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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar una estrategia nutricional basada en el consumo de
unextracto de fucoidano proveniente del alga parda Lessonia trabeculata, para el control del
estrésoxidativo en un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2. Durante un periodo de
30 dias, se administré 75, 100 y 125 mg de fucoidano/Kg de peso a tres grupos de ratas T1, T2
y T3 respectivamente, ademds del control negativo (CN) y control positivo (CP). Se evalud
indicadores bioquimicos séricos y tisulares: peroxidacion lipidica (MDA), actividad de
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), actividad antioxidante (ABTS) y cambios
histopatologicos en higado, pancreas y rifion. En los resultados se observd un incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes, de la capacidad antioxidante y disminucion del dafio
oxidativo (indice de peroxidacion lipidica) (p<0.05) en suero y tejidos. En los grupos T1, T2 y
T3 no se observo necrosis hepdtica a diferencia del grupo CP que presentd necrosis leve y
congestion moderada. En el pancreas, los grupos T1, T2 y T3 presentaron edema leve, mientras
que el grupo CP, evidenci6é edema moderado. Se comprobo un efecto protector significativo
(p<0.05) frente al estrés oxidativo ocasionado por la diabetes mellitus en los grupos T2 y T3.
Seconcluye que el extracto de fucoidano del alga Lessonia trabeculata puede ser considerado
comoalimento funcional para el control del estrés oxidativo del paciente diabético, mejorando
su calidad de vida y disminuyendo las tasas de morbimortalidad por esta enfermedad,

catalogada como problema de salud ptiblica mundial.

Palabras clave: diabetes, antioxidante, fucoidano, algas, estrés oxidativo
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate a nutritional strategy based on the consumption
of a fucoidan extract from brown algae Lessonia trabeculata, for the control of oxidative stress
in an experimental model in rats with type 2 diabetes mellitus. During a period of 30 days, 75,
100 and 125 mg of fucoidan / kg of weight were administered to three groups ofrats T1, T2 and
T3 respectively, in addition to the negative control (CN) and positive control (CP). It was
evaluated through serum and tissue biochemical indicators: lipid peroxidation (MDA),
superoxide dismutase activity (SOD) and catalase (CAT), antioxidant activity (ABTS) and
histopathological changes in liver, pancreas and kidney. The results showed an increase in the
activity of antioxidant enzymes, antioxidant capacity and decrease in oxidative damage (lipid
peroxidation index) (p <0.05) in serum and tissues. In groups T1, T2 and T3 no liver necrosis
was observed unlike the CP group that presented mild necrosis and moderate congestion. In
the pancreas, groups T1, T2 and T3 presented mild edema, while the CP group showed
moderate edema. There was a significant protective effect (p <0.05) against oxidative stress
caused by diabetes mellitus in groups T2 and T3. It is concluded that the fucoidan extract of
the Lessonia trabeculata algae can be considered as a functional food for the control of
oxidative stress in thediabetic patient, improving their quality of life and decreasing morbidity

and mortality rates dueto this disease, classified as a global public health problem.

Keywords: diabetes, antioxidant, fucoidan, algae, oxidative stress

viil



RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar uma estratégia nutricional baseada no consumo de um extrato
de fucoidano da alga marrom Lessonia trabeculata, para o controle do estresse oxidativo em
modelo experimental em ratos com diabetes mellitus tipo 2. Durante um periodo de 30 dias,
75,100 e 125 mg de fucoidano / kg de peso foram administrados a trés grupos de ratos T1, T2
e T3,respectivamente, além do controle negativo (CN) e controle positivo (CP). Foi avaliado
atravésde indicadores bioquimicos séricos e teciduais: peroxidagao lipidica (MDA), atividade
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), atividade antioxidante (ABTS) e alteracdes
histopatologicas no figado, pancreas e rim. Os resultados mostraram aumento da atividade de
enzimas antioxidantes, capacidade antioxidante e diminui¢do do dano oxidativo (indice de
peroxidacdo lipidica) (p <0,05) no soro e nos tecidos. Nos grupos T1, T2 e T3 nao foi observada
necrose hepatica, ao contrario do grupo PC que apresentou necrose leve e congestdo moderada.
No pancreas, os grupos T1, T2 e T3 apresentaram edema leve, enquanto o grupo PC apresentou
edema moderado. Houve efeito protetor significativo (p <0,05) contra o estresse oxidativo
causado pelo diabetes mellitus nos grupos T2 e T3. Conclui-se que o extrato de fucoidano das
algas Lessonia trabeculata pode ser considerado um alimento funcional para o controle do
estresse oxidativo em pacientes diabéticos, melhorando sua qualidade de vida e diminuindo as
taxas de morbimortalidade por essa doenga, classificada como um problema global de saude

publica.

Palavras-chave: diabetes, antioxidante, fucoidano, algas, estresse oxidativo
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I. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) constituye un problema de salud publica en el mundo y el
Peruno es ajeno a esta situacion. Para el afio 2015, la diabetes mellitus se encontraba entre las
diez causales de mortalidad en el Pert a causa de la transicion epidemioldgica que vivid nuestro
pais desde hace décadas, con la aparicidon de las enfermedades cronicas no transmisibles como
la hipertension arterial, sobrepeso y obesidad y la diabetes, entre otras. Las complicaciones mas
frecuentes en la diabetes mellitus son las cerebrovasculares, cardiovasculares y renales y segiin
las evidencias cientificas, son consecuencia del desequilibrioentre el sistema antioxidante y
prooxidante dando origen al estrés oxidativo. Esta alteracion es responsable de la patogenia de
cerca de cincuenta enfermedades. La hiperglucemia y la resistencia a la insulina contribuyen a
acelerar el aumento del estrés oxidativo, debido a la formacion de radicales libres. (Ministerio

de Salud [MINSA], 2018)

De ahi la importancia de contar con nuevas estrategias terapéuticas-nutricionales que
puedan ayudar a contrarrestar los efectos cronico-degenerativos ocasionados por esta
enfermedad, mejorando la calidad de vida del paciente incrementando su actividad
antioxidante.Las algas marinas tienen especial interés como fuente de polisacéaridos sulfatados
(SPs) y presentan importante actividad bioldégica como antitumoral, antitrombotica,
anticoagulante, antiviral, antioxidante, entre otras. Entre los principales polisacaridos se

encuentran los fucoidanos.

En el presente estudio, se investigd sobre el efecto de un extracto de fucoidano del alga
parda peruana Lessonia trabeculata sobre el nivel de estrés oxidativo presente en un modelo

experimental de diabetes mellitus tipo 2 en ratas como estrategia nutricional para mejorar
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la calidad de vida del paciente diabético que se encuentra disminuida debido a las

complicaciones propias de la enfermedad.

Durante un periodo de 30 dias, se administro 75, 100 y 125 mg de fucoidano/Kg peso
a tres grupos de ratas diabéticas T1, T2 y T3 respectivamente, ademas del control negativo
(CN) y control positivo (CP) y se evaluo el nivel de estrés oxidativo a través de los indicadores
bioquimicos séricos y tisulares: peroxidacion lipidica (MDA), actividad de las enzimas
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), actividad antioxidante (ABTS) y cambios
histopatologicos en higado, pancreas y rifion, mediante analisis de medias y desviacion estandar
con la prueba Fisher (F) y el analisis de comparacion de medias de tratamientos con la prueba
estadistica: de Tukey, con nivel de confianza 95% (a=0,05). El estudio se desarrolld6 como se
indica en los siguientes capitulos:
Capitulo I: Planteamiento del Problema, antecedentes nacionales e internacionales, objetivos y
justificacion.
Capitulo II: Marco teorico, se describe los conceptos generales y especializados respecto al tema
en estudio.
Capitulo III: Método, se describe el tipo de investigacion, indicando la muestra de estudio, asi
como la operacionalizacion de variables, técnicas para el procesamiento y analisis de resultados
y las consideraciones éticas.
Capitulo IV: Resultados, se presenta las Tablas y graficos respectivos, asi como la contrastacion
de la hipotesis y su andlisis e interpretacion.
Capitulo V: Discusion, se analiza y discute los resultados obtenidos comparandolos con otros
estudios similares.
Finalmente, se formula las conclusiones y recomendaciones como resultado de la contrastacion

de hipdtesis y los objetivos del estudio.
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1.1 Planteamiento del Problema

La DM constituye un conjunto de trastornos biologicos y metabolicos de caracter
crénico, que se caracteriza por una hiperglucemia (concentracion anormal elevada de glucosa
en sangre), producida por la deficiencia en la secrecion de la insulina, hormona responsable del
metabolismo de carbohidratos que se sintetiza en las células B del pancreas (islotes de
Langerhans) o por la resistencia de las células del cuerpoa la accion de ésta. Por sus
consecuencias, la DM se sittia como una de las principales causas de morbi-mortalidad de los
paises desarrollados y en vias de desarrollo. En las enfermedades metabdlicas, como la DM,
participan agentes oxidantes en el origen, evolucion o en las posteriores complicaciones,

generando estados oxidantes o afectando los sistemas antioxidantes (Calderén, 2013).

Las evidencias demuestran que las complicaciones cardiovasculares,cerebrovasculares
y renales, se deben principalmente a que se produce un desequilibrio metabolico debido a la
sobreproduccion de radicales libres (RL) dafiando las biomoléculas,excediendo la capacidad de
reaccion de los mecanismos antioxidantes. Dicha situacion se puede prevenir o disminuir con
la suplementacioén adecuada de antioxidantes, permitiendoque los pacientes diabéticos mejoren
su calidad de vida, pues es de esperar que las complicaciones ocasionadas principalmente por

la sobre produccion de RL, disminuyan (Ramos et al., 2006).

1.2 Descripcion del Problema

La situacion de salud en el Perti presenta las caracteristicas de una transicion
epidemiologica por presentar una relacion de mortalidad de enfermedades no transmisibles
(ENT)/mortalidad por enfermedades transmisibles (ET) de 2.43 (63.9%/26.3%=2.43),

siendo un valor mayor a 1.2 (transicién epidemiologica pos transicional) (MINSA, 2010).
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El estudio PERUDIAB (2012), realizado en 1 677 hogares a nivel nacional, de mas de

10 millones de adultos mayores de 25 afios, encontrd una prevalencia de diabetes mellitus de
7% y de hiperglicemia de ayuno (prediabetes), 23% (Seclén et al., 2015). El MINSAinformé
que, en el afo 1987, la Diabetes mellitus se encontraba en el puesto 20 de las principales causas
de muerte, con una tasa de 12.4 por mil. En el afio 2007, se incrementdsu posicion (puesto 12),
con una tasa de 20.4 por mil. Para el afio 2011, se encontr6 dentrode las 10 principales causas

de mortalidad en adultos (MINSA, 2013).

En la Encuesta Demografica y de Salud Familiar (ENDES), en el Perq, el 3,9% de
personas de 15 anos a mas fue diagnosticado con diabetes mellitus alguna vez en su vida por
un profesional médico. De este porcentaje, el 4.3% lo presentan las mujeres, quienes son las
mas afectadas, a diferencia de los hombres (3.4%). A nivel regional, Lima Metropolitana fue la
que tuvoel mayor porcentaje (5,1%) y en el resto de la Costa (4,1%). En la region Sierra (1.9%)

y Selva (3.4%) (Instituto Nacional de Estadistica e Informatica [INEI], 2019).

Debido a las complicaciones cardiovasculares, cerebrovasculares y renales que
presentan los pacientes diabéticos de forma prematura por la hiperglucemia, se origina una
disminuciodn drastica de su calidad de vida, por las constantes solicitudes de incapacidad laboral
que se expiden para estos pacientes, ocasionando perjuicios econdmicos (Ramos et al., 2006).
Asimismo, estas complicaciones generan elevados costos sanitarios y descenso de los indices
de crecimiento economico. En el 2014, se estimo el costo anual total para diabetes mellitus no
complicada en el Peru y fue cerca de veinte mil millones de dolares, que representa el 14,3%
del presupuesto ejecutado en el afio 2014 en el Programapresupuestal 018 Enfermedades no

Transmisibles (Ttito et al., 2015).
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1.3  Formulacion del Problema
1.3.1 Problema general
(Cuadl es el efecto del consumo de un extracto de fucoidano, proveniente del alga parda
Lessonia trabeculata, sobre el control del estrés oxidativo en un modelo experimental de

diabetes mellitus?

1.3.2 Problemas especificos

e Cual es el efecto del consumo de un extracto de fucoidano sobre la actividad de
las enzimas superdxido dismutasa y catalasa en suero y tejidos en el modelo experimentalde
diabetes mellitus?

e ;Cual es el efecto del consumo de un extracto de fucoidano sobre la peroxidacion
lipidica en suero y tejidos en el modelo experimental de diabetes mellitus?

e ;Cuadl es el efecto del consumo de un extracto de fucoidano sobre los cambios
fisiopatologicos en higado, pancreas y rifion en el modelo experimental de diabetes mellitus?

e ;Cual tratamiento tiene un efecto protector sobre el estrés oxidativo en el modelo

experimental de diabetes mellitus?

1.4 Antecedentes

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad endocrinoldgica de origen
multifactorial, que se caracteriza por niveles anormalmente elevados de glucosa en sangre, en
ayunas y estado postprandial. Su importancia en salud publica radica en que es una enfermedad
crénica degenerativa que afecta multiples drganos (0jos, rifilones, sistemanervioso periférico y
autonomo) siendo la primera causa de ceguera, enfermedad cronica renal terminal y

amputaciones en adultos (Aranda-Ventura et al., 2016).
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En la actualidad, las evidencias demuestran que el estrés oxidativo juega un papel
importante en el desarrollo de complicaciones vasculares en la diabetes tipo 2. La formacion de
radicales libres en la diabetes se produce por diversos mecanismos: glucosilacion no enzimatica
de las proteinas, la oxidacion de la glucosa y el aumento de la peroxidacion lipidica,
provocando dafio celular y enzimatico, asi como resistencia a la insulina. Esta formacion de
radicales libres produce el estrés oxidativo, alterando el equilibrio natural entreantioxidantes y
prooxidantes. Se conoce que la patogenia de alrededor de 50 enfermedades ha sido implicada

por los radicales libres (Asmat et al., 2016).

Gonzales-Mayo et al. (2017) estudiaron el estrés oxidativo en pacientes diabéticos tipo
2 y midieron enzimas antioxidantes como Superoxido Dismutasa, Glutatiéon Peroxidasay como
marcador de peroxidacion lipidica, el 8-Isoprostano y malonildialdehido. Concluyeron que la
evaluacion del estado de estrés oxidativo en una etapa temprana contribuye a mejorar el

bienestar y calidad de vida en estos pacientes.

En un estudio realizado con pacientes adultos diabéticos, se demostro la presencia de
una alteracion en el sistema antioxidante, midiendo los niveles de actividad de Superoxido
dismutasa y Catalasa, asi como los niveles de Malondialdehido y Glutation reducido y
proteinas oxidadas con el fin de comprobar el dafo oxidativo en biomoléculas lipidicas y

proteicas, respectivamente (Heredia et al., 2014).

Ramos et al. (2006), estudiaron la presencia de especies reactivas de oxigeno en
pacientes diabéticos y encontraron un incremento del anién superoxido (O2 -), perdxido de
hidrogeno (H202), ion peroxilo (OH-), lo que coadyuvo al dafio del DNAde linfocitos. Se

consideré que una célula humana recibe 10,000 colisiones debido a especies oxidativas en el
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ADN/dia, es decir, de cada 1012 moléculas de oxigeno que entran a la célula/dia, es posible

que 1 en 200 dafien al ADN.

Heredia et al. (2014), demostraron la relacion entre los niveles de peroxidacion lipidica
y el desarrollo de complicaciones en la diabetes mellitus, encontrando un considerable
incremento en el proceso de peroxidacion lipidica en los pacientes diabéticos, niveles

disminuidos de Catalasa, Superoxido dismutasa y Glutation reducido.

Alvarado y Condori (2017) demostraron el efecto de la suplementacién con cochayuyo,
alga verde, sobre la peroxidacion lipidica en ratas diabéticas, concluyendo que present6 efectos

antioxidantes en las ratas, al observarse la disminucion de los niveles de oxidacion.

El aloxano tiene una accion diabetogena demostrada desde 1943. Al realizar el estudio
histologico del pancreas de los animales inyectados con aloxano, se comprob6 la necrosis de
los islotes con desaparicion de las células beta. Esta accion fue verificada por diversos
investigadores en ratas, gatos, palomas y monos (Rocca y Pl4, 1963). El aloxano es un firmaco
que se utiliza exitosamente en estudios de diabetes experimental en ratas, segiin lo publican

Vacay Villena, 2016; Campuzano-Bublitz et al., 2018; Virgen-Carrillo et al., 2018, entre otros.

Se ha encontrado que la estreptozotocina (STZ), compuesto diabetogénico, aumenta la
produccion del radical superoxido en las células pancreaticas y estimula la produccién deH202
ocasionando la segmentacion del DNA en los islotes pancreaticos de rata. Losresultados
evidenciaron la relacion entre la dosis de STZ y la severidad de la diabetes inducida en ratas
Wistar. La medicion de los marcadores de estrés oxidativo (Superdxido dismutasa,

peroxidacion lipidica y Catalasa) se encuentran alterados dependiendo de la dosis de la STZ
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empleada, generando una disminucion del estado antioxidante en los animales (Mora et al.,

2009).

Las algas marinas son una fuente de compuestos bioactivos con impactos favorables
sobre la salud humana y por lo tanto desde las tltimas décadas estan siendo considerados enla
investigacion farmacoldgica (Marfaing y Lerat, 2007). En diversos paisesorientales, las algas
son utilizadas en la medicina alternativa para el control de la diabetes mellitus (Garcia et al.,
2016). En décadas pasadas también se ha demostrado que las algas poseen varias actividades
bioldgicas como hipotensora (Chiu y Fung, 1997), antimutagénica (Okai y Nakamura, 1993) y
antioxidante (Lee et al., 1999). Otras investigaciones, han reportado que las algas pueden influir
en el control de la glucemia, reduccion de lipidos sanguineos ymejora la actividad de enzimas
antioxidantes (Ara et al., 2002; Lamela et al., 1989; Kim et al., 2009; Kiriyama et al., 1968;

Nishide y Uchida, 2003).

Estas actividades demostradas por diversos investigadores desde décadas pasadas se
deben a ciertos compuestos bioactivos, como los Fucoidanos. Estos son una clase de
polisacaridos con grupos hidroxilo reemplazados por grupos sulfatos (SPs), y se ha demostrado
que los SPs tienen una potente actividad antioxidante entre otras actividades biologicas entre
las cuales destacan las actividades antiinflamatorias, anticoagulante, antiangiogénica y
antitumoral (Gomez et al., 2014). Rocha et al. (2007); Rupérez et al. (2002); Wang et al. (2010),
demostraron el potencial efecto protector del fucoidano frente a las enfermedades mediadas por
radicales libres como el Alzheimer y procesos de envejecimiento. Rocha et al. (2007),
mostraron que los fucoidanos de Fucus vesiculosus y de Padina gymnospora, tuvieronun efecto

inhibitorio sobre la formacion de los radicales hidroxilo y superoxido.
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Zhang, et al. (2004); Qi et al. (2005); Qi et al. (2005); Ruperez et al. (2002); Xue, et al.
(2004); Hu et al. (2001), demostraron que los polisacaridos sulfatados de las algas marinas
Porphyra haitanesis, Ulva pertusa, Fucus vesiculosus, Laminaria japonica y Ecklonia kurome

tenian actividad antioxidante (Kraan, 2012).

Estudios realizados por Wang et al. (2010), demostraron que los polisacaridos
sulfatados (SPs) tienen una potente actividad antioxidante. Dicha actividad ha sido determinada
por numerosos métodos entre ellos la capacidad secuestrante de radicales libres (DPPH),
inhibicion de la peroxidacion lipidica, cuantificacion de la capacidad antioxidante total
plasmatica (FRAP), ensayos de secuestro de radicales superoxido e hidroxilo. Sun et al. (2009)
comprobaron que los SPs de bajo peso molecular mostraron una mejor actividad antioxidante
que los que presentan pesos moleculares mayores. Wang et al. (2010) encontraron una
correlacion entre el contenido de sulfatos y la actividad secuestrante del radical Superdxido en

fracciones de fucoidanos obtenidos del alga Laminaria japonica.

Tanna y Mishra (2019) reportaron diversas actividades biologicas de los polisacaridos
sulfatados en algas marinas, como actividad antitrombotica, antiviral, inmunomoduladora,

antioxidantey recomienda su uso como alimento funcional humano y animal.

Xiao et al. (2017) demostraron que el tratamiento con fucoidano en ratas inducidas a
diabetes, presentd una proteccion contra el incremento de la concentracion de glucosa en
sangre, aumento de actividad de superoxido dismutasa (SOD) e incremento de los niveles de
MDA.

Yang et al. (2013) estudiaron el efecto de fucoidano de bajo peso molecular sobre la

retinopatia diabética en ratones diabéticos y ademas demostrdé que su consumo por largos
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periodos es seguro y que su uso es recomendando para la prevencion y tratamiento de la

retinopatia diabética.

El efecto del fucoidano del alga parda Fucus vesiculosus fue probado en ratas con
diabetes experimental tipo 2, encontrandose que previene la hiperglucemia y disminuye la

nefropatia diabética, principal complicacion en la diabetes (Wang et al., 2015).

Shan et al. (2015) aislaron 11 tipos de fucoidano provenientes de diversas algas pardas,
encontrandose efectos controladores de la hiperglucemia y ademés no presentaron efectos

citotoxicos.

