UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

TESIS:

“Evaluacién del efecto hipoglucemiante y neuroprotector de la
administracion oral de Spathodea campanulata en ratas diabética”

PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS DE LA SALUD

PRESENTA:

Quimica Farmacobidloga
Maria del Socorro Escamilla Barrera

Directora de tesis:
Doctora en Ciencias Fisiol6gicas
Bertha Fenton Navarro

Co-director de tesis:
Doctor en Ciencias Biomédicas
José Miguel Cervantes Alfaro

Morelia, Michoacan, México
Agosto, 2019




La Maestria en Ciencias de la Salud de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad —
CONACYT.

La estudiante de la Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr. Ignacio
Chavez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo agradece al
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia la beca otorgada para la realizacién de

la Maestria en Ciencias de la Salud.
Registro de Becario: 618557

CVU: 816625



El Comité Tutoral designado por la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

aprobd la tesis presentada por:

Quimica Farmacobiéloga

Maria del Socorro Escamilla Barrera

Doctora en Ciencias Fisiologicas

Maria de la Luz Torner Aguilar

Doctor en Ciencias (Biologia celular)

Carlos Cortés Penagos

Doctora en Ciencias en la Especialidad de Farmacologia

Marcia Yvette Gauthereau Torres




La presente investigacion se realizo en:

Laboratorio de Glicobiologia

Division de Estudios de Posgrado

Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez”
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

A cargo de D. en C. Bertha Fenton Navarro

Laboratorio de Histopatologia

Unidad de Servicios Auxiliares de Diagnostico
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
A cargo de M. en C. Manuel Lopez Rodriguez

Laboratorio de Neurociencias

Division de Estudios de Posgrado

Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez”
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

A cargo de D. en C. José Miguel Cervantes Alfaro



DEDICATORIAS

A la memoria de mi madre, Ma. Georgina Barrera Espinosa, por haber sido el

mejor ejemplo, la impulsora de mis suefios y la persona que mas he amado.

Nos volveremos a encontrar.



DEDICATORIAS

A Francisco Escamilla A. por inculcarme el deseo de superacion personal y
profesional, por el apoyo y la confianza depositada en cada decision de mi vida.

Te amo.

A Elizabeth E.B, Cesar E. E.B y Francisco E.B, mis hermanos, por ser tan
hermosos complices en este camino y por darme fuerza para continuar con mi

proyecto de vida. Los amo.

A Lizbeth Lopez L. y a Eduardo Mora D., mi familia tarandacuense, por ser
siempre inspiracién y admiracion, por nunca dudar de mis habilidades. Caminar la

vida de sus manos es mi mayor recompensa.

A Andrea Rico P., Daniela Garcia y Rosario Gomez., mis colegas de laboratorio,
por haber compartido esta aventura, brindarme su sincera amistad y preciados

consejos. Por ustedes el trayecto siempre fue mas ameno.

A Alondra Ayala S., Jose Luis Serna V. y Laura Garcia Q., mis hermanos de
generacion, no fue facil sin embargo, su valiosa presencia aminoro cada trago
amargo de este camino, aprendi tanto de ustedes, les debo parte de mi madurez
personal y profesional. Son el mejor regalo de este recorrido llamado maestria, los

adoro.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

A la Divisibn de Estudios de Posgrado de Facultad de Ciencias Médicas y

Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”.

A mi directora de tesis, D. en C. Bertha Fenton Navarro, ya que con su guia,
apoyo y ejemplo, me han otorgado las armar para estructurar un pensamiento
cientifico, ademas de ampliar la vision de mi vida, gracias por su tiempo, paciencia

y ensefianzas; por otorgarme un lugar en el laboratorio de Glicobiologia.

A mi director de tesis, D. en C. José Miguel Cervantes Alfaro, por haberme dado

un espacio, compartido su conocimiento, y otorgado parte de su tiempo.

A mi comité tutoral, D. en C. Maria de la Luz Torner Aguilar, D. en C. Carlos
Cortés Penagos y a la D. en C. Marcia Yvette Gauthereau Torres, por aceptar ser

parte de este proyecto, por sus acertadas observaciones y sugerencias.

Al M. en C. Manuel Lopez Rodriguez, por dedicarme su tiempo y su atencion, por
sus amenas platicas y ser un apoyo en cualquier circunstancia para concluir con

este proyecto.

Al MVZ. Adrian Sanchez Orozco y a todo el personal de la Unidad de Servicios
Auxiliares de Diagnostico de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-
UMSNH, por las facilidades otorgadas para el desarrollo del proyecto y por la gran

amabilidad a lo largo de mi estadia.



INDICE GENERAL

indice de figuras i

indice de tablas iv
Lista de abreviaturas %
Glosario de términos Vii
Resumen viii
Abstract IX

l. Introduccion 1
1.1 Diabetes mellitus 1
1.1.1 Clasificacion de diabetes mellitus 2
1.1.1.1 Diabetes mellitus tipo 1 2

1.1.1.2 Diabetes mellitus tipo 2 2

1.1.1.3 Diabetes gestacional 2

1.1.2 Complicaciones de la diabetes mellitus 2
1.1.3 Mecanismos de dafo tisular en diabetes mellitus 3
1.1.3.1 Via del sorbitol 3

1.1.3.2 Accidn de productos de glicacion avanzada 3

1.1.3.3 Via de la proteina quinasa C 4

1.1.4 Complicaciones de diabetes mellitus en el sistema nervioso central 4

1.2 Las plantas medicinales: efectos hipoglucemiante y neuroprotector 6
1.3 Galeana (Spathodea campanulata) 10
1.4 Alteraciones en el aprendizaje y cambios morfolégicos del hipocampo, en 10

presencia de diabetes mellitus

II. Justificacion 15
lll. Hipobtesis 16

IV. Objetivos 16



V. Material y métodos

5.1 Obtencién de hojas de Spathodea campanulata y clasificacién
taxonomica
5.2 Obtencion de extractos de hojas de Spathodea campanulata
5.2.1 Obtencidén del extracto acuoso (EAQSC)
5.2.2 Obtencién de extracto acetonico (EASC) y alcohdlico
(EOHSC)
5.3 Cuantificacion de metabolitos secundarios
5.3.1 Cuantificacion de fenoles totales
5.3.2 Cuantificacion de polifenoles
5.3.3 Cuantificacion de flavonoides
5.3.4 Determinacion in vitro de actividad antioxidante
5.4 Modelo animal
5.4.1 Induccion de diabetes experimental
5.4.2 Administracion aguda y cronica de extractos/farmacos
5.4.3 Administracion aguda
5.4.3.1 Métodos para evaluar la  capacidad
hipoglucemiante de plantas
5.4.3.1.1 Curva de tolerancia a la glucosa
5.4.3.1.2 Curva de glucosa en ayuno
5.4.4 Administracion cronica
5.4.4.1 Peso de los animales y glucosa sanguinea
5.4.4.2 Hemoglobina glicosilada
5.4.4.3 Evaluacion de los parametros de orina
5.5 Procesamiento histolégico de cerebros
5.5.1 Conteo de la poblacion de neuronas piramidales del
segmento CA1 del hipocampo
5.6 Analisis estadistico

17
17

17
17
17

18
18
18
18
19
19
20
20
21
21

21
22
22
22
23
23
27
27

28



VI.

VII.
VIII.

XI.

Resultados
6.1 Cuantificacion de fenoles totales, polifenoles y flavonoides
6.2 Determinacion de actividad antioxidante in vitro

6.3 Modelo experimental de diabetes

6.4 Evaluacion de la capacidad hipoglucemiante del extracto acuoso,

acetonico y alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata
6.4.1 Curvas de tolerancia a la glucosa

6.4.2 Curvas de glucosa en ayuno

6.5 Administracion cronica del extracto acuoso de hojas de Spathodea

campanulata
6.5.1 Peso de los animales y glucosa sanguinea
6.5.2 Hemoglobina glicosilada
6.5.3 Evaluacion de los parametros de orina
6.6 Evaluacion de la poblacién de neuronas piramidales del segmento
CA1 del hipocampo
Discusion
Conclusiones
Perspectivas
Referencias

Anexos

29
29
32
33
35

35
45
46

46
49
50
53

58
66
67
68
79



No.

w

~N o 01 b

10

11

12

13

14

15

indice de figuras

Mecanismos de dafio activados en presencia de diabetes mellitus
Sintesis de metabolitos secundarios de plantas

Organos diana y mecanismos de accion de compuestos
secundarios de plantas

Curva patron de acido galico

Curva patron de floroglucinol

Curva patron de quercetina

Porcentaje de inhibicion de DPPH por acido ascorbico y extractos
de hojas de Spathodea campanulata

Glucosa sanguinea en la induccién del modelo experimental de
diabetes tipo 2

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acuoso de hojas de
Spathodea campanulata en ratas sanas

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acuoso de hojas de
Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2
Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccion de
glucosa sanguinea en animales diabéticos administrados con el
extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acetonico de hojas de
Spathodea campanulata en animales sanos

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto aceténico de hojas de
Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2
Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccion de
glucosa sanguinea con el extracto aceténico de hojas de Spathodea
campanulata

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto alcohdlico de hojas de

Spathodea campanulata en animales sanos

33

35

36

37

38

39

40

40



16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Curva de tolerancia a la glucosa con extracto alcohdlico de hojas de
Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2.
Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccion de
glucosa sanguinea en animales diabéticos con el extracto alcoholico
de hojas de Spathodea campanulata

Curva de glucosa en ayuno con extractos acuoso, aceténico y
alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata en modelo de
diabetes tipo 2

Peso de animales durante la administracion cronica de extracto
acuoso de hojas de Spathodea campanulata y metformina

Glucosa sanguinea correspondiente a la administracion crénica del
extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata y metformina
Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccion de
glucosa sanguinea de administracion cronica con el extracto acuoso
de hojas de Spathodea campanulata y metformina

Glucosa sanguinea correspondiente al inicio y final de la
administracion cronica de extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata y metformina

Hemoglobina glicosilada de los grupos experimentales posterior a la
administracion crénica de extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata y metformina

Proteinas en orina de los grupos experimentales en administracion
cronica de extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata y
metformina

Cetonas en orina de los grupos experimentales en administracion
cronica de extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata y
metformina.

Hemoglobina en orina de los grupos experimentales en
administracion cronica de extracto acuoso de hojas de Spathodea

campanulata y metformina.

43

43

45

46

47

47

48

49

51

51

52



27

28
29

Cortes histolégicos del segmento CA1l del cuerno de Ammon del
hipocampo en las diferentes condiciones experimentales
Numero de neuronas piramidales integras

Numero de neuronas piramidales lesionadas

53

55
56



No.

10

11

12

13

indice de tablas

Parametros de orina y sus caracteristicas

Contenido de fenoles presentes en extracto acuoso, aceténico y
alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata

Contenido de polifenoles presentes en extracto acuoso, acetonico y
alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata

Contenido de flavonoides presentes en extracto acuoso, acetonico y
alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata

Actividad antioxidante in vitro de extracto de hojas de Spathodea
campanulata

Parametros de sangre y orina en la induccién por fructosa 60% al
modelo de diabetes tipo 2

Porcentajes de reduccion y area bajo las curvas de tolerancia a la
glucosa del extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata
Porcentajes de reduccién y area bajo las curvas de tolerancia a la
glucosa del extracto acetdnico de hojas de Spathodea campanulata
Porcentajes de reduccion y area bajo las curvas de tolerancia a la
glucosa del extracto alcohdlico de hojas de Spathodea
campanulata.

Porcentajes de reduccién y area bajo las curvas de tolerancia a la
glucosa de extractos de hojas de Spathodea campanulata
Pardmetros de orina al inicio y final del tratamiento crénico con
extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata

NUumero de neuronas integras y porcentajes en el segmento CAl
del hipocampo

Numero de neuronas lesionadas y porcentajes en el segmento CA1

del hipocampo

P

Pag.
23
28

29

30

33

35

38

42

44

50

54

56



HbAlc
ENSANUT

DM1
DM2
CTOG

H20:2
OH-
DNA

AR
AGE

DHAP

G3P
DAG
PKC
cAMP
BACS

MoCA

Lista de abreviaturas

Hemoglobina glicosilada
Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion
Diabetes mellitus tipo 1
Diabetes mellitus tipo 2
Curva de tolerancia oral
a la glucosa

Radical superoxido
Peroxido de hidrogeno
Hidroxilo

Acido
desoxirribonucleico
Aldosa reductasa
Agentes de (glicacién
avanzada
Dihidroxi

fosfato

acetona

Gliceraldehido-3-fosfato
Diacilglicerol

Proteina cinasa C
Adenosin monofosfato
Breve evaluacion de la
cognicion en la
esquizofrenia
Evaluacion Cognitiva de
Montreal

MMSE

HDS-R

LTP

HFCS-55

GFAP

rpm

PVPP

AICl3
mMgEAG/g

mgEF/g

mgEQ/g

ECso

Mini  Evaluacion de
Estado Mental
Evaluacion en la Escala
de Demencia Hasegawa
Expresion de
potenciacion a largo
plazo

Jarabe de maiz con alta

fructuosa al 55%

Proteina gliofibrilar
acida

Revoluciones por
minuto

Polivinilpolipirrolidona
Tricloruro de aluminio
Miligramos equivalentes
de é&cido galico por
gramo de extracto
Miligramos equivalentes
de floroglucinol  por
gramo de extracto
Miligramos equivalentes
de quercetina por gramo
de extracto

Cantidad necesaria de
antioxidante para

reducir en un 50% la



TECso

EA
DPPH
EAQSC

EASC

EOHSC

ROS

AMPK

PGC-1la

concentracion inicial de
DPPH

Tiempo necesario para
reducir en un 50% la
concentracion inicial de
DPPH

Eficiencia antirradical
1,1-difenil-2-picrilhidrazil
Extracto acuoso de
hojas de Spathodea
campanulata

Extracto acetonico de
hojas de Spathodea
campanulata

Extracto alcohodlico de
hojas de Spathodea
campanulata

Especies reactivas de

oxigeno

Proteina guinasa
activada por AMP
Proteina 1l-a
coactivadora del

receptor activado por el
proliferador de

peroxisomas

ERK 1/2

eNOS

PPAR-y

IRS-2

GLUT-4

IL-6
TNF-a

NFxB

JNK

Proteinas cinasas 1y 2
reguladas por sefial
extracelular

Sintasa de Oxido nitrico
endotelial

Receptor y activado por
proliferador de
peroxisomas

Sustrato receptor de
insulina 2

Transportador de
glucosa 4

Interleucina 6

Factor de necrosis
tumoral o

Factor nuclear
potenciador de las
cadenas ligeras kappa
de las

células B activadas
Cinasas c-Jun N-

terminal

Vi



Glucosa

Glucemia

Hiperglucemia

Hipoglucemiante

Radical libre

Metabolito secundario

Antioxidante

Neuroprotector

Glosario de términos

Monosacarido, fuente primaria de sintesis de energia de

las células.

