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Resumen

La diabetes mellitus (DM) y sus complicaciones forman parte de las enfermedades cronico degenerativas
que constituyen un problema sanitario mundial. La DM tipo 2 (DM2), causada por la deficiencia y la
resistencia de insulina en el organismo, eleva la glucosa a concentraciones perjudiciales con un
pronostico terminal si no se controla. El deterioro cognitivo estd reconocido como una complicacion de
la DM. La DM provoca una reduccion celular y un aumento de la muerte neuronal en el hipocampo, con
el consiguiente deterioro de la memoria y el aprendizaje. Los farmacos comerciales para el tratamiento
de la diabetes, incluida la metformina, tienen un control glucémico razonable, pero también pueden
causar efectos secundarios adversos. Por ello, se buscan alternativas de apoyo para el tratamiento de los
pacientes, como las plantas medicinales, entre las que se encuentra S. campanulata, perteneciente a la
familia Bignoniaceae y conocida como Galeana en México. Por lo que dentro de este estudio se tuvo
como objetivo evaluar el efecto neuroprotector en el giro dentado (GD) tras la administracion oral de
extracto de hojas de S. campanulata en ratas con DM2. Se recolectaron hojas de Galeana para obtener el
extracto acuoso de la planta (EASC). Se indujo DM2 a ratas Wistar con administracion de fructosa al
60% durante 6 semanas, se les administré de manera oral crénica (9 semanas) el extracto acuoso de
Galeana (EASC) mediante una sonda de alimentacion a ratas diabéticas de 200g. Los grupos de ratas
fueron control sano, control diabético sin tratamiento (DM2), control diabético tratado con metformina
(DM+MF) y ratas diabéticas tratadas con el extracto (DM+EASC), con 8 ratas por grupo. Posteriormente,
se evalud la glucemia, el % HbALc, el peso y volumen cerebrales, y se realizaron pruebas conductuales
del laberinto elevado en cruz y la prueba de reconocimiento de objetos nuevos para evaluar la ansiedad
y la memoria no espacial, asi como el reconocimiento espacial en los animales. También se realiz6 el
recuento de precursores neurales y neuronas en el GD. Obteniendo como resultados que durante las 9
semanas de administracion del EASC a ratas diabéticas, se observaron concentraciones <100 mg/dL de
glucemia, confirmando su efecto hipoglucemiante. Se observé una inhibicion de la reduccion del peso y
volumen cerebral en las ratas DM+EASC. Los resultados de las pruebas de comportamiento, asi como
el recuento de precursores neurales y neuronas, se vieron aumentados en las ratas DM+EASC respecto a
las ratas DM2, ademas no se mostraron diferencias significativas entre los grupos de ratas sanas en
comparacion con las ratas DM+ EASC. Por lo que se concluye que la administracion del EASC produce
un efecto hipoglucemiante y neuroprotector en las neuronas del GD y reducciones cerebrales, asi como,

sobre la memoria y el aprendizaje mediado por el hipocampo de ratas diabéticas tratadas con el extracto.

Palabras clave: Spathodea campanulata, diabetes mellitus, neuroprotector, polifenoles, neurogénesis.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) and its complications are among the chronic degenerative diseases that constitute
a global health problem. Type 2 DM (DM2), caused by insulin deficiency and resistance in the body,
raises glucose to harmful concentrations with a terminal prognosis if uncontrolled. In addition, cognitive
impairment is recognized as a complication of DM. DM causes cellular depletion and increased neuronal
death in the hippocampus, impairing memory and learning. Commercial drugs for treating diabetes,
including metformin, have reasonable glycemic control but can also cause adverse side effects. For this
reason, support alternatives are sought for treating patients, such as medicinal plants, including S.
campanulata, belonging to the Bignoniaceae family and known as Galeana in Mexico. Therefore, this
study aimed to evaluate the neuroprotective effect on the dentate gyrus (DG) after oral administration of
S. campanulata leaf extract in rats with DM2. Galeana leaves were collected to obtain the aqueous extract
of the plant (EASC). DM2 was induced in Wistar rats with 60% fructose administration for 6 weeks, and
the aqueous extract of Galeana (EASC) was administered chronically orally (9 weeks) through a feeding
tube to 200g diabetic rats. The groups of rats were healthy control, diabetic control without treatment
(DM2), diabetic control treated with metformin (DM+MF), and diabetic rats treated with the extract
(DM+EASC), with 8 rats per group. Subsequently, glycemia, % HbALc, brain weight, and volume were
evaluated. Behavioral tests of the elevated cross maze and the novel object recognition test were
performed to assess anxiety, non-spatial memory, and spatial recognition in the animals. Neural precursor
and neuron counts were also performed in the DG. Results showed that during the 9 weeks of
administration of EASC to diabetic rats, concentrations <100 mg/dL of glycemia were observed,
confirming its hypoglycemic effect. In addition, inhibition of brain weight and volume reduction was
observed in DM+EASC rats. The results of the behavioral tests, as well as the neural precursor and
neuron counts, were increased in the DM+EASC rats with respect to the DM2 rats; moreover, no
significant differences were shown between the groups of healthy rats compared to the DM+ EASC rats.
Therefore, it is concluded that the administration of EASC produces a hypoglycemic and neuroprotective
effect on DG neurons and brain reductions, as well as on memory and learning mediated by the

hippocampus of diabetic rats treated with the extract.

Key words: Spathodea campanulata, diabetes mellitus, neuroprotective, polyphenols, neurogenesis.
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l. INTRODUCCION
La diabetes se esta convirtiendo rdpidamente en la epidemia del siglo XXI y en un reto de salud global.
Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud indican que, a nivel mundial, de 1995 al afio 2013
se triplico el nimero de personas con diabetes, con cifra actual estimada en mas de 422 millones de
personas con diabetes (OMS, 2022). De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China,
India, Pakistan, Estados Unidos, Brasil y México, son (en ese orden) los paises con mayor nimero de
diabéticos (FID, 2021). La diabetes y sus complicaciones son parte del grupo de enfermedades crénico
degenerativas, que constituyen un problema de salud a nivel mundial. La diabetes es una importante
causa de ceguera, insuficiencia renal, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y amputacion de
los miembros inferiores. Esta enfermedad crénica aparece cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. Durante la diabetes
mellitus, la glucemia se eleva a valores anormales hasta alcanzar concentraciones nocivas para los
sistemas fisioldgicos, provocando dafio en el tejido nervioso (neuropatias), alteraciones en la retina
(retinopatia), el rifion (nefropatia) y en practicamente el organismo completo, con un prondstico letal si

no se controla (Cervantes y Presno, 2013).

El deterioro cognitivo, se reconoce cada vez mas como una posible complicacién de la diabetes
(Luchsinger et al., 2018). EI hipocampo es una estructura cerebral vulnerable a los efectos de la diabetes,
ya que la hiperglucemia puede inducir dafio oxidativo al aumentar la produccion de radicales libres y
reducir los mecanismos de defensa antioxidantes (Rababa'h et al., 2019). Cualquier factor que altere el
equilibrio entre la proliferacion/muerte neuronal (como la diabetes) puede resultar en un deterioro de la
memoria y el aprendizaje. Los estudios han demostrado que la diabetes experimental causa una
disminucion de las células granulares, proliferacion y muerte neuronal (necrosis/apoptosis) en CA1-CA3
y regiones de giro dentado (Piotrowski et al., 2001; Golalipour et al., 2012; Zhang et al., 2015; Sadeghi
et al., 2016).

Hay varios medicamentos comerciales disponibles para el tratamiento o el control de la diabetes, entre
los que se encuentran las biguanidas, dentro de las que se encuentra la metformina. Pero se ha descubierto
que el uso de estos tratamientos farmacoldgicos puede traer como consecuencia efectos secundarios

adversos para los pacientes (Chukwuma et al., 2019).
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El uso de la medicina tradicional y complementaria se estd expandiendo rdpidamente en todo el mundo
y muchas personas recurren a las plantas para el tratamiento de diversos problemas de salud (Sen y
Chakraborty, 2017). Se ha descubierto que las moléculas derivadas de plantas poseen compuestos
terapéuticos potenciales capaces de mejorar y tratar varias enfermedades, entre ellas la diabetes (Ekor,
2014). La especie Spathodea campanulata originaria de Africa (Franco et al., 2015), es conocida en la
medicina tradicional africana por su eficacia hipoglucemiante en el tratamiento de la diabetes (Teinkela
et al., 2016). Recientemente dentro de nuestro grupo de trabajo se encontré que los extractos de hojas de
S. campanulata presentaron un efecto hipoglucemiante y neuroprotector en la administracion oral a ratas

diabéticas, ademaés de un posible efecto antioxidante (Escamilla, 2019).
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1. MARCO TEORICO

1.1 Prevalencia de la diabetes mellitus

Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos con DM se reduce entre 5 y 10 afios. En México,
la edad promedio de las personas que murieron por diabetes en 2013 fue de 66.7 afios, lo que sugiere una
reduccién de 10 afios de vida (Hernandez et al., 2013). El desafio para la sociedad y los sistemas de salud
es enorme, debido al costo economico y la pérdida de calidad de vida para quienes padecen diabetes y
sus familias, asi como por los importantes recursos que requiere el sistema publico de salud para la
atencion de esta enfermedad. Estimaciones indican que en México los costos de atencion por paciente
son cerca de los 1,415 dolares anuales, lo que se traduce en 9 a 14% del gasto en salud destinado a la
atencion de esta enfermedad y sus complicaciones, inversion que de acuerdo con la Federacion

Internacional de Diabetes se relaciona directamente con la tasa de mortalidad por esta causa.

La prevalencia de la DM se ha incrementado en las Gltimas décadas: en 2007 la prevalencia de diabéticos
con diagnostico conocido en poblacién mayor de 20 afios fue de 7% (Romero et al., 2013), mientras que
en 2023, la Secretaria de Salud report6 una prevalencia del 11.9% (51.96% en mujeres y 48.03% en
hombres), es decir cerca de 85, 361,125 personas en el pais con DM. En relacién con la mortalidad en
México, el INEGI estim6 que, en 2022, la diabetes fue la segunda causa de muerte en el pais con 119,

992 fallecimientos.

11.1.1 Definicion de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica y/o un desorden metabdlico de causas mdltiples.
En su etapa inicial no produce sintomas y cuando se detecta tardiamente y no se trata adecuadamente
ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazon, ceguera, falla o insuficiencia renal,
accidente cerebrovascular, amputacion de las extremidades inferiores y muerte prematura (Diabetes
U.K., 2010). Los sintomas clasicos de la DM son poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y prurito
0 escozor por infecciones micoticas (Herrera et al., 2012). La dieta saludable, la actividad fisica regular,
un peso corporal normal, evitar el consumo de tabaco, asi como realizarse exdmenes médicos periddicos
pueden prevenir o retrasar la aparicion de DM, ademas de tener la posibilidad de detectar y tratar la
enfermedad de forma temprana (OMS, 2022). Los estilos de vida poco saludables son altamente
prevalentes entre nifios, adolescentes y adultos mexicanos, propiciando un aumento importante de

obesidad, principal factor de riesgo modificable de la DM (Hernandez et al., 2013).
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La DM aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce (defectos en la secrecion y/o accion de la insulina), causada por una
alteracion en la funcion endocrina del pancreas o por la alteracion de la pérdida de sensibilidad en los
tejidos efectores que son incapaces de utilizar a la insulina correctamente, provocando concentraciones
altas de glucosa en la sangre. La insulina es una hormona anabdlica sintetizada en las células beta ()
ubicadas en los islotes pancreaticos de Langerhans, esta hormona mantiene la homeostasis de glucosa en
la sangre, ya que permite su entrada y almacenamiento en el tejido muscular y adiposo, ademas, permite
el almacenamiento e inhibe la produccién de glucosa en el higado (Fig. 1), la insulina también promueve
la division y crecimiento celular mediante sus efectos mitdgenicos (Vazquez et al., 2017). El efecto de
la DM no controlada es la hiperglucemia (aumento de la glucosa en la sangre), que con el tiempo dafia

gravemente muchos érganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos (OMS, 2022).

La DM causa la alteracién del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, por la falta relativa o
completa de la secrecion de insulina por las células o por defecto de los receptores de insulina (Naranjo,
2016). La glucosa al no poder ser utilizada como combustible metabdlico, otras biomoléculas como los
lipidos y las proteinas son utilizadas, produciendo un incremento en la formacion de AcetilCoA (ACoA)
los cuales saturan el ciclo de Krebs, forzando al ACoA a entrar a la ruta de biosintesis de cuerpos
cetonicos, incrementandolos y generando complicaciones (cetoacidosis) (Castro, 2015; Diaz y Delgado,
2016). La cetoacidosis es una complicacion grave de la DM caracterizada por altas concentraciones de
glucosa en sangre y en la orina, que provoca deshidratacion, disminucion del pH sanguineo, vémitos,
dolor abdominal, aumento de la frecuencia respiratoria (hiperventilacion) y si no se corrige produce la
muerte (Herrera et al., 2012; Descalzo y Velasco, 2017). Se ha sugerido y casi confirmado en los Gltimos
afios que la insulina no solo se transporta de manera efectiva a través de la barrera hematoencefalica
(BHE), sino que también se puede producir en el cerebro, donde podria tener multiples funciones, como
ser un regulador de la ingesta de alimentos y la homeostasis energética y efectos sobre la funcién
cognitiva, incluido el aprendizaje y la memoria. Ademas, hay muchos receptores de insulina en el cerebro
que juegan un papel crucial en el proceso cognitivo (Blazquez et al., 2014; Csajbdk y Tamas, 2016;
Sanchez et al., 2020; Zhang et al., 2020).

La DM tiene multiples etiologias e incluye un grupo de enfermedades con procesos patogénicos como
trastornos genéticos, ambientales y autoinmunes que conducen a alteraciones en la funcién de las células

B, provocando deficiencia en la secrecion y distintos grados de resistencia a la insulina, donde los
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mecanismos pueden asociarse con un aumento de la produccion de glucosa en el higado y disminucion
de la captacién de glucosa en el tejido muscular y adiposo a un nivel de insulina establecido (Fig. 4).
Ademas, la disfuncion de las células f da como resultado una reduccion de 1a liberacion de insulina,
haciéndola insuficiente para mantener concentraciones normales de glucosa. La resistencia a la insulina
y la disfuncion de las células B ocurren temprano en la patogénesis de la DM tipo 2 (Zheng et al., 2018).
Cuando se habla de resistencia a la insulina, se habla de una condicidn sistémica en la que las células
dejan de responder a esta hormona. Las causas moleculares de la resistencia a la insulina son diversas:
involucra defectos en la union de la insulina a su receptor y alteraciones posteriores a dicha unién tales
como la disminucion en el nimero de receptores de insulina y de la actividad de las cinasas (PI3K y Akt),
defectos en la expresion y la funcién de los transportadores de glucosa (GLUT), y aumento de la
fosforilacion en residuos de serina/treonina de proteinas como el receptor de insulina o IRS, siendo este

ultimo mecanismo clave en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Vazquez et al., 2017).

El funcionamiento normal para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo
depende de una respuesta secretora de insulina normal y de la sensibilidad tisular normal a la
hiperinsulinemia y la hiperglucemia (es decir, el efecto de accion masiva de la glucosa) para aumentar la
captacion de glucosa. A su vez, los efectos combinados de la insulina y la hiperglucemia para promover
la eliminacion de la glucosa dependen de tres mecanismos estrechamente acoplados: 1) supresion de la
produccién de glucosa enddgena (principalmente hepatica); 2) estimulacion de la captacion de glucosa
por los tejidos esplacnicos (hepaticos méas gastrointestinales); y 3) estimulacion de la captacion de
glucosa por tejidos periféricos, principalmente musculos. La captacion de glucosa muscular estéa regulada
por el flujo a través de dos vias metabdlicas principales: la glucélisis (de la cual ~90% representa

oxidacion de glucosa) y la sintesis de glucdgeno (Cersosimo et al., 2018).

Los islotes pancreaticos estan constituidos por cuatro tipos celulares: células B, a, 6 y PP o F, las cuales
sintetizan y liberan hormonas como insulina, glucagon, somatostatina y el polipéptido pancreético,
respectivamente. Durante la DM, la glucemia se eleva a valores anormales alcanzando concentraciones
nocivas para los sistemas fisioldgicos, provocando dafio en el tejido nervioso (neuropatias), alteraciones
en la retina (retinopatia), el rifion (nefropatia) y en todo el organismo, con un prondstico letal si no se
controla (Cervantes y Presno, 2013). La liberacion de insulina es un proceso indispensable en la
homeostasis del cuerpo como respuesta al aporte energético del consumo de alimentos (Fig. 1). Su

liberacion es inducida principalmente al incremento de glucemia, pero al mismo tiempo es regulada por
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diversas sustancias (nutrimentos, hormonas, neurotransmisores del sistema nervioso autonomo, entre
otras) (Santulli et al., 2012).

Para la entrada de glucosa a las células, como se ha mencionado anteriormente se requiere de insulina,
esta insulina se une y activa a su receptor de transmembrana con actividad tirosina quinasa, codificado
por el gen INSR localizado en el cromosoma 19. La union de la insulina al receptor produce cambios
conformacionales dentro del receptor en las subunidades o que activan las subunidades p que se
autofosforilan en residuos de tirosina; esto permite que el receptor fosforilé residuos de tirosina (actividad
tirosina-kinasa) en proteinas diana del citoplasma de las células, transmitiendo la sefial a su interior. La
fosforilacion del receptor de insulina (IR) recluta proteinas adaptadoras como las del sustrato del receptor
de insulina (IRS) y la proteina Shc, que organizan complejos moleculares y desencadenan cascadas de
sefializacion intracelular. Entre las vias mediadas por IRS estan la activacién de las cinasas por la via de
fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K) y la proteina cinasa B (Akt), que desempefia el papel de las funciones
metabdlicas de la insulina, principalmente la de captacion de glucosa por las células, donde Akt permite
la translocacion de la proteina transportadora de glucosa (GLUT) (en el caso del masculo, tejido adiposo
y renal se expresa GLUT 4), de vesiculas intracelulares a la superficie celular para incrementar la captura
de glucosa, ademas, esto ayuda a la inhibicion de la gluconeogénesis y favorece la sintesis de glucogeno,
lipidos y proteinas en tejido hepético, adiposo y muscular, respectivamente, asi como la sintesis de
energia en forma de ATP, por lo que es comUn que se encuentren alteraciones en la actividad de AKT en
células en un estado de DM. Por su parte, las acciones mitdgenicas (division y crecimiento celular) de la
insulina se llevan a cabo a través de la proteina adaptadora Shc, que activa la via de las cinasas activadas
por mitégeno/Ras (MAPKSs/Ras) (Reyes y Arellano, 2008; Vazquez et al., 2017; Petersen y Shulman,
2018; Tokarz et al., 2018).
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Figura 1. Insulina como regulador de la entrada de glucosa a la célula. La insulina ayuda a la glucosa (o azlcar),
proveniente de los alimentos, a entrar a las células y obtener energia para nuestro cuerpo. La union de insulina a IR, permite
la foforilacion de este que a su vez activa a PI3K que al encontrarse fosforilada cataliza la produccion de fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol-1,4,5-bifosfato (PIP2), que a partir de PIP3 se reclutan y activan las
proteinas efectoras quinasa 1 dependiente de fosfoinositido (PDK1) y Akt. Después de unirse PIP3, Akt se activa por
fosforilacién de PDK1 y PDK2. AS160, (sustrato de Akt de 160 KDa) es una proteina que en su estado no fosforilado es
activa y regula negativamente la actividad de las proteinas G pequefias Rab que participan en el trafico vesicular, de manera
que al estar fosforilada regula positivamente a las proteinas G que se encargan de fosforilar vesiculas que contienen GLUT,
permitiendo la migracion de las vesiculas a la membrana plasmatica y posterior exocitosis para permitir la entrada de glucosa
a las células (Vazquez et al., 2017).

La despolarizacion de la célula § provoca la liberacion de insulina; el proceso inicia con el aumento de
la concentracion plasmatica de carbohidratos: la fructosa y la glucosa ingresan en la célula B a través del
transporte facilitado mediado por el transportador de glucosa 2 (GLUT?2) (Santulli et al., 2012). La célula
B dentro del pancreas, productoras de insulina es donde se dan las interacciones de proteinas en la cascada
de sintesis/secrecion de insulina. En el estado de reposo, la sintesis de insulina y la secrecion basal se
rigen por la concentracion de glucosa basal. La transcripcion del gen de la insulina (INS) esta regulada
por una serie de factores reguladores que se unen a los componentes aguas arriba del INS en el
cromosoma 11. El canal de potasio regulado por ATP (K atp) se rige por la relacion ATP:ADP, este
permanece abierto en el estado basal, lo que permite la salida de potasio del interior al exterior de la
celula B y deja la membrana plasmética en un estado hiperpolarizado. Cada canal de Katp consta de;
cuatro subunidades del canal de potasio de rectificacion (Kir6.2) en el interior, y cuatro unidades de
regulacion alrededor, ademas del receptor de sulfonilurea (SUR1). Los canales de calcio dependientes
de voltaje, designados como Cav1.2/1.3 y Cav2.3. Los granulos de insulina almacenados alineados en la
membrana celular constituyen un grupo de insulina de liberacion rapida responsable de la respuesta de
insulina de primera fase después de que la glucosa se eleva de forma aguda. Un grupo de granulos de

insulina de liberacion mas lenta es mas interno, pero puede movilizarse para constituir la respuesta de
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insulina de segunda fase cuando se mantiene una glucosa més alta. En el estado estimulado, cuando la
glucosa en sangre aumenta después de una comida, ingresa a la célula p a través del transportador de
glucosa GLUTZ2, un proceso no regulado por insulina. La glucocinasa (GK) que actla como un sensor
de la concentracion de glucosa dentro de la célula B, fosforila la glucosa a glucosa-6-fosfato (G6P), lo
que permite que su metabolismo produzca ATP. El incremento de ATP:ADP da como resultado el cierre
del canal de K atp, retencién de K* intracelular, que conduce a la despolarizacion de la membrana, y a la
apertura del canal de Ca®* dependiente de voltaje que permite la entrada de calcio y la secrecion de
insulina como respuesta de primera y luego de segunda fase. De esta manera, la energia quimica de la
glucosa se convierte en la actividad eléctrica de la celula B, creando un efecto reostato, con alta secrecion
de insulina cuando la glucosa es alta y una caida en la secrecion de insulina a medida que la glucosa cae
en respuesta a las acciones de insulina (Fig. 2) (Sperlin y Garg, 2018; Campbell y Newgard, 2021).
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Figura 2. Representacion esquematica de una célula beta (B). Se muestra la representacion de una célula beta en
condiciones de estado de reposo y estimulado (Sperlin y Garg, 2018).

11.1.1.1 Diagnéstico y farmacos para el tratamiento de diabetes mellitus
Se utilizan tres pardmetros para el diagnostico de la DM: la glucemia plasmatica (concentracién de

glucosa en sangre), la sobrecarga oral de glucosa (SOG) y el valor de hemoglobina glicosilada (HbA1c).
Estos criterios se han aceptado en base a estudios, que han demostrado que las concentraciones de
glucemia medidos por estos parametros y que estan por encima de las concentraciones normales
presentan mayor numero de retinopatia. Los puntos de corte han variado a lo largo de los afios,
aceptandose para el diagnéstico de DM una glucemia plasmatica basal > a 100 mg/dL (7.0 mmol/L)
realizada en cualquier momento, que se acompafie de sintomas clasicos de hiperglucemia, una cifra de

glucemia plasmatica a las 2 horas de una SOG > a 200 mg/dL (1.1 mmol/L), o una cifra de HbAlc >
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6.5% (Naya y Alvarez 2016). La elevacion cronica del azicar en sangre, denominada "hiperglucemia”,
es el principal parametro bioquimico de diagnostico para cualquier tipo de DM (Chaudhury et al., 2017).

El tratamiento de la DM esta dirigido a aliviar los sintomas, mejorar la calidad de vida y prevencion de
complicaciones agudas y cronicas. Las principales clases convencionales de medicamentos para el
tratamiento de hiperglicemia incluye: sulfonilureas que mejoran la liberacion de insulina de los islotes
pancreaticos, biguanidas que reducen la produccion de glucosa hepética, agonistas del receptor y
activador a través del proliferador de peroxisoma (PPARy) que aumenta la accion de la insulina,
inhibidores de a-glucosidasa (a-glu) que interfieren con la absorcién de glucosa en el intestino. Estos
farmacos se administran en monoterapia 0 en combinacion con otros hipoglucémicos (Tanayen et al.,
2014; Chaudhury et al., 2017). Algunos inconvenientes asociados al uso de farmacos convencionales
son: hipoglucemia grave, insuficiencia hepatica, aumento de peso, taquicardia e hipotiroidismo
(demostrado por sulfonilureas), menor eficacia terapeutica debido a un régimen posologico (control y
duracidn del tratamiento) inadecuado o ineficaz, baja potencia, efectos secundarios adversos debido al
metabolismo del farmaco y falta de problemas de especificidad del objetivo, solubilidad y permeabilidad.
Estos farmacos también presentan algunos beneficios y ventajas, como una dosis reducida, un inicio
rapido de accion, un perfil de liberacion controlado, una administracion optimizada del farmaco, una vida
media amplia, una variabilidad minima del paciente y una disponibilidad optimizada (Tabla 1). A pesar
de estos farmacos antihiperglucémicos prometedores, los principales retos para un tratamiento eficaz de
la enfermedad incluyen la optimizacion de las terapias, asi como la reduccidn de complicaciones a largo
plazo relacionadas con la DM (Padhi et al., 2020; Alam et al., 2022; Lee et al., 2023 a).

Algunos de los medicamentos asociados con pérdida de peso son las biguanidas, donde se encuentran la
metformina (MF) (Mellado et al., 2019). La MF a menudo se considera el tratamiento de primera linea
en la DM2, sus acciones principales son brindar una mayor absorcion de glucosa por los musculos, el
higado y los tejidos adiposos a través de la activacion de la proteina quinasa activada por monofosfato
de adenosina (AMP), un efector de la MF, también causa una reduccion de la produccion de glucosa
hepatica con una mejor resistencia a la insulina y la inhibicion de la rapamicina en los mamiferos en la
viamTOR. La MF también podria actuar sobre el intestino para liberar incretinas mejorando la secrecion
de insulina y la homeostasis de la glucosa (Xie et al., 2018). La MF puede tener efectos secundarios
adversos como los mencionados anteriormente, pero el efecto secundario mas frecuente es la diarrea que

se produce en torno al 30% de los pacientes. Otros efectos gastrointestinales son: sabor metalico, acidosis
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lactica, epigastralgia, nduseas, vomitos y flatulencia. Ademas, interfiere en la absorcién de la vitamina
B12 que se ha asociado con un empeoramineto de la neuropatia diabética (ND) (Reyes et al., 2016; Alam
et al., 2022). Los agentes antidiabéticos como la MF y la glibenclamida que solo afectan el nivel de
glucosa en sangre, no tienen un efecto considerable sobre las complicaciones presentadas en la DM, tales
como la neuropatia, retinopatia, infartos, entre otros (Bahramsoltani et al., 2021) (Tabla 1). En Gltima
instancia, la forma més eficaz de reducir el riesgo de complicaciones vasculares para cualquier tipo de
DM es lograr un control glucémico éptimo con el objetivo de alcanzar la normoglucemia lo antes posible

en el curso de la enfermedad (Forbes y Cooper, 2013).