Presa (2018) investigd el papel protector de los polisacaridos sulfatados del alga verde
Udotea Flabellum (J.Ellis & Solander) M. Howe en células expuestas al dafio oxidativo.
Concluyo que las fracciones evaluadas disminuyeron los niveles de peroxidacion lipidica yel
numero de células muertas por apoptosis, ya que evitaron descensos bruscos en los nivelesde

glutation y superdxido dismutasa dentro de las células expuestas al estrés oxidativo.

Dentro de las especies de algas peruanas, las algas pardas son las que presentan un
porcentaje importante de fucoidano, como lo describen Chéavez et al. (2017), en su
investigacion sobre el alga parda de la costa peruana, Lessonia trabeculata, con un (80%).
También concluyeron que el extracto de fucoidano posee una alta capacidad antioxidante,

representando una importante posibilidad para el tratamiento y prevencion de enfermedades.

El extracto de fucoidano también ha sido probado en ratones diabéticos para comprobar

su efecto en la hiperglicemia. Zhao et al. (2018) sugieren que el extracto podria considerarse
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como un alimento funcional, por su efecto sobre la reduccién de la glucosa en la sangre y

regular la microflora intestinal.

1.5 Justificacion de la Investigacion

La diabetes mellitus es uno de los principales problemas en salud publica a nivel
mundial. La prevalencia mundial de la diabetes ha experimentado un incremento desde el afio
2014 al 2016, del 4,7% al 8,5% en la poblacion adulta (World Health Organization [WHO],
2016). En las Américas,el nimero estimado de personas con diabetes en el afio 2000 fue de
13,3 millones y se ha proyectado para el 2030 en 32,9 millones. En el Pert, la prevalencia de
diabetes para el afio2015 fue de 7% y esta en aumento, debido al incremento de factores como
la obesidad, el sobrepeso, el sedentarismo y los héabitos inadecuados de alimentacion (Seclén

etal., 2015).

El presente trabajo esta disefiado para evaluar el efecto del consumo de un extracto de
fucoidano proveniente del alga Lessonia trabeculata, obtenida de nuestra costa peruana, como
estrategia nutricional para el control del estrés oxidativo en un modelo experimental de diabetes
mellitus tipo 2, para ayudar a contrarrestar los efectos cronico-degenerativos ocasionados por
esta enfermedad, mejorando la calidad de vida del paciente incrementando su actividad

antioxidante.

Por tal motivo, se justifica tedricamente por la amplia revision de literatura respecto a
la actividad bioldgica que presenta el extracto de fucoidano de las algas pardas, diabetes
mellitus tipo 2 y estrés oxidativo. Ademas, se justifica la investigacion por tratarse de un alga

poco estudiada, puesto que no se encuentra referencias bibliograficas en esta especie, lo cual



21

lo hace de interés por encontrarse distribuido en la costa peruana.

Desde un punto de vista metodologico, se justifica por seguir un disefio experimentalen
la cual se plantea y experimenta una hipoétesis y estadisticamente se comprueba el efectoque se
obtuvo sobre el estado oxidativo dado por el consumo del extracto de fucoidano por las ratas

diabéticas.

Desde un punto de vista social, los resultados obtenidos son de importancia para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, que es un problema de salud publica en el Peru yque
conlleva a una serie de complicaciones metabolicas y fisiologicas ocasionando una cargasocial
y econdomica muy elevada, por los altos costos en salud que produce. Por tal motivo, resulta

una alternativa para mejorar la calidad de vida del paciente diabético.
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1.6 Limitaciones de la Investigacion

Durante el desarrollo del presente estudio, se presentaron algunas limitaciones que se
lograron superar, pero fueron criticas para la obtencion de los resultados esperados. En el
proceso de induccion de diabetes, la dosis recomendada por la literatura no fue la adecuada,
puesto que se obtuvo un porcentaje de mortalidad muy elevado. Asimismo, el proceso de
obtencion de la muestra de sangre para las evaluaciones iniciales no fue realizada por la vena
caudal puesto que no se obtenia suficiente volumen de sangre, por ese motivo se optopor

realizar la puncion cardiaca, siendo mas complicado el proceso.

Por otro lado, el alcance de esta investigacion brindara una alternativa de tratamiento
frente a las complicaciones ocasionadas por la diabetes mellitus tipo 2, haciendo uso de un
recurso natural, como lo es Lessonia trabeculata, alga parda de nuestra costa, revalorando su

potencial nutricional y terapéutico.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general
Evaluar una estrategia nutricional a base de fucoidano de algas para el control del

estrés oxidativo en un modelo experimental de Diabetes mellitus, Lima, Pert, 2018.

1.7.2  Objetivos especificos
a. Implementar un modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 en ratas.

b. Comparar tres dosis de extracto de fucoidano del alga Lessonia trabeculata sobre el efecto

antioxidante en un modelo diabetes mellitus experimental en ratas.
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c. Determinar las concentraciones de los marcadores de estrés oxidativo en plasma: Indice
de peroxidacién lipidica (TBARs), capacidad antioxidante total, cuantificacion de la
actividad enzimatica Superdxido Dismutasa (SOD) y cuantificacion de la actividad
enzimatica de la catalasa (CAT) del modelo de diabetes experimental.
d. Evaluar el estrés oxidativo en tejidos: pancreas, rifilones e higado del modelo de diabetes
experimental.
e. Evaluar el estudio histopatologico de pancreas, higado y rifiones del modelo de diabetes

experimental.

1.8 Hipétesis

1.8.1 Hipotesis general
El consumo de un extracto de fucoidano proveniente del alga parda Lessonia
trabeculata presenta un efecto antioxidante protector frente al estrés oxidativo en ratas

diabéticas.

1.8.2 Hipotesis especificas

a. El consumo de extracto de fucoidano disminuye el indice de peroxidacion
lipidica (TBARSs) e incrementa la capacidad antioxidante total en plasma en el modelo de
diabetes experimental.

b. El consumo de extracto de fucoidano incrementa la actividad de las enzimas
antioxidantes: catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD) en plasma en el modelo de
diabetes experimental.

c. El consumo de extracto de fucoidano disminuye el estrés oxidativo en tejidos:

pancreas,rifiones e higado en el modelo de diabetes experimental.
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II. MARCO TEORICO

2.1  Marco Conceptual
2.1.1 Diabetes mellitus

La DM, es una enfermedad cronica que se origina por una produccion insuficiente de
insulina por parte del pancreas o cuando no se utiliza eficientemente la insulina que produce.
La insulina es una hormona que regula el metabolismo de carbohidratos, especialmente la
glicemia (concentracion de glucosa en sangre). La hiperglucemia (incremento de glucosa en la
sangre) es la causa del dafio progresivo a muchos 6rganos y sistemas, especialmente nervios y

vasos sanguineos (WHO, 2019).

La hiperglicemia permanente origina las alteraciones orgéanicas iniciales de la DM, las
angiopatias diabéticas (micro y/o macro vasculares) que son responsables de las
complicaciones cronicas, que pueden llegar a ser mortales en estos pacientes. Entre las
consecuencias microvasculares, se incluyen la nefropatia, neuropatia y retinopatia y entre las
complicaciones macrovasculares, incluyen enfermedad arterial coronaria, enfermedad arterial

periférica y accidente cerebrovascular (Ayepola et al., 2014).

En la DM, las cé€lulas del cuerpo no reciben glucosa, produciéndose la autoxidacion de
ella, formando a-cetoaldehidos, peroxido de hidrégeno y radical superdxido entre otras
especies reactivas del oxigeno (EROS), ocasionando un desbalance entre la formacion de
EROS y los mecanismos de defensa antioxidante del organismo (estrés oxidativo). Este
proceso, produce degeneracion de las paredes celulares y de los vasos sanguineos, dafios enla
retina, deterioro renal, aterosclerosis, afecciones en el sistema nervioso central e incluso

multiples alteraciones reproductivas (Murillo et al., 2006), por tal motivo el estrés oxidativo
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desempefia un papel importante en el incremento de las EROS, los productos finales de la
glicosilacion avanzada y los productos de peroxidacion lipidica en la explicacion de la
fisiopatologia de estas enfermedades que frecuentemente padece el paciente diabético. (Clapés

et al., 2001)

Por sus consecuencias, la diabetes se encuentra entre las cuatro enfermedades no
transmisibles de prioridad mundial y se encuentra enmarcada dentro de las metas mundiales

para la prevencion y el control de las enfermedades no transmisibles que deberdn alcanzarse

para 2025 (WHO, 2016).

2.1.1.1 Clasificacion de la DM. El Informe Mundial sobre la Diabetes de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la enfermedad como sigue:

a. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Se caracteriza por una destruccion especifica
de las células B pancreaticas (insulinopenia total) cominmente asociadas con el dafio mediado
por el sistema inmunitario (Ayepola et al., 2014). Anteriormente llamada diabetes
insulinodependiente, diabetes juvenil o diabetes de inicio en la infancia. Se desconoce la causa
y actualmente no hay forma de prevenir la enfermedad (WHO, 2016). Representa del 5 a 10 %
de las personas que padecen diabetes. La diabetes idiopatica, es una forma de diabetes tipo 1,
no tiene etiologiaconocida. Algunos de estos pacientes tienen insulinopenia permanente y son
propensos a cetoacidosis, pero no tienen evidencia de autoinmunidad. La mayoria de las
personas que lapadecen son de ascendencia africana o asiatica (Asociacion Latinoamericana de

Diabetes [ALAD], 2019).

b. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se caracteriza por insulinorresistencia asociada

a insulinopenia en grado variable. Presenta una importante predisposicion genética, aunque no
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bien aclarada. Generalmente estos pacientes no requieren tratamiento con insulina a lo largo
de sus vidas. No se produce la destruccion autoinmune de las células B. La mayoria de estas
personas presentanobesidad, lo cual por si misma provoca cierto grado de insulinoresistencia
(ALAD, 2019). El riesgo de desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad, la obesidad
y la falta deactividad fisica (Ruiz, 2000). Las personas que padecen DM tipo 2 muestran un
cambio gradual en la homeostasis de la glucosa debido a la resistencia a la insulina y / o la
disminucién de la secrecion de insulina (Ayepola et al., 2014). Estos pacientes tienen un alto
riesgo de desarrollar complicaciones macrovasculares y microvasculares (Ruiz, 2000). En la

figura 1 se muestra los criterios de diagndstico para diabetes mellitus.

Figura 1

Criterios de diagnostico para diabetes mellitus

A1C = 6.5% La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando un
método que esté certificado por NGSP* y estandarizado al

ensayo DCCT**.

FPG > 126 mg/dl. FPG (Glucosa plasmatica en ayunas). El ayuno se define

como la ingesta de calorias durante al menos 8 h.

2h de glucosa en OGTT (Prueba oral de tolerancia a la glucosa). La prueba

plasma >200 mg/dl debe realizarse como lo describe la OMS, usando una carga

durante la OGTT. de glucosa que contenga el equivalente a 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

Nota. NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program (1996)DCCT: Diabetes

Control and Complications Trial (1993). Tomado de “Guias ALAD sobre el Diagndstico,
Control y Tratamiento de la Diabetes Mellitus Tipo 2 con Medicina Basada en Evidencia”,

Revista de la Asociacion Latinoamericana de Diabetes, ALAD, Edicion 2019.
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2.1.1.2 Etiopatogenia

a. Diabetes mellitus tipo 1 (DMI). El sistema de histocompatibilidad HLA es un
complejo de reconocimiento inmunolédgico y estd relacionado con la susceptibilidad a ciertas
enfermedades, entre ellas esta la DM1. La sensibilidad para desarrollar DM 1 esta vinculada con
los antigenos de histocompatibilidad HLA, DR3, DR4, DQ B y DQ a. Para la expresion de estos
antigenos se requiere de factores ambientales: habitos alimentarios, como la lactancia artificial;
el estrés; el crecimiento acelerado que ocurre en la pubertad y la contaminaciéon. En la
actualidad se sabe que el individuo presenta la DM1 cuando 90% de sus células beta han sido

destruidas. (Lopez, 2009).

Figura 2

Desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus Tipo 1

HEREDITARIO AMBIENTAL
AUTOINMUNE

* HLA Clase Il * Inmunidad celular * Agentes infecciosos,

(alelo DR3-DR4) e humoral. quimico.
DESTRUCCION DE
CELULAS BETA

*HIPOINSULINEMIA
*HIPERGLICEMIA

Nota: Tomado de “Diabetes mellitus: clasificacion, fisiopatologia y diagndstico”, Lopez, 2009.

Medwave, 9(12).
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b. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Para el desarrollo de la DM2, confluyen

diversos defectos.

b.1 Alteraciones genéticas. El componente genético de la DM2 cumple un rol
importante, demostrado enexperimentos de gemelos homocigoticos, la probabilidad de que uno
desarrolle DM2, habiendo desarrollado el hermano, es de 90%. Se han descrito alteraciones de
diversos genes, entre ellos las diversas modalidades de MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young, diabetes de la edad madura que se presenta en el joven). Sin embargo, en la mayoria de
los casos la alteracion especifica no es conocida. Sin embargo, se sugiere los genes que
codifican para el transportador GLUT4, glucdgeno sintetasa y hexoquinasas, que son los
relacionados con el metabolismo de la glucosa y el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la
glucosa- 6 fosfatasa, entre los relacionados con la produccion hepatica de glucosa y el

transportador GLUT2 (Lo6pez, 2009).

b.2 Insulino resistencia. Diversos estudios realizados en individuos sanos, familiares o
no de pacientes con DM2 y aquellos con baja tolerancia a la glucosa, demostraron que la
insulino-resistencia precede a la aparicion de la DM2. La elevacion de las concentraciones de
insulina circulante disminuye el nimero y en menor medida, la afinidad de los receptores por
un fenémeno de down-regulation. Del mismo modo la hiperglicemia disminuye los
transportadores de glucosa, lo que es conocido como efecto toxico periférico de la glucosa

(Lopez, 2009).
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Figura 3.

Desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2

HERENCIA HERENCIA
GENES GENES

&

ALTERACION RESISTENCIA
SECRECION DE INSULINA A LA INSULINA

- B
INTOLERANCIA (v
b 4 ALA GLUCOSA
DIABETES TIPO 2

Nota: Tomado de “Diabetes mellitus: clasificacion, fisiopatologia y diagndstico”, Lopez,

2009. Medwave, 9(12).

2.1.1.3 Complicaciones. En humanos, las complicaciones pueden ser agudas,
relacionadas a la concentracion de glucosa y las cronicas estan relacionadas por lesiones
vasculares. Pueden ser microvasculares (lesiones de los vasos sanguineos pequefios) y
macrovasculares (lesiones de vasos sanguineos mas grandes). Las complicaciones
microvasculares son lesiones oculares (retinopatia) que desembocan en la ceguera;lesiones
renales (nefropatia) que acaban en insuficiencia renal y lesiones de los nervios que ocasionan
impotencia y pie diabético (que a veces obliga a amputar como consecuencia de infecciones
muy graves). Las complicaciones macrovasculares son las enfermedades cardiovasculares,
comolos ataques cardiacos, los accidentes cerebrovasculares y la insuficiencia circulatoria en

los miembros inferiores (WHO, 2016)



30

a. Complicaciones agudas

a.1 Hipoglucemia. Se caracteriza por el descenso de la glucemia por debajo de los
valores normales y esla complicacion mas frecuente del tratamiento farmacoldgico de la
diabetes. El consumo inapropiado de alimentos o de alcohol y el ejercicio intenso también
pueden provocarla. La hipoglucemia puede ser severa ocasionando coma, convulsiones o
alteraciones neurologicasque requieren la intervencion de terceras personas, moderada con
alteraciones de la funcién motora y confusion, o leve con sudoracidon, malestar general y

necesidad de ingerir alimentos (WHO, 2016).

a. 2 Hiperglucemia. Esta complicacion de la DM2 se debe a la carencia total o parcial
de insulina. El estado hiperglucémico hiperosmolar (EHH) se caracteriza por una exagerada
hiperglucemia,alteraciones del nivel de conciencia (letargia, estupor y coma) y osmolaridad
plasmatica elevada. La incidencia anual es alrededor de 10 casos por 100.000 habitantes, lo que
equivalea 0,5% de los ingresos hospitalarios por diabetes. La mortalidad oscila entre el 5%-

35%. EIEHH es la primera manifestacion de la diabetes en el 7-17% de los pacientes.

b. Complicaciones cronicas. Las complicaciones cronicas de la diabetes en humanos
producen la alteracion de lasarterias pequefias o microangiopatia (retinopatia y nefropatia),
alteracion de las arterias de mediano calibre o macroangiopatia responsable de las
enfermedades cardiovasculares (enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular vy
enfermedad arterial periférica) y alteracion del sistema nervioso (polineuritis y neuropatia

autondémica) (WHO, 2016).
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b.1 Retinopatia diabética. Es una causa importante de ceguera y discapacidad visual.
Se origina por el dafo de los vasos sanguineos de la capa posterior del ojo, la retina,
ocasionando pérdida progresiva de la vista, que a veces llega a ser ceguera (WHO, 2016). Los
capilares de la retina estdn recubiertos con células endoteliales y estan rodeados por células
musculares lisas, pericitos, que proporcionan tono a los vasos. Las lesiones vasculares que se
identificanen la etapa temprana de la retinopatia diabética incluyen desaparicion de los pericitos
de los capilares, la eliminacion de capilares y pequenas arteriolas, engrosamiento gradual de la
membrana basal vascular, aumento de la permeabilidad de las células endoteliales y formacion
de microanurismas (debilitamiento de las paredes de los vasos que da lugar a la proyeccion de
un saco parecido a un globo), fuga de vasos, exudado y hemorragia.La retinopatia diabética es
la primera causa de ceguera (12%) en edad laboral. La incidencia anual de ceguera por esta
causa va del 0,02 y 1%. Durante las primeras dos décadas de la enfermedad, alrededor del 60%

de los pacientes desarrollan retinopatia (Ayepola et al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4

Retinopatia diabética
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Nota: Tomado de “Atlas de la Diabetes de la FID”. International Diabetes Federation. (2015)

b.2 Nefropatia diabética. La nefropatia diabética es una disminucion progresiva de la
tasa de filtracion glomerular, caracterizada por hiperfiltracion glomerular, hipertrofia epitelial
tubular yglomerular y aumento de la excrecion de albumina urinaria (WHO, 2016). Es causada
porlas lesiones de los vasos sanguineos pequeios de los rifiones, originando insuficiencia renal
y la muerte. En los paises desarrollados, es la principal causa de didlisis y trasplantes renales

(Ayepola et al., 2014).

La diabetes es la primera causa de insuficiencia renal crénica (40%). Entre el 20-30%de
los pacientes con DM2 desarrolla nefropatia diabética. La evidencia clinica temprana de
nefropatia diabética es el nivel anormal de albimina en la orina (>30 mg/24h) originandola
microalbuminuria, para llegar a convertirse en macroalbuminuria, determinando la aparicion

de la nefropatia.
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b.3 Neuropatia diabética. La diabetes puede lesionar los nervios por diversas vias, como
el dafio directo por la hiperglucemia y la disminucion del flujo sanguineo como resultado del
dafio de los vasos pequefios. En el sistema nervioso periférico, la diabetes causa un deterioro
progresivo de losnervios sensoriales y el dafio a los nervios motores. La disminucion de la
sensibilidad en lospies impide que las personas diabéticas reconozcan a tiempo los cortes,
rasguiios o heridas,que se pueden infectar, agravando la situacion, si no se tratan a tiempo y

puede llegar a la amputacion (WHO, 2016).

La afeccion del pie diabético es causada por alteraciones de los vasos sanguineos y
nervios, que se complican con tlceras que obligan a amputar. Es una de las complicaciones mas
costosas de la diabetes, especialmente en pacientes que no usan calzado apropiado. La
prevencion puede evitar la amputacion, exdmenes frecuentes y cuidados personales (Figura 5).
Los programas de cuidado integral de los pies pueden reducir las amputaciones de un 45% a un

85% (WHO, 2016).

Figura 5

Pie diabético con isquemia critica con necrosis de 4°y 5° ortejo

A

Nota: Tomado de “Diabetes y enfermedad vascular periférica”. Julio, 2009. Revista Médica

de Clinica Las Condes, 20(5)
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b.4 Enfermedades cardiovasculares. La enfermedad coronaria es la causa mas frecuente
de mortalidad en los pacientes con DM2 (50%). El riesgo de padecerla es mayor en poblacion
con diabetes, entre dos y tres veces mas. La enfermedad cerebrovascular también estd
incrementada en 2 y 3 veces enpacientes con DM2. En un estudio prospectivo en Finlandia, se
determind que la diabetes fue el factor de riesgo mdas importante para el accidente
cerebrovascular. La DM2est4 asociada con mayor mortalidad, peor evolucién, incapacidad mas
severa tras el accidente cerebrovascular (ACV) yuna mayor frecuencia de recaidas. La diabetes
incrementa ademads el riesgo de demencia y la evolucién neurologica relacionada con ACV,

dobla el riego de recurrencia e incrementa la mortalidad relacionada con el ACV (WHO, 2016).

