo anterior, se ha
propuesto el uso de antioxidantes con el objetivo de disminuir el EO, y, por tanto, la generacion de
proteinas modificadas. En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
en cerebelo, no obstante, en corteza, el grupo PDM mostré un nivel de carbonilos proteicos
significativamente menor (p<0.05) que el grupo TDM (Figura 19). En la investigacion de Réus et
al. (2016) se observo una disminucion significativa (p<0.05) de los carbonilos proteicos en corteza
prefrontal e hipocampo, de las ratas diabéticas al tratarse durante 14 dias con dos farmacos
antioxidantes: N-acetilcisteina (NAC) y deferoxamina (DFX). En este estudio se aplicaron 3
inyecciones intraperitoneales diarias de NAC (20 mg/kg/peso) y 1 de DFX (20 mg/kg/peso), no
obstante, en amigdala y nicleo accumbens no se observaron diferencias significativas (p>0.05).
Lo anterior sugiere que el dafio proteico a nivel cerebral parece ser especifico para cada estructura
cerebral, sin embargo, el observar un efecto en corteza prefrontal e hipocampo pudo deberse a las
altas dosis del firmaco que manejaron los autores, asi como a la via de administracion, que asegura

una mayor biodisponibilidad de los compuestos bioactivos estudiados.
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Figura 19. Niveles de carbonilos proteicos en cerebelo y corteza. CS: control sano; CD: control diabético; TDM:
diabético tratado con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan
como la media =+ error estandar (E.E.) de una medicion realizada por triplicado de cada animal por grupo. Literales
mayusculas diferentes indican diferencias significativas en cerebelo (p<0.05). Literales minusculas diferentes indican
diferencias significativas en corteza (p<0.05).

El dafio al material genético provocado por EROs y RLs incluye sustitucion de bases, deleciones,
modificaciones de azucares, entrecruzamientos covalentes, fragmentacion simple o doble de
cadenas, entre otros. En este contexto, el *OH puede interaccionar directamente con las bases
nitrogenadas de las cadenas del DNA, especialmente con la guanina, formando C8-hidroxiguanina
(8-OHGua) y su forma como nucledsido deoxiguanosina (8-hidroxi-2’-desoxiguanosina). La
adicion de *OH genera aductos de radicales, que con la abstraccion de un e dan lugar a la 8-OHdG
(Valavanidis et al., 2009). Dada esta relacion, la medicion de 8-OHAG se ha convertido en un
marcador de EO y carcinogénesis relacionado con el dafio al DNA. Se han realizado una gran
variedad de estudios in vivo, tanto en modelos animales como en humanos con la finalidad de

disminuir el EO y consecuentemente el daiio al DNA, en los cuales se administraron antioxidantes
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como vitamina C, carotenoides y vitamina E, mostrando resultados inconsistentes en cuanto a
niveles esperados de 8-OHdAG (Anderson et al., 1997; Cadenas et al., 1997; Huang et al., 2000; Shi
et al., 2005). Tratdndose mas especificamente del suministro de antioxidantes en ratas diabéticas,
Hsieh et al. (2005) mostraron que un tratamiento con aceite de arroz (33.90 mg de y-oryzanol, 0.5
mg de y-tocotrienol, y 3.02 mg de a-tocoferol/g de aceite) no tuvo efectos significativos (p>0.05)
en cuanto a la disminucion de 8-OHAG, especificamente en DNA mitocondrial y nuclear de tejido
cerebral.