Medicamento

Biguanidas
(Metformina)

Actividad
Reducen la produccién de
glucosa  hepéatica, ademas

ayudan a una mayor absorcion
de glucosa por los musculos, el
higado y los tejidos adiposos, y
una mejor resistencia a la
insulina. Liberacion de
incretinas, = mejorando  la
secrecion de insulina y mejorar
la homeostasis de la glucosa.

Ventajas

Se pueden administrar en
monoterapia 0  en
combinacion con otros
hipoglucémicos,

también presentan una
dosis reducida, un inicio
rapido de accién, un
perfil de liberacion
controlado, una
administracion

Desventajas
Pueden presentar hipoglucemia
grave, aumento o pérdida de peso,
menor eficacia terapéutica, baja
potencia y efectos secundarios
alterados debido al metabolismo
del farmaco, falta de especificidad

del objetivo, solubilidad vy
permeabilidad, taquicardia,
hipotiroidismo, insuficiencia
hepética, diarrea, efectos

Sulfonilureas  Mejoran la liberacion de optimizada del farmaco, gastrointestinales (sabor metalico,
insulina  de los islotes una vida media amplia, epigastralgia, nduseas, vomitos y
pancreéticos. una variabilidad minima flatulencia), interfiere en la

Agonistas de  Aumenta la accion de la del paciente y una absorcion de la vitamina B12 y no

PPARYy insulina disponibilidad tienen un efecto considerable sobre
Inhibidores de  Interfieren con la absorcion de = OPtimizada. el _riesgo de er?fermedades
a-glu glucosa en el intestino. card_lovasculares relacionadas con

la diabetes.

Tabla 1. Actividades, ventajas y desventajas de
farmacoldgicos para la DM.

las principales clases convencionales de medicamentos

11.1.2 Tipos de diabetes mellitus
La clasificacion de la DM actual mas ampliamente utilizada es de la American Diabetes Association

(ADA), que se basa fundamentalmente en su etiologia y caracteristicas fisiopatoldgicas. La cual las
clasifica principalmente en Diabetes mellitus tipo 1, Diabetes mellitus tipo 2 y Diabetes mellitus
gestacional. A partir de estds se pueden encontrar y clasificar otros tipos de enfermedad de la DM

(Sanzana y Durruty, 2016).

La diabetes tipo 1 se asocia con una dependencia absoluta de la insulina, y en la diabetes tipo 2, hasta el
50% de las personas finalmente requieren insulina para controlar la hiperglucemia (Forbes y Cooper,
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2013). Debido a que las células B, son afectadas, la produccion endégena de insulina desaparece casi por
completo siendo necesaria la administracion de insulina exdgena para controlar la glucemia y evitar las

complicaciones de la DM, sosteniendo un funcionamiento normal (BNMEUA., 2013).

11.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1
La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) también llamada insulino dependiente, presenta un déficit absoluto en

la secrecion de insulina. Esta DM1 puede ocurrir a cualquier edad, pero es diagnosticada principalmente
durante la infancia o la adolescencia (Castro, 2015). Este proceso ocurre en sujetos predispuestos
genéticamente, probablemente desencadenado por uno o méas factores ambientales, y generalmente se
desarrolla durante meses o afos, en los cuales el sujeto esta asintomatico y euglucémico. La DM1 se
produce cuando ocurre una destruccion autoinmune de aproximadamente el 90% de las células B,
desarrollando en el paciente una deficiencia de insulina (Diaz y Delgado, 2016; Campbell y Newgard,
2021). Un locus identificado que contribuye a un 40-50% de la susceptibilidad genética de esta
enfermedad, est& localizado en la regidn del antigeno leucocitario humano (HLA) del cromosoma 6p,
que contiene genes que codifican para el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase Il (Pociot
et al., 2010). Estas moléculas pueden ligarse a los antigenos que intervienen en la patogénesis de la DML1.
Esto permite que dichos antigenos sean presentados a los receptores de las células T, que son las mayores
efectoras del proceso destructivo autoinmune (Diaz y Delgado, 2016). Debido a la afectacion de las
celulas B, la produccién enddégena de insulina desaparece casi por completo siendo necesaria la
administracion de insulina exdgena para controlar la glucemia, y sostener un funcionamiento normal.
Debido a la baja o nula cantidad de insulina, ocurre un aumento de glucosa en la sangre, donde esta
glucosa puede unirse a lipopolisacéridos y a la hemoglobina favoreciendo la formacion de ateromas
(abultamiento de una arteria). Ademas, al no poder usarse la glucosa como combustible metabdlico, se
favorece la digestion de lipidos y proteinas que aportan menor cantidad de energia apareciendo sintomas

de polifagia (sensacion de hambre) y de adelgazamiento (Castro, 2015; Diaz y Delgado, 2016).

11.1.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

La obesidad morbida se asocia con el desarrollo de diferentes enfermedades, entre la que destaca la DM.
Durante la obesidad, el pancreas tiene una hiperactividad por la concentracién alta y constante de glucosa
en sangre, con una secrecion de insulina elevada para conservar la glucemia en concentraciones normales
(Ley et al., 2018). Las causas desencadenantes de la DM tipo 2 (DM2) no se conocen en el 70-85% de
los pacientes. Pueden existir diferentes factores que influyen en el padecimiento de la enfermedad como
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la herencia poligénica, factores de riesgo que incluyen la obesidad, dislipidemia, hipertension arterial,
historia familiar de DM, dieta rica en carbohidratos, factores hormonales y una vida sedentaria (Cervantes
y Presno, 2013). El tejido adiposo, el higado, los musculos y el pancreas son en si mismos sitios de
inflamacidn en presencia de obesidad. La infiltracion de células inmunitarias, asi como la presencia de
citocinas proinflamatorias en estos tejidos, se ha asociado con resistencia a la insulina y deterioro de las
celulas . También se ha planteado la posibilidad de que la disfuncion endotelial y los cambios en la
permeabilidad capilar vascular afecten la accion de la insulina periférica. Estos mecanismos patogénicos
deben tenerse en cuenta a la hora de decidir el tratamiento de la hiperglucemia en pacientes con DM2
(Cersosimo et al., 2018).

La DM2 o “diabetes mellitus No Insulino dependiente”, es una combinacion de una resistencia a la accion
de la insulina y una respuesta compensatoria de insulina inadecuada, por lo que se presentan
concentraciones elevadas de glucosa al igual que en la DM1 (Castro, 2015). La DM2 es el tipo méas
comun de esta enfermedad, ya que representa hasta un 91% de los casos. La DM2 es muy infrecuente
por debajo de los 45 afios, con un aumento claro de su incidencia a partir de los 60 afios (Diaz y Delgado,
2016). La DM2 es una enfermedad heterogénea que involucra mdaltiples factores conductuales,
metabdlicos y genéticos. La aparicion de diabetes se caracteriza por un deterioro progresivo de la
tolerancia a la glucosa (Ley et al., 2018; Campbell y Newgard, 2021).

Existen ocho causas principales conocidas que conducen a la hiperglucemia en la patogénesis de la DM2,
conocida como el “octeto ominoso” (Fig. 3). Ya que la disminucion de la captacion periférica de glucosa
combinada con el aumento de la produccién de glucosa enddgena (hepética) son caracteristicas de la
resistencia a la insulina. EI aumento de la lipdlisis con la acumulacion de metabolitos lipidicos
intermedios aumenta la produccion de glucosa al tiempo que reduce la utilizacion periférica. Las
secreciones compensatorias de insulina por las células B pancreaticas finalmente alcanzan un méaximo y
luego se deteriora progresivamente. Al mismo tiempo, hay una liberacion inapropiada de glucagén de
las células alfa pancreaticas, particularmente en el periodo posprandial (valor plasmatico de glucosa
obtenido a las dos horas posteriores a la ingestion de comida), que provoca el aumento de glucosa. Se ha
postulado que tanto la alteracion de la insulina como la secrecion excesiva de glucagon en la DM2 se
ven facilitadas por el “defecto de las incretinas”, principalmente como respuesta inadecuada de las
hormonas incretinas gastrointestinales a la ingestion de comida, ademas de la resistencia de las células

de los islotes a la accion potenciadora de la secrecion de insulina por estos péptidos

12

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracién cronica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

gastrointestinales. Asimismo, teniendo en cuenta que la resistencia a la insulina hipotaldmica (sistema
nervioso central) con un impulso simpatico elevado, que se observa tipicamente en pacientes con DM2,
también afecta la capacidad de la insulina circulante para suprimir la produccién de glucosa. El hecho de
que la capacidad de reabsorcion de glucosa en los tubulos renales se incremente en los pacientes
diabéticos también contribuye al desarrollo y mantenimiento de la hiperglucemia cronica (Cersosimo et
al., 2018).

Disminucion
Efecto Incretina

Disminucion secrecid —
Insulina Incremento
: Lipolisis
Célula—cc ‘R

- ﬂ vo.,

S Incremehnto
°°A g °;" Reabsorcion
% ‘%’o‘ Glucosa.

Incremento
Secrecion
Glucagon

Disminucion captacion

Glucosa
Disfuncion
Neurotransmisores

Figura 3. Los ocho mecanismos principales que contribuyen a hiperglucemia en pacientes con DM2. Causas
principales conocidas que conducen a la hiperglucemia a través de la patogénesis de la DM2. PHG: produccion hepatica
de glucosa (Modificado de Cersosimo et al., 2018).

Cuando los circuitos de retroalimentacion entre la accidn de la insulina en sus tejidos sensibles como el
higado, los musculos v el tejido adiposo (resistencia a la insulina en la DM2) y la secrecion de insulina
por las células B de los islotes pancreaticos (disfuncion celular ) no funcionan, da como resultado niveles

anormales de glucosa en sangre (Fig. 4) (Zheng et al., 2018).

—
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Factores que afectan Ila secrecidon v la acciédn de Ia insulina

- Peso corporal - Consumo excesivo de alcohol - Epigendética

= Una vida sedentaria = Predisposicion genctica - Diabetes mellitus
= Fumar = Interaccion gen-ambiente Gestacional

{ T 1
Perfil de riesgo negativo Perfil de riesgo positivo
(Bajo riesgo de padecer DM) {Alto riesgo de padecer DM)
+ -
. Disfuncién de | élul
Normoglucemia stuncion de fas celulas By
resistencia a la insulina
PrOdL_'CCién de. gluc.osa Captacidn de glucosa Captacion de glucosa
mediada por insulina mediada por insulina l mediada por insulina 1
Higado Tejido adiposo Musculo esquelético

Hiperglucemia

Figura 4. Fisiopatologia de la hiperglucemia en DM2. La secrecidn de insulina de las células p reduce la produccion de
glucosa en el higado y aumenta la captacién de glucosa por el muasculo esquelético y el tejido adiposo. La disfuncion de las
células B y/o resistencia a la insulina en los tejidos sensibles provoca hiperglucemia, que conduce a una cantidad excesiva de
glucosa circulando en la sangre. Los diversos factores enumerados en la parte superior afectan la secrecidn y la accion de la
insulina (Modificado de: Zheng et al., 2018).

11.1.2.3 Diabetes mellitus gestacional
En las mujeres, el aumento de obesidad ha aumentado la incidencia de la diabetes mellitus gestacional

(DMG). Los factores de riesgo conocidos de predisposicion a la DMG incluyen la edad materna
avanzada, el origen étnico, antecedentes familiares de DM2 o hiperglucemia, sobrepeso u obesidad antes
del embarazo, sindromes metabolicos, dieta nutricional mala, sindrome de ovario poliquistico (SOP),
preeclampsia, genética, entre otros (Lende y Rijhsinghani, 2020). La DMG se define como cualquier
intolerancia a los carbohidratos diagnosticada por primera vez durante el embarazo (Medina et al., 2017),
debido a la alteracidon de la tolerancia a la glucosa como resultado de la disfuncion de las células f de la
madre, provocando insuficiencia o resistencia de insulina para regular la homeostasis de la glucosa
durante el embarazo (Plows et al., 2018; Alejandro et al., 2020). Los resultados adversos de la DMG en
el embarazo estan relacionados principalmente con el riesgo de malformacién fetal debido al efecto
teratogénico de la glucosa y/o sus anomalias metabdlicas (obesidad, hipertension, dislipedimia, etc.)
causando un circulo vicioso intergeneracional de obesidad y DM, otra consecuencia de la DMG es que
puede producir macrosomia (recién nacido mucho méas grande que el promedio) causada por el
hiperinsulinismo fetal en respuesta a las concentraciones altas de glucosa derivados de la hiperglucemia
materna, de manera que las hormonas del embarazo pueden bloguear el trabajo que hace la insulina.
Como resultado, si las concentraciones de glucosa materna son altos y descontrolados, existe un exceso
de glucosa transportada a través de la placenta que induce un aumento de la produccién de insulina fetal
(Baz et al., 2016; Plows et al., 2018; Alejandro et al., 2020; IlIsley y Baumann, 2020).

—
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11.1.3 Complicaciones de la diabetes mellitus

Las complicaciones crénicas de la DM comprenden trastornos microcirculatorios (microvasculares), es
decir dafio en vasos sanguineos pequefios y macrocirculatorios (macrovasculares) debido al dafio en
arterias. Las complicaciones microcirculatorias se producen en tejidos corporales independientes de la
insulina, tejidos que no requieren la presencia de insulina para que la glucosa ingrese en las células
tisulares en estado post-absortivo. Esta independencia de insulina probablemente implica que la
concentracion de glucosa en muchos de estos tejidos es similar a la concentracion sanguinea (Carrasco,
2017). Por el contrario, la captacion de glucosa mediada por insulina tiene lugar sélo en tejidos sensibles,
la insulina estimula la captacion de glucosa en el muasculo esquelético, que es el sitio mas grande para la
eliminacion de la glucosa de la dieta, y en el tejido adiposo, mientras que en el higado disminuye la tasa
de produccion de glucosa hepatica al aumentar el almacenamiento de glucosa como glucégeno
(Hanhineva et al., 2010). Las complicaciones macrovasculares afectan a las arterias que irrigan el
corazon, cerebro y las extremidades inferiores, las cuales incluyen enfermedad cardiovascular acelerada
(ECV) que resulta en infarto de miocardio, apoplejia, enfermedad cerebrovascular y amputacion de
extremidades inferiores, siendo aproximadamente tres veces mayor el riesgo de padecer estas
compliaciones en un paciente diabético en comparacion con la poblacion general (Cole y Florez, 2020).
Las complicaciones microvasculares son muy frecuentes, y la mitad de los pacientes con DM2 las
presentan, estas incluyen retinopatia, nefropatia y neuropatia que estan estrechamente asociadas con las
disminuciones cognitivas (Zheng et al., 2017). Otras complicaciones cronicas de la DM incluyen
depresién, ansiedad, demencia y disfuncion sexual. La DM también se asocia con una enfermedad
macrovascular aterosclerética acelerada que afecta a las arterias que irrigan el corazon, el cerebro y las
extremidades inferiores. Ademas, las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el éxido nitrico (NO),
el peréxido de hidrégeno (H203), el radical hidroxilo (OH) y el superoxido (O2) son indicadores primarios
de estrés oxidativo que proliferan en presencia de DM. El estrés oxidativo puede ser causado por la
sobreproduccion de ROS por reacciones metabdlicas que utilizan oxigeno y cambian el equilibrio entre
los estados oxidante/antioxidante a favor de los oxidantes. Una vez producido, el estrés oxidativo puede

dafar los lipidos, las membranas, proteinas y acidos nucleicos (Demir et al., 2021).

11.1.3.1 Complicaciones macrovasculares
Los trastornos cardiovasculares en la diabetes incluyen aterosclerosis prematura, que se manifiesta como

infarto de miocardio y apoplejia, deterioro de la funcion cardiaca, predominantemente disfuncion
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diastdlica. La aterosclerosis es un proceso complejo que involucra numerosos tipos de células e
importantes interacciones de célula a célula que, en dltima instancia, conducen a la progresion de la
"grasa" hasta la formacidon de placas ateroscleroticas complejas. Estas placas aterosclerdticas complejas
pueden desestabilizarse y romperse, dando lugar a infarto de miocardio, angina inestable o accidentes
cerebrovasculares (Zheng et al., 2017). La miocardiopatia se caracteriza por disfuncién diastélica (DD),
que es una incapacidad del corazén para relajarse y llenarse de sangre durante la parte diastdlica del ciclo
cardiaco. La principal consecuencia clinica de la DD es la disnea de esfuerzo, que impide la capacidad
de los diabéticos para realizar ejercicio, un aspecto importante del manejo de la DM, particularmente en

el contexto de la obesidad (Forbes y Cooper, 2013).

11.1.3.2 Complicaciones microvasculares

El dafio inducido por hiperglucemia en la red microvascular en el rifidn, los ojos y los nervios es mucho
mas comun y tiene un efecto sustancial sobre la mortalidad. La enfermedad renal diabética (DKD, de sus
siglas en inglés Diabetic kidney disease) a menudo denominada nefropatia diabética, es un trastorno
progresivo definido por una funcién renal reducida debido a la hiperglucemia, que a menudo coexiste
con albuminuria (Martinez et al., 2015). La DKD no tiene cura, el tratamiento implica el control de las
concentraciones de glucosa en sangre, proteinuria, dafio renal hasta las ultimas etapas de la DKD, en las
que la dialisis o el trasplante de rifidn suelen ser necesarios para la supervivencia. La DKD sigue siendo
la causa mas comun de enfermedad renal en etapa terminal, que a su vez se asocia con un aumento de la
mortalidad (Cole y Florez, 2020).

La retinopatia diabética (RD) debido a la hiperglucemia provoca dafios progresivos en los vasos
sanguineos de la retina, lo que provoca hemorragia, desprendimiento de retina y ceguera. La gravedad
de la RD se asocia con la duracion de la DM, la edad en el momento del diagndstico, las concentraciones
de HbAlc, la presién arterial, la insulina, uso y presencia de proteinuria (Cole y Florez, 2020).

La neuropatia diabética (ND) por causa de la DM es una de las principales causas de dafio a los nervios,
en particular a los nervios periféricos mas largos que inervan las extremidades inferiores. Ademas del
dolor excesivo y la disminucién de la calidad de vida asociados con la ND, las personas con DM tienen
un riesgo de por vida de 15 a 25% de ulceraciones del pie y un riesgo 15 veces mayor de amputacion de
una extremidad en comparacion con las personas sin DM (Pop-Busui et al., 2017). La ND es la
complicacidn que tiene el mayor riesgo de presentarse en la DM, ya que afecta aproximadamente al 30%

de las personas con DMI y a >50% de las personas con DM mayores de 50 afios, es una de las
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complicaciones menos estudiadas, ya que es dificil de medir de manera directa y precisa, y el tratamiento
se basa en la prevencion con control de glucosa, manejo de dolor y sintomas (Cole y Florez, 2020).

11.1.4 Mecanismos de dafio tisular presentes en la diabetes mellitus

La DM altera la funcién bioldgica de muchos 6rganos del cuerpo debido a la glucotoxicidad
cronica, modificando numerosas vias en el metaboloma biolégico. Durante el desarrollo y la progresion
de la DM, muchas vias se regulan positivamente en un intento de manejar el aumento de glucosa en el
cuerpo (Yan, 2018). La DM conduce a muchas enfermedades como ya se ha mencionado, las
complicaciones microvasculares especificas de la DM son la causa de muchas de estas enfermedades.
Las cinco vias principales que se cree desarrollan patologias microvasculares y macrovasculares en la
DM son: 1) aumento del flujo de la via de los polioles (via del sorbitol); 2) aumento de la formacion de
productos finales de glicacion avanzada (AGE); 3) activacion de isoformas de proteina quinasa C (PKC);
4) aumento del flujo de la via de la hexosamina y 5) la via del enodiol/alfa-cetoaldehido (Yan, 2018).
Todas estas vias convergen en la elevacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por una variedad de
sistemas de generacion de ROS (Luo et al., 2016). Todos estos factores reflejan una excrecion excesiva
de moléculas tdxicas, debido al aumento de sintesis de superdxido a traves de la cadena de transporte de
electrones. Los mecanismos de dafio por hiperglucemia incluyen y dan como resultado las enfermedades

microvasculares y macrovasculares (Ahmed et al., 2020).

11.1.4.1 Via del sorbitol

En condiciones normoglucémicas, el proposito principal de la combustion de glucosa es producir energia
en forma de ATP, producir NADPH vy ribosa a través de la via de las pentosas fosfato. EI exceso de
glucosa se almacena en el cuerpo como glucoégeno o acidos grasos (Fig. 5 (A)). Casi todas las reacciones
bioguimicas en el metabolismo de la glucosa son en realidad reacciones redox, ya que la glucosa
proporciona electrones que se almacenan principalmente en NADH, cuanta mas alta es la concentracion
de glucosa en sangre, mayor es el contenido de NADH. Esto puede inclinar el equilibrio redox entre
NADH y NAD" hacia el lado de NADH, dando como resultado un desequilibrio redox. Esto es lo que
ocurre en la DM y se sabe que la via de los poliol juega un papel importante en la ruptura del equilibrio
redox entre NADH y NAD" (Wu et al., 2017). Los polioles o polialcoholes son alcoholes polihidricos
con varios grupos hidroxilo. Dentro de esta familia de compuestos destacan los glucitoles (conocido
como sorbitol), glacidos a los que se les ha reducido el grupo carbonilo a alcohol (Escobar, 1995; Yan.,
2018).

17

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

(A) Glucosa (B) Glucosa
Hexocinasa/glucocinasa NADPH
Aldolasa reductasa
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Figura 5. Vias metabdlicas de la glucosa en condiciones euglucémicas e hiperglucémicas. (A) En condiciones fisioldgicas
normales, la glucosa produce energia (ATP) a través de la glucolisis y las vias del ciclo de Krebs. La glucosa también puede
fluir a la via de las pentosas fosfato que produce NADPH vy ribosa. El exceso de glucosa se puede almacenar como glucdgeno
0 4cidos grasos. (B) En condiciones de DM, el 30% de la glucosa fluye a la via de los poliol, mediante la cual la glucosa se
convierte en fructosa a través de 2 reacciones consecutivas que también transforman NADPH en NADH (Modificado de:
Yan, 2018).

La via del sorbitol también conocida como via del poliol consta de dos reacciones catalizadas por dos
enzimas. La primera reaccion es la reduccion de glucosa a sorbitol, que es catalizada por la aldosa
reductasa (AR). Esta reaccion, es la reaccion limitante en esta via y también convierte NADPH en
NADP™, su capacidad para catalizar la reduccion de la glucosa es casi insignificante en condiciones
normoglucemicas. Por el contrario, cuando el nivel de glucosa es alto, esta enzima y la via de los poliol
se convierten en una via importante para eliminar la glucosa. La segunda reaccion convierte el sorbitol
en fructosa y es catalizada por la sorbitol deshidrogenasa, que produce NADH a partir de NAD" (Fig. 5
(B)) (Yan, 2018), lo que provoca la activacion de la PKC por el aumento de la relacion NADH/NAD™
(Unuofin y Lebelo, 2020). Debido a que casi el 30% de la glucosa en sangre puede fluir a través de la
via de los poliol en la DM, se ha pensado que esta via es la principal contribuyente al desequilibrio
redox NADH/NAD™ que conduce a la produccion de ROS vy estrés oxidativo (Wu et al., 2017), asi como,
disminuir la relacion NADPH/NADP* y la produccion de éxido nitrico trayendo como consecuencia
complicaciones o discapacidad vascular, también puede inducir la acumulacion de sorbitol y el estrés
osmotico, aumentar el contenido de fructosa lo que conduce a un aumento de la glicacion de proteinas y
al desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD). En general las consecuencias
de estos eventos son complicaciones diabeticas que incluyen retinopatia (por el estrés osmotico),
nefropatia y neuropatia (Aldebasi et al., 2013; Yan, 2018). El exceso de glucosa produce sorbitol que
lucha por filtrarse en las membranas celulares, provocando asi hinchazon de las células osmoticas,
deterioro de la estructura y funcion celular, disminucion de la actividad de la ATPasa y, en ultima
instancia, poniendo en movimiento el metabolismo celular y dafio funcional (Unuofiny Lebelo, 2020).
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11.1.4.2 Accion de productos de glicacion avanzada

Los productos finales de glicacion avanzada (AGE) desempefian un papel central en la génesis y
progresion de las complicaciones de la DM. La resistencia a la insulina también parece acelerar el
envejecimiento biologico al fomentar la formacion de AGE vy, en consecuencia, de ROS (Marenco y
Lengua, 2016). También la produccion excesiva de AGE causa mayor dafio a las células p a traves de la
hiperglucemia (Unuofin y Lebelo, 2020). Los AGE son un grupo complejo y heterogéneo de compuestos
formados por la reaccion no enzimatica de los azUcares reductores como la glucosa con aminoacidos,
péptidos, proteinas y acidos nucleicos, causando una alteracion de su funcion. Estas reacciones generan
diferentes tipos de ROS durante la formacion de productos de Amadori y las reacciones que desembocan
en AGEs (Calderon et al., 2013).

En la glicacion, los azlcares reductores reaccionan con los sitios activos de las macromoléculas para
formar bases de Schiff inestables, que luego se reorganizan para formar productos de Amadori (productos
de glicosilacion temprana), principalmente compuestos de carbonilo (Kang y Yang, 2020), que después
se someten a complicados reordenamientos quimicos (oxidaciones y deshidrataciones) y se reticulan a
macromoléculas para finalmente formar AGE irreversibles y estables (Ott et al., 2014). La reaccion entre
D-glucosa o D-fructosa y el aminoacido N-terminal y/o grupos e-amino de una proteina forma productos
de base de Schiff. En el caso de la glucosa, la base de Schiff se somete a un reordenamiento de Amadori
para producir un aducto mas estable. Con fructosa, la reaccién es similar, pero la reaccién se denomina
producto de transposicién de Heyns (con carbono 2 en lugar del carbono 1 de la hexosa) y da como
resultado la formacion de 2 productos. Estos primeros productos de glicacion se someten a reacciones de
transposicion, deshidratacion y condensacién adicionales para producir derivados fluorescentes
reticulados irreversiblemente, 0 AGE. La CML proviene de la degradacion de los productos de Amadori

(Fig. 6). Sin embargo, los AGE especificos de fructosa no se han caracterizado bien (Gugliucci, 2017).
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Figura 6. Secuencia simplificada de la glicacién de proteinas mediada por glucosa y fructosa. La reaccion de Maillard
por la glucosa (A) y la fructosa (B) produce diferentes productos de glicacion temprana y tardia. Fru-AGE, producto final de
glicacion avanzada con fructosa; Glc-AGE, producto final de glicacién avanzada derivado de glucosa (Modificado de:
Gugliucci, 2017).

Durante el proceso, se generan grandes cantidades de radicales libres, o que a su vez promueve la
formacion de AGE, que a su vez estimulan la generacion de ROS a través de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Los enlaces cruzados no enzimaticos entre la glucosa (u otros azlcares
reductores) y los grupos amino provocan dafios en las estructuras y funciones de las proteinas, por
ejemplo, el endurecimiento de los vasos sanguineos resultante de la glicacion no enzimética del colageno
y la elastina (Kang y Yang, 2020). Esta via puede promover la activacion de NF-kB que conduce a la
apoptosis y la regulacion positiva del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) para aumentar la
permeabilidad endotelial vascular, as6 como provocar la pérdida de funcién de las células, migracién y
disfuncion celular y modificacion de proteinas plasmaticas (Gugliucci, 2017; Wu et al., 2018; Unuofin
y Lebelo, 2020).