Presencia de glucosa en sangre.

Aumento anormal de los valores de glucosa en sangre.

Sustancia que tiene la capacidad de disminuir los valores

de glucosa en sangre.

Especie quimica que contiene uno o mas electrones

desapareados en sus orbitales externos.

Compuesto de naturaleza quimica diversa producto del

metabolismo primario.
Atomo o molécula que interactta directamente con el
agente oxidante formando un radical menos activo o que

interfiere en la cadena de reacciones.

Compuesto que previene, mitiga o retrasa los procesos

neurodegenerativos.

Vi



Resumen

Introduccion. La diabetes y sus complicaciones son parte del grupo de
enfermedades cronico degenerativas, que constituyen un problema de salud a
nivel mundial. Plantas como Spathodea campanulata, son conocidas en la
medicina tradicional africana por su eficacia hipoglucemiante en el tratamiento de
la diabetes. Objetivo. Evaluar el efecto hipoglucemiante de la administracién oral
de Spathodea campanulata en ratas con diabetes tipo 2 y evaluar el efecto
neuroprotector en neuronas piramidales del CA1 del hipocampo. Materiales y
métodos. Hojas de Spathodea campanulata, se obtuvo el extracto acuoso
(EAQSC), acetonico (EASC) y alcohdlico (EOHSC); se cuantifico su contenido de
fenoles, polifenoles, flavonoides y se evalud la actividad antioxidante in vitro. Se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar a partir de 100 g. Los animales fueron
aleatorizados en grupos (n=6): Sanos y diabéticos con los distintos extractos. Se
realizé el andlisis histolégico de cerebros, para evaluar la poblacion de neuronas
piramidales (segmento CA1l) del hipocampo. Los resultados fueron analizados
mediante andlisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey post hoc. Resultados.
El EAQSC tiene concentracion media de metabolitos secundarios, en capacidad
antioxidante, el EAQSC y el EASC tienen elevada y el EOHSC mediana eficiencia
antirradical. La dosis 6ptima del EAQSC fue 300 mg/kg, con reduccion de la
glucemia del 22.6%. El EASC en dosis de 4mg/kg, redujo 16.6%. El EOHSC en
dosis de 4mg/kg un 20.5%. La reduccion de glucosa al finalizar la administracion
cronica fue del 8.43% y la HbAlc de 5.24%. En el andlisis de las neuronas
lesionadas, el grupo diabético presenta un incremento del 100%, en comparacién
con el grupo sano de 0%, los grupos diabéticos tratados con metformina y extracto
presentan un 64.21 y 58.84% respectivamente. Conclusion. El extracto acuoso
de hojas de Spathodea campanulata confiere un efecto antioxidante,
hipoglucemiante y neuroprotector en animales diabéticos.

Palabras clave: Diabetes mellitus, hipoglucemiante, antioxidante, neuroprotector,

Spathodea campanulata.
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Abstract

Introduction. Diabetes and its complications are part of the group of chronic
degenerative diseases, which have a significant health problem worldwide. Plants
such as Spathodea campanulata, are known in traditional African medicine for their
hypoglycemic efficacy in the treatment of diabetes. Objective. To assess the effect
of oral administration of Spathodea hypoglycemic campanulata in rats with type 2
diabetes and assess the neuroprotective effect in pyramidal neurons of the CA1 of
the hippocampus. Materials and methods. Aqueous (EAQSC), acetonic (EASC)
and alcoholic extract (EOHSC) were obtained from Spathodea campanulata
leaves. The content of phenols, polyphenols, and flavonoids was quantified. The
antioxidant activity was evaluated In vitro. Male Wistar rats (from 100g) were used.
The animals were randomized into groups (n = 6): Healthy and diabetic with
different extracts. Histological analysis of brains was performed to evaluate the
population of CAl pyramidal neurons of the hippocampus. The results were
analyzed by ANOVA analysis of variance and post hoc Tukey test. Results. The
EAQSC has a medium concentration of secondary metabolites. In antioxidant
capacity, the EAQSC and the EASC have a high and the EOHSC medium anti-
radical efficiency. The optimal hypoglycemic dose of EAQSC was 300 mg/kg, with
blood glucose reduction of 22.6%. The EASC in doses of 4mg/kg reduced 16.6%.
The EOHSC in doses of 4mg/Kg 20.5%. The glucose reduction at the end of
chronic administration was 8.43% and HbAlc 5.24%. The number of whole
neurons of the healthy group (100%), the group with diabetes mellitus 2 a total of
60.2% of integral neurons, after the chronic treatment the diabetic group with
metformin 100 mg/kg at a percentage of 74.67 % and the diabetic group with
EAQSC obtained 73.28%, no differences were found between the diabetic control
group and the treated diabetic groups. In the analysis of injured neurons, the
diabetic group presents a 100% increase, compared with the healthy group of 0%,
the diabetic groups treated with metformin and extract presented a 64.21 and
58.84% respectively. Conclusion. The aqueous extract of leaves of Spathodea
campanulata has an antioxidant effect, hypoglycemic and neuroprotective in
diabetic animals.

Keywords: Diabetes mellitus, hypoglycemic, antioxidant, neuroprotective,

Spathodea campanulata



[. Introduccién

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus se ha definido como un grupo de alteraciones metabdlicas,
caracterizado por la presencia de hiperglucemia, como resultado de alteracion en
la secrecion y/o la accion de la insulina. La hiperglucemia crénica se asocia con
disfuncién multiorgénica, especialmente en ojos, rifiones, nervios, el corazén y
vasos sanguineos (American Diabetes Association, 2014 [a); International Diabetes
Federation, 2017).

La diabetes mellitus se diagnostica bajo los criterios de glucosa en plasma, en
ayunas 2126 mg/dL, o = 200 mg/dL dos horas después de una prueba de
tolerancia a la glucosa. En el afio 2018 la Asociacion Europea para el Estudio de
la Diabetes y la Federacion Internacional de Diabetes, incluyo como tercera
prueba de diagnostico a la hemoglobina glicosilada (HbAc1) 26,5% (American

Diabetes Association, 2014 n); International Diabetes Federation, 2017).

A nivel mundial en el afilo 2017 se identificaron 425 millones de personas con
diabetes mellitus y se consideré a dicha enfermedad, como causa de 4 millones de
defunciones anuales, que representan el 10,7% de la mortalidad mundial. En
México, en el afio 2016 existian 6.4 millones de personas diagnosticadas, con una
prevalencia de 9.4% (mayor que la observad en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion en el afio 2006, 7% y en el afio 2012, 9.2%) del total de la poblacion,
siendo ligeramente mayor en las mujeres. La diabetes representa la segunda
causa de defunciones en el pais. En Michoacan se reporta un total
de 40,013 personas con diabetes (Hernandez et al., 2016; Rojas et al., 2017;
International Diabetes Federation, 2017; Observatorio Mexicano de Enfermedades
No Transmisibles, 2018).

Q.F.B. Maria del Socorro Escamilla Barrera 1



1.1.1 Clasificacion de diabetes mellitus

1.1.1.1 Diabetes mellitus tipo 1

Es el resultado de la destruccidon autoinmune de las células B del pancreas, lo que
ocasiona una deficiencia absoluta de insulina. Representa el 5-10% de las
personas con Diabetes (American Diabetes Association, 2014 [q; International
Diabetes Federation, 2017).

1.1.1.2 Diabetes mellitus tipo 2

Representa 90 - 95% de las personas con diabetes, caracterizada por la
resistencia a las acciones de la insulina, asi como deficiencia y defecto en la
secrecion de la hormona. El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes aumenta
con la edad, la obesidad y la falta de actividad fisica (American Diabetes

Association, 2014 q; International Diabetes Federation, 2017).

1.1.1.3 Diabetes gestacional
Definida como cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se presente
durante el embarazo (American Diabetes Association, 2014 [q; International
Diabetes Federation, 2017).

1.1.2 Complicaciones de la diabetes mellitus.

No obstante la esperanza de vida del paciente con diabetes mellitus es en general
grande, el curso a largo plazo de esta patologia tiene el riesgo de complicaciones,
que afectan principalmente las redes vasculares, microvasculares 'y
macrovasculares. Las complicaciones microvasculares pueden dar lugar a la
nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética. Las complicaciones
macrovasculares, se caracterizan por originar padecimientos como la
ateroesclerosis y enfermedad isquémica del corazon, que son una de las
principales causas de muerte en el paciente diabético (Diaz et al., 2004; Acosta et

al., 2011; American Diabetes Association, 2014 [v)).

Q.F.B. Maria del Socorro Escamilla Barrera 2



1.1.3 Mecanismos de dafo tisular en diabetes mellitus

Se ha mostrado que la hiperglucemia, genera una produccién anormalmente
grande de radicales libres, principalmente de anion superoxido (O2-), lo que puede
dar por resultado el dafio por estrés oxidativo. El estrés oxidativo esta involucrado
en la apoptosis de las células B pancreaticas y la resistencia a la insulina. Los
radicales superoxido (O2-), peroxido de hidrogeno (H202) e hidroxilo (OH-) se
producen excesivamente en la mitocondria cuando el oxigeno se reduce de
manera incompleta durante la fosforilacion oxidativa, estos ocasionan dafio celular
por oxidacion de lipidos, proteinas y cortes en la doble cadena del DNA (Evans et
al., 2002; Diaz et al., 2004; Acosta et al., 2011).

1.1.3.1 Via del sorbitol.

También conocida como la via de los polioles. Es fundamental en la degradacion
de la glucosa por la aldosa reductasa (AR), esta enzima se localiza en tejidos que
no requieren insulina para la captacion de glucosa, como: el epitelio corneal,
cristalino y pericitos retinales, en el ojo; rifidn el epitelio tubular, los podocitos, y las
células mesangiales, en el rifidn, y los axones y las células de Schwann, en los
nervios periféricos. Cuando la glucosa aumenta la AR se encarga de reducirla a
sorbitol. La sobreproduccion de sorbitol ocasiona edema celular y axonal por el
aumento en la presion osmatica intracelular y bloqueo de la actividad de la
ATPasa sodio/potasio en las fibras nerviosas (Diaz et al., 2004; Acosta et al.,
2011).

1.1.3.2 Accidn de productos de glicacion avanzada.

La glicosilacién o glicacion de proteinas resulta de la unibn mediante enlace
covalente entre la glucosa y el grupo €¢-amino de la lisina de las proteinas
plasmaticas y tisulares, o el grupo a-amino terminal de la cadena polipeptidica. El
nivel de glicosilacion dependera de la concentracion de glucosa y del tiempo de
vida media de la proteina. Cuando se glicosilan proteinas de larga vida, como
colageno, sufren reordenaciones irreversibles para formar compuestos mas

estables, los llamados productos de la glicacion avanzada. Durante la formacion
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de los agentes de glicacion avanzada (AGE), las proteinas modifican su funcion,
asi como su estructura secundaria y terciaria, lo que conlleva a cambios en la
permeabilidad de las membranas basales. Antes de la formacion de los AGE se
generan diferentes intermediarios o precursores que también son toxicos, como el
metilglioxal (Diaz et al., 2004; Acosta et al., 2011).

1.1.3.3 Via de la proteina cinasa C.

La acumulacion de DHAP (dihidroxi acetona fosfato) y G3P promueve la
produccion de DAG (diacilglicerol), y la subsecuente activacion de la PKC
(proteina quinasa C). La PKC es una enzima que tiene 11 isoformas que son
importantes en la homeostasis vascular (Diaz M, 2004). En estado de
hiperglucemia, la actividad de las isoformas a, B y & de la PKC aumenta en las
células endoteliales de retina y rifidn debido a un incremento en la concentracion
de DAG. Cuando la PKC es activada, la produccion de la eNOS (6xido nitrico
sintasa endotelial) disminuye mientras que el vasoconstrictor ET-1 (endotelina-1)
aumenta, provocando alteraciones del flujo sanguineo (Diaz et al., 2004; Acosta et
al., 2011).

1.1.4 Complicaciones de diabetes mellitus en el sistema nervioso central

El sistema nervioso central es rico en acidos grasos insaturados y hierro (Fe3*),
dicho contenido de lipidos sumado a su alta actividad metabdlica lo hace
vulnerable al dafio oxidativo. En 1922 se reconoci6 que la diabetes puede conducir
a la disfuncion cognitiva, dicha disfuncion se caracteriza en pacientes diabéticos
en la disminucion de la velocidad de ejecucién de procesos mentales. Los cambios
en las vasos cerebrales, las alteraciones en la sefializacion de insulina (resistencia
a la insulina), el estrés oxidativo, la acumulacion de productos de glicacién
avanzada, los episodios de hipoglucemia y las alteraciones en el metabolismo
amiloide, pueden ser los mecanismos por los cuales la DM afecta al cerebro,
conduciendo a neuroinflamacién y pérdida de funciones cognoscitivas (Mijnhout et
al., 2006; Martinez et al., 2010; Bornstein et al., 2014). Diversas areas del cerebro

se ven afectadas por la presencia de hiperglucemias crénicas y sus
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complicaciones, el hipocampo especificamente el area CA1 del cuerpo de Ammon
se muestra muy susceptible a cambios en las redes vasculares y en el flujo
sanguineo cerebral, asi como al aumento desproporcionado de especies reactivas
de oxigeno (Farkas et al., 2007). En la figura 1 se muestran mecanismos de dafio

activados por la presencia de hiperglucemia crénica caracteristica de diabetes

Hiperglucemia crénica
| I
1 Fosforilacion oxidativa m

Lipoperoxidacion Dafiio a DNA y proteinas W

mellitus.

1 Via del poliol

1* Aldosa reductasa

1 Sorbitol

Neuropatia : 2
Retinopatia Cardiopatia

Adaptado de Acosta et al., 2011; Bandeira et al., 2013
Figura 1. Mecanismos de dafo activados en presencia de diabetes mellitus.
O2- (anién superoxido), AGE (productos de glicacién avanzada), DAG (diacilglicerol), PKC
(proteina cinasa C), eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial), ET-1 (endotelina-1), DNA

(4cido desoxirribonucleico).
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1.2 Las plantas medicinales: efectos hipoglucemiante y neuroprotector.

Actualmente, los reportes indican la existencia de literatura cientifica que avala el
uso de las plantas, sus extractos o sus compuestos activos contra diversas
enfermedades como la diabetes, la hipertension y el cancer, o con propiedades
antibacterianas, antimicoticas, antiprotozoarias, relajantes y sedantes México
posee una rica tradicién en el empleo de las plantas medicinales entre sus varias
practicas curativas populares. Se calcula que la flora medicinal mexicana contiene

entre 3,000 y 5,000 plantas que tienen potencial terapéutico (Esquivel et al., 2012).

