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Resumen

La diabetes es una enfermedad crénica de elevada incidencia y prevalencia a nivel
mundial. Los pacientes con esta enfermedad presentan altos niveles de glucosa sanguinea,
causada ya sea por hiposecrecién o por resistencia a la insulina. Muchas complicaciones de
la diabetes (e.g., dafio renal, cardiopatias) se han relacionado con la formacién y
acumulacién de productos finales de glicacion avanzada de proteinas (AGES) y con la
producciéon de especies reactivas de oxigeno (EROs). Piper auritum es una planta
ampliamente distribuida en las regiones tropicales y subtropicales de América. En la medicina
tradicional se usan las hojas como hipoglucemiante. Los objetivos de esta investigacion
fueron: a). Evaluar las actividades antioxidante e hipoglucemiante de las hojas de la planta,
y b). Aislar microorganismos Enddfitos de la planta, e identificar al menos un compuesto con
actividad antiglicacion derivado de alguno de los Endofitos aislados.

Las hojas secas y molidas de P. auritum, fueron consecutivamente sometidas a
extraccion por reflujo en hexano, cloroformo y metanol. Se evalué in vitro el efecto de los
extractos en la formacion de AGEs por el método BSA—glucosa. Los extractos inhibieron la
formacion de AGEs en 87, 99 y 44%, respectivamente, en comparacion con 54% de
aminoguanidina que se usé como control positivo. Adicionalmente, el extracto de hexano
(HS) mostré actividad antioxidante (a 100 ug/mL) por todos los siguientes métodos a). -
caroteno en placa, b). DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidracril), ¢). ABTS (2,2'-azino-bis(acido-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico, d). Tiocianato, e). Oxido nitrico, ). Actividad quelante, y g).
SOD (superéxido dismutasa). El efecto hipoglucemiante del HS se evalué en ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina (STZ). El HS redujo de manera significativa de los niveles de
glucosa, elevé los niveles de insulina y elevo la actividad de enzimas implicadas en la defensa
antioxidante.

Se aislaron 75 bacterias a partir de diferentes tejidos de P. auritum. Se obtuvieron los
extractos de cultivo con acetato de etilo (EA) de 23 morfotipos distintos seleccionados. La
capacidad de cada uno de los 23 extractos de acetato de eitlo A para inhibir la formacion de
AGESs fue evaluada. Nueve extractos inhibieron la formacion de AGEs en mas de 70%, el
aislado 8-1 fue seleccionado por presentar una actividad inhibitoria de 89%. Se obtuvo el EA
de 20 L de cultivo del aislado 8-1 y se purificé por medio de cromatografia en columna CC,
Sephadex LH-20 y HPLC-semipreparativo. EI compuesto activo, un poliquétido, fue
identificado como 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) por medio de RMN *H y *C, IR y MS. El
DAPG inhibi6 la formacién de AGEs medida por los métodos BSA-glucosa, BSA-MGO,
fructosamina y la hidroxilacion benzoato. Con base en las secuencias de rDNA 16S y rpoB,

el aislado 8-1 fue identificado como Pseudomonas protegens.



Abstract

Diabetes is a chronic disease of high incidence and prevalence worldwide. Patients
with this disease have high blood glucose levels caused by either hyposecretion or insulin
resistance. Many complications of diabetes (eg, kidney damage, heart disease) have been
linked to the formation and accumulation of advanced glycation end products of protein
(AGEs) and the presence of reactive oxygen species (ROS). Piper auritum is widely
distributed in tropical and subtropical regions of America. In traditional medicine the leaves
are used as hypoglycemic. The objectives of this research were: a). Evaluating antioxidant
and hypoglycemic activities of plant leaves, b). Isolating plant endophytic microorganisms,
and identifying at least one compound with anti-glycation activity derived from any of the
isolated endophytes. The dried and ground leaves of P. auritum, were consecutively
subjected to reflux extraction in hexane, chloroform and methanol. The effect of the extracts
on AGEs formation in vitro was evaluated by the BSA-glucose method. The extracts inhibited
the formation of AGEs in 87, 99 and 44%, respectively, compared to 54% aminoguanidine
used as positive control. Additionally, the hexane extract (HS) showed antioxidant activity
(100 pg/ mL) for all the following methods; a). B-carotene test plate, b). DPPH (1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl), c¢). ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), d).
Thiocyanate, e). Nitric oxide, f). Chelating activity, and g). SOD (superoxide dismutase). The
hypoglycemic effect was evaluated with HS in STZ-induced diabetic rats. The HS significantly
reduced glucose levels, elevated insulin levels and increased the activity of enzymes involved
in antioxidant defense. 75 bacteria were isolated from different tissues of P. auritum. Culture
extracts with ethylacetate (EA) selected from 23 different morphotypes were obtained. The
ability of each of the 23 EA to inhibit the formation of AGEs was evaluated. Nine extracts
inhibited the formation of AGEs in more than 70%, the isolated 8-1 was selected as having
an inhibitory activity of 89%. EA 20 L culture of isolated 8-1 was obtained and purified by
column chromatography (CC), Sephadex LH-20 and HPLC-semipreparative. The active
compound, a polyketide, was identified as 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) by NMR *H and
13C, IR and MS. The DAPG inhibited the formation of AGEs measured by BSA-glucose, BSA-
MGO, fructosamine and benzoate hydroxylation methods. Based on 16S rDNA and rpoB

seqguences, isolated 8-1 was identified as Pseudomonas protegens.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1 Diabetes

La diabetes es una enfermedad metabdlica de origen endocrino, crénico-
degenerativa de caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicion
hereditaria. La diabetes comprende un grupo de trastornos etiolégica y clinicamente
heterogéneos (autoinmunes, hormonales y metabdlicos), en presencia de factores de
riesgo como: hiperglicemia, hipertension, hiperlipidemia y obesidad, lo que se ha
asociado con una alta incidencia de complicaciones micro y macrovasculares, como
dafio a los pequefios vasos sanguineos (microangiopatia), dafio de los nervios
periféricos (polineuropatia) enfermedades coronarias, dafio de la retina cataratas
(retinopatia diabética), dafio renal e higado graso (Brownlee y Cerami 1981; Setter et
al., 2003; Srivastava et al., 2011).

Esta enfermedad es uno de los principales problemas de salud mundial que
causa una significativa morbilidad y mortalidad. El nUmero de personas con diabetes
esta aumentando en todo el mundo debido al crecimiento demogréfico,
envejecimiento, urbanizacién, aumento de la prevalencia de la obesidad, a una dieta
rica en calorias e inactividad fisica (DCCT, The diabetes control and complications
trial research group 1993; UKPDS, United kingdom prospective diabetes study 1998).
En México, el registro realizado por la Encuesta Nacional de Salud 2012 estimo que
existen alrededor de 6.4 millones de mexicanos mayores de 20 afios que padecen
de diabetes. A finales de los 90s, la diabetes ocupé el primer lugar como causa de
muerte en el grupo de personas de 55 a 64 afos. Los datos son alarmantes, tan solo
en el sexenio pasado murieron cerca de 500 mil personas y aproximadamente 4.5
millones de enfermos no estan atendidos. En 2013 se registraron 75 mil
amputaciones en México provocadas por la diabetes, desafortunadamente no hay
recursos suficientes para atender al pie diabético e impedir las amputaciones. En
México, las estimaciones existentes son muy variables con calculos de costos de
atencion por paciente que van desde 700 hasta 3200 délares anuales. (ENSANUT
2012).

La diabetes se caracteriza por la secrecion anormal de insulina, y/o resistencia
a la misma, lo que provoca un aumento de la concentracion de glucosa en la sangre,

es decir, hiperglucemia (Diabetes Atlas, 2013). La resistencia a la insulina se refiere
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a una inadecuada captacion de la glucosa dependiente de insulina por parte de los
tejidos. Los mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina abarcan diversas
y complejas alteraciones de la union de la hormona con su receptor, entre otros (Diaz-
Flores et al., 2004; Eizirik et al., 1992).

Se han descrito cuatro variedades de la enfermedad, pero la gran mayoria de
los casos estan relacionados a los tipos 1 y 2. Diabetes tipo 1: diabetes insulino-
dependiente o diabetes juvenil. Se sabe que afecta so6lo al 5% de la poblacion
diabética, es de origen autoinmune y de cardcter idiopético, requiere inyecciones
diarias de insulina para evitar cetoacidosis o coma y muerte. En la diabetes tipo 1, el
sistema de defensas del organismo ataca las células-f* de los islotes de Langerhans
en el pancreas, lo que ocasiona la destruccion de las mismas, a tal punto, que los
niveles de secrecion de insulina son insignificantes para cumplir su funcién (Diabetes
Atlas 2013; Marles y Farnsworth 1995).

En la diabetes tipo 2, no insulino-dependiente. Se debe a una alteracion
funcional de las células-B, cuya secrecién de insulina es inadecuada, de menor
intensidad y sin las oscilaciones normales en respuesta a la glucosa. Los niveles de
insulina son muy altos al comienzo de la enfermedad, pero la eficiencia de captaciéon
de glucosa a los tejidos periféricos es baja debido a la resistencia a la insulina, lo cual
impide estabilizar los niveles de glucosa (Diaz-Flores et al.,, 2004; Marles y
Farnsworth 1995; Hepburn et al., 1993).

1.2 Control de la diabetes

1.2.1 Tratamiento de la diabetes.

Los tratamientos actuales, permiten un buen control glucémico pero hacen
poco para prevenir las complicaciones (Modi 2007). La terapia médica para el control
de la diabetes esta enfocada principalmente a combatir la incapacidad de utilizacion
normal de los carbohidratos, la prevencién de la hiperglucemia y glucosuria. Por
ejemplo a pacientes con diabetes que se les administra insulina parenteral para suplir
la carencia de insulina (DCCT 1993; Hermansen y Davies 2007).

! Las células-B producen y secretan la insulina, la insulina es una hormona reguladora
importante para metabolismo intermediario



En afios recientes se ha encontrado que en los pacientes que han utilizado
diferentes antidiabéticos orales por un largo periodo se han incrementado
considerablemente los trastornos cardiovasculares (Sohal y Weindruch 1996). Para
el tratamiento de la diabetes, actualmente se usan hipoglucemiantes orales tales
como: tolbutamida, tolazamida, acetohexamida, cloropropamida, glibenclamida y
glipicida, empleados en forma simple o en combinaciones (Strongman et al., 2015;
Harrower 1996). Otra clase de farmacos son las biguanidas, por ejemplo, la
metformina se utiliza comunmente en el tratamiento y la prevencion de la diabetes
tipo 2, este farmaco incrementa la sensibilidad a la insulina, es decir, la respuesta de
los tejidos a la insulina, lo que conlleva a reducir los niveles de glucosa en sangre,
posteriormente reduce la gluconeogénesis y la glucogendlisis hepética, también
disminuye la absorcion de glucosa por parte del tracto gastrointestinal (Arnouts et al.,
2013).

1.2.2 Estudios de plantas en el tratamiento de la diabetes.

Dada la gran variedad de plantas y ecosistemas que existen, es muy factible
aislar de ellas novedosos compuestos con potencial aplicacion en la diabetes (Gupta
et al., 2005; Al-Attar y Zari 2010). Alrededor del 90% de la poblacion mundial, sobre
todo en el los paises en desarrollo, utilizan las plantas y sus productos para la
atencion primaria de salud (medicina tradicional), debido a la su eficacia, potencia,
economia y menos efectos secundarios. Los expertos de la OMS reconocieron la
importancia de investigar los hipoglucemiantes de origen vegetal, que se usan en la
medicina tradicional para el tratamiento de diabetes (Grover et al., 2002; Andrade-
Cetto y Heinrich 2005).

Se han descrito muchas plantas para el tratamiento de la diabetes en todo el
mundo vy, resulta dificil precisar la cantidad de especies medicinales usadas
empiricamente para el control de esta enfermedad, sin embargo, se han reportado
mas de 1123 especies y mas de 200 compuestos puros (flavonoides, esteroides,
triterpenos y alcaloides) aislados de ellas (Alarcon et al., 1998; Culy y Jarvis 2001).
Aproximadamente la mitad de las especies reportadas han sido usadas en la
medicina tradicional, pero solamente una pequefia parte de ellas han recibido

evaluacion experimental y clinica para determinar su eficacia (Perez—Guitérrez 2008).
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Los medicamentos vegetales son con frecuencia considerados menos téxicos, en
comparacion con los medicamentos de sintesis (Ernst 1998). Alarcon et al., (1998)
estudiaron el efecto hipoglucemiante de 28 plantas medicinales utilizadas en el
tratamiento de la diabetes. Los resultados mostraron que ocho de éstas disminuyen
significativamente la curva de tolerancia a la glucosa y los niveles de glucosa. Estas
plantas fueron: Guazuma ulmifolia, Tournefortia, Hirsutissima lepechinia caulescens,
Rhizophora mangle, Musa sapientum, Trigonella foenum-graceum, Turnera diffusa y
Euphorbia prostrata, y los resultados sugieren su potencial uso clinico. En otra
investigacién se examind la actividad antidiabética de las hojas frescas de Costus
pictus en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ). C. pictus es un
miembro de la familia Zingiberacea, conocido popularmente como “"espiral de
jengibre”, "escalera de mano" o "planta de insulina" (Jayasri et al., 2008).

1.3 Efecto de hiperglucemiay el estrés oxidativo en la formacion de AGEs.

En gran medida las complicaciones de la diabetes inducida por la
hiperglucemia cronica, se origina a través de varios mecanismos, es decir, por
cambios quimicos y funcionales de las proteinas, principalmente en la formacion,
acumulacion y accion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs en inglés
por advanced glycation end products) (Diaz-Flores et al.,, 2004; Giacco y Brownlee
2010; DCCT 1993; Cohen y Ziyadeh 1996).

A nivel fisiolégico un estado de hiperglicemia, promueve glicacion de
proteinas, lipidos y DNA. La formacién de AGEs comprende reacciones adicionales
de deshidratacion, condensacién ciclica, rearreglos, fragmentaciones,
entrecruzamientos intermoleculares y oxidacion por radicales libres, sin la
participacion de enzimas en las diferentes reacciones (Pérez et al., 2010; Dean et
al., 1997; Ardestani y Yazdanparast 2007; Singh et al., 2001). Se pueden identificar
dos vias en la formacion de AGEs que se ilustran en la Figura 1.

La formacion de AGEs se inicia por el atague nucleéfilo de los grupos amino?
de proteinas y acidos nucleicos al grupo carbonilo de glucosa y otros carbohidratos,
luego se produce un enlace covalente. Esto conlleva a la formacion reversible de

aldiminas o bases de Schiff, llamadas también glicosilamina N-sustituidas.

2 En especial con el amino terminal y el amino de residuos de lisina.



Posteriormente, por reordenamientos moleculares se generan compuestos estables
conocidos como Amadori, llamados también fructosaminas, (1-amino-1-desoxi-2-
cetosa). En estas reacciones el resto glucosilo se transforma en fructosilo por el
desplazamiento del grupo carbonilo del carbono 1 al carbono 2 durante el
reordenamiento (Khalifa et al., 1999; Diaz-Flores et al., 2004). A partir de
compuestos Amadori, por cambios moleculares y oxidaciones, se forman
compuestos a-oxoaldehidos como la 3-desoxiglucosona, el metilglioxal y glioxal,
estos Uultimos son precursores conocidos de los AGEs, es decir, al reaccionar
simultdneamente con dos grupos amino de proteinas forman puentes cruzados
estables entre ellas produciendo su agregacion y pérdida en sus funciones biolégicas
(Diaz-Flores et al., 2004). Paralelamente, los compuestos Amadori pueden presentar
arreglos moleculares irreversibles, formando compuestos dicarbonilos altamente
reactivos para formar compuestos complejos, heterogéneos, fluorescentes (AGES)
(Sell y Monnier 2012; Singh et al.,, 2001). Los AGEs incluyen compuestos muy
variados muy estructuralmente que han sido identificados en paciencientes
diabeticos, como: argipirimidina, pentosidina, N-(carboxilmetil) lisina (Fu et al., 1994)
y hidroximidazolona (Actis y Rebolledo 2000; Nagasawa et al., 2003a).

En la segunda etapa de la formacion de AGEs, la autooxidacion de la glucosa
catalizada por metales, da lugar a productos dicarbonilos (e.g., 3-desoxiglucosa,
glioxal y metilglioxal), al mismo tiempo se produce el radical superoxido, precursor de
otras especies reactivas de oxigeno. Wolff y Dean (1987) fueron los primeros en
demostrar que los compuestos dicarbonil derivados de la autooxidacion de la glucosa
son capaces de modificar las proteinas. El glioxal reacciona facilmente con residuos
de lisina y arginina en las proteinas, también se encontré que el glioxal promueve la
polimerizacion de la lisozima (Wells-Knecht et al., 1995). Estas reacciones son
irreversibles y las modificaciones sélo desaparecen con la degradacion de la proteina
modificada.

La glicacion puede ocurrir en un gran niamero de proteinas como el colageno,
la elastina y la mioglobina. Las proteinas de la sangre como la hemoglobina, pueden
glicarse en individuos sanos, pero la glicacion aumenta en personas que padecen

diabetes (Klein et al., 1995). Hoy se conocen un sinnumero de enfermedades que
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tienen como punto de partida procesos de glicacidon no enziméatica o la acumulacién
de AGEs en las células, lo que afecta funciones biologicas (Park et al., 2012;
Vlassara et al., 2002; Goh y Cooper 2008; Vitek et al., 1994; Yan et al., 2003).
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Figura 1. Esquema de reaccién del proceso de glicacion no enzimatica de proteinas.

La hiperglucemia crénica conduce a reacciones paralelas de glicacion y
oxidacion, se conocen como glicoxidacidon no enzimatica de proteinas en varios
tejidos y diversos 6rganos resultando la formacién de los AGEs y EROs, los cuales
se acumulan en pacientes diabéticos (Schmidt et al., 2001). En el caso de las
lipoproteinas (LP), debido a la presencia de grupos amino (arginina o lisina) libres
pueden glicarse y también se forman compuestos Amadori. En pacientes diabéticos
han sido detectados varios tipos de lipoproteinas (LP) modificadas, incluyendo LP
glicadas, LP oxidadas y LP glicooxidadas (Baynes y Thorpe 1999).

La relacion entre la hiperglucemia y el estrés oxidativo ha sido avalada por
experimentos in vitro e in vivo (Munch et al., 2012; Valabhji et al., 2001; Tsubouchi
et al., 2004; Mohanty et al., 2000). El estrés oxidativo se define como una situacion

de desequilibrio en donde la produccion de radicales libres, es superior a la capacidad
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de defensa antioxidante, de manera que ésta uUltima resulta insuficiente. El estrés
oxidativo puede dafar los sistemas celulares, ya que incrementa la oxidacion de
proteinas, disminuye la actividad enzimatica antioxidante y finalmente, da lugar a
numerosas enfermedades y trastornos, tales como: diabetes, cancer, derrame
cerebral, infarto de miocardio, shock séptico hemorragico, Alzheimer y Parkinson
(Halliwell et al., 1995). Las EROs se pueden formar a partir de varias fuentes, como
son la fosforilizacion oxidativa, la autooxidaciéon de la glucosa, la oxidacion de
NADPH, lipooxigenasa, citocromo P450 monooxigenasas y Oxido nitrico sintetasa
(NOS) (Valko et al., 2007; Aruoma et al., 1991). Los EROs incluyen el anién
superéxido (O2), radical hidroxilo (OH-), peréxido de hidrégeno (H202) y el 6xido
nitrico (NO).

1.4 Inhibiciéon de la glicacion no enziméatica de las proteinas.

Existe la necesidad de investigar compuestos con efecto hipoglucemiante, que
ademas inhiban la formacion de AGEs y el estrés oxidativo (Wang y Ng 1999;
Mentreddy 2007; Frode y Medeiros 2008; Sharma et al., 2000). Pérez et al., (2010)
encontraron que el extracto hidroalcohdlico de Piper auritum (hoja santa), inhibe la
formacion de AGEs en el modelo BSA-glucosa (ICso 23.07 pg/mL) mucho mas, que
un control positivo con la aminoguanidina (AG, ICso 27.1 pug/mL). La AG es una
hidracina de bajo peso molecular y el primer inhibidor de la formacion de AGEs
estudiado. Es un inhibidor de la formacion de compuestos dicarbonilos y reduce la
formacion de radicales libres (Nagasawa et al., 2003a). El uso clinico de la
aminoguanidina no fue aprobado debido a efectos secundarios, relacionados a la
deficiencia en la vitamina Bes en pacientes diabéticos (Brownlee 1995).

El cirsilineol, un flavonoide aislado del extracto metandlico del tomillo (Thymus
vulgaris) disminuye los niveles de los AGEs y fructosamina (Morimitsu et al., 1995).
Algunos bioflavonoides con actividad antioxidante (Liao y Yin 2000) también pueden

inhibir la formacién de AGEs mediante la reduccion de la generacién de EROs.

Evaluaron in vitro la capacidad de inhibir la glicacion de proteinas de 25
extractos etandlicos de plantas (modelo BSA-fructosa). El extracto mas bioactivo fue
de Allium cepa seguido por lllicium religiosum. (Kim y Kim 2003). Estudios previos
han demostrado que la rutina (quercetina-3-O-B- rhamnosilglucosa) inhibe la
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peroxidacion de lipidos, DNA y proteinas (Nagasawa et al., 2003b). Del extracto de
ajo (Allium sativum) se aislaron varios compuestos organosulforosos, entre los cuales
la S-allilcisteina inhibi6é formacién de AGEs (Ahmad et al., 2007).

El compuesto carnosato, fue aislado del romero (Rosmarinus officinalis (Hsieh
et al., (2007) tiene un gran actividad antiglicacién, mostrando que esta planta puede
ser un importante coadyudante para la prevencién y tratamiento de la diabetes y de

enfermedades neurodegenerativas.

Del extracto acuoso de la corteza de canela, se aislaron varios compuestos
fendlicos como la catequina, epicatequina, procianidina B2 y polimeros fendlicos, los

cuales inhibieron la formacion de AGEs (Peng et al., 2008).

Los extractos de varias especias utilizadas en la comida tradicional mexicana,
varias de ellas incluyendo Allium cepa (cebolla), Allium sativum (ajo) y Eugenia

caryophiliata (clavo) inhibieron la formacién de AGEs (Dearlove et al., 2008).

1.5 Piper auritum (Piperaceae).

1.5.1 Clasificacion taxondémica de Piper auritum

Reino: Vegetal
Division: Magnoliofita
Clase: Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: P. auritum

1.5.2 Generalidades

México es un pais de enorme riqueza, tanto natural como cultural, estando
entre los siete primeros paises por su variedad de seres vivos y representa entre el
10 y 12% de biodiversidad a nivel mundial (Mittermeier y Goettsch 1992; Cox et al.,
2011; Conabio 1998). Se han registrado poco mas de 2000 especies que se utilizan
como medicinales en distintas regiones.

El género Piper contiene mas de 1400 especies (Moreira et al., 2000). La hoja
santa (Figura 2) es un arbusto lefioso de hasta 4 m de altura, es una planta frondosa,
sus hojas son grandes y en forma de corazon, las flores aparecen en espigas

delgadas con aspecto de cola de ratén de color verde palido a blanco, las ramas
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fragiles, con hojas alternas pecioladas y textura aterciopelada, de 20 a 25 cm de largo

por 14 a 18 de ancho.

Figura 2. Hojas de Piper auritum

Piper auritum se encuentra ampliamente distribuido en el trépico, es una
especie originaria de México a Colombia (BDMTM 2009). En México crece en
regiones tropicales y lluviosas de San Luis Potosi, Morelos, Puebla, Veracruz,
Tabasco y Oaxaca, en este ultimo Estado, se le puede encontrar en el municipio de
San Juan Teponaxtla de Cuicatlan (Meckes et al., 2008), Istmo de Tehuantepec (Frei
et al.,, 1998), como también en la Reserva de la Biosfera en Tehuacdn-Cuicatlan
(Garcia et al., 2004). Habita en climas célido semicalido y semiseco desde el nivel
del mar hasta los 2000 msnm. Cultivada en huertos familiares, crece a orillas de
caminos en vegetacion de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio, perennifolio
y bosque mixto de pino-encino de terreno semiseco. Popularmente se le conoce
como Santamaria de anis o anisillo, caisimon de anis, tlanepa, tlanepaquelite acuyo,
cordoncillo blanco, hoja de anis, momo, pimienta sagrada, y x-mak-ulam en lengua
maya, hierba medicinal olorosa, hierba santa, hoja santa.

Es usada como condimento en paises de América central, el uso frecuente en
la cocina mexicana, especialmente en los tamales de ciertas zonas del sur de México.
El particular sabor de la hoja santa se ha comparado al eucalipto, regaliz, anis, nuez

moscada, menta, estragén y pimienta negra.
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1.5.3 Etnobotanica

Sus hojas se emplean en la medicina tradicional como hipoglucemiante
(Andrade y Heinrich 2005), antibacteriano, antifungico y antidermatofitico emoliente,
agente antirreumatico, analgésico, diurético, estimulante y abortivo (Garcia et al.,
2007). Asi como también como anestésico local, antiblenorragico, eupéptico, para
tratar las anginas, erisipela, fiebres, gota, reumatismo y llagas, se le atribuye
propiedades diaforéticas. Pérez et al., 2013 reportan usos como antiinflamatorio, para
evitar infeccion de la matriz después del parto, como galactégeno y para acelerar el
parto, dolor de estdmago o espasmo, falta de apetito, en mordeduras de vibora y
estrefiimiento. También la hoja santa se ha reportado el uso en el tratamiento de
reumatismo, rifiones, para la vista, purificacion de la sangre, inflamaciones, dolores
musculares, coélicos, para dar bafios a los recién nacidos, contra las lombrices
intestinales, depresion, para quemaduras y control de la fiebre. En homeopatia se
usa la tintura de la planta entera y las diluciones para el control de asma, bronquitis,
laringitis aguda o cronica, disnea, para dolor en general y para resolver problemas
digestivos (Gracia 2001).