11.1.4.3 Via de la proteina- cinasa C
La familia de las proteinas quinasas C (PKCs) son serina/treonina quinasas, que contribuyen a la

regulacién de la permeabilidad de las células endoteliales, estimulando la proliferaciéon celular, el
crecimiento vascular, la regulaciébn de la permeabilidad endotelial, la vasoconstriccion, la
sintesis/renovacion de la matriz extracelular (MEC), el crecimiento celular, la angiogénesis, la activacion
de citocinas y la adhesion de leucocitos. Su activacion se ve reforzada por el aumento de los niveles de
glucosa en los animales diabéticos y las células vasculares en varios tejidos (retina, aorta, corazén y
glomérulos renales) (Cosentino et al., 2012; Unuofin y Lebelo, 2020; Lien et al., 2021). La activacion
de la PKC regula diversas funciones vasculares mediante la modulacion de actividades enzimaticas como
la fosfolipasa citosélica A2 y Na*, K* -ATPasa, y expresiones génicas que incluyen componentes de la

matriz extracelular y proteinas contréctiles. La PKC esta involucrada en la transduccion de sefiales, puede
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responder a los estimulos de hormonas, neuronas y factores de crecimiento especificos. Ademas, la PKC
puede aumentar la actividad de la NADPH oxidasa, que promueve la produccion de ROS en muchas
células vasculares, incluidas las células endoteliales, las células del musculo liso, los pericitos, las células
mesangiales, entre otras. Por tanto, la via de la PKC inducida por la hiperglucemia puede agravar el estrés
oxidativo en las células (Kang y Yang, 2020), ademas de alterar las acciones de la insulina en los vasos
sanguineos para inducir patologias (Lien et al., 2021). Se han asociado mdltiples complicaciones
diabéticas con una mayor activacion de PKC, estas anomalias incluyen cambios en el flujo sanguineo,
engrosamiento de la membrana basal, expansion de la matriz extracelular, permeabilidad vascular,
angiogénesis, crecimiento celular y alteraciones de la actividad enzimatica como Na* —-K* —ATPasa,
cPLA2 y MAP quinasa (Fig. 7) (Evcimen y King, 2007).

Hiperglucemia
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Figura 7. Efectos fisiolégicos y mecanismos celulares de la hiperglucemia inducida por la activacién de DAG-PKC.
(Modificado de: Evcimen y King, 2007).

11.1.5 Complicaciones de la diabetes en el sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) es una red compleja de estructuras especializadas (encéfalo, médula
espinal y nervios) que controlan y regulan el funcionamiento de los diversos érganos y sistemas,
coordinando su interrelacién y cambios en la relacion del organismo con el medio externo e interno,
evaluando esta informacion y respondiendo a través de cambios en madsculos o glandulas. La DM dentro
sus complicaciones microvasculares tienen impactos negativos en los tejidos del SNC. El vinculo entre
la DM y la enfermedad degenerativa del cerebro esta bien establecida, por lo tanto se ha relacionado el
deterioro cognitivo con la degeneracion regional del cerebro en los pacientes diabéticos. Los centros
cerebrales relacionados con el movimiento (funcién motora) frecuentemente emergen como afectados
por el estado de la DM (Tan et al., 2016), al igual que la enfermedad en las neuronas sensitivomotoras

periféricas son bien reconocidas. La neuropatia periférica diabética (NPD) es causada por la
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degeneracion de los nervios somaticos periféricos y afecta al 30-50% de las personas con DM (Ferris et
al., 2020). Las complicaciones microvasculares tienen mecanismos similares independientemente del
tejido; los AGE, la hiperglucemia cronica y la pérdida de la sefializacion de la insulina provocan una
cascada de activacion de la via inflamatoria, estrés oxidativo, disfuncion endotelial, asi como también el
envejecimiento neuronal y pérdida de neuroplasticidad. La disfuncion endotelial inflamatoria y la pérdida
subsecuente de la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE) provocan el desarrollo de lesiones
microvasculares cerebrales, lo que resulta en un aumento de la carga de hiperintensidades de la sustancia

blanca, infartos lacunares y microhemorragias (Erus et al., 2015; Ferris et al., 2020).

La DM2 es un factor de riesgo importante para el desarrollo de disfuncion cognitiva y demencia. La
demencia es un sindrome de deterioro cognitivo severo. En la etapa inicial la demencia es lenta en
pacientes con DM, su nivel cognitivo es mas bajo que el de las personas que envejecen normalmente,
pero no puede cumplir con los criterios de diagndstico para la demencia, este estado intermedio es la
disfuncién cognitiva leve (DCL). La DM2 no solo aumenta el riesgo de DCL, sino que también acelera
la progresion de DCL a demencia, aumentando su tasa de conversion de 1.5 a 3 veces (Zhang et al.,
2020). Debido a que es probable que ocurran cambios en la funcion cerebral antes que los cambios
estructurales, las funciones cerebrales pueden reflejar anomalias antes de que se produzcan cambios
estructurales. La edad, la duracion de la enfermedad y la regulacién de la glucosa influyen en la gravedad

de estos cambios estructurales (Rigoglio et al., 2017).

El uso de resonancia magnética funcional en reposo en pacientes con DM ha permitido determinar la
disminucion de la actividad neural en el I6bulo occipital y la circunvolucion postcentral relacionada con
una disminucién de la funcion cognitiva (Vinik et al., 2018b). De manera que la DM afecta
negativamente la estructura y funcion del cerebro. Los mecanismos demostrados que influyen en el
envejecimiento cerebral acelerado (estructura y funcidon) en relacién con la DM incluyen; disminuciones
en la actividad de la insulina, alteracion de la homeostasis de la glucosa, desregulacién de la funcion del
eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) e hiperleptinemia, entre otros. Los hipocampos se ven
afectados por estos mecanismos patogenicos que provocan atrofia dendritica, cambios en la formacion
de sinapsis, déficits electrofisioldgicos, asi como la aparicion de histopatologia similar a la enfermedad
de Alzheimer (EA), como tau hiperfosforilada (Strachan y Price, 2014). Estos mecanismos en
combinacion con la insuficiencia microvascular y las citocinas proinflamatorias como la interleucina-6

(IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) son responsables,
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al menos en parte, de los déficits cognitivos a menudo observados en pacientes con DM. Se ha propuesto
que alteraciones en el flujo sanguineo cerebral provocan cambios de humor y la mala funcién de la
memoria derivados de la hipo y/o hiperinsulinemia pueden producir. Los efectos de los cambios
metabolicos en el cerebro que presenta la DM también pueden ser la base de un mayor riesgo de EA.
Tanto los AGE como la HbA1c han sido incriminados en la atrofia cerebral. La pérdida de neuronas y la
atrofia que se observa en la DM no se limita al cerebro, sino que también afecta la médula espinal (Vinik
et al., 2018b).

La neuropatia diabética (ND) es la complicacion mas comudn y problematica de la DM, que genera la
mayor morbilidad y mortalidad en pacientes con DM, su aparicion es generalmente insidiosa, y sin
tratamiento el curso es crénico y progresivo. Representa mas hospitalizaciones que todas las otras
complicaciones diabéticas combinadas y es responsable del 50-75% de las amputaciones no traumaticas.
La ND afecta los nervios periféricos o regiones solas o combinadas dentro del SNC, que conecta el
cerebro y la médula espinal con el resto del cuerpo. Estos nervios controlan funciones necesarias como
el movimiento, la sensacion y las habilidades motoras. La ND puede estar en silencio y pasar
desapercibida mientras ejerce sus estragos 0 puede presentarse con sintomas y signos clinicos que,
aunque son inespecificos e insidiosos con progresion lenta, también imitan a los observados en muchas
otras enfermedades. La principal morbilidad asociada con la neuropatia somatica es la ulceracion del pie,
precursora de la gangrena y la pérdida de extremidades. La ND también tiene un gran impacto en la
calidad de vida de los pacientes, predominantemente al causar debilidad, aumento de la fatiga,
disminucion de la actividad fisica y la movilidad, ataxia y descoordinacién que predisponen a caidas,
fracturas y efectos negativos en su vida social (Vinik et al., 2018a). Es importante reconocer que la ND
es un trastorno en el que la anomalia predominante es la pérdida de axones que, electrofisiol6gicamente,
se traduce en una reduccion de las amplitudes y no de las velocidades de conduccién (Sinnreich et al.,
2005). La pérdida de sensacién mediada por fibras pequefias da como resultado la pérdida de la
percepcion térmica y del dolor, mientras que el deterioro de las fibras grandes da como resultado la

pérdida de la percepcidon del tacto y la vibracion (Vinik et al., 2010).

En la DM2, la desaceleracion de las velocidades de conduccién nerviosa (VCN) puede ser una de las
anomalias neuropaticas mas tempranas y, a menudo, esta presente incluso en el momento del diagndstico
(Vinik et al., 2018a). Los factores causales de las ND incluyen hiperglucemia persistente, insuficiencia

microvascular, estrés oxidativo, inflamatorio y nitrosativo, metabolismo de lipidos alterado,
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neurotrofismo defectuoso con alteracion de la regeneracion de los nervios y destruccién nerviosa
mediada por autoinmunidad (Fig. 8) (Ziegler et al., 2014). La ND es un grupo heterogéneo de condiciones
con patologia muy variable, lo que sugiere diferencias en los mecanismos patogénicos para los diferentes

sindromes clinicos (Vinik et al., 2018a).
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Figura 8. Patogenia de las neuropatias diabéticas. Ab, anticuerpo; AGE, productos finales de glicacion avanzada; C',
complemento; DAG, diacilglicerol; ET, endotelina; EDHF, factor hiperpolarizante derivado del endotelio; GF, factor de
crecimiento; IGF; factor de crecimiento similar a la insulina; NFkB, factor nuclear kB; NGF, factor de crecimiento
nervioso; NO, 6xido nitrico; NT3, neurotropina 3; PKC, proteina quinasa C; PGI2, prostaglandina 12; ROS, especies reactivas

de oxigeno; TRK, tirosina quinasa (Modificado de: Vinik et al., 2018a).

11.1.5.1 Alteracion de la memoria y demencia

Los investigadores han notado durante mucho tiempo los efectos adversos de la DM sobre el sistema
cognitivo y los trastornos de la memoria. La memoria es la retencion, el registro y el proceso de
recuperacion de conocimientos. Todo el conocimiento adquirido a partir de la experiencia, como hechos
conocidos, eventos recordados, habilidades adquiridas y aplicadas, se consideraria memoria. La memoria
es el resultado de algunos eventos en la transmision sinaptica al cambiar su sensibilidad basica. El
hipocampo y, en menor grado, el tdlamo son responsables de decidir qué pensamientos son lo
suficientemente importantes como para ser guardados como memoria (Saedi et al., 2016). La demencia
se clasifica principalmente en EA, demencia vascular, demencia con cuerpos de Lewy y demencia
frontotemporal. La EA es la mas comun, y se considera una enfermedad neurodegenerativa que con
frecuencia se acomparia de lesiones cerebrovasculares (Kawamura et al., 2012; Luchsinger et al., 2018).

La hiperinsulinemia es un factor de riesgo plausible para la demencia de la EA, independiente de la
enfermedad cerebrovascular por varias razones. La insulina puede atravesar la BHE, y las infusiones de
insulina periférica en los ancianos pueden afectar los niveles de amiloide en el liquido cefalorraquideo

(LCR), un marcador indirecto del riesgo de EA. Ademas, los receptores de insulina en estructuras
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cerebrales importantes, incluido el hipocampo y la corteza entorrinal, se ven afectados al principio de la
EA. Lainsulina y el amiloide son sustratos que compiten por la enzima que degrada la insulina, que se
ha relacionado con la eliminacion de amiloide en el cerebro (Craft, 2007; Bornstein et al., 2014;
Luchsinger et al., 2018).

La resistencia a la insulina es un elemento clave en la neurodegeneracion en la DM2. La insulina se une
a su receptor en la BHE vy se transporta al SNC. Ademas, la hiperinsulinemia crénica se asocia con una
regulacion a la baja del receptor de insulina (RI) en la BHE, lo que disminuye los niveles de insulina
cerebral (como se observa en la enfermedad de EA) conduciendo a una resistencia a la insulina y, en
consecuencia, desencadena o acelera el proceso de envejecimiento neural y neurodegeneracion. Ademas,
tanto la hiperglucemia como la resistencia a la insulina provocan dafio a la BHE que juega un papel
importante en los trastornos del SNC dependientes de DM, ya que como se ha mencionado podria
aumentar la permeabilidad de la BHE, cambiar la integridad y la permeabilidad de la misma (Verdile et
al., 2015; Saedi et al., 2016). La prevalencia de EA puede ser mayor en pacientes con DM ya que los
cientificos consideran un papel clave el estrés oxidativo en el desarrollo de la EA. La DM contribuye al
desarrollo de la EA al favorecer la hiperfosforilacion de la proteina tau y la acumulacién de la proteina
B-amiloide (Ap), el aumento y dafio del estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial (Butterfield et al.,
2014).

Desde un punto de vista molecular, la falta de interaccion entre la insulina y el Rl se asocia a un aumento
de la fosforilacion inhibidora sobre el sustrato del RI, que a su vez, impacta negativamente en las dos
principales cascadas de sefializacién mediada por insulina; las vias PI3K y MAPK, ambas involucradas
en el mantenimiento de la plasticidad sinaptica y la respuesta al estrés celular. La desactivacion de la
sefializacion de la insulina da como resultado un transporte y metabolismo de glucosa deficiente, lo que
promueve una alteracion de los procesos mitocondriales involucrados en la produccién de energia (ATP),
que a su vez, conduce a un circulo vicioso en el que la produccion de energia reducida se asocia con un
aumento de las ROS vy las espcecies reactivas de nitrogeno (RNS) responsables del dafio
oxidativo/nitrosativo de las mitocondrias (en parte por dafio al ADN mitocondrial y la sobreactivacion
de la cadena de electrones que resulta en la sobreproduccion de ROS) y otros componentes celulares.
Ademas, el aumento de la produccion y acumulacion de AP, que representa una caracteristica clave de
la patologia de la EA, esto también promueve el deterioro mitocondrial. La disfuncién mitocondrial

también es un importante desencadenante de la formacion de inflamasomas. Las deficiencias asociadas
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a la resistencia a la insulina en la captacion y utilizacion de glucosa estan asociadas con un aumento del
estrés del reticulo endoplasmico (RE), que desregulan el metabolismo de los lipidos, provocando la
acumulacién de lipidos toxicos en el cerebro. Todos estos eventos contribuyen al aumento de los niveles
de estrés oxidativo responsable de la neurodegeneracion que se observa en el cerebro con EA. Aunque
la resistencia a la insulina y la produccion de AP pueden considerarse causas principales del aumento del
estrés oxidativo, este ultimo, a su vez, promueve la fosforilacion de RI, asi como el dafio oxidativo de
las proteinas involucradas en la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la sintesis de ATP. Finalmente, debido a
que la resistencia a la insulina se asocia con una mayor produccion de AP, se postula que la produccion
de AP es responsable del inicio de la resistencia a la insulina, queda por aclarar si la resistencia a la
insulina es una causa, una consecuencia o respuesta compensatoria a la neurodegeneracion inducida por
AP (Fig. 9) (Saedi et al., 2016; Bahramsoltani et al., 2021).
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Figura 9. Mecanismo de aumento de estrés oxidativo que impulsa la resistencia a la insulina en el cerebro con DM.
ADP: Difosfato de adenosina; APP: proteina precursora de B-amiloide; ATP: trifosfato de adenosina; AKT: Akt también
conocida como proteina quinasa B (PKB); ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares; GLUT: transportador de
glucosa; MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos; MEK: MAPK / Erk quinasa; PDK1: proteina quinasa 1 dependiente
de 3-fosfoinositido; PI3K: fosfoinositido 3 quinasa (Saedi et al., 2016).

11.1.5.2 Deterioro cognitivo y alteraciones en el aprendizaje

La cognicion se define como la accién o proceso mental de adquirir conocimiento y comprension a través
del pensamiento, la experiencia y los sentidos. Las anomalias del metabolismo de la glucosa, pueden ser
causas de deterioro cognitivo (Kawamura et al., 2012). El aumento en la prevalencia de DM junto con el
envejecimiento de la poblacion puede resultar en un gran aumento de deterioro cognitivo en personas
con DM. La asociacion de DM y deterioro cognitivo puede reflejar un efecto directo de la hiperglucemia
sobre el cerebro o los efectos de las comorbilidades asociadas a la DM (Fig. 10) (Bornstein et al., 2014;

Luchsinger et al., 2018). Se sabe que laDM vy sus afecciones relacionadas, la adiposidad y la
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hiperinsulinemia, y su agrupacién con otros factores de riesgo vascular, como hipertensiéon y

dislipidemia, aumentan el riesgo de enfermedad cerebrovascular (Boden et al., 2008).
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Figura 10. Numerosos mediadores potenciales del deterioro cognitivo en pacientes con DM. (Modificado de: Strachan
y Price 2014).

Se ha informado dafio a muchos dominios de la funcién cognitiva en pacientes diabéticos, aspectos como
el procesamiento de la informacion, la eficiencia psicomotora, la atencion, la construccion visual, la
flexibilidad mental, la velocidad psicomotora, vocabulario, praxis visuoconstruccional, la funcién
ejecutiva, asi como la memoria, se ven gravemente afectados en la DM, existiendo diferencias entre la
DM1y DM2 como se muestra en la tabla 2 (Roriz et al., 2009). Como resultado, se reduce la velocidad
de la marcha, se deteriora el equilibrio, aumenta el riesgo de caidas y las fracturas son mas frecuentes en
los pacientes diabéticos de edad avanzada, lo que reduce la calidad de vida ademas de provocar atrofia
del hipocampo, que esta relacionada con la memoria (Kawamura et al., 2012).

La hiperglucemia tiene efectos nocivos sobre las neuronas y el dafio neuronal es la base del deterioro
cognitivo. Los cambios neuronales como resultado de la produccion de AGE’s y el estrés oxidativo se
han citado como factores directamente relacionados en el proceso por el cual la hiperglucemia causa
dafio funcional. El estrés osmotico inducido por la hiperglicemia provoca dafio a las neuronas vy al
endotelio vascular alterando la BHE provocando una fuga local de sustancias vasculares, lo que conduce
a un mayor dafio neuronal (Biessels y Reijmer, 2014). Ademas, la hiperglucemia podria alterar el
transporte de sustratos, la homeostasis del lactato, la dendritogénesis y el ciclo glutamato/glutamina en
el hipocampo en desarrollo, lo que provocaria déficits cognitivos (Kawamura et al., 2012; Zhang et al.,
2020).
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Como se menciond anteriormente la hiperinsulinemia prolongada altera la respuesta de la insulina por la
disminucion de sus receptores en la BHE y cerebro, inhibiendo la transferencia de insulina al LCR y los
tejidos cerebrales. Estos cambios crean defectos en el aprendizaje y la formacion de la memoria ligados
al deterioro cognitivo. Ademas, la hiperglucemia promueve la apoptosis al desencadenar la acumulacion
de ROS y calcio intracelular en las neuronas, ademas de elevar la concentracion de acido lactico, un
producto de la via anaerébica que desencadena el estrés en el cerebro (Demir et al., 2021). La DM es una
de las principales causas de la enfermedad neurodegenerativa conocida como encefalopatia diabética,
como disfuncidén cognitiva, demencia, enfermedad mental y otros sintomas cerebrales cronicos. El riesgo
de los pacientes con DM es 1.5 veces mayor a desarrollar deterioro cognitivo en comparacion de los
sujetos normales. Las principales manifestaciones clinicas de disfuncién cognitiva leve a moderada son
deterioro de la capacidad de aprendizaje y memoria, envejecimiento cerebral y EA, presentado en
humanos y modelos experimentales (Grimmig et al., 2017). Las puntuaciones mas bajas en la funcion
cognitiva global se han reconocido como una complicacion grave de la DM en los pacientes. Los
mecanismos moleculares intracelulares in vivo precisos que subyacen a los déficits en el aprendizaje y la
memoria mediados por la DM no se han dilucidado por completo. Los receptores de glutamato de N-
metil-d-aspartato (NMDA) (AMPAR/NMDAR) son los receptores predominantes en la mediacién de las
actividades neurales avanzadas como la comunicacién neuronal basica, la busqueda de rutas axonales, la
regulacion del estado de animo y la formacion de la memoria. Las alteraciones moleculares por la DM
en las subunidades NMDAR pueden afectar los procesos fisioldgicos y patoldgicos en el hipocampo. La
potenciacion a largo plazo dependiente de NMDAR (LTP) es el principal mecanismo celular que se cree

que subyace al aprendizaje espacial y la memoria en el hipocampo (Can et al., 2018; Wang et al., 2019).

Funciones cognitivas TiDM T2DM
Memoria verbal 4 1o
Memoria no verbal 4 1o
Atencidn Lok <
Rendimiento visuoespacial 4 —
Velocidad de procesamiento 4ok N
Funcidn ejecutiva 5o -
Eficiencia psicomotora €k _
Inteligencia general + _

Tabla 2. Resumen de las funciones cognitivas que se encuentran afectadas en la DM1y DM2. |: Funcion disminuida; - no
parece estar afectado o faltan pruebas. Los marcados con asteriscos (*) son datos particularmente solidos (Roriz et al., 2009).
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11.1.5.3 Pérdida enceféalica

Los estudios en adultos con DM muestran reducciones regionales en el volumen cerebral (Fig. 11). Las
reducciones de volumen cerebral en adultos con DM1 son mas evidentes en los dominios de inteligencia
general, velocidad psicomotora, flexibilidad mental, entre otras mencionadas en la tabla 2. Asi como,
también se han observado reducciones modestas en personas con DM2 en todos los grupos de edad, las
cuales también se describen en la tabla 2. Sin embargo, en las personas mayores, especialmente mayores

de 65 afos, la DM2 se asocia con formas mas graves de deterioro cognitivo (Biessels et al., 2014).

Los estudios en adultos (20 a 60 afios) con DM han utilizado métodos de segmentacién automatizados
para demostrar reducciones modestas en el volumen cerebral en comparacion con sujetos control. Un
estudio informé una reduccion general del 7% en el volumen de materia gris (Hughes et al., 2013), asi
como dentro del frontal, posterior y corteza temporal y en materia gris subcortical. Estudios han
relacionado directamente las alteraciones del volumen cerebral con el funcionamiento cognitivo,
provocando la desaceleracion de la velocidad de procesamiento de la informacion, la reduccion de la
atencion, puntuaciones mas bajas de las subpruebas de coeficiente intelectual, un control metabélico
deficiente, reflejado por la hiperglucemia crénica, mayor resistencia a la insulina, eventos
hipoglucémicos y mayor duracion de la enfermedad, lo que sugiere que la exposicion a largo plazo a los
factores de riesgo relacionados con la DM es especialmente dafiina para el cerebro (Biessels y Reijmer,
2014). Esto puede deberse a la interaccion de la DM con procesos como la poda y el crecimiento
neuronales, lo que da como resultado regiones de volumen cerebral tanto disminuido como aumentado
(Marzelli et al., 2014). La reduccion en el volumen cerebral es comparable con 3-5 afios de
envejecimiento normal, siendo hasta tres veces mas que la tasa de atrofia del envejecimiento normal. La
pérdida de tejido cerebral se refleja mas claramente en la expansion acelerada de los ventriculos, lo que
indica que la atrofia asociada a la DM2 es méas pronunciada en las regiones que rodean los ventriculos
(como el hipocampo). En conclusion, la DM1 y la DM2 estan asociadas con alteraciones en el volumen

cerebral (Ramos-Rodriguez et al., 2013; 2014; Biessels y Reijmer, 2014).

Dada la asociacion entre la DM y la enfermedad de EA, se ha prestado mucha atencion al hipocampo. Se
ha reportado una reduccion del volumen del hipocampo en pacientes con DM2. Los procesos patoldgicos
que conducen a la atrofia cerebral no necesariamente indican pérdida neuronal, ya que la pérdida de
axones y células gliales, la rarefaccion y encogimiento de la sustancia blanca, la arteriolosclerosis y la

colagenosis venosa pueden producir cambios en el volumen cerebral. Las anomalias encontradas en la
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resonancia magnética cerebral que se asocian con la DM2 incluyen atrofia cortical y subcortical global,
y una mayor carga de marcadores de enfermedad de vasos pequefios (SVD), en particular infartos
lacunares (Fig. 11). Es probable que la SVD contribuya a anomalias en la conectividad funcional y
estructural, que es otra caracteristica de la resonancia magnética de la DM2 que estad claramente
relacionada con la disfuncidn cognitiva (Biessels y Reijmer, 2014; Musen et al., 2018).

Volumen cerebral (ml)

1400+
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950 —

| 1 I 1 1 1
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Edad (afios)

Figura 11. Trayectorias de anomalias en la resonancia magnética cerebral en pacientes con DM2. La DM2 se asocia
con atrofia cerebral (linea azul, evolucién de los volimenes cerebrales con la edad en la poblacién general; linea roja,
trayectorias estimadas para la DM2). (A), pérdida de conectividad (B) y una mayor carga de SVD (area sombreada en
azul, SVD en poblacién general con edad; area roja, SVD en pacientes con DM2) (C). Anomalias en la resonancia
magnética cerebral desde estadios prediabéticos (linea punteada roja), probablemente bajo la influencia de un perfil de
factor de riesgo vascular adverso (Modificado de: Biessels y Reijmer, 2014).

11.1.6. Descripcion del hipocampo

El hipocampo es una elevacion convexa de tejido de materia gris dentro de la circunvolucién
parahipocampal dentro del cuerno temporal inferior del ventriculo lateral. Se puede describir de manera
mas general como una hoja curva y recurvada de la corteza que se pliega en la superficie medial del
I6bulo temporal. EI hipocampo tiene tres zonas distintas: la circunvolucion dentada o giro dentado (GD),
el hipocampo propiamente dicho o Cornu Ammonis (CA) y el subiculo (Fig. 12 A); el GD y el hipocampo
forman dos anillos en forma de C que se entrelazan. El subiculo es una zona de transicion, que une a CA
con el GD. La circunvolucion parahipocampal y los surcos cingulados se encuentran en la superficie
medial del hemisferio. Este hipocampo de cinco centimetros de largo (desde el extremo anterior de la
amigdala hasta el extremo posterior cerca del esplenio del cuerpo calloso) se divide en cabeza, cuerpo y
cola. El alveus, que es la superficie del hipocampo, esta cubierto por el ependimario dentro de la cavidad

ventricular. El hipocampo contiene partes como la fimbria, el pilar, el cuerpo y la columna; las fimbrias

30

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sanchez



Efecto Neuroprotector de la administracién cronica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

se forman donde las fibras alveus convergen a lo largo de la porcién medial del cuerno inferior del
ventriculo lateral. CA es una estructura parecida a un caballito de mar o un cuerno de carnero que describe
las diferentes capas del hipocampo (Fogwe et al., 2021).