Las plantas contienen glucésidos, alcaloides, terpenoides, flavonoides,
carotenoides, entre otros productos de su metabolismo, que se encuentran
implicados en el efecto antidiabético. Con base en informacion etnobotanica, se
sugiere que alrededor de 800 plantas poseen potencial antidiabético probado en

diferentes técnicas experimentales (Patel et al., 2012).

Los metabolitos secundarios de las plantas que presentan un efecto antidiabético,
se pueden clasificar en tres grandes grupos. 1. Terpenoides, formados en la ruta
del acido mevaloénico. 2. Compuestos fendlicos y sus derivados, se sintetizan por
la ruta del acido shikimico o por la del malonato. 3. Alcaloides, contienen uno o
mas atomos de nitrdgeno, son biosintetizados principalmente a partir
de aminoacidos. En la figura 2 se muestran las rutas de sintesis de metabolitos

primarios y secundarios de las plantas (Avalos y Pérez, 2009).

Los compuestos fendlicos, se encuentran presentes en alimentos de origen
vegetal, como té, café, vino, cereales, verduras, legumbres, frutas y bayas. La
diversidad estructural de los fenoles va desde un simple fenol hasta grandes
macromoléculas poliméricas. Producen colores de naranja a azul en pétalos,

frutas, hojas, y raices (Delgado-Vargas et al., 2000; Ovaskainen et al., 2008).

Un grupo esencial de los compuestos fendlicos son los flavonoides, que contienen

en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y
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poseen asi excelentes propiedades de quelacion, lo que les confiere una
importante capacidad antioxidante. Por este hecho se han descrito efectos
protectores en patologias como la diabetes mellitus y sus complicaciones
(Martinez-Flérez et al., 2002; Sattanathan, et al., 2011).
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Adaptado de Borrelli and Trono, 2016.

Figura 2. Sintesis de metabolitos secundarios de plantas. E4P (eritrosa 4-
fosfato), G3P (gliceraldehido 3-fosfato), PEP (fosfoenolpiruvato); PYR (piruvato); DOX5P
(1-Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato), IPP (pirofosfato de isopentenilo), DMAPP (dimetilalil
pirofosfato), PP (pirofosfato), GPP (geranil pirofosfato), FPP (farnesil pirofosfato), GGPP

(geranilgeranil pirofosfato).

Q.F.B. Maria del Socorro Escamilla Barrera 7



Los compuestos resultantes del metabolismo secundario de las plantas
secundarios favorecen la homeostasis de la glucosa a través de varios
mecanismos. Entre estos se han descrito la estimulacién de la secrecion de
insulina por obstruccién de los canales de K+ en las células B de los islotes
pancreaticos, la estimulacion de la glucogénesis y glicolisis, inhibicion de la
gluconeogénesis y glucogénesis, aumento en la captacion de glucosa en tejidos
periféricos estimulando la via de sefalizacidon de inositol trifosfato (IP3),
favoreciendo la translocacion de GLUT-4 y la modulacién de absorcién de glucosa
desde el intestino inhibiendo la actividad de a-amilasa y a-glucosidasa (Hanhineva
et al., 2010; Kim et al., 2016; Laguna et al., 2017; Mozaffarian and Wu, 2018). En
relacion a los procesos de neuroproteccidon compuestos como el resveratrol
(flavonoide), ha mostrado su eficiencia para disminuir la expresion de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-1 y TNF-a reduciendo de esta manera los procesos
inflamatorios en el cerebro; asi como para reducir la expresion de caspasa 3, la
via JNK y la relacion de Bax/Bcl inhibiendo el proceso de apoptosis de las
neuronas (Sandoval-Avila et al., 2019). En la figura 3 se muestran mecanismos de

accion y efectos de los compuestos secundarios en diferentes érganos diana.
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Figura 3. Organos diana y mecanismos de accién de compuestos
secundarios de plantas. AMPK (proteina cinasa activada por AMP), PGC-1a. (proteina
1-a coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas), PKA
(proteina cinasa A) ERK 1/2 (proteinas cinasas 1 y 2 reguladas por sefal extracelular),
eNOS (sintasa de 6xido nitrico endotelial), PPAR-y (receptor y activado por proliferador de
peroxisomas), MAPKs (proteinas cinasas activadas por mitégenos), IRS-2 (sustrato
receptor de insulina 2), SREBP-1c (factor 1 de transcripcién de unién al elemento
regulador de esterol), GLUT-4 (transportador de glucosa 4), IL-6 (interleucina 6), IL-1
(interleucina 1), TNF-a (factor de necrosis tumoral a), NFkB (actor nuclear potenciador de

las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), JNK(cinasas c-Jun N-terminal)
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1.3 Galeana (Spathodea campanulata)

También conocido como tulipan africano, es originario de Africa occidental.
Pertenece a la familia Bignoniaceae. Es un arbol que puede medir hasta 25 metros
de alto que posee corteza café oscura, hojas compuestas grandes, de 30 a 40 cm,
con 9 a 15 hojuelas ovaladas de 3 x 2 cm hasta 16 x 9 cm. El fruto es una capsula
con forma de canoa. Las flores tienen forma de tulipan, pero sesgadas hacia un
lado, son de un color rojo-naranja intenso, de alrededor de 10 cm de largo y
agrupadas en racimos terminales en las ramas, y florecen en el otofio y en el
invierno. Las semillas son finas y de forma aplanada, y se encuentran rodeadas

por una ala membranosa. (John, K. F. 1990)

Muchos géneros que pertenecen a la familia Bignoniaceae son conocidos por ser
de valor medicinal. Las decocciones de corteza de Spathodea campanulata, ha
sido utilizadas tradicionalmente por personas del sureste de Nigeria en el manejo
de la epilepsia y las convulsiones (llodigwe et al., 2010). Es utilizada por los
meédicos tradicionales africanos para tratar edema, disenteria, Ulceras, gonorrea,
diarrea, inflamacion de la uretra, ademas se ha estudiado su actividad antipaltdica
(Makinde et al., 1987). También se usa en la medicina tradicional ruandesa para
tratar la diabetes mellitus insulina dependiente y no insulina dependiente

(Niyonzima et al., 1999).

En México no se ha reportado algin uso medicinal de Spathodea campanulata.

1.4 Alteraciones en el aprendizaje y cambios morfolégicos del hipocampo, en
presencia de diabetes mellitus.

Gemert y colaboradores realizaron estudios de capacidad cognoscitiva en

pacientes diabéticos entre los 40 y los 69 afios, un grupo con diagnostico

recienten (n=119) y otro grupo con una evolucion de 5 afios (n=65), ambos grupos

con HbAlc fuera de rango (6.9 % + 1.1) y glucosa sanguinea de 157 + 46 mg/dL

en ayuno. La prueba utilizada para evaluar la capacidad cognoscitiva recibe el

nombre de Breve Evaluacion de la Cognicion en la Esquizofrenia (BACS) la cual
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incluye pruebas de memoria verbal, memoria de trabajo, fluidez verbal, la atencion
y la funcién ejecutiva. Se observaron diferencias entre individuos sin DM vy
pacientes con DM2, que presentaron deterioro en la memoria verbal (Gemert et
al., 2018).

En un grupo de 80 pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2,
analizados por medio de resonancia magnética, los volumenes totales del
hipocampo fueron significativamente menores que los del grupo control,
principalmente en los subcampos CA1 y subiculo. En los pacientes estudiados con
DM2 su hemoglobina glicosilada oscilaba en 7.59% + 1.49. En términos de
evaluacion cognitiva realizada con la Evaluacion Cognitiva de Montreal (MoCA),
los pacientes con DM2 tuvieron puntajes significativamente mas bajos que los
sujetos control, lo que sugiere que su capacidad cognoscitiva se vio afectada.
(Zhang et al., 2015).

En otro estudio, se compararon, 61 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, con
edad aproximada de 65 afios presentando HbAlc >7.5%, y un grupo control
formado por pacientes sanos cuya HbAlc fue <6.5%: Para evaluar la funcion
cognoscitiva se realiz6 una Mini Evaluacion de Estado Mental (MMSE) y la
Evaluacion en la Escala de Demencia Hasegawa (HDS-R) que evallan la
orientacion, la atencion, la memoria, el célculo, el lenguaje y la capacidad de
seguir ordenes escritas y verbales. Como resultado de las resonancias magnéticas
en comparaciéon con los controles no diabéticos, los pacientes con diabetes tipo 2,
mostraron imagenes de atrofia del hipocampo. En las pruebas de cognicién los
resultados en pacientes diabéticos fueron significativamente de menos
rendimiento en contraste con los individuos sin diabetes mellitus (Hayashi et al.,
2011).

Gold y colaboradores analizaron a un grupo de 23 personas diagnosticadas con
diabetes mellitus tipo 2 de aproximadamente 10 afios de evolucién, se

denominaron pacientes controlados aquellos que la hemoglobina glicosilada
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presentaba cifras de entre 6.9 £ 0.8, se evaluo el aprendizaje con la prueba
verbal de California y la escala de memoria de Wechsler, donde se encontraron
deficiencias en la memoria declarativa basada en el hipocampo; este resultado
concuerda con la atrofia de tal area cerebral, observada en resonancias
magneéticas, todo esto en contraste con los sujetos control sanos (Gold et al.,
2007).

El dafio en estructuras cerebrales y sus consciencias sobre funciones
cognoscitivas, atribuibles a la presencia de diabetes mellitus, también ha sido

abordado en modelos experimentales en roedores.

En un modelo de diabetes inducida por estreptozotocina en ratas macho de la
cepa Wistar, con hiperglicemia crénica de once semanas de evolucion se
evaluaron las capacidades cognitivas de las ratas en el laberinto acuéatico de
Morris, asi como la expresion de potenciacién a largo plazo (LTP) del hipocampo
en CA1l; ambas pruebas se encontraron alteradas; lo que sugiere un dafio a la
estructura y a la conectividad sinaptica del hipocampo a causa de al

hiperglucemia, (Biessels et al., 1996).

En ratas Sprague-Dawley con diabetes tipo 1 inducidas con estreptozotocina tras
tres meses de evolucidén, se observé disminucion significativa del namero de
células piramidales en regién CA1 de hipocampo (Zhao et al., 2016). La diabetes
inducida por estreptozotocina en ratas provocd cambios en area nuclear y
pericarion de neuronas. Se mostraron cambios se observaron en los sectores
CA1l, CA2, CA3 Yy giro dentado (Piotrowski et al., 2001).

Stranahan, A. M y colaboradores estudiaron la administracion de una dieta alta en
calorias (alimento con alto contenido de grasa y glucosa, un 20% de jarabe de
maiz alto en fructosa en agua potable), durante 8 meses, en ratas. En estas
condiciones el desempefio de las ratas en el laberinto acuatico de Morris fue

deficiente (latencias de escape y longitud de trayectoris significativamente mayor),
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en comparacion con el desempefio de ratas control. Asimismo, las mediciones del
potenciacion a largo plazo (LTP) en las sinapsis colaterales de Schaffer en la
region CA1 del hipocampo, mostraron que en las ratas con dieta alta en calorias
existe un deterioro de las caracteristicas de LTP en comparacién con las
caracteristicas de LTP en las ratas con una dieta estandar; lo cual sugiere que el
consumo excesivo de calorias deteriora los procesos neurales del hipocampo y
afecta el aprendizaje y la memoria dependiente de esta estructura cerebral
(Stranahan et al., 2008).

En el mismo sentido, se ha mostrado que ratas que consumieron jarabe de maiz
con fructuosa al 55% (HFCS-55) durante 30 dias a partir del dia 30 de edad
mostraron deterioro significativo de su eficiencia en pruebas de aprendizaje y
memoria en el laberinto Barnes, lo que sugiere que un consumo de azucares
elevado en la dieta durante a edades tempranas puede afectar el aprendizaje y la
memoria. A este respecto cabe destacar que HFCS-55 se usa principalmente
como edulcorante en refrescos (Hsu et al., 2015). Asimismo, se ha observado
deterioro del almacenamiento y recuperacion de informacion a largo plazo,
dependiente del funcionamiento del hipocampo, en pruebas en el laberinto
acuatico de Morris, luego de 19 semanas de consumo ad libitum de un dieta con
fructosa al 60% (Ross et al., 2009).

Por otra parte, diversos estudios han mostrado los efectos de compuestos y/o
metabolitos activos contenidos en plantas, en contra de alteraciones en
estructuras cerebrales vulnerables, en modelos experimentales de Diabetes en
roedores. Asi, se ha descrito que el tratamiento con Urtica dioica durante 4
semanas preservo la densidad de astrocitos en los segmentos CAl y CA3 del
cuerno de Ammon del hipocampo, que de otra manera habian resultado reducidos
en ratas diabéticas (estreptozotocina), sin tratamiento (Golalipour et al., 2013).

El tratamiento con resveratrol (polifenol) en ratas diabéticas (aloxano), redujo

significativamente el indice de neurodegeneracion y la activacion de astrocitos en
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el segmento CA3 del cuerno de Ammon del hipocampo (inmunohistoquimica
GFAP vy tincién Fluoro-Jade C); sugiriendo que resveratrol podria tener efectos
neuroprotectores en contra de dafo cerebral inducido por Diabetes (Jing et al.,
2013).
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[l. Justificacion

La diabetes y sus complicaciones son parte del grupo de enfermedades crénico
degenerativas, que constituyen un problema de salud importante a nivel mundial
debido al deterioro de la calidad de vida de los individuos y a las implicaciones

sociales y econdmicas asociadas a esta patologia.

Por otra parte se ha observado que la hiperglucemia cronica y las dietas con altas
concentraciones de fructosa provoca dafio a las neuronas del hipocampo

sumando asi el deterioro cognitivo a otras complicaciones de la diabetes.

Se ha propuesto que los principios activos hipoglucemiantes que se encuentran
contenidos en plantas medicinales pueden ser una alternativa eficaz de los
farmacos hipoglucemiantes orales cuya administracion a largo plazo forma parte

de los esquemas de tratamiento habitual de la diabetes mellitus.

Plantas como Galeana (Spathodea campanulata), que pertenecen a la familia
Bignoniaceae son conocidas en la medicina tradicional por su eficacia

hipoglucemiante.

Dado que el ndmero de personas con diabetes mellitus ha incrementado en los
dltimos afios, es de importancia estudiar una alternativa efectiva con efectos
hipoglucemiantes y que ademas ejerzan un efecto neuroprotector en las regiones

del hipocampo.
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lll. Hipotesis
La administracion del extracto acuoso del hojas de Galeana (Spathodea
campanulata), presenta actividad hipoglucemiante y neuroprotectora en neuronas

de CA1 del hipocampo en modelos de ratas con diabetes mellitus tipo 2.

IV. Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto hipoglucemiante de la administracion oral de Galeana
(Spathodea campanulata) en ratas con diabetes mellitus tipo 2 y evaluar el efecto

neuroprotector en neuronas piramidales del CA1 del hipocampo.