2.1.2 Situacion mundial de la diabetes

El Informe Mundial de la Diabetes, publicado por la OMS, present6 la situacion actual
sobre las estimaciones y prevalencias de esta enfermedada nivel mundial. En el documento se
estima que 422 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes en el afio 2014, frente a
los 108 millones de 1980. En la ultima década, la prevalencia de la diabetes se ha incrementado
mas rapidamente en los paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos (WHO,

2016).
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Porcentaje de defunciones atribuible a la hiperglucemia en adultos de 20 a 69aiios de edad,

por regiones de la OMS (2000 y 2012)
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Figura 7

Tendencias en la prevalencia de diabetes, 1980-2014, por regiones de la OMS
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Nota: Tomado de “Informe mundial sobre la diabetes”, WHO, 2016



36

En 2012, la mortalidad por diabetes fue de 1,5 millones de muertes. La hiperglucemia
provoco otros 2,2 millones de muertes. El 43% de estos, ocurren en personas menores de 70
anos. El porcentaje de muertes debido a hiperglucemia o diabetes en menores de 70 afioses
mayor en los paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos. La diabetes es
un problema de salud publica y una de las cuatro enfermedades no transmisibles (ENT) que causa
preocupacion en los gobiernos a nivel mundial por lo que tienen como meta al 2025, detener el

incremento de la prevalencia y mortalidad por esta enfermedad (WHO, 2016).

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) en su tltima publicacion (2015), realizo
una estimacioén del nimero de casos de diabetes en adultos en el mundo al 2040, seria de 642
millonesde personas, 10,4% (8,5-13,5%) (Grafico 3), de continuar con este crecimiento. En
cuanto a la diabetes tipo 1, el porcentaje de nifios que la padecen se incrementa en un 3% anual
aproximadamente (86 mil nifios desarrollan diabetes tipo 1 cada afio). Este incremento en la
enfermedad, ocasiona también una gran carga econdomica impactando econdémicamente en los
sistemas de salud de los paises. La mayoria de los paises gastan entre un 5% y un 20% del total
del gasto sanitario en diabetes (Figura 9). En el 2015, el gasto sanitario fue de 673.000 millones
de dolares y se estima que para el 2040, sera de 802.000 millones. Aquellas personas que viven
en paises de renta baja, pagan una mayor proporcion del gasto sanitario comparativamente con
los de paises de renta alta, porque no tienen acceso a un seguro de salud y a servicios médicos
publicos. Por ejemplo, en América Latina, las familias pagan entre el 40% y el 60% de los gastos

médicos (International Diabetes Federation [FID], 2015).
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Figura 8

Regiones de la FID clasificadas segtin su prevalencia ajustada por edad(%) de diabetes (20-

79 afios), 2015 Y 2040
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Nota. Africa (AFR), Europa (EUR), Oriente Medio y Norte de Africa (MENA), América del
Norte y el Caribe (NAC): Sur y Centro América (SACA), Sureste Asiatico (SEA) y Pacifico

Occidental (WP). Tomado de “Informe mundial sobre la diabetes”, WHO, 2016
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Figura 9

Proporcion del total de gasto sanitario gastado en la diabetes (20-79aiios)
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Nota. Africa (AFR), Europa (EUR), Oriente Medio y Norte de Afrlca (MENA), América del

Norte y el Caribe (NAC): Sur y Centro América (SACA), Sureste Asiatico (SEA) y Pacifico

Occidental (WP). Tomado de “Informe mundial sobre la diabetes”, WHO, 2016.

2.1.3 Situacion de diabetes en el Peru

La situacion en el Pert es especialmente dificil porque se encuentra actualmente en una
transicion epidemiologica, manteniendo una carga de enfermedades transmisibles sin resolver,
como la tuberculosis, junto con aumento de enfermedades cronicas no transmisibles, como la
diabetes. PERUDIAB es un estudio longitudinal basado en hogares con poblacion mayor a 25
afios, diseflado para obtener estimaciones nacionales de las caracteristicas mas importantes de
la DM2 y enfermedades relacionadas (Seclén et al., 2017). Utiliz6 un sistema desarrollado por
el Instituto Nacional de Estadistica e Informéaticadel Peru (INEI), que se basa en los datos del
Censo Nacional de 2007 y la informacién cartografica, incluyendo una muestra aleatoria

estratificada, de tres etapas (2010-2012, 2014y 2016), para representar a poblaciones urbanas y
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suburbanas, de 24 regiones administrativas y las tres regiones naturales del Peru.

Las estimaciones actuales de la prevalencia nacional de diabetes en el Peru se basan en
limitados estudios regionales o poco representativos (Figura 10), debido a las complejas
caracteristicas geograficas del pais, asi como la variedad en la gastronomia regional,

caracteristicas sociodemograficas y antecedentes étnicos (Seclén et al., 2015).

Carrillo-Larco y Bernabé-Ortiz (2019) publicaron una recopilacion de estudios
realizados sobre prevalencia de diabetes en el Peru, en el cual se evidencié un incremento en la
prevalencia de diabetes y que anualmente se registran alrededor de dos casos nuevos por cada
cien personas. Lamentablemente, todavia es insuficiente la evidencia para poblaciones rurales

o selvaticas.
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Prevalencia de diabetes en Perii
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Nota: Tomado de “Prevalence of diabetes and impaired fasting glucose in Peru: report from

PERUDIAB, a national urban population based longitudinal study”, Seclén, et al., 2015, BMJ

Open Diabetes Research and Care, 3.
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Linea de tiempo de las estimaciones de prevalencia de diabetes reportadas
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Nota: Tomado de “Diabetes mellitus tipo 2 en Per: una revision sistematica sobre la
prevalencia e incidencia en poblacidon general”, Carrillo, et al., 2019, Revista Peruana de

Medicina Experimental y Salud Publica, 36(1)

Para el 2015, la prevalencia de diabetes en el Peru en poblacion >25 afios se estimo en
7% (5.3% a 8.7%) indicando una poblacion afectada de aproximadamente 763 600 personas

entre las 10 861 400 personas que viven en las areas urbanas y suburbanas muestreadas.

La prevalencia de diabetes previamente diagnosticada se estimo en 4.2% y la de diabetes
recién diagnosticada se estimé en 2.8%. La prevalencia estimada de IFG (glucosa en ayunas

alterada) fue del 22,4% (Figura 10) (Seclén et al., 2015).

En cuanto a la incidencia de diabetes en el Peru, Seclén et al (2017), mostraron una tasa
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de incidenciade 19,5 nuevos casos por 1000 personas, siendo en hombres(26.9 por mil personas)

y mujeres (15.6 por mil personas).

En nuestro pais, la cifra de personas con diabetes mellitus estd incrementdndose
aceleradamente, debido al actual estilo de vida, caracterizada por un cambio en el patron de
alimentacion, elevado contenido caldrico, asi como la inactividad fisica, lo que implica altas
tasas de sobrepeso y obesidad (Seclén et al., 2015). EI INEl en el 2016, reporto tasas de sobrepeso

y obesidad son 35.5% y 17.8%, respectivamente en poblacion mayor a 15 afios (INEI, 2016).

Cabe resaltar que estos valores de prevalencia e incidencia de diabetes son elresultado
de la transicion epidemiologica que ocurrid en el Perti y el MINSA lo report6 en el 2010 en su
publicacién, mostrando que el Pert se encuentra en una fase postransicional (la razon de
mortalidad enfermedades no transmisibles, 63.9%;/ enfermedades transmisibles 26.3 % es de
2.43). Este proceso de transformacion se observa en el incremento de nimerode casos y
atenciones realizadas en establecimientos del Ministerio de Salud (Tabla 1), como por ejemplo
se observa que, para la diabetes, el nimero de atenciones aument6 de 85 700 en el 2003 a 110

557 en el 2007 (Tabla 2).



43

Tabla 1

Casos de diabetes registrados en hospitales notificantes, Peru 2014-2018
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Nota: Tomado de “Andlisis de la situacion de salud del Perii”, MINSA, 2019

Tabla 2

Niimero de atenciones para ENT en establecimientos del MINSA a nivelnacional. Afios 2003

y 2007
ANO
Enfermedades No T ransmisibles 2003 2007
N° por 10 mil N° por 10 mil

Diabetes 85,700 342 110,557 43.8
Complicaciones ocasionadas por la 17,935 7.6 22,798 9.0
Diabetes Mellitus
Enfermedad cardiovascular isquémica 10,900 4.3 11,320 4.5
Enfermedad cerebrovascular 15,214 6.0 18,428 7.3
Enfermedad hepatica alcohdlica 1,003 0.4 1,047 04
Hipertension arterial 159,045 63.4 192,859 76.4
Total de enfermedades 25,0726,24 25,241,918

Nota: Tomado de “Andlisis de la situacion de salud del Perii”, MINSA, 2010

En el afio 1986, la tasa de mortalidad para la diabetes era 7.2, ocupando el puesto 23
dentro de las causas de mortalidad y para el 2015, 1a tasa fue de 21.9, (tercer puesto) (Figural2).

Esta tendencia ascendente en todo el pais estd ocasionando un problema de salud ptblica,que a



44

nivel de gobierno debe ser considerado prioritario, en concordancia con los objetivosdel Plan

de acciéon mundial de la OMS sobre las Enfermedades No Transmisibles (ENT) 2013-2020,

para reducir las consecuencias de la diabetes (WHO, 2016).

Figura 12

Principales causas de mortalidad. Peru 1986 y 2015
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Témado de “Andlisis de las causas de mortalidad en el Peru, 1986- 2015, MINSA, 2018.

La mayor carga por ENT conlleva a un mayor uso de los servicios de salud, que incluye

un alto costo de la atencion por ser enfermedades cronicas, de larga duracién y conmayores

complicaciones (MINSA, 2010).
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2.1.4 Radicales libres y especies reactivas

La oxidacion celular es un proceso quimico por el cual un ion o atomo pierde electrones,
produciendo moléculas muy inestables, llamadas especies reactivas de oxigeno (EROS) y de
nitrogeno (RNS). Debido a este hecho, estas moléculas son capaces de reaccionar con diversas
biomoléculas, como lipidos, proteinas y DNA, generando dafio comprometiendo las funciones

celulares normales conllevando a contribuir con cuadros patoldgicos (Lozada y Garcia, 2009).

Estas especies reactivas pueden ser de dos tipos: los radicaleslibres y los no radicales.

Figura 13

Especies reactivas
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Nota: Tomado de “Estrés oxidativo y antioxidantes: como mantener el equilibrio”. Lozada,

2009, Revista de la Asociacion Colombiana de Dermatologia y Cirugia Dermatologica, 17.

2.1.4.1 Radicales libres (RL). Los radicales libres bioldgicos son moléculas muy
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inestables, productos del metabolismo celular normal. Tienen electrones libres que reaccionan
con diversas biomoléculas, como lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN). Los
radicales libres desempefian un doble papel, como especies perjudiciales y beneficiosas, ya que
pueden ser dafiinas o beneficiosas para los sistemas vivos. En niveles bajos o moderados, estos
radicales producen efectos beneficiosos, como la defensa contra agentes infecciosos yel proceso
de maduracion de las estructuras celulares. Por el contrario, altas concentracionesde radicales
libres dafian las estructuras celulares (estrés oxidativo) (Ayepola et al., 2014). Dentro del grupo

de radicales libres se encuentran:

a. Elradical superéxido (02-), es el radical mas abundante, producto de la oxidacion
demoléculas organicas y resultado de multiples procesos metabolicos. El radical superdxido €s
la primera ERO que se forma a partir del O2. Su toxicidad se debe a la facilidad de difundira
distancias relativamente grandes y encontrar condiciones propicias para su accion (medio
hidrofobico), asi como por su capacidad de generar otras ERO mas potentes, se considera un
agente toxico potencial (Hernandez, 2017). La produccion del radical superdxido se origina
principalmente en la mitocondria, en la cadena transportadora de electrones. Durante la
transduccion de energia, una pequefia cantidad de electrones provenientes de la cadena, libera
el radical libre superoxido (entre 1 y 3% de los electrones pueden generar el radical superoxido)
(Carrillo et al., 2016). Los complejos I y III de la cadena de transportes de electrones,son los

principales generadores de este radical libre.

0: > Oze -

1e-

b. El radical hidroxilo (OH-), ésta es la especie mas oxidante que puede afectar

acidos nucleicos, proteinas, lipidos, principalmente uniéndose a los dobles enlaces de los 4cidos
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grasos insaturados. Producto de la reaccion del radical superoxido con el peroxido de hidrogeno

(Hernéndez, 2017).

—_—

0O2e—- + H202 HOe + HO- + O2

El radical hidroxilo es muy reactivo, siendo muy peligroso y, ademads, tiene un tiempo
de vida muy corto (10 segundos). Por tal motivo, puede reaccionar muy rapido con diversas
moléculas proximas a ¢l. El radical hidroxilo puede ser producido in vivo en la cadena de
transporte de electrones, mediado por ciertos metales como hierro. La reaccion de Fenton es la
mas conocida, en la cual ocurre una reaccion entre el perdxido de hidrogeno y el hierro de
manera homolitica, formando un anién hidroxilo y el radical hidroxilo (Carrillo et al., 2016).

Fe*+ H02 ——» Fe’* + «OH+OH-

C. El 6xido nitrico (NO) se sintetiza en diversos tejidos, mediante la enzima 6xido
nitrico sintetasa (ONs), que cataliza la conversion de arginina a citrulina, produciendo el radical
oxido nitrico. El efecto toxico se produce cuando se mezcla con el radical superdxido y forma
peroxinitrito (ONOO-), molécula muy estable (no es radical libre) y sus efectos pueden
observarse a largo plazo. Participa en varios procesos como la neurotransmision,la regulacion
de la presion arterial, mecanismos de defensa, relajacion del musculo liso yla regulacion del

sistema inmunitario (Carrillo et al., 2016).

Entre las especies no radicales estd el peréxido de hidrégeno, que es el oxidante mas
estable de todos. Se produce en los peroxisomas por reduccion enzimatica del oxigeno y luego
es convertido en agua. Otra via puede ser por reduccion del superoxido. Sin embargo,el proceso
bioquimico que produce mas H202 es la -oxidacion de 4cidos grasos que se lleva a cabo en los
peroxisomas (Figura 14) (Carrillo et al., 2016). Es considerado imprescindible para la

supervivencia celular a bajas concentraciones (Hernandez et al., 2017).
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a) 02+ 2e” + 2H*——» H20:
b) 20z2e—= + 2HY—> H202+ 02

Figura 14

Formacion de peroxido de hidrégeno durante el daiio mitocondrial

de Fenton

Nota: Tomado de “Especies reactivas de oxigeno, sepsis y teoria metabdlica del choque

séptico”. Carrillo, 2016.Revista de la Facultad de Medicina de la UNAM, 59(1).

Estas especies reactivas ocasionan lesiones oxidativas a las biomoléculas (lipidos,
proteinas y ADN) y se expresan como peroxidacion lipidica de las membranas, alteracionesen
el ADN (cambio de bases, roturas de las cadenas, entre otras), cruzamientos entre proteinas y
ADN, carbonilacion proteica y pérdida de los grupos SH- de las proteinas, etc. El mecanismo
mas comun de formacion de radicales libres es la adicién de un electrén a unamolécula estable.
Cuando se forman, deben encontrar una configuracion electronica mas estable, interactuando
con otras moléculas mediante reacciones de 6xido reduccion (redox).

Estas reacciones bioquimicas estdn agrupadas en tres grupos: (Hernéndez et al., 2017)
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Reacciones de iniciacion: Es la formacion de un radical libre a partir de no radicales.

AB+C— A*+D+E

Reacciones de propagacion: Consisten en la formacion de un radical libre cuandoreacciona
una molécula estable con un radical libre.

A*+CD — AC +De
Reacciones de terminacion: Hace referencia a la reaccion quimica entre dos radicaleslibres, en
donde sus electrones desapareados son cancelados y se genera un producto estable.

Ae+De— AD

2.1.4.2 Especies reactivas del oxigeno (EROS O ROS). El oxigeno naturalmente
presenta dos electrones desapareados en los orbitales p, que evita que reaccione como un radical
libre y le concede la caracteristica de ser un potente oxidante, por tal motivo puede aceptar
electrones de otras moléculas, reduciéndose (Corrales y Mufioz, 2012). En estas circunstancias
se forma el anion superoxido (O2.-), si acepta otroelectron se obtendra el peroxido de hidrogeno.
Este proceso sigue formando moléculas inestables hasta finalmente forma agua y logra
estabilizarse, segun el siguiente grafico.

e e 2H' e H'
0, f :

] e H'
H20, OH"
Molécula de (\> . Anion > Peréxidok’k’ Radical &’(\’ i
—_ —_— ica — gua
Oxigénio Superdxido de Hidrogénio Hidroxil
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A. Rol fisiologico de las especies reactivas

Relajacion muscular y transmision celular: El 6xido nitrico modifica los depdsitos
del calcio, permitiendo la relajacion muscular.

- Defensa antimicrobiana: El 6xido nitrico y otras ER, producen daio al ADN
microbiano, asi como de la alteracion de los lipidos y proteinas de la membrana microbiana.

- Apoptosis celular: Regulan la muerte celular, mediante cascadas de sefializacion
intracelular y finalmente inducir apoptosis.

- Produccion de energia.

- Regulacion del crecimiento celular.

- Sintesis de sustancias biologicas como coldgeno y prostaglandinas (Corrales y

Muioz, 2012)

B. Fuentes de radicales libres y su efecto nocivo. Ademas de procesos metabodlicos
enddgenos, también se producen debido a factores externos como exposicion a rayos X, al
ozono, al tabaco, a contaminantes del aire, a medicamentos, asi como dietas hipercaldricas,
procesos inflamatorios y traumatismos, fenomenos de isquemia y reperfusion y ejercicio
extenuante (Venéreo, 2002). El dafio celular de estos radicales se produce en biomoléculas:

a. Lipidos. Es la biomolécula més sensible al dafio y se le conoce como peroxidacion
lipidica, afecta los 4cidos grasos poliinsaturados presentes en la membrana celular, alterando la
permeabilidad, edema y muerte celular (Asmat et al., 2016).

b. Proteinas. Ocurre la oxidacion de ciertos aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; pueden formar entrecruzamientos de cadenas peptidicas y también puede
formarse grupos carbonilo (Asmat et al., 2016).

c. ADN (dcido desoxiribonucleico). Producen mutaciones y carcinogénesis,

alteracion en la expresion o sintesis de una proteina, modificaciones oxidativas de las bases,
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interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosdmicos entre otros (Ayepola et

al., 2014)

2.1.5 Sistemas antioxidantes

Para compensar el dafio oxidativo, el organismo dispone de diversos sistemas
antioxidantes que contrarrestan la produccion de especies reactivas (Figura 15). Un
antioxidante es un compuesto quimico que, a bajas concentraciones, retarda o previene la

oxidacion de una biomolécula (Valdivieso, 2015).

Figura 15

Clasificacion de antioxidantes segiin su accion en los seres vivos
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Figura 16

Mecanismo de accion de los antioxidantes
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Nota: Tomado de “Determinacion de actividad antioxidante de extractos de hojas de
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd”, Bohorquez, 2016, Universidad de ciencias

aplicadas y ambientales U.D.C.A.

2.1.5.1 Enzimas antioxidantes. Existen antioxidantes enddgenos y exdgenos que
controlan la produccion de EROS yconservan el sistema en equilibrio. Los antioxidantes
enddgenos mas importantes son las enzimas Superdxido dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y
Glutation peroxidasa (GPx). El glutation, es considerado como antioxidante y esta conformado
por el glutation reducido (GSH) y por la enzima glutation reductasa (GRd), la cual reduce el
glutation oxidado y la transferrina y la ceruloplasmina, que son proteinas con funcioén

antioxidante (Viada et al., 2017).

A. Superoéxido dismutasa (SOD). En 1969, Mc Cord y Fridovich, aislaron la enzima

SOD que cataliza la reaccion de formacion de H20 a partir de los iones superoxido (027),

segun la siguiente ecuacion
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20; + 2HY > HEO + O2

Su distribucién es amplia en el organismo (mitocondria, citoplasma y extracelular). Esta
formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD que contienen cobrey zinc en
su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el espacio intermembranal mitocondrial; Mn-
SOD que contiene manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial; Fe-SOD que contiene
hierro y se localiza en el espacio periplasmatico de la Escherichia coli. Su principal funcién es la

proteccion contra el anion superoxido (Venéreo, 2002).

B. Catalasa (CAT). Se localiza a nivel celular, en mitocondrias, peroxisomas y citosol
(eritrocitos). Se distribuye ampliamente en el ser humano y de forma heterogénea, en el higado
y rifion se encuentran en mayor proporcion, mientras que, en tejido conectivo y epitelial, baja
concentracion. Cumple 2 funciones importantes: catalitica y peroxidativa, formando parte del
sistema antioxidante CAT/SOD, que ejerce su accion a altas concentraciones de peroxidode
hidrogeno (Venéreo, 2002). Esta enzima estd comprometida en la destruccion del H202
producido normalmente durante el metabolismo celular, radiaciones ionizantes y producto de
la dismutacion de radicales O2.-. La CAT se caracteriza por reaccionar eficientemente, pero
presenta una baja afinidad por el sustrato (Asmat et al., 2016). La catalisis requiere 2 moléculas
de H202 (una actiia como sustrato y otra como donadora). Para esta reaccion la enzima debe
estar en su forma tetramérica, segun la siguiente ecuacion

H202 + 20— 2 H20 + 02

C. Glutation peroxidasa (GPX). Es una enzima que requiere selenio, cataliza la
reaccion de reduccion de perdxido de hidrogeno para formar lipoperoxido (L-OOH) y utiliza el

glutation reducido (GSH) como agente reductor. Se localiza en: citosol (eritrocitos), lisosomas
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(neutrofilos, macrofagos y otras células del sistema inmune) (Venéreo, 2002).