1.5.4 Fitoquimicay actividad bioldgica.

Se ha reportado el analisis quimico al aceite esencial obtenido por destilacion
al vapor a partir de las hojas frescas de P. auritum, lo que reveld la presencia de safrol
(70%) como el componente principal (Gupta et al., 1985), se estudiaron las hojas de
P. auritum y aislaron cuatro fenoles prenilados (Ampofo et al., 1987).

Nair et al., (1989), estudiaron las raices de P. auritum, y aislaron cuatro
fenilpropanoides, 1-propenal-3,4-(metilenedioxi)-5-metoxibenzeno, 1-alil-2,3
(metilenedioxi)-5 metoxibenzeno, dilaploide y safrol. La hoja santa es una planta rica
en alcaloides, la cual contiene fenilpropanoides, lignanos, sesquiterpenos y
monoterpenos como borneol, alcanfor, cineol, eugenol, safrol, y una amplia variedad
de componentes bencénicos como miristicina, dillapiol y apiol (Garcia et al., 2007;
Perez et al., 2013; Parmar et al., 1997).

Diferentes extractos a partir de las partes aéreas de la planta mostraron

actividad antifungica frente a Candida albicans, Cladosporium sp. (Misas et al., 1979;
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Rahalinson et al., 1993) asi como también actividades hipotensora y vasodilatadora
(Feng et al.,, 1993). En otro estudio, Gracia et al., (2001) evaluaron la actividad
antiespasmadica del aceite esencial de Piper auritum (1%). El aceite posee actividad
espasmolitica sobre el muasculo liso intestinal de yeyuno aislado de conejo, la
disminucion de la amplitud de la motilidad espontanea fue significativa (p<0.05) y
similar a la respuesta producida con la papaverina. El extracto de n-hexano y el aceite
esencial de las hojas exhibieron un control contra fitopatdgenos (Pineda et al., 2012).
Los extractos metandlico y acuoso de las hojas de P. auritum no presentaron
actividad antioxidante (Navarro et al., (2003), tampoco toxicidad frente a los nauplios
de A. salina a dosis <1000 ppm. En otro estudio in vitro e in vivo del extracto de P.

auritum no presento potencial genotoxico (Vizoso et al., 1999)

1.6 Enddéfitos fuente alternativa de metabolitos secundarios, para el control de

la formacién de AGEs.

Los microorganismos endofitos son una fuente alternativa de compuestos
bioactivos con actividad farmacolégica (Strobel 2002). Los endoéfitos son
microorganismos que pasan todo o parte de su ciclo de vida intra o intercelularmente
en los tejidos sanos de las plantas. Hasta donde se sabe, todas las plantas alojan a
una comunidad diversa de enddfitos, estableciendo una estrecha asociacion que
puede ser desde simbidtica hasta cercanamente patogénica (Strobel y Daisy 2003).
Particularmente, las plantas tropicales y subtropicales son ricas en su diversidad de
microorganismos endéfitos (Banerjee 2011). Los enddfitos foliares son diversos y
abundantes, por ello, muchos estudios se han centrado en ellos (Arnold et al., 2000).
La biodiversidad de enddfitos esté influenciada por varios factores como, sitio del
muestreo, la edad del tejido y la vegetacion asociada (Gonzalez 2011). La asociacién
planta/microorganismo en muchos casos es asistida por la presencia de compuestos
bioactivos producidos por los microorganismos (Araujo et al., 2001). Los compuestos
benefician a la planta huésped, en muchos casos proporcionandole proteccion contra
infecciones y en otros, siendo cruciales para su supervivencia (Strobel 2002; Strobel
etal., 2004). Novedosos compuestos bioactivos como antibiéticos, anticancerigenos,
antimicoticos y antioxidantes son soélo algunos ejemplos de lo que se ha encontrado

después de aislar y cultivar diferentes enddfitos en forma individual (Castillo et al.,
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2006; Harper et al., 2003; Stierle et al., 1993; Strobel et al., 1997; Shrestha et al.,
2001). Los microorganismos enddfitos pueden ser una fuente facilmente accesible de
compuestos quimicos, que sin embargo, han sido muy poco estudiados, en especial,
su capacidad de inhibir formacién de AGEs no ha sido estudiada hasta ahora (Strobel
et al., 2004; Christhudas et al., 2013; Lillelund et al., 2002).

Las importantes ventajas de los microorganismos en relacion a las plantas,
para producir compuestos bioactivos, incluyen: sencillez en cuanto a maquinaria
metabdlica por lo que se facilita su manipulacion genética, se reproducen mas rapido
que las plantas, se pueden cultivar en fermentadores y la produccién puede ser
reproducible. El cultivo de bacterias presenta ventajas adicionales: las bacterias
crecen en medios de cultivo simples, pueden cultivarse a alta densidad celular y de
producto, también facilita la extraccién y purificacion del metabolito, se reproducen
mas rapido que las células vegetales y hongos, por ello menor tiempo de incubacion.
Todos estos son requisitos para la produccion industrial sustentable de compuestos.

El género Pseudomonas comprende bacilos Gram-negativos, cuyos
miembros se han estudiado ampliamente para el control biol6gico de patégenos de
plantas, en particular son buenos productores de metabolitos secundarios (Shoda
2000; Marchand et al., 2000; Walsh et al., 2001; Haas y Keel 2003). Varios
compuestos antibidticos, antivirales y antifungicos, asi como sideréforos se han
aislado a partir de diferentes cepas de Pseudomonas (De Souza et al.,, 2003;
Thomashow y Weller 1998; Dowling y Ogara 1994; Yang y Coi 2012). El metabolito
poliquétido 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) es producido por varias cepas de
Pseudomonas sp, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas protegens. El DAPG
inhibe el crecimiento de un amplio espectro de bacterias, oomicetos y nematodos. Es
el principal compuesto responsable del control biolégico de fitopatdgenos
(Raaijmakers et al., 1997; Duffy y Défago 1999; Weller et al., 2002; Bakker et al.,
2007; Troppens et al., 2013). La produccion de DAPG por Pseudomonas fluorescens
CHAO, asi como su actividad antibiotica contra la enfermedad de la podredumbre de
la raiz negra del tabaco, fue reportada por primera vez por el grupo de Defago (Keel
et al.,, 1990; Keel et al., 1992; Maurhofer et al., 1994). El DAPG fue también aislado
de Pseudomonas sp. F113, obtenida de la rizosfera de remolacha azucarera

(Shanahan et al.,, 1992), y mas recientemente, de cultivos de Pseudomonas
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protegens sp., aislada de las raices de tabaco (Ramette et al., 2011). Estos estudios
también mostraron que DAPG inhibe una amplia gama de hongos fitopatégenos.
Otras especies de Pseudomonas capaces de sintetizar DAPG se han documentado
en numerosos estudios experimentales y articulos de revisién (Yang y Coi 2012,
Weller et al., 2007; Sonnleitner et al., 2011; Schinider et al., 2000; Duffy y Defago
1999; Bangera et al., 1999; Sarniguet et al., 1995; Fenton et al., 1992). El DAPG
también fue producido por Lysobacter gummosus, una bacteria que vive en la piel de

las salamandras redback (Brucker et al., 2008).

CAPITULO II. Justificacion

Los AGEs son considerados marcadores en la patogénesis de la diabetes,
cataratas, arterioesclerosis y nefropatia diabética. Importantes esfuerzos de
investigacion estan dedicados a la busqueda de procedimientos que permitan revertir
o evitar los efectos de los AGEs, esto es, modificando los factores que aceleran su
formacion. Una estrategia posible consiste en evitar la glicaciéon de las proteinas (la
formacion de la base de Schiff) y bloquear la formacién de compuestos carbonilicos
altamente reactivos que se forman en las primeras etapas de la formacion de AGEs.
En la actualidad los tratamientos para la diabetes no son completamente
satisfactorios, por lo que se buscan nuevas opciones terapéuticas para prevenir las
complicaciones cronicas de la enfermedad.

Dada la gran variedad de plantas que existen, es muy factible aislar de ellas
nuevos géneros y especies de microorganismos capaces de producir novedosos
compuestos con potencial aplicacion en la diabetes.

El aislamiento de bacterias capaces de producir compuestos que retarden la
formacion de AGEs podria ayudar a desarrollar una manera relativamente simple y
potencialmente econdmica para producir comercialmente estos compuestos.

Esta investigacion se propone estudiar los extractos de las hojas y los
microorganismos endofitos de P. auritum (hoja santa), para evaluar las actividades
hipoglucemiante, antioxidante y antiglicacion y aislar e identificar un compuesto con
actividad anti-AGEs. Actualmente no hay reportes de que el material vegetal de
estudio o sus enddfitos sean capaces de producir compuestos capaces de inhibir la

formacion de AGEs.
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CAPITULO Il Hipotesis

Las hojas y microorganismos endéfitos de P. auritum poseen actividades de

antiglicacion, hipoglucemiante y antioxidante y aislar al menos un compuesto con

actividad antilglicacion. .

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivos Generales:

Evaluar las actividades antiglicacion, antioxidante e hipoglucemiante de los extractos

de hexano y metanol de las hojas de P. auritum.

Aislar microorganismos endofitos de P. auritum e identificar aquellos que son

capaces de producir compuestos con actividad antiglicacion.

3.1.2 Objetivo Especificos:

Primera fase:

1.

2
3.
4

Obtener extractos de hexano, cloroformo, metanol y agua de Piper auritum.
Evaluar la capacidad de los extractos para inhibir la formacion de AGEs.
Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de Piper auritum.
Determinar la actividad hipoglucemiante de los extractos de hexano y metanol
de Piper auritum.

Segunda Fase:

Aislar microorganismos enddfitos de las hojas y tallo de P. auritum.

6. Cultivar los microorganismos aislados de P. auritum.

Obtener extractos de los cultivos y determinar su capacidad de inhibir la
formacion de AGEs y su actividad antioxidante.

A partir de los extractos, aislar los compuestos activos mediante cromatografia
en columna CC, cromatografia en placa fina CCD y cromatografia HPLC
semipreparativa

Identificar los compuestos activos mediante: infrarrojo (IR), espectrometria de

masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN *H y*3C).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Desarrollo experimental.

El desarrollo de la investigacion se llevo a cabo en el Departamento de Biotecnologia
y Bioingenieria (Laboratorio de Metabolismo Secundario de Microorganismos)
CINVESTAV, en el laboratorio de Investigacion de Productos Naturales de ESIQIE-
IPN y en el laboratorio de Farmacologia de UPIBI-IPN. En las Figuras 3 y 4 se
muestra la estrategia experimental llevada a cabo.

Muestra Vegetal
Hoja santa
A 4
\ 4
Extracto Extracto Extracto Extracto
Hexano cloroformo metanol agua

: l ! }
!

Actividad antiglicacion
Actividad antioxidante
Actividad hipoglucemiante

l

RESULTADOS

Figura 3. Estrategia experimental para estudiar los extractos de hexano, cloroformo y metanol
de las hojas de P. auritum.
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Muestreo de hoja
santa. Oaxaca

Aislamiento de
microorganismos

Cultivo de microorganismos
Obtencién de extractos

l ( Actividad

L antiglicacion y

., antinxidante
Seccién de

extractos con la
maAvaor actividad

!

v

Fraccionamiento y purificacién de los extractos activos
por técnicas de cromatografia HPLC/MS —
identificacion de los compuestos RMN 2 C, Hy IR.

Figura 4. Estrategia experimental para el aislamiento de endéfitos y purificacion de los
metabolitos secundarios activos.

4.2 Materiales.

4.2.1 Materias prima.

La hoja fresca de P. auritum (hoja santa) fue recolectada en verano, en Amecameca,
Estado de México. Un ejemplar de la planta fue depositado en el Herbario de la UAM-
Xochimilco, numero de referencia (N © 7345).

4.2.2 Reactivos

Los disolventes empleados fueron: Hexano (Hex), cloroformo (CHCI3) y metanol
(MeOH), Diclorometano (DM)Fermont, Productos Quimicos de Monterrey, México.
Para la obtencion de los extractos crudos y para los fraccionamientos iniciales se
utilizaron disolventes grado comercial. Para las purificaciones finales se emplearon

disolventes de grado analitico. Reactivos que se utilizaron en las pruebas de actividad
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antioxidante, DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidracril), B-caroteno, &cido linoleico,
tocoferol. Reactivos para la prueba de inhibicion de AGEs: aminoguanidina,
dimetilsulféxido (DMSO), azida sddica, glucosa y albumina de suero bovino (BSA).
Sigma Aldrich (St. L USA), regulador de fosfatos pH= 7.4 (J.T. Baker, México). Para
la purificacion se utlizé gel de silice 60 HF254 (0.063— 0.200) para cromatografia en
capa fina CCF y columna CC. Cromatoplacas TLC de silica gel 60 HF2s4, de Merck
(Darmstadt, Germany), como reveladores cromatograficos se emplearon vapores de
yodo y MeOH grado HPLC, (J.T. Baker, México).

4.2.3 Equipos.

Para la obtencion de los extractos se utilizd el rotavapor (modelo R-205, BUCHI
Labortechnik AG, Suiza). Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de
Fisher-Johns, los datos de IR se midieron en un espectrofotometro (Buck-500), los
espectros de RMN se registraron en un equipo VARIAN Mercury DPX — 300 MHz
(EquipNet LabX Member, USA) (*H 300 MHz y 3C 75.4 MHz) usando acetona-ds
como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los valores de
desplazamiento quimico se expresan en partes por millén. Los espectros de masas
(LRMS) se midieron en un sistema de GC-MS (Varian Saturn 2000 series, Varian,
Inc, California USA) mientras que HRESI-MS se obtuvieron usando un espectrometro
de masas (LCMSTOF 1100 seires Agilent Technologies, Santa Clara, California).
Para realizar las mediciones fluorescencia se uso el espectroflubrometro (modelo
Fluoromax 3X, Jobin-Yvon/Horiba, E. Setauket, New York, USA). Para la purificacion
del compuesto obtenido se utiliz6 un HPLC analitico (Agilent Technologies 6200
Serie Single Quad LC/MS System con un detector de matriz de diodos G1315D)
utilizando una columna analitica ZORBAX - Eclipse XDB C18 4,6 x250 mm x 5 m)
también se utlizé HPLC semipreparativo se realizdé en un sistema de HPLC Waters
Delta 600 con un detector de UV (A=270 nm), utilizando una columna semi-
preparativa, ZORBAX - Eclipse XDB C18 9,4x250 mm x5 m, y caudal de 20 mL/min.
Otros equipos utilizados fueron: balanza analitica, (modelo AR3130, OHAUS
Adventure Cor. Pine Brock, NJ), mufla (modelo 4800 Furnace BI Airtec
Thermoprocess. Germany). Vortex Daigger Genie 2. Modelo G-560. Manufacturado

por Scientific Industries, Inc. Bhoemia, N.Y., 11716. USA. Termociclador (Termal
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cycler, modelo T-100 marca. Bio-Rad, serie no. 621 Br07359. Singapor). Centrifuga
Refrigerada. (Modelo 5415R. Marca Eppendorf. Serie no0.5426am036285. Max.
Speed. 13200 rpm. Alemania) Centrifuga no Refrigerada (modelo 5424. Marca
Eppendorf. Serie no. 0005901. Max. Speed. 15000 rpm. Alemania) Ultracongelador
(Series Vip. Marca. Sanyo. Serie no. 08100263 Temperatura -85°c) Liofilizador
(modelo Freezone 2.5, Labconco. Kansas. USA), Microscopio (modelo Olympus
CX31, New York Microscope Company, Inc. N. Y. USA).

4.3 Métodos
4.3.1 Obtencion de extractos de la planta.

Se secaron 6 kg de las partes aéreas de P. auritum a temperatura ambiente
por cinco dias con movimiento continto y se pulverizaron en un molino mecanico. El
material molido se extrajo consecutivamente en reflujo con hexano, cloroformo y
metanol (35 L de c/u). Estos extractos se filtraron y se concentraron en un rotavapor

como se muestra en la Figura 5.

4.3.2 Inhibicién de la formacién de AGEs in vitro

Se llevo a cabo empleando el modelo albumina sérica bovina (BSA)—glucosa
(Brownlee 1986; Kim y Kim 2003). La reaccion se llevé en un volumen final de 5 mL
que contenian; 1 mL de BSA (10 mg/mL) en buffer fosfato salino (PBS) a pH de 7.4;
1 mL de los posibles inhibidores (conteniendo 50 mg de los extractos o 1 mg de las
fracciones); 1 mL de glucosa 500 mM en agua destilada y 100 uL de azida sddica al
0.02%. Como control positivo se empleé aminoguanidina (10 mM equivalente a 0.6
mg/mL). Las mezclas de reaccion se incubaron (incubadora modelo KBLee 1001,
Daiki Sciences Co., Ltd Korea) durante 15 dias a 37 °C, el ensayo se llevo a cabo por
triplicado. La fluorescencia de los AGESs se evalué (excitacién a 370 nm y de emisién
a 440 nm) en un fluorémetro.

Para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula:
% de formacién de AGEs en BSA = (fluorescencia control - fluorescencia problema)/
(fluorescencia control) x 100).

A los extractos se les determind la concentracion inhibitoria del 50% (ECso).

Las pruebas y analisis se realizaron por triplicado y se calcularon los valores medios.
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La inhibicion de la formacién de AGEs se expresé como los pg/mL de sustancia
necesarios para disminuir la concentracién en un 50% (ECso). Para determinar ECso
se construyé una curva tipo con los valores de porcentaje de inhibicion y
concentracién de las muestras evaluadas y se interpol6 el valor 50 % de inhibicion

donde se determind la concentracion por el programa ED50V10.

Hoja santa seca y
molida

Fraccionamiento
l por reparto

Extraccién con hexano por
reflujo cuatro horas, maceracion
en frio, 3d

!

Filtracion
Concentracion

:
| !

Residuo de la extraccion Extracto HS
de hexano.

Extraccion con cloroformo a reflujo 4
h, maceracion por 3 d

v
Filtracion Actividad antiglicacion
Concentracion Actividad antioxidante
* _ Actividad hipoglucemiante

¢ }

Residuo de la extraccion Extracto CHCLz <
con cloroformo

v

Extraccion con metanol, reflujo
cuatro horas, maceracion tres
dias

v

Filtracion - >
Concentracion

Figura 5. Obtencién de los extractos de (HS), (CHCL3) y (MeOH) de P. auritum.

Extracto MeOH
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4.3.3 Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro.

4.3.3.1 Contenido total de fenoles.

El contenido total de fenoles se determiné mediante el reactivo Folin-Ciocalteu
(FC) de acuerdo con el método de Singleton y Rossi (1965). El extracto de MeOH
(0.1 mL) se mezclé con 0.75 mL de reactivo FC (previamente diluido 1000 veces con
agua destilada) y se incub6 durante 5 min a 22 °C, y luego se afiadi6é 0.06% Na2CO3
a la solucion. Después se incub6 a 22 °C durante 90 min, la absorbancia se midi6 a
725 nm. Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. El contenido fendlico fue
evaluado partir de una curva estandar de &cido galico. Los resultados fueron

expresados como equivalentes de acido galico (acido galico en mg/extraccion seca).

4.3.3.2 Actividad antioxidante por decoloracion de B-caroteno en placa.

Se tomaron 0.5 pL de los extractos de hexano (HS), cloroformo (CHCL3) y
metanol (MeOH), se disolvieron 10 mL de metanol y se aplicaron en placas de gel de
silice, posteriormente se rociaron con una mezcla de (1 mL de &cido linoleico y 0.02
g B-caroteno disuelto en 10 mL de cloroformo). Después de 30 min se rociaron con
una solucion al 0.2% del radical estable DPPH, el cual produjo una coloracion violeta.
La placa se expuso a la luz hasta que los colores de fondo se convierten en zonas
decoloradas la coloracion amarilla indica una prueba positiva de actividad
antioxidante (Burits y Burcar 2000; Cuendet et al., 1997).

4.3.3.3 Atrapamiento de los radicales libres DPPH.
El uso del radical DPPH+ proporciona una manera facil y rapida para evaluar la
actividad antioxidante de los extactos, los antioxidantes reaccionan con el radical
DPPH- reduciéndolo, la capacidad de atrapar el radical depende del nimero de sus
grupos hidroxilo disponibles en el extracto, que es equivalente al numero de
moléculas de DPPH.. Se empled el método segun Brand-Williams et al., (1995) con
algunas modificaciones (Prior et al., 2005). Se determiné la capacidad de los
extractos de (HS) y (MeOH) para atrapar el radical 1,1-difenil-2-pricrilhidracril
(DPPH). Los extractos que dieron positivo a la prueba decoloracion de B-caroteno
fueron ensayados, 0.1 mL de los extractos disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) (a
concentraciones de 50, 100, 500, 1000 pg/mL) se adicionaron a 3.9 mL de una
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solucion de DPPH a 0.1 mM en metanol. Se dejaron en incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos de reaccion en la oscuridad. Para evaluar la velocidad
de reaccion, se determind la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro (Lamba
11, Perkin Elmer), a los 0, 1 y 15 min, hasta que se alcanz6 un estado estacionario.
La absorbancia es proporcional a la cantidad de DPPH residual. Se utiliz6 como
control DPPH (1.5 mL solucién DPPH 0.1 mM + 1.5 mL de metanol), como estandares
se utilizaron acido ascérbico y a-tocoferol (3.9 mL de solucién DPPH 0.1 mM + 0.1
mL de estandar). Para cada extracto se calculé su capacidad (%) para reducir el
radical, a los mas activos se les determino la concentracion el ECso. Es decir, la
capacidad de atrapar radicales se expresé como los pg/mL de sustancia antioxidante
necesarios para disminuir la concentracion inicial del radical a la mitad (Sanchez-
Moreno 1998; Huang et al., 2005). Las pruebas y analisis se realizaron por triplicado.
El porcentaje de inhibicién del DPPH" se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

(% inhibicion) = [(AbScontrol — AbSmuestra)/(AbScontror)] X 100.

4.3.3.4 Ensayo de la actividad de barrido del radical ABTS.

Este método se basa en la capacidad de los antioxidantes para reducir el
radical cationico ABTS™*. La reduccion del radical ABTS™ se determindé de acuerdo
con Re et al., 1999. Una solucion de acido 2,2,9-azinobis-(3-etllbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS, 7.4 mM) se preparo en buffer fosfato salino (PBS) 100 mM a pH 7.4.
Se agreg6 cloruro sodico (0.15 M), y se oxidd con persulfato potasico (2.45 mM)
durante al menos 12-16 horas en la oscuridad, para obtener el cation ABTS™. La
solucion fue diluida mezclando 1 mL de solucion de ABTS™* con 60 mL de metanol
para obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.05 unidades a 734 nm usando un
espectrofotdmetro. Una solucion fresca de ABTS™ fue preparada para cada ensayo.
Para medir la capacidad antioxidante de la muestra se mezclé 1.5 mL de los extractos
a 100 pg/mL con 1.5 mL de solucion de ABTS™. La absorbancia de la mezcla anterior
se midié a 734 nm después de 7 min. La capacidad del extracto para reducir el radical
ABTS™ fue comparada con un estandar de Trolox. La disminucién de la absorcion a
734 nm se utiliz6 para calcular el porcetaje de reduccion del radical en comparacion
con el control (a-tocoferol).

(%) = [(AbScontrol — AbSmuestra)/(AbScontrol)] X 100
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4.3.3.5 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) del HS.