4.2 Objetivos Particulares

4.2.1 Cuantificar fenoles, polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante de
Spathodea campanulata

4.2.2 Evaluar el efecto hipoglucemiante de Spathodea campanulata en DM2 en
administracion aguday cronica

4.2.3 Analizar el efecto neuroprotector en neuronas piramidales de CAl, posterior

a la administracion oral de extractos de Spathodea campanulata
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V. Materiales y métodos

5.1 Obtencion de hojas de Spathodea campanulata y clasificacion taxonémica
Hojas de Galeana (Spathodea campanulata) se obtuvieron frente a la Clinica
Médica Universitaria de la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio
Chavez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, con direccion
Calzada Ventura Puente #27 Col. Cuauhtémoc, CP. 58020, Morelia, Mich.,
México.

Se herborizaron y se enviaron al Herbario Nacional de México (MEXU) del Instituto
de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, para la identificacion,

clasificacion y obtencion de numero de folio, el cual fue el 1489469 (anexo 1).

5.2 Obtencion de extractos de hojas de Spathodea campanulata

5.2.1 Obtencion del extracto acuoso (EAQSC)

Las hojas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio 5%, se pesaron para
obtener una concentracién de 1mg/ml, se homogenizaron en agua destilada. Se
filtraron y centrifugaron a 3000 rpm durante 30 min, recuperando el sobrenadante,

al que se denomino extracto acuoso (Delgado-Vargas et al., 2000).

5.2.2 Obtencién de extracto acetdnico (EASC) y alcohélico (EOHSC)

Se utilizaron 100 g de hojas desinfectadas y secas, se lavaron en tres ocasiones
(una vez por semana) con 1 L de acetona pura. Posteriormente las hojas pasaron
a 1 L de etanol 96%, del cual se realizaron tres lavados cada 2 semanas. Ambos
solventes polares se emplean para remover con alta eficacia, los compuestos
contenidos en la planta y con ello, los componentes activos a los que se les
atribuyen diversas funciones biol6gicas. En acetona pura es posible recuperar
compuestos como clorofilas, carotenoides y quinonas, con alcohol 96% se
obtienen en su mayoria derivados del benzopirano especificamente antocianinas,
flavonoles, flavonas, betalainas y carotenoides. Estos compuestos fueron

concentrados empleando una destilacion simple (Delgado-Vargas et al., 2000).
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5.3 Cuantificacion de metabolitos secundarios

5.3.1 Cuantificacion de fenoles totales.

El ensayo de Folin-Ciocalteu (Kim et al., 2003), se utiliz6 como medida del
contenido de compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en la
reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu, este
reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sodico en acido
fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra,
dando lugar a una coloracibn azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 760nm. El contenido total de polifenoles de las
muestras se calculdé como GAE a partir de la curva de calibracién de la solucion
estandar de acido gélico y se expresd en miligramos equivalentes de GAE por

gramo del extracto (Rana et al., 2013).

5.3.2 Cuantificacion de polifenoles.

La cuantificacion de polifenoles se realiz6 siguiendo el método de Folin-Ciocalteu
(Kim et al., 2003). Una parte de la muestra problema (extracto acuoso), se tratd
con polivinilpolipirrolidona (PVPP), que se une especificamente a los polifenoles
en un medio 4cido. La diferencia de las absorbancias obtenidas a 760 nm entre la
parte tratada y la no tratada de cada muestra problema refleja la concentracion de
polifenoles. Se utilizé una curva patrén de floroglucinol, y las concentraciones
obtenidas se reportaron como mg equivalentes de floroglucinol/g extracto (Rivero
et al., 2006).

5.3.3 Cuantificacion de flavonoides.

La cuantificacion de flavonoides se realiz6 con el método de Dowd, el cual
consiste en utilizar tricloruro de aluminio (AICIs), el cual es capaz de formar
compuestos estables con los flavonoides en metanol; estos compuestos se
pueden medir espectrofotométricamente a 715 nm y de esta manera determinar la
concentracion de flavonoides presentes en los extractos. Los valores de
absorbancia que se obtuvieron de las muestra problema se interpolaron en una

curva patron de quercetina. El contenido total de flavonoides se expresé en mg
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equivalentes de quercetina/g de extracto (Ramamoorthy et al., 2007,
Ebrahimzadeh et al., 2010).

5.3.4 Determinacion in vitro de actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se determind usando el 1, 1-difenil-2-picril hidrazil
(DPPH). EI DPPH es conocido como un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, la
deslocalizacion del electron intensifica el color violeta tipico del radical. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrégeno, el color violeta cambia a color amarillo. EI cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los
pardmetros para las propiedades antioxidantes. Se midio la absorbancia a 515 nm
hasta que la reaccion se estabilizd. ElI parametro ECso, refleja la cantidad de
antioxidante necesaria para reducir en un 50% la concentracion inicial de DPPH, y
se expresa en g/g DPPH. También se calcul6 el tiempo necesario para alcanzar la
ECso (TECs0) y la eficiencia antirradical (AE = 1/ECsoxTECso0) (Brand-Williams et
al., 1995; Sanchez-Moreno et al., 1997; Pérez et al., 2007).

5.4 Modelo animal

Se emplearon ratas macho Wistar a partir de 100 g peso. Los animales se
mantuvieron en jaulas de acrilico bajo condiciones controladas de luz-oscuridad
(12h/12h) y temperatura (25 = 2°C), con suministro de alimento y agua ad libitum.
Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y con la Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio 2011 del Consejo Nacional de Investigacion,
Washington, DC. Se tomaron las medidas adecuadas para reducir al minimo el

dolor o sufrimiento de los animales.
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5.4.1 Induccion de diabetes experimental

La induccion de diabetes tipo 2 se realizé con la administracion oral de fructosa al
60% ad libitum, esta administracion se realizo previo al destete y los animales se
consideraron diabéticos, si sus niveles de glucosa sanguinea se encontraban por
arriba de 100 mg/dL a las 4 semanas posteriores a la administracion de fructosa y
presentaban un peso corporal superior a los 100g (Dupas et al., 2016). La rata
alimentada con fructosa es un modelo animal que muestra numerosas
caracteristicas de sindrome metabdlico, este modelo animal se ha utilizado para
estudiar la relacion entre la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia
compensatoria, hiperglucemia, asi como el desarrollo de hipertension (Delbosc et
al., 2005; Tran et al., 2009).

Altas concentraciones de fructosa, reducen la disponibilidad de ATP, lo que
conlleva a la excesiva produccion de acido arico e inhibicién del 6xido nitrico
sintasa ambos mecanismos contribuyen al desarrollo de hipertension. También
activa la desacetilacion de SIRTL1 lo cual contribuye a la gluconeogénesis y por lo
tanto al aumento de glucosa sanguinea circulante. La fructosa-1P regula al alza la
expresion de PGC-1B promoviendo la lipogénesis a través de la activacion de
SREBP1c. Ademas la fructosa proporciona cadenas de carbono para la sintesis
de triglicéridos, diacilglicéridos y colesterol que contribuyen a la hipertrigliceridemia
y la resistencia a la insulina. Finalmente, las ROS generadas por la fructosilacion
aumentan el dafio oxidativo en el interior de las células, lo que provoca dafio en el
ADN y un aumento en la produccion de citoquinas proinflamatorias (Pereira et al.,
2017)

5.4.2 Administracién aguda y crénica de extractos/farmacos

Los extractos fueron administrados via oral con una canula de alimentacion animal
de 16 G x 3 y curvada de 3 mm (NOM-062-Z00-1999). Se probaron de forma
aguda con base en las guias de toxicidad en animales, las siguientes dosis de
EAQSC: 5, 25, 50, 150, 300, 2000 y 5000 mg/kg. Para el EASC se probaron las
dosis: 2, 4 y 8 mg/Kg y para el EOHSC 4 mg/kg (OECD 420, 2001). Cada una de
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las concentraciones tuvo como finalidad establecer la dosis O6ptima
hipoglucemiante y observar la probable presencia de efectos secundarios de
dichos extractos.
Los animales fueron aleatorizados en los siguientes grupos experimentales (n=6):

Grupo I: Sanos + EAQSC, EASC o0 EOHSC

Grupo II: Diabéticos + Solucion salina 9%

Grupo llI: Diabéticos + Metformina 100 mg/kg

Grupo IV: Diabéticos + EAQSC, EASC o0 EOHSC
De forma crénica se administré el EAQSC, se formaron los siguientes grupos
experimentales:

Grupo I: Sanos + EAQSC

Grupo IlI: Diabéticos + EAQSC 300 mg/kg

Grupo llI: Diabéticos + Metformina 100 mg/kg

5.4.3 Administracion aguda

5.4.3.1 Métodos para evaluar la capacidad hipoglucemiante de plantas

5.4.3.1.1 Curva de tolerancia a la glucosa

Las propiedades hipoglucemiantes de los extractos de hojas de Spathodea
campanulata fueron evaluadas con curvas de tolerancia a la glucosa. En el campo
clinico dicho ensayo se emplean para el diagndstico de diabetes, el cual tiene una
duracion de 3 horas evaluando la capacidad metabdlica del paciente sobre la
glucosa (American Diabetes Association. 2014p). En el estudio de plantas
medicinales la curva de tolerancia a la glucosa, se utliza para determinar la
capacidad hipoglucemiante de dichas plantas, a diferencia del empleo en
humanos, el estudio en animales tiene duracion de 6 horas, esto debido a la tasa
de absorcion de compuestos organicos de plantas en el sistema biologico
(Manach et al., 2005; Hanhineva et al., 2010).

Los animales se mantuvieron en ayuno 4 horas previo a los ensayos (Dupas et al.,
2016). Se inici6 con la toma de glucosa basal, se administr6 el tratamiento

establecido (solucidon salina 9%, metformina 100 mg/kg o extractos de hojas de
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Spathodea campanulata en sus diferentes concentraciones), por via oral a cada
grupo y media hora después se administré una carga de glucosa oral de 1.5 g/kg,
posteriormente se tomaron mediciones de glucosa sanguinea (glucémetro Accu-
Chek Performa, Roche) a los 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos,

empleando un (Fenton-Navarro et al., 2018).

5.4.3.1.2 Curva de glucosa en ayuno

En el estudio de plantas medicinales la curva de glucosa en ayuno se emplea para
determinar efectos hipoglucemiantes y por otra parte para observar su posible
efecto en la liberacion de glucosa hepética (glucogendlisis), dado que uno de los
factores que modifican la concentracién de glucosa sanguinea en presencia de
DM, es el ayuno (Alberto et al., 2004; Figueroa-Garcia et al., 2016). Los animales
se mantuvieron en ayuno 4 horas previo a los ensayos (Dupas et al., 2016). Se
inicié con la toma de glucosa basal y se administré por via oral, solucién salina
0.9%, metformina 100 mg/kg o extractos de hojas de Spathodea campanulata en
sus diferentes concentraciones, posteriormente se tomaron mediciones de glucosa
sanguinea a los 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 y 420 minutos, empleando un

glucédmetro Accu-Chek Performa de Roche (Fenton-Navarro et al., 2018).

5.4.4 Administracién cronica

Se realiz6 la administracién cronica, del extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata 300mg/kg cada 24 horas, via oral, durante quince semanas. Al inicio
del tratamiento cronico fueron sacrificados dos grupos de animales en tiempo

cero: sanos y diabéticos (n=6 por grupo).

5.4.4.1 Peso de los animales y glucosa sanguinea

Durante la administracion crénica se monitoreo una vez por semana el peso de los
animales (balanza digital SF-400), con la finalidad de observar si la cronicidad de
la administracion alteraba la salud del animal en relacion al apetito, y la glucosa
sanguinea (glucometro Accu-Chek Performa, Roche), para evaluar el efecto

hipoglucemiante a largo plazo.
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5.4.4.2 Hemoglobina glicosilada

La hemoglobina glicosilada es considerada como un marcador de glucemia
cronica (3 meses), se relaciona directamente con el riesgo de desarrollar
complicaciones microvasculares y macrovasculares caracteristicas de DM.
(Pereira-Despaigne et al., 2015).

La medicion de la hemoglobina glicosilada se realiz6 a los grupos en tiempo inicial
de la administracion crénica (n=6 por grupo), en el grupo | de animales sanos y el
grupo Il de diabéticos tipo 2. También se realizé al final de la administracion
cronica en los grupos, sanos tratados con EAQSC, diabéticos tratados con
EAQSC 300 mg/kg y diabéticos tratados con metformina 100 mg/kg. Se empleo el
kit comercial Bio-Glico del Grupo Mexlab (cddigo: 4001301), el cual emplea una
resina de intercambio i6nico de débil unibn para la separacion de la

glicohemoglobina de la hemoglobina no glicosilada.

La glicohemoglobina se forma continuamente por la adicion de glucosa a la N
terminal de la cadena B de la hemoglobina. Este proceso refleja el promedio de
exposicién de la glucosa a la hemoglobina, sobre un periodo extenso de tiempo
(tres meses). La glicohemoglobina ha sido definida como la “fraccion rapida” de la
hemoglobina (Hb-Ala, Alb, Alc) la cual fluye primero durante la cromatografia en
columna con resinas de intercambio i6nico. La hemoglobina no glicosilada, la cual
constituye el resto de la hemoglobina, ha sido designada HbAo. (Larsen et al.,
1990; Alvarez Seijas et al., 2009).

5.4.4.3 Evaluacion de los parametros de orina

La identificacion de variaciones en los componentes de la orina se realiz6 cada
tres semanas con manipulacién del animal, que defeca y orina como respuesta al
estrés (NOM-062-Z00-1999). Se emplearon tiras reactivas Combur 10 Test de
Roche, las cuales miden 10 parametros en orina: gravedad especifica (densidad),

valor de pH, leucocitos, nitritos, proteina, glucosa, cetonas, urobilinégeno,
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bilirrubina y sangre (eritrocitos y/o hemoglobina). En la tabla 1 se muestra la

metodologia de cada prueba asi como su interpretacion clinica.

Tabla 1. Parametros de orina y sus caracteristicas

Parametro Principio de la prueba Indicador fisiol6gico
Densidad El ensayo detecta la concentracibn Menos de 1.010, significa

de iones en la orina. En presencia de que la orina esta muy
cationes, un formador de complejos diluida y la concentracion
libera a los protones que producen de particulas es muy
un cambio cromatico en la solucion baja, sucede cuando el
indicadora azul de bromotimol, el rifidn elimina mas
cual cambia del azul al amarillo cantidad de agua de lo
pasando por el azul verdoso. normal. Mas de 1.020, la
orina  tiene muchas
sustancias concentradas,
suele ocurrir en
situaciones de
deshidratacion, cuando el
riién  reabsorbe mas
agua y la orina aparece

asi mas concentrada.
pH El ensayo contiene, indicador rojo de El pH de la orina fresca
metilo, fenolftaleina y azul de de personas sanas se
bromotimol y reacciona sitta normalmente entre
especificamente con los iones H+. 5y 7. pH menor de 4,5:
indica que hay un exceso
de sustancias acidas en
el organismo. pH mayor
de 7,5: sucede cuando

los riflones no son



https://www.webconsultas.com/categoria/tags/rinones

Leucocitos

Nitritos

Proteina

Se detectan por accion de la
esterasa presente en los leucocitos
granulados, que cataliza la hidrdlisis
acido

de un éster de

indoxilocarbonico a indoxilo. El
indoxilo formado reacciona con una
sal de diazonio produciendo un
colorante purpura.