Estructuralmente, el hipocampo se divide en dos partes entrelazadas, la region CA y GD (Foghi y
Ahmadpour, 2013). La parte CA, histolégicamente en el hipocampo, se divide en cuatro secciones: CA1,
CA2, CA3 y CA4. El GD tiene tres capas, tales como (1) la capa granular que contiene los cuerpos
celulares densamente empaquetados de las células granulares, (2) la capa molecular formada por las
dendritas apicales entrelazadas de las células granulares y sus aferentes, y (3) la capa plexiforme ubicada
en el hilio de la circunvolucion dentada que contiene los segmentos iniciales de los axones de células
granulares a medida que se juntan para formar el haz de fibras musgosas glutamatérgicas. EI hipocampo
propiamente dicho como estructura arqueocortical se ha dividido en varias capas de la siguiente manera:
(1) El alveus; que contiene los axones de las células piramidales, (2) el stratum oriens, una capa entre el
alveus y los cuerpos celulares piramidales que contiene las dendritas basales de las células piramidales,
(3) el estrato piramidal, (4) el stratum radiatum, y (5) el estrato lacunosum/molecular, que son los

segmentos proximal y distal del arbol dendritico apical, respectivamente (Sadeghi et al., 2016).

Alveus Fimbria
Plexo
coroideo
\\\

Cuerno temporal
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Figura 12. Anatomia del hipocampo. (A) Anatomia y zonas del hipocampo. (B) Giro dentado del hipocampo (DG) de rata
y acercamiento a la zona subgranular (SGZ). Inmunomarcaje utilizando la molécula adaptadora de unién a calcio ionizado
1 (Ibal)/tincion de Nissl (A Modificada de: Hesselink, 2011; B Modificada de Liaury et al., 2012).
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El hipocampo es una estructura pareada que forma parte central y crucial del sistema limbico (limbico-
cognitivo) (Fig. 13), que juega un papel fundamental en la formacion de la memoria, aprendizaje espacial,
comportamientos emocionales, adaptativos y reproductivos, también es particularmente importante en la
formacion de nuevos recuerdos y la conexién de emociones y los sentidos, como el olfato y el sonido a
los recuerdos. El hipocampo actiia como un indicador de memoria enviando los recuerdos a la parte
apropiada del hemisferio cerebral para su almacenamiento a largo plazo y recuperandolos cuando sea
necesario (Sadeghi et al., 2016), haciéndolo un sitio para la toma de decisiones. Asi, cuenta con un
mecanismo para convertir la memoria de corto plazo en memoria a largo plazo, consolidando el
pensamiento verbal y simbdlico en informacién a la que se puede acceder cuando sea necesario para la
toma de decisiones. Las tres fases de la memoria incluyen registro, almacenamiento y recuperacion de
informacién (Fogwe et al., 2021). Funcionalmente, el hipocampo esta segmentado en partes dorsal y
ventral. El ventral (anterior en primates) se relaciona con el estrés, la emocidn y el afecto. EI hipocampo
dorsal (posterior en los primates) se correlaciona con las regiones corticales involucradas en el
procesamiento de la informacion. La complejidad estructural del hipocampo lo hace vulnerable a muchos

trastornos metabdlicos como la diabetes mellitus (Foghi y Ahmadpour, 2013).

Dentro del cerebro las regiones capaces de formar nuevas células nerviosas (neurogéenesis) se conocen
como “nichos neurogénicos”, existen dos regiones anatomicas: la zona subventricular (SVZ) con sus
ventriculos laterales y la zona subgranular (SGZ) del GD del hipocampo (Ho et al., 2013; Ramos-
Rodriguez et al., 2013; 2014) (Fig. 13), con una alta presencia de células madre. La neurogénesis es el
proceso por el cual se generan nuevas neuronas en el SNC, ademas de mantener la homeostasis neural y
es esta capacidad de auto regeneracion del cerebro adulto, que ha despertado un gran interés por las
potenciales aplicaciones terapéuticas en diversas lesiones neuroldgicas (Camacho et al., 2020). Durante
décadas, se creyd que la neurogénesis solo ocurria durante las etapas embrionarias en el sistema nervioso
central (SNC) de los mamiferos, pero se ha reconocido que la neurogénesis adulta replica el complejo
proceso de desarrollo neuronal para generar nuevas neuronas integradas funcionalmente (Fig. 13)
(Overstreet y Westbrook, 2006; Sasikumar et al., 2022). Se ha propuesto que una subpoblacion de celulas
que expresan proteina acida fibrilar glial (GFAP) en esta region son las células madre/progenitoras
neurales multipotentes (NSC) residentes. Estas NSC proliferan y dan lugar a nuevas células granulares a
través de cinco etapas de desarrollo; proliferacion, especificacion del destino, migracion, orientacion

axon/dendrita e integracion sinaptica (Kitabatake et al., 2007; Sasikumar et al., 2022).
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En la figura 13 se muestra la incorporacion de neurogénesis del GD. La neurogénesis en el hipocampo
ocurre en la zona subgranular (SGZ) (Fig. 12 B) del GD, donde residen las células progenitoras neurales.
Dentro de la primera semana después del nacimiento, estos progenitores se someten a una eleccion de
destino, que en este caso, es para convertirse en una neurona inmadura con neuritas en desarrollo (Zhao
et al., 2006). Los axones de estas nuevas neuronas granulares son guiados a través del hilio del GD, con
ramas de larga distancia dirigidas al CA3 y las dendritas que se extienden hacia la capa molecular.
Después de 3 a 4 semanas, estas células forman un fenotipo maduro, con sus dendritas que contienen
espinas que reciben informacion principalmente de la corteza entorrinal (EC) a través de la via perforante
y sus axones altamente ramificados que salen a las neuronas piramidales CA3 y células musgosas hiliares
(MC) a través de la via de la fibra musgosa. Continuando con el circuito del hipocampo, las neuronas
piramidales CA3 salen a las neuronas piramidales ipsolaterales CAl a través de la via colateral de
Schaffer o contralateralmente a través de la via comisural asociativa. Las neuronas piramidales CAl
emiten a las neuronas piramidales del subiculo (SB), que emiten a la EC, y estas neuronas finalmente
salen a la corteza parahipocampal y perirrinal. En Gltima instancia, los circuitos se conectan a las cortezas
de asociacion, desarrollando asi el aprendizaje en el hipocampo (Kitabatake et al., 2007). La neurogénesis
del hipocampo adulto parece originarse a partir de una célula precursora similar a un astrocito que da
lugar a una célula progenitora que se amplifica transitoriamente. En esta etapa se encuentran los primeros
indicios de determinacién neuronal. Las células reciben, por ejemplo, su primera entrada sinaptica, que
es GABAeérgica (Plumpe et al., 2006; Sierra et al., 2011; Ho et al., 2013).

CA1 p
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Figura 13. Incorporacién de neurogénesis de neuronas del Giro dentado (DG). (1) Zona residen las células progenitoras
neurales. (2) Célula progenitora convertida a neurona inmadura, esta neurona inmadura presenta neuritas en desarrollo. (3)
Los axones de las nuevas neuronas granulares son guiados a través del hilio del DG, con ramas de larga distancia al CA3 y
las dendritas que se extienden hacia la capa molecular. 3 0 4 semanas después, estas células maduras, reciben informacion
de la corteza entorrinal (EC) a través de la via perforante (ax6n rojo) (4) y células musgosas hiliares (MC) a través de la via
de la fibra musgosa (axén verde). Continuando con el circuito del hipocampo, las neuronas piramidales CA3 salen a las
neuronas piramidales ipsolaterales CAl a través de la via colateral de Schaffer o contralateralmente a través de la via
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comisural asociativa (axén azul). Las neuronas piramidales CA1l (ax6n naranja) emiten a las neuronas piramidales del
subiculo (SB) (axén cian), que emiten a las células hacia la EC, saliendo finalmente a la corteza parahipocampal y perirrinal
(Modificado de: Kitabatake et al., 2007).

La neurogenesis adulta en el cerebro humano se descubrio mediante la utilizacion de metodologias
importadas directamente de la investigacion con roedores, como la deteccién inmunohistoldgica de
proliferacion y biomarcadores especificos de tipo celular en tejido de biopsia o post mértem. Un ejemplo
de ellos es la bromodesoxiuridina (BrdU) un analogo de la timina que se usa ampliamente en modelos
animales para cuantificar el nimero de células en division en un tejido y rastrear su progenie. Cuando se
administra sistémicamente, se incorpora al ADN durante la fase S del ciclo celular sustituyendo a la
timina y se transmite a las células hijas, siempre que no se diluya a través de muchas rondas de
proliferacion. Usando una variedad de anticuerpos anti-BrdU especificos, puede detectarse mediante
inmunohistoquimica. La principal ventaja del marcaje con BrdU es su sensibilidad para detectar células
en proliferacion en comparacion con otros métodos inmunohistoldgicos. Otra ventaja es la utilizacion
del andlisis de pulso y seguimiento, que permite realizar estudios tanto de proliferacion (horas después
de la inyeccion de BrdU) como de diferenciacion (dias o meses después de la inyeccion de BrdU) (Sierra
etal., 2011).

Otro marcador utilizado para la deteccion inmunohistolégica y que las células recién generadas también
comienzan a expresar es doble cortina (DCX). DCX (también conocida como lisencefalina-X) es una
proteina codificada por el gen DCX, asociada a los microttbulos del citoesqueleto que se expresa en las
células precursoras neurales y neuronas inmaduras. DCX se presenta aproximadamente al cuarto dia,
funcionalmente se ha relacionado con la estabilizacion de los microtubulos causando su agregacion, la
migracion celular y diferenciacion neuronal, entre otros posibles aspectos de la maduracion, incluida la
sinaptogénesis. Debido a que DCX se localiza en el citoplasma de las neuronas inmaduras, su morfologia
se vuelve apreciable en estudios inmunohistoquimicos con anticuerpos contra DCX. En el GD, DCX solo
se expresa en células que contribuyen a la neurogénesis, es por eso que DCX es utilizada como marcador
de la neurogénesis (Horesh et al., 1999; Brown et al., 2003; Couillard et al., 2005; Plimpe et al., 2006;
Kim et al., 2009; Sierra et al., 2011; Duan et al., 2015; Ghibaudi y Bonfanti, 2022).

La renovacion neuronal es necesaria para la formacion de la memoria (Kitamura y Inokuchi, 2014).
Cualquier factor que altere el equilibrio entre la proliferacion / muerte neuronal puede resultar en un
deterioro de la memoria y el aprendizaje. Los estudios han demostrado que la DM experimental causa

una disminucion de las células granulares, proliferacion y muerte neuronal (necrosis / apoptosis) en CA1-

34

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

CA3 y regiones de GD (Zhang et al., 2009; Choi et al., 2009; Ahmadpour et al., 2010; Sadeghi et al.,
2016; Escamilla, 2019). En esta linea, Li y colaboradores, reportaron muerte neuronal hipocampal en un
modelo de rata con DM, acompariada de algunas alteraciones cognitivas funcionales luego de un largo
periodo de DM (8 meses). Donde se considero la muerte neuronal como la principal causa de ND del
SNC y periféricas (Li et al., 2002).

11.1.6.1 Cambios morfologicos del hipocampo en diabetes mellitus

La DM, independientemente de su tipo, se asocia con alteraciones cerebrales en modelos humanos y
animales de la enfermedad, lo que conlleva a la disminucion de la plasticidad sindptica del hipocampo,
neurotoxicidad y cambios en la neurotransmision del glutamato. Los déficits en la plasticidad y la
cognicion del hipocampo se asociaron con un aumento de los niveles circulantes de corticosterona junto
con deficiencias en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células del hipocampo (Balu y
Lucki, 2009; Park et al., 2021).

Entre las regiones del SNC, el hipocampo es la region més sensible a la DM. Ademas, se han informado
anomalias electrofisioldgicas, proliferacion celular suprimida y apoptosis en el GD relacionada con la
neuropatia en la DM, también se ha mostrado que la DM inducida por estreptozotocina (STZ) acelera la
formacion de neuronas oscuras en CA3 y el GD (Foghi y Ahmadpour, 2013; Ye et al., 2021). Estas
alteraciones son causadas por la hipo/hiperglucemia aguda o severa y accidente cerebrovascular y se
conocen como encefalopatia diabética, un término que abarca deterioro funcional de la cognicion,
conduccion de sefiales cerebrales, neurotransmision, plasticidad sindptica y patologia estructural
asociada con la DM. Debido a estos cambios en el hipocampo los pacientes diabéticos pueden tener
deficiencias en el aprendizaje y la memoria, resolucion de problemas, velocidad mental y motora (Ma et
al., 2015).

Los efectos cronicos o relacionados con la duracion de la DM en el cerebro se manifiestan en todos los
niveles del SNC desde el nivel microscépico hasta el macroscépico. Los estudios de neuroimagen
macroscopicamente han demostrado una alta incidencia de anomalias como la disminucion del volumen
de materia blanca en la circunvolucion parahipocampal, I6bulos temporales y frontales, asi como en el
hipocampo, la corteza insular, las circunvoluciones temporal superior, media y frontal (Sadeghi et al.,
2016). En modelos experimentales de DM, se ha informado de un amplio espectro de cambios
neuronales, como alteraciones sinapticas y neuronales, degeneracion, aumento de la permeabilidad

microvasular cerebral y pérdida neuronal que, en conjunto, pueden conducir a deterioro cognitivo y
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mayor riesgo de desarrollo de demencia (Sridhar et al., 2015). En resumen, la DM se asocia con una
"encefalopatia™ caracterizada por deficiencias cognitivas prominentes, de progresion lenta, acompariada

de trastornos neurofisioldgicos y estructurales del cerebro (Sadeghi et al., 2016).

11.1.7. Polifenoles: sintesis, absorcion y efecto en el metabolismo de glucosa en la enfermedad de
DM
Los polifenoles son fitoquimicos abundantes en las fuentes naturales de alimentos vegetales asi como en

frutas, nueces, cereales, bebidas, legumbres, especias, té, café, vino tinto y muchos otros y representan
componentes importantes de la dieta humana, ademas, poseen numerosas actividades biologicas, como
antioxidantes, antibacterianas, antiinflamatorias, antialérgicas, vasodilatadoras, anticancerigenas,
neuroprotectores, antidiabéticas y mejoran las actividades de inmunidad en el cuerpo (Fig. 14 A). Los
polifenoles son relativamente abundantes en la dieta humana en varios alimentos y bebidas, donde
pueden aportar mas de 1 mg de contenido polifendlico por racion (Silva y Pogacnik, 2020). Existen mas
de 8,000 polifenoles diferentes con diversas bioactividades que se clasifican en subclases, donde los
criterios de inclusion en cada grupo pueden ser la fuente, la funcion bioldgica o la estructura quimica
(Zhang et al., 2020). Los polifenoles son metabolitos secundarios que protegen a las plantas de la
radiacion ultravioleta, el estrés oxidativo y algunos herbivoros, pero también para atraer insectos
polinizadores. Estructuralmente, se caracterizan por la presencia de uno o méas anillos aromaticos unidos
a uno o mas grupos hidroxilo. La mayoria de ellos se caracterizan por la presencia de dos anillos
aromaticos de benceno (anillos A y B) unidos por un anillo piranico (anillo C) y, segun el grado de
oxidacion del anillo piranico (Fig. 14 B), se pueden clasificar en 6 subclases: flavonoles, flavanoles,
isoflavonas, flavanonas, flavonas y antocianinas. Aunque también existen los &cidos fendlicos,
estilbenos, curcuminoide y lignanos. Los flavonoides constituyen la clase mas grande de polifenoles, e
incluyen casi la mitad de todos los compuestos fendlicos identificados hasta el momento. Los flavonoides
naturales en los alimentos generalmente existen como glucésidos (unidos a uno o mas azucares) (Silveira
et al., 2019: Leclerc et al., 2021). En los alimentos, los polifenoles pueden contribuir al amargor, la
astringencia, el color, el sabor, el olor y la estabilidad oxidativa. La distribucién de fenoles en las plantas
a nivel tisular, celular y subcelular no es uniforme. Diversos factores afectan el contenido de polifenoles
en las plantas, estos incluyen el grado de madurez en el momento de la cosecha, factores ambientales,
procesamiento y almacenamiento., asi como por factores ambientales y edaficos como el tipo de suelo,

la exposicion al Sol, la lluvia, etc. (Pandey y Rizvi 2009; Yang et al., 2018).
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Figura 14. Sintesis, clasificacion y efectos en la salud de los polifenoles. (A) La sintesis de polifenoles requiere de la
fotosintesis y de la via del shikimato. Los polifenoles se absorben a través del intestino y el colén con ayuda del microbioma
para generar sus diferentes efectos en el cuepo. (B) Estructura general de los polifenoles (Modificado de Orozco et al., 2019;
Modificado de: Silveira et al., 2019).

El proceso de generacion de metabolitos secundarios requiere de la fotosintesis y comienza en la via del
shikimato, que es una via ubicua en las plantas, asi como también requiere de la via del malonato (Fig.
15 A). La via del shikimato produce tres aminoacidos aromaticos esenciales: L-triptofano, L-fenilalanina
y L-tirosina, que la planta utiliza para sintetizar proteinas que son cruciales para el crecimiento, la
generacion de pigmentos, hormonas y compuestos aromaticos complejos (alcaloides, fenilpropanoides,
flavonoides) y la produccion de componentes de la pared celular. La via del malonato produce taninos y
lignanos condensados a través de reacciones de polimerizacion. Durante la fotosintesis, las vias de las
pentosas fosfato forman compuestos metabolicos primarios, como el fosfoenolpiruvato (PEP) y el D-
eritrosa-4-fosfato (E-4-P). La enzima 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP sintasa)
conduce a la formacion de shikimato. Luego, por reacciones de desfosforilacion, se forma el metabolito
corismato, que actla como iniciador en la sintesis de aminoacidos aromaticos. A partir del corismato se
producen dos metabolitos, el antranilato precursor del triptofano y el prefenato precursor de la
fenilalanina y la tirosina (Fig. 15 A). A traves de la via del shikimato el tript6fano, la fenilalanina y la
tirosina catabolizan a los compuestos fendlicos. Los terpenos y los terpenoides se derivan de un precursor
comun, el difosfato de isopentenilo (IPP), que se ubiquitina a lo largo de la via del mevalonato precursor
del metabolito primario Acetyl-CoA. Los compuestos que contienen N son derivados de aminoacidos
alifaticos como los alcaloides a través del ciclo de Krebs (Fig. 15 B) (Orozco et al., 2019).
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Figura 15. Representacion esquematica de la formacion de precursores de los compuestos secundarios a traveés de la
via del Shikimato. (Modificado de Orozco et al., 2019).

Los compuestos fenolicos de los alimentos se encuentran en forma de ésteres, glucésidos, polimeros o
agliconas, por lo que necesitan ser hidrolizados para su absorcion, ya que la absorcién se ve afectada por
la estructura quimica, el grado de glicosilacion, la circulacion enterohepética y el porcentaje de
polifenoles que llega al colon. Los polifenoles se metabolizan en dos fases: En la fase | se produce
oxidacion, reduccion e hidrdlisis, causando una reduccion del nimero de grupos hidroxilo, afiadiendo a
la estructura sulfato (por la enzima sulfotransferasa, SULT), &cido glucuroénico (por la enzima uridina-5-
difosfato-glucoronosiltransferasa, UDP-glucosa) o grupos metilo (por la catecol-O-metiltransferasa,
COMT), modificando el compuesto y favoreciendo un aumento de polaridad y su propiedad hidrofilica.
De esta manera los polifenoles son méas solubles, favoreciendo su excresion a través de la orina. La
digestion de los polifenoles se inicia desde la boca, donde el proceso de masticacion y la secrecion de
saliva, asi como la microbiota, tienen actividad B-glucosidasa, reduciéndolos a formas més simples
(Duenas et al., 2015; Yan et al., 2022). En el estdmago, los glucosidos no son absorbidos ya que resisten
a las secreciones gastricas, aunque hay reportes de que algunos compuestos como la quercetina y las
antocianinas pueden ser absorbidos. Los polifenoles ingeridos llegan al colon, donde la microbiota y
enzimas intestinales reaccionan para producir agliconas (compuesto sin azlcares que queda tras
reemplazar por un atomo de hidrégeno el grupo glucosilo de un glucésido), las cuales facilitan la
absorcion y tienen mayor actividad fisiologica de sus precursores alimentarios. El porcentaje de
polifenoles de la dieta que se absorben en la zona intestinal es el 5-10%, los restantes del 90-95% llegan
al colon donde son absorbidos, las enzimas involucradas son la B-glucosidasa y la lactasa-florizina

hidrolasa (ruptura de la lactosa a galactosa y glucosa) ubicada en la membrana del enterocito (Fig. 16).
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Los polifenoles en forma de agliconas son absorbidos en los enterocitos por el transportador activo de
glucosa dependiente de sodio (SGLT1) y luego hidrolizados por una B-glucosidasa citosélica. Cuando
un polifenol llega al intestino en su forma monomérica o como estructura dimeérica, se absorbe por
difusion pasiva al interior del enterocito debido a su propiedad lipofilica (Orozco et al., 2019), cuando
los polifenoles llegan al colon en formas méas complejas como los polifenoles oligoméricos y poliméricos
son degradados por la microbiota intestinal (Teng y Cheng, 2019). Debido a estas modificaciones, es que

las formas de polifenoles en plasma son diferentes a las encuentradas en sus fuentes (Orozco et al., 2019).

La segunda fase o fase de conjugacion, tiene lugar en los enterocitos (células del intestino delgado) o
hepatocitos que llegan a través de la vena porta, donde los polifenoles hidrolizados (agliconas) se
conjugan con derivados del metilo, glucurénido y sulfato que después son liberados a la circulacion para
su distribucion a los érganos y posterior excrecion por la orina, heces o bilis, los polifenoles circulan en
la sangre unidos a proteinas, en particular, la aloimina que es la principal proteina responsable de la
unioén. Posteriormente, los metabolitos llegan a la periferia, unidos a las proteinas plasmaticas (albimina),
circulan en la sangre, por lo tanto, el compuesto puede ingresar a los tejidos (hepético, estomacal,
intestinal y nefrético) donde es metabolizado o transportado a los tejidos diana (pulmonar, pancreatico,
cerebral, cardiaco y esplénico). Los metabolitos que llegaron a los hepatocitos a través de la vena porta,
pasan a la circulacién enterohepatica, permitiendo la recaptacion y solubilidad o biodisponibilidad sérica.
Al llegar al intestino a traves de la secrecién biliar. EI proceso por el cual los metabolitos se reciclan en
la luz intestinal o en la sangre periférica para llegar al higado se conoce como metabolismo de fase IlI.
En esta fase, el reflujo o reciclaje de polifenoles es facilitando por el ATP-Binding-Cassette (ABC,
transportador de membrana) y la proteina de resistencia a multiples farmacos 1 y 2 (MRP-1 y 2).
Finalmente, la eliminacion de estos compuestos que no sean recaptados es por via biliar, urinaria o heces.
De manera que es importante destacar que es la estructura quimica de los polifenoles y no su
concentracion lo que determina la velocidad, el grado de absorcién y la naturaleza de los metabolitos que
circulan en el plasma. Los polifenoles mas comunes en nuestra dieta no son necesariamente los que
muestran mayor concentracion de metabolitos activos en los tejidos diana; en consecuencia, las
propiedades bioldgicas de los polifenoles difieren mucho de un polifenol a otro (Pandey y Rizvi, 2009;
Kim et al., 2016; Orozco et al., 2019). La acumulacion de polifenoles en los tejidos es la fase mas
importante de su metabolismo porque esta es la concentracion que es biolégicamente activa para ejercer

efectos en los tejidos diana (Pandey y Rizvi, 2009).
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Se ha descrito que los polifenoles estan presentes en el cerebro en bajas concentraciones (1 nmol/g de
tejido), siendo suficientes para afectar las vias neuronales. Muestran la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) por difusion ya sea como agliconas o como sus productos de conjugacion, ya
que el polifenol interactla con las proteinas de membrana a través de interacciones de Van der Waals y
la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos polares de cabeza de lipidos para los fenoles
hidrofilicos, facilitando el transporte a través de la bicapa lipidica, la capacidad de los flavonoides de
permear la BHE no sélo depende de su lipofilicidad sino también de su capacidad de conjugacion;
metabolitos que son conjugados por metilacion en el intestino delgado y en el higado, al ser mas
lipofilicos, pueden permear la BHE con mayor facilidad que sus agliconas de origen. Los polifenoles
menos lipofilicos atraviesan la BHE cuando se unen a transportadores especificos dependientes de ATP.
Los polifenoles pueden interactuar directamente con los neurotransmisores en cascadas de sefializacién
de varias quinasas como MAPK, PI3K y PKB (Frade et al., 2005; Estrada et al., 2012; Kim et al., 2016;
Orozco et al., 2019; Di Meo et al., 2020; Yan et al., 2022).

Las fuentes dietéticas de polifenoles contienen no solo un compuesto fenolico sino una mezcla de varios
compuestos fenolicos en diferentes formas quimicas. Se ha reportado que el consumo dietético de
flavonoides en personas es de alrededor de 1-2 g por dia, esto no es una cifra definitiva ya que puede
variar de acuerdo a la dieta de cada persona y también es dificil de calcular, ya que ain no hay
informacién de la cantidad de polifenoles encontrada en muchos alimentos. La absorcion y el
metabolismo de los compuestos fenolicos de la dieta es un factor crucial para su biodisponibilidad, que
a su vez es imprescindible para el establecimiento de una actividad bioldgica significativa (Szostak-
Wegierek, 2014; Silveiraet al., 2019; Leclerc et al., 2021; Yan et al., 2022). El metabolismo microbiano
es un requisito previo para la absorcion y también modula la actividad bioldgica de los compuestos. Los
efectos sistémicos de los polifenoles de la dieta dependen en gran medida de la accidn sinérgica que los
polifenoles pueden ejercer después de entrar en circulacion, y se ven afectados por otros componentes
presentes en la dieta, la estructura quimica del propio polifenol, asi como por factores enddégenos como
las actividades enzimaticas y factores sistémicos (edad, género y patologias) (Hanhineva et al., 2010;
Silveira et al., 2019). El almid6n y la sacarosa son los carbohidratos dietéticos mas importantes. Su
digestion, absorcion y metabolismo pueden estar influenciados por los polifenoles de la dieta y sus
metabolitos. Estos compuestos pueden influir en el metabolismo de la glucosa por varios mecanismos,
como la inhibicién de la digestion de carbohidratos y la absorcién de glucosa en el intestino, la

estimulacion de la secrecion de insulina de las células B, la modulacion de la liberacion y produccion de

40

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

glucosa del higado y la activacion de los receptores de insulina en tejidos sensibles a la insulina, ademas
de brindar propiedades antiinflamatorias (Fig. 16) (Hanhineva et al., 2010; Kim et al., 2016; Leclerc et
al., 2021; Alam et al., 2022).
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Figura 16. Sitios potenciales de accién de los polifenoles dietéticos sobre el metabolismo de los carbohidratos y la
homeostasis de la glucosa. (Modificado de: Hanhineva et al., 2010).