El ensayo de ORAC es una reaccién para determinar y cuantificar radicales
peroxido. El ensayo ORAC usa fluoresceina como reactivo fluorescente y fue
propuesto por (Ou et al.,, 2001; Huang et al., 2002; y Cao et al., 1993). Se utilizd
fluoresceina de sodio (67uM) (Sigma, St. Louis, MO) en solucién buffer de fosfato
(PBS) (75 mM, pH 7.4) denomiada solucion madre. La solucion de trabajo con 60 nM
de fluoresceina se obtuvo por dilucion de la anterior solucién en PBS. Por otra parte,
se prepararon 10 mL de una solucién (fresca) 12 mM de AAPH (diclorhidrato de 2,2-
azinobis(2-amidinopropano)) y se mantuvo en hielo. Se utiliz6 como curva patrén (8,
16, 24, 32 y 40 mM) de Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametillcroman-2-
carboxilico) (Sigma, St. Louis, MO). La reaccion se realizé en 3 mL con 0.25 mL de
extracto, 2.5 mL de fluoresceina (60 nM) y 0.25 mL de AAPH, luego se incubd durante
10 min a 37 °C. La fluorescencia (excitacion= 485 nm, emision= 520 nm) se registro
cada 5 min durante 50 min. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y el
valor medio fue tomado para calcular el valor de ORAC, segun lo recomendado por
Huang et al., (2002). La actividad antioxidante ORAC se expres6 como moles de
equivalentes Trolox (TE) por gramo de peso de planta y se calculo a partir del area
bajo la curva, segun lo propuesto por Cao y Prior, 1999. El area bajo la curva (AUC)
se calcul6 como: AUC= (fot+ f1 + f2 +.... + fy)/fo. DOnde fo es la lectura inicial de
fluorescenciaa 0 miny f, es la lectura “n”

AUChnet = AUCmuestrasstandard = AUCblanco

de fluorescencia. El AUC se con la ecuacion;

4.3.3.6 Capacidad quelante del HS.

En presencia de agentes quelantes, la formacién del complejo ferrocina-Fe?*
presenta coloracion roja. El hierro es un prooxidante en los lipidos. La capacidad de
los extractos para quelar el ion ferroso se estimé por el método de Dinis et al., (1994).
A una solucién de FeClz (0.1 mL a 2 mM) se le adiciona ferrocina (0.2 mL a 5 mM) y
el extracto (1 mL a 100 pg/mL). La mezcla se agit6é vigorosamente y se dej6 reposar
a temperatura ambiente durante 10 min. La absorbancia de la solucién se midi6 a
562 nm. El porcentaje de inhibicién de la formaciéon del complejo ferrocina-Fe?* se

calcul6 como %= [(Ao-As)/As] X100, donde Ao es la absorbancia del control (sin
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extracto y sin EDTA), As absorbancia del extracto/estandar. Se utilizO como control

estandar &cido etilen-diamino-tetraacético (EDTA).

4.3.3.7 Actividad del HS para atrapar el 6xido nitrico.

El ensayo del oxido nitrico se realizd segun lo reportado en la literatura
(Sreejayan y Rao 1997). El nitroprusiato de sodio en solucién acuosa a pH fisiolégico
genera espontaneamente O0xido nitrico (NO), el cual interactda con el oxigeno para
producir iones de nitrito que se pueden cuantificar con el reactivo de Griess (Green
et al.,, 1982). A 0.5 mL del extracto se le agregé 2 mL de nitroprusiato de sodio (10
mM) en regulador fosfatos. Los tubos de ensayo fueron incubados a 25 °C durante
150 min. Después se tomo una alicuota de 1.5 mL y se agregé 1.5 mL de reactivo
de Griess (1% de orto-sulfanilamida, 5% de acido fosférico y 0.01% de naftil-
etilendiamina, Sigma, St. Louis, USA). La absorbancia del croméforo formado durante
diazotizacion de nitrilosulfailamida y su posterior acoplamiento con etilendiamina, se
ley6 a 546 nm. Como control positivo se emple6 a-tocoferol. El experimento se realizé
por triplicado, el porcentaje de inhibicion del 6xido nitrico generado, se midi6 y se
comparo con la absorbancia del control blanco (10 mM de nitroprusiato de sodio +

regulador fosfato + reactivo Griess).

4.3.3.8 Método de decoloracion del B—Caroteno.

El método se encuentra reportaado en la literatura (Moure et al., 2000) y
modificado por Peterson et al., (2002) y Tepe et al., (2005). Se basa en la capacidad
de los extractos en disminuir la decoloracion oxidativa del p—caroteno en una
emulsion acida de B—caroteno/acido linoleico. Se disolvié una muestra de 2 mg de B—
caroteno cristalino en 10 mL de cloroformo, 1 mL de esta solucion se introdujo en un
frasco de fondo redondo que tenia 20 mg de acido linoleico y 200 mg de Tween 40.
El cloroformo se retiré por evaporacion. Se adicionaron 50 mL de agua destilada al
frasco con agitacién. Se colocaron 5 mL de la mezcla anterior en tubos de ensayo
que contenian 0.2 mL de los extractos y se agit6. La abosorbancia (470 nm) se midio
inmediatamente y luego a los 10, 20, 30, y 90 min. Los tubos se dejaron en incubacién

a bafio maria a 50 °C durante todo el ensayo (Marco 1968).
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Se prepar6 un blanco sin B—caroteno, se midio la absorbancia y se comparé con las
muestras problema. Para corregir la influencia de color del aceite en el célculo de la
velocidad de degradacion del B—caroteno, se afadieron cuatro alicuotas (50 pl) de
cada muestra a 5 mL del blanco. Se adicionaron 50 pL de agua destilada a 5 mL de
emulsiéon de B—caroteno y se trataron como la muestra correspondiente
La actividad antioxidante (AA) de las muestras fue evaluada en términos de
decoloracion del f—caroteno, y se expresé como porcentaje de inhibicion mediante la
ecuacion: AA = 100[1-Ao-A)/Ac*-At¥)]

Donde Ao y Ao* son los valores de absorbancias medidas a tiempo cero de
incubacion de la muestra y el control respectivamente, At y At* son los valores de

absorbancias de la muestra y el control respectivamente, después de incubar 90 min.

4.3.3.9 Ensayo de tiocianato.

El grado de oxidacién del &cido linoleico se midi6 de acuerdo con el método
de tiocianato férrico (FTC), (Kikuzaki y Nakatani 1993). La actividad antioxidante se
define como la capacidad de un compuesto para inhibir la degradacion oxidativa, en
este caso la peroxidacion de lipidos (Roginsky y Lissi 2005). Medio mililitro de
extracto (a 50, 100 y 500 pg/mL en etanol) fue mezclado con 2.5 mL de una emulsion
de &cido linoleico (0.02 M en buffer de fosfatos (0.04 M) a pH 7.4) y se mantuvo a 37
°C en la oscuridad (24 h). Se tomaron alicuotas (0.11 mL) de la mezcla anterior y se
diluyeron con 9.7 mL de etanol al 75 %. Luego se colocé 0.1 mL de tiocianato de
amonio (al 30 %), y exactamente 3 min después se afiadio a la mezcla de reacciéon
0.1 mL de cloruro ferroso (20 mM) en acido clorhidrico al 3.5%. Después de 24 y 48
h de reaccion, se midi6é la absorbancia a 500 nm. El a-tocoferol sirvio como
antioxidante de referencia. Como control se utilizd una mezcla de acido linoleico (sin

muestra y sin a-tocoferol). Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

4.3.3.10 La actividad antioxidante por atrapamiento del anion superoxido.

La actividad antioxidante del HS se determiné por el método descrito por
Nishimiki (1972) con modificaciones, que se basa en la reduccién del NTB por el
anion superoxido generado por la enzima xantinaoxidasa. La mezcla de reaccion

(volumen total 3 mL) contenia: 50 uL de una solucién de nitroazul de tetrazolio (NBT
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a 0.06 mM en regulador fosfato (50 mM), pH 7.4), 0.5 mL de solucion de xantina (0.1
mM), 0.5 mL de EDTA (0.3 mM), 0.1 mL de extracto (25, 50 6 100 ug/mL) y se
completa a 2.5 mL con PBS. La reaccion se inicia adicionando 0.5 mL de solucién de
xantina oxidasa (0.02 U/mL). La reduccion del NTB por el extracto se determin a
560 nm. Se us6 como control positivo superdxido dismutasa (SOD, 100 U/mL) y se
comparé con la absorbancia del blanco (xantinaoxidasa/xantina + regulador fosfato +
NTB). La capacidad de un extracto para atrapar el aniébn superéxido se determind
mediante la ecuacion:

% actividad antioxidante= [(Ao-As)/As] X100, donde Ao es la absorbancia del
control (sin extracto y sin SDO), As absorbancia del extracto/estandar. Todas las
pruebas se realizaron por triplicado.

Andlisis estadistico

Todos los valores obtenidos en este estudio se expresan como media + S.E.M
y la desviacion estandar. Las diferencias individuales entre los ensayos fueron
analizados por la prueba t de Student. Los valores de p<0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

4.3.4 Actividad hipoglucemiante de los extractos de P. auritum.
4.3.4.1 Animales.

El estudio se realizé en ratas Wistar macho (libres de patdégenos), que fueron
proporcionadas por el Bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-IPN.
Las ratas presentaron un peso de 180 a 225 g. Los animales fueron alojados en cajas
de microlon en un ambiente controlado (temperatura de 25 + 2 °C) con dieta estandar
de laboratorio (ratén 5015, Purina) y agua ad libitum. La basura fue removida tres
veces por semana para garantizar la higiene y el maximo confort para los animales.
Las ratas se aclimataron por un periodo de tres dias en su nuevo entorno antes de la
iniciacion de los procedimientos experimentales. Se observaron en todo momento las
normas éticas para el manejo de los animales (National Institutes of Health (NIH)
publicacion N © 85-23 Revisién de 1985 y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-
1999).
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4.3.4.2 Estudios de toxicidad aguda.

Se utilizaron ratas Wistar albinas adultas sanas de ambos sexos, con un peso
entre 180 y 230 g, en ayuno durante la noche, se dividieron en cuatro grupos (n = 6
por grupo). Las ratas fueron alimentados por via oral con la solucién acuosa de P.
auritum a la dosis de 1, 2 y 3 g/kg de peso corporal para los grupos 1 a 3,
respectivamente (Ghosh 1984). Al grupo control se le dio sélo agua. Los animales
fueron observados de forma continua durante 2 h en busca de sus perfiles de
comportamiento, neuroldgicos y autondémicos, y se observé de nuevo después de un
periodo de 24 y 72 h para detectar cualquier letalidad (Turner 1965; OECDiLibrary
2002).

4.3.4.3 Ratas diabéticas.

La diabetes severa fue inducida en ratas en ayunas con una sola inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich, St. L USA), a una dosis de
50 mg/kg de peso corporal disuelta en buffer de citrato de sodio frio (0.1 M, pH 4.5)
(Maghrani et al., 2004; Like y Rossini 1976). La hiperglucemia fue corroborada por
la medicién de la glucosa en ayunas a las 72 h, y confirmada por un nivel de glucosa
superior a 13 mM después de siete dias de la inyeccion de STZ. Las ratas con un
nivel alto de glucosa permanente en sangre en ayunas >300 mg/dl y otros sintomas
de la diabetes, tales como la polidipsia y poliuria, se seleccionaron para su uso como
animales de experimentacion.

En algunos casos, una inyeccion de STZ puede desencadenar la liberacion
masiva a la insulina y dar lugar a hipoglucemia. La hipoglucemia generalmente es
seguida por hiperglucemia que luego se hace permanente. Para evitar la muerte
inducida por STZ, las ratas fueron alimentadas con una solucion de glucosa al 3%
durante 24 h. El consumo de alimento y agua, asi como el peso corporal, se midieron
diariamente durante cuatro semanas. Las concentraciones de glucosa en sangre se

midieron cada semana.
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4.3.4.4 Disefio experimental
En el experimento se usaron un total 66 ratas (36 ratas diabéticas y 30 ratas
normo glucémicas). Las ratas fueron dividas en 11 grupos de seis animales cada uno,
los tratamientos programados fueron como se muestra:
1. Grupo | control normal recibié solamente solucion de Tween 80 al 2%.
. Grupo Il ratas normales tratadas con extracto (100 mg/Kg peso del animal).
. Grupo Il ratas normales tratadas con extracto (200 mg/Kg peso del animal).
. Grupo IV ratas normales tratadas con extracto (400 mg/Kg peso del animal).
. Grupo V ratas normales tratadas con tolbutamida (40 mg/Kg peso de animal).
. Grupo VI control diabético recibidé solamente solucién de Tween 80 al 2%.
. Grupo VIl ratas diabéticas tratadas con extracto (100 mg/Kg peso del animal).

. Grupo VIl ratas diabéticas tratadas con extracto (200 mg/Kg peso del animal).

© 00 N o 0o A WODN

. Grupo IX ratas diabéticas tratadas con extracto (400 mg/Kg peso del animal).
10. Grupo X ratas diabéticas tratadas con tolbutamida (40 mg/Kg peso de animal).
11. Grupo Xl ratas diabéticas tratadas con glibenclamida (0.5 mg/Kg peso de animal).

Las suspensiones acuosas de los extractos de hexano, cloroformo y metanol
de hoja santa fueron preparadas con 2% (v/v) de Tween 80, se administraron
oralmente por medio de tubo gastrico diariamente a las 9:00 am (por una vez) durante
28 dias. Los niveles de glucosa en sangre se determinaron en ayuno el dia 27 a las
2,4,6, 8,12 h, alos grupos del tratamiento).

Se evalud el efecto de cada extracto por medio de la determinacion de los
parametros bioquimicos a cada grupo experimental empleando las siguientes
técnicas: De la vena de la cola de las ratas se obtuvo muestras de sangre, de las
cuales se obtuvo el suero, a partir del suero se determiné el colesterol total (CT),
triglicéridos (TG) y lipoproteinas de alta densidad (HDL), utilizando un kit comercial
de diagndstico (Genzyme Diagnostics, USA) y el LDL-colesterol se calculé como la
diferencia de colesterol total y HDL. Los niveles de glucosa en sangre se midieron
utilizando el método glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-POD) (Sang-Eun et al.,
2007; Trinder 1969). La peroxidacion de los lipidos, es decir, sustancias reactivas al
acido tiobarbittrico (TBARS) se estimo6 por el método de Fraga et al., (1988) y se
expresa como uM/g de TBARS en higado y en el tejido renal.
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4.3.4.5 Peso corporal
El peso corporal de las ratas (normales y diabéticas tratadas con los extractos),
la ingesta de alimentos y agua fueron tomadas antes y durante las cuatro semanas

subsecuentes a la induccion de hiperglucemia.

4.3.4.6 Prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratas por el HS

A las ratas de cada grupo se les administré por via oral una suspension acuosa
de HS en dosis de 100, 200 y 400 mg/kg de peso corporal (diariamente durante 28
dias). Para evaluar la sensibilidad de los animales a una sobrecarga de glucosa, al
final del experimento se realiz6 una prueba de tolerancia a la glucosa por via oral
(OGTT,; Patriti et al., 2005). Para ello, en ayunas las ratas fueron alimentadas por via
oral con 2 g de glucosa/kg de peso corporal, luego se tomaron muestras de sangre
de la vena caudal a partir de una pequefia incisibn en el extremo de la cola

(inmediatamente después de la carga de glucosa y a los 30, 60 90 y 120 min).

4.3.4.7 Ensayo de contenido de glucégeno en el higado y el musculo
esquelético y actividades de glucose-6-fosfatasa (G6Pase), glucocinasa (GK) y
hexocinasa (HK) en el higado.

Al final del experimento, las ratas fueron anestesiadas por inhalacion con éter
y subsecuentemente se sacrificaron por decapitacion, el higado y los rifiones, fueron
extraidos y congelados hasta su analisis.

La actividad de HK se midié por el método descrito por Kinney y Rodnick
(2001; Panserat et al 2001). Los 6rganos de las ratas anteriormente descritos, se
pesaron y se homogeneizaron (500 mg c/u; diluciéon 1/20) en (Tris-HCI (5 mmol/L,)
buffer que contiene 1 mmol/L de EDTA, 2 mmol/L cloruro de magnesio (MgClz), 2
mmol/L ditiotreitol (DTT), 1 mmol/L benzamidina, pH 7.4, J.T Baker, México) en un
bafio de hielo. Los homogenizados fueron centrifugados a 1000 x g por 15 min a 4
°C. El sobrenadante se mezcl6 con 0.7 IU/mL de G6Pase y 0.4 mmol de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADP, pH 7.4, Sigma-Aldrich, USA). De la mezcla
anterior se tomaron 20 pL y luego fue iniciada la reaccién por la adicion de 0.1 mL de
10 mmol D-glucosa. La actividad de la enzima se determiné por el acoplamiento de

la formacion de 6-fosfogluconolactona a partir de la glucosa-6-fosfato por la reduccion
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de NADP usando la G6Pase, a 37°C y mediante el seguimiento de la absorbancia a
340 nm durante 3 min a intervalos de 30 s, una unidad de la actividad de la enzima
fue definida como la cantidad que fosforila 1 pmol de glucosa/min (Morgan et al.,
2002).

El contenido de glucégeno hepatico se midié por el método de antrona-H2SO4
(Davis y Granner 1996). Brevemente, el tejido del higado (64 a 144 mg) se
homogeneiz6 en cinco volimenes de una solucion de KOH al 30%, la mezcla se
mantuvo en hielo. El homogeneizado se colocd en un bafio maria (92°C) durante 20
minutos. El glucogeno del homogeneizado se volvié a disolver en agua destilada y se
tratd con reactivo de antrona (2 g de antrona/L de H2SO4 al 95% (v/v), Sigma-Aldrich,
USA), la absorbancia se midié a 620 nm.

La actividad de G6Pase hepatica (glucosa-6-fosfatasa) fue medida por el
método de Baginski et al., (1969). La glucosa-6-fosfato en el extracto de higado es
convertida a glucosa y fosfato inorganico por la G6Pase. El fosfato inorganico liberado
en presencia de molibdato de amonio (Sigma-Aldrich, USA) forma un complejo azul
de fosforo-molibdato que se determiné a 700 nm. El contenido de proteina del
extracto de higado fue cuantificado por la reaccion de Bradford (Bio-rad protein assay
kit, USA) (Bradford 1976). La actividad G6Pase (mU) se expres6 como mmol de
fosfato liberado/mg de proteina/min.

La actividad de glucocinasa (GK) fue medida por el método descrito por
Panserat et al., (2001). Los tejidos del higado se homogeneizaron (dilucién 1/20) en
buffer (Tris-HCI (5 mmol/L), que contiene 1 mmol/L de EDTA, 2 mmol/L cloruro de
magnesio (MgClz), 2 mmol/L ditiotreitol (DTT), 1 mmol/L benzamidina, pH 7.4, J.T
Baker, México) en un bafio de hielo y luego se centrifugaron, el sobrenadante
obtenido fue mezclado con; adenosina trifosfato (ATP hasta 7 mmol/L), NADP hasta
2 mmol/L, y glucosa (100 mmol/L) a un pH de 7.5. La reaccién enzimética se inicio
mediante la adicion de 0.2 unidades de G6Pase y se incubé durante 5 min a 37 °C.
El NADPH generado se midié6 mediante el seguimiento de la absorbancia a 340 nm.
La actividad de GK fue estimada restando la tasa de formacion de NADPH en
presencia de glucosa 0.5 mmol/L con la de glucosa de 100 mmol/L (Tranulis et al.,

1991). La concentracién de proteina se cuantifico por Bradford y una unidad de
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actividad enzimatica (mU) se defini6 como los mmol de moléculas de sustrato

convertido por 1 mg de proteina por minuto.

4.3.4.8 Actividades de superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
reductasa (GRd) y glutatién peroxidasa (GPx).

Los higados y rifiones se mezclaron cada uno por separado, en un homogeneizador
(Ultra Turrax T25, Rose Scientific Ltd., Edmonton, Canada), con 10 volumenes de
buffer fosfato de sodio 50 mmol/L (pH 7.4) a 4 °C. Después de centrifugar a 6000 rpm
el sobrenadante obtenido fue utilizado para evaluar las actividades de las enzimas
antioxidantes usando los siguientes kits comerciales: El kit Bioxytech SOD-525 (Oxis
Internacional, USA) para la actividad de la SOD, el kit de catalasa (Cayman Chemical,
USA) para la actividad de CAT, el kit Bioxytech GR-340 (Oxis Internacional, USA)
para la actividad de GR, y el kit GPx-340 (Oxis Internacional, USA) para la GPx.

4.3.4.9 Estimacion de la glicaciéon de la hemoglobina.

Se utiliz6 el método del acido fenol-sulfarico descrito por Nayak y Pattabiraman
(1980). Se tomaron muestras de sangre a las ratas sacrificadas y se les agrego
EDTA, se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos y el plasma se decantdé. Los
hematies se lavaron dos veces en solucion salina normal y se almacenaron a
-20°C durante 14 dias (Stafender y Eaton 1983). Justo antes del ensayo, la muestra
se descongeldé a 30 °C, se tomaron 100 uL en un tubo de ensayo de vidrio, se le
agrego 1.4 mL de agua destilada, fue mezclada durante 2 min en un vortex, se
adicion6 0.5 mL de acido oxalico (0.5 M), y fue calentado por 2 h en un bafio de agua
hirviendo. Los tubos se dejaron durante 10 minutos en un bafio de hielo,
posteriormente se afiadio 1 mL de &cido tricloroacético (TCA, al 40%), luego la
solucion fue mezclada en un vortex durante 2 min y se centrifugé a 2000 rpm durante
1 min. Se tom6 1 mL del sobrenadante, el cual se traté con 3 mL de acido sulfdrico
concentrado y 0.05 mL de fenol (80%), se dejo en reposo durante 30 minutos para el
desarrollo del color. Al finalizar este periodo la concentracion del 5 hydroxylmethyl-

furfural (SHMF) generado se determind a 480 nm.
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Anélisis estadistico

El efecto del HS de P. Auritum en cada parametro se examind mediante
andlisis de varianza (ANOVA). Las diferencias individuales entre los grupos fueron
analizados por la prueba de Dunnett utilizando el software SPSS version 10. Valores
con p<0.05 se consideran estadisticamente significativos. Los datos se expresan

como media £ S.E.M y la desviacion estdndar(n=6 ratas en cada grupo).

4.3.5 Efecto del HS en el pancreas
4.3.5.1 Diseio Experimental.

De los mismos grupos de ratas (normal, diabéticas y diabéticas tratadas con
el HS) utilizadas en el tratamiento para el ensayo de hipoglucemiante, se tomaron los
pancreas de cada grupo, los cuales fueron retirados inmediatamente después de ser
sacrificadas, se colocaron en solucion salina con bafio de hielo. A los pancreas se
les elimino el tejido adiposo, se pesaron, se picaron finamente y se homogeneizaron
en buffer fosfato (50 mM, pH 7.4), luego se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min
a 4 °C. El sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de insulina (Davis y Granner
2001).

4.3.5.2 Determinacion de la insulina.

La insulina en sangre y pancreas de las ratas diabéticas se midi6 mediante el
inmunoreactivo de la prueba de insulina Glazyme Isulina-EIA (Wako Pure Chemical,
USA) de acuerdo a Hissin et al., 1992. El nivel de insulina en suero se expresa en
miU/mL.

4.3.5.3 La peroxidacion lipidica y los ensayos de las enzimas antioxidantes.

El tejido pancreas homogenizado que se describié en el inciso anterior se
centrifugd (3000 rpm) en buffer fosfato (50 mM, pH 7.4) a 4 °C segun el método de
Johnson y Lardy (1967). La peroxidacién de los lipidos, es decir, sustancias reactivas
al acido tiobarbitarico (TBARS) y las actividades de enzimas antioxidantes en el
pancreas se analizaron utilizando kits comerciales como se present6 en el apartado
4.3.4.8.
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4.3.5.4 Efecto protector del HS a las células-B pancreaticas sometidas a estrés
oxidativo.

Los AGEs se generaron a partir de la coincubacion de la BSA, con D-glucosa
(AGE1) 0.1 mmol/L o D-gliceraldehido (AGE2) 0.2 mmol/L de acuerdo con el método
de Kume et al., (2005). Las soluciones de BSA en presencia de AGE1 y AGE2 se
incubaron a 37 °C durante ocho semanas y siete dias, respectivamente. Como control
se utilizé BSA sin glucosa, el cual se incub6 a 37°C durante siete dias (Chick et al.,
1977; Lim et al 2008).

Las células-p son vulnerables al estrés oxidativo. Se examiné el efecto del HS
sobre las células-B de pancreas sometidas a estrés oxidativo. Para ello, se cultivaron
células (5 x 10° células/pozo) RIN-5F (ATCC: CRL-2058, linea célular derivada de
células- pancreéticas de rata) en una placa de 12 pozos. Después de ser cultivadas
por 72 h en 1 mL de medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. L USA) suplementado con
10% de FBS (suero bovino fetal), el medio de cada pozo fue eliminado. A las células
RIN-5F adheridas a la placa, se les agreg6é 1 mL de medio fresco (RPMI 1640/1% de
FBS) y fueron tratadas con el HS (50 pg/mL), (Glul, 500 puL) y (Gli2 500 uL)
(preparados como se indica anteriormente), por otras 4 h. Después de 4 h de
incubacion, las células RIN-5F tratadas se incubaron a 37 °C por 20 min en DCFH-
DA (diacetato de 2,7'-dicloro-dihidrofluoresceina) a una concentracion final de 25 pM
(en RPMI 1640/1% de FBS). Finalmente, el nivel de peroxido intracelular se midié por
la fluorescencia del DCFH (2,7diclorodihidrofluoresceina) en las células de cada pozo
a una emision de 530 nm y excitacién de 488 nm (Son et al., 2013; Marina et al.,

2000). La intensidad de fluorescencia es proporcional al estrés oxidativo.

4.3.6. Aislamiento de bacterias, hongos y actinomicetos asociados a P. auritum.

Recoleccion de muestras de P. auritum.

Diferentes tejidos de P. auritum se recolectaron el 1 de noviembre de 2012 en
los sitios conocidos como Chilocuabe y Trapiche viejo en la parte noroeste del Estado
de Oaxaca (Oax), Distrito de Cuicatldn en el Municipio de Chiquihuitlan de Benito
Juarez, en la regiébn de la Cafada (Sierra Madre-Norte). En Chilocuabe, se

recolectaron muestras de una planta a la que se le denominé PS1, y en Trapiche
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Viejo se recolecto material vegetal de una planta a la que se le denomin6 PS2. La
primera recoleccion se localiza entre las coordenadas 17° 89' 6.7 Ny 96° 98" 7.3”
W, altitud 792 (msnm), la segunda recoleccion se localiza entre las coordenadas 17°
89" 1.7 Ny 96° 98" 7.8 W, altitud 704 (msnm). Estos sitios presentaron un clima
calido himedo, con temperatura de 20 a 26°C.