De todo lo expuesto, resulta de gran importancia la administracion de antioxidantes
como terapia alternativa asistida para compensar el dafio oxidativo en aquellos pacientes que
padecen alguna enfermedad cronico-degenerativa. Este proceso tiene la finalidad de mejorarla
calidad de vida de estos individuos o en su defecto para ayudar a prevenir y/o retardar la
aparicion de la enfermedad (Venéreo, 2002). En la figura 17, se describe las complicaciones de

la diabetes mellitus y su asociacion con el estrés oxidativo.

Figura 17

Complicaciones de la diabetes mellitus y su asociacion con el estrés oxidativo
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Nota: Tomado de “Complicaciones de la diabetes y su asociacion con el estrés oxidativo: un

viaje hacia el dafio endotelial”, Storino, 2014, Revista Colombiana de Cardiologia, 21(6).
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Figura 18

Interaccion entre radicales libres y antioxidantes
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Nota: Tomado de “Antioxidantes: perspectiva actual para la salud humana”, Coronado, 2015,

Revista Chilena de Nutricion, 42(2)

2.1.6 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EOx) se define como una alteracion bioquimica originada por la
acumulacion desmesurada de EROS y radicales libres (RL), que ocasiona dafio oxidativo alas
macromoléculas y que no puede equilibrarse por los sistemas antioxidantes de defensa. El dafio
celular se produce por una reaccion en cadena a nivel de los enlaces proteicos, los fosfolipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, carbohidratos y acidos nucleicos, provocando gran
diversidad de cambios bioquimicos y fisiologicos celulares. Este dafio estdinvolucrado en mas
de un centenar de patologias como diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios, el de
isquemia/reperfusion, enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas, depresion, diversos tipos

de cancer, entre otros (Valdivieso, 2015).
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2.1.6.1 Medicion del estrés oxidativo. El dafio oxidativo se puede medir de diferentes
formas, en los que se encuentran los métodos directos y los indirectos.

A. Métodos directos. Se basa en la medicion de la concentracion de agentes oxidantes.
Como los radicales tienen una vida media muy corta es muy complicado de medirlos
directamente. Pero se cuenta con una técnica que se basa en el uso de metales de transicion, que
una vez liberadosde su forma quelante, forma en que generalmente se encuentran en el plasma y
en las células,catalizan reacciones REDOX, cuyos productos son atrapados por derivados
fenolicos, formando una solucion coloreada, que puede ser medida espectrofotométricamente

(Pérez y Pérez de Alejo, 2000).

B. Métodos indirectos

a. Determinacion de productos terminales de la accion oxidante. Los EROS inducen
dafio en las biomoléculas como proteinas, ADN y lipidos de los cuales la peroxidacion lipidica
o lipoperoxidacion es el proceso de medicion mas sencillo yrapido. Existen varios métodos para
medir la lipoperoxidacion, la mas comun es la medicion de compuestos que reaccionan con el
acido tiobarbitirico y se basa en la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA) con el
Malondialdehido (MDA), producto del desdoblamiento de los hidroperdxidos, forméandose asi
una solucidn coloreada y medible directamente. Es usadopor su practicidad y sencillez (Mafion

etal., 2016).

b. Medicion de la concentracion de antioxidantes. Diversos estudios concluyen que
los niveles de antioxidantes pueden alterarse en diferentes patologias, por lo tanto, pueden ser
utilizados como marcadores y para el seguimiento terapéutico. Pueden medirse antioxidantes
enzimaticos como Supérdxido dismutasa, Catalasa, Glutation peroxidasa o no enzimaticos

como vitamina C, E y A.
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c. Medicion del estado antioxidante total. El estado antioxidante evidencia el balance
entre los sistemas antioxidantes y los radicales libres, por lo tanto, es utilizado para medir el
dafio oxidativo. Las técnicas mas utilizadas son aquellas que miden la capacidad antioxidante
total mediado por la inhibicion de radicales como ABTS (2,29-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) y se expresa en
equivalentes de Trolox (antioxidante analogode la vitamina E y se utiliza como estandar de

comparacion) (Mafion et al., 2016).

2.1.7  Estrés oxidativo y diabetes

Numerosas evidencias experimentales han puesto de relieve un vinculo directo entre el
estrés oxidativo y la diabetes a través de la medicion de biomarcadores del estrés oxidativo tanto
en pacientes diabéticos como en roedores. Un estado hiperglucémico puede llevar a unaumento
en los niveles de marcadores de dafio oxidativo del ADN como 8-hidroxi-2'- desoxiguanosina
(8-OHdG) y 8-oxo0-7, 8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-0xodG); productos de peroxidacion
lipidica medidos como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS); productos de
oxidacion de proteinas, como los niveles de nitrotirosina y carbonilo, también disminuyen la
actividad de las enzimas antioxidantes (Ayepola et al., 2014). Debido al efecto oxidante de los
radicales libres sobre las biomoléculas, se cree que desempefian un papel clave en la aparicion
y progresion de las complicaciones tardias de ladiabetes, debido al constante desequilibrio de
la glucosa sanguinea (principalmente en pacientes mal controlados), produciendo en el

organismo un estado de oxidacion (Valdivieso, 2015).

2.1.7.1 Mecanismos implicados en el dafio oxidativo y la diabetes mellitus. Existen
diversos mecanismos que tratan de explicar el papel que ejerce la hiperglicemia y el estado
metabolico de la DM en el desarrollo del estrés oxidativo en drganos cuyas células son

independientes del efecto de la insulina, como son las células endoteliales, las neuronas, las
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c¢lulas renales, entre otras (Hernandez et al., 2017).

A. Metabolismo de la glucosa y formacion de EROS. El catabolismo celular es
oxidativo y se basa en la perdida de electrones de las moléculas metabolizadas (oxidacion) y
que son recibidas por cofactores reducidos (NADH + H" y FADH2), que proveen de electrones
a la cadena respiratoria, los cuales por reaccionesde oxido-reduccion llegan al aceptor final de
los mismos, el oxigeno. Esta molécula sera reducida por el complejo IV de la cadena, para

formar agua (Calderon, 2013).

El transporte de electrones naturalmente también puede inducir la formacion natural del

radical superoxido (O27), como producto secundario indeseable que da lugar a dafo oxidativo

y a una serie de reacciones que van a generar otras especies reactivos y generar mas dano

oxidativo (Fig. 19) (Calderén, 2013).
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Figura 19

Relacion del metabolismo de la glucosa y la formacion de especies reactivas enla mitocondria
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Nota: Tomado de “Estrés oxidativo y diabetes mellitus”, Calderdn, 2013, Revista de Educacion

Biogquimica, 32(2).

B. Auto-oxidacion de la glucosa. La glucosa es una molécula que puede auto-oxidarse
frecuentemente en un estado de hiperglucemia intracelular. En tal condicion la auto-oxidacion
forma un enediol en el radicala-hidroxialdehido de la glucosa, en presencia de metales de
transicion (Mn+) y forma el radical superoxido. Este superoxido puede dismutarse y formar
H202, que al interactuar nuevamente con el Mn+ forma el radical hidroxilo (HO.), los cuales
oxidaran proteinas y lipidos. Por otro lado, también se produce la glicacion de proteinas, en la
cual la glucosa seune a grupos amino de las proteinas para producir compuestos de Amadori,

que se oxidan para formar productos de glicacion avanzada (AGE) y en presencia de iones Mn+
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forman radicales hidroxilos (HO.). La interaccion de AGE-proteina provoca la ruptura y la

oxidacion de proteinas (Fig. 20) (Calderdn, 2013).

Figura 20

Mecanismos para explicar el efecto de la hiperglucemia sobre el estado oxidativo
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Educacion Bioquimica, 32(2).

2.1.8 Las algas y su importancia en la nutricion y la salud

En la actualidad resulta de interés mundial el estudio del efecto producido por los

compuestos bioactivos contenidos en plantas medicinales sobre la salud, convirtiéndose en una

alternativa valida con el fin de mejorar la calidad de vida de quienes padecen diversas

enfermedades cronicas y degenerativas, siendo una de ellas la diabetes mellitus, que es

considerada una patologia complicada y desventajosa con respecto a sus complicaciones
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tardias. Los pacientes diabéticos en comparacion a otro tipo de pacientes presentan 25 vecesmas
posibilidades de quedarse ciegos, 20 veces mas de tener problemas renales, riesgo de sufrir
amputaciones por gangrena y de 2-6 veces mas de desarrollar enfermedades coronariasy dafos
isquémicos en el cerebro. Aquellas personas que se diagnostican con esta patologia antes de los
30 afios no llegan a los 50 afos, la mayoria por problemas cardiovasculares y renales (Clapés

etal., 2001)

Las algas marinas sintetizan diversos metabolitos secundarios, como 4cidos grasos
poliinsaturados, polisacaridos complejos (agar, carragenanos, acido alginico y fucanos) y
fitoesteroles (estigmasterol, fucosterol, sargasterol, desmosterol y beta sitosterol), con diversas
actividades bioldgicas (antibacteriana, antimicética, antioxidante, anticoagulante y
antineoplésica, entre otras). En diversos paises asidticos, las algas son utilizadas clinicamente
como una alternativa para el control de la diabetes mellitus y en la prevenciénde complicaciones
vasculares, padecimientos con los mayores indices de prevalencia y mortalidad a nivel mundial

(Garcia et al., 2016).

Los Fucoidanos, son compuestos bioactivos presentes en las algas marinas, son
polisacaridos sulfatados que presentan diversas actividades bioldgicas, entre ellas el incremento
de la actividad antioxidante. Estos fucoidanos se encuentran en las algas pardascomo la especie
Lessonia trabeculata que se encuentra en la costa central peruana (12°S) (Apumayta, 2019),
cuyo principal uso ha sido como fuente de alginatos para la industria alimentaria como aditivo
espesante, emulsionante y texturizante en la industria alimentariay en la industria farmacéutica,
como agente fijador y emulsificante en la formulaciéon de comprimidos y otras formas

farmacéuticas entre otras (Fitton et al., 2015).
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A. Clasificacion taxonomica. (Guiry y Guiry, 2016) Lessonia trabeculata Villouta &
Santelices 1986
Division: Phacophyta

Clase: Phaeophyceae

Orden: Laminariales
Familia: Lessoniaceae
Género: Lessonia
Especie: Lessonia trabeculata
Nombres comunes: Peru: Aracanto palo,

palo blanco. Chile: Huiro palo, huiro varilla

Figura 21

Lessonia trabeculata Villouta & Santelices Puerto del Hambre, XII Region, Chile.

Nota: Tomado de “About AlgaeBase. AlgaeBase”, Guiry, 2016, https://www.algaebase.org/about/

B. Caracteristicas. Las especies adultas logran alcanzar mas de 2 m de longitud.
Presenta un disco de fijacion del cual habitan entre uno a cinco estipites, ramificados en forma

dicotomica, con doslaminas. Las ldminas son aplanadas, lisas, de forma lanceolada, con


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=L8919deee23aac2fb
https://www.algaebase.org/about/
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margenes lisos y a vecesdenticulados. Presenta fases heteromorficas: esporofito macroscopico
y gametofitos microscopicos (Acleto, 1986; Acleto y Zuiiga, 1998). En la siguiente figura se
muestra ejemplares del alga Lessonia trabeculata, en donde se observa la longitud, estipites y
las laminas, analizadas en el Laboratorio del Instituto de Investigacion de Bioquimica yBiologia

molecular, de la Universidad Agraria La Molina.

Figura 22

Ejemplares de Lessonia trabeculata

Nota. Instituto de Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular (IBBM), Universidad

Nacional Agraria La Molina (UNALM).

C. Hdbitat y aspectos ecologicos. Habitan en ambientes submareales rocosos expuestos
y semi expuestos formando bosques, de extensiones variables, en profundidad entre los 4 y 25

metros. Presenta una extension batimétrica variable dependiendo de la presion y de la
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exposicion del oleaje en el limite superior y de la disponibilidad de sustrato estable y de la
pendiente del fondo rocosoen el limite inferior. Esta especie, al igual que Macrocistys
pyrifera, es considerada una especie clave de los ecosistemas bentonicos en donde
cumple un rol ingeniero y estructurador que permite la coexistencia de una gran cantidad

de invertebrados, peces y plantas (Instituto del Mar del Pera [IMARPE], 2014).

D. Usos. Es empleada comunmente en la extraccion de alginatos. La extraccion de esta
especiees artesanal, de importancia para las areas rurales comprometidas con la actividad
propiciando oportunidades laborales y como consiguiente, bienestar socioeconémico para las

familias involucradas (IMARPE, 2014)

E. Distribucion geogrdfica. Es una especie habitual de las costas del Pacifico Este del
hemisferio sur, entre los 14° y 40° S. Se distribuye desde el norte en la caleta La Grama (9°46°S)
en Ancash, aunqueen esta zona, las extensiones naturales son poco visibles (Benavente y

Aguirre, 1994).

2.1.9 Fucoidanos. Estructura y actividad biolégica

Las algas pardas tienen especial interés como fuente de polisacaridos sulfatados (SPs)
denominados Fucoidanos. Estos han recibido gran interés debido a sus diversas actividades
biologicas, las cuales estan relacionadas con su contenido de sulfato y peso molecular

(Dellatorre et al., 2017).

El contenido de estos SPs varia entre especies. Estos SPs no solamente cumplen su
funcion como fibra dietaria sino también contribuyen a la actividad antioxidante. Diversos tipos

de SPs tienen una potencial actividad antioxidante, como demuestran Rocha et al. (2007);
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Ruperez et al. (2002); Wang et al. (2010).

Los principales SPs encontrados en algas marinas son los Fucoidanos (Wijesekara et al.,
2011). Estos fucoidanos son moléculas que forman parte de la pared celular y proveen
proteccion frente al desecamiento de las algas cuando se exponen a una marea baja. Pueden
encontrarse hasta en un 40% de peso seco de las paredes celulares del alga y son facilmente

extraibles con agua caliente o soluciones 4cidas (Holdt y Kraan, 2011).

Los Fucoidanos son polisacaridos conteniendo considerables porcentajes de L-Fucosay
grupos éster sulfato y son constituyentes de las algas pardas y de algunos invertebrados como
erizos y pepinos de mar. En 1913, se aislo por primera vez esta molécula y le pusieronel nombre
de “fucoidina” de algas pardas. Ahora se nombra “Fucoidano” segin las reglas ITUPAC.

También lo llaman fucano, fucosano o fucano sulfatado (Li et al., 2008).

2.1.9.1 Estructura de los fucoidanos. Su complejidad estructural varia segtn el grado
de ramificacion, sustituyentes, sulfatacion y tipo de enlaces, la estructura depende del tipo de
polisacarido. Aunque su composicion varia segin la especie y su origen geografico, los
fucoidanos siempre contienen Fucosa y sulfato con pequefias proporciones de acidos urénicos,
galactosa, xilosa, arabinosay manosa. (Holdt y Kraan, 2011). En la figura 23, se describe la
estructura general de un fucoidano y en cuadro 4 se lista la composicion quimica de algas y

contenido de fucoidanos.
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Figura 23

Estructura general de un fucoidano formado por unidades de l-fucopiranosa

Nota. A. unién del tipo a-1,3. B. Unidn del tipo a-1,4. Tomado de “Compuestos bioactivos
aislados de cianobacterias y microalgas: Propiedades y aplicaciones potenciales en la

biomedicina”, Llopiz, 2016, Bionatura, 1(2).

La composicién del fucoidano también esta relacionada con la actividad bioldgica, de
ahi la importancia de dilucidar la estructura y composicion para optimizar alguna actividad
bioldgica especifica (Fitton et al., 2015). Para citar un ejemplo, los fucoidanos presentes en el
esporofilo de Undaria son galactofucanos, de alto grado de sulfatacion sugiriendo una intensa
actividad biologica y consecuentemente de uso potencial en aplicaciones terapéuticas

(Dellatorre et al., 2017).
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Tabla 3

Composicion quimica de algas pardas y contenido de fucoidanos

Species

Order

Extraction Method

Composition

Cladosiphon
okamuranus

Sargassum
stenophyllum

Fucus evanescens;
Fucus distichus

Fucus serratus

Chorda filum

Adenocystis
utricularis

Undaria
pinnatifida

Laminaria
religiosa

Chordariales

Fucales

Fucales

Fucales

Laminariales

Ectocapales

Laminariales

Laminariales

Seaweed-H,0 suspension was
treated with 30% HCI (pH 3)

at 100 °C for 15 min. The
supernatant was neutralized

with NaOH, precipitated

with CacCl, and EtOH for

20 h at 4 °C, precipitate was
dissolved with H,O and
subsequently dried

Extracted with water

7% wivml, 12 h, 3x.

Precipitated with EtOH

and CaCl; and cetylpyridinium
chloride. Soluble fraction (SF) was
then fractionated (F1-F6)
Pretreatment: MeOH-CHCI;-H,0
(4:2: 1), then extracted with 2%
CaCl, for 5 h at 85 °C, precipitated
and the precipitate was washed
with water, stirred with 20%
ethanolic solution and

dissolved with water

Pretreatment: MeOH-CHCI-H,0

(4 :2 = 1), then extracted with 2% CaCl,
for 5 h at 85 °C, the extracts were
collected by centrifugation, combined,
dialyzed and lyophilized

Extracted with CHCl;-MeOH-H,0
(2 : 4 :1) followed by 80% EtOH,
then extracted successively with 2%
CaCl; at 20 and 70 °C, then with
HCI (pH 2) and 3% Na,CO;3,
precipitated with calcium salt.

80% EtOH, 24 h, 70 °C pretreatment,
then extracted with water

(or 2% CaCly; or HCI) for 7 h, room temp.,
followed by exhaustive extraction at 70 °C

Ground seaweed extracted twice

at rt for 6 h with 1% H,S0,, neutralized
with 10% NaOH and lyophilized

Water extraction at boiling temp.

for 4 h, fucoidan fraction was obtained
by using 0.09 HCl at 4 °C for 2 h, then
precipitated with 85% EtOH and dried

fucose, glucose,
uronic acid and sulfate

fucose, xylose,
mannose, galactose,
glucose, sulfate and uronic acid

fucose, xylose, galactose,
uronic acid and sulfate

fucose, xylose, mannose,
glucose, galactose,
uronic acid and sulfate

fucose, xylose, mannose,
glucose, galactose,
uronic acid and sulfate

fucose, rhamnose, glucose,
galactose, xylose, mannose,
uronic acid and sulfate

fucose, mannose, xylose,
rhamnose, galactose,
glucose and sulfate
fucose, xylose, mannose,
glucose, rhamnose,
uronic acid and sulfate

Nota: Tomado de “Fucoidans from brown seaweeds: An update on structures, extraction
techniques and use of enzymes as tools for structural elucidation”, Ale, M. & Meyer, A.

(2013), R S C Advances, 3(22).

La composicion de los fucoidanos es muy variada como se puede indicar en la siguiente
tabla, el cual muestra el porcentaje de aztcares, acidos uronicos y sulfatos principalmente, asi

como pesos moleculares en diferentes especies (Fitton et al., 2015).
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Tabla 4

Composicion porcentual de extractos de fucoidano de diferentes especies de dgs

Fucose  Xylose  Galactose  Arabinose  Rhamnose Uronic Sulfate  Cations  Sulfation
Species
(%) (%) (%) (%) (%) Acid (%) (%) (%) Ratio
Fucus vesiculosis 431 88 2.2 1.2 02 8.7 30.1 5.7 081
Sigma Crude Frecus vesiculosis 459 3.3 1.3 0.0 0.0 7.0 320 7.6 0.92
Macrocystis pyrifera 305 22 5.6 0.0 1.7 124 324 15.1 1.1
Cladosiphon sp. 512 2:1 13 0.0 0.0 155 23.0 7.0 0.58
Laminaria japonica 341 1.0 4.2 0.3 1.0 144 31.7 13.2 1.0
Ecklonia radiata 19.0 11.0 120 6.2 1.7 25.5 19.1 5.4 045
Durvillaea potatorim 279 21 6.2 0.3 0.7 324 214 89 0.57
Lessonia nigrescens 26.2 8.1 13.0 2.0 0.9 12.9 29.1 7.8 0.82
Alaria esculenta 375 34 164 0.6 1.3 12.3 202 82 0.50
Undaria pinnatifida 32.6 0.0 252 0.5 04 4.0 29.6 5 0.85
Pelvetia canaliculata 383 3.0 5.6 0.1 0.0 43 43.0 57 1.4

Tomado de “Therapies from Fucoidan: An Update”, Fitton et al., 2015, Marine drugs, 13(9)

Tabla 5

Peso molecular de extractos de fucoidanos

Species Peak Average MW (kDa)

Fucus vesiculosiis 82.5

Sigma (crude) Fucus vesiculosus 20.7
Macrocystis pyrifera 176.4
Cladosiphon sp. 1927.2
Laminaria japonica 3954
Ecklonia radiata 528.2
Durvillaea potatorum 336.3
Lessonia nigrescens 491.8
Alaria esculenta 147.9

Undaria pinnatifida 51,7
Pelvetia canaliculata 103.9

Tomado de “Therapies from Fucoidan: An Update”, Fitton et al., 2015, Marine drugs, 13(9)

2.1.9.2 Bioactividad. Estos fucoidanos son excelentes antioxidantes naturales y

presentan una significativaactividad antioxidante en experimentos in vitro. Investigaciones
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realizadas en afos anteriores, los polisacaridos sulfatados de las algas marinas Porphyra
haitanesis (Zhang et al., 2004), Ulva pertusa (Qi et al., 2005; Qi et al., 2005), Fucus vesiculosus
(Rupérez et al., 2002), Laminaria japonica (Xue et al., 2004) and Ecklonia kurome (Hu et al.,
2001)demostraron poseer actividad antioxidante (Holdt y Kraan, 2011). Menshova et al. (2016)
reportaron datos sobre la actividad biologica del fucoidano del alga Fucus evanescens
comprobando que presenta actividad antiviral, anticoagulante, hepatoprotector,

inmunomodulador y anticancerigena.