Se basa en el principio del ensayo
de Griess. Basada en la reaccion de
acido p-arsanilico y nitrito, derivado
del nitrato de la dieta en presencia
de bacterias de la orina, para formar
un compuesto de diazonio. Este
compuesto reacciona con N-(1-naftil)
etilendiamina en un medio acido. El
color resultante es rosa.

Basada en el cambio de color del
indicador, azul de tetrabromofenol,
en presencia de proteinas. Una
reaccion positiva estd indicada por
un cambio de color del amarillo
verdoso al verde, y luego al verde

intenso.

capaces de eliminar las
sustancias alcalinas de la
sangre, de forma que se
acumulan 'y producen
alteraciones metabdlicas.
Es un signo de
inflamacion, causada

generalmente por una

infeccion de las vias
urinarias.
La reacciéon revela la

existencia en orina de
bacterias formadoras de
nitritos, tifiendo la zona

reactiva de color rosa.

La presencia de
pequefas cantidades de
proteina en la orina
puede ser un signo

temprano de dafio renal.
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Glucosa

Cetonas

Urobilinbgeno

Bilirrubina

Se basa en la reaccion especifica de
la glucosaoxidasa/peroxidasa
GOD/PQOD). La

glucosaoxidasa cataliza la oxidacion

(método

de la glucosa dando acido glucénico
y peréxido de hidrégeno. Luego, la
peroxidasa cataliza la reaccion del
peréxido de hidrégeno con ioduro de
potasio, formandose  productos
coloreados que van desde celeste
verdoso, pasando por marrén
verdoso intermedio, a marron.

Se basa en la reaccion de acido

acetoacético de la orina con

nitroprusiato. El color resultante va
desde cuando

tostado, no hay

reaccion, a distintos tonos de

purpura para reacciones positivas.

Se basa en la uniéon de la bilirrubina
2,4-

medio

con la sal de diazonio del

diclorofenilo en un

fuertemente &cido. El color cambia
de tostado suave a tostado intenso.

Se basa en la unién de la bilirrubina
de diazonio del 2,4-

con la sal

La cantidad de glucosa
en sangre es tan elevada
(>180 mg/dL aprox.) que
el rifion

no puede

reabsorberla y la elimina.

Se forman cuando el
organismo descompone
Pueden

las  grasas.

aparecer en la orina

como consecuencia de la

inanicion, de una
diabetes mellitus no
controlada y en

ocasiones después de
beber
considerables de alcohol.

cantidades

Su presencia indica un

en el
del

higado y/o vias biliares.

problema

funcionamiento

Su presencia indica un

problema en el
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Sangre
(eritrocitos/

hemoglobina)

diclorofenilo en un medio
fuertemente &cido. El color cambia
de tostado suave a tostado intenso.

Esta prueba esta basada en la

actividad de pseudoperoxidasa de la

hemoglobina, la cual cataliza la
reaccion de 3,3'5,5'-
tetrametilbencidina con

hidroperdxido organico tamponado.

del

higado y/o vias biliares.

funcionamiento

Sefala dafo en el rifidén o
en las vias urinarias. La
presencia de eritrocitos
indica dafios en
En

cambio la presencia de

totales

las vias inferiores.

indica un
filtrado

El color resultante varia desde hemoglobina

verdoso-amarillento, pasando por dafio en el

verde azulado, hasta azul oscuro. glomerular y por lo tanto

la ruptura del hematie.

(Shah, A.P., 2019; Wians, F.H., 2019; Combur'°Test)

5.5 Procesamiento histoldgico de cerebros

5.5.1 Conteo de la poblacion de neuronas piramidales del segmento CA1l del
hipocampo

Se realizaron cortes histologicos de los animales pertenecientes a los grupos

controles sanos y diabéticos en tiempo cero, asi como los administrados con

metformina y el extracto acuoso al final de las quince semanas de tratamiento.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico 150 mg/kg (NOM 062-
Z00-1999) y fueron perfundidos por via intracardiaca con solucién salina 0.9%
seguida de una solucion de formaldehido al 4%, para la extraccién de cerebros y

el posterior procesamiento histoldgico.

Los cerebros permanecieron en formaldehido 4% hasta su procesamiento,
posteriormente se realizaron cortes coronales 4mm, para ello se utilizé una matriz
de acrilico para cortes coronales de cerebro de rata (Stoelting mod. 51384), dichos
cortes se deshidrataron y se fijaron en parafina, se emple6 un microtomo Mod. HM

325, para obtener series de cortes coronales de 7 um de espesor, del hipocampo
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dorsal localizado entre -2.52 mm y -4.56 mm a partir de bregma, de acuerdo a las
coordenadas estereotaxicas (Paxinos y Watson, 2009), uno de cada cinco cortes
coronales se tifleron con violeta de cresilo 0.5% a pH 3.9, dichos cortes se
observaran en microscopio 6ptico a 400x, y se realizd el conteo de neuronas
piramidales (neuronas con morfologia normal, integridad de la membrana y
nucléolo claramente visible) en una extension lineal de 600 ym del estrato

piramidal del segmento CA1 del Cuerno de Ammon del hipocampo.

5.6 Analisis estadistico

Se realiz6 por medio de estadistica descriptiva donde se utilizaron las medidas de
tendencia central y dispersibn de valores (media + Desviacién Estandar).
Asimismo, en caso de ser normal la distribucion de datos, se realizé un analisis de
varianza (ANOVA), para determinar las diferencias significativas (p <0.05) se

realiz6 un analisis post-hoc con la prueba de Tukey.
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VI. Resultados

6.1 Cuantificacion de fenoles totales, polifenoles y flavonoides

La figura 4 muestra la curva patron de acido galico donde se interpolaron los datos
de absorbancia obtenidos de los diferentes extractos (EAQSC, EASC y EOHSC)
para conocer la concentracion de fenoles. En la tabla 2 se muestra la
concentracion de fenoles totales, expresado en miligramos equivalentes de acido
galico por gramo de extracto. Puede observarse, que el EAQSC y EOHSC

presentan la mayor cantidad de fenoles en comparacion con el EASC.
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Figura 4. Curva patrén de acido gélico. Los datos representan la media + DE (n=6).
Tabla 2. Contenido de fenoles presentes en extracto acuoso de hojas de

Spathodea campanulata.

Fenoles
Extracto
mg GAE/g extracto
EAQSC 1373.23 +52.91 a
EASC 270.3+2.09p
EOHSC 2100.0+2.71 ¢

Los datos se expresan como media + DE (n=6), mg GAE/g extracto = miligramos
equivalentes de acido gélico por gramo de extracto. Las letras minasculas representan las
diferencias significativas entre los grupos (P <0.0001). Extracto acuoso (EAQSC),
acetonico (EASC) y alcohdlico (EOHSC) de hojas de Spathodea campanulata.
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En la cuantificacion de polifenoles se empled una curva patron de floroglucinol la
cual se muestra en la figura 5. El contenido de polifenoles de los diferentes
extractos se muestra en la tabla 3. Puede observarse que el EASC presenta la

mayor cantidad de polifenoles respecto a al EAQSC y EOHSC.

2.54
2.01
1.5-
1.0-

Absorbancia

y = 3.090x + 0.1808
R*=0.9915

0.0+ . . .
0.0 0.2 0.4 0.6

Concentracién (mgiL)

0.51

Figura 5. Curva patrén de floroglucinol. Los datos representan la media + DE (n=6).

Tabla 3. Contenido de polifenoles presentes en extracto acuoso, acetdnico y

alcoholico de hojas de Spathodea campanulata.

Polifenoles
Extracto
mg EF/g extracto
EAQSC 2465+ 11.05a
EASC 484.63+154
EOHSC 73.02 +251¢

Los datos se expresan como media + DE (n=6), mg EF/g extracto = miligramos
equivalentes de floroglucinol por gramo de extracto. Las letras minUsculas representan las
diferencias significativas entre los grupos (P <0.0001). Extracto acuoso (EAQSC),
acetonico (EASC) y alcohélico (EOHSC) de hojas de Spathodea campanulata.

Q.F.B. Maria del Socorro Escamilla Barrera 30



La curva patron de quercetina fue empleada en la cuantificacion de flavonoides la
cual se muestra en la figura 6. En la tabla 4, se muestran las concentraciones de
los EAQSC, EASC y EOHSC respectivamente expresados en miligramos
equivalentes de quercetina por gramo de extracto. Puede observarse que el

EOHSC presenta la mayor concentracion de flavonoides en comparacion con los

extractos acuoso y acetonico.
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:E 0.6 —
< 0.4 / y =0.0127x +0.0348
0.0 / R® = 0.9945
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Figura 6. Curva patrén de quercetina. Los datos representan la media + DE (n=6).

Tabla 4. Contenido de flavonoides presentes en extracto acuoso, aceténico y

alcoholico de hojas de Spathodea campanulata.

Flavonoides
Extracto
mg QRE/g extracto
EAQSC 190.41 +0.39 4
EASC 493.23+9.55
EOHSC 1397.39 + 30.18 ¢

Los datos representan la media = DE (n=6). mg QRE/g extracto = miligramos equivalentes
de quercetina por gramo de extracto. Las letras minusculas representan las diferencias
significativas entre los grupos (P <0.0001). Extracto acuoso (EAQSC), aceténico (EASC) y
alcohdlico (EOHSC) de hojas de Spathodea campanulata.
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6.2 Determinacion de actividad antioxidante in vitro.

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de EC50 y TEC50, y la
eficiencia antirradical obtenida por calculo con los dos parametros anteriores.
Ademas se muestran los valores obtenidos del extracto acuoso, acetonico y
alcoholico asi como los controles de acido ascérbico y acido galico. Al compararse
los extractos con el control de &cido ascoérbico (considerado un excelente
antioxidante) se observan resultados similares con los extractos acuoso Yy
acetonico, el extracto alcohdlico tiene resultados similares al control de é&cido
galico (considerado de mediana actividad antioxidante). En la figura 7, se ilustra el
porcentaje de inhibiciébn de DPPH que realizé el acido ascérbico como control y los
diferentes extractos de hojas de Spathodea campanulata. Se observa con el
control de &cido ascorbico la inhibicién al 100% de DPPH en cuestién de pocos
minutos. Los tres extractos presentan un comportamiento similar en el porcentaje
de inhibicién y en el tiempo de accion, en comparacion con el control, presentan
inhibicién del 70% del total de DDPH.

Tabla 5. Actividad antioxidante in vitro de extractos de hojas de Spathodea

campanulata.

Muestra ECso TECso EA
g hoja/Kg DPPH minutos x103
Control Acido ascorbico 78.14+45a 1.37+£0.25a 9.304 a
Control Acido galico 31.64+0.18 » 14.00 £ 1.12 b 2.255p
EAQSC 70.86 £ 9.67 a 0.18 £ 0.044 7.84 a
EASC 83.47 £ 0.062 a 1.67 £0.408 a 7.17 a
EOHSC 41.13 £0.026 b 12.14 +6.36 1 2.00 b

Los datos representan la media + DE (n=6). Las letras mindsculas representan las
diferencias significativas entre los grupos (P <0.0001). ECso= cantidad necesaria de
antioxidante para reducir en un 50% la concentracion inicial de DPPH; TECso= tiempo
necesario para reducir en un 50% la concentracién inicial de DPPH; EA= Eficiencia
antirradical; DPPH= 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Extracto acuoso (EAQSC), aceténico
(EASC) y alcohdlico (EOHSC) de hojas de Spathodea campanulata.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de DPPH por &acido ascoérbico y extractos
de hojas de Spathodea campanulata. Los datos representan la media + DE (n=6).
Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre los grupos, donde
EAQSC, EASC y EOHSC no presentan diferencias significativas entre si, y son diferentes
a acido ascorbico (P <0.0001).

6.3 Modelo experimental de diabetes

En la tabla 6 se muestran los parametros (presencia y/o concentracion de
componentes) en sangre y de orina, en los cuales se baso el establecimiento de
diabetes tipo 2 en los animales de experimentacion. La alteracion de dichos
pardmetros indica la induccion adecuada del modelo de diabetes tipo 2 con
fructosa al 60%. Ademas los valores de la densidad y el pH de la orina indican
que, a pesar de la elevada concentracion de fructosa, los animales no se
encontraban deshidratados y que la alteracion de los tres parametros (proteinas,
cetonas y hemoglobina), proceden del deterioro renal caracteristico de diabetes
(Dupas et |., 2016; Shah et al., 2019; Wians et al., 2019). En la figura 8, se
muestran los resultados de la determinacion de glucosa sanguinea, en ayuno, en
el curso del desarrollo del modelo de diabetes tipo 2 en los animales de
experimentacion. Puede observarse un incremento significativo de las

concentraciones glucosa sanguinea a partir de la segunda semana de
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administracion de fructosa al 60%, manteniéndose dicho incremento semanas

posteriores indicando el correcto establecimiento del modelo experimental.
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Figura 8. Glucosa sanguinea en la induccién del modelo experimental de

diabetes tipo 2. Los datos representan la media + DE (n=6). Los * representan las

diferencias significativas con respecto al tiempo cero (semana 0) (P <0.05).

Tabla 6. Pardmetros de sangre y de orina en la induccidén por fructosa 60% al

modelo de diabetes tipo 2.