Se tomaron muestras de diferentes partes (hoja, tallo y flor). Las muestras, se
colocaron en bolsas de polipropileno estériles, se etiquetaron y se transportaron
inmediatamente al laboratorio, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, y se
procesaron al dia siguiente. Un ejemplar de la planta fue depositado en el Herbario
de Nacional de la UNAM, con el codigo de registro (No. 1340281).

Lavado de muestra de tejido vegetal de P. auritum.
Se tomaron 10 g de los diferentes tejidos, se lavaron por separado con espuma
de jabon y se enjuagd con abundante agua, para eliminar del tejido las células

muertas y la tierra.
Aislamiento de bacterias

Los tejidos previamente lavados, se sumergieron en etanol al 70% por 3 min
con el fin de eliminar la mayoria de microorganismos epifitos. Las muestras se
lavaron con agua destilada estéril, se cortaran en pedazos pequefios (1 cm) y se
colocaron en cajas Petri (cinco pedazos/caja) con los siguientes medios de cultivo:
Agar nutritivo (AN), agar R2A (R2A) y agar-tripticasa-soya (TSA) (Medios de cultivo
Difco, Becton Dickinson, USA) y se incubaron a 22 °C (Zinniel et al., 2002). Los
aislados se purificaron por dilucion y resiembra en los medios en que inicialmente
fueron aislados. La pureza se confirmé por observacion microscopica de la

morfologia y utilizando tinciéon de Gram (Figura 6).

Aislamiento de actinomicetos

Una muestra de hojas (1 g) se mezclé con 99 mL de agua destilada estéril y
se mantuvo en bafio maria por 1 h a 50°C. Este tratamiento es efectivo para reducir
el ndmero de bacterias no deseadas, favoreciendo el crecimiento de los

actinomicetos. Después de sedimentar las hojas, se hicieron diluciones, 102y 103
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del sobrenadante y se sembraron por duplicado en placas de agar almidén caseina
nitrato (SCNA) suplementadas con nistatina, cicloheximida y acido nalidixico (c/u a
10 pg/mL) para inhibir el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias Gram
negativas. Las placas se incubaron a 28°C por al menos tres semanas. (Figura 6).
Los aislados se resembraron en el medio correspondiente, hasta obtener cepas
puras, lo que se confirmé por morfologia y observacion microscépica. Se realizo

tincion de Gram a cada cepa aislada, para confirmar que eran Gram positivas.

Aislamiento de hongos

Los tejidos lavados se introdujeron en una solucion de hipoclorito de sodio al
3 % por 5 min. Posteriormente, se lavaron con agua destilada estéril y se cortaron en
pedazos pequefios con una navaja estéril. Los pedazos de tejido se colocaron sobre
agar-papa-dextrosa (PDA marca Difco) y se incubaron a 22 °C (Strobel et al., 2004,
Strobel et al.,, 1997). Los hongos que crecencieron sobre o en la periferia de las
muestras, se resembraron sucesivamente en PDA, hasta obtener cepas puras. La
pureza de cada cepa aislada se comprobd por morfologia colonial y microscopica
(Figura 6).

Conservacién de microorganismos.

Conservacién de bacterias en glicerol al 10 %.

A 25 mL de caldo nutritivo (bacteria) y caldo almidén caseina nitrato
(actinomicetos), contenido en un matraz Erlenmeyer de 125 mL se le coloc6é una
asada de las colonias de bacteria o de actinomicetos. Se incub6 a 25 °C y 120 rpm
hasta una densidad 6ptica DO = 0.6. Todo el caldo de cultivo se centrifug6 durante 5
min a 10.000 rpm, se descarto el sobrenadante. Al paquete celular se le adicionaron
2.5 mL de glicerol al 10 % estéril y se agitdé en un vortex por 30 segundos, se
centrifugd por 5 min a 10.000 rpm (lo anterior se realizé dos veces, todo a 4 °C). El
tercer sobrenadante se descart6 y el paquete celular se resuspendié en 2.5 mL de
glicerol esteéril al 10%, alicuotas de 0.8 mL de la suspension bacteriana se colocaron
en tubos para criogénesis. Los tubos se introdujeron en nitrégeno liquido (-195,8 °C)
hasta que el contenido se congelé y se almacend a -80 °C. Nota: Mantener las células
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a 4 °C, después de eliminar el medio de cultivo y hasta antes de congelar (Day y

Stacey 2007; Dewald 1966).
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Figura 6. Diagrama de aislamiento de enddfitos (bacterias, hongos y actinomicetos de las

hojas P. auritum).
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Conservacién de cepas bacterianas por liofilizacion.

Para obtener el paquete celular, se procedié como se describié en el parrafo
anterior, pero en lugar de usar glicerol (10%) para los lavados se usé NaCl estéril al
0.09% vy el paquete celular final se resuspendio en 1 mL de leche ultrapasteurizada,
semidescremada.Alicuotas de 0.2 mL de la suspension bacteriana se colocaron en
ampolletas de vidrio estériles que se taparan con tela quir.Urgica estéril, se
congelaron con acetona fria y se liofilizaron. Se sellaron las ampolletas de vidrio con

fuego y se almacenan a temperatura de refrigeracion.

Conservacién de hongos en agua estéril a 2-5 °C.

Utilizando el extremo redondo de una pipeta Pasteur estéril, se cortaron
cilindros de la periferia del crecimiento de cada hongo que presentd un crecimiento
de 3-5 cm de diametro en cajas Petri con medio PDA. Los cilindros (5/vial) se
depositaron dentro de un vial con 2 mL de agua estéril. Después cerrar y sellar el vial

con Parafilm, se almacenaron en refrigeracién a 2-5 °C.

4.3.6.1 Identificacién taxondmica de las nueve cepas con actividad anti AGEs.
Los aislados E2, E4, E7, ES, E9, E11, E13, E14 y E16 se cultivaron en medio
BHI por 24 h. Una alicuota (2 mL) de cada cultivo se centrifug6é a 12,000 rpm
durante 5 min y el paquete celular se resuspendi6 en 200 uL de agua destilada estéril.
Las muestras se procesaron con el Kit QlAamp DNA Mini QIAcube (240, Qiagen,
Venlo, The Netherlands) y el DNA total se extrajo utilizando un equipo QIlAcube
(Qiagen, Venlo, The Netherlands). Posteriormente el DNAg obtenido se sometié a
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (w/v), con un voltaje de 95 V, luego se revel6
con una solucion de bromuro de etidio (0.5 mg/mL). EI DNA se visualiz6 con un
transiluminador UV (Gel Doc 2000, Bio-Rad Laboratories Inc., Carlsbad, CA). El

DNAg extraido se almacen¢ a -20°C hasta que se uso para la amplificacion por PCR.
(Guitierrez 2014) disefié los primers que se usaron para amplificar, un

fragmento de 1500 pb del rDNA 16S y 1247 pb para el gen rpoB, ademas de

asesorarnos en el desarrollo de este inciso.
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Utilizando el DNAg como molde, se amplifico el rDNA 16S usando los primers
universales.

(F27: 5AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’
(R1492 5 ‘TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’).

La mezcla de reaccion fue la siguiente:

Oligonucleétido F27 1 mL
Oligonucleétido R1492 1 uL
dNTP’s 0.5 L
Buffer con MgCl2 2.5uL
Kapa Taq ™ 0.5 L
DMSO 2.5 L
DNA (100 ng/ pL) 1 L
Agua 15.5 uL

e La amplificacion se llevo a cabo en las condiciones siguientes:

1 ciclo: Desnaturalizacion 95 °C 5 min
25 ciclos: Desnaturalizacion 95 °C 30 seg
Hibridacion 55°C 30 seg
Elongacion 72 °C 25s
1 ciclo: Elongacién 72 °C 7 min
1 ciclo 4°C

El producto de PCR fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.
Los amplicones esperados de 1500 pb, se purificaron usando el kit Gene All Expin
PCR y después fueron visualizados en gel de agarosa al 0.8 %. Los productos puros
se cuantificaron en un equipo NanoDrop 8000 Thermo Scientific (USA) y se
secuenciaron en Macrogen (Corea).

Las secuencias del rDNA 16S de la cepa 8-1 (forward y reverse) fueron
alineadas y editadas a través del programa Geneius. Las secuencias fueron

comparadas con las existentes en base de datos del GeneBank (NCBI).
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El gen rpoB, que codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa se usé como
housekeeping para confirmar la identidad de la cepa 8-1. Para ello, se disefaron
primers especificos a partir de un alineamiento multiple de secuencias del gen rpoB
de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida y Escherichia coli obtenidas del
GeneBank (NCBI). La amplificacién del gen rpoB fue similar a como se describio
para amplificar el rDNA 16S.

Los primers que se usaron para amplificar un fragmento de 1247 pb del gen

rpoB fueron:

e LAPS 5-TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3’
e LAPS27 5°-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3

La secuencia parcial del gen rpoB (1200 pb aproximadamente), fue alineada
utilizando el programa CLUSTAL W (alineacién de secuencias multiples) y EMBL-
EBI, por sus siglas en ingles (The European Bioinformatics Institute, Part of the
European Molecular Biology Laboratory). La secuencia al ser comparada con
secuencias del Genebank mostr6é un porcentaje de similitud del 97 % con respecto a
las especie protegens.

Con la secuencia alineada de la cepa 8-1, se obtuvo la agrupacion de variantes
genéticas el arbol filogenéticomediante el analisis dentro del género de
Pseudomonas, que fue construido utilizando el software MrBayes con la secuencia y
secuencias muestreadas del GeneBank. El programa MrBayes es un programa para
la inferencia bayesiana y la eleccién del modelo a través de una amplia gama de
modelos filogenéticos y evolutivos. La cepa Pseudomonas protegens 8-1 se mantiene
en nuestro laboratorio y en el proceso de registro en la Coleccion Nacional de Cultivos
Microbianos. CINVESTAYV, México.

4.3.7 Cultivo de las bacterias, obtenciéon del extracto de acetato de etilo y

evaluacion de la actividad anti-AGEs.

En este trabajo se estudio la actividad anti-AGEs de 23 de las bacterias aisladas, las

cuales se seleccionaron por su diferencia morfologica y el medio de cultivo en el que
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fueron aisladas (Anexo 1). Cada aislado se cultivd por separado y se obtuvieron, en
cada caso, los extractos de acetato de etilo (E1 a E23) de cada cultivo. Después se
evalud la inhibicién de formacion de AGEs de cada extracto usando el modelo BSA-

glucosa.

4.3.7.1 Reactivacion de las bacterias

Las suspensiones bacterianas se descongelaron, posteriormente de cada una
de ellas se tomo6 una asada para inocular 5 mL de caldo nutritivo contenidos en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL de capacidad, y se incubaron a 22 °C a 120 rpm por
24 h. Se tomaron 0.5 mL del cultivo para inocular seis matraces Erlenmeyer de 250
mL con 50 mL de medio liquido de caldo nutritivo y se incubaron a 22 °C a 120 rpm
(24 h). De este ultimo cultivo se tomaron 100 uL para sembrar placas que contenian

medio BHI, las cuales se incubaron a 22 °C por 24 h.

4.3.7.2 Prein6culo

De cada cepa en caja, se tomaron cuatro colonias con un asa, se inocularon
en 25 mL caldo S-7 contenidos en un matraz de 125 mL, el cual se incubo a 22 °C,
120 rpm y 24 h, en un incubadora refrigerada (modelo Innova 4330, New Brunswick
Scientific Co., Inc. N.J., USA). El medio S7 contenia por litro (g/l); glucosa 1, fructosa
3, sacarosa 6, extracto de levadura 0.5, peptona de soya 1, MgSO4-7H20 0.0036,
buffer de fosfato 1 M (pH 6.8), ZnSO4-7H20 0.0025, MnCl2-H20 0.005, FeCls-4H20
0.002, CuS04-5H20 0.002, Ca (NOs3)2:4H20 0.0065, acetato de sodio 1, benzoato
sédico 0,1 y fenilalanina 0.005. El medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a
121°C durante 15 min.

4.3.7.3 Cultivo de las bacterias
Con 1 mL del preindculo se inocularon 100 mL de caldo S-7 contenidos en un
matraz de 250 mL, se dejaron incubar por 24 h'y 48 h a 22 °C a 120 rpm, en la

incubadora.
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4.3.7.4 Obtencion del extracto de acetato de etilo de la bacteria Pseudomonas
protegens 8-1.

El caldo de cultivo (20 L) obtenido de acuerdo con el inciso anterior se mezclé
con acetato de etilo (7 L) en una licuadora por 3 min, la extraccion se realizo tres
veces. La fase organica se separ6 en un embudo de separacion y se seco con sulfato
de sodio anhidro. El extracto se concentr6 hasta sequedad en un rota vapor Biichi R-
205/20 con temperatura del bafio de 37 °C, temperatura de vapor 39 °C y presion de
vacio 240 mbar. El extracto se disolvié en 5 mL de cloroformo, se coloco en un vial
ambar de 20 mL y el disolvente se evapord en atmdsfera de nitrégeno. El vial, una
vez cerrado y sellado con Parafilm, se guardd en refrigeracion a 4-7 °C hasta su
analisis. A este extracto se le denomina de aqui en adelante EA 8-1.

4.3.7.5 Purificacién de EA 8-1 y obtencién del compuesto activo.

El EA 8-1 (5 g) presentd una consistencia aceitosa, color café oscuro. Se
realiz6 un estudio de cromatografia en capa fina (CCF), con varios sistemas de
eluyentes (ver anexo 2), resultando el mejor perfil de separacion la mezcla de
Hex:Me2CO (acetona) 2:1.5, con este sistema de eluente se hizo un fraccionamiento
inicial al EA en una columna empacada con gel de silice 100 g. Se recolectaron 45
fracciones de 5 mL cada una, a las cuales se les realiz6 un estudio por CCF utilizando
el mismo eluyente de la cromatografia en columna (CC), se reunieron las fracciones
similares en cromatografia de placa fina, se obtuvieron seis fracciones denominadas
F8-1-1 a F8-1-6. Se realiz6 la prueba de antiglicacion a cada una de las fracciones
obtenidas. Las fracciones F8-1-1, F8-1-2 y F8-1-4 tuvieron actividad de un 90%, por
lo que se siguid la purificacion de la fraccion 8-1-2, como se puede observar en la
Figura 7.

La purificacion de la fraccion 8-1-2 se realiz6 usando una CC y como eluente
CHCIs:MeOH:Hex 7:1:1.5, se obtuvieron cinco fracciones denominadas F812-1 a
F812-5. La subfraccion F812-2 present6 actividad anti-AGEs del 98% comparada con
aminoguanidina del 57%. A la subfraccion F81-22 se realizé una CC empacada con
silica gel con sistema de elucién (CHCIs:MeOH:Hex 7:1.5:1.5). Se recolectaron cinco
subfracciones denominadas F8122-1 a F8122-5, la fraccion F8122-2 presentd

actividad anti-AGEs de alrededor del 97%, por consiguiente se sigui6 la purificacion
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la fraccion activa F8-1 222 se purifico a través de Sephadex LH-20 CC con MeOH,

para dar las fracciones (F222-1 a F222-4). Finalmente, la fraccion F222-2 (239 mg)

se purificé por HPLC en fase inversa en C18, se eluyé con MeOH:H20 (60:40) a 3

mL/min para dar 16.6 mg del compuesto A, como se muestra a continuacion:

Se utilizé la técnica de HPLC analitico, se realizé en un Agilent Technologies

6200, utilizando una columna analitica ZORBAX-Eclipse XDB C18 4,6 x 250 mm x 5

m) para establecer las condiciones de purificacion como la fase moévil MeOH o

acetonitrilo:H20, en modo isocrético o gradiente.

Método:

1. Se peso6 1 mg de las fracciones 8-1

2. Se realiz6 la prueba de solubilidad con los disolventes como MeOH-HPLC

3. Se realizo el filtrado de las fracciones y los disolventes.

4. Se realizo las alicuotas

5. Se estandarizé las condiciones como tiempo de retencion, gradiente y se
probé diferentes longitudes de onda detector UV, como diferentes fases
moviles todo lo anterior en el equipo analitico de HPLC.

6. Se analiz6 los cromatogramas y se compararon con la linea base

7. Se realiz6 un ensayo en la columna analitica con una fase movil en modo
isocratico.

8. Teniendo ya las condiciones establecidas se realizd la purificacion de la

fraccion 8-1222-2 en el equipo HPLC-Semipreparativo. Tipo de Columna
(Semipreparativa ZORBAX—Eclipse XDB C18 9.4 x 250 mm x 5 um). El Modelo
del equipo que se utiliz6 es WATERS Delta 600 Delta.
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Figura 7. Purificacion por cromatografia las fracciones del extracto de acetato de etilo del cultivo de la
bacteria 8-1 con actividad anti-AGEs.
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4.3.8 Técnicas instrumentales para la identificacion de compuestos.

4.3.8.1 Método de la espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron tomados en pelicula de bromuro de
potasio en un equipo Buck-500.

A continuacion se presentan las indicaciones de como se prepararon las
muestras para la obtencion del espectro.

Lo primero que se aconseja es limpiar todo el material a utilizar con acetona.
La muestra sélida se mezclo con KBr puro y seco en un mortero hasta obtener
un polvo fino. Las proporciones de muestra a KBr pueden variar y ello
constituye uno de los pasos para optimizar en el procedimiento. Se sugiere
comenzar en valores intermedios como una relacidon en peso de 1/100
muestra/KBr.

Una pequefa porcion del polvo obtenido, se coloco en un portador de muestra
para preparar pastillas empleando para ello una prensa. La pastilla, que debe
ser homogénea y finisima, se coloc6 en una placa para muestras. Es
importante evitar la contaminacion de la muestra y seguir las indicaciones
sobre el uso de la prensa para hacer la pastilla.

Una vez que la muestra sélida se ha preparado y colocado apropiadamente
en la portamuestra se inserté en el espectrometro.

El espectro de cada muestra se corre bajo diferentes condiciones hasta la
obtencién del mejor espectro, el cual debe presentar en lo posible bandas finas

e intensas.

4.3.8.2 Espectroscopia Resonancia Magnética Nuclear RMN Hy 3C.

La resonancia magnética nuclear (RMN) es un fendmeno fisico basado en las

propiedades magnéticas que poseen los nucleos atomicos. La RMN permite alinear

los campos magnéticos de diferentes nucleos en la direccion de un campo magnético

externo. La respuesta a este campo externo depende del tipo de nucleos atémicos,

por lo que esta técnica puede utilizarse para obtener informacién sobre una muestra
(Creswell 1979).

Los espectros (RMN-'H y 3C 300 y 75.4 MHz) fueron hechos en un equipo
VARIANT Mercury DPX-300 MHz. (Acetona- d6), como referencia interna se usé
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tetrametilsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos se reportan en escala delta
() en unidades partes por millon (ppm).

e Para obtener un espectro de RMN, se coloc6é 10 mg del compuesto organico
disuelto en 5 mL acetona deuterada en un tubo de vidrio largo (especifico para
RMN) que se coloca dentro del campo magnético del aparato.

e Enlos equipos modernos el campo magnético se mantiene constante mientras
un breve pulso de radiacion rf excita a todos los nucleos simultdneamente.

e Como el corto pulso de radiofrecuencia cubre un amplio rango de frecuencias
los protones individualmente absorben la radiacién de frecuencias necesaria
para entrar en resonancia (cambiar de estado de espin). A medida que dichos
nucleos vuelven a su posicion inicial emiten una radiaciéon de frecuencia igual
a la diferencia de energia entre estados de espin.

La intensidad de esta frecuencia disminuye con el tiempo a medida que todos los
nacleos vuelven a su estado inicial. Un ordenador recoge la intensidad respecto al
tiempo y convierte dichos datos en intensidad respecto a frecuencia, esto es lo que
se conoce con el nombre de transformada de Fourier (FT-RMN) (Skoog 1989; Olsen
1990; Silverstein et al., 1991).

4.3.9 Evaluacion de laformacion de AGEs
Ensayo de BSA-MGO.

El ensayo BSA-metilglioxal (BSA-MGO) se realizdé de acuerdo con Lee et al.,
1998. Una soluciéon de BSA (50 mg/mL) se incubd a 37 °C durante nueve dias con
MGO (100 mM) y azida de sodio (0.02%), en condiciones asépticas en 0.1 M de
tampon fosfato (pH 7.4) y DAPG (4.8 mM, 1 mg/ml). La fluorescencia de la muestra
se midié a (Ex 330 nm, Em 410 nm) también se midié un blanco sin la muestra
problema. El % de inhibicién de la formacién de AGEs se determiné con la siguiente
formula; como % = [(Ab - As)/Ab] x100, donde As es la absorbancia de la mezcla de
reaccion con la muestra problema, y Ab la absorbancia de la mezcla de reaccién sin

muestra problema (control blanco).. AG (10 mM) se utiliz6 como control positivo.

46



Ensayo fructosamina

BSA glicada se ensay6 para determinar la formacion de los productos de
Amadori como se describe por Johnson et al., 1983. Brevemente, una mezcla de
reaccion (5 mL) que comprende; BSA (10 mg/mL), solucién de glucosa (500 mM),
NBT reactivo (NBT 0.5 mM, 0.2 M en regulador de carbonato sodico a pH 10.4) y
DAPG (4.8 mM, 1 mg/ml) se incub6 a 37 °C durante siete dias. El grado de reduccion
de NBT en la mezcla de reaccion, frente a un blanco sin DAPG, se calculé midiendo
la absorbancia (530 nm) a 5, 10 y 15 min para el blanco; y luego a los siete dias para
la muestra problema y el blanco. El porcentaje (%) de la inhibicién de la reduccién del
NTB se calcul6 como % = [(Ab - As)/Ab] x100, donde As es la absorbancia de la
mezcla de reaccién con la muestra problema, y Ab la absorbancia de la mezcla de

reaccion sin muestra problema (control blanco).

Radical hidroxilo generado por la autooxidacion de azucar

La generacion de radicales hidroxilo se evalu6 mediante la inhibicién de la
hidroxilacion benzoato, como se describe por Hunt et al., 1988. Brevemente, la
mezcla de reaccién contiene benzoato de sodio (1 mM), buffer de fosfato (100 mM,
pH 7.2), ribosa (50 mM) y CuSO4-5H20 (0.1 mM), ya sea en presencia o ausencia de
DAPG (4.8 mM, 1 mg/ml). La mezcla se incubo durante cuatro dias a 37 °C y la
fluorescencia se midié a (Ex 308 nm, Em 440 nm). El porcentaje (%) de la inhibicién
de la hidroxilacion benzoato de metilo se calculé como % = [(Ab - As)/Ab] x100, donde
As es la fluorescencia de la mezcla de reaccién con la muestra problema, y Ab la

fluorescencia de la mezcla de reaccion sin muestra problema (control blanco).

CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo consiste en dos etapas. La etapa |: Actividades antiglicacion,
antioxidante e hipoglucemiante de extractos de hojas de P. auritum. La etapa Il
Evaluar el efecto de los extractos de bacterias endofitas P. auritum para la inhibir la

formacion de AGEs y el aislamiento de un compuesto con actividad.
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Etapa l.
5.1 Obtencion de los extractos crudos de hoja de P. auritum.

Los extractos de hexano, cloroformo, metanol y agua una vez secos,
presentaron una consistencia semisélida (color café claro y verde negruzco) y olor
caracteristico. Los rendimientos de extractos fueron; de hexano (HS 6.5%), de
cloroformo (CHCIs 4.6%) y metanol (MeOH 10%).

5.2 Inhibicion de formacion de AGEs de los extractos

La fluorescencia es una caracteristica de los AGEs y ésta se incrementa con
el tiempo de incubacion en el modelo BSA-glucosa. En este modelo, los extractos de
(CHCL3) y (HS) a 50 mg/mL reducen la fluorescencia de manera significativa,
presentaron mayor a 80% la inhibicion de formaciéon de AGEs, como se observa en
la (Tabla 1), comparada con el control positivo con aminoguanidina (AG 10 mM) que
presentd 53.8% de inhibicién. Los extractos HS y CHCLs mostraron ECso de 0.15
pug/mL y 0.93 pg/mL, respectivamente, mientras que el extracto hidroalcohdlico
exhibié un ECso de 20.1 pg/mL (Pérez et al., 2010). El extracto de hexano (HS) inhibe
la formaciéon de AGEs en mayor medida que los extractos de otras plantas (Kim y Kim
2003). Por ejemplo, los extractos etandlicos de las hojas de Origanum officinalis y
Eugenia caryophllata (a 50 pg/mL) presentaron 53% y 47% de inhibicidon

respectivamente.

Tabla 1. Efecto de los extractos (CHCLs), (HS) y (MeOH) de P. auritum en la
formacion de AGEs.