A. Actividad antitrombética y anticoagulante. Investigadores realizaron estudios con 9
especies de algas pardas, para evaluar la actividad anticoagulante, midiendo Tiempo de
Tromboplastina parcial activada (APTT) y Tiempo de Tromboplastina (TT) comparando con
los valores de Heparina. Concluyeron quetodos los fucoidanos estudiados mostraron actividades

de APTT (0-35 unit./mg) y de TT (12-38 unit/mg) (Bo et al., 2008).

B. Actividad antiviral. Los fucoidanos exhiben actividades antivirales in vitro e in vivo,
debido a su baja citotoxicidad comparada con otras drogas antivirales usadas en la clinica. Los
efectos antivirales sobre la infeccion debido a poliovurus III, adenovirus III, coxsackie B3, son
notables. Los fucoidanos pueden inhibir el efecto citopatico y protege a las células cultivadasde

las infecciones citadas arriba (Li et al., 2008).

Moran (2017) evalué los compuestos bioactivos (polisacaridos sulfatados y polifenoles)
de Eisenia arborea y Solieria filiformis encontrando que son especies con potentes capacidades
antivirales, que pueden ser probados en ensayos in vivo contra diversosvirus como el sarampion.
Se observo actividad antiviral en Laminaria japonica en la infeccion de los poliovirus,

adenovirus, ECHO, CVB y CVA por los fucoidanos, ya que pudieron inhibir el desarrollo del
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efecto citopatico y proteger la infeccion en las células causada por los virus anteriores.

C. Actividad antitumoral e inmunomodulatoria. Horna (2018), evalué el efecto
inmunomodulador del fucoidano de Lessonia trabeculata en un modelo murino, concluyendo
que tiende a estimular indicadores como lafagocitosis mediada por anticuerpos y expresion

transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.

Fitton et al. (2015), demostraron que la modulacion de la inmunidad por fucoidanos se
puede utilizar como una herramienta para interrumpir los procesos de enfermedades,
incluyendo el cancer y las infecciones por patdgenos. La investigaciéon mas convincente en la
modulacion inmune se refiere a lo mostrado por Negishi et al. (2013), sugiriendo una ingesta
de 1 g/dia de fucoidano de Undaria pinnatifida para ayudar a la respuesta de anticuerpos

frente a las vacunas estacionales en un grupo de residentes muyancianos en hogares de reposo.

Los fucoidanos extraidos del alga Eisenia bicyclics y Laminaria japonica son efectivos
frente al sarcoma 180. Los fucoidanos de L. japonica pueden inhibir células de hepatoma
QGY7703 en fase logaritmica in vitro, conteniendo el crecimiento tumoral. También se ha
encontrado que inhiben la proliferacion y estimula la apoptosis en lineas celulares HS-Sultan de
linfoma humano. Los fucoidanos inhiben la adhesion celular del tumor a varios sustratos,pero
sus mecanismos de accion no estan totalmente comprendidos. Pueden destruir las células

tumorales directamente, incrementando la cantidad de macrofagos (Li et al., 2008).
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D. Actividad antiinflamatoria. Una propiedad clave del fucoidano es el "bloqueo de
selectinas". Estas moléculas de adhesion se encuentran en las plaquetas (selectinas P) y en los
leucocitos (selectinas L). El bloqueo de la accion de las selectinas puede atenuar la inflamacion
al prevenir el paso de células inflamatorias a los espacios de los tejidos. También puede prevenir
la adherencia delas plaquetas y se ha demostrado que el fucoidano se puede usar en modelos

animales para prevenir el dafio inflamatorio post isquémico (Fitton et al., 2015).

Mas del 5% de los hombres de edad avanzada experimentan aneurisma adrtico
abdominal, que es un ensanchamiento localizado de la arteria principal desde el corazéon a
medida que pasa por el abdomen. La ruptura de este aneurisma puede ser fatal y son en parteuna
condicioén inflamatoria. En un modelo animal que involucra un coagulo de sangre en el
aneurisma, se demostrd que el fucoidano disminuye la inflamacion de la arteria al reducir el

numero de neutrofilos inflamatorios que entran en el area (Alsac et al., 2013).

E. Actividad antioxidante. Estudios demuestran que los fucoidanos presentan una
actividad antioxidante significativa en experimentos in vitro, considerandose como un buen
antioxidante natural con gran potencial para prevenir enfermedades relacionadas con radicales
libres. Fucoidanosde Laminaria japonica pueden prevenir el incremento de la peroxidacion
lipidica en suero,higado y bazo de ratones diabéticos. Estos fucoidanos tienen fuerte efecto de
“excavadores” sobre el radical superoxido. La actividad antioxidante relaciona el peso
molecular y el contenido de sulfatos del fucoidano. Los fucoidanos presentan otras actividades
adicionales: disminucion de los lipidos séricos, potencial terapéutico en cirugia, actividad
antiinflamatoria, proteccion gastrica, uropatia y renalpatia, entre otras (Li et al., 2008). Otros
estudios realizados con fucoidanos del alga Ascophyllum nodosum demostraron tener alta

actividad antioxidante y también una alta correlacion con la capacidad antioxidante y que esta
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actividad se debe al grado de sulfatacion y no de la composicion de carbohidratos (Yuan y

Macquarrie,2015).

Por lo expuesto anteriormente, las algas marinas contienen una gran variedad de
ingredientes funcionales que podrian incorporarse a los alimentos para incrementar los

beneficios a la salud y el valor comercial del mismo.

2.2 Marco filosdfico

La salud publica es una practica social que tiene como prioridad la salud de las
poblaciones, previniendo la enfermedad y la discapacidad, manteniendo una calidad de vida
adecuada. Una de las funciones que permite que esta definicidon se concrete, es determinar las
lineas de investigacion, difusion y aplicacion de conocimientos cientificos en temas cruciales
para la salud. De acuerdo a esta premisa, la diabetes mellitus es una enfermedad, que, por la
severidad de sus complicaciones, es considerada un problema prioritario de salud publica
mundial. El nimero de personas con diabetes ha aumentado de 108 millones en 1980 a 422
millones en 2014 y se estima que para el 2030 sea la séptima causa de mortalidad. En el Peru
para el 2015, la prevalencia de diabetes en poblacion mayor de 25 afios se estim6 en 7% y fue
la tercera causa de mortalidad segun el Ministerio de Salud. Para el 2017, la incidencia fue de
19,5 nuevos casos por 1000 personas y este incremento se debe al cambioen los estilos de vida,

producto de la transicion epidemioldgica que se viene observando desde hace décadas.

Esta situacion preocupante de salud estaria en oposicion a uno de los derechos
fundamentales del ser humano, que es el derecho a la salud y al bienestar, por consiguiente,se
deben formular propuestas orientadas a perpetuar la vida, con una adecuada préctica del método

cientifico, que busque respuestas a interrogantes sobre estrategias de prevencion primaria y



secundaria, con valores éticos, responsabilidad social y respeto por el medio ambiente.
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1L METODO

3.1 Tipo de investigacion

3.1.1 Experimental
Es experimental, porque posee intervencion del investigador, existe manipulacion

de variables, es planificado (Hernandez et al., 2010).

3.1.2 Prospectivo
Es prospectivo, porque los datos necesarios para el estudio son recogidos a
propdsitode la investigacion, es el investigador quien realiza las mediciones, teniendo control

del sesgo de medicion. (Hernandez et al., 2010).

3.1.3 Longitudinal
Es longitudinal, porque la variable de estudio es medida en mas de una ocasion, son

comparaciones antes y después.

3.1.4 Diseiio de investigacion
= Nivel de investigacion: Descriptivo explicativo
= Tipo de disefio: Experimental

e Método de seleccion: Muestreo no probabilistico intencional. (Sotelo, 2015)

3.2 Poblacion y Muestra
3.2.1 Poblacion

La investigacion se llevo a cabo con ejemplares de ratas albinas raza Wistar.
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A. Criterios de Inclusion. Ratas machos raza Wistar. Peso entre 200-250 g. Buen

estado de salud aparente.

B. Criterios de exclusion. Ratas hembra (el comportamiento de ciertos parametros en
el tiempo tiene menos fluctuaciones porque no presentan: ciclo estral y el menstrual, gestacion
y la lactancia, que provocan alteraciones en el metabolismo) (Figueroa et al., 2013). Ratas

macho con peso inferior a 200 g y mayor a 250 g. Ratas con colas mordidas o dafiadas.

3.2.2 Muestra
Inicialmente se adquirié6 50 ratas macho, porque se debe considerar unidades
experimentales en los que no se logre la induccidon o que mueran durante el tratamiento debido

a la misma enfermedad.

A. Criterio de Inclusion. Ratas con niveles de glucosa mayor o igual a 180

mg/dl: Existe mucha variacion en los valores de corte para considerar diabetes, pero se

tomo el valor de 180 como promedio (Nimenibo-Uadia, 2003).

B. Criterio de exclusion. Ratas con niveles de glucosa menor a 180 mg/dl.
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3.3 Operacionalizaciéon de variables

Tabla 6

Operacionalizacion de variables

VARIABLE TIPO NATURALEZA | ESCALA INDICADOR
Concentracion de 75,100, 125 mg/Kg
Fucoidano Independiente | Cuantitativa Continua | de peso
Capacidad ‘ o ‘ TEAC (Trolox

Dependiente | Cuantitativa Continua
antioxidante total Equivalent: mmol de
en plasma Trolox/ L)
Actividad de | idad

cividaddea Dependiente | Cuantitativa Continua Unidades

enzima internacionales
superoxido (UI)/mL/min
dismutasa
Indice de

Dependiente | Cuantitativa Continua |uM
peroxidacion
lipidica
Actividad dela | Dependiente | Cuantitativa Continua | U/ml/min
enzima catalasa

3.3.1 Variable independiente: Extracto de fucoidano
e Definicion conceptual. Son polisacéaridos sulfatados, con presencia de L-Fucosa,
constituyentes de las algas pardas como Lessonia trabeculata. Presentan diversas actividades

bioldgicas beneficiosas frente a enfermedades cronicas.
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e Definicion operacional. Polisacéarido evaluado en mg/Kg.
e Indicador. Dosis. Para ratas diabéticas se ha considerado dosis de 75, 100 y 125 mg/kg

de peso/dia.

3.3.2 Variable dependiente: Capacidad antioxidante total en plasma

o Definicion conceptual. Es el potencial reductor atribuible a las especies
antioxidantes presentes en suero. Se mide mediante diversas técnicas: ABTS, FRAP o TRAC.
En este estudio se utilizara la técnica de ABTS (Re et al., 1999).

e Definicion operacional. Se utiliza el radical catidnico ABTS, de color verdeazulado
y se decolora cuando se reduce por la capacidad antioxidante de la muestra biologica. La
capacidad antioxidante se evalua por la decoloracion medida en absorbancia (734nm) en el
espectrofotometro.

e Indicador. La actividad de la muestra se expresara como TEAC (Trolox Equivalent

AntioxidantCapacity: mmol de Trolox/ L de suero o tejido).

3.3.3 Variable dependiente: Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD)

® Definicion conceptual. Es uno de los mecanismos de defensa frente al dafio
ocasionado por los radicales libres. Esta enzima cataliza la dismutacion del radical superoxido
(02-) en oxigeno (02) y peroxido de hidrégeno (H202).

o Definicion operacional. Se utilizara el Método de Marklund y Marklund (1974).
Las muestras dislipidadas se ponen a reaccionar con pirogalol, este se autoxida y da como
producto final pirogalina, un compuestoamarillo y radical superdxido que autocataliza la
oxidacion del pirogalol. La cinética de aparicion del producto de la autoxidacion del compuesto
se registra durante 1 min. Se calcula el porcentaje de inhibicién de la auto oxidaciéon y se

considera que una unidad de actividadenzimatica logra una inhibicion de 50 %.
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e Indicador. La unidad en que se expresa la actividad es unidades internacionales

(UD)/mL/min.

3.3.4 Variable dependiente: Indice de peroxidacion lipidica

e Definicion conceptual. La peroxidacion lipidica se define como el dafio oxidativo a
los lipidos por las especies oxidantes.

o Definicion operacional. Se determinara por el método de Buege y Aust (1978). Se
determina por medio de los niveles de Malondialdehido (MDA).

e Indicador. Se determinara la densidad oOptica a 530 nm y el contenido de MDA

expresado en uM.

3.3.5 Variable dependiente: Actividad de la enzima catalasa

. Definicion conceptual. Es una enzima que resguarda a las células del efecto
toxico del peroxido de hidrogeno. Cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno en
agua y oxigeno.

. Definicion operacional. Se determinard por el método de Aebi (1974). La
descomposicion enzimatica del peroxido de hidrogeno (H202) puede ser medida directamente
por decrecimiento de la absorbancia a 240 nm.

J Indicador. Se expresara en Ul/ml/min. Una Unidad es definida como la cantidad

de enzima que puede descomponer un pmol de peréxido de hidrégeno por minuto a 25°C y pH

de 7.
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3.4  Instrumentos

La recoleccion de datos se realizd de acuerdo con las observaciones por triplicado de los
resultados de cada uno de los analisis experimentales. Los instrumentos que se utilizaron fueron
Formatos de Registro de peso y nivel de glucosa, ademas de Hojas de registro de datos

obtenidos de los analisis experimentales, indicando fechas y observaciones (ver Anexos).

3.5 Procedimientos

El procesamiento de los tratamientos se llevé a cabo en las siguientes etapas:

3.5.1 Material biologico

El estudio se realizo con 25 ratas Wistar machos del Bioterio de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, de un peso aproximado de 220-250 g, las cuales fueron colocadas en jaulas
individuales y mantenidas con temperatura ambiental promedio de 22- 25 °C, humedad del 75%
con un fotoperiodo de 12 horas. Los animales recibieron una dietaisocalérica y agua ad libitum
durante el experimento (Mora et al., 2009). El disefio experimental fue un arreglo de 5 grupos
con 5 unidades experimentales, cadauno asignados aleatoriamente, como se muestra:
. Grupo experimental 1 (T1): Ratas Diabéticas + 75 mg extracto de Fucoidano/Kg peso
. Grupo experimental 2 (T2): Ratas Diabéticas + 100 mg extracto de Fucoidano/Kg peso
. Grupo experimental 3 (T3): Ratas Diabéticas + 125 mg extracto de Fucoidano/Kg peso
. Grupo control positivo (CP): Ratas con diabetes mellitus tipo 2

. Grupo control negativo (CN): Ratas sin diabetes mellitus tipo 2.

El tamano muestral es el utilizado como promedio en este tipo de estudios (Justil et al.,
2015).

Xiao et al. (2017) demostraron que la concentracion de 100 mg/Kg peso de extracto de
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fucoidano produce un efecto protector frente al estrés oxidativo, por tal motivo, se determin6 3

dosis, 75, 100 y 125 mg/Kg peso.

Los animales tuvieron una semana de adaptacion para estandarizar las condiciones

ambientales y para la familiarizacién con la manipulacion a la cual estaran sometidos.

El extracto de Fucoidano que proviene del alga parda Lessonia trabeculata fue
proporcionado por el Instituto de Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, el cual fue caracterizado con un porcentaje de

fucoidano, de 80% de pureza (Chavez et al., 2017).

3.5.2 Induccion de diabetes mellitus tipo 2

Para la induccion de diabetes mellitus tipo 2 en ratas, se utilizd una mezcla de
nicotinamida (NIC) de 225 mg/Kg de peso disuelta en solucion salina 0.9% y aloxano de 100
mg/kg de peso disuelto también en solucion salina 0.9% (Ramos y Domingo, 1994), aplicado
en ayunas de 12 horas administrado intraperitoneal. El NIC se utilizd para proteger

parcialmente a las células B del efecto citotdxico del aloxano (Mora et al., 2009).

A las 48 horas siguientes de la administracion se determind la concentracion de glucosa,
tomando una muestra de sangre de la cola y medido en un Glucémetro Accu Trendyluego se
hizo seguimiento hasta el sexto dia, en donde se verific6 con certeza la respuestapositiva
permanente a la induccion (Ramos y Domingo, 1994). Aquellas ratas que tienen valores

mayores a 180 mg/dl, seran elegidas para el estudio (Amaya, 2007).

Las dosis de extracto fueron administradas diariamente, en ayunas, por via orogastrica
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durante los 30 dias que durd el estudio, siguiendo las indicaciones sobre la adecuada

manipulacion de los animales (Romero-Ferndndez et al., 2016).

3.5.3  Sacrificio y obtencion de muestras biologicas

Los animales fueron sacrificados por sobredosis de Ketamina al 10% inyectada por via
intraperitoneal, a una concentracion de 320 mg/kg de peso. Posteriormente, se extrajo la sangre
por puncion cardiaca y se colectd en tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA. Sedejo reposar
a temperatura ambiente por 30 minutos y luego se centrifugé a 5000 rpm por Sminutos. Se
separ6 el plasma que se colectd en crioviales y se almacend a -80°C hasta su posterior

utilizacion.

Inmediatamente después de recolectar la sangre, se realiz6 la perfusion a través de la
arteria aorta, usando solucion salina 0.9%. Después de realizar la perfusion de los o6rganos se
retiraron rapidamente el pancreas, higado y rifiones, fueron pesados y se separd una porcion del
tejido para colocarlo en formol al 4% para los estudios histopatologicos. El resto del tejido se

almaceno a -80°C hasta el momento de realizar las determinaciones en el laboratorio.

Con los tejidos se prepar6é un homogenizado al 10%, en buffer fosfato 0,05 M pH 7,4.Se
centrifugd a 2500 rpm, durante 5 minutos y se separo6 el sobrenadante para luego realizar las

determinaciones bioquimicas (Suarez et al., 2009).
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3.5.4  Determinacion de malondialdehido (MDA ) en plasma y tejidos

Para determinar la lipoperoxidacion se utilizé el método del acido tiobarbiturico (TBA)
(Buege y Aust, 1978). El plasma u homogenizado se mezcla con acido tricloroacético 20%en
HCI, para desproteinizar y eliminar interferencias. Se centrifuga y se separa el sobrenadante.
Agregar el TBA y llevar a incubar en bafio maria 97° por 30 minutos. El compuesto coloreado
se lee en el espectrofotometro a 535 nm. Se realiza una curva de calibracion con

malondialdehido (17.62 uM) y soluciones estandares (0.042 - 0.83uM).

3.5.5 Determinacion de la actividad de superoxido dismutasa (SOD) en plasma y tejidos
Segun el método de Marklund y Marklund (1974), la muestra de plasma deslipidado (30
ml cloroformo y 50 ml metanol frio por cada 100 ml de plasma) se mezcla con buffer Tris-HCI
pH 8.2 y una solucion de pirogalol. Después de 10 segundos de reaccion se lee la absorbanciaa
420 nm y al término de un minuto, se vuelve a leer. Al mismo tiempo se realiza una prueba blanco
con agua destilada. El porcentaje de oxidacion se determinara dividiendo las absorbancias de
la muestra y del blanco, luego se calculara el porcentaje de inhibicion de laauto oxidacion y la
actividad enzimética en Ul/ml/min. Para el homogenizado de tejidos, nose requiere deslipidar.
AE= (% de inhibicion de la autooxidacién) / 5 = Ul/mL/min
Donde:
% de inhibicion de la autooxidacién =100 -% de oxidacion

% de oxidacién = (ADO muestra/ ADO blanco) x 100 %
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3.5.6  Determinacion de la actividad de la enzima catalasa en plasma y tejidos

Segun Aebi (1973), se agregd 950 ul de un buffer fosfato 50 mM, pH 7 a una cubeta de
1 cm de diametro, luego se agregd 40 ul de la muestra (plasma u homogenizado). Se mezclo6 a
25°C y leyo en el espectrofotometro a 240 nm (Blanco). Inmediatamente se agregd 10 ul de
peroxido de hidrogeno 6% en buffer fosfato. Transcurrido el minuto de reaccion, se lee
nuevamente (Muestra). Se obtuvo el promedio del cambio de la absorbancia del peroxido de

hidrégeno por minuto. La actividad de la catalasa se expresa en Ul/ml.

3.5.7  Determinacion de la actividad antioxidante

El radical se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-
6-sulfonico (ABTS) en presencia de persulfato de potasio, a temperaturaambiente, en ausencia
de luz, en un lapso de 12-16 horas. Diluir la solucién de ABTS, de color verde -azulado, estable,

en agua destilada hasta obtener una absorbancia inicial de 0.7 &+ (0.02) a 732nm.

La determinacion se realizo por el método descrito por Re et al. (1999). Mezclar 50 pL.
de muestra (plasma, 1/10) con 950 uL de la solucion de ABTS. Homogenizar y dejar reaccionar
durante 10 minutos en la oscuridad. Trascurrido el tiempo medir la absorbancia de las
soluciones en el espectrofotometro a 732nm. El blanco de reactivo se prepar6 con 50uL de agua
destilada y 950 uL de ABTS). Esta solucion fue medida a una longitud de onda de 732 nm. Para
determinar la capacidad antioxidante se realizd una curva estandar del antioxidante de
referencia Trolox. Para el analisis de actividad antioxidante en tejidos se realiz6 la variacion de

la técnica segin Bernuy et al. (2018).
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3.5.8 Estudio histopatologico de pancreas, higado y rifion

Los tejidos (higado, pancreas y rifion) fijados en formalina al 10 % durante 24 horas,
con previos procesos de deshidratacion, aclaracion e impregnacion. Luego fueron incluidos en
parafina 60% y se cortaron a 4 micras con microtomo horizontal, para después ser tefiidas con
hematoxilina- eosina (HE). Se colocaron en laminas portaobjetos en un microscopio Optico
binocular para determinar las principales lesiones en los tejidos: necrosis, cambios
degenerativos y congestion (Muro et al., 2017). Se realizd conteo de islotes pancreaticos,

mediante la técnica de tincion de Gomory que es especifica para visualizar los islotes.