La digestion de carbohidratos y la absorcion de glucosa son objetivos para mejorar el control de la
glucemia después de comidas ricas en carbohidratos. La a-amilasa y la o-glucosidasa salivales,
pancreaticas e intestinales son las enzimas clave responsables de la digestion de los carbohidratos a
glucosa de la dieta, donde estas enzimas rompen los enlaces a-1,4 y a-1,6 de los polimeros de la glucosa
(carbohidratos). Se ha demostrado que una variedad de polifenoles inhiben las actividades de a-amilasa
y a-glucosidasa, y por lo tanto la digestion y absorcién de carbohidratos de la dieta (Hanhineva et al.,
2010; Leclerc et al., 2021).

11.1.8 Las plantas medicinales. Efectos neuroprotectores y antioxidantes

Dada la patogénesis multifactorial de la DM, es apropiado y prometedor utilizar medicamentos
antidiabéticos naturalmente equilibrados en la terapia de esta enfermedad. Estos medicamentos deberian
mostrar un impacto multidireccional complejo en varios aspectos de patogénesis de la enfermedad, por
ejemplo, reducir la glucosa en sangre y la resistencia a la insulina. Las plantas medicinales debido a su
rica composicién quimica muestran una amplia gama de propiedades farmacolégicas que pueden actuar
individualmente o en sinergia para curar enfermedades y mejorar la salud. Las plantas siempre se
consideran una de las fuentes mas confiables de agentes curativos para enfermedades y muchos farmacos
se derivan directa o indirectamente de ellas. Las fitomedicinas se combinan bien con los farmacos

antidiabéticos, mejorando su resultado terapéutico y provocando menos efectos secundarios adversos
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durante su uso prolongado (Wang et al., 2017; Yang et al., 2019; Lee et al., 2023 a). Estudios cientificos
confirman la seguridad y eficacia de los fa&rmacos de origen natural (Orozco et al., 2019; Hachkova et
al., 2021; Alam et al., 2022). El empleo de plantas medicinales esta aumentando de forma exponencial
tanto para mejorar el estado de salud general como para tratar enfermedades crénicas (Mufioz y Alfaya,
2015). La asociacion de los extractos de plantas con la DM2 se ha demostrado a través de sus efectos
terapéuticos, donde los extractos naturales tratan las complicaciones de la DM con una toxicidad minima
y menos reacciones adversas (Zhang et al., 2020). La eficacia puede demostrarse mediante resultados de
laboratorio y algunos mecanismos principales, que incluyen el transporte y el metabolismo de la glucosa,
la actividad antiinflamatoria y antioxidante, el metabolismo de los lipidos, etc. Esto se ha demostrado en
modelos experimentales tanto in vitro, in vivo y ensayos clinicos (Lee et al., 2021). Los farmacos
antidiabéticos como las sulfonilureas y las biguanidas tienen efectos secundarios adversos. Se ha
informado anteriormente que las plantas medicinales son beneficiosas para el control de la hiperglucemia

en todo el mundo y se han utilizado en gran medida como remedios antidiabéticos (Patel et al., 2012).

Las plantas medicinales se estan volviendo populares como fuentes alternativas de regimenes
terapéuticos, debido a que varios materiales naturales utilizados en la medicina popular son eficaces,
presentan menos efectos secundarios clinicos y, a menudo, son faciles de conseguir con un precio
relativamente bajo (Chukwuma et al., 2019; Alam et al., 2022). Estudios han dado crédito a las
propiedades farmacologicas de los compuestos de origen vegetal en el tratamiento de varias
enfermedades, incluida la DM. Los compuestos bioactivos relacionados incluyen flavonoides,
compuestos fendlicos, cumarinas, terpenos, terpenoides y macromoléculas como péptidos, aceites y
carbohidratos (Al Disi et al., 2016; Yan et al., 2022), donde una revision hecha en 2012 realizada por
Patel et al., y otra por Taika et al., en 2018 reportaron que la actividad antidiabética se atribuye
principalmente a la presencia de polifenoles, flavonoides, saponias, terpenoides y cumarinas. Los efectos
antihiperglucémicos de las plantas que se dice que son antidiabéticas se han atribuido principalmente a
su capacidad para restablecer los tejidos pancreaticos que funcionan aumentando la produccién de
insulina, como las sulfonilureas, en la inhibicion de la absorcién intestinal de glucosa como la acarbosa,
un oligosacéarido, aumentando el metabolismo de los medios insulino-dependientes y reduciendo los
niveles de ROS. Entre estas plantas con actividad antihiperglucémica se pueden encontrar una gran
diversidad de plantas, entre ellas, Sphatodea campanulata (Taika et al., 2018; Chukwuma et al., 2019).
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Las plantas de la familia Bignoneaceae son conocidas por producir compuestos con propiedades
aromaticas, medicinales y nutricionales. Cuando estos compuestos se aislan, purifican e incorporan en
complementos alimenticios 0 medicamentos, pueden evitar deficiencias metabdlicas y prevenir muchos
tipos de enfermedades. Ademas, sus hojas, flores y corteza de tallo se utilizan en la medicina popular
para tratar edemas, diarreas, complicaciones estomacales, diuréticos y antiinflamatorios. Ha habido un
interés creciente en los compuestos bioactivos producidos por las plantas, por sus efectos beneficiosos
para la salud humana, como la actividad antioxidante. Los compuestos antioxidantes, cuando se aislan e
identifican, pueden usarse para el desarrollo y formulacion de varios productos relacionados con la
alimentacion, la cosmetologia y los productos farmacéuticos. Los antioxidantes son esenciales para
prevenir el dafio oxidativo en las células vivas y el deterioro oxidativo en los alimentos. Estos compuestos
pueden retrasar las reacciones de degradacion oxidativa al formar complejos con metales prooxidantes o
reducir la oxidacion de las estructuras celulares al inhibir la produccion o eliminar los radicales libres
(Santos et al., 2020; Yan et al., 2022). Dentro de los compuestos antioxidantes como los compuestos
fendlicos, particularmente aquellos cuyos grupos hidroxilo se encuentran en posicion orto o para, tienen
un papel en las reacciones redox, donde actian como agentes reductores y donadores de hidrégeno. Por
lo tanto, los polifenoles interfieren con la oxidacion de las biomoléculas al donar rapidamente protones
a los radicales o al reaccionar con los radicales para formar compuestos que les impiden reaccionar con
otras moléculas. Ademas, los polifenoles pueden interactuar con receptores o enzimas involucradas en
la traduccidn de sefiales, modificando asi la oxidacion celular y promoviendo una condicion antioxidante.
Los flavonoides actuan fundamentalmente como tampones, y capturan radicales libres para generar el
radical flavinico, mucho menos reactivo, ya que en él los electrones desapareados estan mas
deslocalizados. Ademas, algunos flavonoides pueden quelar iones metalicos de transicion como el hierro
o el cobre, evitando asi la formacion de las ROS producidas por la reaccion de Fenton. Los polifenoles
también pueden interferir con los sistemas de detoxificacion celular, como la superéxido dismutasa, la
catalasa o la glutation peroxidasa. Por lo que los polifenoles son conocidos como excelentes moléculas
antioxidantes. De hecho, existe una correlacion directa positiva entre la capacidad antioxidante de los
polifenoles y el nmero de grupos hidroxilo presentes en la estructura fendlica. A pesar de que el efecto
antioxidante se reduce solo a la eliminacion y el bloqueo de los efectos de los radicales libres, las
estrategias para la actividad antioxidante de los polifenoles van mas alla de la neutralizacion de los
radicales libres e incluyen otras actividades, como control enzimatico, regulacion de vias de sefializacion

e intervencion en el ciclo celular (Quifiones et al., 2012; Silveira et al., 2019; Yan et al., 2022).
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También los polifenoles han sido implicados como posibles agentes preventivos y curativos para una
serie de enfermedades, como la EA, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, el
sindrome de fatiga cronica, la hipercolesterolemia, la DM, accidente cerebrovascular, varios tipos de
cancer, enfermedad cardiovascular, autismo, vitiligo, entre otros, donde todas estas patologias tienen
como factores comunes el estrés oxidativo y la inflamacién, y dado que los humanos tienen mecanismos
endogenos para mantener la homeostasis redox pero estos mecanismos fallan o se descompensan en
contextos patoldgicos, es por eso que son tan importantes las fuentes exdgenas de antioxidantes capaces

de hacer frente al estrés oxidativo como los polifenoles (Pandey y Rizvi 2009; Leclerc et al., 2021).

Ademas de los efectos antioxidantes brindados por los polifenoles también se ha descubierto que tienen
un gran potencial terapéutico en la disfuncion cognitiva inducida por la DM, en donde la regulacion o
estimulacién en diferentes puntos de las vias de sefializacion de supervivencia neuronal puede ser un
enfoque prometedor para el tratamiento de enfermedades del SNC, ya que muchas vias modulan la
supervivencia celular en el SNC, asi como enfermedades relacionadas (Zhang et al., 2020). El factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), un miembro de la familia de las neurotropinas, esta asociado
con el desarrollo y la regeneracion (neurogénesis) de las neuronas. El receptor de proteina transmembrana
tropomiosina quinasa B (TrkB) es un receptor especifico para BDNF, que se expresa ampliamente en el
cerebro de los mamiferos. Tanto BDNF como TrkB son esenciales para la plasticidad sindptica adulta y
la formacion de recuerdos. Tanto BDNF como los polifenoles al estimular a TrkB activa tres importantes
cascadas de sefializacion intracelular aguas abajo, incluidas las vias PI3K/Akt, fosfolipasa C-y (PLC-y)
y MAPK/ERK. Estas cascadas de sefializacion finalmente provocan la fosforilacion de la proteina de
union al elemento de respuesta CAMP (CREB) y regulan la transcripcion en las neuronas (Binder y
Scharfman., 2004; Bathina y Das, 2015; Mohammadi et al., 2018; Yan et al., 2022). CREB es un factor
de transcripcion celular en eucariotas superiores y es bastante abundante en el cerebro, en particular en
las neuronas. EI nimero de neuronas supervivientes esta estrechamente relacionado con el nivel de CREB
fosforilado (pCREB), que desempefia un papel importante en el aprendizaje y la memoria en el cerebro
(Zhang et al., 2020). En el hipocampo, se ha demostrado que la activacién de fosfatidilinsoitol-3-quinasa
(P13K) y su efector posterior Akt podria regular al alza la fosforilacion de CREB y prevenir asi la muerte
neuronal (Srivastava et al., 2018). La sefializacion de BDNF/TrkB esta involucrada en la supervivencia
neuronal, la formacidn de memoria, efectos similares a los antidepresivos, plasticidad neural y resistencia
al estrés. La via ERK (cinasa regulada por sefial extracelular), una parte de las MAPK, ha estado

involucrada en varias funciones fisioldgicas de las neuronas, incluida la proliferacién, la diferenciacion
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y la supervivencia. ERK1/2 se activa después de la fosforilacion de residuos de treonina y tirosina, y
luego cambia su localizacion y fosforila diferentes moléculas diana. CREB es un regulador aguas abajo
de la cascada ERK, que se ha propuesto que participa en la proliferacion neuronal, la neuroplasticidad,
la emocidn y la cognicion. Las proteinas quinasas dependientes de Ca 2+ /calmodulina (CaMKSs) es una
familia de proteina quinasas de serina/treonina (CaMKI, CaMKIl y CaMKIV). CaMKII se expresa
abundantemente en los sitios postsindpticos y su activacion contribuye a la fosforilacion de la proteina
sinaptica. CaMKIV se encuentra principalmente en los nicleos neuronales y es crucial para la memoria
a largo plazo del cerebro al activar CREB, que a su vez, estimula la transcripcion de genes diana
uniéndose a las region del ADN de elementos de respuesta de AMP ciclico (CRE), ademaés, la via CREB
tiene efectos positivos sobre la salud cognitiva, la supervivencia neuronal, la neurogénesis, la plasticidad
sinaptica y en general para la activacion neuronal. Los polifenoles también pueden unirse al receptor de
estrégeno (ER) y activar efectos neurotréficos a través de vias de la proteina quinasa C (PKC) (Fig. 17)
(Bathinay Das, 2015; Zhang et al., 2020; Di Meo et al., 2020; Yeetal., 2021; Yan et al., 2022; Sasikumar
etal., 2022).
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Figura 17. Principales vias de sefializacién del efecto neuroprotector de polifenoles. Los polifenoles se unen a los
receptores TrkB estimulando la fosforilacién de estos receptores. Los receptores activados pueden activar las vias MAPK,
PI3K y fosfolipasa Cy (PLCy1), que finalmente conducen a la fosforilacion de la proteina CREB. CREB fosforilado y unido
con la proteina de unién CBP estimula la transcripcion de genes diana al unirse a CRE, transcribiendo diferentes procesos
positivos para la cognicion. Diacilglicerol (DAG), trifosfato de inositol (IP3), proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK),
MAP-cinasa-cinasa (MEK) (Modificado de: Zhang et al., 2020).

Ademas del efecto neuroprotector de los polifenoles en el cerebro, también pueden exhibir propiedades
anti-neuroinflamatorias al bloquear la liberacion de citocinas (IL-1B, TNF-a) y propiedades antioxidantes
al inhibir la produccién de NO y PGE2, disminuir la activacion de la NADPH oxidasa, prevenir la

formacion de ROS en el cerebro y presentar efectos antiapoptosis, mejorando la neuropatia diabética
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(Orozco et al. 2019). Estos efectos son gracias a que los polifenoles son capaces de atravesar BHE para
llegar a las lesiones cerebrales. Los polifenoles actuan mediante la regulacion de CREB/TrkB y la
inhibicion de la via NF-xB/TNF-a, asi como otros mecanismos (Di Meo et al., 2020; Zhang et al., 2020;
Yan et al., 2022).

Ademas de esta via los polifenoles pueden generar neuroproteccion a través de otras vias. Los polifenoles
bioactivos pueden contrarrestar los efectos de la diabetes eliminando directamente las especies de
radicales libres o bien activando proteinas cinasas que rompen el complejo Keap/Nrf2 permitiendo la
translocacion del factor transcripcional relacionado con el factor nuclear eritroide 2 al ndcleo donde se
une a los receptores ricos en adenilato y uridilato (ARE) y promueve la expresion de proteinas
antioxidantes. Los polifenoles también pueden generar una accion anti-inflamatoria ya que regulan a la
baja factores de transcripcion pro-inflamatorios como NF-KB inhibiendo la sintesis de citosinas pro-
inflamatorias. Como ya habiamos visto en la diapositiva pasada los polifenoles al incrementar la sintesis
de factores neurotréficos como BDNF, el factor de crecimiento nervioso (NGF) o bien unirse
directamente a los receptores de estos puede activar las vias de sefializacion cruciales para la
neuroproteccion, que van a prevenir la apoptosis al aumentar la expresion de BCL-2 y BCL-XL, entre
otras moléculas antiapdptoticas, permitiendo la supervivencia celular. Ademas, los polifenoles al
aumentar la fosforilacién de PISBK-AKT reduce a las caspasas e inhibe las sintesis de moléculas pro-
apoptoticas y por lo tanto la inhibicion de apoptosis. Ademas, los polifenoles pueden causar la activacion
de MAPK induciendo la mitogenesis (Fig. 18) (Di Meo et al., 2020; Yan et al., 2022).
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Figura 18. Otros efectos neuroprotectores brindados por polifenoles. (Modificado de: Di Meo et al., 2020).
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11.1.8.1 Metabolitos secundarios y mecanismos de accion
Se ha descubierto que las plantas con presencia de polifenoles, flavonoides, alcaloides y saponinas

brindan propiedades antidiabéticas que apoyan y justifican su uso como tratamiento natural de la DM
(Taika et al., 2018). Una linea creciente de evidencia confirmo que los polifnoles tienen efectos
beneficiosos sobre la DM al mejorar el control glucémico, el perfil lipidico, el estado antioxidante y
recientemente también por brindar un efecto neuroprotector. Se ha informado de una amplia gama de
efectos bioldgicos que incluyen actividades antiinflamatorias, antioxidantes, neuroprotectoras,
nefroprotectoras y hepatoprotectoras de estos polifenoles, a parte de las ya descritas. Como ya hemos
visto la hiperglucemia cronica y la dislipidemia estan asociadas con varios cambios en las vias
metabdlicas intracelulares que conducen al dafio tisular y al desarrollo de complicaciones diabéticas. Los
cambios intracelulares incluyen la generacion excesiva de ROS/nitrogeno intracelulares (RNS), aumento
de precursores AGE’s, acumulacién de sorbitol, aumento del nivel de diacilglicerol, disminucién de
gliceraldehido-3 fosfato actividad deshidrogenasa (GAPDH) y aumento de la actividad de la via de la
hexosamina (Ghorbani, 2017). La figura 19 se muestran algunos de los efectos protectores de los
polifenoles contra los cambios inducidos por hiperglucemia y dislipidemia en las vias metabdlicas

intracelulares.
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Figura 19. Descripcion esquematica de los mecanismos protectores de polifenoles contra las vias intracelulares
responsables de las complicaciones diabéticas. AGE: producto final de glicacién avanzada; eNOS 6xido nitrico sintasa
endotelial; FFA: &cido graso libre; GAPDH; gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa; G3P: gliceraldehido-3-fosfato; IL:
interleucinas; NO: 6xido nitrico; PKC: proteina quinasa C; ROS / RNS: especies reactivas de oxigeno / nitrogeno; TNF-a:
factor de necrosis tumoral alfa; UDPNAG: difosfato de uridina N-acetilglucosamina; VEGF: factor de crecimiento endotelial
vascular; 1: aumento; |: disminucion; J: efecto modulador;$&: efecto inhibidor de la rutina (flavonoide) (Modificado de:
Ghorbani, 2017).

47

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sanchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

La generacion excesiva de precursores de AGE da como resultado la glicacion de proteinas intracelulares
(p. €j., Proteinas implicadas en el control de la transcripcion genica) y la modificacion de las moléculas
de la matriz extracelular (ECM). Los precursores de AGE también pueden difundirse fuera de las células
y modificar las proteinas plasmaticas. Estas proteinas plasmaticas AGE pueden unirse a los receptores
AGE y, por tanto, desencadenar la formacion de factores de crecimiento y citocinas inflamatorias, que a
su vez contribuyen a la patologia vascular (Vetter, 2015). En condiciones in vitro, se ha demostrado que
los flavonoides suprimen la formacion de AGE en proteinas musculares y renales de rata, asi como en
proteinas del cristalino (Muthenna et al., 2012). Ademas, el tratamiento de ratas diabéticas con
flavonoides reduce el contenido de coldgeno y aumenta la actividad de las metaloproteinasas de la matriz
en el rifidn, por lo que gracias a su eliminacion no sufren de glicacion enzimatica y por lo tanto no hay

endurecimiento de los vasos sanguineos (Ghorbani, 2017).

La hiperglucemiay la hiperlipidemia provocan la oxidacion de la glucosa intracelular y los acidos grasos
libres, que generan un exceso de ROS/RNS. Ademas, un aumento de la concentracién de glucosa
intracelular da como resultado una mayor conversion de glucosa en sorbitol (por la aldosa reductasa),
con el consumo concomitante de NADPH. La disminucién de NADPH atenua la regeneracion del
glutatién reducido, un antioxidante intracelular critico y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad al estrés
oxidativo. El aumento de la produccion de ROS/RNS altera las funciones de biomoléculas intracelulares
como proteinas, ARN y ADN. Ademas, la acumulacion de ROS y el aumento de diacilglicerol inducido
por la hiperglucemia activan la PKC, que a su vez promueve una variedad de procesos metabolicos en el
citosol y el nucléolo segun el tipo de célula. Por ejemplo, en las células vasculares, la activacion cronica
de la PKC se asocia con la permeabilidad vascular, la expansion de la ECM, la produccién de factores
inflamatorios, la adhesion de leucocitos, los cambios en la vasodilatacion y la angiogénesis. Se ha
demostrado que los flavonoides inhiben la aldosa reductasa y disminuye la concentracion de sorbitol en
los eritrocitos en condiciones de glucosa alta, lo que indica el potencial de los flavonoides para preservar
el nivel intracelular de NADPH. En animales diabéticos, la administracion de flavonoides mejoré el
estado antioxidante en diferentes tejidos al aumentar los antioxidantes no enzimaticos (p. Ej., Glutation
reducido) y enzimaticos (p. Ej., Superoxido dismutasa y catalasa). El analisis de la relacion estructura-
funcion demuestra la importancia de los restos 3'-OH y 4'-OH en el efecto de eliminacién de radicales
libres de los flavonoides. Debido a estos OH, los flavonoides tienden a ceder electrones a los radicales
libres, convirtiéendolos en radicales intermedios mas estables e inhibiendo més reacciones de radicales
libres (Ghiasi y Heravi, 2011; Ghorbani, 2017; Yan et al., 2022). La actividad antioxidante de los

48

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

flavonoides y su efecto inhibidor sobre la formacion de AGE crean la expectativa de que pueden interferir
con las vias de sefializacion de PKC. Dada la activacion de isoformas de PKC por la hiperglucemia y la
hiperlipidemia que provoca un aumento del nivel de citocinas inflamatorias, se ha demostrado que el
tratamiento de ratas diabéticas con flavonoides disminuyad el nivel de factores inflamatorios (p. Ej., TNF-
a e IL-6) en el suero y en algunos tejidos, incluido el corazon (Das et al., 2016). La neuropatia en los
pacientes con DM se asocia con una percepcion sensorial alterada, disfuncién de las neuronas motoras y
anomalias en la funcién autonémica. El tratamiento con flavonoides mejor6 la actividad de Na*, K* -
ATPasa y redujo la expresion de la proteina proapoptdtica caspasa-3 en los nervios ciaticos. Ademas, 1os
flavonoides fueron capaces de reducir los marcadores proinflamatorios TNF-a, IL-1p e IL6 en el suero
de ratas diabéticas, asi como atenuar la neuroinflamacion (reduciendo NF-xB, IL-6 y TNF-a) y el estrés
oxidativo (reduciendo la generacion de ROS y la peroxidacion lipidica) en los nervios periféricos, lo que
podria contribuir a sus efectos favorables sobre la neuropatia (Ghorbani, 2017).

Existen reportes de muchas otras plantas cuyos compuestos pueden inhibir vias y moléculas que
intervienen en el desarrollo de la DM, por lo tanto, podrian ser utilizadas como tratamiento o tratamiento
complementario de esta enfermedad por todas las actividades anteriormente descritas (Lee et al., 2021;
Yan et al., 2022).

11.1.9 Galeana (Spathodea campanulata). Descripcion, clasificacién taxondémica, componentes y
usos en la medicina tradicional.

La especie Spathodea campanulata (S. campanulata) perteneciente a la familia Bignoniaceae es
originaria de Africa desde donde fue introducida a Brasil, América y Asia como ornamental.
Spathodea es un género monotipico de faner6gamas perteneciente a la familia de las bignoniaceas. La
Unica especie de este género, S. campanulata, es conocida con diferentes nombres en todo latino américa
y sudadmerica como; tulipanero africano, arbol de la fontana, llama del bosque, llama Nandi, amapola y
meaito, caoba de Santo Domingo y gallito en Venezuela. En México se le conoce como Galeana, o
simplemente como (arbol) tulipan (Franco et al., 2015; Swiatek et al., 2022). S. campamulata (Galeana)
es un arbol de porte medio (15 a 25 m de altura) y el diametro del tronco puede ser de hasta 60 cm que
presenta flores carnosas de color rojo (Fig. 20) (Cintra et al., 2005). Es un arbol grande de copa tipo
globosa, que requiere de un clima tropical o subtropical con temperaturas entre los 27°C y 30°C, pero
también se puede observar en climas con temperatura entre los 23°C y 34°C. Es posible encontrar la
distribucion de esta especie en un intervalo altitudinal entre los 0-2000 msnm. Puede crecer en suelos

acidos y calizos con un pH entre los 4.5 y 8.0, ricos en humedad y necesita mucho Sol para su
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crecimiento. El sistema radicular es poco profundo y altamente destructivo de andenes, cimientos y
alcantarillados, ademas, se rompe facilmente con el viento, constituyendo un peligro en los lugares
urbanizados (Franco et al., 2015; Cuadro, 2018).

Figura 20. Spathodea campanulata (Galeana). S. campanulata es un arbol originario de Africa. En México a este arbol se
le conoce Galeana (Cuadro, 2018).
Las hojas de Galeana son compuestas imparipinadas (no crecen en pares al final de la rama), de forma

eliptica segin la forma del limbo, con nerviaciones pinnatinervia, el borde es entero y su apice
acuminado. Presentan un tono verde brillante y se encuentran ubicadas de forma opuesta en el tallo, la
cantidad de hojas es relativamente grande con 4 o 9 pares de foliolos (Fig. 21 A). Las flores son de corola
campanulada y presentan un color llamativo rojo-anaranjado con bordes amarillos (Fig. 21 B), la
floracion puede durar de entre 5 a 6 meses y la fructificacion ocurre del mes de febrero a mayo (Rodriguez
y Cordoba, 2009; Cuadro, 2018).

Figura 21. Hojas y Flores de S. campanulata. A) En la imagen se muestran las hojas de S. campanulata, en donde se
observan las partes: peciolo; que une la lamina de una hoja a su base foliar o al tallo, dpice; que es el extremo superior o
punta de la hoja, foliculo; lugar donde se almacenan las semillas nacientes, raquis; es el eje (columna vertebral) de una hoja
compuesta, borde; también llamada contorno, constituye el extremo del limbo y limbo; Id&mina que forma parte de la
anatomia de una hoja por el haz (cara superior de la hoja) y por el envés (parte inferior de la hoja). B) Flores de galena
(Cuadro, 2018).
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Ademas de su llamativa belleza y uso ornamental, esta especie ha merecido atencion debido a sus otros
efectos investigados en propiedades medicinales y la utilizacion de sus compuestos como controladores
naturales de plagas, como antimicrobiano y brindar efectos pesticidas e insecticidas en ciertos cultivos
(Franco et al., 2015), asi como también se ha comenzado a probar su actividad como repelente y
fungistatico (Alarcon, 2014). La medicina popular relata las propiedades diuréticas y antiinflamatorias
de S. campanulata en sus flores y el empleo de sus hojas contra enfermedades renales, contra Ulceras,
inflamaciones de la uretra y como antidoto contra venenos. Preparaciones de la cascara del tronco pueden
utilizarse para el tratamiento de edemas, micosis, herpes, antihemorroides, dolores de estomago, dolor
de muelas y diarrea. Las flores y los extractos de corteza de tallo de S. campanulata han mostrado
actividad molusquicida (plaguicidas utilizado para controlar los moluscos). Ademas, se observaron
actividades hipoglucémicas, anti-VIH, anticancerigenas antibacterianas y antipaltdicas de la corteza del
tallo y hojas (Pianaro et al., 2007; Ofori et al., 2009; Tanayen et al., 2014; Teinkela et al., 2016; Bachhav
et al., 2018; Escamilla, 2019; Swiatek et al., 2022). Asimismo, las flores y corteza de S. campanulata
han sido evaluadas contra trastornos mentales, malaria, enfermedades infecciosas y cicatrizacion de
heridas (Niyonzima et al., 1999; Tanayen et al., 2014; Teinkela et al., 2016; Swiatek et al., 2022).