AGEs %°

Extracto ° Inhibicién
Metanol 459 +1.17
Hexano 87.4+0.31
Cloroformo 98.6 £ 0.81
Aminoguanidina 53.8+2.7

Los valores fueron medidos por triplicado, ® B.S = base seca, ¢ % de inhibicion de la formacion de
AGEs a 50 mg/mL, se muestra la media y la desviacion estandar.
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5.3 Actividad antioxidante.
5.3.1 Actividad antioxidante en placa

Después de los 30 min de reaccion, los extractos HS y MeOH fueron positivos
en esta prueba rapida, a juzgar por la presencia de manchas amarillas. Es decir, los
extractos HS y MeOH se oxidan en presencia del DPPH reduciéndolo, protegiendo

asi al B-caroteno-acido linoleico (Figura 8).

HS Hoja Resultado
metanol
++
Hojas agua

Figura 8. Actividad antioxidante de los extractos de hexano, cloroformo y metanol de P. auritum. Por
el método de decoloracion del 3-caroteno en placa.

Sin embargo, debido a la naturaleza compleja de los extractos de P. auritum,
es insuficiente evaluar la actividad antioxidante de los extractos por un Unico método.
Por lo tanto, se llevaron a cabo varios métodos adicionales para evaluar la capacidad
de los extractos que fueron positivos a la prueba rapida. El contenido de fenoles
totales en el extracto MeOH fue muy bajo, solo el 0.3%, es decir, no hay correlacion
entre la actividad antioxidante con el contenido de fenoles totales en el extracto HS,
lo que implica que dicha actividad no se basa en la presencia de antioxidantes

polifendlicos.
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5.3.2 Determinacién de actividad antioxidante del HS por el ensayo DPPH.

El método DPPH se basa en el uso de el radical 1,1-difenil-2-pricrilhidracril

(DPPH?e). La capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH. El DPPH es
un radical estable, oxidante y comercialmente disponible que extrae un electrén del
antioxidante. La reaccién es visualmente perceptible por el cambio de coloracién de
violeta a amarillo por la reduccion del radical. Los antioxidantes se pueden clasificar,
segun el tiempo necesario para alcanzar una cierta absorbancia como; rapido <5 min,
15 min intermedio y lento >30 min (Sanchez-Moreno et al., 1998). La Figura 9 ilustra
el comportamiento cinético del HS y otros antioxidantes de referencia (a-tocoferol,
acido ascorbico y Trolox). Una caida rapida de la absorbancia se produjo en el ensayo
con el HS en los primeros cinco minutos, pero después de 10 min la absorbancia
disminuyd lentamente y se mantuvo constante hasta los 50 min. Por lo tanto, la
actividad antioxidante del HS se puede considerar intermedia (Sanchez-Moreno et
al., 1998). El radical DPPH- reacciono rapidamente con los tres antioxidantes control:
con el &cido ascorbico, Trolox y a-tocoferol, los dos primeros presentaron un estado
estacionario en cinco minutos, mientras que la absorbancia de a-tocoferol se mantuvo
estable después de 15 min (Figura. 9). Este resultado concuerda con los datos
reportados por Sanchez-Moreno, quien identificd los dos primeros antioxidantes
como rapidos y a-tocoferol como intermedio.
El HS (a 100 pg/mL) inhibié 40% la reduccién del radical DPPHe, comparado con el
control de a-tocoferol de 97%. El extracto HS presentd una actividad antioxidante
similar a la del acido ascorbico (50%). El HS presento similiar actividad antioxidante
a las dihidrochalconas obtenidas de las hojas de manzana (Malus domestica)
(Bernonville et al., 2010).
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Figura. 9. Actividad antioxidante de HS, a-tocoferol, acido ascorbico y Trolox medida por la reduccion
del radical DPPH. Los valores se presentan como la media + desviacién estandar y @ <0.05 en
comparacion con el grupo control.

5.3.3 Actividad antioxidante de HS por el ensayo ABTS.

El ensayo se considera un modelo de radical hidrofilico y lipofilico, que usa
radicales libres de ABTS* generados por la oxidacion de ABTS con persulfato de
potasio. Mediante el ensayo se evalla la capacidad de un antioxidante para reducir
el radical cation ABTS™* por transferencia de electrones (Re et al., 1999). La Figura
10 muestra el curso temporal de la absorbancia durante el ensayo con el HS. EI HS
reduce el radical ABTS* a los 7 min, esta reduccion se mantiene a los 30 minutos.
La reduccién fue de 62.7% para el HS y 70.5 % para a-tocoferol, ambos a 100 pg/mL.
Entonces, el HS puede considerarse rapido y eficaz para atrapar el radical ABTS*. El
HS tiene mas capacidad de atrapar el radical ABTS*, que al radical DPPHe, lo cual
es significativo, factores como la estéreo selectividad de los radicales o la solubilidad
del extracto en los diferentes sistemas de prueba pueden afectar la capacidad de los
extractos de reaccionar e inhibir los diferentes radicales. De manera similar, Van et
al., 1999, encontraron que algunos extractos de plantas tienen actividad antioxidante
en ABTS y no en DPPH.
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Figura.10. Actividad antioxidante del HS y a-tocoferol medida por la reduccion del radical cation
ABTS". Los valores se expresan como media *+ desviacion estandar 2p <0.05 en comparacion con el
grupo control.

5.3.4 Actividad antioxidante de HS por el ensayo ORAC.

El ensayo ORAC se considera un modelo de radical hidrofilico y lipofilico. Este
ensayo se basa en la reaccion de radicales peroxilo con la fluoresceina, ocasionando
una disminucién concomitante de la fluorescencia de ésta (Frankel y Meyer 2000).
El reactivo AAPH (2,2-azinobis (2-amidinopropano)-diclorhidrato) se usa para
producir los radicales peroxilo. La actividad del antioxidante se expresa mediante
valores ORACRroo+ que se representan como equivalente a Trolox. El HS mostro
actividad antioxidante significativa, con ORACroo+de 48.3+4.28 umolTE/gMS (Figura
11). Los componentes antioxidantes del HS compiten con la fluoresceina para
reaccionar con los radicales libres, lo cual se refleja en la proteccién contra un cambio
en la fluorescencia. Los ensayos ORAC y TEAC (Capacidad antioxidante en
equivalentes de trolox, por sus siglas en inglés) son métodos de que se basan en
inhibir cambios en la fluorescencia y coloracion, respectivamente. TEAC refleja la
capacidad de compuestos antioxidantes para donar electrones (ET) por ejemplo el
radical ABTS. El ORAC representa la capacidad de los antioxidantes en realizar la
trasferencia de atomos de hidrogeno (HAT) al radical (Prior et al., 2005). Los valores
ORAC, ABTS y DPPH indicaron que el HS posee una capacidad antioxidante

significativa por la reduccién de los diferentes tipos de radicales analizados.
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Figura 11. Actividad antioxidante del HS por el método ORAC. Los valores se expresan como media
+ desviacion estandar y p <0.05 en comparacién con el grupo control.

5.3.5 Actividad quelante del HS

La actividad quelante del HS fue medida por la inhibicion de la formacién del complejo
Fe?*-ferrocina, el cual puede ser medido por absorbancia a 562 nm. La formacién del
complejo de Fe?*-ferrocina fue incompleta en la presencia de HS, ya que el HS
compite por el metal con la ferrocina. A los 20 min de reaccién, el HS mostré una
actividad quelante de 37.32%, en comparacion con 38.59% del EDTA (Figura 12). Es
decir el HS tiene una actividad quelante muy significativa y similar a la del EDTA.
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Figura 12. Actividad quelante del HS y EDTA medido por la disminucion del complejo Fe?*-ferrocina.
Los valores se expresan como media + desviacion estandar y @p <0.05 en comparacién con el grupo
control.
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5.3.6 Captura del 6xido nitrico por el HS.

La actividad antioxidante del HS se midié por la disminucién de la produccion del
radical 6xido nitrico (NO). El nitroprusiato de sodio en solucion acuosa a pH fisioldgico
genera espontdneamente NO, el cual en presencia de oxigeno reacciona para
producir iones de nitrito, los cuales se pueden cuantificar con el reactivo de Griess
(Sreejayan 1997). La Figura 13, muestra que el HS tiene una actividad antioxidante
significativa. EI HS y el a-tocoferol inhibieron la formacion de NO en 74% y 70.45%,
respectivamente. El éxido nitrico es un radical libre producido en células vivas,
participa en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos, sin embargo, su
produccion en exceso juega un papel importante en la patogénesis del dolor e
inflamacion (Reichenbach et al., 2005).
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Figura 13. Actividad antioxidante de HS medida por la formacién de radicales NO. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar y 2p <0.05 en comparacion con el grupo control positivo.

5.3.7 Método de decoloracién de B-caroteno.

La prueba de decoloracion del B-caroteno se basa en la pérdida del color amarillo de
B-caroteno debido a su reaccioén con radicales formado por la oxidacion de acido
linoleico en una emulsion. La prueba de decoloracion del B-caroteno es usada para
medir la capacidad antioxidante de un compuesto o una mezcla, es decir, de inhibir
la oxidacion de [B-caroteno en la fase de iniciacion, asi como en la fase de
propagacion (Koleva et al., 2002). En este ensayo se determina la actividad de

antioxidantes hidrofébicos, ya que estos tienen afinidad por la fase lipidica, donde
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pueden reaccionar con los radicales peroxilo evitando la oxidacion del B-caroteno
(Frankel y Meyer 2000). El HS fue més activo comparado con el extracto MeOH. El
HS inhibi6é 79% la oxidacion del B-caroteno a los 90 min de reaccién (Figura 14). La
actividad antioxidante del HS fue mayor que la reportada para los extractos de otras

plantas (Materska y Perucka 2005).
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Figura. 14. Ensayo actividad antioxidante del HS y a-tocoferol usando el método de decoloracién del
B-caroteno. Los valores se expresan como media + desviacion estandar y 2p <0.05 en comparacion
con el grupo control.

5.3.8 Actividad antioxidante del HS mediante el ensayo de tiocianato (FTC).

En este ensayo, el ion ferroso se oxida por los radicales linoleato
(hidroperdéxidos) para formar el ion férrico que forma un complejo tiocianato-férrico
(FTC) que es medido a 500 nm. La Figura 15 muestra que el HS inhibe la oxidacién
de i6n ferroso significativamente (p <0.05). Por lo tanto, inhibié 91.89% a las 24 h
comparado con el a-tocoferol del 92.1% de inhibicién. Los compuestos antioxidantes
del HS protegen al 4cido linoleico de la peroxidacion. EI HS mostré una alta actividad

antioxidante por la inhibicion de la formacion de ion férrico.
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Figura 15. La inhibicién de la oxidacion del &cido linoleico por el HS, se expresan como media +
desviacion estandar y @p <0.05 en comparacién con el grupo control.

5.3.9 Actividad captadora del anion superoxido del HS.

El anion superéxido es un precursor de la formacion de EROS (e.g., peroxido
de hidrégeno, radical hidroxilo) en los sistemas vivos. Para determinar la actividad
antioxidante del HS se us6 el sistema xantina/xantina oxidasa que produce el anion
superéxido (02%), este ultimo reduce al NBT (las sales de tretrazolio son indicadores
coloridos muy sensibles a reacciones enzimaticas redox), y se forman un producto
insoluble azul, es decir, el formazan. Una disminucion de la absorbancia a 560 nm
por antioxidantes, indica el consumo de anion superédxido en la mezcla de reaccion.

En la Figura 16 se muestra que el HS tiene una actividad antioxidante
significativa (a 100 pug/mL), 97.9+ 2.88% de inhibicion de la reduccion del reactivo
NTB, comparado con el control superoxido dismutasa 42.2 £ 0.54% de inhibicion (p
<0.05). El superoxido se ha implicado en las reacciones de oxidacion relacionadas
con la diabetes y el envejecimiento. Por lo tanto, la disminucién de la formacion del
anion superoxido es importante para evitar la propagacion de la formacién de EROs.
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Figura 16. Actividad antioxidante del HS y SOD en la inhibicién de la formacién de radicales
superéxido. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3) y ?p <0.05
en comparacion con el grupo control.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la
eleccion de los disolventes de extraccion no puede ser arbitraria, por lo tanto, un paso
muy importante es la basqueda de un disolvente que pueda extraer los componentes
con capacidad para inhibir los radicales libres. Ademas, un disolvente puede ser el
mas adecuado para una especie de planta y no para otra. Como ejemplo, en esta
investigacion el uso del hexano como disolvente, es el mas adecuado para la

extraccion de componentes con actividad antioxidante.

5.4 Actividad hipoglucemiante.

5.4.1 Evaluacion de la toxicidad de los extractos.

Las suspensiones acuosas de los extractos de hexano, cloroformo y metanol
de P. auritum no causaron ninguna mortalidad en las ratas a dosis de 3 g/kg de peso
corporal, tampoco se encontraron reacciones toxicas a ninguna de las dosis usadas

en este estudio.

5.4.2 Evaluacion del peso corporal, laingesta de alimentos y agua en ratas.
Cuando las ratas son inyectadas con estreptozotocina (STZ) rapidamente se

observan los signos caracteristicos de la diabetes: destruccion de las células-3,
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trastorno de la secrecidon de insulina lo que causa alteraciones fisico-metabdlicas,
aumento de los niveles de glucosa, menor peso corporal, aumento de la ingesta de
alimentos y agua en comparacion con el control normal. En la Tabla 2 se muestran
el peso corporal, el consumo de comida y agua en el grupo control, y en el grupo de
animales diabéticos. La induccion de diabetes por STZ (50 mg/kg) dio como resultado
una elevada ingesta en ambos controles. Como se muestra en la Figura 17 la tasa
de éxito de la induccion de diabetes (definida como una concentracion de glucosa en
sangre de 13 mM y un consumo de agua mayor de 100 mL/d en el séptimo dia) fue
de aproximadamente 90%. Todos los controles de ratas Wistar sobrevivieron a cuatro
semanas después de la inyeccion de STZ. En control diabético la concentracion de
glucosa en sangre se mantuvo elevada (> 13 mM) durante las cuatro semanas de
evaluacion.

Se observo una disminucion significativa del peso corporal en las ratas
diabéticas en comparacion con las ratas control durante los 28 dias que duro el
estudio. Sin embargo, la administracion diaria del HS a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg
a ratas diabéticas aumento el peso corporal, por ejemplo a 400 mg HS/kg presento
la mayor ganancia de 192.4g de 225.1g, p<0.05. También la administracion de HS
dio lugar a una disminucion de la ingesta de agua y alimentos en comparacion con
las ratas normales de los grupos experimentales. Estas observaciones podrian

deberse al efecto de HS en los niveles de glucosa en sangre.

8
> 25
C
©
UC’ 20
(]
© 15 Control Normal
0 ~
2= 10 Control Diabético
35 5
(%]
()
?>J 0
> 0 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas)

Figura 17. Nivel de glucosa en ayuno de ratas normales y tratadas con STZ dentro de las 4
semanas de estudio.
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Tabla 2. Efecto del HS en caracteristicas fisico-metabdlicas de ratas.

Grupo Peso del cuerpo (g) Consumo
(mg/kg) Inicial Final Ganancia Alimento (g/d)  Agua (mL/d)
Normal 232.6£5.0 284.4+ 7.4 51.8+4.8 20.7+1.8 40.6 + 3.1
Diabético 189.4 +5.2 158.7 £ 6.3 30.7+2.6 314+1.2 139.8+5.7
HS 100 1654+29 180.8+t4.4%2 154+ 1.62 296+1.2 120.3+3.9
HS 200 177.3+4.2 186.4 + 3.12 19.1+£1.92 278+1.2 117.3+3.62
HS 400 1924+65 2251+3.7% 32.7 £3.02 24.7 £0.78 101.3 £ 2.4

Los valores se expresan como media = desviacion estandar (n=6), #(p <0.05) diferentes al control
diabético.

5.4.3 Efecto de los extractos de (HS), (CHCL3) y (MeOH) en ratas diabéticas y
no diabéticas.

Al final del experimento se evaluo el efecto de los extractos HS, CHCL3 y
MeOH en los niveles de glucosa en sangre en los grupos normal y diabético. La Tabla
3 muestra los niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas y ratas normales a
diferentes tiempos. Las ratas diabéticas presentaron un aumento significativo en el
nivel de glucosa en sangre (p<0.01) a las 24 h luego de la inyeccion de STZ. La
administracion oral de HS a dosis de 400 mg/kg produjo efecto hipoglucemiante
significativo en el grupo normal después de 4 h, en comparacién con el control no
diabético (p <0.05). La administracién oral del HS a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg,
produjo efecto hipoglucemiante, porque disminuyé significativamente los niveles de
glucosa en sangre en ratas diabéticas después de 6 h, en comparacion del control
diabético. Es decir, HS (200 y 400 mg/kg) disminuy® los niveles de glucosa en sangre
en 37.7 y 50.9% respectivamente, comparado con los controles positivos de
tolbutamida (40 mg/kg) y glibenclamida (0.5 mg/kg), que produjeron reducciones de
glucosa de 48.8% y 42.1%, respectivamente. Sin embargo, el extracto de cloroformo
a la misma dosis no produjo ningun efecto hipoglucémico. El extracto de metanol
produce solo un efecto pequefio por lo que los resultados no se presentan aqui. En
este estudio, se encontrd que la suspension acuosa del HS redujo significativamente
los niveles de glucosa en plasma en las ratas diabéticas de unamaneradosis-

dependiente.
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Tabla 3. Efecto del HS en el nivel de glucosa en sangre en ratas en ayuno, no diabéticos y diabéticos

Grupo
(mg/kg)

En el momento

de la agrupacion

Los niveles de glucosa en sangre (mg/dl) en diferentes intervalos de tiempo (horas)
4h

12 h

Control Normal

Normal + HS 100
Normal + HS 200
Normal + HS 400

Normal + TB 40
Diabético

Diabético + HS 100
Diabético + HS 200
Diabético + HS 400

Diabético +TB
Diabético + GB

100.22 + 4.672

107.39 + 2.642
106.01 £ 3.12
100.17 £ 4.67

103.56 + 3.27
343.68 =+ 3.56a

361.28 + 4.19
342.75+ 3.812
309.78+ 2.802
329.73 + 5.72

335.90 + 5.182

2h 6h 8h
100.30 £ 1.26 101.61+1.38 104.38 + 1.42 99.59+ 1.75
91.18 + 3.67b 82.28 £ 1.95b 79.36 £ 2.592 83.59 + 3.51+a

83.37 + 5.372ac
79.24 + 4.383c

82.48 + 4.753c¢

349.32+ 4.172

346.12 + 4.462
318.57 + 2.98P°
287.15 + 5. 53°

254.17 + 6.36°
263. 68+ 6.21°¢

64.45 + 2.482ac
57.36 + 2.38a¢

64.30 + 2.58 3¢

345.29 + 4.10°

31767+ 4752
228.37+ 2.58°
221.35+ 2.528

193.20 + 4.232
220.47 + 2.712

60.13 + 1.63ab
54,19 + 1.80P¢

60.27 + 1.482ab

346.71 + 5.16

284.32+ 4.362
215.78 + 4.21°
170.21 + 2.34°¢

169.42 + 2.09 ¢
200.47 +2.83°€

61.29 + 2.372c
56.43 + 2.853¢

63.18 £ 2.392ac

342.39 + 4.47

301.16 + 4.292
228.39+1.39°¢
188.18 +1.78 2

190.47 + 2.192
208.38+1.56 2

100.68 + 0.90

91.49+ 0.782
72.21+ 1.50°
69.89+ 1.34b

70.42 £ 2.31P¢

348.42 + 5.33

31021+ 3.192
24211 + 4.12°
219.42 + 3.57°

220.75 +5.26 P
252,37 + 2.48P

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 6), 3 <0,05, en comparacion con el grupo de control normal; ® p <0,05, en comparacion
con el grupo control diabético, como controles tolbutamida (TB) y gibenclamida (GB).
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5.4.4 Prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratas tratadas con HS.

Después de la administracion de HS por 28 dias a las ratas, se realiz6 una
prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) para evaluar la sensibilidad en los
animales a una sobrecarga de glucosa. En la Tabla 4 se muestran los niveles de
glucosa en sangre postprandial en ratas. Se observa un aumento rapido (dentro de 30
min) y significativo del nivel de glucosa en todos los grupos de ratas después de la
carga de glucosa, y en las ratas diabéticas permanece alto hasta los 120 min. El
tratamiento con HS a 200 y 400 mg/kg a ratas diabéticas produjo una disminucién de
glucosa en la sangre de un 50.3% y 57.9%, respectivamente a los 120 minutos con
respecto al grupo control diabético, también se compardé con los controles positivos de
TB (40 mg/kg) y GB (0.5 mg/kg), que produjeron reducciones de glucosa de 45.7% y
52%, respectivamente. Estos resultados reflejan la eficacia del extracto HS para

controlar los niveles de glucosa en la sangre.

Tabla 4. Efecto del HS en la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) en ratas

diabéticas.
Los niveles de glucosa en sangre (mg/dL)

Grupos 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Normal 91.46+1.82 179.65+3.17 160.43+2.83 127.49+249 9590+ 1.53
Control Diabético 268.78 +3.42° 344.16 £ 1.36® 409.23 +5.21* 373.41+5.12* 34853 +3.71°
Diabético HS 200 277.01 +4.06*° 339.11+2.38% 284.53+251° 222.41+3.19° 173.13+2.49°
Diabético HS 400 271.23+4.71* 332.40+5.12% 25227 +4.71° 20551 +3.14° 146.89 + 1.45°
Diabético +TB 255.65+4.35 322.13+5.45% 275.05+3.6° 287.12+25° 189.34 +1.69¢
Diabético +GB 265.30 £8.00 315.25+2.25% 295.05+4.4° 263.11+4.78° 167.36 +1.69°

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 6), 2(p <0.05) en comparacién con el
grupo normal, °(p <0.05) en comparacion con el grupo diabético, ¢(p <0.05) en comparacion con los
grupos normal y diabético.

5.4.5 Colesterol total, triglicéridos, LDL-colesterol y los niveles de TBARS en el
higado y rifldn en ratas diabéticas después del tratamiento con HS.

La Tabla 5 muestra que en comparacion con las ratas normales, las ratas diabéticas
mostraron una elevacion significativa de: los triglicéridos en suero, el colesterol total y

los niveles de TBARS en el higado y rifion, mientras que el HDL disminuyd. La
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administracion diaria del HS a una dosis de 400 mg/kg durante 28 dias redujo
significativamente el colesterol total y los triglicéridos en 47% y 51%, respectivamente.
Es decir, el HS tiene un efecto positivo en los perfiles de lipidos séricos de las ratas
con diabetes, el efecto fue semejante al que se obtiene con GB. La diabetes conduce
a la peroxidacion lipidica, los TBARS son un indice de la peroxidacion lipidica
endogena en diabéticos. Por lo tanto, la medicion de TBARS se utiliza para determinar
el nivel de estrés oxidativo que se produce cuando la produccion de radicales libres
supera a las defensas antioxidantes (Narvaez et al., 2007; Goh y Cooper 2008). Los
niveles de TBARS disminuyeron en 37% en higado y 32% en rifidn en el grupo
diabético tratado con HS a 400 mg/Kg. La administracion de HS tiene un efecto en

disminuir la hiperlipidemia asociada con la hiperglucemia.

Tabla 5. Efecto del HS en los triglicéridos, colesterol total y HDL-colesterol en plasma,
y TBARS en higado y rifidn en ratas diabéticas.

Colesterol
Grupo Triglicéridos Colesterol total HDL TBARS (uM/g)

(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) Higado Rifion
Control Normal 91.12 +5.23 129.46 + 3.29 69.11+2.19 0.99+0.005 1.6 +0.008
Control Diabético  187.45 + 4.35? 247.23+ 1.67° 35.36+157* 1.61+0.007% 2.5+0.007%
HS 200 127.25+4.12%  152.36+2.98%  5240+280%®  1.26+0.003* 1.9 +0.003%®
HS 400 91.78 +6.03% 130.21+3.17%®  58.12+1.95%® 1.01+ 0.006% 1.7 +0.005%

Todos los valores se expresan como media £ SEM, n = 6 valores. 2p <0.05 en comparacién con el grupo
control normal, Pp <0.01 en comparacion con el grupo control diabético.

5.4.6 Efecto del HS sobre la actividad de glucosa-6-fosfatasa (G6Pase),
glucosacinasa (GK), hexocinasa (HK) y el glucégeno.

En el estado diabético las células experimentan un descenso de glucosa, lo cual
dispara otras rutas metabdlicas para el uso de fuentes de carbono alternas como
glucégeno, acidos grasos Yy lactato entre otras. El paso final para la formacion de
glucosa a partir de fuentes de carbono alternas implica la desfosforilacion de la
glucosa-6-fosfato mediante la G6Pase. La Tabla 6 muestra el efecto del HS en las
actividades de G6Pase, GK y HK, ademas del contenido de glucdégeno en higado y en
musculo esquelético. La administracion de HS, a dosis de 400 mg/kg de peso corporal

a las ratas diabéticas, aument6 el contenido de glucégeno hepético en 89% vy las
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actividades GK (59%) y HK (18.9%), mientras que la actividad G6Pase disminuyo
(41.2%) casi a los valores normales. Efendic et al., 1988 mencionan que una de las
enzimas clave en el catabolismo de la glucosa es la hexocinasa, el cual fosforila la
glucosa y la convierte en glucosa-6-fosfato. Por lo tanto, el aumento de la actividad de
la hexocinasa puede promover la glucdlisis y aumentar la utilizacion de la glucosa para
producir energia. EI HS tuvo un efecto positivo en términos de uso de la glucosa para
formar glucégeno, lo que sugiere una mayor utilizacion de glucosa periférica. Las ratas

normales no mostraron ninguna alteracion significativa.