3.6 Analisis de datos

Para el anélisis estadistico de los datos, se utiliz6 el programa Minitab 18, en donde se
realizo el analisis de variancia ANOVA para demostrar si existe diferencias significativas de
las variables entre los grupos de estudio (T1, T2, T3, CP, y CN) con un nivel de significancia
de a = 0.05 y para comparacion de medias de tratamientos (T1, T2 y T3) con la prueba de

Fisher, con un nivel de significancia de a = 0.05.

3.7 Consideraciones éticas

La investigacion se realizd en 4reas acondicionadas para la manipulacion de los
animales, considerando temperatura, humedad, ventilacion e iluminacion adecuadas. Las jaulas
estan disefiadas de acuerdo a las especificaciones, asi como buena alimentacion y aguatratada.
Los procedimientos de induccion, las tomas de sangre y el sacrifico, fueron realizados

considerando los aspectos éticos de la experimentacion en animales (Brey y Rodriguez, 2007).
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IV.  RESULTADOS

4.1 Contrastacion de hipotesis
4.1.1 Hipétesis

Hipétesis nula (Ho): Al evaluar el consumo del extracto de fucoidano se establece que
no existe diferencias significativas en el nivel de estrés oxidativo entre los grupos de tratamiento
del modelo de diabetes mellitus experimental, Lima, Peru, 2018.

Hipotesis Alterna (Ha): Al evaluar el consumo del extracto de fucoidano se establece
que existe diferencias significativas en el nivel de estrés oxidativo entre los grupos de

tratamiento del modelo de diabetes mellitus experimental, Lima, Peru, 2018.

Nivel de significancia: a=0,05 (nivel de confianza 95%) Prueba estadistica: Analisis de

varianza prueba Fisher (F).

Toma de decision
p >0,05; se acepta la hipotesis nula (Ho)
p< 0,05; se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y se acepta la hipotesis alterna (Ha). Conclusion:

e Sip>0,05, no existe diferencias significativas con un 95% de confianza en el nivel
de estrés oxidativo entre los grupos de tratamiento del modelo de diabetes mellitus
experimental, Lima, Peru, 2018.

e Sip<0,05, existe diferencias significativas con un 95% de confianza en el nivel de
estrésoxidativo entre los grupos de tratamiento del modelo de diabetes mellitus experimental,

Lima, Pera, 2018 (Hernandez et al., 2010)
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4.2 Analisis e interpretacion

Los resultados de los ensayos experimentales fueron realizados con el objetivo de
comprobar que el consumo de un extracto de fucoidano proveniente del alga parda Lessonia
trabeculata presenta un efecto antioxidante protector frente al estrés oxidativo en ratas
diabéticas. Si el efecto es positivo, serd una posibilidad de estrategia nutricional para mejorarla
calidad de vida de los pacientes diabéticos. A continuacién, se muestran los resultados

obtenidos segun los objetivos planteados.

4.2.1 Variacion del peso corporal

Durante el experimento, las ratas experimentaron alteraciones en su peso corporal,
propias de la diabetes mellitus. En la figura 24 se observa el comportamiento del peso de las
ratas a lo largo del experimento, observandose una tendencia a la ganancia en las ratas
diabéticas que consumen los tres tipos de extracto de fucoidano, a diferencia del grupo control
positivo, que son las ratas diabéticas que no recibieron tratamiento. En la tabla 7, seencuentran
los porcentajes de ganancia de peso, encontrandose que las ratas que consumieron el extracto
de fucoidano (75 mg /kg de peso), aumentaron en mayor porcentaje, mientras que el grupo CP

disminuy6 su peso corporal, signo tipico de la diabetes mellitus.



Figura 24
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Tabla 7

Porcentaje de ganancia de peso segiin tratamiento

TRATAMIENTO| INICIO (g) | FINAL (g) | % GANANCIA
T1 283 301 6.4
T2 256 262 2.3
T3 266 276 3.8
cP 294 214 27
CN 332 446 34.3

4.2.2 Glucemia
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Los niveles de glucosa sanguinea variaron después de la induccion a la diabetes. Estos

valores variaron durante el experimento, pero se observo que la glucemia disminuia en las ratas

diabéticas con 75 y 100 mg. Fucoidano/Kg de peso (Tabla 8). Mientras que las ratas diabéticas

que no consumian el extracto tuvieron una hiperglucemia en aumento.



Tabla 8

Valores promedio de glucosa (mg/dl) segiin tratamiento

TRATAMIENTO| DIA 1 DIA7 | DIA 15 | DIA 20 | DIA 30
T1 312 469 460 440 252
T2 422 602 514 533 280
T3 451 481 536 525 456
Cp 212 245 287 326 354
CN 98 101 99 98 101
Figura 25
Glucemia (mg/dl) seguin tratamiento
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4.2.3  Lipoperoxidacion en plasma
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En la Tabla 9 se muestra los resultados de concentracién de malondialdehido (MDA )en

el plasma y se observa que el control positivo presenta una significativa mayor concentracion
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(7.71uM) que el control positivo (4.46 uM) (p<0,05). También se observa que los tratamientos

con fucoidano disminuyen la concentracion de malondialdehido (Figura 26).

Tabla 9

Concentracion de Malondialdehido (MDA ) (uM) segiin tratamiento

MDA (uM) 4.46 3.89 2.22 4.4 7.71

Nota. P<0.05

Figura 26

Niveles de Malondialdehido (MDA ) (uM) segiin tratamiento
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4.2.4  Actividad de la enzima catalasa (CAT) en plasma

La actividad de la enzima catalasa (CAT) se encuentra incrementada en el control
positivo (2049.7 U/ml). Sin embargo, este valor va disminuyendo significativamente (p<0,05)
en los grupos de tratamiento (Tabla 10), encontrando el menor valor con la concentracion de

125 mg fucoidano/Kg de peso (T3), muy cercano al grupo control negativo(Figura 27).

Tabla 10

Actividad enzimdtica de la Catalasa (CAT) (U/ml) segiin tratamiento

CAT (U/ml) 1562.8 1950.7 1880.4 1757.5 2049.7

Nota. P<0.05

Figura 27

Actividad enzimdtica de Catalasa (CAT) (U/ml) segiin tratamiento
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4.2.5 Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) en suero

EnlaTabla 11 y Figura 28 se observa los valores de actividad enzimatica de superoxido
dismutasa (SOD) en plasma, encontrandose un comportamiento contrario a la actividad de
catalasa. Estos valores disminuyen significativamente (p<0,05) en el grupo de control positivo
(1.09 U/ml) y se incrementan en los grupos con tratamientos T1, T2 y T3 (1.16, 1.22 y 1.25

U/ml respectivamente). El tratamiento con 125 mg/Kg es el que tiene el mayor valor y cercano

al control negativo.

Tabla 11

Actividad enzimdtica de Superoxido dismutasa (SOD) (U/ml) seguin tratamiento

INDICADOR TRATAMIENTO
CN T1 T2 T3 CP
SOD (U/ml) 1.54 1.16 1.22 1.25 1.09
Nota. P<0.05
Figura 28

Actividad enzimdtica de Superoxido dismutasa (SOD) (U/ml) segiin tratamiento

Actividad enzimatica de Superdxido dismutasa
(SOD) (U/ml) en ratas

2

L5
1
g 1T
0
CN T1 T2 e CP




92

4.2.6  Actividad antioxidante en plasma

Los resultados de la actividad antioxidante en plasma se muestran en la Tabla 12. Las
ratas del control negativo tienen la mayor actividad antioxidante (3584 uM) a diferencia del
control positivo (2272.9 uM) por efecto de la induccion a la diabetes. Sin embargo, aquellasratas
diabéticas que consumieron el extracto de fucoidano incrementaron (p<0,05) suactividad,

incluso, el tratamiento con 75 mg/Kg tiene un valor mayor que el control negativo(3813.1 uM).

Tabla 12

Actividad antioxidante (uM) seguin tratamiento

INDICADOR TRATAMIENTO

CN T1 T2 T3 CP
ABTS (uM) 3584.8 | 3813.1 33389 | 2310.1 2272.9
% INHIBICION | 89.7 95.4 83.5 57.8 56.8

Nota. P<0.05
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Figura 29
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El efecto de los tratamientos también fue reflejado en el porcentaje de inhibicion del
radical ABTS. El control positivo tiene el mas bajo porcentaje (56.8%) en comparacion con los

grupos de tratamiento (Figura 30) y el T1 tiene el mayor porcentaje (95.4%) (Tabla 6).

Figura 30
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La Tabla 13 muestra comparativamente los indicadores del estrés oxidativo por

tratamiento. Los tratamientos de 100 mg y 125 mg de extracto tienen resultados

comparables con el control negativo.

Tabla 13

Indicadores del estrés oxidativo en plasma

INDICADOR TRATAMIENTO
CN T1 T2 T3 Cp
SOD (U/ml) 1.54 1.16 1.22 1.25 1.09
CAT (U/ml) 1562.8 1950.7 1880.4 1757.5 2049.7
MDA (uM) 4.46 3.89 2.22 4.4 7.71
ABTS (uM) 3584.8 3813.1 3338.9 2310.1 2272.9

4.2.7 Valoracion del estrés oxidativo en tejidos

El dafio oxidativo en los tejidos es medido por la concentracion de malondialdehido, el

cual es mostrado en la Tabla 14. El higado, pancreas y rifion del control positivo tienen

concentraciones elevadas de malondialdehido. Sin embargo, las ratas del tratamiento T3 tienen

los valores menores (p<0,05) (Figura 31). El dafio oxidativo es mayor en el pancreas (de 5.24 a

7.84 uM).



Tabla 14

Concentracion de Malondialdehido (uM) en tejidos

TRATAMIENTO | HIGADO | PANCREAS | RINON
CN 1.55 5.24 4.11
T1 1.92 7.6 4.23
T2 1.48 6.86 3.9
T3 1.46 5.05 3.81
Ccp 2.03 7.84 4.38

Nota. P<0.05

Figura 31
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El control positivo tiene una baja actividad en los tejidos estudiados. (Figura 32) y los
grupos de tratamientos tienen valores mayores (p<0.05), siendo el T3 que tiene las mejores
respuestas en pancreas y rinon, mientras que el T2 tiene su efecto en el higado, que también es
el 6rgano mas afectado, porque tiene una mayor diferencia de valores (de 449.1a 302.5) (Tabla

15).

Tabla 15

Actividad enzimdtica de catalasa (U/ml) en tejidos

TRATAMIENTO | HIGADO | PANCREAS | RINON
CN 449.1 32.29 475.57
Tl 339.55 23.81 428.11
T2 408.07 27.99 417.79
T3 403.72 35.85 471.4
CP 302.5 16.77 424.96

Nota. P<0.05
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Figura 32

Actividad enzimdtica de catalasa (CAT) (U/ml) en tejidos segiin tratamiento

Actividad enzimatica de catalasa (CAT) (U/ml) en
tejidos de ratas
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En la Tabla 16 se muestra la actividad de la enzima superdxido dismutasa, siendo menor
en el control positivo (302.5 U/ml). Los tratamientos incrementaron los valores afectando
disparejamente los tejidos (p<0,05). El rindn es el 6rgano més afectado, porque tiene una mayor

diferencia de valores (de 49.02 a 37.63) (Figura 33).
Tabla 16

Actividad enzimdtica de Superoxido dismutasa (U/ml) en tejidos

TRATAMIENTO | HIGADO | PANCREAS | RINON
CN 47.4 34.65 49.02
T1 44.48 32.35 38.13
T2 42.37 33.18 36.04
T3 43.68 34.75 37.1
Cp 40.8 33.26 37.63

Nota. P<0.05
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Figura 33

Actividad enzimdtica de Superoxido dismutasa (SOD) (U/ml) en tejidossegiin tratamiento
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La actividad antioxidante en los tejidos estd evidenciada en la Tabla 17. Los valores
disminuyen en el control positivo (2625.9 uM) (p<0,05). Los tratamientos incrementaron la
actividad en los tejidos. El T1 tiene las mejores respuestas en higado y pancreas y el T2 en el

rindn. El higado es el 6rgano mas afectado (3276.9 a 2625.9 umol Trolox/L) (Figura 34).
Tabla 17

Actividad antioxidante (umol Trolox/L) en tejidos

TRATAMIENTO | HIGADO | PANCREAS | RINON
CN 3276.9 3724.7 2816.5
T1 3801.3 3721.55 2432.4
T2 3381.6 3273.9 2865.1
T3 3284.4 3186.32 2329.2
CP 2625.9 3351.72 2496.6

Nota. P<0.05
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Figura 34

Actividad antioxidante (uM) en tejidos seguin tratamiento
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El porcentaje de inhibicion del radical ABTS disminuye de 81.9% a 65.7% (p<0,05) en
el control positivo (Tabla 18). Al igual que la actividad antioxidante, el porcentaje se incrementa
con los tratamientos. El T1 tiene las mejores respuestas en higado y pancreas y el T2 en el rifion.
El higado es el 6rgano mas afectado, porque tiene una mayor diferencia de valores (de 81.9% a
65.7%) (Figura 35).

Tabla 18

Porcentaje de inhibicion del radical ABTS en tejidos segtin tratamiento

TRATAMIENTO | HIGADO | PANCREAS | RINON
CN 81.9 93.2 70.4
T1 95.1 93.1 60.8
T2 84.6 81.9 71.7
T3 82.1 79.7 583
CP 65.7 83.8 62.4

Nota. P<0.05
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Figura 35

Porcentaje de inhibicion del radical ABTS en tejidos segtin tratamiento
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4.2.8  Estudio histopatologico de higado, pdncreas y riiion

Los cambios histopatoldgicos producidos en el higado se muestran en la Tabla 19. El
control negativo no presenta congestion ni necrosis. El grupo control positivo si presenta
necrosis leve y congestion moderada. Los grupos de tratamiento no presentan necrosis. Los

grupos T1 y T2 presentan congestion moderada y leve, respectivamente. EI T3 no presenta

ningun cambio morfoldgico.
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Tabla 19

Cambios histopatolégicos en el higado segiin tratamiento

=
Tratamiento = 2
e 7]
& o
2 =
S g
o 4
CN 0 0
T1 2 0
T2 1 0
T3 0 0
Cp 2 1

Nota. 1=Nivel Leve, 2=Nivel Moderado, 3=Nivel Severo
En las Figuras 36 al 38, se muestran los cortes de tejido que presentan congestion leve

y moderada y el tejido que no presenta.

Figura 36

Corte de tejido hepdtico CN y T3

P

Nota. No presenta congestion
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Figura 37

Corte de tejido hepdtico T2

Nota. Presenta congestion nivel 1

Figura 38

Corte de tejido hepdtico CP

Nota. Presenta congestion nivel 2

La presencia de necrosis y sus grados se muestran en las figuras 39 y 40. Los grupos

de tratamientos no presentan necrosis.



Figura 39

Corte de tejido hepatico CN

Nota. No presenta necrosis
Figura 40

Corte de tejido hepdtico CP

Nota. Presenta necrosis nivel 1
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En el pancreas, se evalu6 la congestion y edema, como cambios histopatolégicos. En la
Tabla 20 se evidencia que el control negativo no presenta congestion ni edema a diferencia del
grupo control positivo, que presenta edema leve y congestion moderada. Los grupos de
tratamiento presentan edema leve. Los grupos T1 y T3 no presentan congestion y el grupo T2

presenta congestion moderada.

Tabla 20

Cambios histopatolégicos en el pdncreas seguin tratamiento

=
7]
S 2
e =
Q
Tratamiento
CN 0 0
T1 0 1
T2 2 1
T3 0 1
CpP 2 1

Nota. 1=Nivel leve, 2=Nivel moderado, 3=Nivel severo

La presencia de grados de necrosis y congestion del tejido pancredtico se muestra en

las figuras 41 al 45.



Figura 41

Corte de tejido pancredtico CN

Nota. No presenta edema ni congestion

Figura 42

Corte de tejido pancredtico CP

Nota. Con edema nivel 1y congesti(')n nivel 2
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Figura 43

Corte de tejido pancredtico T1

i\

Nota. Con edema nivel 2. No congestion

Figura 44

Corte de tejido pancredtico T2

\

Nota. Con edema nivel 1 y congestion nivel 2
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Figura 45

Corte de tejido pancredtico T3

Nota. Con edema nivel 1. No congestion

En la tabla 21 se evidencia los resultados de los cambios en el rifidon. El grupo CN no
presenta congestion. El grupo CP, presenta congestion moderada. Los grupos T1 y T2 presentan

congestion moderada y leve, respectivamente. El grupo T3 no presenta congestion.

Tabla 21
Cambios histopatolégicos en el riiion segiin tratamiento
=
=
Tratamiento g"’*,a
g
&)
CN 0
T1 2
T2 1
T3 0
CpP 2

Nota. 1=Nivel Leve 2=Nivel Moderado3=Nivel Severo
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La presencia de congestion del tejido renal se muestra en las figuras 46 al 49.

Figura 46

Corte de tejido renal CN 'y T3

Nota. No presenta congestion

Figura 47

Corte de tejido renal CP

Nota. Con congestion nivel 2
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Figura 48

Corte de tejido renal T1

Nota. Con congestion nivel 2

Figura 49

Corte de tejido renal T2

.,xlét‘_i‘:'f ‘i

Nota. Con congestion nivel 1

4.2.9  Conteo de islotes pancredticos de ratas
La observacion microscopica por campo (4x) permitio realizar un conteo de islotes de

Langerhans en los tratamientos, dependiendo del tamafio de islotes. En la Tabla 22 se muestran
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los promedios de islotes, segun tamafio y tratamiento. El grupo control negativo tiene el mayor
numero de islotes (10) y en las ratas diabéticas el nimero disminuy6 a 2. En los grupos T1, T2

y T3 también se aprecio una disminucion, 3, 2, 3, respectivamente (Figura 50).

Tabla 22

Conteo de Islotes de Langerhans seguin tratamiento

7]

é = ,“2 Cantidad de

Tratamiento g £ = Islotes /mm?
S

N =
CN 4 6 0 10
T1 3 0 0 3
T2 2 0 0 2
T3 3 0 0 3
CP 2 0 0 2

Nota. Pequetios: < 50 um; Normales: 50 - 250 um; Grandes: >250 um. Tomado de "A Practical
Guide to RodentlIslet Isolation and Assessment”, Carter, Dula, Corbin, Wu, y Nunemaker, 2009.

Biological Procedures Online, 11(1).
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Figura 50

Niimero de islotes pancredticos segiin tratamiento
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En las siguientes figuras se aprecian el tamafio de los islotes en los diferentes grupos

Figura 51

Corte histologico de pdancreas de CN

Nota. Las flechas muestran islotes pequefios y de tamafo normal.
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Figura 52

Corte histologico de pdancreas de T1

Nota. Las flechas muestran los dos islotes de tamafio normal.

Figura 53

Corte histologico de pdancreas de T3

Nota. Las flechas muestran los islotes de tamafio normal.



113

Figura 54

Corte histologico de pdncreas de T2

Nota. Las flechas muestran los dos islotes pequefios.

Figura 55

Corte histologico de pdancreas de CP

Nota. Las flechas muestran los dos islotes pequefios (aumento 4x).
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

La DM es una enfermedad crdnica de elevada incidencia y prevalenciaa nivel mundial.
La DM2 representa entre el 90-95 % de los casos de DM (Bequer et al., 2016). A pesar de que
existe controversia sobre la relacion entre las complicaciones tardias en la diabetes y el estrés
oxidativo, se ha demostrado que existe una relacion entre el incremento en laproduccion de
EROs y la disminucion de los sistemas antioxidantes en pacientes diabéticos (Cohen, 2005).
Estudios han demostrado la presencia de productos derivados de la peroxidacionlipidica en la

sangre en tejidos de sujetos diabéticos (Cruz et al., 2011).

En los individuos diabéticos, uno de los signos importantes en la diabetes es la pérdida
depeso debido a la ineficiente utilizacion de la glucosa a pesar de la hiperglucemia existente, lo
cual ocasionaria que el organismo consuma las reservas lipidicas y las proteinas musculares
como parte del combustible, produciendo la disminucion de peso. En el estudio se evaluo la
variacion del peso corporal y se encontrd que los grupos que consumieron 75, 100 y 125 mg/Kg
de peso experimentaron ganancias de peso entre 3.8%, 2.3% y 6.4%, respectivamente, en
comparacion con el grupo que no recibio el extracto de fucoidano (Tabla 7). Estos hallazgos
concuerdan con un estudio realizado por Xiao-Dong et al. (2017), quienes evaluaron dos
concentraciones de fucoidano en ratas diabéticas y concluyeron que se produjo un incremento

de peso en aquellas ratas que consumieron el extracto a 50 y 100 mg/ Kg peso.