Existen varios estudios fitoquimicos con diferentes partes de S. campanulata, incluyendo cortezas de
tallos, hojas, flores y frutos, en donde se han aislado diferentes compuestos tales como; &cido espaddico,
esteroides, saponinas, acido ursolico, acido tomentosolico, ademas de sustancias pécticas (polisacaridos
complejos de naturaleza acida) que se han aislado de la corteza del tallo. Dentro de las hojas se han
encontrado compuestos como; acido ursélico, saponinas, acido tomentosélico, acido espaddico,
sustancias pécticas, espatodol, acido cafeico, otros acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides (Ngouela
et al., 1988; Ngouela et al., 1991; Amusan et al., 1995; Amusan et al., 1996; Niyonzima et al., 1999;
EL-HELA, 2001; Flach, 2005; Pianaro et al., 2007; Kumaresan et al., 2011; Alarcon, 2014; Teinkela et
al., 2016; Kihdze et al., 2016; Bachhav et al., 2018). Estudios previos han demostrado la presencia de
acidos fendlicos y flavonoides como principales fitoquimicos en las partes aéreas de S. campanulata
(Santos et al., 2020; Swiatek et al., 2022), con un porcentaje de 1373.23 mg de fenoles, 24.65 mg de
polifenoles y 190.41 de flavonoides (Escamilla, 2019).
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1. JUSTIFICACION
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crdnica de causas multiples que a partir de la hiperglucemia
puede ocasionar complicaciones de salud graves provocando neuropatias, retinopatia, nefropatia y
practicamente dafios al organismo completo, con un pronostico letal si no se controla. Se ha estimado
que la esperanza de vida de individuos con DM se reduce entre 5 y 10 afios. En 2022 esta enfermedad
causo la defuncién de 1.8 millones de personas. El desafio para la sociedad y los sistemas de salud es
enorme, debido al costo econdmico para su atencion y la pérdida de calidad de vida para quienes padecen
diabetes. En México, los costos de atencion por paciente son de aproximadamente 1,415 dolares anuales,

siendo una gran cantidad de dinero destinado a la atencion de esta enfermedad y sus complicaciones.

El vinculo entre la DM y la enfermedad degenerativa del cerebro esta bien establecido, se ha relacionado
el deterioro cognitivo en las personas con DM con la degeneracion regional del cerebro, incluyendo
patologia neurodegenerativa grave. Dentro de los dafios a tejidos que causa la DM esté el hipocampo que
debido a su complejidad estructural es vulnerable a los efectos de esta enfermedad, cualquier factor que
altere el equilibrio entre la proliferacion/muerte neuronal puede resultar en un deterioro de la memoria 'y
el aprendizaje. Estudios han demostrado que la DM experimental causa una disminucion de las células

granulares, proliferacion y muerte neuronal en las regiones CA y regiones del GD.

La administracion de farmacos orales para el tratamiento de la DM puede tener efectos secundarios
adversos como; hipoglucemia grave, aumento de peso, menor eficacia terapéutica debido a un régimen
posolégico inadecuado, baja potencia y efectos secundarios alterados debido al metabolismo del farmaco
como especificidad del objetivo, solubilidad y permeabilidad. Provocando un bajo apego de los pacientes

al tratamiento farmacoldgio por lo que se buscan alternativas de apoyo en el tratamiento de la DM.

La aceptacion de las plantas como tratamiento de apoyo al tratamiento farmacolégico en la DM se debe
ha varias razones, entre las que se incluyen el diagnostico erréneo y la incapacidad financiera por parte
del sistema de salud. Las moléculas derivadas de plantas poseen compuestos terapéuticos potenciales
capaces de mejorar Yy tratar varias enfermedades. S. campanulata ha merecido atencién debido a sus
propiedades medicinales y la utilizacion de sus compuestos con actividades hipoglucémicas, anti-VIH,
anticancerigenas y antipaltdicas. Dado que los tratamientos farmacologicos tienen efectos secundarios
adversos se buscan alternativas, una de ellas la ofrecen las plantas hipoglucemiantes y antioxidantes. Por
lo que dentro de esta investigacion se utilizaron los extractos acuosos de hojas de Galeana para evaluar

su efecto neuroprotector sobre las neuronas del giro dentado en el hipocampo de ratas con DM2.

52

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

IV. HIPOTESIS

La administracion oral de extractos acuosos de hojas de Galeana (Spathodea campanulata) reducen
significativamente el dafio en neuronas del giro dentado del hipocampo de ratas con diabetes mellitus

2 comparadas con ratas diabéticas no tratadas y tratadas con metformina.

V. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto neuroprotector en hipocampo tras la administracion oral de extractos de Spathodea
campanulata en ratas con diabetes mellitus tipo 2.

V.1 Objetivos particulares
Evaluar la memoria, aprendizaje y conducta ansiosa en las ratas diabéticas administradas con el extracto
de hojas de Galeana.
Determinar la inhibicion de las reducciones cerebrales de ratas con diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
tratadas con el extracto de Galeana
Evaluar el grado de dafio en neuronas del giro dentado (GD) en hipocampo de ratas con DM2.
Cuantificar el efecto del extracto acuoso de hojas de Galeana sobre el dafio celular en neuronas GD de
hipocampo de ratas con DM2.
Valorar la tasa de neurogénesis del Giro dentado (GD) del hipocampo en ratas con DM2.
Establecer el efecto del extracto acuoso de hojas de Galeana sobre la tasa de neurogénesis en el GD en

ratas con DM2.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VI1.1 Material

Animales:

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200-250 g. 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 de los institutos de Salud de los Estados Unidos de Norte América (NIH) para el uso y
cuidado de animales de laboratorio (NIH, 2001). Se tomaron las medidas adecuadas para reducir al
minimo el dolor o sufrimiento de los animales.

La presente investigacion fue aprobada por el Comité de Etica e Investigacion FCMB-UMSNH.
CEI/2023/1-302

Reactivos de grado analitico

Extractos acuosos de hojas de Galeana

VI11.2 Métodos

Colecta de hojas:

La colecta de hojas del arbol de Galeana se realiz6 en la Calzada Ventura Puente #27 Col. Cuauhtémoc
en Morelia, Michoacan. Arbol que cuenta con identificacion, clasificacion y folio por parte del
departamento de botéanica del herbario nacional de México perteneciente a la Universidad Nacional
Auténoma de México. La cual fue clasificada como “Galeana”, familia Bignoniaceae, especie Spathodea
campanulata P. Beauv., con el nimero de folio MEXU 1489469 (anexo 1).

Obtencion del extracto acuoso:

Las hojas de Galeana se sanitizaron y se deshidrataron en una incubadora. Se pesaron 300 mg de hojas
que se homogeinizaron en agua destilada, se filtraron y centrifugaron (3000 rpm X 30 min) (Zeigen). El
sobrenadante obtenido se le nombro como extracto acuoso de Spathodea campanulata (EASC).
Sanitizacion:

Las hojas de S. campanulata se lavaron con jabon y cloro (cloro al 5%, Dodecil Sulfato de Sodio al 1%)
(5 ml/200 ml de agua), a continuacion, se enjuagaron en agua de la llave y posteriormente se volvieron

a enjuagar con agua destilada estéril.
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Filtracion:

La filtracion se realizo por gravedad vertiendo una mezcla solido-liquido de las hojas de Galeana a traves
de un embudo que contenia un papel filtro con didmetro de poro de 6 um, permitiendo que el liquido se
filtrard mientras se atrapaba el sélido en el papel.

Modelo animal:

Se usaron 32 ratas macho de la cepa Wistar con un peso a partir de 100 g. Ya que en este peso se
consideran ratas que han alcanzado la pubertad. Al destete (dia 21 después de nacer) comenzo la
administracion de fructosa de 6 semanas. Posteriormente ya con ratas diabéticas (>100 mg/dL), se les
realizd durante 2 meses (9 semanas) la administracion cronica del EASC, 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 a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y con la guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio 2011 del Consejo Nacional de Investigacion. Donde siempre se tomaron las
medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o sufrimiento de los animales.

Las ratas se distribuyeron en grupos de 8 ratas, de la siguiente manera:

Grupo 1) control sanas

Grupo 2) control diabéticas (DM2)

Grupo 3) control diabéticas + metformina (100 mg/kg) (DM+MF)

Grupo 4) diabéticas + EASC (300 mg/kg) (DM+EASC)

Induccion de diabetes experimental:

La induccion de diabetes tipo 2 se realizd con la administracion oral de fructosa al 60% ad libitum, esta
administracion se realizé al destete y los animales se consideraron diabéticos, si su concentracion de
glucosa sanguinea se encontraba por arriba de 100 mg/dL a las 4-6 semanas posteriores a la
administracion de fructosa, y que presentaran un peso corporal superior a los 100g (Dupas et al., 2016).
La rata administrada 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).

Administracion oral cronica de EASC y metformina:

Los extractos fueron administrados por via oral con una canula de alimentacién animal de 16 G x 3y
curvada de 3mm (NOM-062-Z00-1999). La dosis administrada fue de 300 mg por kilogramo de peso
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del animal durante 2 meses para que fuera considerada una administracion de tipo crénico como
determina la guia de la OECD, el EASC fue administrado cada 24 horas. Las ratas tratadas con
metformina (MF) fueron administradas con una dosis de 100 mg/kg disuelta en agua estéril (Cheng et
al., 2006). Las ratas control sanas y control diabéticas fueron administradas con agua estéril de manera
cronica para asemejar este estrés en las ratas.

Peso de los animales, glucosa sanguinea, hemoglobina glicosilada y prueba de orina:

Durante la administracién cronica se monitore6 una vez por semana el peso de los animales (balanza
digital SF-400), para conocer la cantidad de EASC a administrar y observar si la cronicidad de la
administracion alteraba la salud del animal en relacion con el apetito y al peso, asi como también fueron
medidas las concentraciones de glucosa sanguinea (glucometro Accu-Check Performa, Roche) para
Ilevar un récord de este parametro y evaluar el efecto hipoglucemiante a largo plazo del EASC. También
se realizaron pruebas del porcentaje de hemoglobina glicosilada a la semana 0 (después de seis semanas
de administracion de fructosa) y en la semana 9 en cada rata para determinar el cambio de este parametro,
esta prueba se realizd mediante el kit Bio-Glico (MexLab). Ademas, se realizaron pruebas de orina
general (EGO) de 10 pardmetros con tiras reactivas (Combur 10 Test de Roche), estas se realizaron con
la manipulacion del animal que defeca y orina como respuesta al estrés.

Pruebas de conducta:

La prueba de laberinto en cruz elevado (EPMT) es una de las pruebas mas utilizadas para medir el
comportamiento similar a la ansiedad. La prueba se basa en la aversion natural de las ratas a las areas
abiertas y elevadas, asi como en su comportamiento exploratorio natural y espontaneo en entornos
novedosos. El aparato consta de brazos abiertos (con luz) y brazos cerrados (luz baja), cruzados en el
medio perpendicularmente entre si, y un area central. A las ratas se les dio acceso a todos los brazos 'y se
les permitié moverse libremente entre ellos. EI nimero de entradas en los brazos abiertos y el tiempo
pasado en los brazos abiertos se utilizaron como indices de ansiedad inducida por el espacio abierto en
las ratas (Komada et al., 2008). Tedricamente las ratas sanas comparadas con ratas enfermas (diabéticas
0 con deterioro cognitivo) son menos ansiosas y con mayor interés por entornos novedosos. Esta prueba
se realiz6 con ratas aclimatadas (sin estrés), las ratas fueron colocadas durante 5 minutos sobre el
laberinto de cruz sobre el eje central con orientacion hacia uno de los brazos cerrados, donde se evallo
las entradas a los brazos abiertos, asi como el tiempo que se mantienen tanto en los brazos abiertos como
en los cerrados, con el programa Plusmaze. Para evaluar la conducta tipo ansiosa, se utilizaron como

parametros el porcentaje de tiempo y entradas a los brazos abiertos. Después de probar cada rata, se
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limpid la cabeza cruzada y se elimind cualquier olor con alcohol al 70% y después agua, dejando secar
para continuar con el siguiente animal. Las sesiones fueron grabadas con una camara de video sobre el

laberinto.

La prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NORT) se llevé a cabo en una caja de madera cuadrada
con viruta, con paredes altas que carece de sefiales espaciales polarizadas sin objetos, en la que un dia
previo a la prueba las ratas se introdujeron para que exploren y se familiaricen con la caja (evitando algin
tipo de estrés o variacion el dia de la prueba) durante 10 minutos. Al dia siguiente durante lo que se
conoce como sesion de entrenamiento 0 muestra, la rata explord dos objetos idénticos dentro de la caja
(conocido como escenario familiar) durante 10 minutos. Una vez completada la sesion de muestra, el
animal se retir6 de la caja durante una hora (es decir, un retraso de retencion), durante el cual se consolida
la memoria del objeto. Para la siguiente sesion de prueba, se ingreso a la rata a la misma caja, que ahora
contenia un objeto de los de la sesion de muestra y un objeto nuevo novedoso, como prueba de
recuperacion de la memoria a corto plazo del objeto. Las ratas deben mostrar un interés mayor por el
objeto nuevo que por el que ya conocen, este pardmetro se evalud durante 5 minutos. Las ratas deben
explorar los objetos utilizando multiples sentidos (principalmente olfato y tacto), por lo que se toméd
como tiempo de exploracién Gnicamente cuando la rata olfatié a menos de 2 cm los objetos. En cada fase
de la prueba los objetos fueron sanitizados con etanol al 70% y agua para evitar que tuvieran olores
residuales. EI comportamiento de exploracién de objetos es facilmente cuantificable y permite el estudio
de recuerdos de tipo episddico en roedores. Los roedores exhiben una propension natural a explorar
objetos novedosos y no amenazantes y, por lo tanto, es por eso que durante la sesion de prueba, los
roedores muestran una preferencia por explorar el objeto nuevo mas que el familiar, se considera que una
preferencia baja por objetos nuevos durante la sesion de prueba es indicativo de una memoria de objetos
deteriorada y por lo tanto un hipocampo lesionado. NORT es un método para probar la neurobiologia de
la memoria (corto plazo) y aprendizaje no espacial en roedores. La ventaja de esta prueba es que no
requiere ninguna motivacion externa, entrenamiento, recompensa o castigo, por lo que no genera ningun
estrés (Cohen y Stackman, 2015) y por lo tanto no interfiere con el andlisis posterior de neurogénesis. Se
registrd el tiempo dedicado a explorar cada objeto y el tiempo total de exploracion durante la sesion de
prueba. El indice de discriminacion (DI) de objetos nuevos se calcula como el tiempo dedicado a explorar

el objeto nuevo dividido por el tiempo total dedicado a explorar ambos objetos.

La prueba de reconocimiento espacial (SRT) sirve para evaluar la disfuncion en la memoria topografica

y su aprendizaje espacial. Se ha demostrado que este tipo de memoria esta mediada por el hipocampo en
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humanos (Havolli et al., 2017). La prueba consistié en introducir a la rata en una caja como la descrita
anteriormente con dos objetos idénticos los cuales la rata explord por igual, ademas se colocaron fuera
de la caja dos objetos visibles para que la rata pudiera observar y de esta manera ubicar los objetos dentro
de la caja con respecto a los objetos fuera de la caja. Se dejo que la rata explorara bajo estas condiciones
10 minutos los objetos y después fue retirada de la caja. A continuacion, se realizé el cambio de lugar de
uno de los objetos dentro de la caja. Una hora después se introdujé la rata a la caja, y se evalud la
exploracion de la rata a ambos objetos durante 5 minutos. Las ratas sin dafio en su memoria topogréafica
y aprendizaje espacial deberan notar el cambio del objeto con respecto a los objetos fuera de la caja, por
lo que deberian pasar mayor tiempo explorando el objeto que cambio de lugar, este pardmetro es
conocido como indice de discriminacion (DI) (Havolli et al., 2017).

Perfusion cardiaca:

Para el analisis morfoldgico celular se utiliz6 una “n” biologica de 8 individuos por grupo. Posterior a la
administracion crénica de EASC y metformina, asi como de solucion salina en los grupos control, las
ratas se eutanizaron con una dosis letal de pentobarbital sdédico de 150 ml/kg (como se describe en la
NOM 062-Z00-1999, con una dosis de entre 120 a 210 ml/kg). Posteriormente se perfundieron por via
intracardiaca, a través del ventriculo izquierdo, con solucion salina al 0.9 %, y paraformaldehido (PFA)
al 4% en PB (Buffer de fosfatos 0.1M). Se realiz6 la extraccion de los cerebros y se fijaron durante 24
horas con PFA, posteriormente se colocaron en soluciones de sacarosa al 20% y 24 horas después en
sacarosa al 30% hasta su posterior procesamiento.

Los cerebros permanecieron en sacarosa al 30% en PB a 4 °C hasta su procesamiento, posteriormente se
realizaron cortes coronales de 40 um, en el criostato a -22°C. Se realizaron una serie de cortes coronales
de 40 um de espesor, del hipocampo dorsal localizado entre -1.22 mm y -4.56 mm a partir de bregma, de
acuerdo con las coordenadas estereotéxicas (Paxinos y Watson, 2009). Los cortes coronales se
sometieron a inmunohistoquimica, dichos cortes fueron observados en el microscopio dptico (Axioskop
40 Carl Zeiss) a 500x, 1000x, y se realizo el conteo de neuronas y precursores neuronales en una
extension lineal de 600 wm del estrato piramidal del GD en el hipocampo.

Medicion y pesado de cerebros:

Una vez obtenidos los cerebros antes de ser fijados en PFA, se realizé un corte a la altura del cerebelo
para evitar variaciones entre los pesos, se tomaron medidas con un calibrador Vernier de lo largo y ancho
del cerebro completo. A continuacion, se pesaron los cerebros en una balanza granataria (Kern ABJ 80-

4M). Estos parametros nos indican si existe 0 no una reduccion de tamafio en el cerebro causada por la
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DM (Ramos-Rodriguez et al., 2014). Para calcular este parametro se utilizd el cociente del peso en
miligramos del cerebro entre el peso corporal de la rata en gramos.

Inmunohistoquimica:

Los cerebros se congelaron en metil butano a -30 °C (5 min.) y posteriormente se procesaron para obtener
cortes coronales seriados de 40 um de grosor, con una distancia de 240 um cada uno; los cortes se
realizaron en un cridstato (Triangle biomedical sciences, TBS) a-22 °C. Los cortes fueron inmunotefiidos
con anticuerpos especificos anti-bromodesoxiuridina (BrdU) y anti-DCX para identificar precursores
neurales y neuronas en el Giro Dentado (GD) del hipocampo.

Para la inmunotincion con BrdU, las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con BrdU (023K1260
de SIGMA) disuelto en solucidn salina 3 dias antes de cumplir los 2 meses de administracion crénica
(esto para observar precursores neurales) con 50 mg/kg durante 3 dias por la mafiana y la tarde con 8 hrs
de diferencia (Lang et al., 2009). Una vez obtenidos los cortes se trataron con una solucién de peréxido
de hidrogeno al 3% en metanol para hacer el bloqueo de endo peroxidasas, se realizaron 3 lavados en
PB. Se incubaron 2 horas en formamida (Baker) al 50% en buffer de cloruro de sodio—citrato de sodio
20x (SSC 20x) para la desnaturalizacion de &cidos nucleicos, se llevé a pH de 7 y filtr6. A continuacién,
se hizo un lavado en SSC 20x, y se dej6 incubar en HCL 1N a 37 °C durante 30 min, se incubd en buffer
de boratos 0.1M en pH de 8.5 y realizaron lavados con PB para después incubar en solucion blogueadora
durante 30 min; se incubaron por 48 horas en el anticuerpo primario anti-BrdU policlonal de conejo
(ROCHE) en una disolucion 1:3,000 a 4 °C. Se realizaron lavados y se incubaron en el anticuerpo
secundario acoplado a biotina (anti-rabit IgG 1:750, Vector laboratories) por un lapso de 2 horas,
posteriormente se sometid a una incubacién con el complejo Avidina-biotina. Para el revelado se utilizé
el kit de DAB durante 10 min. Se detuvo la reaccion con PB y los cortes fueron montados en laminillas
gelatinizadas (grenetina 1%) dejandose secar a temperatura ambiente. Finalmente, se les coloc6 un medio

de montaje (cytoseal 60) al que se le colocd un cubreobjetos y se dej6 secar a temperatura ambiente.

Para la inmunotincion con DCX los cortes se trataron con una solucion de peréxido de hidrégeno en
metanol seguido de una solucién de perdxido de hidrégeno al 10%, en PB (buffer de fosfatos, pH 7.4)
con triton X-100 (PBT 0.1M, triton X-100 5%) para bloquear las peroxidasas enddgenas. Se realizaron
3 lavados con PB, se incubaron en una solucion bloqueadora (Suero de caballo 5%, PBT 0.1M) por un
lapso de 30 minutos; se incubaron por 24 horas en el anticuerpo primario anti-DCX monoclonal de raton
(AB104224 de ABCAM) en una disolucién 1:7,000 a 4°C. Se realizaron lavados y se incubaron en el
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anticuerpo secundario acoplado a biotina (anti-mouse 1gG 1:750, Vector laboratories) por un lapso de 2
horas més, posteriormente se sometid a una incubacion con el complejo Avidina-biotina (Elite ABC Kit,
vector laboratories) durante 90 min. Para el revelado se utilizo un kit de diaminobencidina (DAB, Vector
Laboratories) durante 5 min. Se detuvo la reaccion con PB y los cortes fueron montados en laminillas
gelatinizadas (grenetina 1%) dejandose secar a temperatura ambiente. Finalmente, fueron montandos
como se describi6 anteriormente.

Anélisis de precursores neurales y neuronas en el GD:

Se realiz6 un muestreo sistematico semiestereoldgico aleatorio a lo largo del plano rostro-caudal del
cerebro. Para llevarlo a cabo, se seleccion6 uno de cada seis cortes de 40 pum de grosor con 240 um de
distancia entre cada uno. Para los conteos se consideraron las células positivas para BrdU y DCX en las
capas granular y subgranular del GD del hipocampo abarcando la porcion dorsal (-1.58mm hasta -
2.70mm) de Bregma. Se analizaron 2 campos por corte de manera bilateral, con un total de 6 cortes. Se
tomaron registros fotograficos de los cortes con un microscopio de campo claro con un objetivo de 500x
y 1000x acoplado a una cdmara de video digital (AxioCam MRC Carl Zeiss). La evaluacién del area
(um?) de cada campo analizado se realizé por medio del programa analizador de imagenes Axiovision
Rel 4.0 (Carl Zeiss). El area se delimit6 a la zona de la capa granular y subgranular determinandose el
area en 150,000 um? (+ 10,000 um?) con el analizador de iméagenes y se contaron las células dentro de
la misma. Se realizard el registro en células totales por mm?.

VI11.3 Anélisis Estadistico

Los resultados fueron analizados por medio de estadistica descriptiva donde se utilizaron las medidas de
tendencia central y dispersion de valores (media * error estandar). Asimismo, en caso de ser normal la
distribucion de datos, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), para determinar las diferencias
significativas (p < 0.05) y se realizé una prueba de Tukey post hoc, con ayuda del programa estadistico

Prisma 6.
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VIll. RESULTADOS

VI111.1 Efecto hipoglucemiante de S. campanulata
La concentracion de glucosa en sangre de los animales fue monitoreada semanalmente. Donde se observd

un efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de S. campnulata (EASC). En la figura 22 se muestran
las concentraciones de glucosa sanguinea obtenidas desde dos semanas antes (-2) de empezar con la
administracion de los tratamientos, donde se confirmo el establecimiento de DM2 en los animales de
experimentacion, ya que en la semana cero se observa una glucemia por arriba de 130 mg/dL en las ratas
a las que se les expuso a fructosa. Se puede observar en la gréafica que la glucemia se redujo desde la
primera semana y deja de presentar una diferencia significativa (P=0.4981) a partir de la tercera semana
en el grupo de ratas diabéticas administradas con el EASC (DM+EASC) en comparacion con el grupo
control, donde la glucemia continto reduciéndose hasta alcanzar un control constante de la glucosa por
debajo de 100 mg/dL, llegando incluso a niveles por debajo de 90 mg/dL de glucosa en las Gltimas dos
semanas, teniendo asi un mejor control de glucosa comparado con las ratas diabéticas tratadas con
metformina (DM+MF) y las ratas diabéticas control (DM2). En el caso de las ratas diabéticas tratadas
con MF se observo una reduccion de la glucemia desde la primer semana, sin embargo, dejo de presentar
una diferencia significativa (P= 0.6234) hasta la séptima semana respecto al grupo control y en el caso
de las ratas diabéticas sin tratamiento la glucemia permanecio elevada. Al comparar todos los grupos a
partir de la semana cero hasta la semana nueve se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre
todos ellos, donde mostré una mayor y mas rapida reduccién de glucemia el tratamiento con el EASC en
comparacion con la MF, sin embargo, ambos tratamientos redujeron la glucemia en comparacion con el

grupo diabético sin tratamiento.
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Figura 22. Glucosa sanguinea en ratas diabéticas administradas con los diferentes tratamientos. Los datos

representan la media £ EE (n=8). Los asteriscos (*) representan las diferencias significativas de cada grupo en
cada semana respecto al grupo control y las letras indican diferencias significativas entre los grupos obtenidas
de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima significativa (P< 0.05).
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También se calculd el porcentaje de reduccion en la concentracion de glucosa inicial (semana 0)
respecto a la final (semana 9) de cada tratamiento, donde en el caso de las ratas diabéticas sin
tratamiento no existid tal reduccion. En el caso de las ratas tratadas con MF se observo una reduccion
del 27.66%, siendo esta menor en comparacion con las ratas tratadas con el extracto con un 32.39%.
Ademas, al calcular el porcentaje de reduccion de la glucosa en relacion con la MF, se puede observar
que el tratamiento con el extracto result en un porcentaje mayor de reduccién de la glucosa. De igual
forma se realizo el calculd del area bajo la curva de los diferentes tratamientos, obteniendo un area bajo
la curva inferior en el tratamiento con el EASC respecto al tratamiento con MF. Con todos estos
resultados se permite visualizar y confirmar una vez mas, que el efecto hipoglucémico es mejor con el

tratamiento del EASC respecto al de MF en ratas con DM2.

Tratamiento Reduccion (%) Reduccion (%) en Area bajo la
inicial y final relacion a curva (%)
glucosa metformina

DM2 0x2l14a 02142 100

DM+MF 2766 331 b 100 £4.31b 83.34
(100 mg/kg)

DM+EASC 3239+ 44l ¢ 118.05+3.11 ¢ 77.81
(300 mg/kg)

Control 095 +1.32d 201 £1.37d 69.31

Tabla 3. Reduccién en la concentracion de glucosa y porcentaje de area bajo la curva de las
concentraciones de glucosa con los diferentes tratamientos. Los datos representan la media £ EE (n=8). Las
letras representan las diferencias significativas entre los grupos obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA)
Tukey post hoc diferencia minima significativa (P< 0.05).