Tabla 6. Efecto del HS sobre las actividades de enzimas (G6Pase, HK y GK), el
contenido de glucdégeno en ratas diabéticas.

Grupos G6Pase GK Glucogeno (mg/g) HK
(mg/kg) (mU) (mU) Higado  Musculo esquelético (U/mg proteina)
Control Normal 0.39+0.005 3.25+0.06 19.57 £3.12 11.56 +2.74 1.61+£0.01

Control Diabético 0.68 +£0.003* 1.20+0.01* 9.22 +2.242 439+1.24% 1.29 + 0.04%
Diabético+HS 200 0.47 £0.005® 2.60+0.08%° 13.38+1.28° 9.32+1.69° 1.53+0.01

Diabético+HS 400 0.40+0.007° 2.89+0.05% 17.49+147° 10.74+2.16" 1.59 +0.02%

Diabético +GB 0.36 +0.009° 3.11+0.07° 17.78 +1.30° 11.01 +1.98° 1.60 +0.03°

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 6), ?p <0,01, en comparacién con el
control normal y ®p <0.001 comparado con el grupo de control de la diabetes.

5.4.7 Efecto del HS en las enzimas antioxidantes superdoxido dismutasa,
catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa hepaticas y renales.

La hiperglucemia induce estrés oxidativo, el cual puede causar dafio a las células
hepéticas y renales. Una excesiva produccion de EROs puede inactivar las enzimas
antioxidantes tales como SOD, GRd, GPx, CAT. Lo anterior juega un papel clave en el
desarrollo de las complicaciones de la diabetes (Mora et al., 2009). El efecto
antioxidante del HS se muestra en la Tabla 7. Las ratas diabéticas mostraron una
reduccion significativa en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GRd y
la GPx en los tejidos hepéaticos y renales. La administracion crénica de HS a 400 mg/kg
aumento los niveles SOD en 76.6%, CAT 56.4%, GRd 92.8% y GPx 34% en higado
de ratas diabéticas. Los niveles de actividad de los dos grupos tratados con HS fueron

comparables a los de las ratas tratadas con el medicamento estandar glibenclamida.
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La administracion HS a ratas diabéticas aument6é las actividades de las enzimas

antioxidantes en el higado y el rifion, a niveles cercanos a los normales. Esto muestra

que P. auritum estimula la defensa antioxidante de las células de higado y rifion.

Tabla 7. Efecto del HS sobre la actividad de enzimas antioxidantes en higado y rifién
en ratas diabéticas.

Parametros Control Normal Control Diabético  Diabético+HS Diabético+ HS Diabético+ GB
(200 mg/kg) (400 mg/kg) (5 mg/kg)

SOD-Higado 7.56 £2.29 3.81+0.872 5.49£0.59 6.73 + 0.49° 6.81 £0.32
SOD-Rifién 13.84 +2.43 7.14 +1.64° 10.21 +2.98° 12.76 £1.38°  13.08 +£0.87"
CAT-Higado 82.13+5.21 44.61 £ 2.722 61.32 £ 1.54°¢ 69.79 £2.37°  70.21 +2.16°
CAT-Rifi6n 34.98 + 1.65 20.73 £0.76% 30.20 + 2.542 33.45+ 251 34.08 + 1.58°
GRd —Higado 47.03 + 1.43 21.78 +1.28° 36.84+1.17°  42.01+1.34> 4257 +219"
GRd —Rifion 24.16 + 0.62 5.78 +1.382 16.81 + 1.41° 19.10 +2.03°  19.79 +0.90°
GPx — Higado 7.28 £4.27 4.29 +1.312 511+1.85 5.75 + 4.06° 5.90 + 1.68°
GPx —Rifi6n 5.94+1.42 3.51+1.842 4.16+1.21° 4.71 +2.46° 473 +2.87°

Los valores se expresan como media *+ desviacion estandar (n = 6), ?p <0.01, en comparacién con el
control normal y Pp <0.001comparado con el grupo de control de la diabetes. Gibenclamida (GB). Los
valores se dan en U/mg de proteina.

5.4.8 Efecto del HS en la glicacion de la hemoglobinay en la formacion de AGEs.
La hiperglucemia conduce a la sobreproduccién de EROs. Ademas, la glicacién no
enzimatica de proteinas en presencia de EROs altera la funcion de muchas proteinas
y en consecuencia la funcion de las células-B (Njoroge y Monnier 1989). La Tabla 8
muestra el efecto del HS en la glicacion de hemoglobina y en la formacion de AGEs.
El HS a 400 mg/kg inhibié la formacion de AGEs, con un valor de ICso de 34.6 ug/mL,
comparado con la GB de ICso 39.32 pg/mL. La concentracion de hemoglobina glicada
fue significativamente mas alta en el grupo control diabético, en comparacion con ratas
normales. Las ratas diabéticas tratadas con HS presentaron una disminucion
significativa (p<0.05) de la hemoglobina-glicada (36.4%), comparado con los controles
de AG y GB que presentaron 46.2 y 37% de inhibicién. Por lo tanto, el HS de alguna

manera inhibe la formacién de AGEs de manera similar a los controles.
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Tabla 8. Efecto del HS en la glicacion de la hemoglobina y en la formacion de AGEs
de ratas diabéticas.

Tratamiento Glicosilacion Hemoglobina Inhibicién AGEs

(mg/kg) (absorbancia de 5-HMF) (%) 1Csopg/mL
Control Normal 0.86 £ 0.05 - -
Control Diabético 1.43+0.27 - -
Diabético HS 200 1.12 +0.46° 21.7 45.1
Diabético HS 400 0.91 +0.07° 36.3 34.6
Diabético + AG 0.77 £0.01° 46.2 275
Diabético + GB 0.89 +0.08° 37.0 39.32

Cada valor representa la media + desviacion estandar (n = 6), 2p <0.01, en comparacién con el grupo normal
y Pp <0.001 comparado con el grupo diabético. % de inhibicion de la glicacién de la hemoglobina se calculé
en relacion al control diabético.

La Tabla 9 muestra el efecto del HS sobre la formacion de AGEs renales. Los niveles
de AGEs renales en ratas diabéticas fueron significativamente mayores que en las
ratas normales. La administracion oral del HS a dosis de 200 y 400 mg/kg redujo los

niveles de AGEs similares a los valores grupo normal.

Tabla 9. AGEs renales

Grupo Dosis mg/kg AGEs (AU)
Normal - 0.76 £ 0.05
Diabético - 0.98 £ 0.07°
Diabético +HS 200 0.85 +0.03°
Diabético+ HS 400 0.79 £ 0.01°

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 6), p <0.01, en comparacion con el
control normal y °p <0.001 comparado con el grupo diabético.

5.5 Efecto del HS en el pancreas

5.5.1 Efecto del HS en el nivel de insulina en suero y en el pancreas.
La diabetes inducida por STZ, se acompafia de resistencia a la insulina (Liu et al.,
2010). El efecto del extracto HS sobre los niveles de insulina se muestra en la Tabla

10. En las ratas diabéticas, los niveles de insulina en suero (11.23 miU/mL) y en el
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pancreas (17.23 mU/g proteina) se redujeron significativamente con respecto al grupo
control normal (14.10 mIU/mL en suero y 27.12 mU/g proteina en pancreas)
(p<0.01). Tres semanas de administracion del HS (200 y 400 mg/kg) elevaron
significativamente (p<0.05) los niveles de insulina en suero y en pancreas en relacion
al control diabético. Por ejemplo, dosis de 400 mg/kg de HS elevaron en las ratas
diabéticas los niveles de insulina en 16.5%, casi a los valores normales. Qin et al.,
2003b encontraron efectos similares del extracto de canela, esté presenta una
disminucién de glucosa por efecto del aumento de insulina en el pancreas (células-p).
(Qin et al., 2003a) explica que el aumento del contenido de insulina en el pancreas
podria ser por la sensibilizacion de los receptores de insulina o por inhibicion de la
actividad insulinasa en el higado y riiidn, también puede ser debido a un aumento de
la tasa de glucdlisis y la disminucién de la tasa de la gluconeogénesis. Sin embargo,

no se excluye la posibilidad de otros mecanismos por los que el HS ejerce sus efectos.

Tabla 10. Efecto del HS en los niveles de insulina en suero y en pancreas.

Grupos (mg/kg ) Insulina Suero (mlIU/mL) Insulina Pancreética
(mU/g proteina)

Control Normal 14.10 £ 4.5° 27.12 + 2.1°
Control Diabético 11.23+7.3° 17.23 +4.8°
Diabético+HS 200 12.15+6.5 2045+ 19
Diabético+HS 400 13.08 +6.3° 25.89 +2.6°

Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n = 6), ?p <0.05, en comparacion con el
control normal y Pp <0.05 comparado con el grupo diabético.

5.5.2 Efecto del HS sobre las enzimas antioxidantes del pancreas.

La sobreproduccién de EROs es un factor de riesgo importante en el desarrollo de las
enfermedades del pancreas. Estudios previos han informado un aumento de la
peroxidacion de lipidos en pancreas de ratas diabéticas (Yilmaz et al., 2004). Al
parecer esto se debe a un aumento del estrés oxidativo en células como resultado del
agotamiento de los sistemas antioxidantes, asi como también por la glicacion no
enzimatica de las enzimas antioxidantes (Son et al., 2013; Eizirik et al., 1992). La
Tabla 11 muestra el nivel de peroxidacién lipidica expresada como TBARS, las

actividades de las enzimas CAT, SOD, GRd, GPx en el pancreas y los niveles de NO,
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y actividad de NO sintasa (iINOS) en suero en ratas normales y diabéticas. La enzima
INOS, es una fuente de radicales hidroxilo en la diabetes, conduce a la peroxidacion
de lipidos (Stadler et al., 2008). En el grupo de ratas con diabetes hubo un aumento
significativo en la concentracion de TBARS y de NO en el suero. El tratamiento de las
ratas con HS disminuyd significativamente la peroxidacion lipidica. Ademas, el HS
restaurd la actividad de iNOS a los niveles normales. En el grupo diabético las
actividades de las enzimas antioxidantes CAT, SOD, GRd y la GPx disminuyeron, en
comparacion con el grupo control normal. El HS aumentd significativamente las
actividades SOD, CAT, GRd y GPx en comparacion con el grupo de control diabético.
El HS al reducir los niveles de glucosa en sangre y elevar la defensa antioxidante en
pancreas ayuda a proteger las células contra un potencial dafio oxidativo producido
por EROS. Un péncreas saludable estard en mejores condiciones para producir
insulina de acuerdo a lo que las células requieren. Estos resultados sugieren que P.
auritum puede inhibir el desarrollo de disfunciones del pancreas inducidas por la

hiperglucemia crénica.

Tabla 11. Efecto del HS en las enzimas antioxidantes, TBARS en el pancreas y el NO
y iINOS en el suero.

Pardmetros Control Normal Control Diabético Diabético+HS Diabético+HS
(200 mg/kg) (400 mg/kg)
SOD 54.14 + 2.43 37.41 £ 1.642 44.21 +2.98° 49.76 + 1.38°
CAT 59.98 + 1.65 25.73 £0.76% 46.20 £ 2.542 51.45 +2.51
GRd 12.16 + 0.62 5.78+1.38° 8.91+1.41° 11.10 +£2.03°
GPx 4.28 +1.42 2.51 +1.842 3.16 +1.21° 3.89 + 2.46°
TBARS (mM/mg 1.93+£0.18 2.84+0.172 1.99 +0.13% 1.56 +0.15%®
proteina
NO (uM) 25.76 £3.18 40.38 £2.94% 35.59 + 3.78% 30.12+1.98%®
iNOS (U/mL) 10.98 £ 2.6 20.31 +4.32° 16.27 + 1.76° 13.05 + 1.90°

Todos los valores se expresan como media *, desviacidn estandar (n = 6) ?p<0.01 en comparaciéon
con el grupo control normal; °p<0.01 en comparacién con el grupo control de la diabetes. Las
actividades de las enzimas antioxidantes se expresan en U/mg de proteina.
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5.5.3 Efecto protector del HS a células-B pancreaticas sometidas al estrés
oxidativo.

La oxidacién de las proteinas ha sido estudiada ampliamente, el dafio de las
proteinas inicia por una fuga de electrones, reacciones de ién-metal y autooxidacion
de lipidos y azucares (Dean et al., 1997). A largo plazo se cree que EROs y AGEs
desempefian un papel importante en el desarrollo de las complicaciones diabéticas y
pueden alterar la funcién de las células-f3 del pancreas y conllevar al incremento de la
resistencia a la insulina en pacientes con diabetes tipo 2. En las células RIN-5F
tratadas con AGE1 (glucosa) y AGE2 (gliceraldehido), la fluorescencia después de 4
h, fue significativamente mayor a la de las células tratadas solo con BSA (controles).
La intensidad de la fluorescencia de las muestras del grupo tratado con HS y ya sea
AGEL1 o AGEZ2 fue significativamente mas bajo que la de los controles (Tabla 12). Las
células RIN-5F (AGE1l, AGE2) tratadas con HS durante cuatro horas, dio como
resultado una reduccion de 59.8% (RIN-5F+AGE1+HS) y 51.82% (RIN-5F+AGE2+HS)
de la fluorescencia con diferencias significativas (p<0.05). Por lo tanto, nuestros datos
demostraron que HS protege a las células RIN-5F de la oxidacién por los radicales
libres que reaccionan con el reactivo HDCF. Este resultado sugiere que el HS puede

reducir el estrés oxidativo en las células RIN-5F.

Tabla 12. Efecto protector del HS a células-B pancreaticas sometidas al estrés
oxidativo.

Fluorescencia

Grupos niveles intracelulares EROs
BSA 12.1 +3.48°

BSA+ HS + RIN-5F 5.3 +1.76°

AGEL1 + RIN-5F 19.45 + 3.212

AGE1+ RIN-5F + HS 7.82 +1.63°

AGE2 + RIN-5F 30.45 + 4.50°

AGE2 + RIN-5F + HS 14.67 + 3.24°

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3), a, b p <0.05

En resumen, el HS mostro actividad hipoglucemiante a través de la disminucién de los
niveles de glucosa y aumento de los niveles de insulina, como también el HS presenté
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un efecto positivo en la reduccion en los niveles de colesterol y triglicéridos, y el
aumento del sistema de defensa antioxidante. Todo esto indica que el HS a través de
la inhibicion del estrés oxidativo y la formacién de AGEs seria util en la prevencion de
complicaciones de la diabetes.

Etapa 2.
5.6. Aislamiento de endéfitos y evaluacidn de actividad antiglicacion de los
extractos de los cultivos.

5.6.1 Aislamiento de bacterias.

Se aislaron 75 bacterias y siete actinomicetos. La Figura 18 muestra el porcentaje de
bacterias aisladas en los diferentes medios de cultivo (R2A, TSA, AN) utilizados. La
Figura 19 presenta el porcentaje de aislados por tejido (hoja, flor, tallo joven, tallo viejo)
de P. auritum, mientras que la Figura 20 muestra las aislados por localidad (PS1 y
PS2). El mayor niumero de aislados fue a partir de hojas, en el medio TSA y en el sitio
PS2.

Figura 18. Bacterias aisladas de P. auritum en los diferentes medios de cultivo.
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Figura 19. Bacterias aisladas de P. auritum en los diferentes tejidos.

Figura 20. Bacterias aisladas de P. auritum en los dos sitios PS1y PS2.

5.6.2 Aislamiento de hongos.
Se aislaron 43 hongos. EI mayor numero de aislados se obtuvieron de hojas y en el
sitio PS2, como se puede observar en el anexo 3.

5.6.3 Cultivo de las bacterias, obtencion del extracto de acetato de etilo y

evaluacion de la actividad anti-AGEs.

En este trabajo se estudiaron 23 aislados bacterianos seleccionados. Cada aislado se
cultivd por separado y se obtuvieron los extractos de acetato de etilo (E1 a E23) de

cada cultivo.
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Se realizaron dos cultivos de cada una de las cepas 1 a 8. El primer cultivo con una
duracion de 24 h y el segundo de 48 h. En la Figura 21 se observa el porcentaje de
inhibicion de la formacién de AGEs in vitro, de los extractos de acetato de etilo de cada
cultivo. Los extractos del cultivo de 24 h de las cepas E2, E7 y E8 inhibieron la
formacion de AGEs en 93.22 %, 83.74% y 88.73%, respectivamente. Los extractos de
cultivo de 48 h de las cepas E4, E7 y E8 inhibieron la formacion de AGEs en 93.87 %,
89.46% y 92.93 %, respectivamente. Es decir los extractos de cultivos de 24 y 48 h de
las cepas E7 y E8 presentaron actividad.
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Figura 21. Efecto de los extractos de acetato de etilo de 8 cepas en la formacion de AGEs.Los valores
fueron medidos por triplicado, base seca los extractos, % de inhibicién de los extractos a 10 mg/mL,
aminoguanidina 10 mM, se muestra la media y la desviacién estandar.

Las 15 cepas restantes se cultivaron Unicamente por 48 h. En la figura 22 se
observa el porcentaje de inhibicion de la formacién de AGEs de los 12 extractos que
mostraron alguna actividad. Los extractos E13, E14, E11, E9, y E16 inhibieron en
mayor grado la formacién de AGEs (94.6%, 92.3%, 76.06%, 77.51%, 78.96%,

respectivamente) y tres cepas no presentaron actividad.
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Nueve (E2, E4, E7, E8, E9, E11, E13, E14 y E16) de los 23 extractos evaluados
mostraron una alta (>50%) actividad anti-AGEs. Entre estos extractos se seleccionaron
cinco extractos (E2, E4, E7, E8, E14) para estudios posteriores, es decir, los que

presentaron actividad mayor al 90 %.

Se realiz6 un nuevo cultivo de los aislados E4, E7, E8, E2 y E14 a diferentes
tiempos de incubacién (0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 60 h). En la Figura 23 se observa el
porcentaje de inhibicion de la formacion (AGESs) de los extractos de acetato de etilo de
los cultivos anteriores. Los extractos de E4, E7, E8, E2 y E14 inhibieron la formacion
de AGEs desde las 12 h y fue aumentando durante las primeras 48 h, hasta alcanzar
alrededor del 90% de inhibicion. El control positivo con aminoguanidina inhibio la
formacion de AGEs en alrededor del 53%.
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Figura 22. Efecto de los extractos de acetato de etilo de las cepas (9-22) en la inhibicién de la formacion
de AGEs.Los valores fueron medidos por triplicado, los extractos enbase seca,% de inhibicion extractos
a 10 mg/mL, aminoguanidina 10 mM, se muestra la media y la desviacién estandar.
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Figura 23. Efecto de los extractos E4, E7, E8, E2 y E14 obtenidos a diferentes tiempos de cultivo en la
formacién de AGEs, usando el modelo de reaccion in vitro BSA—glucosa. Los valores fueron medidos
por triplicado, los extractos enbase seca, ¢ % de inhibicion a 1 mg/mL, aminoguanidina a 10 mM, se
muestra la media y la desviacién estandar.

Para evaluar el efecto de la temperatura de cultivo en la actividad anti-AGEs de
los extractos, se obtuvieron extractos de cultivos seleccionados a 30 °C. En la Figura
24 se observa el porcentaje de inhibicion de la formacion (AGES) de los extractos de
las cinco cepas cultivadas a 30°C. Todos los extractos mostraron actividad anti-AGEs
alrededor del 90%, en comparacion con el control positivo con aminoguanidina que
presenta un 53%. Se puede observar que la temperatura no tiene un efecto
significativo en la inhibicién de formacion de los AGEs, al menos a las temperaturas
ensayadas (22 y 30 °C).
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Figura 24. Efecto de los extractos E4, E7, E8, E2 y E14 obtenidos de cultivos a 30 °C.Los valores fueron
medidos por triplicado, los extractos enbase seca,% de inhibicion a 1 mg/mL, aminoguanidina 10 mM,
se muestra la media y la desviacién estandar.
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5.6.4 Actividad antioxidante de los extractos de los 23 cultivos.

Se realiz6 una prueba rapida de actividad antioxidante (decoloracién de B-caroteno
en placa fina) a los extractos obtenidos de cultivos de los 23 aislados. Los extractos
de los aislados E2, E6, E9, E11, E14 y E16 fueron positivos (coloracién amarilla) en el
ensayo de actividad antioxidante. Los extractos de las cepas que presentaron tanto
actividad antiglicacion, como actividad antioxidante fueron E2, E9, E11, E14, E16.

5.6.5 Identificacion taxondmica de las cepas con actividad anti-AGEs

A partir del DNAg de las cepas E2, E4, E7, E8, E9, E11, E13, E14 y E16, cuyos
extractos presentaron actividad anti-AGEs mayor del 50%, se amplificaron por PCR
las regiones del rDNA 16S y se secuenciaron. Las secuencias fueron comparadas con
las existentes en base de datos de GeneBank (NCBI) y se recolectaron las secuencias
similares (Anexo 4).

De manera similar, el gen rpoB se us6 como housekeeping para confirmar la
identidad de la cepa 8-1. La secuencia al ser comparada con secuencias del Genebank
mostré un porcentaje de similitud del 97% con respecto a las especie protegens. El
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arbol filogenético (Anexo 5) fue construido a través del software Mr Bayes con la
secuencia de la cepa 8-1 y un muestreo de secuencias depositadas en la base de
datos del GenBank (NCBI). Con base en las secuencias del rDNA 16S y rpoB, el
aislado 8-1 fue identificado como Pseudomonas protegens.

5.6.6 Purificacion del compuesto activo a partir de la fraccion 8-1 2222 obtenida

del extracto de cultivo de la bacteria Pseudomonas protegens 8-1.

La purificacién del HS se realizd por cuatro fraccionamientos por CCF y CC, que
fueron explicados en el inciso (4.3.7.5), se obtuvo la fraccion 8-1 2222. La fraccion 8-
1 2222 se purific6 mediante HPLC-Semipreparativo, se realizaron 30 purificaciones de
la siguiente forma: Se inyectaron 3 mL de la fraccion 81222-2 (2 mg/mL), y se eluyo
en modo isocratico con la fase mévil de MeOH grado HPLC: H20 MilliQ (60:40%), a
flujo de 3 mL/min, UV 270 — 220 nm. Se obtuvieron en cada caso 45 fracciones. Como
ejemplo, la Figura 25 muestra un cromatograma de la purificacién (16) de la fraccion
8-1 2222. Se observan los picos 1 a 3, con tiempos de retencién de 7.5 min, 27.23 min
y 45.050 min respectivamente. En el HPLC-analitico se analizaron los perfiles de cada
fraccion, asi las 45 fracciones originales se agruparon en tres. El pico de mayor
abundancia (a 270 nm) se encontro en las fracciones 17- 23 correspondiente al tiempo
de retencion del pico 2. Después de eliminar el metanol por evaporacion (rotavapor) la
fase acuosa se liofilizo, la fraccién pura fue denominada 8-1 2222-2, con un peso de
16.6 mg, soélido blanco, se analizé6 mediante RMN 'H y13C, IR, MS.

5.6.7 Elucidacion estructural del compuesto de la fraccion (8-1 2222-2).
La fraccion 8-1 2222-2 (polvo blanco), después del andlisis de los espectros se

obtuvieron los siguientes datos.

2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG)

M. p.: 161-163 °C, Lit (168 — 170°C) [Zakrzewski et al., 1997] (161 — 163 °C [Tada et

al., 1992], 173 — 174 °C [Sato et al., 2005]).

IR v [cm™]): 3390 (OH br), 1598, 1562, 1429 (conjugado aromatico C=0 con puentes

de hidrégeno intramoleculares C=C), 1364 (C-OH), 1223 (C-0O). *H NMR (Acetona-ds,

300 MHz): 5.96 (s, 1H, Ar-H), 3.32-3.30 (br s, 3H, OH) 2.65 (s, 6H, 2 COCH3s); *3C-
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NMR (Acetona-ds, 75.4 MHz): 206.1 (2 C=0), 173.5 (2 Car- OH), 171.1 (Car-OH),
105.8 (2 C-COCHz3), 96.5 (Ar-H), 32.9 (2 CHs). ESITOFMS m/z 211.0601 [M + HJ]*,
Calc: para C10H100s, 211.0601; MS (EI, 70 eV, m/z, int%): 210 (41, [M]*), 195 (100, [M
- CH3]"), 177 (66, [M - H20 - CHs]"), 149 (7, [M - H20 - COCHjs]").

La féormula molecular se determind, como CioH100s calculada a partir del ion en m/z
211.0601 en el HR-ESIMS (Figura 26 a,b,c). Los espectros de IR revelaron la
presencia de bandas en 1598, 1562, 1468 cm™ atribuibles al arilcetona conjugado y
con puentes de hidrégeno intramoleculares. Las bandas anchas en 3390 corresponden
a la vibracion O-H y la 1364 a la vibracion (C-OH). (Figura 27).

Datos de RMN !H de DAPG, la ampliacién de las sefiales del espectro de RMN *H
para DAPG (Figura 28) indica la presencia de una sefial caracteristica de un proton
aromatico que aparece a ® 5.96 (1H, singulete, H-6), dos sefiales de grupos de
hidroxilo en un intervalo de 6 3.32- 3.30 (3H, s, OH-1, OH-5 y OH-3) y una sefial de los
grupos metilo & 2.65 (s, 6H, 2 COCH3- H8 y H10).