Sanos Diabetes mellitus 2
Fructosa 60%
4 semanas
Parametros en sangre
Glucosa sanguinea (mg/dL) 80 >100
Hemoglobina glicosilada (%) 5a6 >6.5
Parametros en orina
Densidad 1.010-1.020 1.010-1.020
pH 5-7 5-7
Leucocitos (Leuco/pL) Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL) Negativo 30 -100
Glucosa (mg/dL) Negativo Negativa
Cetonas (mg/dL) Negativo 40 - 80
Urobilinégeno (UE) Normal Normal
Bilirrubinas Negativo Negativo
Eritrocitos (Ery/ulL) Negativo Negativo
Hemoglobina (Ery/uL) Negativo 10
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6.4 Evaluacion de la capacidad hipoglucemiante del extracto acuoso, acetonico y
alcoholico de hojas de Spathodea campanulata

6.4.1 Curvas de tolerancia a la glucosa

En la figura 9 se presentan los resultados correspondientes a los efectos
hipoglucemiantes de diferentes dosis de EAQSC en animales sanos. Puede
observarse el grupo tratado con solucién salina no presenta reduccion de la
glucosa sanguinea, el grupo tratado con metformina y con cada una de las dosis
evaluadas, presento reduccion de la glucemia, mostrando que los extractos no

generan una liberacion de glucosa hepatica.
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Figura 9. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acuoso de hojas de

Spathodea campanulata en ratas sanas. Los datos representan la media + DE
(n=6). Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre los grupos y
los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos

dentro de cada grupo (P <0.05).
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Tabla 7. Porcentajes de reduccién y area bajo las curvas de tolerancia a la

glucosa del extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata

Reduccién (%) Reduccién (%) Area bajo la
[]inicial y final En relacion a curva
glucosa metformina (%)
S°'”°(;f’9'}/fa""a 0 + 292 , 0 + 292 4 100
'fgg;;’?"(’;a 2636 + 59 »| 100 + 59 75.08

EAQSC mg/Kg

5 10.57 + 83 ¢ | 40.09 = 6.12 ¢ 84.52
25 784 + 127 | 29.74 = 427 88.93
50 809 + 460 .| 30.72 * 10.22 83.27
150 1403 + 298 .| 53.23 = 515 ¢ 87.29
300 2266 + 751 p | 86.00 = 438 81.29
2000 6.15 + 505 .| 2336 * 1484 90.27
5000 6.41 + 330 .| 2432 £ 1253 89.33

Las letras minusculas indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05), donde (a# by
c), (b#ayc)y(c#ayhb) (n=6) EAQSC = Extracto acuoso de hojas de Spathodea

campanulata.

En la tabla 7 se muestran los resultados correspondientes a los efectos de
diferentes dosis de EAQSC, en animales diabéticos. Se observa que la dosis
optima hipoglucemiante resulto ser de 300 mg/Kg reduciendo un 22.66% en base
de la concentracion inicial y final de glucosa sanguinea y en base a metformina

(100% reduccién) presento una reduccion del 86.00%

En la figura 10 se muestran curvas de tolerancia a la glucosa obtenidas en
animales diabéticos, en condiciones de control y con la administracion de
diferentes dosis de EAQSC y en la figura 11 se ilustran los mismos resultados
normalizados. Se observa, el grupo control negativo muestra un incremento de la
glucemia durante toda la prueba, en cambio el control positivo tratado con
metformina presenta reduccion de la glucosa desde lo primero 120 minutos de la
prueba, cada una de las dosis evaluadas presento reduccion de la concentracion

de glucosa en diferentes porcentajes, observando que la dosis de 300 mg/Kg
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presenta similitud con el grupo control positivo, siendo la mejor dosis

hipoglucemiante del extracto acuoso.

Glucosa sanguinea (mg/dL)

65

0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)
- DM2 + Solucién Salina 0.9% DM2 + EAQSC 25 mg/kg 2% DM2 + EAQSC 300 mg/kg
= DM2 + Metformina 100m g/Kg DM2 + EAQSC 50 mg/kg > DM2 + EAQSC 2000 mg/kg
¥DM2 + EAQSC 5 mg/kg = DM2 + EAQSC 150 mg/kg DM2 + EAQSC 5000 mg/kg

Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acuoso de hojas de

Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2. Los datos representan la
media £ DE (n=6). Las letras minuUsculas representan las diferencias significativas entre
los grupos y los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los

tiempos dentro de cada grupo (P <0.05).
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Figura 11. Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccién de
glucosa sanguinea en animales diabéticos administrados con el extracto
acuoso de hojas de Spathodea campanulata. Los datos representan la media + DE

(n=6). Las letras minUsculas representan las diferencias significativas entre los grupos y
los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos

dentro de cada grupo (P <0.05).

En la figura 12 se presentan los resultados correspondientes a los efectos
hipoglucemiantes de diferentes dosis de EASC en animales sanos. Se observa el
grupo tratado con solucion salina no presenta reduccion de la glucosa sanguinea,
el grupo tratado con metformina y con cada una de las dosis evaluadas, presento
reduccion de la glucemia, mostrando que los extractos no generan una liberacion

de glucosa hepatica.
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Figura 12. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acetdonico de hojas
de Spathodea campanulata en animales sanos. Los datos representan la media +
DE (n=6). Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre los grupos
y los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos
dentro de cada grupo (P <0.05).

Tabla 8. Porcentajes de reduccién y area bajo las curvas de tolerancia a la
glucosa del extracto acetonico de hojas de Spathodea campanulata.

Reduccién (%) Reduccién (%) Area bajo la

[]inicial y final En relacion a curva

glucosa metformina (%)
Solucioén salina

0.9% 0 £+ 292 g, 0 + 292 a 100
Metformina

100mg/Kg 26.36 + 5.9 b 100 =+ 5.9 b 75.08
EASC mg/Kg

2 228 + 396 8.64 *+ 18.40 88.49

4 16.63 + 558 4| 63.08 £ 2119 4 84.90

8 740 + 641 ¢ | 28.07 + 2433 . 93.48

Las letras minUsculas indican diferencias significativas entre dosis (P<0.05), donde (a# b
yc), (b#ayc)y(c#ayb), (n=6). EASC = Extracto acetonico de hojas de Spathodea

campanulata.
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En la tabla 8 se muestran los resultados, incluyendo porcentajes de reduccion de
glucosa y érea bajo la curva en las curvas de tolerancia a la glucosa, en
condiciones de control, asi como los efectos de la administracion de metformina y
de diferentes dosis de EASC, en animales diabéticos y en la figura 10 se ilustran
los mismos resultados normalizados. Puede observarse que la dosis 4mg/Kg
mostro el mejor efecto hipoglucemiante. En la figura 13 se muestra el gréafico
correspondiente a la curva de tolerancia a la glucosa, con las dosis de 2, 4y 8
mg/Kg de EASC en animales diabéticos tipo 2 y en la figura 14 se ilustran los
mismos resultados normalizados, se observa el grupo control negativo muestra un
incremento de la glucemia durante toda la prueba, en cambio el control positivo
tratado con metformina presenta reduccion de la glucosa desde lo primero 120
minutos de la prueba, cada una de las dosis evaluadas presento reduccién de la
concentracion de glucosa en diferentes porcentajes, observando que la dosis de
4mg mg/Kg presenta similitud con el grupo control positivo, siendo la mejor dosis
hipoglucemiante del extracto aceténico.
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Figura 13. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acetonico de hojas
de Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2. Los datos representan
la media £ DE (n=6). Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre
los grupos y los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los

tiempos dentro de cada grupo (P <0.05).
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Figura 14. Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccion de
glucosa sanguinea con el extracto aceténico de hojas de Spathodea
campanulata. Los datos representan la media + DE (ensayos n=6). Las letras

minasculas representan las diferencias significativas entre los grupos y los asteriscos
diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos dentro de cada
grupo (P <0.05).

En la figura 15 se presentan los resultados correspondientes a los efectos
hipoglucemiantes de diferentes dosis de EOHSC en animales sanos. Puede
observarse el grupo tratado con solucién salina no presenta reduccion de la
glucosa sanguinea, el grupo tratado con metformina y con cada una de las dosis
evaluadas, presento reduccion de la glucemia, mostrando que los extractos no

generan una liberacion de glucosa hepatica.
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Figura 15. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto alcohdlico de hojas
de Spathodea campanulata en animales sanos. Los datos representan la media +
DE (n=6). Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre los grupos

y los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos
dentro de cada grupo (P <0.05).

En la tabla 9 se muestran los resultados, incluyendo porcentajes de reducciéon de
glucosa y éarea bajo la curva en las curvas de tolerancia a la glucosa, en
condiciones de control, asi como los efectos de la administraciéon de metformina y
de diferentes dosis de EOHSC, en animales diabéticos. Puede observarse que la

dosis 4mg/Kg mostro el mejor efecto hipoglucemiante.
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Tabla 9. Porcentajes de reduccién y area bajo las curvas de tolerancia a la

glucosa del extracto alcohélico de hojas de Spathodea campanulata.

Reduccién (%) Reduccién (%) Area bajo la

[]inicial y final En relacion a curva

glucosa metformina (%)
Solucioén salina

0.9% 0 £ 292 4 0 =+ 292 a 100
Metformina

100mg/Kg 26.36 £ 59 b 100 £ 5.9 b 75.08
EOHSC mg/Kg

2 135 + 105 | 512 * 43 c 97.55

4 20653 £ 778 | 779 = 29.51 b 83.67

8 227 = 216 ¢ 86 + 3.23 c 93.0

Las letras minusculas indican diferencias significativas entre dosis (P<0.05), donde (a# b
yc),(b#ayc)y(c#ayhb); (n=6). EOHSC = Extracto alcohdlico de hojas de Spathodea
campanulata.

En la figura 16 se muestra el grafico correspondiente a la curva de tolerancia a la
glucosa, con las dosis de 2, 4 y 8 mg/Kg de EOHSC en animales diabéticos tipo 2
y en la figura 17 se ilustran los mismos resultados normalizados, puede
observarse el grupo control negativo muestra un incremento de la glucemia
durante toda la prueba, en cambio el control positivo tratado con metformina
presenta reduccién de la glucosa desde lo primero 120 minutos de la prueba, cada
una de las dosis evaluadas presento reduccion de la concentracion de glucosa en
diferentes porcentajes, observando que la dosis de 4mg mg/Kg presenta similitud
con el grupo control positivo, siendo la mejor dosis hipoglucemiante del extracto

alcohélico.
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Figura 16. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto alcohdlico de hojas
de Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2. Los datos representan
la media = DE (n=6). Las letras minusculas representan las diferencias significativas entre
los grupos y los asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los

tiempos dentro de cada grupo (P <0.05).
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Figura 17. Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccién de
glucosa sanguinea en animales diabéticos con el extracto alcohdlico de
hojas de Spathodea campanulata. Los datos representan la media + DE (n=6). Las

letras minuUsculas representan las diferencias significativas entre los grupos y los
asteriscos diferencias significativas entre el tiempo cero y el resto de los tiempos dentro
de cada grupo (P <0.05).
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Tabla 10. Porcentajes de reduccion y area bajo las curvas de tolerancia a la

glucosa de extractos de hojas de Spathodea campanulata

Reduccion (%) Reduccién (%) Area bajo la
[1inicial y final En relacién a curva
glucosa metformina (%)
Soluc(;ogrl/osallna 0 + 292 . 0 + 292 , 100
"qggr‘;;’?"(’;a 2636 *+ 59 100 + 59 5| 75.08
3OEOA$§/CKQ 2266 + 751 b, | 8600 * 438 | 81.29
4'?:;&9 1663 * 558 . | 6308 + 2119 |  84.90
fﬁ:lch; 2053 + 7.78 b, | 77.90 + 2951 ,| 83.67

Las letras minusculas indican diferencias significativas entre dosis (P<0.05), donde (a# b
yc),(b#ayc)y(c#ayhb); (n=6). EAQSC = Extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata. EASC = Extracto aceténico de hojas de Spathodea campanulata. EOHSC =

Extracto alcohdlico de hojas de Spathodea campanulata.

En la tabla 10 se muestran los resultados, incluyendo porcentajes de reduccion de
glucosa y éarea bajo la curva en las curvas de tolerancia a la glucosa, en
condiciones de control, asi como los efectos de la administracion de metformina y
las dosis de los diferentes extractos de Spathodea campanulata con mejor efecto
hipoglucemiante. Puede observarse que de los tres extractos evaluados en sus
diferentes dosis, el extracto acuoso (300mg/Kg) presenta la mejor reduccién de

glucosa sanguinea en ratas diabéticas tipo 2.

6.4.2 Curvas de glucosa en ayuno

En la figura 18 se muestra el grafico correspondiente a la curva de glucosa en
ayuno, con las dosis de los diferentes extractos de Spathodea campanulata con
mejor efecto hipoglucemiante, en animales diabéticos tipo 2. Puede observarse la
reduccion de la glucemia en todos los grupos de estudio, los extractos muestran

un control de la glucemia durante el ayuno.
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Figura 18. Curva de glucosa en ayuno con extractos acuoso, aceténico y

alcoholico de hojas de Spathodea campanulata en modelo de diabetes tipo 2.
Los datos representan la media + DE (n=6). Las letras minlsculas representan las
diferencias significativas entre los grupos y los asteriscos diferencias significativas entre el

tiempo cero y el resto de los tiempos dentro de cada grupo (P <0.05).

Una vez demostrado que el extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata
presenta capacidad hipoglucemiante (administracion aguda), se administré de
forma crénica durante quince semanas cada 24 horas, monitoreando el peso, la
glucosa sanguinea, hemoglobina glicosilada y diez parametros de orina. Los

resultados se describen a continuacion.

6.5 Administracion cronica del extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata.

6.5.1 Peso de los animales y glucosa sanguinea

La figura 19 muestra los valores del peso corporal de los grupos en las diferentes

condiciones experimentales, puede observarse un aumento del peso tanto en

animales sanos, como los grupos tratados con extractos o metformina, con

diferencias significativas entre el grupo sanos y los otros grupos experimentales

desde el inicio hasta la cuarta semana del estudio, sin diferencias significativas
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entre grupos de la 52 a la 152 semana. EIl curso temporal del incremento de peso
durante el estudio, puede interpretarse como mantenimiento de un buen estado
general sin diferencias en la ingesta de alimento, lo que seria compatible con la

ausencia de efectos toxicos debidos a la administracion de extractos a largo plazo.

Peso (g)

280

260+

T T T T T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Semana

-® Sanos + Solucién salina 0.9% —& DM2 + Metformina 100mg/Kg
©- Sanos + EAQSC 300mg/Kg - DM2 + EAQSC 300mg/Kg

Figura 19. Peso de animales durante la administracion cronica de extracto
acuoso de hojas de Spathodea campanulata y metformina. Los datos
representan la media + DE (n=6). Las letras minlsculas representan las diferencias

significativas entre los grupos, donde a # b (P <0.05).