A las mismas ratas se les realiz6 una prueba sanguinea de hemoglobina glicosilada (HbA1c) en la semana
cero (después de seis semanas de exposicién a fructosa) y en la semana nueve, posterior a sus respectivos
tratamientos en cada grupo. En la semana cero todas las ratas expuestas a fructosa presentaron niveles
mayores a 6.5% de HbA1c, por lo que se les considero diabéticas (Naya y Alvarez 2016). En el caso de
las ratas control estas presentaron niveles por debajo de los 6.5% de HbAlc tanto en la semana cero como
en la nueve. En los tratamientos de las ratas diabéticas administradas con MF y con el EASC se mostraron
reducciones significativas (P=0.000295568 y P< 0.0001, respectivamente) en los porcentajes de HbAlc

en la semana nueve comparado con la semana cero de cada grupo. Ademas, en la semana nueve de los
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tratamientos con MF y EASC no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en comparacion con

las ratas control (Fig. 23). Indicandonos y confirméandonos el efecto hipoglucemiante del EASC.
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Figura 23. Hemoglobina glicosilada al comienzo y final de los tratamientos. Los datos representan la media +
EE (n=8). Los astericos (*) indican diferencias significtivas en la semanas cero respecto al control y los gatos (#)
indican diferencias significativas en las semanas nueve respecto al control (P< 0.05) ANOVA post hoc Tukey.

VI11.2 Pruebas de conducta

La prueba de laberinto en cruz elevado (EPMT, por sus siglas en inglés) se usé para medir el
comportamiento similar a la ansiedad y el comportamiento exploratorio natural en las ratas. Donde se
puede observar que las ratas administradas con el EASC no presentan una conducta ansiosa al no existir
cambios significativos en el porcentaje de tiempo y entradas en los brazos abiertos durante la prueba en
comparacion con las ratas control, sin embargo, existe una diferencia significativa respecto al grupo de
ratas diabéticas sin tratamiento, esto atribuido a un estado de salud bueno. En las ratas tratadas con MF
se observo una conducta mas ansiosa que en las ratas control y las del EASC, ya que existié una diferencia
significativa tanto en el porcentaje de tiempo como en el porcentaje de entradas en los brazos abiertos
(P<0.01 y P<0.001) respectivamente. Mientras tanto en el caso de las ratas diabéticas sin tratamiento se
observa un aumento de la conducta ansiosa debido al bajo porcentaje de tiempo y entradas en los brazos

abiertos esto en comparacién con los demas tratamientos (Fig. 24).
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Figura 24. Prueba de laberinto en cruz elevado. Los datos representan la media £ EE (n=8) y las letras indican
diferencias significativas obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima
significativa (P< 0.05).

Mediante la prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NORT, por sus siglas en inglés), se evalué la
memoria y aprendizaje de las ratas (dandonos un indice indirecto de la lesion del hipocampo), donde se
observa que las ratas tratadas con el EASC no tienen diferencia significativa con las ratas control, pero
si muestran un claro aumento significativo (P<0.0001) en el DI en comparacién con las ratas diabéticas
sin tratamiento, lo que nos indica que el tratamiento con el EASC inhibe los dafios provocados por la
DM2 en la memoria a corto plazo y aprendizaje no espacial y por lo tanto en el hipocampo. Las ratas
tratadas con MF mostraron un DI menor que las ratas tratadas con el EASC, sin embargo, no existio
diferencia significativa entre estos grupos. Mientras que las ratas diabéticas mostraron diferencia
significativa (P<0.0001) en comparacion con todos los tratamientos, teniendo un indice de
discriminacion ligeramente arriba 0.5, lo que nos indica que las ratas estan reconociendo con dificultad
el objeto cambiado, por lo tanto, presentan una memoria a corto plazo y aprendizaje deteriorado

provocado por la DM2 (Fig. 25).
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Figura 25. Prueba de reconocimiento de objetos novedosos. Los datos representan la media + EE (n=8) y las
letras indican diferencias significativas obtenidas de un anélisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia
minima significativa (P< 0.05). La linea punteda indica un DI de 0.5.

En la prueba de reconocimiento espacial (SRT, por sus siglas en inglés) con la que se evalu la disfuncion
en la memoria topografica y aprendizaje espacial mediado por el hipocampo en las ratas, se observé que
las ratas diabéticas tratadas con el EASC tuvieron un aumento significativo (P<0.0001) en el DI en
comparacion con las ratas diabéticas sin tratamiento, ademas de no tener diferencia significativa con el
grupo control. Indicandonos que las ratas diabéticas tratadas con el extracto tienen un mejor estado de
salud o bien no presentan dafio de la memoria y aprendizaje espacial. Las ratas diabéticas tratadas con
MF tuvieron una tendencia menor del DI respecto al grupo tratada con el extracto, no obstante, no existio
diferencia significativa (P= 0.6335) entre ambos grupos. Las ratas diabéticas sin tratamiento presentaron
un DI bajo con diferencia significativa (P<0.0001) respecto a los demas tratamientos, incluso por debajo
de 0.5 del DI, indicandonos que la ratas no reconocen el objeto que fue cambiado de lugar,
considerandose una disfuncion de la memoria topografica y aprendizaje espacial deteriorado como

consecuencia de la DM2 (Fig. 26).
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Figura 26. Prueba de reconocimiento espacial. Los datos representan la media = EE (n=8) y las letras indican
diferencias significativas obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima
significativa (P< 0.05). La linea punteda indica un DI de 0.5.

VI111.3 Peso corporal y cerebral

La figura 27 muestra los valores de peso corporal de los grupos en las diferentes condiciones
experimentales, puede observarse un aumento de peso constante en los animales control, donde este curso
temporal del incremento de peso durante el estudio puede interpretarse como mantenimiento de un buen
estado de la ingesta de alimento, ausencia de efectos toxicos del EASC en las ratas a las que se les
administro y en general un buen estado de salud. En los grupos de ratas diabéticas administrados con el
EASC y con MF, a pesar de presentar una pérdida de peso en la semana cero (después de seis semanas
de administracion de fructosa) respecto al grupo control como consecuencia o sintoma de la DM2
(Herrera et al., 2012) se observa un aumento constante del peso en ambos grupos, donde a partir de la
semana tres no existe diferencia significativa entre el grupo administrado con el EASC y en la semana
seis para el grupo administrado con MF, ambos en comparacion con el grupo control, indicandonos una
mejoria en la salud y desarrollo de los animales de estos tratamientos. A pesar de mostrar un crecimiento
mas rapido las ratas administradas con EASC en comparacion con las del grupo administrado con MF,
estos no presentan diferencias significativas en la comparacién de pesos corporales por grupo, sin
embargo, ambos grupos si muestran diferencias significativas con el grupo control. Mientras que en las
ratas diabéticas sin tratamiento se ve una progresion menor del aumento de peso en los animales como

consecuencia de la DM2.
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Figura 27. Peso corporal de ratas diabéticas administradas con los diferentes tratamientos. Los datos
representan la media £ EE (n=8). Los asteriscos (*) representan las diferencias significativas de cada grupo en
cada semana respecto al grupo control y las letras indican diferencias significativas entre los grupos obtenidas
de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima significativa (P < 0.05).

Dadas las reducciones regionales en el volumen cerebral por causa de la DM se decidi6 evaluar la
relacion de peso cerebral de las ratas por gramo de peso corporal (Fig. 28 A). No se observé diferencia
significativa en la relacidn peso cerebral - peso corporal de los grupos respecto al control. Sin embargo,
se tiene una diferencia significativa (P = 0.0365) entre el grupo de ratas diabéticas y las ratas diabéticas
administradas con el EASC. También se muestran los pesos netos de los cerebros de las ratas en cada
tratamiento (Fig. 28 B), donde las ratas diabéticas tratadas con MF y tratadas con el EASC no tuvieron
diferencias significativas respecto al grupo control, en el caso de las ratas diabéticas sin tratamiento se
mostré una reduccion significativa (P= 0.0034) en el peso cerebral neto respecto a los demas
tratamientos, indicandonos que los tratamientos con MF y el EASC inhiben las reducciones en el peso

cerebral de las ratas con DM2.
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Figura 28. Peso cerebral de ratas macho diabéticas con los diferentes tratamientos. (A) Relacion de peso cerebral de las
ratas por gramo de peso corporal. (B) Peso neto cerebral de las ratas con diferentes tratamientos. Los datos representan la media
+ EE (n=8). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al grupo control y los gatos (#) respecto al grupo
diabético (DM) obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima significativa (P< 0.05).
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Ademas de determinar el peso cerebral también se realizaron mediciones del largo y ancho de los
cerebros de las ratas con ayuda de un calibrador Vernier, donde se encontré que Unicamente las ratas
diabéticas sin tratamiento tuvieron una disminucién significativa tanto en el largo (P= 0.0336) como en
el ancho (P<0.0001) cerebral, respecto al grupo de ratas control como consecuencia de la DM2 (Fig. 29
A). Mientras que en el largo y ancho de los cerebros no se encontraron diferencias significativas de las
ratas diabéticas tratadas con MF y con el EASC en comparacion con el control. Interpretando estos
resultados, se puede decir que tanto el tratamiento con MF y con el EASC pueden estar inhibiendo las
reducciones cerebrales provocas por la DM2. Se muestran fotografias representativas de los cerebros de
cada uno de los tratamientos (Fig. 29 B).
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Figura 29. Volumen cerebral de ratas macho diabéticas con los diferentes tratamientos. (A) Volumen
cerebral calculado con un calibrador Vernier. (B) Fotografias representativas de los cerebros de cada grupo. Los
datos representan la media £ EE (n=8), Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al grupo
control obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia minima significativa (P<0.05).
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VI111.4 Inmunohistoquimica de precursores neurales con BrdU
Los conteos de precursores neurales positivos a BrdU (BrdU") se llevaron a cabo en la zona granular y

subgranular del Giro Dentado (GD) en un area delimitada de 150,000 um? (150 mm?). Los resultados de
estos conteos indican diferencias significativas (P<0.001) entre las ratas diabéticas tratadas con el EASC
y las ratas diabéticas sin tratamiento, ademas, las ratas tratadas con el EASC no mostraron diferencias
significativas respecto al grupo de ratas control en el nimero de BrdU*, indicandonos que al administrar
el extracto a las ratas se aumenta el nimero de celulas generadas en esta zona, el cual es disminuido por
la DM2, y por lo tanto se restaura el proceso de neurogénesis que es afectado por la enfermedad. Las
ratas tratadas con MF mostraron una disminucion del nimero de BrdU™ respecto al grupo tratado con el
extracto, sin llegar a ser esta disminucion significativa. Encontrando que el tratamiento con el EASC
brinda mejores resultados que el tratamiento con MF para la neurogénesis normal en el GD, esto a pesar
de seguir con el consumo croénico de fructosa. También se puede observar una disminucién significativa
(P<0.001) de precursores neurales en las ratas diabéticas sin tratamiento en comparacion con el grupo
control (Fig. 30 A), lo que nos permite confirmar que la DM2 provoca dafio en la regeneracion de células
cerebrales y dafios en el proceso de neurogénesis. También en la figura 30 B se muestran microfotografias

representativas de las inmunotinciones de los diferentes grupos de ratas con BrdU.
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Figura 30. NUmero de precursores neurales BrdU* en el giro dentado. (A) Numero de células positivas a BrdU (BrdU™
por mm?2en la zona granular y subgranular del GD de las ratas. Los datos representan la media + EE (n=8), las letras indican
diferencias significativas respecto al grupo control obtenidas de un andlisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia
minima significativa (P< 0.05). (B) Microfotografias de cortes histoldgicos del giro dentado del hipocampo en las diferentes
condiciones experimentales en dos diferentes aumentos (500x y 1000x). Las flechas indican los precursores neurales BrdU*
en la zona granular y subgranular del giro dentado.
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VI111.5 Inmunohistoquimica de neuronas con DCX
Al igual que los conteos de los precursores neuronales, el conteo de las neuronas inmaduras positivas a

DCX (DCXY") se llevo a cabo en la zona granular y subgranular del GD, indicandonos las células que
fueron generadas recientemente y maduraron a neuronas (neurogénesis), logrando sobrevivir estas por lo
menos tres dias. Los resultados encontrados fueron que las ratas tratadas con el extracto tuvieron un
marcado aumento significativo (P<0.001) en el nimero de células DCX* respecto a las ratas diabéticas
sin tratamiento asi como con las ratas diabéticas tratadas con MF, ademas de no tener diferencia
significativa en comparacion con el grupo control. De tal manera se considera que el tratamiento con el
EASC aumenta la sobrevivencia y diferenciacion de neuronas en el GD. En el caso de las ratas tratadas
con MF se observé una disminucion significativa (P<0.0001) de neuronas DCX™ en comparacién con el
grupo control, ademas no existio diferencia significativa de este grupo respecto al grupo diabético sin
tratamiento (Fig. 31 A), lo que nos indica de nuevo que la DM2 afecta la generacion de células cerebrales
y transformacion de dichas células a neuronas, ademas nos indica que el tratamiento con MF es incapaz
de detener estds afectaciones provocadas por la enfermedad. En la figura 31 B se muestran
microfotografias representativas de las inmunotinciones en los cortes histologicos de los diferentes

grupos de ratas con DCX.
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Figura 31. Namero de neuronas inmaduras en el giro dentado. (A) Nimero de células positivas a DCX (DCX* por mm?
en la zona granular y subgranular del GD de las ratas. Los datos representan la media + EE (n=8), las letras indican
diferencias significativas respecto al grupo control obtenidas de un analisis de varianza (ANOVA) Tukey post hoc diferencia
minima significativa (P< 0.05). (B) Microfotografias de cortes histologicos del giro dentado del hipocampo en las diferentes
condiciones experimentales en dos diferentes aumentos (500x y 1000x).
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IX. DISCUSION
Una gran cantidad de personas en todo el mundo padecen de diabetes o0 esta en riesgo de padecer esta

enfermedad y sus comorbilidades, donde México se encuentra dentro de los primeros 10 paises con
mayores indices de diabetes (FID, 2021). Actualmente en muchos paises debido a razones
socioecondmicas, culturales y otras diversas, las hierbas o plantas medicinales conocidas
tradicionalmente se usan comimente para la prevencion y cura de diversas enfermedades, como la DM2
(Chukwuma et al. 2019; Bari et al., 2022). Estas plantas medicinales por su rica composicion quimica
muestran una amplia variedad de propiedades farmacoldgicas, donde estos quimicos pueden actuar de
manera individual o en conjunto para curar enfermedades y mejorar la salud (Orozco et al., 2019;
Hachkova et al., 2021). En las dltimas décadas se han vuelto muy populares y de gran interés los
polifenoles, encontrados abundantemente en las plantas medicinales, debido a que se ha demostrado que
el consumo regular de estos metabolitos secundarios puede reducir el riesgo o bien tratar la DM
(Hanhineva et al., 2010; Poti et al., 2019; Silveira et al., 2019; Zhang et al., 2020). Ademas, los
metabolitos secundarios de las plantas son preferidos como farmacos debido a su amabilidad y amplio
perfil bioldgico. Han demostrado ser mas eficaces en los sistemas vivos que los compuestos sintéticos
(Bari et al., 2022). Las plantas medicinales han ganado popularidad en la medicina por su eficacia como
alternativas de tratamientos terapéuticos, por el bajo riesgo a presentar efectos secundarios adversos y
por su relativa facilidad para conseguirse (Chukwuma et al., 2019; Willcox et al., 2021), como es el caso
de Galeana, la cual puede conseguirse facilmente dentro del estado de Michoacéan, debido a que este
arbol se puede encontrar en distintas avenidas, parques y zonas publicas. Otra ventaja de esta planta es
que en sus diferentes usos nunca ha sido reportado un efecto secundario grave o efecto toxico (Wagh et
al., 2021; Swiatek et al., 2022), ni tampoco existen reportes de efectos secundarios o toxicos por los
polifenoles, principales metabolitos encontrados en las hojas de esta planta (Escamilla, 2019; Renaud y
Martinoli, 2019; Lamport y Williams, 2021; Rojas et al., 2023). Con lo anterior, esta planta tiene el
potencial de poder ser utilizada para diversos fines, una vez que se realicen estudios toxicoldgicos

completos.

Hasta la fecha existen estudios con diversas partes del arbol de Galeana que reportan diferentes efectos
benéficos medicinales, antimicrobianos, antiplaguicidas, insecticidas, entre otros (Ngouela et al., 1988;
Ngouela et al., 1991; Amusan et al., 1995; Amusan et al., 1996; Niyonzima et al., 1999; EL-HELA,
2001; Flach, 2005; Ofori et al., 2009; Pianaro et al., 2007; Alarcon, 2014; Kulkarni et al., 2014; Franco

et al., 2015; Teinkela et al., 2016; Santos et al., 2020). Dentro de la literatura se reporta que Galeana
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tiene efectos contra la diabetes, sin embargo, son escasos los estudios que se pueden encontrar de Galeana
y su efecto antidiabético, la informacion que existe reporta que en Africa el arbol de Galeana es usado

comun y tradicionalmente contra la diabetes sin tener informacion o datos cientificos de dicho efecto.

Nuestros resultados brindan informacion innovadora sobre el efecto hipoglucémico que tiene la
administracion cronica del EASC, debido a la reduccion de glucemia desde la primera semana de
administracion en las ratas diabéticas, siendo mas efectivo que el tratamiento con MF, continuando hasta
reducirla a un estado normoglucémico en la tercera semana, seguido de un buen control de la glucemia
durante las semanas restantes, también este efecto hipoglucémico del EASC se vié reflejado en la
reduccion en el % de Hbalc al final del tratamiento crénico. Resultados con los cuales estamos brindando
informacidn valida de respaldo del efecto hipoglucémico que tiene el tratamiento del EASC en individuos
con DM.

Dentro de los pocos estudios existentes del efecto hipoglucemiante de Galeana se encuentra el de Kihdze
y colaboradores en 2016 que realizaron un estudio en ratas Wistar, a las que se les administro por via
oral diferentes concentraciones del extracto de la corteza de tallo de Galeana con diferentes solventes y
metformina seguida de una carga de glucosa para determinar el porcentaje de reduccion de la
hiperglucemia en una curva de tolerancia a la glucosa, encontrando que los mejores porcentajes de
reduccién de la hiperglucemia se mostraban en todas las concentraciones utilizando el extracto acuoso,
incluso mas que con la metformina. De igual forma Niyonzima y colaboradores en 1990, 1993 y 1999
realizaron curvas de tolerancia a la glucosa en animales sanos y diabéticos utilizando el extracto
metanolico y acuoso de la corteza de tallo de Galeana, encontrando que el extracto tenia efectos
hipoglucémicos, obteniendo igualmente mejores resultados con el extracto acuoso, tal como Kulkarni y
colaboradores en 2014 que encontraron mejores resultados en diferentes pruebas bioquimicas con el
extracto acuoso de la planta. Tanayen y colaboradores en 2014 realizarén un ensayo tanto con ratas sanas
como con ratas diabéticas a las que se les administr6 diferentes dosis del extracto metanélico-acuoso de
la corteza del tallo de Galeana, donde a comparacion de los otros estudios de exposicion aguda
mencionados, este tuvo una duracion mayor del seguimiento de reduccién de la glucemia con 18 dias,
encontrando que todas las concentraciones usadas tenian un efecto hipoglucémico en las ratas,
obteniendo mejores resultados con la concentracion de 400 mg/Kg, siendo una concentracion muy
cercana a la utilizada dentro de nuestro grupo de trabajo por Escamilla, 2019 y en este proyecto. Los

resultados encontrados dentro de estas publicaciones como los encontrados dentro de este proyecto
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demuestran el efecto hipoglucémico de Galeana, que tiene efectos hipoglucémicos similares e incluso
mejores a los de otras plantas utilizadas en la medicina tradicional en diferentes partes del mundo y que
cuentan con altas concentraciones de polifenoles, tales como Andrographis paniculata (Thakur et al.,
2016), Hedera nepalensis (Hashmi et al., 2018), Flos Puerariae (Liu et al., 2015), Artemisia
macrocephala (Bari et al., 2022), Mitragyna speciosa (Chen et al., 2022), Securidaca inappendiculata
(Olatunji et al., 2021) y Teucrium polium (Mousavi et al., 2015) asi como el uso de polifenoles utilizados
de forma aislada (Bhutada et al., 2010), moléculas principales a las que se les atribuye este efecto

hipoglucémico de Galeana.

Como se puede observar son escasos los estudios que evaluan la actividad hipoglucemiante de Galeana,
y los estudios que pueden encontrarse en la literatura utilizan Gnicamente la corteza del tallo, siendo que
ha sido reportado que la mayor cantidad de metabolitos en Galeana se encuentra en la parte aerea, es
decir hojas y flores (Ofori et al., 2009; Kulkarni et al., 2014; Escamilla et al., 2019; Santos et al., 2020;
Wagh et al., 2021; Swiatek et al., 2022), por lo que es importante ralizar estudios con estas partes de la
planta, como en este estudio, debido a un posible mayor efecto hipoglucémico por una concentracion
mas alta de metabolitos, ademas de ser mas facil conseguir las hojas o flores del arbol. También como
fue mostrado anteriormente el extracto acuoso con partes de la planta tiene mejores resultados respecto
a extractos con otros solventes, considerando que ademas es un método mas facil de llevar a cabo y que

podria ser utilizado de forma casera, al no requerir exhaustivamente material exclusivo de laboratorio.

El Gnico ensayo reportado con partes dereas de Galeana es el realizado con el extracto etan6lico de flores
de Galeana por Bachhav y Saudagar en 2018, donde el extracto de flores demostré una reduccion de la
glucosa en ratas diabéticas de aproximadamente el 50% en el dia 28 con una concentracion de 250 mg/kg,
mientras que el estudio mencionado anteriormente de Tanayen con el extracto de la corteza del tallo
redujo aproxidamente el 33.98% la concentracion de glucosa en las ratas al dia 18, mientras que en este
estudio se obtuvo una reduccion del 71.41% en el dia 28 (semana 4), obteniendo mejores resultados que
con el extracto de flores y corteza del tallo mencionados antes, lo que podria reducir o evitar las
complicaciones secundarias de la enfermedad de mejor manera. Es importante recalcar que estas
comparaciones pueden tener variaciones debido a las concentraciones del extracto administrado, que
aunque son aproximadas pueden variar debido a distintos factores experimentales. Lo que desmuestra
que se requieren mas estudios para poder realizar comparaciones mas certeras y que lo mostrado en este

proyecto es innovador ya que no existen modelos experimentales que utilicen hojas de Galeana y simulen
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un tratamiento crénico y de mas facil alcance para la poblacion en general a dicha enfermedad
considerada crdnica. Dentro de este proyecto se decidid utilizar la concentracion de 300 mg/kg del EASC
en base a resultados de nuestro grupo de trabajo (Escamilla, 2019), donde se observé mejores resultados

hipoglucémicos con esta concentracion.

De igual forma como se muestra en este estudié y otros mas (Tanayen et al., 2014; Kihdze et al., 2016;
Bari et al., 2022) la metformina y otros farmacos hipoglucémicos tuvieron una tendencia inferior de la
reduccién de la concentacion de glucosa en la sangre respecto a los extractos, por lo que tuvieron un
efecto hipoglucémico mas potentente los extractos de las plantas, a pesar de que en este estudié fue
utilizada la concentracion de metformina 6ptima reportada (Cheng et al., 2006) para un tratamiento
cronico efectivo, este efecto hipoglucémico mas potente por parte de los extractos se puede atribuir a
que las plantas medicinales debido a su rica composicién quimica muestran una amplia gama de
propiedades farmacol6gicas multidireccionales y multifactoriales complejas, actuando individualmente
0 en sinergia para el tratamiento de la DM2 mejorando la salud (Orozco et al., 2019; Hachkova et al.,
2021; Alam et al., 2022). Otro punto importante es que ninguno de los extractos de estas plantas ha
reportado tener un efecto hipoglucémico grave, sino que todos logran reducir la concentracion de glucosa
a una concentracién menor respecto a la de animales diabéticos o igual a la de los animales control sanos,

tal como se muestra dentro de nuestro ensayo.

Un parametro muy importante para evaluar el control de la gucosa es el porcentaje de hemoglobina
glicosilada (HbALc) este se redujé al final de los tratamientos con el EASC y con la MF respecto al
grupo diabético sin tratamiento, hasta alcanzar una diferencia insignificante respecto al grupo control.
Estos resultados son similares a los expuestos por Olatunji y colaboradores en 2021. Este resultado
aunado a la reduccién en la concentracion de glucosa proporciona una doble confirmacion del efecto

hipoglucemiante del EASC en las ratas diabéticas.

Como se puede observar dentro de nuestros resultados los animales expuestos a fructosa mostraron una
concentracion de glucosa alta (por arriba de 130 mg/dL) (Fig. 22), un porcentaje de HbAlc alto (por
arriba de 6.5%) (Fig. 23) y un peso corporal inferior al de los animales control (Fig. 27), por lo que se
considera que existié un buen establecimiento de la DM2 en los animales diabéticos al presentar dichos
parametros (Herrera et al., 2012; Naya y Alvarez 2016; Chaudhury et al., 2017; Olatunji et al., 2021),

ademas de confirmar que la diabetes provoca un complejo de trastornos metabélicos.
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El modelo elegido en el presente estudio esta basado en el principio de que al existir un nivel elevado de
glucosa en la sangre constante y que no es aprovechado, sucede una hiperactividad del pancreas con
una secrecion de insulina elevada para conservar la glucemia en niveles normales (Ley et al., 2018),
provocando posteriormente resistencia a la accion de la insulina y una respuesta compensatoria de
insulina inadecuada que a su vez provoca la disminucion de la captacion periférica de glucosa combinada
con el aumento de la produccion de glucosa endégena (hepética) hasta que la secrecién compensatoria
de insulina por las células B pancreaticas finalmente alcanza un maximo y luego se deteriora
progresivamente, por lo que existe una alta concentracion de glucosa constatemente en los animales
provocando la DM2, sus sintiomas y complicaciones (Delbosc et al., 2005; Tran et al., 2009; Dupas et
al., 2016; Cersosimo et al., 2018; Zheng et al., 2018; Olatun;ji et al., 2021; Chen et al., 2022). Ademas
la hiperglucemia cronica da como resultado una necesidad incesante de liberacion de insulina que esta
estrechamente relacionada con la produccion de ATP, la respiracion mitocondrial, la produccién de
especies reactivas de oxigeno, la autooxidacion, glicosilacion de la glucosa y muerte de las células B, lo
que a su vez activa varias vias sensibles a ROS que conducen al estrés oxidativo y una reduccion de la
masa de los islotes pancreaticos o, en un caso extremo, la pérdida total de la produccion de insulina
(Wang et al. 2017, Infante y Garcia et al. 2019; Andrade et al. 2020; Olatunji et al., 2021).