En el espectro de RMN *3C (Figura 29a,b) se indica la presencia de cinco sefiales
correspondientes a los carbonos aromaticos 6 206.1 (C7, C9), 173.5 (C-3), 171.1 (C-
1, C5), 105.8 (C-2, C4), 96.5 (C-6), 32.9 (C-8, C10). La sefial en 32.9 corresponde a
los carbonos metilos (CHs3) (C-8, C10) y las sefiales en 105.8 (C-2, C4)
correspondientes a los carbonos unidos a los grupos carbonilos y la de 96.5 que
corresponde al CH aromatico sustituyentes en la estructura.

El espectro también pone en evidencia que en el anillo hay una sustitucién simétrica
en los carbonos C-2 y C- 4 con respecto al enlace bencilico observada por el singulete
para seis protones.

La estructura DAPG (Figura 30) fue confirmada por RMN 'H y 13C, MS, HRMS e IR.
Todas las sefiales obtenidas a partir de los espectros fueron consistentes con los datos
descritos en la literatura sobre el compuesto en cuestién (Campbell y Coppinger 1951;
Keel et al., 1992; Harrison et al., 1993; Marchand et al., 2000; Sato et al., 2005).
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Figura 25. Cromatograma de la fraccién 8-1 2222 purificada por HPLC -Semipreparativo, isocratico (fase mévil MeOH: H,O 60:40) 3 min/mL, a
270 nm.
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+TOF MS:>0.137 to 0.154 min from AN-050914-8-1-2222-245-01.wiff Agilent, subtracted (1.094 to 1.306 min)
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Figura 26a. Espectro de masas de la fraccion pura (8-1 2222-2) aislada del extracto de acetato de etilo de P. protegens 8-1
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Elemental composition calculator

Target m/z: +211.0601 amu

Tolerance: +5.0000 ppm

Result type: Elemental

Max num of results: 100

Min DBE: -0.5000 Max DBE: +300.0000

Electron state: Even

Num of charges: 1

Add water: N/A

Add proton: N/A

Elements Min Number Max Number:
il o) 0 50
2 H 0 50
3 N 0 10
4 (o] 0 10
k: |
Formula ] Calculated m/z (amu) mDa Error PPM Error | DBE
1 C10 H11l 05 211.060100 -0.024060 -0..113995 5.5

Figura 26b. Resultado composicién elemental de la fraccion pura (8-1 2222-2) por la comparacién con la base de datos
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Figura 26c. Espectro de masas (GS-MS) fracmentacion de la fraccion 8-1 2222-2 del extracto de acetato de etilo de P. protegens 8-1.
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Figura 28. Espectro RMN *H (300 MHz) de DAPG aislado del extracto de acetato de etilo de P. protegens 8-1, acetona-ds
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Figura 29a. Espectro RMN *3C ( 75.4 MHz) de DAPG aislado del extracto de acetato de etilo de P. protegens 8-1, acetona-ds
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Figura 29b. Espectro RMN *3C (75.4 MHz) de DAPG aislado del extracto de acetato de etilo de P. protegens 8-1, acetona-ds
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Figura 30. Estructura del DAPG

5.6.8 Actividad antiglicacién de las fracciones del extracto de cultivo de P.
protegens 8-1 por la reaccion in vitro BSA—glucosa.

En la Figura 31 se muestra el efecto inhibitorio en la formacion de AGEs de las
fracciones F222-1 a F222-4, y del DAPG (fraccion 81222-2). La mayoria de las
fracciones y el DAPG inhibieron alrededor del 90% la formacion de AGEs, en
comparaciéon con 68.09% de inhibicion obtenido con el control positivo de

aminoguanidina.
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Figura 31. Efecto de las fracciones F 222 1 a F 2224 y F2222-2 en la actividad anti-AGEs. Los valores
fueron medidos por triplicado, los extractos enbase seca, % de inhibicion a 1 mg/mL,
aminoguanidinalOmM, se muestra la media y la desviacién estandar.
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5.6.9 Efecto del DAPG en la formacion de AGEs (por varios mecanismos).
Adicionalmente, se evaluo la inhibicién de la formacién de AGEs por DAPG, in
vitro, utilizando el modelo metilglioxal (MGO) de acuerdo a Brownlee et al., 1986.
Ademas, para evaluar la inhibicion de formacion de compuestos de Amadori, se
realizd el ensayo de fructosaminas, basado en la reducciéon de NTB (Johnson et
al.,1983). Dado que la fragmentacion y los cambios conformacionales de proteinas
gue conducen a la formacion de aductos fluorescentes, pueden depender de los
radicales hidroxilo producidos por la autooxidacion de azucares, se evalud la
capacidad del DAPG de inhibir la hidroxilacion del benzoato de sodio, por la
autooxidacion de la ribosa de acuerdo con Hunt et al., 1988.
En la Figura 32 se muestra el efecto del DAPG en la formacion de AGEs medida por
diferentes mecanismos. El ensayo de BSA-glucosa mide la capacidad de un
compuesto dado para inhibir la adicién nucledfila de un grupo amino de proteinas
para el grupo carbonilo de la glucosa, es decir, su capacidad para inhibir el primer
paso de la formacion de AGEs (la formacion de base de Schiff). En este modelo,
DAPG a 4.8 mM inhibié la formacién de AGEs 98.8%, en comparacién con el control
positivo aminoguanidina (AG) a 10 mM que inhibi6 60.5%. EI DAPG inhibi6é la
glicacion con ECso 48.3 pg/mL, que se compara favorablemente con la de la
aminoguanidina con ECso 236.5 pg/mL. Es decir, el DAPG mostro significativamente
mayor actividad inhibidora de la glicacién que la aminoguanidina. Segun Pérez et al.,
2010, el extracto hidroalcoholico de hojas de P. auritum exhibié ECso 20.1 pg/mL.
DAPG también inhibe la formacién de AGEs en mayor medida que otros compuestos
aislados de plantas, e.g., Suzuki et al., 2002, aisl6 dos flavonas C-glicosidos de Zea
mays las cuales inhibieron la formacion de AGEs 53% y 64%. Yokozawa y Nakagawa
2004, aislaron compuestos del té (Luobuma) fueron mas activos que la

aminoguanidina.

El ensayo de BSA-MGO es un método destinado a estudiar los inhibidores de la
formacion de AGEs en una etapa intermedia. MGO se une facilmente a los grupos
amino de las proteinas y promueve la formacién productos agregados (Finotti et al.,
2001). Los pacientes diabéticos, asi como ratas diabéticas muestran
caracteristicamente niveles elevados de MGO, lo que conduce a un aumento de los
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niveles de carboximetil-lisina en sangre (Thornallley et al., 1999; Kalapos 1999). Asi,
el nivel de carboximetil-lisina se utiliza con frecuencia como un marcador de la
formacion de AGEs y de disfuncion en la diabetes. El ensayo de BSA-MGO es una
medida de la capacidad de un compuesto dado para bloquear los grupos carbonilo
altamente reactivos de MGO, y de esta manera inhibir la formaciéon de AGEs. Como
se muestra en la Figura 32, DAPG a 4.8 mM inhibi6 94,7% la glicacion de proteinas
mediada por MGO, en un grado mayor que la AG a 10 mM (81,6%). Se encontrd que
el DAPG previene la glicacion de proteinas por MGO en grado mayor que varios

flavonoides reportados por Wu y Yen 2005.

Por otra parte, las modificaciones mediadas por la glucosa en BSA también se
evaluaron mediante el ensayo de fructosaminas, que mide reordenamientos de
Amadori, compuestos intermedios en la formacibn de AGEs que se forman
rapidamente a partir de una base de Schiff. El grado de reduccién de NTB (tretazinolil
radical) a monoformazan se determiné y es proporcional a la formacion de
fructosaminas. El DAPG a 4.8 mM inhibié 26% la reduccién de NTB, en comparacion
con la AG a 10 mM, que inhibe 63,4%. Es decir, el DAPG inhibe la formacién de los
compuestos Amadori, y al hacerlo, reduce la formacion de AGEs (Khalifa et al.,
1999).

Las reacciones de hidroxilacion se vuelven mas prominentes en la diabetes debido a
un aumento del estrés oxidativo que se produce a menudo en condiciones de
hiperglicemia (Harman 1965; Noto et al., 1983). La autooxidacion de azUcares en
presencia de metales de transicion y oxigeno da compuestos dicarbonilos que
aceleran la glicacion de proteinas. Ademas, la produccion concomitante de radicales
hidroxilo estimula la oxidacion de proteinas y proteinas glicosiladas para iniciar y
propagar la formacién de AGEs (Hunt et at., 1998; Wolff y Dean 1987; Yamaguchi et
al., 2000). La produccion de radicales hidroxilo a partir de la autooxidacion de
azucares se determind, in vitro, a través de la hidroxilacion de acido benzoico (no
fluorescente) para formar dihidroxibenzoato, un compuesto altamente fluorescente,
en presencia de Cu?* como catalizador (Dean et al., 1997). El DAPG a 4.8 mM inhibi6
la hidroxilacion del benzoato en un 93%, mientras que un control positivo con
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aminoguanidina a 10 mM, mostr6 58.7% de inhibicion (Figura 32). Por lo tanto, una
disminucién significativa en la hidroxilacién del benzoato tuvo lugar en presencia de
DAPG. Esto puede implicar que DAPG puede o bien eliminar los radicales hidroxilo

0, quelar los metales de transicién, o ambos (Yokosawa y Nakagawa, 2004).

BSA/Glucosa Ensayo Hidroxilacién
Fructosamina Benzoato
E DAPG ® Aminoguanidina
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Figura 32. Efecto del DAPG obtenido de P. protegens 8-1 sobre la formacion de AGEs. Los valores
fueron medidos por triplicado, se muestra la media y la desviacién estandar. DAPG a 4.8 mM en el
modelo (BSA/glucosa, MGO, ensayo de fructosaminas y la hidroxilacion benzoato). La AG a 10 mM
se usO como control positivo.

Nuestro estudio muestra que la DAPG aislada del enddfito bacteriano, P. protegens,
inhibe la formacion de AGEs por varios mecanismos. DAPG es toxico para varios
organismos, en particular a ciertos nematodos que se alimentan de bacterias, pero
no es toxico para todos los nematodos (Meyer et al., 2009). Mas recientemente,
Troppens et al., 2013 utilizaron una combinacién de enfoques genéticos y
fisiolégicos, para demostrar que DAPG desacopla la respiracién y la sintesis de ATP
en la levadura Saccharomyces cerevisiae, en Ultima instancia conduce a la inhibicion
del crecimiento. DAPG podria atraer la atencion para su uso en el tratamiento de la
diabetes, pero se sabe poco acerca de como puede afectar a los mamiferos. La
evaluacion del potencial de DAPG como ayuda diabética requiere el conocimiento de
cémo DAPG afecta a los humanos, y como los organismos tolerantes frente a DAPG
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para ganar la tolerancia. También seran necesarios mas estudios para evaluar el uso
potencial.

Producto de este trabajo de investigacion se realizaron las publicaciones que se
muestran en los anexos 8 a 11. El anexo 8 presenta la publicacion relacionada al
tema sobre actividad antioxidante del HS de la planta, el anexo 9 la publicacion de
los resultados de la evaluacion de la actividad hipoglucemiante del HS de la planta,
los anexos 10 y 11 son revisidon de los temas de enddfitos y alcaloides en el genero
Piper.

5.6.10 Purificacion de los extractos de acetato de etilo de los cultivos de las

bacterias Pseudomonas fulva 11-1y Sphingomonas mucosissima 3a-1.

A partir de los resultados de actividad anti-AGEs de las 23 cepas, de las nueve con
actividad superior a 50% se escogieron dos cepas adicionales (11-1 y 3a-1) para
estudios adicionales de sus extractos de acetato de etilo y purificacion de los
compuestos activos. Se realiz6 el cultivo a cada cepa y se obtuvieron los extractos.
A partir de 12 L de cultivo de la bacteria 11-1 se obtuvo 1.097 g de extracto y a partir
de 28 L de cultivo de la bacteria 3a-1 se obtuvo 3.6 g de extracto. Posteriormente, se
purificaron los extractos por medio de técnicas de cromatografia. Esta parte de la
tesis fue en colaboracion de los estudiantes de licenciatura Marisela Jiménez
Céardenas y Javier Ayala Manriquez. En los Anexos 6 y 7 se presenta el resumen de

cada una de las purificaciones realizadas.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El HS de hojas de P. auritum posee actividad antioxidante significativa y
actividad quelante in vitro.

El extracto de hexano presenté actividad hipoglucemiante a través de la
disminucion de los niveles de glucosa en sangre, la hiperlipidemia, y el
aumento del sistema de defensa antioxidante.

El HS de hojas de P. auritum eleva significativamente los niveles de insulina
en suero y en pancreas de ratas diabéticas en comparacion al relacién control
diabético. El HS protege al pancreas a través de la mejora del sistema de
defensa antioxidante.

El HS disminuye el estrés oxidativo y el nivel de peroxidacion lipidica en el
higado y rifion. Es por todas estas razones que, Piper auritum puede ser
considerada como una planta con un potencial muy interesante y prometedor
como un agente antidiabético, lo cual seria también util en la prevencion de
las complicaciones diabéticas.

El extracto de P. auritum eleva los niveles de las enzimas antioxidantes a casi
a los valores normales, por lo tanto, P. auritum previene el estrés oxidativo,
actuando como un supresor del dafio celular hepatico.

El HS protege las células RIN-5F del estrés oxidativo.

El HS posee un potente efecto inhibidor sobre la formacion de los AGEs
Utilizando diferentes modelos in vitro y en in vivo.

Los extractos de nueve bacterias aisladas de P. auritum, inhiben alrededor de
90% la formacion de AGEs.

Se aislé e identificé el compuesto 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) del extracto
de cultivo de Pseudomonas protegens 8-1, una bacteria endofita de Piper
auritum.

El DAPG inhibe significativamente la formacion de AGEs y presentd una

inhibicion superior a la de la aminoguanidina.
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VII. ANEXOS

ANEXO 1. Nomenclatura de los extractos (E1-E23) de las bacterias estudiadas

Numero de extracto | Cédigo cepa
= 6bl
E2 AN3
E3 2851
E4 8-4
E5 6111
E6 5-5
E7 9-1
ES 8-1
E9 12-4
E10 TSA8
E11 7-3
E12 3a-2
E13 3a-1
El4 11-1
E15 11-4
E16 2851b
E17 7-4
E18 432
E19 39-3
E20 6b3
E21 2714
E22 12-6
E23 42-5
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ANEXO 2. Eluyentes y los soportes utilizados en CCF, CC, CCFP y Sephadex

LH20
RELACION
ELUENTE SOPORTE ELUENTE RELACION V/V SOPORTE
VIV
CHCl3 Silica gel CHClz:: MeOH | 10: 0.5, 8:2, 8: 1, Silica gel
10: 0.3,10:1,9.5:
059:1,7:1
AcOEt Silica gel CHClz:: MeOH: | 7:1:3,4: 1: 0.5, 6: | Silica gel
Me2>CO 1:1, 8:2:2, 1:1:5,
9.5:0.5:0.5,
Et2O Silica gel CHCIs: Et2O 7:1,3:1,81,2:1 Silica gel
Hex Silica gel MeOH: Me2CO | 4:1 Silica gel
Me2CO Silica gel ° EtOH: Hex: Silica gel °
0.5:3:9,1:6:18
CHCl3
EtOH Silica gel CHCls:: MeOH: | 8:2:0.5., 8:1:0.5, 8: | Silica gel
Et2O 0.5: 0.5, 9:1:0.5,
6:1:0.5, 8:1.5:0.5,
7:0.5:1
MeOH Silica gel CHClz: Et2 O : Silica gel
7:1:0.5, 3:1:0.5
Me2CO
CHCIs: Me2CO | 7:1, 8:1, 8:2, | Silica gel AcOET: Et.O Silica gel
7:1,81,11
7:0.5,7:2
CHCI3: AcOET | 7:1,12: 2, Silica gel CHCl3: AcOET: Silica gel
7:1:05
3:1 Me2CO
AcOET: TO 7:3 Silica gel Hex: Me2CO 1.3,5:1,52,1:1 Silica gel
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RELACIO

ELUENTE RELACION V/V | SOPORTE | ELUENTE SOPORTE
N VIV
CHCls:  AcOEt: Silica gel Hex : MeOH Silica gel
1:1:05 8:1,2:1
Et-O
CHCls: MeOH: | 7:1:1, 7:1:2, 7:1: Silica gel Eter isopropilico: Silica gel
Hex 2.5,75:1:2, CHCls
7.5:1:2.5, 7:1:3,
7:1,7:3
8:1:1, 8:1:2,
8:1:1.5, 8:1:0.5,
6.1:0.5,6:1:1
Mc2CO: MeOH: Silica gel Eter etilico 7:1:1, Silica gel
1:1:6, 1:1:4
Hex CHCl3z: Me2CO 7:1:2
ACcOET: Hex 125: 25 Silica gel CHCIs: Et2O 6.7 Silica gel
CHClz: Me2CO: | 7:1:1.5,7:1:1, Silicagel ° | MeOH Sephadex
Hex 7:2:1
Hex: MeOH 7:1,8:3 Silica gel CHCl3 Sephadex
7:3 Silica gel CHCls: Et2O: Hex | 4:1:1 Silica gel
Silica gel CHCls:  MeOH: Silica gel
7:3 7:2:5
Hex
CHCls: Me2CO Silica gel Me2CO: Et2 O : | 3:1:0.5, Silica gel
1:8,1.5:9, 4.9, 6:9,
Hex 7:1:0.5
Me2CO: CHClIs : Silica gel CHCls:  MeOH: Silica gel
9:1:3, 2:1:7 7:2:3:0.5
Hex Hex: Me2CO
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ANEXO 3. Aislamiento de hongos.
Se obtuvieron 43 hongos, con el tratamiento de NaCl (3%, 5 min) se obtuvieron el
65% de los aislados y con el tratamiento etanol (70%) el 35% aislados. Se presenta
el porcentaje de hongos aislados de los diferentes tejidos (hoja, flor, tallo joven, tallo
viejo) de P. auritum y de las dos localidades denominadas PS1 y PS2,
respectivamente. El mayor nimero de aislados lo presenté en el tejido de hoja y en
el sitio PS2

Tallo joven
13%

Hongos aislados de diferentes tejidos de P. auritum.

Distribucion de hongos aislados de P. auritum proveniente los sitios PS1y PS2.
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ANEXO 4. Andlisis de las secuencias 16S

NOMB | GENERO / % SECUENCIA
RE ESPECIE SIMILITUD
Icrobacterium e
- - TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAAGGGATGACGGCCTTCCGGGTTGTARACCTCTTTTA
(E4) maritypicum e :

ATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGARAGGGTG
GGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAA
GTTCCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTARAACTCARAGGAATTTGACGGGGGACCCGCACAAGCCGGCGGAGCATGCCGGATTAATTCGATGCARCGE
GAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGAGAACGGGGCCAGARATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTARACAGGT TGGGTTGTCGTC e}
TGTCCTGAARATGTTT TTAAGTCCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCGTTCTATGTTGCCAGCACCGTARATGGTG
GTCACTTCGGAGGAAAAGGTGGGGGGATAGAGGTCAAATCATCATGGCCCCTTAA

3a-1
(E13)

Sphingomonas
mucosissima

98

ATGCCGGCGTGAGTGATGAAGGCCTTTAGGGT TGTARAGCTCTTTTACCCGGGGATGATARTGACAGTACCGGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTAAGAGGTGAAAGCCCAGAGCTCAACT
CTGGAATTGCCTTTTAGACTGCATCGCTTGAATCATGGAGAGGTCAGTGGAAT TCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGA

TC
AA
TACACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTTAGTTGG
GTACTCT: GGAACCGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGAACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAAC

GG GTGAGCT 'CCZ 'CGGATTGTTCTCTGCAACTCGAG! GAAGGCGGAATC A

(E8)

Pseudomonas
sp
Pseudomonas
argentinensis

99

AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAG
ATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAAC
TCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGG
TAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAG
CTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC
CAGAGATGG

11-1
(E14)

Pseudomonas
sp

99

TGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCG
CGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGNGTGGAATT
TCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTA

GCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGA
Pseu d omonas 99 CCGCCTNGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ﬂ uorescens ACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGG
ACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGT
9-1 Pseudomonas 100 AATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCG

(E7)

fluorescens

Pseudomonas
moraviensis

100

TAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCC
GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTC
GGGAACATTGAGACAGGTGCTGC

AN3
(E2)

Pseudomonas
parafulva

99

AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGAT
TAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTC
TGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTCAAGTTGGATGTGAAAGCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTA
GAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCT
AACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAG
AGATGGATGGGTGCCTTCGGG

(E11)

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
protogens

100

100

AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCT
AATACGTGATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCT
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAG
AGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGA
GATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCC
TTGTCCTTAGTTACCA

12-4
(E9)

Pseudomonas
sp

99

AGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTGATTGTTTTG
ACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCG
TAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCC
GTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCG
CCTGNGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCT

2851b
(E16)

Microbacteriu
m sp

77

GCAGTCTSSGCCGCTTGTGCTGGWMMWSGTSAATTCMYTKGAGTWTTAGC
CKWGCRGSCRTACTYCCCATGYKGGRAACNTTAATGSGTTAGNCTGCGNT
CACGGANATCCGYKKRATGGACCCCACAACTAGTTCNCCAANNCGTTTAC
GGGGTGNNNGACTRMCAGGGYATCTMAGCCTGTTTGNNNCTNMCMCACCC
TTTCRCTCCTCAGCGTCAGTTAYGGCCCAGARATCTGCCTTCGCCATCGG
TGTTCCTCCTGATATCTGCGCATCTCCACCGCTASAYGAATGACCGAATT
CTTGTTGNCAATCTCTTYTNACNNSGCAMAMTAGTNNCTGCCCGTACCCA
CTGCAGAMACGAGGTTGMGSCTAASTAYYTSACAGCAGACGCGAYAATAC
CGCCTACGARCTCKTTATCCGGAATWATTCCGCGANNTAASGNCTTGCGC
CCTACGKATTRYCGCGGCTGCTGGTAAATCCC
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ANEXO 5. Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen rpoB para la
identificacion de la cepa 8-1.

1

Pzeudomonas_mendocina_ymp_ID_399739
B1

Bi5
Pseudomonas_putida_W&19_ID_390235
Pseudomonas_entomophila_L48
B3
B4

JPSE udomonas_monteilii_SB3078
gﬁseudn monas_putida HB3267_ID_1215088
Pseudomonas_putida_GB1_ID_T6864
FPseu.rdcrmonas _putida_GB_1
= J:E'seud:rmcrnas _putida_H3234_1D_1331671
Peseudomonas_putida_ID_1241579
| Pseudomonas_putida_KT2440
1Pseudomonas_putida_BIRDA_ID_931281
Feeudomonas_putida_ID_1196325
Pzeudomonas_putida_HND6
Pzeudomonas_putida_F1
Pzeudomonas_putida_F1_1D_351746
— Pzesudomonas_syringas_ID_205918
Pseudomonas_syringae_pv_phaseolicola_ID_264730
_I: Pseudomonas_avellanae
Pseudomonas_syringas_pv_tomato_|D_223283

_I Pseud-:u monas_fuscovaginas

o5 Pseudomonas_fuscovaginae_CBI95618

™ Pzeudomonas_fluorescens_PRA_ID_205922

E%B

— Pseudomonas_gingeri
Pzeudomonas_protegens_Pf5
9 1

a

Bid

8.1

B14

- B11
B1i2
E:’seudamn na_sp W _Tax_ID_ 207075

= Pseudomonas_fluorescens _F113
21
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ANEXO 6. Purificacion del extracto de acetato de etilo de la bacteria

Pseudomonas fulva 11-1.
A partir 12 L de cultivo (medio S-7) de la bacteria Pseudomonas fulva 11-1 de las
hojas de P.auritum se extrajeron tres veces consecutivas con acetato de etilo a
temperatura ambiente por medio de licuadora durante 3 min. El extracto de acetato
de etilo (EA11-1) se concentr6 a presion reducida. EI EA11l-1 presenté una
consistencia aceitosa color café oscuro con un peso de 1.097g, al EA11-1 se le
realiz6 un estudio por cromatografia en capa fina CCF con varios sistemas de
eluyentes, resultando el mejor perfil de separaciéon fue (CHCIz:MeOH 9:1), con este
sistema se hizo un fraccionamiento inicial al EA11-1 y se desarroll6 en una columna
empacada de gel de silice, se recolectaron 20 fracciones de 5 mL cada una, a las
cuales se les realizé un estudio por CCF, utilizando el mismo eluyente de la CC,
dependiendo de los Rf de las manchas de las 20 fracciones se reunieron en cinco
fracciones denominadas F11-1 -1 a 5, se reunieron las fracciones F11-1-2 y 3, por
presentar los mismos Rf, se siguio purificando la fraccion F11-1 2, por presentar
actividad anti-AGEs. Se realizo la CCF de la fraccion F11-1 2 con varios sistemas de
eluyentes, el mejor perfil de separacion fue (CHCIs:Hex:MeOH 1.5:1:7) y se desarrollo
en columna empacada de gel de silice, se recolectaron 24 fracciones y se reunieron
en seis fracciones F11-1 (2 -1 a 6), las fracciones que presentaron mayor cantidad y
actividad fueron F11-1(2-1 y 2). Se desarroll6 en una columna empacada con
Sephadex LH-20 a la fraccion 11-1 (2-1) utilizando DM y luego con (MeOH:H20
80:20) y se obtuvieron seis fracciones F11-1 (2 -1- 1 a 6). En un columna con silica
gel, se corri6 la fraccion 11-1 (2-1--1) con el sistema de elucion (CHClz:Hex:MeOH
7:1:1.5). La fraccion 11-1 (2--1-1-2) se fraccion6 utilizando (CHCls:Hex:MeOH
7:1.5:1), se obtuvieron tres fracciones F11-1 (2 -1- 1-2 1 a 3). LaF11-1 (2 -1- 1-2 -2)
se desarroll6 en una CC en silica gel (5g) eluyendo con (Hex:Me2CO 2:1.5). Se
recogieron dos fracciones F11-1 (2 -1- 1-2 2 1 a 2). La fraccion pura de 5 mg F11-1
(211221) present6 una mancha en CCF con diferentes sistemas de eluciones (Figura
33).
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___Actividad anti- AGEs

Extracto de acetato de etilo
Pseudomonas fulva 11-1

CCF

CC CHCIs: MEOH: 9:1

Frac. 1

Frac. 2
2-4

Frac. 3
5-9

Frac 4
10-13

Frac 6

Frac 5 27.38

14-2

¢ CC CHCI3: Hex: MeOH 1.5:1:7

' CC Sephadex LH-20. DMy (MeOH: H20 80:20)

<«—CC CHCls: Hex: MeOH 7: 1: 1.5

F2112

<+— CC CHCIs: Hex: MeOH 7: 1.5: 1

F21122 . .
CC Hex: Acet 2:1.5
Antiglicacién 85 %
F211221 “— 5mg

Figura 33. Purificacion por cromatografia las fracciones del extracto de acetato de etilo del

cultivo de la bacteria 11-1.
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ANEXO 7. Purificaciéon del extracto de acetato de etilo del cultivo de la

bacteria Sphingomonas mucosissima 3a-1.