Por otro lado, hallazgos recientes en ratas expuestas a ejercicio extenuante, mostraron una
disminucion significativa de 8-OHdG en suero y musculo, al ser suplementadas con 25, 50 y 100
mg/kg/dia de resveratrol por 4 semanas (Xiao, 2015). La concentracion de 8-OHdG en suero al
utilizar este mismo compuesto fenolico (30 mg/kg/dia), fue aminorada en ratas inducidas a EO con
acrilamida (40 mg/kg/dia) por 10 dias, asociado a regulacién de procesos inflamatorios y de
apoptosis (Alturfan et al., 2012). Ademas de la suplementacion con firmacos antioxidantes o
compuestos bioactivos individuales, se ha promovido la ingesta de ciertos frutos con alto contenido
de fitoquimicos para contrarrestar los dafios causados por el EO. Tal es el caso del estudio de
Alvarez-Suarez et al. (2014), quienes determinaron que el consumo de una dieta enriquecida con
fresas (500 g/dia) por 30 dias, reduce los niveles de 8-OHdG en orina de adultos sanos, relacionado
con el contenido de antocianinas que estas poseen. No obstante, en el presente trabajo, no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre grupos en cerebelo, mientras que en corteza,
se observa una tendencia en el aumento de este marcador en los tres grupos diabéticos. Sin
embargo, los niveles de 8-OHdG son iguales (p<0.05) entre los grupos CS y CD, y no mejoraron
con la administracion de la dieta suplementada con mango previa o posterior de la induccion por
STZ, y contrario a lo esperado, estos aumentan (p<0.05) en los grupos TDM y PDM, en
comparacion con el grupo CS (Figura 20) lo cual pudiera estar relacionado con algun efecto
prooxidante de algunos de los compuestos del mango a este nivel, o bien, por la hiperglucemia per
se.

Existen algunos estudios que confirman el efecto prooxidante de la vitamina C (molécula presente
en la pulpa de mango: 36 mg/100 g peso fresco) (Wall-Medrano et al., 2015). Se ha reportado que
el carbono en la posicion 8 de la desoxiguanosina, ademés de la reaccion con *OH, puede ser
hidroxilado por el acido ascorbico en presencia de O2, H2O» y otros agentes reductores que incluyen

a los metales de transicion (Kasai y Nishimura, 1984). En un estudio reciente, se report6 el efecto

75



prooxidante de la vitamina C en un modelo murino de enfermedad de Alzheimer, demostrando que
a altas dosis (600 mg/kg) se incrementan las alteraciones en la memoria, existe una mayor
degeneracion y neuroinflamacién en el hipocampo asi como un aumento en la respuesta inmune
periférica (Sil et al., 2016) . En otra investigacion realizada por Kasai y Nishimura (1986), se
encontr6 que algunos compuestos fenodlicos como el acido clorogénico y la quercetina pueden
causar hidroxilacién in vitro de la desoxiguanosina en presencia de H>O, y Fe*". El 4cido gélico y
sus alquil ésteres también se han reportado como causantes de roturas en la cadena de DNA
dependientes de cobre, conllevando a la formacion de 8-OHdAG in vitro, debido a la accion
prooxidante de los compuestos de galato relacionados con la actividad reductora del cobre
(Yoshino et al., 2002). Sin embargo, estos ultimos trabajos no concuerdan con lo reportado en
experimentos realizados en organismos vivos, por lo que no queda claro, cuales compuestos
pudieran ser los responsable de los resultados obtenidos para este marcador de dafio en DNA en el
presente modelo de estudio.

Dado que la incidencia y prevalencia de la diabetes y sus complicaciones contintian incrementando
rapidamente en el mundo, existe la necesidad de identificar compuestos naturales con efectos
antidiabéticos que puedan ser demostrados. Las evidencias encontradas en el presente trabajo
reivindican a los compuestos antioxidantes de frutas como el mango, como protectores contra el
dano causado en cerebro a causa del estrés oxidativo, al ser capaces de regular vias moleculares
relacionadas al mecanismo antioxidante enddgeno y de inflamacion, entre otras propiedades. Los
hallazgos que aqui se presentan, sugieren la utilizacion de los compuestos bioactivos del mango
para el desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas para la prevencion de complicaciones en

pacientes diabéticos.
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Figura 20. Niveles de 8-OHdG en cerebelo y corteza. CS: control sano; CD: control diabético; TDM: diabético tratado
con dieta de mango; PDM: diabético pretratado con dieta de mango. Los resultados se representan como la media +
error estandar (E.E.) de una medicion realizada por duplicado de cada animal por grupo. Literales mayusculas
diferentes indican diferencias significativas en cerebelo (p<0.05). Literales mintisculas diferentes indican diferencias
significativas en corteza (p<0.05).
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7. CONCLUSIONES