La hiperglucemia es una de las principales causas de las complicaciones diabéticas y
también una preocupacion diaria de mantenerla en niveles normales, por tal motivo, existen
numerosos estudios con el objetivo de controlar esta elevacion. El fucoidano ha sido estudiado

como hipoglicemiante, por ejemplo, Kui-Yin et al., 2012; Xiao-Dong et al., 2017; utilizando
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extractos dealgas pardas y obteniendo resultados estadisticamente significativos. Xiao-Dong et
al. (2017) encontraron que el extracto de 100 mg/Kg de peso causé una reduccion significativa
de la glucosa sanguinea,resultados cercanos a los obtenido en este estudio. Segun la Tabla 8, las
tres concentraciones defucoidano causaron una reduccion de la hiperglucemia, siendo los
extractos de 75 y 100 mg/Kgde peso, aquellos con mayor diferencia. Kui-Yin et al. (2012)
estudiaron el efecto del fucoidano en ratones diabéticos y obtuvo una disminucion significativa
de la hiperglucemia. Shan et al. (2015) tambiéncoincidieron en relacionar la hipoglucemia con

once tipos de fucoidano.

La lipoperoxidacion es un indicador de dafio oxidativo, medido por concentracion de
malondialdehido. Valdivieso (2015) encontrd valores basales de MDA (3.14 uM) en ratas
controles y en ratas diabéticas (6.56 uM), coincidiendo con lo hallado en este estudio, 4.46
y 7.71 uM, respectivamente. Resultados que indican que los individuos diabéticos presentan
mayordafo oxidativo. Xiao et al. (2017) comprobaron que el fucoidano a 100 mg/Kg de peso
inhibi6 el nivel de MDA en las ratas inducidas a diabetes, por tal motivo, concluyen que el
fucoidano previene el dafio oxidativo y mejora el estatus antioxidante en las ratas diabéticas.

Existe diferencias significativas entre los efectos de 100 y 125 mg/Kg (p<0.05).

Este resultado obtenido es similar a los valores de Xiao et al. (2017), puesto que también
el extracto de 100 mg/Kg peso produce una disminucion del nivel de MDA, a 2.22 uM. Clapés
(2001), demostro la relacion entre los niveles de peroxidacion lipidica y el desarrollo de
complicaciones en la diabetes mellitus, encontrando un considerable incremento en el proceso
de peroxidacion lipidica en los pacientes diabéticos, asi también niveles incrementados de las
enzimas Catalasa y Glutation reducido. Li et al. (2008) estudiaron los fucoidanos de Laminaria

Japonicay encontrd que pueden prevenir el incremento de la peroxidacion lipidica en suero,



116

higado y bazode ratones diabéticos. El resultado obtenido en este estudio también coincide con
Heredia et al. (2014), quienes demostraron valores elevados de MDA en pacientes diabéticos.
La lipoperoxidacion en tejidos como higado, pancreas y rifiones de las ratas diabéticas se
encuentra aumentado (Tabla 9), en la cual se muestra que el pancreas es el tejido que presenta
mayor dafio oxidativo, por ser un 6rgano diana para el aloxano, resultado que coincide con lo
encontrado por Mora et al. (2009). El tratamiento con 125 mg/Kg de peso fue el que obtuvo
mejor efecto protector. Los valores normales de concentracion de MDA encontrados en este
estudio son coincidentes con los encontrados por Céspedes y Reyes (2007), en ratas normales.
Existe diferenciassignificativas entre los efectos del T2 y T3 (100 y 125 mg/Kg) en los tejidos

(p<0.05).

El dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los
sistemasantioxidantes de defensa, induce a que se presenten diversas enfermedades, como
diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios, enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
diversos tipos de cancer, entre otros (Valdivieso, 2015). Siendo la diabetes mellitus afectada
por este dafio a las macromoléculas, resulta importante la medicion de indicadores del sistema
antioxidante que se encuentra alterado como por ejemplo la actividad de la enzima Superoxido
dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT). La actividad enzimatica de SOD medida en las ratas
diabéticas disminuye de 1.54 a 1.09 U/ml/min, significando un efecto dafiino sobre la funcién
de proteccion contra el anion superoxido (Venéreo, 2002). Los grupos de tratamientos T1, T2
y T3 (75, 100 y 125 mg de fucoidano) incrementaron ese valor, por lo tanto, la administracion
del extracto de fucoidano producird un efecto protector, sin embargo, no existen diferencias
estadisticas entre los 3 tratamientos. (p<<0.05). Gonzales-Mayo et al. (2017), reportaron una
disminucién en la actividad de SOD en ratasdiabéticas, reporte que coincide con los resultados

de este estudio. Igualmente, Suarez et al. (2009), en un trabajo con ratas diabéticas y estrés
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oxidativo, encontraron una disminucion considerable. Esta enzima tiene el mismo
comportamiento en los tejidos: higado, pancreas y rifion, segun lo reportan Xiao et al. (2017) en
su investigacion sobre el extracto de fucoidano y estrés oxidativo en tejidos, encontrando una
disminucién en la actividad enzimatica en las ratas diabéticas y cuando experimentaron dos
dosis de fucoidano, 50 y 100 mg, obtuvo que la dosis de 50 mg/Kg de peso presentaba un
incremento en la actividad de SOD en los tejidos (pancreas, higado y rifién). Heredia et al.

(2014), reportd valores disminuidos para las enzimas SOD y CAT en pacientes diabéticos.

Comparativamente a este estudio, los resultados obtenidos en la presente investigacion
sobre los extractos de 75, 100 y 125 mg/Kg de peso, incrementaron la actividad de SOD en el
higado, pancreas y riidén. No se encontrd diferencias significativas entre los 3 tratamientos
(p>0.05), por lo tanto, no existe una dosis Unica para incrementar los valores a diferencia del
estudio de Xiao et al. (2017). Por otro lado, Mora et al. (2009) en su investigacion sobre estrés
oxidativo y diabetes en ratas, reportaron una disminucion en la actividad de SOD en tejidos de
ratas diabéticas,siendo el pancreas el 6rgano mas afectado. No existe diferencias estadisticas
entre los 3 tratamientos (p>0.05), tanto para el higado como el péancreas, pero si existe

diferencias en el rifion.

Rocha et al. (2007), estudiaron los fucoidanos de Fucus vesiculosus y de Padina
gymnospora, algas pardas similares a Lessonia trabeculata demostrando tener un efecto
inhibitorio sobre la formacion de los radicales hidroxilo y superdxido. Los valores normales de
actividad de SOD encontrados en este estudio son coincidentes con los encontrados por Céspedes

y Reyes (2007), en ratas normales.

Sobre la actividad de catalasa (CAT), esta enzima estd involucrada en la destruccion
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protectora del peréxido de hidrégeno (H202) generado durante el metabolismo celular

(Venereo,2002) y su actividad se encuentra incrementada por el estrés oxidativo de la diabetes,
como se observa en las ratas diabéticas (CP) en la Tabla 10 (de 1562.8 a 2049.7 U/ml). Este
resultado que podria parecer incongruente, también se encuentra reportado por Gonzales-Mayo

et al. (2017), quienes encontraron un incremento de la CAT en ratas diabéticas.

La CAT tiene mayor afinidad por altas concentraciones de su sustrato, el H202 formado

enlas condiciones de hiperglicemia pueden conducir a un incremento en la actividad de la
catalasa,lo que unido a un aumento de la sintesis de proteinas como mecanismo de adaptacion

frente al dafio por H202, provocan un incremento en la expresion de la CAT, mecanismo que

bien pudieraexplicar el aumento en la actividad de la enzima que protege contra el dafio
oxidativo producidoen el modelo experimental de hiperlipidemia (Gonzales-Mayo et al. 2017).
Existe diferencias significativasentre los efectos del T2 y T3 (100 y 125 mg de extracto de

fucoidano) (p<0.05).

En los tejidos, la actividad la CAT se encuentra disminuida, como puede observarse en
laTabla 15, la cual presenta la misma tendencia en el higado, pancreas y rifion. Este resultado
es coincidente con los hallazgos de Mora (2009), quien evalu6 las enzimas antioxidantes y la
CATtambién estuvo disminuida en todos los 6rganos evaluados, siendo el higado, érgano que
tiene el mayor porcentaje de disminucion (78%). Asimismo, cuando se evalud el extracto de
fucoidano en ratas diabéticas, se encontr6 que la dosis de 125 mg/Kg (T3) presento los mejores
resultados.Existe diferencias significativas entre los efectos del T2 y T3 (p<0.05) para el higado
y pancreas,pero no para el rifion. La literatura no reporta datos sobre el efecto del fucoidano
sobre la actividad de la CAT en suero y en tejidos. Los valores normales de actividad de CAT

encontradosen este estudio son coincidentes con los encontrados por Céspedes y Reyes (2007),
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en ratas normales.

La actividad antioxidante se determind valorando el poder secuestrante de radicales
libres(ABTSe+) de la muestra. El radical cation ABTSe+, es reducido gracias a la capacidad
antioxidante del patron (Trolox) o de los componentes antioxidantes de la muestra (Lecumberri
et al., 2006). La ventaja de utilizar el ABTS es que evalia la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica (Marquez et al., 2014). La Tabla 12 muestra la actividad
antioxidante del plasma en ratas, encontrandose una disminucion estadisticamente significativa
de la actividad enel grupo de ratas diabéticas (CP) (de 3584.8 a 2272.9 uM) y entre los
tratamientos existen diferencias estadisticas entre el T1 y T2 (75 y 100 mg de extracto de
fucoidano) (p<0.05). Los resultados obtenidos estarian de acuerdo con la afirmacion de que un
rompimiento de equilibrio redox, debido a la generacion de RL, validado por los resultados de
la prueba de MDA, se produce una disminucion de los sistemas defensivos antioxidantes,
produciéndose lesiones en tejidos y organos conduciendo a la aparicidon de complicaciones
cronicas en los individuos diabéticos (Cruz et al., 2011). Asi, se ha comprobado que en los
diabéticos existe un incremento del estrés oxidativo, en comparacion con los individuos

supuestamente sanos.

En los tejidos existe un incremento del estrés oxidativo y estd comprobado con los
resultados de la capacidad antioxidante (Tabla 17). Se encontraron valores disminuidos en
higado, pancreas y rifion, estadisticamente significativos (p<0.05), sin embargo, los valores se
incrementaron en los grupos de tratamiento T1, T2 y T3, concluyendo que el extracto de
fucoidano de 75 mg/Kg de peso tiene diferencias estadisticas significativas con los otros
extractos (p<0.05), incrementando la actividad antioxidante. El higado es el 6rgano mas afectado,

porque tiene una mayor diferencia de valores (de 3276.9 a 2625.9).
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El estudio histopatologico del higado, pancreas y rifion en las ratas concluyo que existen
cambios degenerativos leves y moderados (Tablas 19, 20 y 21). Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Muro et al. (2017), cuyo estudio tuvo una duracion de 12 semanas, a
diferencia del presente que durd 4 semanas, de ahi la diferencia en laaparicion de cambios
degenerativos severos. En el higado, las ratas diabéticas (CP) presentan enpromedio congestion
moderada y necrosis leve, a diferencia de las ratas control negativo (CN) que no muestran estos
cambios histopatologicos. En los grupos T1, T2 y T3, aquellas ratas que consumieron 125
mg/Kg de peso no presentaron congestion y aquellas que consumieron 100mg/Kg, congestion
leve. Estos resultados muestran que, a pesar de presentar alteraciones en los tejidos, se
encuentran en nivel leve, lo que concuerda con los bajos niveles de MDA obtenidos en esos
grupos de ratas (Tabla 14). Los grupos T1, T2 y T3 no presentaron necrosis. La necrosis es una
forma de muerte celular ocasionada por drogas o toxicos (Lopez, 2013). El aloxano es untdxico
que estaria produciendo esta alteracion en las ratas, siendo el higado el 6rgano encargadode la
detoxificacion de este compuesto. Por tal motivo el higado es el érgano con mayor dafio

oxidativo y se evidencia en la necrosis y elevado nivel de MDA en las ratas diabéticas (CP).

En el pancreas, las ratas diabéticas (CP) presentan en promedio congestion moderada y
edema leve, a diferencia de las ratas control negativo (CN) que no muestran estos cambios
histopatologicos. En los grupos T1, T2 y T3, aquellas ratas que consumieron 125 y 75 mg/Kg
depeso (T3 y T1) no presentaron congestion. El grupo T2 a pesar de presentar alteraciones en
los tejidos de tipo moderado, muestra bajo nivel de MDA (Tabla 14). Todos los grupos de ratas
presentaron edema leve a excepcion del grupo control negativo (CN). El pancreas es el 6rgano
diana del aloxano, por tal motivo, es el tejido que presenta mas dafio (mayor diferencia de

valores), incluso el edema que presenta las ratas diabéticas (CP) no es corregido con los
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tratamientos de fucoidano. El edema es el aumento del volumen celular, puede ocurrir por un
proceso fisiologico, como respuesta al estrés oxidativo o a una respuesta a la injuria celular o
alteracion de la membrana celular (Lopez, 2013). Esta definicion concuerda con el dafio

oxidativo que presentan las ratas diabéticas.

En el rifion, las ratas diabéticas (CP) presentan en promedio congestion moderada, a
diferencia de las ratas control negativo (CN) que no muestran esta alteracion. En los grupos T3
y T2, aquellas ratas que consumieron 125 mg/Kg de peso no presentaron congestion y las de 100

mg/Kg de peso (T1) presentaron congestion leve. (Tabla 21).

Los islotes de Langerhans contienen un niimero variado de células endocrinas del pancreas,
que, mediante técnicas de tincion especializadas, se pueden identificar tres tipos principales:
células a, B y 9, siendo las B, las encargadas de la secrecion de insulina, proceso que se encuentra
alterado en la diabetes (Rodriguez et al., 2015). En ratas jovenes macho Wistar diabéticas, el
nimerode islotes por pancreas es de aproximadamente 3200 islotes / pancreas, mientras que en
ratas normales estd en 6000 y que se incrementa con la edad hasta alcanzar unos 20 000
islotes/pancreas. Estos islotes tienen un didmetro promedio aproximado entre 50-250 um, valores
coincidentes con los encontrados en este estudio (150 um), en ratas control (Carter et al., 2009).
El aloxano provoca la destruccion de los islotes, por tal motivo, es un indicador del dafio en
individuos diabéticos. El estudio histolégico del pancreas en animales inyectados con aloxano,
se comprobo aparicion de necrosis de los islotes con desaparicion de las células beta. Esta accion
fue verificada por diversos investigadores desde hace muchos afios atras en ratas, gatos, palomas

y monos (Rocca y P14, 1963).

En la Tabla 22, se muestra el nimero promedio de islotes presentes en los grupos de
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estudio. El grupo control negativo (CN) tiene el mayor numero de islotes (10) comparado con
los grupos CP, T1, T2 y T3 que tienen de 2 a 3, esto significa que ha habido una disminucién
de80%, comprobando el efecto del aloxano en la induccion. Este porcentaje alto que puede
estar ocasionado las alteraciones de la diabetes en las ratas, es contrarrestado con el consumo
de fucoidano como se puede observar en los resultados de actividad antioxidante y MDA. Los
resultados obtenidos sobre la cantidad de islotes son concordantes con lo reportado por Vélez et
al. (2015),encontrando una reducciéon marcada en las ratas diabéticas. Se realizd un estudio
sobre la induccidon de diabetes experimental con estreptozotocina y también se encontrd una

disminucionde islotes en ratas diabéticas (Bequer et al., 2016).

Previamente al estudio, el extracto de fucoidano fue caracterizado y reportado por
Chavez-Pérez et al. (2017) en cuanto al porcentaje de azucares totales, sulfatos, humedad y
presencia de cationes:Ca**, Mg?*, Na* y K*, asi como el porcentaje de fuocoidano en el extracto
(80%). Asimismo, evalu6 la citotoxicidad del extracto en semillas de lechuga y calculo el
porcentaje de inhibicionmidiendo la longitud de la raiz, obteniendo porcentajes menores a 50%,

lo cual significa que nopresenta citotoxicidad.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran el efecto protector de la
administracion de tres dosis de un extracto de fucoidano del alga Lessonia trabeculata frente al
dano oxidativo producido por la diabetes mellitus tipo 2 en ratas, a nivel sérico como a nivel
tisular. Este efecto protector se evidencia en los indicadores: disminucion de la concentracion
de MDA y CAT, aumento de la actividad SOD, aumento de la actividad antioxidante ABTS y
adicionalmente ganancia de peso y disminucion de la hiperglucemia. Los tratamientos T2 y T3,
dosis de 100 y 125 mg/Kg de peso, son los que produjeron el mejor efecto protector. Por tal

motivo, se debe considerar al fucoidano como un alimento funcional para ayudar a contrarrestar
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los efectos cronico-degenerativos ocasionados por el estrés oxidativo de la diabetes mellitus tipo
2, como estrategia nutricional para mejorar la calidad de vida del paciente diabético

incrementando su actividad antioxidante.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 Los grupos que consumieron 75, 100 y 125 mg de extracto de fucoidano/Kg de
peso experimentaron ganancias de peso de 3.8%, 2.3% y 6.4%, respectivamente, en
comparacioncon el grupo que no recibio el extracto de fucoidano.

6.2 La glucemia disminuy® en las ratas diabéticas con 75 y 100 mg. fucoidano/Kg de
peso y lasratas diabéticas que no consumian el extracto, tuvieron una hiperglucemia en
aumento.

6.3  Elindice de lipoperoxidacion en plasma y tejidos disminuy6 en los grupos con

75, 100 y 125 mg/Kg, siendo los grupos de 100 y 125 mg/Kg quienes presentaron el menor
indice, y el higado el 6rgano que presenté mayor dafio oxidativo.

6.4 La actividad de la enzima SOD en plasma y tejidos se incrementd en los grupos
de tratamiento, siendo el grupo T3 (100 mg/Kg) el que presenta la mayor actividad sobre los
aniones superoxido, pero este incremento no es significativo (p>0.05).

6.5 La actividad enzimatica de CAT en plasma se encuentra disminuida en los
grupos T1, T2 yT3 y existe diferencias estadisticas entre T2 y T3 (p<0.05), a diferencia de los
tejidos que seobservo un incremento, con diferencias estadisticas significativas entre T2 y T3
(p<0.05).

6.6 La actividad antioxidante en plasma y tejidos se increment6 en los grupos T1,
T2y T3.

6.7 Los grupos T1, T2 y T3 presentaron alteraciones leves en los tejidos, lo cual
concuerda conlos bajos niveles de MDA encontrados en estos grupos. El rifion no mostrd
cambios estadisticos (p<0.05).

6.8  El conteo de islotes de Langerhans disminuy6 en todos los grupos de ratas
diabéticas.

6.9  El extracto de fucoidano presenta un efecto protector estadisticamente
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significativo frente alestrés oxidativo producido por la diabetes y los mejores resultados se

obtuvieron con 100 y125 mg Fucoidano/Kg de peso (p<0.05).
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VII. RECOMENDACIONES

7.1 Realizar los ensayos de estrés oxidativo con dosis entre 100 y 125 mg/Kg de peso,
para determinar la concentracion a la cual el efecto protector sea maximo, a nivel sérico y
tisular.

7.2 Se recomienda realizar ensayos con extractos de otras especies de algas pardas y
verdes.

7.3 Considerar realizar el estudio con mayor tiempo de duracion, puesto que algunos
autoresreportan experimentos de 8 o 12 semanas.

7.4 Realizar comparaciones con un grupo de ratas diabéticas con dosis de
antioxidantecomercial, para obtener correlaciones estadisticas de efectividad.

7.5 Realizar ensayos de citotoxicidad in vivo (se cuenta con resultado sobre
citotoxicidad invitro del extracto-dato no mostrado).

7.6 Realizados los ensayos de citotoxicidad in vivo, se deberia realizar el ensayo a

nivel deseres humanos.
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X ANEXOS

ANEXO A.

FOTOS

Especimenes de Lessonia trabeculata, proveniente de la Bahia de Marcona (Ica)

(IIBBM-UNALM)
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Proceso de obtencion del extracto de Fucoidano de Lessonia trabeculata (IIBBM-

UNALM)

Extracto seco de Fucoidano, obtenido del alga parda Lessonia trabeculata

(IIBBM-UNALM)
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Disefio experimental. Bioterio-UNALM



147

Administracion del extracto de fucoidano de Lessonia trabeculata
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Grupo experimental T1 (75 mg/Kg) Grupo experimental T2 (100 mg/Kg)

' ] |

Grupo experimental T3 (125 mg/Kg)
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Grupo Control Negativo

Grupo Control Positivo
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Sacrificio y obtencion de sangre total (Bioterio-UNALM)
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Extraccion de tejidos

Homogenizado de tejidos IIBBM-UNALM)
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Analisis quimico (IIBBM-UNALM)



FECHA:

ANEXO B

FICHA N° 1

REGISTRO DIARIO DE PESO

CODIGO

PESO (g)

OBSERVACIONES

CP-1

CP-2

CP-3

cP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-4

T3-5

153



ANEXO C

FICHA N° 2

REGISTRO SEMANAL DE GLUCEMIA

FECHA:

CODIGO

GLUCOSA
(mg/dl)

OBSERVACIONES

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T34

T3-5

154



FECHA:

ANEXO D

FICHAN° 3
REGISTRO ABSORBANCIAS DE ABTS EN TEJIDOS

155

CODIGO

ABSORBANCIA (PLASMA) ABSORBANCIA (HIGADO) ABSORBANCIA (PANCREAS)

ABSORBANCIA (RINON)

1 2 3 1 2 3 1 2 3

1

2

3

BR

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T14

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

13-4

T3-5

OBSERVACIONES:




FECHA:

ANEXO E

FICHA N° 4
REGISTRO ABSORBANCIAS DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

CODIGO

ABSORBANCIA (PLASMA)

2

3

10 seg.

1 min.

10 seg.

1 min.

10 segq.

1 min.