A partir 28 L de cultivo (medio S-7) de la bacteria Sphingomonas mucosissima 3a-1
se obtuvo el extracto de acetato de etilo (EA3a-1) de 3.6 g, se realiz6 un estudio por
CCF a EA3a-1 con varios sistemas de eluyentes, resultando el mejor perfil de
separacion con CHCL3:MeOH:Hex 7:1.5:1.5. Con este sistema de elucion se hizo una
purificacion inicial colocando 3.5 g del extracto, macerado con silica gel (seco), en
una columna empacada con 80 g de silica gel para columna, humedecida con la
elucién escogida. Se recolectaron 117 fracciones de 15 mL c/u. a las cuales se les
hizo un estudio por CCF utilizando el mismo eluyente de la (CC). Dependiendo de los
Rf de las 117 fracciones se reunieron en 12, denominadas F1- F12 (Figura 34).
Purificacion de la F2.
La fraccion F2 presentd 92% de inhibicion de la formacion de AGEs, por lo tanto, se
siguié purificando la F2 (298 mg), se analiz6 mediante CCF con varias mezclas de
disolventes, después se sometié a una segunda CC (silica gel) usando una mezcla
Hex: ETOAC 2:1, seguido con Me2CO y MeOH. Se obtuvo 35 fracciones de 3 mL
cada una, las cuales luego del estudio de CCF usando el mismo eluente de la CC se
agruparon 4 fracciones (F21, F22, F23 y F24) La fraccion F21 inhibio la formacion de
AGEs en mayor grado, por lo que continud su purificacion.
La fraccion F21 se fracciond por CC (silica gel) usando una mezcla Hex: ETOAc
(2.3:1) para la eluir inicialmente y luego con Me2CO. Se obtuvieron 5 fracciones
(F211, F212, F213, F214 y F215). Las fracciones F211 (un liquido aceitoso amarillo)
y F212, ambas inhibieron la formacion de AGEs.
La fraccion F211 se fracciond por CC (silica gel) usando una mezcla CHCI3: MeOH
(9:1) y después con MeOH. Se obtuvieron 3 fracciones (F2111, F2112, F2113), la
fraccion F2112, un liquido aceitoso amarillo, presento inhibicion en la formacion de
AGEs.
La fraccion F2112 se fraccion6 por CC (silica gel) con DM:Hex (2:1.5) y en seguida
con MeOH. Se obtuvieron 3 fracciones entre las cuales, la fraccion F21121 inhibio en
mayor grado la formacion de AGEs.
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La fracciébn F21121 se fracciond en una columna de Sephadex LH-20, utilizando
DM:Hex (1:1) y en seguida MeOH. Se obtuvieron 4 fracciones. La fraccion F211211
presento actividad anti-AGEs.
CC7. Lafraccion F211211 fue fraccionada por CC (silica gel), utilizando ETP: ETOAc
(7:3) y seguido con MeOH. Se obtuvieron 3 fracciones (F2112111, F2112112,
F2112113). Andlisis por CCF de la F2112112, en varias mezclas de solventes, reveld
en todos los casos la presencia de una sola mancha. En resumen, a partir del extracto
de cultivo de Sphingomonas sp. 3a-1 y después de 7 purificaciones CC, se obtuvo la
fraccion pura A F2112112 (28 mg) con las caracteristicas siguientes; apariencia
aceitosa, color amarillo, soluble en MeOH, inhibe la formacion de AGEs en 87.6% (a
1 mg/mL).
Purificacion de la F212
La fraccion F212 presentd actividad anti- AGEs. Se desarrollé una (CC) con silica
gel con el sistema de elucion Hex: Me2CO 2:1. Se obtuvieron 5 fracciones. La
fraccion F2121, por presentar actividad anti-AGEs. Se desarrollé una (CC) con
Sephadex LH-20, con el sistema de elucion ETP: ETOAc 7:3. Se obtuvieron 3
fracciones. La fraccidon F21212 se continué purificando por presentar la mayor
actividad anti-AGEs, en una columna de Sephadex LH-20 con el sistema de elucion
ETP: ETOAc (7.5:3), seguido con MeOH, se obtuvieron 3 fracciones. La fraccion
F212121 se someti6 a CC con Sephadex LH-20 con el sistema de elucion ETP:
ETOAC (7.5:3), seguido con MeOH, se obtuvieron 2 fracciones. La fracciéon F2121211
se sometié a CC con Sephadex LH-20 con el sistema de elucion Hex: ETOAc 3:1,
seguido con MeOH, se obtuvieron 2 fracciones. Se realizé un estudio CCF a la
fraccion F21212112 con diferentes sistemas de eluyentes, la cual presento solo 1
mancha, de esta forma se obtuvo la fraccion Pura B, present6 un 87% de inhibicién
de formacion de AGEs.
Purificacion de la fraccion F4.
La fraccion F4 (164mg) presentd actividad anti-AGEs. Se desarrollé una (CC) con
silica gel con el sistema de elucion Hex: ETOAc 2:1. Se obtuvieron 3 fracciones. La
fraccion F41 se continud purificando por presentar actividad anti-AGEs. Se desarroll
una (CC) con silica gel, con el sistema de elucion DM: Hex 2:1.5. Se obtuvieron 3
fracciones. La fraccion F412 se continué purificando por presentar la mayor actividad
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anti-AGEs, en una columna de Sephadex LH-20 con el sistema de elucion Hex: ACE
2.5:1, seguido de una elucion final con MeOH, se obtuvieron 2 fracciones. Se realiz6
un estudio CCF a la fraccion F4122 con diferentes sistemas de eluyentes, la cual
presento solo 1 mancha, de esta forma se obtuvo la fraccion pura C, present6 un 86

% de inhibicién de formacién de AGEs.

Las fracciones puras A, B, C, se analizaron en HR-ESIMS y se obtuvieron los
espectros de masas. Se comparo cada i6n molecular con la base de datos
(calculadora) equipo respectivamente. Para A: presentd un ion molecular de
282.279301 m/z, calculada 282. 979141 m/z con una formula molecular C18H36NO,
con 0.565013 ppm de error. Para B: presentd un ion molecular de 424.263424 m/z,
calculada 424.263491 m/z con la formula molecular C30H34NO, con -0.135359 ppm
de error. Para C: presentd un ion molecular de 353.266418 m/z, calculada
353.266231 m/z con la formula molecular C19H3804Na, con 0.528778 ppm de error.
(Anexos 5,6y 7)
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Extracto de acetato de etilo
Sphingomonas sp. 3a-1

(90%)
- CCFycCC
Actividad antiglicacion CHCls: MEOH: HEX
7:1.5:1.5
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DM:HEX 2:15—— F2112 F2121
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DM: HEX ——> F21121 31
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Antiglicacion Sephadex
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%
32 mg F21212112

Figura 34. Purificaciéon por cromatografia las fracciones del extracto de acetato de etilo del

cultivo de la bacteria 3a-1.
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ANEXO 7a. Espectro de masas de la fraccion F2112112 (Sustancia A)

B +TOF MS: 0.169 t0 0.187 min from AN-061114-Fr-211211-1-03.wiff Agilent, subtracted (1.108 to 1.321 min)

Max. 4.8e4 counts,

4.8e4 282.279301
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Elemental composition calculator
Target m/z: +282.2793 amu
Tolerance: +5.0000 ppm
Result type: Elemental
Max num of results: 100
Min DBE: -0.5000 Max DBE: +300.0000
Electron state: Even
Num of charges: 1
Add water: N/A
Add proton: N/A
Elements Min Number Max Number:
1 C 0 50
2 H 0 50
3 N 0 5
4 0 0 8
l Formula Calculated m/z (amu) mDa Error PPM Error DBE
it ’{CIB H36 N O 282.279141 0.159491 0.565013 1.5
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Anexo 7b. Espectro de masas de la fraccion F21212112 (Sustancia B)

B <TOF MS 02130 023 min from ARHDE 114-FR2121211- 2402 wiff Agilent, subtractad (1.0 ez 4 Sad counts.
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Anexo 7c. Espectro de masas de la fraccion F4122 (Sustancia C)
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ANEXO 8. Articulo de investigacién actividad antioxidante.

Molecules 2012, 17, 11897-11919; doi:10.3390/moleculesI 71011897
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Evaluation of the Antioxidant and Anti-glication Effects of the
Hexane Extract from Piper auritum Leaves in Vitro and
Beneficial Activity on Oxidative Stress and Advanced Glycation
End-Product-Mediated Renal Injury in Streptozotocin-Treated
Diabetic Rats
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Abstract: The aim of this study was to investigate the antioxidant activity of hexane
extracts from leaves of Piper auritum (HS). Eight complementary in vitro test methods
were used, including inhibition of DPPH- radicals, nitric oxide, superoxide anion, ion-
chelating, ABTS, oxygen radical absorbance capacity, B-carotene bleaching and peroxy
radical scavenging. The results indicated that HS possesses high antioxidant activity. To
add to these finding we tested the effect against oxidative stress in liver, pancreas and
kidney in diabetic rats. Low levels of SOD, CAT, GPx and GSH in diabetic rats were
reverted to near normal values after treatment with HS. These results suggest that
P. auritum prevents oxidative stress, acting as a suppressor of liver cell damage. Given the
link between glycation and oxidation, we proposed that HS might possess significant
in vitro antiglycation activity. Our data confirmed the inhibitory effect of HS on bovine
serum albumin, serum glycosylated protein, glycation of LDL, and glycation hemoglobin.
The effect of HS on diabetic renal damage was investigated using streptozotocin-induced
diabetic rats. The oral administration of HS at a dose of 200 and 400 mg/kg body
weight/day for 28 days significantly reduced advanced glycation endproduct (AGE)
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ANEXO 9. Articulo de investigacion actividad hipoglucemiante.

Chin J Integr Med

ORIGINAL ARTICLE

Antidiabetic Activity of Piper Auritum Leaves in
Streptozotocin-Induced Diabetic Rat, Beneficial
Effect on Advanced Glycation Endproduct

Adriana Maria Neira Gonzalez', Rosa Martha Perez Gutierrez®, and Luis Bernardo Flores Cotera’

ABSTRACT Objetive: To investigate the effect of hypoglycaemic, hypolipidemic, oxidative stress, insulin
resistance and advanced glycation endproducts (AGEs) formation of hexane extract from Piper auritum.
Methods: The streptozotocin (STZ)-induced diabetic Wistar rats were treated with the hexane extract from
Piper auritum leaves for 28 days and a set of biochemical parameters were studied including glucose level,
total cholesterol, triglycerides, lipid peroxidation, liver and muscle glycogen, superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase and glutathione reductase. The liver function was observed by determining glucose-
6-phosphatase, glucokinase and hexokinase activities, and the effect of the hexane extract on insulin level
and protein glycation. Results: There was a significant increase in blood glucose level (P<0.05) in diabetic rats
after 24 h of STZ injection. There was a significantly decreased in blood glucose in diabetic rats with hexane
extract treatment (P<0.05). The serum biochemical parameters, hepatic enzymes, thiobarbituric acid reactive
substances, glycosylated hemoglobin, AGEs, and insulin level (P<0.01 or P<0.05) were restored to normal levels
in STZ-diabetic rats treated with hexane extract. Conclusion: The hexane extract from Piper auritum leaves
can efficiently inhibit insulin resistance, AGEs formation, improvement of renal function, lipid abnormalities
and oxidative stress, indicating that its therapeutic properties may be due to the interaction of hexane extract
components with multiple targets involved in diabetes pathogenesis.

KEYWORDS Piper auritum, hypoglycaemic, hypolipidemic, oxidative stress, insulin resistance, advanced

glycation endproducts formation

Diabetes is a serious metabolic disorder with micro-
and macro-vascular complications resulting in significant
morbidity and mortality. Diabetes is characterized by
hyperglicemia, abnormal lipid and protein metabolism,
along with specific long-term complications affecting
the retina, the kidney and the nervous system mainly.®
Oxidative stress and advanced glycation endproducts
(AGEs) formation induced by hyperglycemia are
known to influence diabetic renal changes and
nephropathy.” The number of people with diabetes is
increasing worldwide due to population growth, aging,
urbanization, increasing prevalence of obesity, calorie
rich diet and physical inactivity. Current treatments,
although provide a good glycemic control but do little
with preventing complications.® Besides, most of the
prescribed hypoglycemic drugs or insulin is associated
with unwanted side effects. Therefore, there is an
increasing demand to research for natural products with
antidiabetic activity.” Herbal medicines are an option
because of their comparably therapeutic effects and
nontoxic side effects.®

The large-leafed perennial plant Piper auritum

known by the name of Hoja Santa, is used for their
spicy aromatic scent and flavor. It has an important
presence in Mexican cuisine, and is known for its
therapeutic properties. It has been used traditionally
as an emollient, antirheumatic, diuretic, stimulant
and abortifacient, anti-inflammatory, antibacterial,
antifungal and antidermatophytic.® Phytochemically,
the main components of the essential oil of leaves
of Piper auritum are safrol and myristycin.® It has
been reported to possess pharmacological properties
like antioxidant.” A search of the literatures revealed
that no studies of the potential hypoglycemic effects
of this plant have ever made. The aim of this study
was to test the effect of Piper auritum on antidiabetic,
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ANEXO 10. Review de Endofitos

Current Medicinal Chemistry, 2012, 19, ????-2??7? 1

Compounds Derived from Endophytes. A Review of
Phar macology

Phytochemistry and

R.M.P. Gutierrez**, A.M.N. Gonzalez? and A.M. Ramirez?

! aboratorio de Investigacion de Productos Naturales, Escuela Superior de Ingenieria Quimica e Industrias extractivas IPN, Av.
Ingtituto Politécnico Nacional SN, Unidad Profesional Adolfo Lopez Mateos cp 07708, D.F. Mexico; “Laboratory of Research
Biotecnologia, Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, Cinvestay, Av. no. 2508, cp. 07360, D.F. Mexico

Abstract: Objective: Endophytes, microorganisms that reside in the tissues of living plants, are a promising source of novel compounds
with biological activity, or an alternative source of compounds originally isolated from higher plants. The intent of this review is to
provide insights into their occurrence in nature, the products that they make, and how some of these organisms are beginning to show
some potential for human use.

Methods: Information for analysis of endophytic microorganisms was obtained from libraries and Internet scientific databases such as
Scirus, Google Scholar, CAB-Abstracts, MedlinePlus, PubMed, SciFinder, Scopus and Web of Science.

Results: Many of the compounds reported here were isolated exclusively from endophytes in culture, while other compounds had been
previously reported as chemical constituents of higher plants. A survey of the literature shows endophytic microorganisms are mainly
known for their alkaloids with cytotoxic, chemopreventive, anti-metastatic and antitumor properties used in the treatment of several types
of cancer. The studies of these alkaloids highlight the existence of various potential leads for the development of novel anti-cancer
agents. Modern pharmacology studies demonstrated that their crude extracts and active compounds possess wide pharmacological
actions, especially for anti-microbial drug discovery, with neuroprotective, antioxidant, nematicidal, antiplasmodium, anti-inflammatory
activities.

Aim of the Review: This review summarizes the up-to-date and comprehensive information on compounds from endophytes fungi from
1995 to 2011 that relates to 313 compounds isolated from endophytic microorganisms, together with the botany, phytochemistry,

pharmacology and toxicology, and discusses possible trends and the scope for future research of endophytes.

Keywords: Endophytes, complementary medicine, phytochemical constituents, pharmacological actions.

1. INTRODUCTION
1.1. Endophytic Microorganisms

The term endophyte refers to a bacterial or a fungal
microorganism that colonizes interior organs of plants, but does not
have pathogenic effects on its host(s). In their symbiotic
association, the host plant (macrophyte) protects and feeds the
endophyte, which “in return” produces bioactive metabolites to
protect it from herbivores and plant pathogens. Endophytic fungi
are an interesting group of microorganisms inhabiting plant
communities in their symptomless tissues. They are responsible
for the adaptation of plants to abiotic stresses such as drought,
light and metals, as well as to biotic ones such as herbivores,
insects and pathogens [1]. Microbial natural products represent a
huge and largely untapped resource of unique chemical structures
that have been optimized by evolution and are produced for
communication and in response to changes in plant habitats,
including environmental stress. Endophytes include bacteria,
fungi and actinomycetes which act as a reservoir of genetic
diversity, and have been proven to be a rich source of new
biologically active natural products because as a group they inhabit
a relatively untapped ecological environment, and their secondary
metabolism is activated by their metabolic interactions with their
hosts [2] with wide applications in pharmacy [3]. Endophytic
fungi have also been found to produce the same important
natural products produced by the host plant, such as alkaloids,
steroids, terpenoids and peptides, etc. [4]. The need for new and
useful compounds to provide assistance and relief in all aspects of
the human condition is ever-growing. Drug resistance in bacteria,
the appearance of life-threatening viruses, the recurrent problems of
diseases in persons with organ transplants, and the tremendous

*Address correspondence to this author at the Laboratorio de Investigacion de
Productos Naturales, Escuela Superior de Ingenieria Quimica e Industrias extractivas
IPN, Av. Instituto Politécnico Nacional S/N, Unidad Profesional Adolfo Lopez Mateos
cp 07708, D.F. Mexico; Tel: 055 57296000 ext 55142 ; Fax: + 215-3109757;

E-mail: rmpg@prodigy.net.mx; martharosa2743@hotmail.com

0929-8673/12 $58.00+.00

increase in the incidence of fungal infections in the world’s
population all underscore our inadequacy in coping with these
medical problems. Endophytes, microorganisms that reside in the
tissues of living plants, are relatively unstudied as potential sources
of novel natural products for exploitation in medicine, agriculture,
and food. Of the approximately 300,000 higher plant species that
exist on the earth, each individual plant, of the billions that exist
here, is host to one or more endophytes [5]. Consequently, the
opportunity to find new and interesting endophytic microorganisms
among myriads of plants in different settings and ecosystems is
very great. One hundred anticancer compounds belonging to 19
different chemical classes, with activity against 45 different
cell lines, have been isolated from over 50 different fungal
species belonging to six different endophytic fungal groups. Of
the total compounds isolated from endophytic fungi, 57% were
novel or were analogues of known compounds [6]. Paclitaxel,
or taxol, a potent anticancer drug, is the prototypical taxane,
isolated from the bark of the Northwest Pacific yew tree Taxus
brevifolia for the first time by Wani et al. in 1971 [7] (When it
was developed commercially by Bristol-Myers Squibb, the
generic name was changed to ‘paclitaxel” and Taxol was
trademarked). Paclitaxel showed early promise against a series
of human solid tumor xenografts in nude mice including CX-1
colon and MX-1 breast xenografts. A real turning point in the
paclitaxel saga, however, was the discovery of its unique
activity as a promoter of tubulin polymerization [8]. Although
other clinically useful drugs were known to act as anti-mitotic
agents and inhibitors of tubulin polymerization, paclitaxel was
the first compound to exhibit the opposite effect on tubulin-
stabilization of its polymer.

The most studied fungal endophytes belong to the
Ascomycetous family Clavicipitaceae. Several endophyte-
derived natural products have shown potential as antifungal
agents against a variety of plant and human pathogens.
However, the focus of most of the reports is anticancer agents
produced by fungal endophytes. Current interest in natural
products from endophytic microorganisms is evident from the

© 2012 Bentham Science Publishers
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ANEXO 11. Review de Alcaloides de Piper

Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2013, 13, 163-193 163

Alkaloids from Piper: A Review of its Phytochemistry and Pharmacology
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Abstract: Objective: Piper has been used for long timelike condiment and food, but also in traditional medicine around of
the world. This work resumes the available and up to date work done on members of the Piperaceae family and their uses
for therapeutic purposes. Methods: Information on Piper genus was gathered via intemet using scientific databases such as
Scirus, Google Scholar, CAB-abstracts, MedlinePlus, Pubmed, SciFinder, Scopus and Web of Science. Resuits: The large-
leafed perennial plant Piper is used for its spicy aromatic scent and flavor. It has an important presence in the cuisine of
different cultures. Another quality of these plants is their known medicinal propertiés. It has been used as emollient, anti-
rheumatic, diuretic, stimulant, abortifacient, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal and antidermatophytic. A survey
of the literature shows that the genus Piper is mainly known for its alkaloids with cytotoxic, chemopreventive, anti-
metastatic and antitumor properties in several types of cancer. Studies of its alkaloids highlight the existence of various
potential leads to develop new anti-cancer agents. Modern pharmacology studies have demonstrated that its crude extracts
and active compounds possess wide pharmacological activities, especially asantioxidant, anti-depressive, hepatoprotective,
antimicrobial, anti-obesity, neuropharmacological, to treat cognitive disorders, anti-hyperlipidemic, anti-feedant,

rdioactive, ir h g, and anti-infl ory. All this evidence supporting its traditional uses. Aim of the review:
This review summarizes the up-to-date and comprehensive information conceming the botany, traditional use,
phytochemistry and pharmacology of Piper together with its toxicology, and discusses the possible trend and scope for
further research on Piper in the future.

Keywords: Piper, Piperaceae, complementary medicine, phytochemical constituents, pharmacological actions.

1. INTRODUCTION

Traditional Medicine is still being used nowadays in all
parts of the world and has been growing in economic
importance particularly by the use of medicinal plants that
have a respectable position today, especlally in developing
countries, where modern health services are limited and
represent the only accessible treatment. According to the
World Health Organization, the current estimative suggests
that many developed countries have a big proportion of the
population making use of some sort of traditional practice,
especially the use of the medicinal plants. Although the
access to the modern medicine is not the problem in these
countries, the use of medicinal herbs has kept its popularity
for historical and cultural reasons [1]. Medicinal plants
represent an important health and economic component of
biodiversity and conservation and sustainable use, according
to Rhaman e al. [2]. Information of the traditional knowledge
of medicinal plants and their uses would represent a vital
role in the discovery of novel products from plants as
chemotherapeutic agents [3]. Members of the Piper genus
are of commercial, economical, and medicinal importance.

‘Addrcss con'cspondenoe to this author at the Lat iodel igacio
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extractivas lPN Av. Instituto Politécnico Nacional, Unidad Profesional
Adolfo Lopez Mateos cp 07758, Mexico D.F.; Tel: §7296000;

E-mail: rmpg@prodigy.netmx

1875-5607/13 $58.00+. 00

Economically, the Piperaceae is employed for the
production of pepper in worldwide spice markets. Plants
from the genus Piper have been used for a number of
practical applications, including as remedies in many
traditional medicinal systems, such as traditional
Chinese medicine, the Indian Ayurvedic system, and
folklore medicines of Latin America and West Indies. P.
methysticum has been shown to contain insect antifeedant
activity. P. amalago, distributed from Mexico to Brazil,
is used for several conditions, including gastrointestinal
and chest pain. Phytochemical investigations of many
Piper species have resulted in the isolation of numerous
biologically active natural products including alkaloids,
lignans, unsaturated amides, flavones, aristolactams, long
and short chain esters, monoterpenes, sesquiterpenes,
arylpropanoids, aldehydes, ketones, propenylphenols and
chalcones. Amide alkaloids are typical constituents in
the Piperaceae family, most of the compounds known
being based on piperidine, pyrrolidine or isobutylamine
[4]. Therefore, the genus Piper is known to contain
molecules of therapeutic importance. In the last few decades,
several studies have been carried out on these medicinal
plants that also provide evidence in favor of their
conventional uses. The purpose of this review is to provide
comprehensive information on the botany, traditional uses,
phytochemistry, pharmacological research and toxicology of

© 2013 Bentham Science Publishers
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