La figura 20 y 21 muestra los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion
de glucosa sanguinea determinada en ayuno cada semana en diferentes
condiciones experimentales. Puede observarse la disminucion de la glucosa
sanguinea, hasta valores normales, por efecto del EAQSC de manera similar al
mismo efecto inducido por la administracion de metformina en lo grupos de
animales con Diabetes, a partir de la segunda semana de tratamiento. La
administracion crénica de EAQSC no provocé modificaciones en la concentracion

de glucosa en sangre en los animales sanos.
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Glucosa sanguinea (mg/dL)
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Figura 20. Glucosa sanguinea correspondiente a la administracion crénica
del extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata y metformina. Los
datos representan la media + DE (n=6). Las letras minUsculas representan las diferencias

significativas entre los grupos y los asteriscos entre los tiempos (P <0.05).
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Figura 21. Normalizacién de datos expresado en porcentaje de reduccién de
glucosa sanguinea de administracion crénica con el extracto acuosos de
hojas de Spathodea campanulata y metformina. Los datos representan la media +

DE (n=6). Las letras minUsculas representan las diferencias significativas entre los grupos,

donde a # b y los asteriscos entre los tiempos (P <0.05).
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La figura 22 muestra los resultados de la determinacion de glucosa sanguinea al
iniciar (tiempo cero) y finalizar el estudio de administracion en cada uno de los
grupos experimentales. Puede observarse que las concentraciones de glucosa en
sangre no variaron significativamente y se mantuvieron dentro de valores
normales en animales sanos tratados con solucidon salina o con EAQSC; en
cambio en los animales diabéticos, con valores iniciales de glucosa anormalmente
altos, la administraciéon de metformina o EAQSC redujo los valores concentracion

de glucosa en sangre hasta valores normales al final del tratamiento.

1209
1104
100+
90 A
80

704

Glucosa sanguineamg/dL

60

50 -
0 15 (0] 15 o] 15 o] 15
Semana

Il Sanos + Solucién salina0.9% Hl DM2 + Metformina 100mg/Kg
Il sanos + EAQSC 300mg/kg Il DM2 + EAQSC 300mg/kg

Figura 22. Glucosa sanguinea correspondiente al inicio y final de la
administracion crénica de extracto acuosos de hojas de Spathodea
campanulata y metformina. Los datos representan la media + DE (n=6). Los

asteriscos representan las diferencias significativas respecto al grupo sano y & diferencias

significativas respecto a la semana cero de tratamiento (P <0.05).

6.5.2 Hemoglobina glicosilada

La figura 23 muestra los resultados de la determinacion de hemoglobina
glicosilada (porcentaje de glucosa unida a hemoglobina) obtenidos en diferentes
condiciones experimentales. Puede observarse el incremento anormal de los

valores de hemoglobina glicosilada en el grupo de animales diabéticos tratados
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con solucion salina y la reduccion significativa de dichos valores, hasta valores
similares a los observados en animales sanos, por efecto de la administracién
cronica de EAQSC o metformina. Cabe destacar que siendo la hemoglobina
glicosilada un marcador de control de la glucemia por tres meses, se considera
que la glucosa sanguinea comenzo a regularse desde las semanas iniciales del

tratamiento.

1219 *

HbAlc %

Bl Sanos + Solucién salina0.9% Hlll DM2 + Solucién salina 0.9%
Il sanos + EAQSC 300mg/kg Il DM2 + Metformina 100mg/Kg
I DM2 + EAQSC 300mg/kg

Figura 23. Hemoglobina glicosilada de los grupos experimentales posterior a
la administracion crénica de extracto acuosos de hojas de Spathodea
campanulata y metformina. Los datos representan la media + DE (n=6). Los

asteriscos representan las diferencias significativas con respecto al grupo control sano (P
<0.05).

6.5.3 Evaluacién de los pardmetros de orina

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos a partir de la determinacion de
cada uno de los diez parametros de orina, al inicio y al término del tratamiento. El
analisis comparativo de estos valores muestra una reduccién significativa de las
alteraciones de estos parametros en los grupos de animales diabéticos por la

administracion cronica de EAQSC o metformina.
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Tabla 11. Parametros de orina al inicio y final del tratamiento crénico con

extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata.

Diabetes mellitus 2 experimental
Inicio de Final de
administracion administracion
cronica cronica
Parametros en sangre
<100
Glucosa sanguinea (mg/dL) > 100 (94.75 £ 1.5)
Hemoglobina glicosilada (%) >6.5 <6.5
(5.2 £ 0.67)
Parametros en orina
Densidad 1.010-1.020 1.010-1.020
pH 5-7 5-7
Leucocitos (Leuco/uL) Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL) 30 -100 0-30
Glucosa (mg/dL) Negativa Negativa
Cetonas (mg/dL) 15 -40 0-5
Urobilinégeno (UE) Normal Normal
Bilirrubinas Negativo Negativo
Eritrocitos (Ery/uL) Negativo Negativo
Hemoglobina (Ery/uL) 50 0-10

En las figuras 24, 25 y 26 se muestra el curso temporal de la variacion de los
valores de tres de los parametros (proteinas, cetonas y hemoglobina)
determinados en orina en los diferentes grupos de estudio, durante la

administracion crénica del EAQSC o metformina. Puede observarse la alteracion
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de los valores de estos parametros en los grupos con DM2, asi como la
modificacion con tendencia progresiva hacia valores normales en el curso de las
quince semanas de tratamiento con EAQSC o metformina.

Proteinas (mg/dL)

0 3 6 91215 0 3 6 91215 0 3 6 91215 0 3 6 91215

Il sanos + Solucién salina 0.9% Hl DM2 + Metformina 100mg/Kg
Il sanos + EAQSC 300mg/kg Il pDM2 + EAQSC 300mg/kg

Figura 24. Proteinas en orina de los grupos experimentales en
administracion crénica de extracto acuosos de hojas de Spathodea
campanulata y metformina. Los datos representan la media + DE (n=6). Los

asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la semana cero de
tratamiento (P<0.05).
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Bl Sanos + Solucién salina 0.9% Hll DM2 + Metformina 100mg/Kg
Il Sanos + EAQSC 300mg/kg Il DM2 + EAQSC 300mg/kg

Figura 25. Cetonas en orina de los grupos experimentales en administracion

cronica de extracto acuosos de hojas de Spathodea campanulata y
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metformina. Los datos representan la media + DE (n=6). Los asteriscos representan las

diferencias significativas respecto a la semana cero de tratamiento (P<0.05).

Hemoglobina (Ery/uL)

0 3 6 91215 0 3 6 91215 0 3 6 91215 0 3 6 91215

Semana

Bl sanos + Solucién salina 0.9% Hl DM2 + MetforminalOOmg/Kg
I sSanos + EAQSC 300mg/kg Il DM2 + EAQSC 300mg/kg

Figura 26. Hemoglobina en orina de los grupos experimentales en
administracion crénica de extracto acuoso de hojas de Spathodea
campanulata y metformina. Los datos representan la media + DE (n=6). Los

asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la semana cero de
tratamiento (P<0.05).

6.6 Evaluacion de la poblacién de neuronas piramidales del segmento CA1 del
hipocampo.
En la Figura 33 se muestran fotomicrografias de cortes coronales del cerebro
(40x), que ilustran el aspecto general del hipocampo en individuos representativos
de diferentes condiciones experimentales (A); asi como, a mayor amplificaciéon
(400x) (B), partes del estrato piramidal a nivel del CAl del cuerno de Ammon del
hipocampo. Puede observarse el aspecto de las neuronas piramidales normales
(tincion de violeta de cresilo) en el animal sano y la abundante presencia de
neuronas picnéticas en el animal con DM2 tratado con solucién salina; asi como la
variacion en la apariencia de la proporciébn de neuronas normales y neuronas

picnoticas bajo condiciones de tratamiento con EAQSC o metformina.
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Evaluacion del efecto hipoglucemiante y neuroprotector de la administracion oral de Spathodea campanulata
en ratas diabéticas, 2019.

Sano

Sano + EAQSC

300mg/dL 4 //’::‘,w | “"
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Diabetes mellitus 2

DM2 + Metformina

100 mg/Kg

DM2 + EAQSC
300mg/Kg

Figura 27. Cortes histolégicos del segmento CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo en las diferentes condiciones experimentales. Dos diferentes

aumentos, 40x del lado izquierdo y 400x del lado derecho.
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La tabla 12 y la figura 27 muestran los resultados del conteo neuronal (nUmero de
neuronas normales) y porcentaje con respecto al resultado obtenido en el grupo
de animales sanos (100%), en diferentes condiciones experimentales. Puede
observarse la reduccion significativa de neuronas en los animales diabéticos en
comparacion con los animales sanos, el grupo sano tratado con el extracto no
presento cambios con respecto al grupo sano; ambos grupos de animales
diabéticos tratados con metformina y EAQSC, no presentan diferencias
significativas al compararse con grupo diabético, sin embargo se observa una
tendencia de incremento del numero de neuronas piramidales integras del

segmento CA1 del hipocampo.

Tabla 12. NOmero de neuronas integras y porcentajes en el segmento CAl

del hipocampo.

Grupo Neuronas integras %
Sanas + Solucion salina 0.9% | 201.15 + 16.61 |100.00
Sanas + EAQSC 300 mg/kg | 196.40 + 4.93 98.70
DM2 + Solucién salina 0.9% | 121.10 + 1.46 **| 60.20
DM2 + Metformina 100 mg/kg | 148.40 + 5.16 ** | 74.67
DM2 + EAQSC 300 mg/kg 13760 + 2.41 **| 73.28

Los datos representan la media + DE (ensayos n=4). Los asteriscos representan las
diferencias significativas respecto al grupo control sano, * P <0.05 y ** P <0.0001. Los
datos corresponden a una extension lineal de 600 um en el estrato piramidal del

segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo.
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Figura 28. Numero de neuronas piramidales integras. Los datos corresponden a
una extension lineal de 600 um en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo de los diferentes grupos experimentales. Los datos representan la
media + DE (n=4). Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto al
grupo control sano, * P <0.05y ** P <0.0001.

La tabla 13y la figura 35 muestran los resultados del conteo neuronal (nimero de
neuronas lesionadas (picnéticas) y porcentaje con respecto al resultado obtenido
en el grupo de animales diabéticos (100%), en diferentes condiciones
experimentales. Puede observarse para los grupos tratados con metformina y
EAQSC presentan una reduccién significativa del nimero de neuronas lesionadas
esto comparacion con el grupo de animales diabéticos, el grupo control sano y el
grupo sano tratado con extracto presentan un ndmero nulo de neuronas

lesionadas.
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Tabla 13. NUumero de neuronas lesionadas y porcentajes en el segmento

CA1 del hipocampo.

Grupo Neuronas en lesién | %
Sanas + Solucion salina 0.9% 0O = 171 0
Sanas + EAQSC 300 mg/kg 0 = 259 0
DM2 + Solucion salina 0.9% 50.3 = 1.40 ** 100
DM2 + Metformina 100 mg/kg | 34.2 + 2.40 * 64.21
DM2 + EAQSC 300 mg/kg 360 + 515 * 58.84

Los datos representan la media + DE (ensayos n=4). Los asteriscos representan las
diferencias significativas respecto al grupo control sano, * P <0.05 y ** P <0.0001. Los
datos corresponden a una extension lineal de 600 um en el estrato piramidal del

segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo.
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Figura 29. Numero de neuronas piramidales lesionadas. Los datos corresponden
una extension lineal de 600 um en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo de los diferentes grupos experimentales. Los datos representan la
media + DE (n=4). Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto al
grupo control sano, * P <0.05y ** P <0.0001.
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VIl. Discusion

En el presente trabajo se evaluaron por primera ocasién el efecto hipoglucemiante
de los extractos acuoso, acetdnico y alcohdlico de las hojas de Spathodea
campanulata, asi como el efecto neuroprotector del extracto acuoso de la planta,

en ratas diabéticas (modelo de diabetes tipo 2).

En primera instancia se cuantificaron fenoles, polifenoles y flavonoides de la planta
en estudio, cuyas concentraciones medias de metabolitos secundarios resultaron
comparables con las de otras dos plantas de la misma familia Tecoma stans y
Jacaranda mimosifolia (Alonso-Castro et al., 2010, Rana et al., 2013, Mohamed et
al., 2013).

Precisar la cantidad de compuestos secundarios de la planta en estudio se debe a
la importancia de estos componentes en los benéficos para la salud, como son
fenoles, polifenoles y flavonoides. (Mozaffarian and Wu, 2018; Sandoval-Avila et
al., 2019).

Ademas del extracto acuoso se obtuvieron los extractos aceténico y alcohdlico,
para su obtencion se realizaron lavados a las hojas de Spathodea campanulata
con acetona y posteriormente con alcohol. El tratamiento con solventes polares
como lo son la acetona y el alcohol, asegura la separacién de componentes
presentes en las plantas como fenoles, polifenoles, flavonoides, carotenoides,
antocianinas, clorofila, proteinas, carbohidratos, entre otros. Se implementa el uso
de solventes capaces de disolver los compuestos sin dafar su estructura, con un
punto de ebullicion bajo y que se pueda eliminar con eficacia para facilitar la
recuperacion de dichos componentes (Delgado-Vargas et al., 2000), la técnica
empleada para recuperar los compuestos disueltos en los solventes es la
destilacién simple. El extracto alcohdlico a diferencia del resto presenta una
cantidad elevada, esto debido a que los fenoles, polifenoles y flavonoides son de
naturaleza polar, por lo que se pueden extraer con facilidad y en mayor
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concentracion utilizando como solvente a la acetona, concentrandose asi la mayor

cantidad de flavonoides en tal pigmento.

Una vez cuantificados fenoles, polifenoles y flavonoides en las hojas de
Spathodea campanulata, se prosiguié a la evaluacién de la capacidad antioxidante
in vitro de los extractos acuoso, acetonico y alcohdlico. De acuerdo a la
clasificacion propuesta por Sanchez-Moreno et al., 1998, la eficiencia antirradical
con abreviatura EA (1/ECso*TECso0), plantea lo siguiente: <1x102 baja; 1x1073 a
5x102 media; EA 5x10° a 10x10° alta, falta; el extracto acuoso y aceténico
poseen una eficiencia antirradical (EA) alta, mientras que el extracto alcohdlico
presenta una EA media. Se evalu6 el comportamiento en tiempo contra porcentaje
de inhibicién de DPPH, acido ascorbico y cada uno de los extractos de hojas de
Spathodea campanulata fueron evaluados, no se encontraron diferencias

significativas entre los diferentes extractos.

Para mantener el buen estado de salud y mejorar las condiciones de
enfermedades cronicas, ademas de la alimentacidn y ejercicio, la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, recomienda una ingesta diaria de
quercetina de 75mg, fenoles y polifenoles de 20mg a 1g, por lo cual el extracto
acuoso de hojas de Spathodea campanulata atenderia a las recomendaciones de
consumo para tales compuestos secundarios (AESAN. 2011; Navarro-Gonzalez et
al., 2017).