El cerebro debe ser considerado como un 6rgano fundamental en el estudio de la diabetes,
las alteraciones que puede sufrir debido al estrés oxidativo han sido poco estudiadas, sobre todo en
estructuras como corteza y cerebelo. Dichas estructuras son claves para el andlisis de la progresion
de esta enfermedad, en donde algunas de sus funciones se han visto alteradas. Los resultados
obtenidos de los estudios relacionados con el estado de oxido-reduccion en modelos murinos,
varian dependiendo de las condiciones experimentales (modelo animal, duracion de la enfermedad,
edad, sexo, dosis de farmaco o tratamiento, entre otras). No obstante, todas las investigaciones
convergen en que el estrés oxidativo afecta a los sistemas de defensa antioxidante en los diferentes
tejidos, provocando que el organismo utilice distintos mecanismos para tratar de protegerse frente

a lesiones celulares y tisulares.

De acuerdo con los resultados encontrados en el presente estudio se concluye que:

El estrés oxidativo en ratas diabéticas modifico la expresion y actividad de algunas enzimas
antioxidantes en ambas estructuras cerebrales. Asimismo, los efectos perjudiciales de esta
patologia también se vieron reflejados en los signos y pardmetros bioquimicos de nuestro modelo

experimental, asi como en el aumento de productos de oxidacion lipidica.

El pretratamiento con la dieta suplementada con pulpa y céscara de mango cv. ‘Ataulfo’, mostro
de manera global, una mejora del cuadro patologico del animal, ya que se aumento
significativamente la actividad de SOD total en corteza, SOD1 en corteza y cerebelo e incrementd
la expresion y actividad de GST en ambas estructuras cerebrales, disminuyendo los productos de
peroxidacion lipidica, mas no los niveles de carbonilos proteicos y 8-OHdG en las ratas diabéticas.
Ademas, el consumo de esta dieta de manera preventiva disminuyo6 la pérdida de peso subita,

mantuvo la glucosa sanguinea y se sugiere que podria mitigar la polifagia.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que el consumo de frutas y

vegetales a lo largo de la vida, en particular de mango cv. ‘Ataulfo’, podria tener un impacto
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positivo, tanto en la prevencién como en el manejo de la diabetes. Finalmente, se resalta la
importancia de considerar aquellas fracciones que son comunmente desechadas (cascara, bagazo,
semillas o hueso, etc.), ya que muchas de ellas poseen un alto valor nutracéutico y diversas

propiedades bioldgicas que requieren ser investigadas en futuros trabajos.

8. RECOMENDACIONES

Se sugiere el estudio de las diversas vias de senalizaciéon mediadas por los componentes de
la dieta asociadas a la activacion o inactivacion de factores de transcripcion (Nrf2, NF-kB y ARE),
a nivel génico y proteico, en un modelo de diabetes cronica para la visualizacién de los posibles
efectos a largo plazo.

Se propone también la inclusion de muestras histopatologicas de las distintas subregiones
cerebrales y el analisis de la expresion genética, proteica y evaluacion de la actividad de GPx y
glutation, para una mejor comprension del mecanismo molecular del sistema de defensa
antioxidante enddgeno.

Con los resultados que de aqui surjen, se abre el panorama a la innovacion de nutracéuticos y
alimentos funcionales, adicionados con los componentes bioactivos de interés que sean extraidos
de este fruto (incluyendo sus subproductos), con la finalidad de probar su funcionalidad en modelos

animales para corroborar sus efectos in vivo.
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