BLANCO

CP-1

CP-2

CP-3

CcP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T14

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T34

T3-5

OBSERVACIONES:

156



FECHA:

ANEXO F

FICHAN° 5
REGISTRO ABSORBANCIAS DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) EN TEJIDOS

157

CODIGO

ABSORBANCIA (HIGADO) ABSORBANCIA (PANCREAS)

ABSORBANCIA (RINON)

10 seg.

1 min. 10 seg. 1 min. 10 seg. 1 min. 10 seg. 1 min. 10 seg. 1 min. 10 seg. 1 min. 10 seg.

1 min.

10 seg. 1 min.

10 seg.

1 min.

BLANCO

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-4

T3-5

OBSERVACIONES:




FECHA:

ANEXO G

FICHA N° 6

REGISTRO ABSORBANCIAS DE CATALASA (CAT)

CODIGO

ABSORBANCIA (PLASMA)

2 3

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T34

T3-5

OBSERVACIONES:

158



FECHA:

ANEXO H

FICHAN°® 7
REGISTRO ABSORBANCIAS DE CATALASA (CAT) EN TEJIDOS

159

CODIGO

ABSORBANCIA (HIGADO) ABSORBANCIA (PANCREAS;

BSORBANCIA (RINON)

CP-1

CP-2

CP-3

CP4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T4

T1-2

T1-3

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-5

OBSERVACIONES:




ANEXO 1

FICHA N° 8

REGISTRO ABSORBANCIAS DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

FECHA:

CODIGO

ABSORBANCIA (PLASMA)

2 3

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T34

T3-5

OBSERVACIONES:

160



Absorbancia

Absorbancia

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

ANEXO J

CURVA ESTANDAR DE MALONDIALDEHIDO

CURVA ESTANDAR DE MALONDIALDEHIDO

.'.
y = 1.0997x
R?=0.9985 .-
..
.'.-‘.
[ 2
0.5 1 1.5
umol/L
CURVA ESTANDAR DE ABTS
CURVA ESTANDAR DE ABTS
y = 1.2503x + 0.0069 a3
R?=0.9783 R
-'.“.'
o
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

mmol/L Trolox

0.7

161

umol/L Abs
0.042 0.052
0.083 0.116
0.167 0.209
0.25 0.308
0.417 0.472
0.83 0.881
1.67 1.84
mmol/L Abs
0.1 0.1255
0.2 0.2257
0.3 0.3947
0.4 0.5557
0.5 0.6537
0.6 0.7117
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ANEXO K

FICHA N° 9
REGISTRO ABSORBANCIAS DE MALONDIALDEHIDO (MDA) EN TEJIDOS

FECHA:

CODIGO | ABSORBANCIA (SUERO) ABSORBANCIA (HIGADO) | ABSORBANCIA (PANCREAS) | ABSORBANCIA (RINON)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

BLANCO
CP-1
CP-2
CcP-3
CP-4
CP-5
CN-1
CN-2
CN-3
CN-4
CN-5
T1-1
T1-2
T1-3
T1-4
T1-5
T2-1
T2-2
T2-3
T2-4
T2-5
T3-1
T3-2
T3-3
T3-4
T35

OBSERVACIONES:



FECHA:

ANEXO L

FICHAN° 9
REGISTRO CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS EN HIGADO

Degereracion

Necrosis

Inflamacién

Caodigos

Congestion

Edema

Turbia
Hidrpica
Garasa

Coagulativa

Licuefactiva

Caseosa

Serosa

Supurativa
Linfocitica

Granulomatosa

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-4

T3-5

OBSERVACIONES:

163



REGISTRO CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS EN PANCREAS

FECHA:

ANEXO M

FICHA N° 10

Degereracion

Necrosis

Inflamacioén

Cadigos

Congestion

Edema

Turbia
Hidrpica
Garasa

Coagulativa

Licuefactiva

Caseosa

Serosa

Supurativa
Linfocitica

Granulomatosa

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T34

T3-5

164

OBSERVACIONES:



FECHA:

ANEXO N

FICHA N° 11
REGISTRO CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS EN RINON

Degereracion

Necrosis

Inflamacioén

Caodigos

Congestion

Edema

Turbia
Hidrpica
Garasa

Coagulativa

Licuefactiva

Caseosa

Serosa

Supurativa
Linfocitica

Granulomatosa

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-4

T3-5

OBSERVACIONES:

165



ANEXO N

FICHA N° 12

REGISTRO NUMERO Y TAMANO DE ISLOTES
PANCREATICOS

FECHA:

Caodigos
Cantidad de
Islotes/mm2

(4x)

Grandes

Pequenos
Medianos

CP-1

CP-2

CP-3

CP-4

CP-5

CN-1

CN-2

CN-3

CN-4

CN-5

T1-1

T1-2

T1-3

T1-4

T1-5

T2-1

T2-2

T2-3

T2-4

T2-5

T3-1

T3-2

T3-3

T3-4

T3-5

OBSERVACIONES:

166
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ANEXO O

DEFINICION DE TERMINOS

Hiperglicemia (hiperglucemia): Es al aumento anormal de la concentracion de glucosa
en la sangre (> 140 mg/dl en ayunas y >200 mg/dl al azar).

Radicales libres (RL): Son moléculas que existen de forma independiente conteniendo
en su Ultima orbita uno o mas electrones desapareados, muy inestables y altamente
reactivas.

EROS: Ion o 4tomo que pierde electrones, produciendo moléculas muy inestables,
llamadas especies reactivas de oxigeno.

Estrés oxidativo: desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de
EROS y radicales libres (RL), que provocan dafo oxidativo a las macromoléculas y que
no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa.

Antioxidante: Entidad quimica que retarda o previene la oxidacion de un sustrato, el
cual incluye a lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN.

Fucoidanos: Polisacaridos con grandes porcentajes de L-Fucosa y grupos éster sulfato
y son constituyentes de las algas pardas y de algunos invertebrados como erizos y
pepinos de mar.

Actividad antioxidante: Capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que un antioxidante

actua, reaccionando con radicales libres.
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ANEXO P
ANALISIS ESTADISTICO
MDA
PLASMA
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Ql Median Q3 Maximum
MDA 100 mg/Kgpeso 5 2220 0.337 1.840 1.935 2210 2.510 2.740
125 mg/Kgpeso 5 4.402 0.488 3.640 3.935 4.610 4.765 4.900
75 mg/Kg peso 5 3.886 0.275 3.500 3.635 3.860 4.150 4.160
Control Negativo 5 4.462 1.924 2.650 2.840  3.950 6.340 7.380
Control Positivo 5 7.710 0.375 7.270 7370  7.620 8.095 8.150

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4  79.42 19.8551 23.24 0.000

Error 20 17.09 0.8543

Total 24 96.51

Prueba de comparacion de Tukey: (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Positivo 5 7.710 A

Control Negativo 5 4.462 B

125 mg/Kgpeso 5 4.402 B

75 mg/Kg peso 5 3.886 B C
100 mg/Kgpeso 5 2.220 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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HIGADO
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
MDA 100 mg/Kgpeso 5 1.4760 0.2103 1.2700 1.2900 1.4000 1.7000 1.7200
125 mg/Kgpeso 5 1.4580 0.1897 1.2700 1.3150 1.4200 1.6200 1.7700
75 mg/Kg peso 5 1.9200 0.1434 1.7600 1.8100 1.9100 2.0350 2.1500
Control Negativo 5 1.5480 0.1203 1.3900 1.4350 1.5500 1.6600 1.7000
Control Positivo 5 2.0260 0.1361 1.8400 1.8950 2.0300 2.1550 2.1700

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 1.4274 0.35685 13.34 0.000
Error 20 0.5350 0.02675

Total 24 1.9624

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Positivo 5 2.026 A

75 mg/Kg peso 5 1920 A
Control Negativo 5 1.548 B
100 mg/Kgpeso 5 1.476 B
125 mg/Kgpeso 5 1.458 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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PANCREAS
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
MDA 100 mg/Kgpeso 5  6.858 1.123 5,670 5950  6.580 7.905 8.600
125 mg/Kgpeso 5 5.0480 0.1789 4.8100 4.8650 5.0900 5.2100 5.2300
75 mg/Kg peso 5 7.602 0324 7.130 7.280  7.680  7.885 7.920
Control Negativo 5 5.2360 0.2101 4.9000 5.0700 5.2400 5.4000 5.4700
Control Positivo 5 7.840  0.428 7300 7.410  7.880  8.250 8.270
Analisis de Varianza
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 34.214 8.5534 26.32 0.000
Error 20 6.500 0.3250

Total 24 40.714

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Positivo 5 7.840 A

75 mg/Kg peso 5 7.602 A

100 mg/Kgpeso 5 6.858 A
Control Negativo 5 5.236 B
125 mg/Kgpeso 5 5.048 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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RINON
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
MDA 100 mg/Kgpeso 5 3.9040 0.1506 3.7100 3.7650 3.8900 4.0500 4.0900
125 mg/Kgpeso 5 3.8060 0.1479 3.6700 3.6900 3.7900 3.9300 4.0500
75 mg/Kg peso 5 42300 0.1664 4.1200 4.1300 4.1500 4.3700 4.5200
Control Negativo 5 4.1060 0.1431 3.9200 3.9550 4.1600 4.2300 4.2400
Control Positivo 5 4.3780 0.1150 4.2600 4.2900 4.3400 4.4850 4.5600

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 1.0896 0.27240 12.85 0.000

Error 20 0.4238 0.02119

Total 24 1.5134

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Positivo 5 4.378 A

75 mg/Kg peso 5 4230 A
Control Negativo 5 4.106 A B
100 mg/Kgpeso 5 3.904 B C
125 mg/Kgpeso 5 3.806 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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ANEXO Q
ANALISIS ESTADISTICO
SOD
PLASMA
Variabl Minimu Media Maximu
e Tratamiento N Mean StDev m Q1 n Q3 m
SOD 100 mg/Kg 5 1222 0.100 1.0700 1.125 1.2500 1.305 1.3300
peso 0 8 0 0
125 mg/Kg 5 1254 0.068 1.1500 1.190 1.2600 1.315 1.3200
peso 0 8 0 0
75 mg/Kgpeso 5 1.164 0.129 1.0200 1.055 1.1400 1.285 1.3600
0 7 0 0
Control 5 1536 0.054 1.4800 1.485 1.5300 1.590 1.6100
Negativo 0 6 0 0
Control Positivo 5 1.092 0.173 0.8600 0915 1.1300 1.250 1.2700
0 8 0 0
Anadlisis de Varianza
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0.5745 0.14361 11.06 0.000
Error 20 0.2597 0.01299
Total 24 0.8342

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Negativo 5 1.536 A

125 mg/Kgpeso 5 1.254 B
100 mg/Kgpeso 5 1.222 B
75 mg/Kg peso 5 1.164 B
Control Positivo 5 1.092 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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HIGADO

Variable  Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum

SOD- 100 mg/Kgpeso 5 4237 11.18 29.13 32091 42.80 51.60 59.42
125 mg/Kgpeso 5 43.68 793 33.90 3595 43,50 51.50 52.30
75 mg/Kg peso 5 4448 434 39.70 40.65  43.60 48.75 50.60
Control Negativo 5 47.40 7.24 38.92 40.06  49.00 53.94 56.28
Control Positivo 5 40.80  7.53 31.00 34.50 41.07 46.97 51.80

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Tratamiento 4 1224 30.60 0.48 0.747

Error 20 1263.2 63.16

Total 24 1385.6

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Negativo 5 47.400 A
75 mg/Kg peso 5 44480 A
125 mg/Kgpeso 5 43.680 A
100 mg/Kgpeso 5 42.366 A
Control Positivo 5 40.800 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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PANCREAS
Variable  Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
SOD 100 mg/Kgpeso 5 33.18  3.70 28.64 30.09 33.36 36.17 38.78
125 mg/Kgpeso 5 3475 552 27.62 2941 34.74 40.09 40.97
75 mg/Kg peso 5 3235 329 29.64 29.81 31.67 35.23 37.80
Control Negativo 4 4332 11.27 32.00 33.41 41.65 54.90 57.97
Control Positivo 5 33.26 3.4l 29.75 29.95 33.36 36.51 37.80
Andlisis de Varianza
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 3439 85.98 2.52 0.075
Error 19  647.2 34.07
Total 23 9912
Tukey Simultaneous 95% Cls
Differences of Means for SOD-PANCREAS-U
125 mg/Kg peso - 100 mg/Kg peso .—;—.—1
75mg/Kg peso - 100 mg/Kg peso r—‘—‘:
Control Negativo - 100 mg/Kg peso ’i—'—'
o Control Positivo - 100 mg/Kg peso »—{b—<
_5 75mg/Kg peso - 125 mg/Kg peso b—.—%—l
E Control Negativo - 125 mg/Kg peso .—%—0—1
= Control Positivo - 125 mg/Kg peso »—0—%—|
Control Negativo - 75 mg/Kg peso ,4:—.—<
Control Positivo - 75 mg/Kg peso »—:¢—4

Control Positivo - Control Negativo _——
|
-20 -10 0 10 20

If an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.
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RINON
Variable  Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
SOD 100 mg/Kgpeso 5 36.04 5.12 30.22 32.03 35.09 40.53 44.05
125 mg/Kgpeso 5 37.10  3.55 34.05 3457  36.22 40.06 43.12
75 mg/Kg peso 5 38.13 438 31.77 34.00  38.33 42.16 42.44
Control Negativo 5 49.02  6.95 39.20 43.59  48.89 54.50 58.71
Control Positivo 5 37.63  4.11 32.89 3344  38.52 41.36 42.61
Analisis de Varianza
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 5682 142.05 5.77 0.003
Error 20 4924 24.62

Total 24 1060.6

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Mean Grouping

Tratamiento N

Control Negativo 5 49.016 A
75 mg/Kg peso 5 38.130
Control Positivo 5 37.626

125 mg/Kgpeso 5 37.098

100 mg/Kgpeso 5 36.042

W ww

B

Means that do not share a letter are significantly different.
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ANEXO R
ANALISIS ESTADISTICO
CAT
PLASMA

Variable Tratamiento Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum

N
CAT 100 mg/Kgpeso 5 1880.4 66.7 1797.5 1821.2 1887.6 1936.0 1977.3
125 mg/Kgpeso 5 1757.5 101.3 1635.7 1665.0 1736.5 1860.5 1876.8
75 mg/Kg peso 5 1950.7 77.1 1847.3 1880.5 1950.1 2021.2 2051.0
Control Negativo 5 1562.8 95.0 1423.5 1473.8 1575.6 16453 1672.3
Control Positivo 5 2049.7 73.8 1998.6 2000.5 2023.5 2112.1 2177.2

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 707698 176924 25.18 0.000
Error 20 140525 7026

Total 24 848223

Prueba de comparacion de Tukey: (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Positivo 5 2049.74 A

75 mg/Kg peso 5 195068 A B

100 mg/Kgpeso 5 1880.38 B C
125 mg/Kgpeso 5 1757.50 C
Control Negativo 5 1562.76 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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HIGADO
Variable Tratamiento N Mean  StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
CAT 100 mg/Kgpeso 5  408.1 253 372.6  386.5  402.7 4323 436.3
125 mg/Kgpeso 5 403.71 433 398.52 400.09 402.10 408.15 409.07
75 mg/Kg peso 5 339.54 18.17 317.18 320.14 346.95 355.25 355.95
Control Negativo 5  449.1 31.2 403.1 418.1  458.1 4757 479.0
Control Positivo 5 302.50 12.39 286.63 292.16 299.15 314.50 318.98

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 68837 17209.3 40.74 0.000

Error 20 8449 422.4

Total 24 77286

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Negativo 5 449.105 A

100 mg/Kgpeso 5 408.065 B

125 mg/Kgpeso 5 403.715 B

75 mg/Kg peso 5 339.545 C
Control Positivo 5 302.495 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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PANCREAS
Variable Tratamiento N Mean  StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
CAT 100 mg/Kgpeso 5 27.99 242 2548 2620 2729 30.12 31.92
125 mg/Kgpeso 5 35.855 1.728 33.044 34392 36.034 37.228 37.568
75 mg/Kg peso 5 23.809 1.712 21.886 22.372 23270 25.516 26.224
Control Negativo 5 32.294 1.785 30.258 30.533 32.270 34.068 34.292
Control Positivo 5 16.769 1.811 14.930 15.120 16.348 18.628 19.140

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 1108.41 277.103 75.94 0.000

Error 20 72.98 3.649

Total 24 1181.39

Prueba de comparacion de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean  Grouping
125 mg/Kgpeso 5 35.8548 A

Control Negativo 5 32.2944 A

100 mg/Kgpeso 5 27.9864 B

75 mg/Kg peso 5 23.8092 C
Control Positivo 5 16.7688 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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RINON

Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum

CAT 100 mg/Kgpeso 5 417.8 60.3 351.1 358.8  419.2 476.0 494.7
125 mg/Kgpeso 5 471.4 344 430.8 439.7  466.7 505.4 516.2
75 mg/Kg peso 5 428.1 30.1 398.1 403.0 420.6 457.0 474.0
Control Negativo 5 475.6 37.5 4431 4454 4553 5159 523.7
Control Positivo 5 425.0 26.2 396.2 400.0 4213 451.7 456.2

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Tratamiento 4 15245 3811 2.44 0.081

Error 20 31277 1564

Total 24 46522

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Grouping

Tratamiento N Mean
Control Negativo 5 475.572
125 mg/Kgpeso 5 471.402
75 mg/Kg peso 5 428.112
Control Positivo 5 424.956
100 mg/Kgpeso 5 417.786

> >

Means that do not share a letter are significantly different.
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ANEXO S
ANALISIS ESTADISTICO
ABTS
PLASMA
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
ABTS 100 mg/Kgpeso 5 33389  63.0 3246.9 3278.9 3346.9 3394.9 3406.9
125 mg/Kgpeso 5 2310.1  40.2 22552 2277.2 2310.0 23432 2367.2
75 mg/Kg peso 5 3813.0 79.1 3674.0 37484 3850.8 3858.8 3858.8
Control Negativo 5 3584.8 142.3 3470.9 3487.5 3552.1 3698.4 3830.0
Control Positivo 5 22729 126.1 2124.0 2143.6 23152 2381.2 2427.1

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 10509856 2627464  273.65 0.000

Error 20 192029 9601

Total 24 10701885

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento Mean  Grouping
75 mg/Kg peso 3813.05 A

N
5
Control Negativo 5 3584.78 B
5
5
5

3338.92 C
2310.13 D

Control Positivo 2272.94 D
Means that do not share a letter are significantly different.

100 mg/Kg peso
125 mg/Kg peso
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HIGADO

Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum

ABTS 100 mg/Kgpeso 5 3381.6 392 3334.9 3350.9 3380.5 34129 3442.9
125 mg/Kgpeso 5 32844  35.7 3230.1 3252.5 32909 33129 3326.9
75 mg/Kg peso 5 38013 1442 3622.9 3665.2 3782.8 3946.6 3950.4
Control Negativo 5 32769 211.3 2985.0 31024 3266.9 3456.3 3569.7
Control Positivo 5 26259 954 2464.3 2541.1 2668.7 2689.3 2702.7

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Tratamiento 4 3548894 887223 57.34 0.000

Error 20 309476 15474

Total 24 3858370

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento

Mean Grouping

N

75 mg/Kg peso 5 3801.29

100 mg/Kgpeso 5 3381.63
5 3284.38
5 3276.86
5 2625.89

125 mg/Kg peso
Control Negativo

Control Positivo

A
B
B
B

C

Means that do not share a letter are significantly different.
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Q3 Maximum

PANCREAS
Variable  Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median
ABTS 100 mg/Kgpeso 5 32739  31.8 3230.9 3246.1 3276.1 3300.5
125 mg/Kgpeso 5 31863  32.8 3139.4 31544 3193.0 3215.0
75 mg/Kg peso 5 37216 444 3670.8 3684.8 3722.8 3757.6
Control Negativo 5 3724.7  43.7 3670.8 3682.8 3724.0 3766.8
Control Positivo 5 3351.7 1474 3193.0 3210.0 33349 3501.9

Analisis de Varianza

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 1296843 324211 58.55 0.000

Error 20 110747 5537

Total 24 1407590

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
Control Negativo 5 3724.67 A

75 mg/Kg peso 5 372155 A
Control Positivo 5 3351.72 B

100 mg/Kgpeso 5 3273.90 B C
125 mg/Kgpeso 5 3186.32 C

Means that do not share a letter are significantly different.

3318.1
3223.0
3790.8
3778.8
3520.9
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RINON
Variable Tratamiento N Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
ABTS 100 mg/Kgpeso 5 2865.1 335 2830.6 2834.0 2868.6 2894.4 2914.6
125 mg/Kgpeso 5 2329.2  23.8 2299.2 2309.4 2327.6 2349.8 2364.4
75 mg/Kg peso 5 24324 447 2360.4 2393.3 24447 24653 2480.3
Control Negativo 5 2816.5  50.0 2762.7 2772.3 2803.9 2867.0 2884.6
Control Positivo 5 2496.6  69.4 23939 2428.1 25183 2554.1 2569.5
Analisis de Varianza
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamiento 4 1142806 285702  129.79 0.000
Error 20 44025 2201

Total 24 1186832

Prueba de comparaciéon de Tukey (95% Confidence)

Tratamiento N Mean Grouping
100 mg/Kgpeso 5 2865.12 A
Control Negativo 5 2816.49 A
Control Positivo 5 2496.56 B

75 mg/Kg peso 5 243242 B
125 mg/Kgpeso 5 2329.17 C

Means that do not share a letter are significantly different.