La cantidad de fenoles, polifenoles y flavonoides presentes en las plantas esta
relacionada con el control de la glucemia, tales compuestos secundarios favorecen
la homeostasis de la glucosa actuando en diferentes 6rganos diana, a nivel
intestinal al inhibir la accion de alfa amilasa y beta glucosidasa, generando
secrecion de insulina o0 mejorando la captacion de glucosa en organos periféricos
(Hanhineva et al., 2010; Kim et al., 2016; Laguna et al., 2017; Mozaffarian and Wu,
2018). Una vez cuantificados los compuestos del metabolismo secundario de la

planta en estudio, se dio inicio a la evaluacion del efecto hipoglucemiante agudo
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de los distintos extractos obtenidos de las hojas de Spathodea campanulata. Para
ello se indujo en ratas un modelo de diabetes tipo 2 con administracién ad libitum
de fructosa al 60%, posterior a cuatro semanas de consumo, se considera
establecido el modelo en aquellos animales con glucosa sanguinea mayor de 100
mg/dL, presencia en orina de proteinas (30 -100 mg/dL), cuerpos ceténicos (40 —
80 mg/dL) y hemoglobina (10 Ery/uL) (Dupas et al., 2016; Shah et al., 2019;
Wians, et al., 2019). En la semana numero cuatro, se observa un incremento
significativo de la glucosa sanguinea, se mantiene elevada sobre el punto inicial

(animal sano).

Las curvas de tolerancia la glucosa y las curvas de glucosa en ayuno permitieron
comprobar el efecto hipoglucemiante de distintas dosis del extracto acuoso de
hojas de Spathodea campanulata. Los animales tratados durante el ensayo con
solucién salina 0.9 % muestran una reduccion de la glucosa del 0%, tras
administrar la carga de glucosa, no logran descender la concentracion sanguinea
a lo largo de la prueba, en cambio, los animales diabéticos tratados con
metformina 100 mg/Kg normalizaron sus niveles de glucosa en sangre a los 120
minutos con una reduccion total del 26.36%. De las multiples dosis evaluadas la
dosis de 300 mg/Kg presentd el mejor control de glucemia en los animales

diabéticos tipo 2.

Metformina es un medicamento que actla por tres mecanismos, retrasa la
absorcién intestinal de glucosa, reduce la produccion hepatica de glucosa y en el
musculo incrementa la sensibilidad a insulina, mejorando la captacién de glucosa
periférica (Vademécum. 2016); al presentar similitud el grupo tratado con extracto
y el tratado con metformina, en cuanto al tiempo de accion y porcentaje de
reduccion de glucosa sanguinea, figura que el extracto acuoso de Spathodea
campanulata, actia en el control de la glucemia por uno o varios de los

mecanismos que emplea tal farmaco.
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Diversos estudios demuestran la capacidad de los compuestos secundarios, para
inhibir enzimas digestivas como la a-amilasa y a-glucosidasa, estos compuestos
pueden establecer interacciones no covalentes con las enzimas debido a la
presencia de grupos hidroxilo en su estructura los cuales pueden formar puentes
de hidrogeno con el grupo polar de la enzima, modificando su funcion, de esta
manera se reduce la tasa de liberacion de glucosa, su absorcidén en el intestino
delgado y en consecuencia se reduce la hiperglucemia crénica, tal mecanismo de
accion podria ser por el cual los compuestos secundarios de Spathodea
campanulata ejercen su efecto hipoglucemiante. Ademés los metabolito
secundarios pueden reducir la actividad de glucosa-6-fosfatasa en hepatocitos,
enzima encargada de regular la gluconeogénesis y glucogendlisis, por tanto
control de la glucemia, pueden influir en la homeostasis de glucosa a nivel de
muasculo esquelético favoreciendo translocacion de GLUT-4 y mediante
mecanismos asociados con la activacion de vias de proteinas cinasas activadas
por mitdgenos (MAPK) y mejoran la captacion de Ca2+ en las células
pancreaticas, propiciando asi la liberacién de insulina (Hanhineva et al., 2010;
Andrade-Cetto, A., 2012; Xiao and Hoégger 2014; Yang and Kang, 2018;
Mozaffarian and Wu, 2018).

En animales sanos, buen control de la glucemia posterior a la administracién de la
descarga de glucosa y la dosis a probar, no existe un aumento en las
concentraciones de glucosa durante el ensayo, comprobando de esta manera que
extracto acuoso no activa la glucogenolisis hepética, ademas de no mostrar

ningun comportamiento referente a toxicidad.

El extracto acetonico en la dosis de 4 mg/dL presento el mejor control de la
glucemia con una reduccion del 16.63%, normalizando los valores a los 180
minutos. El extracto alcohdlico de las hojas de Spathodea campanulata
obteniendo la mejor reduccién de la glucemia con la dosis 4 mg/Kg, 20.53% con
glucosa sanguinea normalizada a los 240 minutos. Los animales sanos tratados

con extracto acetonico, presentan la no reduccion de glucosa sanguinea sino
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hasta el minuto 360; los animales sanos tratados con extracto alcohdlico
presentan el mismo comportamiento de no reduccion de la glucemia tras la carga
de glucosa a pesar de ser animales sanos, esto podria deberse a la presencia de
carbohidratos procedentes de la planta que se alojan en cada uno de los
pigmentos tanto acetdénico como alcoholico. Los carbohidratos pueden formar
conjugados con metabolitos secundarios como los flavonoides, esta union les
confiere resistencia durante el proceso de digestion (hidrolisis del estdmago) y
favorece su llegada al intestino donde son absorbidos (Delgado-Vargas et al.,
2000; Shivashankara y Acharya, 2010; Marin et al., 2015).

La absorcién de los compuestos secundarios juega un papel importante en la
actividad hipoglucemiante de los compuestos secundarios. La mayoria de los
compuestos secundarios son resistentes a los acidos estomacales, llegando al
intestino de forma nativa donde se absorben un 10% al torrente sanguineo, y el
90% de la absorcion se realiza a nivel de intestino grueso, tal condicion de
biodisponibilidad se relaciona como los tiempos de accion del extracto acuoso de
hojas de Spathodea campanulata, ya que la normalizacion de la glucemia se
lograba alrededor de los 180 minutos. La accién que ejecutan los compuestos
secundarios sobre los mecanismos de homeostasis de la glucosa se ven
involucrados en la accion dosis ideal hipoglucemiante, ya que al sobrepasar las
concentraciones plasmaticas medias y sobresaturar dichos mecanismos
(intestinales, pancreaticos, de musculo o tejido adiposo) comienza el descenso de
la efectividad de las dosis de alta concentracion; el tiempo de accion y
concentracion es similar a lo reportado por Hoda en 2019. (Hoda et al., 2019;
Orozco et al., 2019; Calani et al 2012).

Realizando una comparacion con base en el control de la glucemia de los tres
extractos obtenidos de las hojas de Spathodea campanulata, el extracto acuoso
resulto tener un mejor control en los niveles de glucosa sanguinea circulante
durante el ensayo, denominando tales pruebas como agudas al realizarse en una

sola exposicion a cada uno de los extractos.
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La curva de glucosa en ayuno se realiza administrando la muestra problema sin la
carga de glucosa 75 mg/Kg, a diferencia de las curvas de tolerancia la glucosa
esta prueba se extiende hasta los 420 minutos. Se pusieron en prueba las dosis
de los tres extractos con mejor reduccion de glucosa sanguinea en el modelo de
diabetes tipo 2, del extracto acuoso 300 mg/Kg, acetdnico y alcohdlico 4 mg/Kg.
Los tres extractos reducen la concentracion de glucosa inicial y durante la prueba
no presentan ascensos o descensos subitos de glucosa en sangre, ya que el
ayuno es un factor modificador de la glucemia de la diabetes mellitus 2, por lo cual
los tres extractos mantienen las condiciones de homeostasis de la glucosa en
control a pesar del ayuno, ya sea inhibiendo las posibles hipoglucemias o
hiperglucemias durante la prueba (Alberto, et al., 2004; Figueroa-Garcia et al.,
2016; Fenton-Navarro et al., 2018).

Una vez determinada la positiva actividad hipoglucemiante de la planta se
procedio a la administracion a largo plazo del extracto acuoso de hojas Spathodea
campanulata, se realiz6 durante quince semanas, la administracion crénica no
compromete el estado fisioldgico del animal y su estado de salud se encuentra
reflejado en el apetito y por consiguiente en la ganancia de peso.

Con relacién a la concentracién de glucosa sanguinea durante la administracion
cronica, en la tercera semana se comenzaban a normalizar los valores de
glucemia, logrando estabilizar la glucosa en sangre hasta la doceava semana, con
una reduccion total del 11.24%. Los animales diabéticos posterior al tratamiento
muestran una reduccidon significativa de la glucemia, ademas un cambio
significativo en los valores de hemoglobina glicosilada, los animales diabéticos
presentaban valores mayores a 9% y posterior al tratamiento los valores de
hemoglobina glicosilada oscilaron menores a 6%, comprobando el control
glucémico durante la administracion cronica. Las concentraciones de
glicohemoglobina en animales diabéticos (tiempo cero) sefala una hiperglucemia

cronica, en cambio, en los grupos diabéticos administrados con el extracto y
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metformina, la disminucién significativa en la concentracion de glicohemoglobina,
corrobora la normalizacién de la glucemia desde las primeras semanas de
tratamiento, ya que tal prueba nos indica la adicion de glucosa a la cadena 3 de la

hemoglobina en un periodo de tres meses.

Los parametros de orina al comienzo de la fase experimental cronica en animales
diabéticos mostraba el deterioro correspondiente al establecimiento del modelo de
diabetes tipo 2, los parametros de densidad y pH se encontraron normales en
todos los grupos de estudio, ambos parametros indican la inexistencia de algun
proceso de deshidratacion que modificaria de manera importante el
funcionamiento renal de los animales, dejando en certeza que el resto de los
parametros son referentes al dafio causado por las hiperglucemias. Las proteinas,
cuerpos ceténicos y hemoglobina en orina, al inicio del tratamiento se encontraban
en intervalos significativos del modelo de diabetes tipo 2, después del tratamiento
los parametros disminuyeron de forma significativa demostrando que el control en

la glucemia mejora directamente el estado fisiol6gico del animal.

Respecto a las alteraciones de la estructura del hipocampo, en animales con
diabetes tipo 2, confirman la reduccion de la poblacién de neuronas piramidales
del segmento CAl del cuerno de Ammon como consecuencia del periodo de
consumo de fructosa al 60%, como ha sido descrito por diversos autores
(Stranahan et al., 2008; Ross et al., 2009; Hsu et al., 2015). En relacion con el
namero de neuronas integras en animales sanos (100%), los animales con
diabetes mellitus 2 presentan un 60% de neuronas integras, una reduccion del
40% en presencia de esta enfermedad. La hiperglucemia crénica genera estrés
oxidativo, la lipoperoxidacién de estructuras neuronales, la activacion de procesos
pro-inflamatorios, asi como activacion de mecanismos pro-apoptéticos son
considerados fendémenos concurrentes del dafio neuronal, observado en el
presente estudio se corrobora el dafio neuronal en dicha estructura, debida a

estos mismos procesos fisiopatoldgicos (Farkas et al., 2007).
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Posterior al tratamiento el grupo diabético administrado con metformina 100 mg/Kg
presento un porcentaje de neuronas integras de 73.78% y el grupo diabético
tratado con el extracto acuoso de hojas de Spathodea campanulata obtuvo un
porcentaje de 68.41%, comparando los resultados con los animales diabéticos no
se muestran diferencias significativas con tal grupo, no obstante, se observa un
pequefio incremento en el nimero de neuronas integras contabilizadas. Los
animales sanos tratados con el extracto no presentaron reducciones considerables
en el conteo de neuronas integras lo cual indica no toxicidad para las neuronas del

segmento CA1 del cuerno de Ammon.

Considerando ahora a las neuronas lesionadas se observé que los animales
diabéticos presentaron un incremento significativo en picnosis y ruptura de
membrana celular en comparacién con los animales sanos. Respecto al grupo
tratado con metformina, el efecto benéfico que se presenté se debe a la reduccién
de la glucosa circulante que genera, lo que provoca una reduccion del estrés
oxidativo a nivel sistémico, en el caso de los animales tratados con extracto
acuoso de esta planta, presentan una reduccion significativa del nimero de
neuronas lesionadas; al demostrar su contenido de metabolitos secundarios (tabla
2, 3 y 4), se relaciona ya que estos compuestos secundarios disminuyen la
expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1 y TNF-a disminuyendo los
procesos inflamatorios en el cerebro; inhiben el proceso de apoptosis de las
neuronas al disminuir la expresion de caspasa 3, la via JNK y la relacién de
Bax/Bcl, ademas de presentar una importante capacidad antioxidante debido a su
estructura quimica con multiples grupos hidroxilo fendlicos, los que confieren
propiedades de quelacion, captando una serie importante de radicales libres
(Martinez-Flérez et al., 2002; Sattanathan et al., 2011; Sandoval-Avila et al., 2019).
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VIIl. Conclusiones

Los extracto acuoso, acetdonico y alcohdlico de las hojas de Spathodea
campanulata, ejercen un efecto hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus
tipo 2 y comprobada capacidad antioxidante in vitro, siendo el extracto acuoso el
de mayor efecto en la reduccién de glucosa sanguinea y efecto antioxidante, tales
propiedades hipoglucemiantes y antioxidantes se relacionan con la concentracién
media de compuestos secundarios, lo anterior en comparacion con Tecoma stans,

planta perteneciente a su familia.

La administracion cronica del extracto acuoso de hojas Spathodea campanulata,
ejerce un control positivo sobre el sindrome metabdlico causado por la diabetes
mellitus tipo 2 en ratas, ademas de reducir el dafio presente en hipocampo (CA1l)

en animales con diabetes mellitus tipo 2, sustentando asi un efecto neuroprotector.
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IX. Perspectivas

e Identificar el compuesto responsable del efecto hipoglucemiante de
Spathodea campanulata

e Evaluar la actividad antioxidante in vivo del extracto acuoso de hojas de
Spathodea campanulata

e Evaluar capacidad hipoglucemiante y antioxidante de las flores de
Spathodea campanulata

e Cuantificar las neuronas integras y lesionadas, en otras regiones del cuerno
de Ammon y otras estructuras cerebrales

e Evaluar grupos de estudio equiparables, con pruebas cognoscitivas en el
laberinto acuéatico de Morris
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XI. Anexos

Anexo 1
“ - ‘A 4
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de Biologia HERBARIO NACIONAL DE MEXICO
Universidod Nocional DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Auténoma de México

14 de octubre de 2018.

Dra. Bertha Fenton Navarro

Laboratorio de Glicobiologia

Division de Estudios de Posgrado

Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez”
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
PRESENTE:

Hago de su conocimiento la verificacién taxonémica realizada por la M. en C. Verénica
Judrez Jaimes, del material recolectado por Bertha Fenton “Galeana”, en Calzada Ventura
Puente #27 Col. Cuauhtémoc en Morelia, Michoacan, el 30 de julio del afio en curso; asi
mismo le estoy proporcionando el niimero de folio asignado al ¢jemplar en el Herbario
Nacional MEXU.

“Galeana™: familia Bignoniaceae, especic Spathodea campanulata P. Beauv., con el
nimero de folio en MEXU 1489469.

Cabe sefialar que la verificacion es vilida solamente para el cjemplar referido, solicitud
0OD11092018.

Sin més por el momento le envio un cordial saludo.
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