La incapacidad de las células B para secretar insulina en la DM aumenta el catabolismo y la
gluconeogénesis, lo que da como resultado una reduccion del peso corporal debido a la pérdida de
almacenamiento de grasa (Infante y Garcia et al. 2019; Chen et al., 2022). Por lo que la DM2 produce
perdida de peso, la cual fue notable en los animales expuestos a la fructosa (Fig. 27), tanto en nuestro
proyecto como en el de Olatunji, Pang y Chen quienes utilizaron una administracion de fructosa similar
a la de nosotros para la induccion de DM, sin embargo, el peso comenz0 a ser recuperado y normalizado
una vez que se comenzd a administrar los tratamientos, tanto con el extracto como con la metformina
dentro de nuestro proyecto. Esto se ha sido reportado en otros estudios como el de Bachhav, que admistro
el extracto etandlico de flores de Galeana a las ratas, el cual aumento el peso corporal de los animales
respecto al grupo de animales diabéticos sin tratamiento, sin embargo el peso no dejo de presentar
diferencia significativa en comparacion con el grupo control sano. Este mismo efecto sucedio de acuerdo
a lo reportado por Liu quien utilizé el extracto de la planta Flos Puerariae, por Bari quien uso el extracto
de la planta Artemisia macrocephala y Olatunji y Pang con el extracto de Securidaca inappendiculata,

donde todas estas plantas reportan un contenido alto de polifenoles. A comparacion de estos resultados,
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en los nuestros se llegd a no tener diferencia significativa respecto al grupo control, al igual que en lo
reportado por Chen quien utilizd el extracto de hoja de Mitragyna speciosa. Esta diferencia de la
recuperacion del peso no puede variar por el tiempo de administracion de los extractos ya que Bachhav
y Bari administraron durante 28 dias unicamente dicho extracto, mientras que Liu (2015) lo administro
durante 10 semanas y Chen durante 5 semanas, en nuestro proyecto fue una administracién durante mas
tiempo, sin embargo, para la semana 4 (dia 28) las ratas habian dejado de presentar diferencia
significativa en el peso corporal respecto al grupo control (Fig. 27). Por lo que puede considerarse un
efecto mayor cuando se utiliza el EASC o bien cuando son utilizadas las hojas para preparar los extractos.
Bhutada administré Gnicamente quercertina, un flavonoide, a los animales en diferentes concentraciones
durante 30 dias, donde en este caso los animales diabéticos administrados con el flavonoide lograrén
normalizar su peso respecto a los animales control. Por lo que este efecto de normalizacion de peso se
puede atribuir a la presencia de los polifenoles en los extractos, ademas de que estos brindan mejores
resultados cuando se trata de un extracto acuoso con hojas, como se observa en nuestros resultados y en
los reportados por nuestro grupo de trabajo (Escamilla, 2019). Dentro de estos estudios mencionados,
Unicamente Bari utiliz6 MF como control positivo, que al igual que en nuestros resultados este llego a

normalizar el peso corporal respecto a los animales sanos.

Ademas estos estudios, excepto el de Olatunji, mencionan que durante el tiempo de experimentacion los
animales diabéticos no mostraron un decremento en la ingesta de alimento. En el caso de Olatunji los
animales expuestos a la fructosa disminuyeron la ingesta de alimento y aumentaron la ingesta de agua
después de administrar la fructosa, pero la ingesta de alimento se reestablecié conforme pasé el tiempo
de la administracion del extracto de la planta, en nuestro proyecto se observé este mismo
comportamiento, donde por tal razén en ambos estudios los animales diabéticos pudieron recuperar su
peso, llegando a presentar un peso corporal igual al de los animales control, indicativo de una mejoria
de salud. Dentro de nuestros estudios los animales diabéticos tuvieron una reduccion de la ingesta de
alimento del 33.43% respecto a los animales control, mientras que los animales diabéticos de Olatunji
tuvieron una reduccion del 41%. Este comportamiento mostrado en ambos proyectos puede deberse al
modelo experimental utilizado, ya que al administrar fructosa constantemente a los animales se cumple
mas rapidamente su ingesta calorica diaria necesaria, provocando que los animales se sientan satisfechos
y no consuman una cantidad de alimento similar a la de los animales control, esto sumado a las
consecuencias de la enfermedad provoca un aumento de peso corporal menor al de los demas

tratamientos. Aunque si bien este decremento en la ingesta de alimentos existe en los animales expuestos
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a fructosa, tal comportamiento comienza a ser erradicado una vez que se empieza a dar el tratamiento
con el EASC o MF, a pesar de seguir con el consumo croénico de fructosa, por lo que el retraso en el
aumento de peso no puede ser atribuido solamente al modelo experimental sino como un sintoma normal

de la enfermedad.

La ansiedad y la depresion constituyen un riesgo social relativamente alto y una alta tasa de suicidio
(Gerhard et al., 2016) y la incidencia de estos dos trastornos psiquiatricos es 2-3 veces mayor en

pacientes diabéticos en comparacion con personas normales (Zanoveli et al., 2016; Franquez et al.,
2023). La hiperglucemia induce inflamacion, estrés oxidativo y apoptosis en el cerebro, especificamente

en la zona del hipocampo, asi como alteraciones de neurotransmisores (dopamina y serotonina),
neurotrofinas (BDNF), mecanismos de sefializacion celular (AKT y IGF-1), lo que resulta en transtornos
neuroldgicos tal como la ansiedad y la depresién (Ho et al., 2013; Patel y Udayabanu, 2014). Como se
menciona la hiperglucemia provoca inflamacion y por lo tanto el incremento de ciertas citosinas
proinflamatorias y cortisol amentando a su vez la degradacion de triptéfano en la via quinorenina,
induciendo enzimas limitantes de la velocidad, la indoleamina dioxigenasa (IDO) y la triptéfano 2-3,
dioxinosa (TDO), lo que da como resultado concentraciones mas bajas de triptéfano y maés altas de
quinurenina. La serotonina, implicada en la fisiopatologia de la ansiedad y la depresion, es producida
por el triptofano, donde la DM al disminuir la capacidad de formar triptofano disminuye también la
produccion de serotonina cerebral, provocando un aumento de ansiedad y depresiéon. Ademas, se sugiere
que algunos de los metabolitos adicionales mas adelante en la via de la quinurenina, como el acido
quinolinico, tienen un impacto negativo adicional en el hipocampo en términos de neurogénesis reducida
e induccion de apoptosis (Berg y Riise, 2015). Uno de los enfoques terapéuticos mas buscados para el
tratamiento de la hiperglucemia y sus complicaciones resultantes es mantener una concentracion de
glucosa en sangre adecuada, lo que posteriormente puede limitar la generacion de especies reactivas de

oxigeno y el estrés oxidativo, un factor importante implicado en las complicaciones diabéticas,

incluyendo ansiedad y depresion (Olatunji et al., 2021; Franquez et al., 2023).

El laberinto en cruz elevado (EPMT) se considera un modelo animal de ansiedad etiologicamente valido
porque utiliza estimulos naturales, como el miedo a un espacio abierto novedoso y miedo a hacer
equilibrio en una plataforma elevada relativamente estrecha que puede inducir ansiedad en los humanos

(Patro et al., 2016). Por lo cual se decidio realizar tal prueba, para evaluar la conducta similar a la
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ansiedad en las ratas. Las pruebas EPMT se llevaron a cabo correctamente de acuerdo a lo descrito por
diferentes estudios (Walf y Frye, 2007; Komada et al., 2008; Patro et al., 2016; Hashmi et al., 2018;
Chen et al., 2022). Como se muestra en nuestros resultados las ratas diabéticas sin tratamiento mostraron
una conducta mas ansiosa confirmando que el aumento a largo plazo de la concentracion de glucosa
desempefia un papel en la aparicion de complicaciones cognitivas y conductuales relacionadas con la
diabetes. Ademas, este efecto de ansiedad en las ratas diabéticas puede ser atribuido a que la DM2 reduce
progresivamente el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), relacionado con la densidad
neuronal en el hipocampo, afectando a su vez el aprendizaje y la memoria (Aksu et al., 2012). Hecho
que fue revertido al administrar las ratas con el EASC, con el cual se obtuvo muchos mejores resultados
que con el tratamiento con MF. Se cree que la aversion de los roedores a explorar los brazos abiertos del
laberinto se debe al miedo a los espacios abiertos y elevados (Komada et al., 2008). Por lo tanto, se puede
predecir que debido al tratamiento con EASC, la aversion natural de las ratas a las areas abiertas y
elevadas disminuyé y mejoré su comportamiento exploratorio espontaneo natural y por lo tanto redujé
el comportamiento similar a la ansiedad en los animales, asi como muy posiblemente incrementar a
concentraciones normales del IGF-1, lo que queda para ser estudiado posteriormente. Nuestos resultados
son consistentes con otros encontrados el la literatura donde se utilizaron extractos de plantas con alto
contenido de polifenoles, tales como Brassica juncea (Thakur et al., 2013), Hedera nepalensis (Hashmi
et al., 2018), Mimosa pudica L. (Patro et al., 2016), Urtica dioica (Patel et al., 2018) y Mitragyna
speciosa (Chen et al., 2022), asi como cuando se administré quercertina a ratas diabéticas (Bhutada et
al., 2010). Sobre todo se puede hacer una comparacién mas precisa de nuestros resultados con lo estudios
relizados por Patel (2018) y Chen, ya que utilizaron las hojas de las plantas para realizar su extracto
acuoso, ademas de que en el caso de Chen utilizaron un modelo experimental similar al nuestro con la
administracién de fructosa, donde en ambos casos, al igual que en nuestros resultados, los animales
diabéticos normalizaron su comportamiento ansioso al no mostrar diferencias significativas tanto en el
tiempo como en el nimero de entradas con el grupo control. Ambos resultados se pueden atribuir a que
la presencia de polifenoles inhibe la resistencia a la insulina por el incremento de receptores de insulina
cerebrales ademas de mejorar la entrada y metabolismo de glucosa en las células por el incremento del
receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), GLUT4, y la activacion de las vias
PIBK/AKT y BDNF/TrkB, asi como inducir la mitogénesis (MAPK1) y reducir los productos de
glicacion avanzada, ademas de regular a la baja la expresion de moléculas proinflamatorias y

proapoptoticas tal como los sugieren los resultados mostrados por Patel (2018) y Chen, donde todo esto

81

—
| —

Lic. en Biotec. Raziel Alejandro Arias Sdnchez



Efecto Neuroprotector de la administracion crénica de Galeana (Sphatodea campanulata) en el hipocampo de ratas con
diabetes mellitus 2

mejora a su vez la integridad y funciones del hipocampo, ya que se ha documentado que el
comportamiento depresivo y ansioso depende de la integridad y funcion de las células del hipocampo
(Ge et al., 2016; Wang et al., 2016). Contrario a nuestros resultados Patel administro rosiglitazona (un
farmaco antidiabético) a los animales diabéticos, los cuales no mostraron diferencia con su grupo control,
mientras que en nuestros resultados las ratas tratadas con MF mejoraron su conducta, pero esta no llego
a ser insignificante respecto al grupo control (Fig. 24).

Estudios preclinicos han documentado y explicado las deficiencias en el aprendizaje y la memoria,
Ilevadas a cabo por el hipocampo, incluida la memoria espacial y los déficits de retencién de la memoria
en roedores y humanos con diabetes (Li et al., 2017; Zhang et al., 2020; Bahramsoltani et al., 2021). Una
asociacion entre la diabetes y las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer,
ha sido bien establecida y asociada con un riesgo 1.5 a 3 veces mayor en el deterioro de la funcion
cognitiva (Kamal et al., 2000; Grimmig et al., 2017). De tal forma la concentracion elevada de glucosa
durante mucho tiempo juega un papel clave en la aparicion de complicaciones conductuales y cognitivas
asociadas con la diabetes debido al estrés oxidativo, muerte celular, desarrollo neuronal y la formacion
de la memoria, ademas de otras complicaciones, que conducen a patologias méas graves como la
enfermedad de Alzheimer y las complicaciones relacionadas. Por lo mencionado anteriormente se
decidio realizar una evaluacion del estado de la memoria a corto plazo y aprendizaje no espacial en las
ratas, mediante la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT), ya que el comportamiento de
exploracion de objetos es facilmente cuantificable y permite el estudio de recuerdos de tipo episodico
en roedores. Los roedores exhiben una propension natural a explorar objetos novedosos y no
amenazantes y, por lo tanto, es por eso que durante la sesion de prueba, los roedores muestran una
preferencia por explorar el objeto nuevo mas que el familiar, donde se considera que una preferencia
baja por objetos nuevos durante la sesion de prueba es indicativo de una memoria de objetos deteriorada
y por lo tanto un hipocampo lesionado. La ventaja de esta prueba es que no requiere ninguna motivacion
externa, entrenamiento, recompensa o castigo, por lo que no genera ningun estrés (Cohen y Stackman,
2015) ni un estimulo ambiental y por lo tanto no interfirio con el analisis posterior de neurogénesis, que
se ha demostrado puede incrementarse o disminuirse por dichas acciones, asi como por factores
neurotroficos, neurotransmisores, factores de crecimiento, depresion, drogas, envejecimiento y ejercicio
fisico (Epp et al., 2007; Lang et al., 2009; Ho et al., 2013; Park et al., 2016; Rodriguez et al., 2022).
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Las ratas diabéticas sin tratamiento mostraron un indice de discriminacion (DI) disminuido respecto al
grupo control y por lo tanto un déficit de memoria de reconocimiento y aprendizaje evidente por la
incapacidad para reconocer objetos explorados previamente y objetos novedosos en NORT. Ya que ha
sido reportado por otros estudios que los roedores al tener concentraciones altas de glucosa
constantemente y resistencia a la insulina afecta la sefializacion de la insulina afectando aguas abajo el
desarrollo neuronal y la formacién de memoria (Agrawal et al., 2011; Hoélscher, 2011). Donde estos
resultados presentados fueron observados de igual manera en los estudios realizados por Ahmed (2019),
Farajpour, Patel (2018) y Bari, confirmando lo reportado en la literatura sobre el deterioro de memoria 'y
aprendizaje provocado por la DM. Ademas los estudios en roedores y primates revelaron que el proceso
de memoria de reconocimiento de objetos visuales depende de la integridad y las funciones del
hipocampo (Hammond et al. 2004; Antunes y Biala 2012), también mencionado en humanos (Kitabatake
et al., 2007; Foghi y Ahmadpour, 2013; Sadeghi et al., 2016; Fogwe et al., 2021). En el presente estudio,
el tratamiento cronico con el EASC o MF revirtié significativamente el déficit de memoria de
reconocimiento asociado con la diabetes crénica, obteniendo mejores resultados con el tratamiento del
extracto (Fig. 25). De igual forma Farajpour con el extracto de Rosa canina, Patel (2018) con el extracto
de Urtica dioica y Bari con el extracto de Artemisia macrocephala, todas estas plantas con un contenido
alto de polifenoles, obtuvieron resultados en los que sus animales diabéticos a los que administraron los
extractos no mostraron deterioro de la memoria y aprendizaje, ya que no mostraron diferencia
significativa en el DI respecto a sus grupos control. Dentro de estos estudios Bari y Patel utilizaron los
farmacos hipoglucémicos de MF vy rosiglitazona respectivamente como controles postivos para sus
grupos, donde ambos farmacos también lograron inhibir el deterioro de la memoria y aprendizaje, tal
como lo encontrado en nuestro proyecto donde se utiliz6 MF. Lo que nos da un indice indirecto de que
el tratamiento con el EASC y MF inhibe el dafio en la integridad y la funcionalidad del hipocampo. Estos
resultados pueden ser atribuidos a una mayor expresién de BDNF y TRKB, entre otras moléculas en el
hipocampo ya mencionadas dentro de la prueba EPMT de acuerdo a lo reportado por Patel (2018), que
como se menciond anteriormente son factores neuotréficos que activan diversas vias de neuroproteccion
y la expresion de estos es aumentada por la presencia de los polifenoles en las ratas, por lo que muy
posiblemente este sucediendo este efecto dentro de nuestro proyecto, mejorando asi la memoria y
aprendizaje de las ratas diabéticas administradas con el EASC con un alto contenido de polifenoles. Lo

anterior, queda por ser demostrado posteriormente.
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Como fue mencionado anteriormente la DM provoca dafios y deterioro en la memoria topografica y
aprendizaje espacial (Li etal., 2017; Havolli et al., 2017; Zhang et al., 2020; Bahramsoltani et al., 2021).
Donde se ha demostrado que este tipo de memoria esta mediada por el hipocampo en humanos
(Hammond et al. 2004; Havolli et al., 2017). Por lo que dentro de nuestro ensayo se decidio utilizar la
prueba de reconocimiento espacial (SRT) la cual sirve para evaluar estos pardmetros en los roedores, las
ventajas de esta prueba, al igual que NORT, es que no requiere ninguna motivacion externa,
entrenamiento, recompensa o castigo, por lo que no genera ningun estrés (Cohen y Stackman, 2015) y
por lo tanto no interfiere con el andlisis posterior de neurogenesis, contrario a la prueba de Morris la cual
es mas comunmente utilizada, que requiere de fase de adquisicion, prueba y seguimiento, donde los
roedores deben caminar, nadar, entre otras actividades locomotras dentro del laberinto acuético, varias
veces al dia durante diferentes dias, ademas de trabajar la memoria topografica y no topogréafica durante
la prueba, asi como la memoria espacial y no espacial, donde se ha reportado que someter a los roedores
a esta prueba incrementa en mas del doble la neurogénesis en los animales (Buthada et al., 2010; Agrawal
et al., 2011; Ramos-Rodriguez et al., 2014; Liu et al., 2015; Thakur et al., 2016; Hashmi et al., 2018;
Ahmed et al., 2019; Pang et al., 2021).

Dentro de nuestros resultados en la prueba SRT se puede observar que las ratas diabéticas sin tratamiento
no alcanzarén ni el 0.5 del DI, indicando que las ratas no reconocieron al objeto idéntico que fue
cambiado de lugar respecto a los objetos fuera de la caja, por lo que se interpreta que las ratas tuvieron
un deterioro en su memoria topografica y aprendizaje espacial (Fig. 26). Lamentablemente, no se
encontrd ningln ensayo donde haya sido utilizada la prueba SRT en roedores que hubieran sido tratados
con algun extracto de la planta. Por lo que Gnicamente se puede tomar como comparativas trabajos donde
utilizaron el laberinto de Morris como prueba de memoria y aprendizaje espacial, tal es el caso de los
estudios hechos por Pang, Liu (2015), Hasmi y Thakur (2016), donde todos ellos utilizaron animales
diabéticos sin tratamiento, los cuales obtuvieron puntajes mas bajos en esta prueba, al igual que nuestros
animales diabéticos sin tratamiento, interpretandosé que la DM provoca dafios en la memoria topografica
y aprendizaje espacial, lo que indirectamente también nos indica que existen dafios en el hipocampo. Sin
embargo, tanto en nuestros resultados, como en los de ellos, los puntajes en las pruebas aumentaron con
el tratamiento de los extractos de plantas ricos en polifenoles, donde al menos dentro de nuestro estudio
el EASC brind6é un DI mayor que la MF. Lo que nos indica tanto en esta prueba, como en las otras

realizadas en nuestro ensayo que la concentracion excesiva de glucosa, la resistencia a la insulina y los
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demas efectos secundarios de la DM, dafian la integridad y funcionalidad del hipocampo, afectando a su

vez el comportamiento, la cognicién, la memoria y el aprendizaje de los roedores.

Diversos estudios en adultos con DM muestran reducciones regionales en el volumen cerebral (den
Heijer et al., 2003; Espeland et al., 2013; Biessels et al., 2014; Moulton et al., 2015; Infante y Garcia et
al. 2019). Los estudios en adultos (20 a 60 afios) con DM han utilizado métodos de segmentacion
automatizados para demostrar reducciones modestas en el volumen cerebral en comparacién con los
sujetos control. Un estudio informo una reduccién general del 7% en el volumen de materia gris (Hughes
et al., 2013). Estudios han relacionado directamente las alteraciones del volumen cerebral con el
funcionamiento cognitivo, provocando la desaceleracion de la velocidad de procesamiento de la
informacidn, la reduccién de la atencion, puntuaciones mas bajas de las subpruebas de coeficiente
intelectual, afectaciones en los dominios de inteligencia general, velocidad psicomotora, flexibilidad
mental, memoria, aprendizaje, entre otras, donde un control metabolico deficiente, reflejado por la
hiperglucemia cronica, mayor resistencia a la insulina, eventos hipoglucémicos y mayor duracion de la
enfermedad sugiere que la exposicion a largo plazo a los factores de riesgo relacionados con la diabetes
es especialmente dafiina para el cerebro (Biessels et al., 2014; Biessels y Reijmer, 2014). Esto puede
deberse a la interaccion de la DM con procesos como la poda neuronal y el crecimiento neuronal, lo que
da como resultado regiones de volumen cerebral disminuido (Marzelli et al., 2014). La reduccién en el
volumen cerebral es comparable con 3-5 afios de envejecimiento normal, siendo hasta tres veces mas
que la tasa de atrofia del envejecimiento normal. La pérdida de tejido cerebral se refleja mas claramente
en la zona de los ventriculos, lo que indica que la atrofia asociada a la DM2 es mas pronunciada en las
regiones que rodean los ventriculos, como la zona del hipocampo (den Heijer et al., 2003; Gold et al.,
2003; Ramos-Rodriguez et al., 2013; 2014; Biessels y Reijmer, 2014; Moulton et al., 2015). Ademas,
dada la asociacion entre la DM vy la EA, se ha prestado mucha atencién al hipocampo ya que se ha
reportado una reduccion del volumen del hipocampo en pacientes con DM2. Los procesos patoldgicos
que conducen a la atrofia cerebral ademés de la pérdida neuronal (Gold et al., 2003), son también la
pérdida de axones y celulas gliales, la rarefaccion y encogimiento de la sustancia blanca, la
arteriolosclerosis y la colagenosis venosa pueden producir cambios en el volumen cerebral (Biessels y
Reijmer, 2014; Musen et al., 2018).
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Ademas de estos reportes de reducciones cerebrales en humanos con DM, también existen estudios en
roedores que han encontrado disminuciones en el volumen cerebral provocados por la DM. Donde se ha
reportado que existe una relacion positiva entre el nivel de gravedad de la enfermedad y el nivel de
reducciones cerebrales (Ramos-Rodriguez et al., 2013; 2014; Pang et al., 2021; Bari et al., 2022), donde
ellos ademas de pesar el cerebro, también evaluaron el grosor y adelgazamiento hipocampal (incluyendo
las zonas del GD, CAl, CA2 y CA3) mediante la tincion con violeta de cresilo, encontrando una
reduccidn significativa en los animales diabéticos respecto a los animales control (Ramos-Rodriguez et
al., 2013; 2014). Esta informacién, sumada a lo reportado en la literatura nos permite pensar que las
reducciones en el peso cerebral son provocadas principalmente por un deterioro y reduccion en la zona
ventricular y por lo tanto en el hipocampo. Las reducciones en el peso cerebrales coinciden con nuestros
resultados, donde se observd una reduccion en el peso cerebral neto de las ratas diabéticas en
comparacion con las ratas control y tratadas con el EASC y MF. Posiblemente debido a que las ratas
diabéticas sin tratamiento mostraron continuamente concentraciones elevadas de glucosa, tuvieron en
consecuencia un menor peso cerebral neto, confirmando que entre mayor sea la gravedad de la
enfermedad existiran mayores reducciones cerebrales.

Ademas como se menciona y se observa en las fotografias representativas mostradas por Ramos-
Rodriguez (2013 y 2014) en los animales diabéticos existe una marcada disminucion en el ancho
cerebral, a pesar de no haber realizado mediciones cerebrales a la altura de la zona ventricular donde se
encuentra el hipocampo, asi como una reduccion del grosor del hipocampo, lo que nos indica que existe
una similitud con nuestros resultados donde al realizar mediciones con el calibrador Vernier se mostro
una notable disminucién significativa del ancho y largo cerebral, menos notable pero significativa,
respecto a los animales control y los tratados con el EASC y MF.

En nuestro ensayo se evalu6 la relacidn peso cerebral - peso corporal para determinar si existia alguna
diferencia entre dicha relacién entre los tratamientos, obteniendo como resultados que ningdn
tratamiento mostrd diferencias significativas respecto al grupo control, esto puede explicarse debido a
que la DM afecta a todo el organismo (Cervantes y Presno, 2013), ya que la hiperglucemia crénica y
persistente tiene una fuerte correlacion positiva con la disfuncion a largo plazo y el fallo de diferentes
organos del cuerpo, donde estas complicaciones secundarias en los 6rganos representan la mayoria de
las muertes asociadas con la diabetes (Olatunji et al., 2021), por lo que también se muestra una reduccién

general de peso corporal en los animales diabéticos, provacando disminuciones de desarrollo en todos
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los 6rganos, tal como el cerebro y es por eso que las ratas diabéticas muestran una relacién peso corporal
- cerebral sin diferencia con el grupo control, a pesar de si mostrar una reduccién del peso cerebral neto.
Sin embargo, las ratas tratadas con el EASC mostraron un aumento en dicha relacion respecto al grupo
diabético, por lo que se puede decir también que la DM si afecta un poco mas la disminucion del peso

cerebral respecto al peso corporal sin llegar a ser este notorio o significativo.

Existen muy pocos reportes donde hayan utilizado extractos de plantas con alto contenido de polifenoles
que hayan evaluado el peso cerebral de los animales diabéticos. Los Unicos ensayos encontrados fueron
los de Bari con el extracto de Artemisia macrocephala y el de Pang con el extracto de Securidaca
inappendiculata quienes al igual que nosotros obtuvieron en sus resultados que al administrar sus
respectivos tratamientos con los extractos, los animales diabéticos dejaron de presentar una perdida en
el peso cerebral al no mostrar diferencia significativa respecto a los grupos control pero si un aumento
respecto a los grupos diabéticos sin tratamiento.

Los resultados mostrados en el presente trabajo sobre la evaluacion de los volimenes (largo y ancho)
cerebrales de animales diabéticos sin tratamiento y tratados con MF y el EASC son un aporte importante
e innovador al conocimiento sobre las reducciones cerebrales provocadas por la DM y su tratamiento,
ya que no fueron encontrados reportes donde se haya evaluado dicho parametro en animales tratados
con extractos de plantas ni en animales con DM, por lo que no fue posible realizar comparaciones de
dichos resultados. También es importante destacar que en nuestro ensayo todos los cerebros fueron
cortados a la altura del cerebelo, como se muestra en la figura 29 B, para evitar variaciones en el peso y
mediciones cerebreales por este factor, ademas todos los cerebros fueron pesados y medidos
inmediatamente después de extraerlos de las ratas.

Como se sabe la neurogénesis adulta ocurre en dos areas principales del cerebro dentro del hipocampo,
la zona subventricular y el giro dentado (GD) (Lang et al., 2009; Ho et al., 2013; Ramos-Rodriguez et
al., 2014). La neurogénesis en los mamiferos, que continta durante toda la vida, ayuda a reemplazar las
neuronas en el DG del hipocampo que posteriormente son integradas en las redes neuronales
desempefiado un papel en las funciones de la memoria, cognicion, aprendizaje, entre otras funciones
(Shin et al., 2008; Lang et al., 2009; Jivad y Rabiei, 2014; Park et al., 2016; Sasikumar et al., 2022). La
neurogénesis puede corregir las funciones neuronales dafiadas, pero es un procedimiento complejo que

involucra maltiples redes de sefializacion que adn no se comprenden por completo. Por lo tanto, no
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existen medicamentos aprobados por la FDA para inducir la neurogénesis en adultos (Sasikumar et al.,
2022). Como ha sido descrito anteriormente la neurogénesis puede clasificarse en etapas que incluyen
la proliferacion, especificacion del destino o maduracion, migracion, orientacion axon/dendrita e
integracion sinaptica (Kitabatake et al., 2007; Lang et al., 2009; Ho et al., 2013). La neurogénesis puede
reemplazar las neuronas perdidas y, por lo tanto, puede combatir las enfermedades
neurodegenerativas. Estos descubrimientos plantean la posibilidad del uso de extractos de hierbas para
generar nuevas neuronas funcionales, lo que ofrece la esperanza de nuevas terapias para abordar los
trastornos neurodegenerativos. Los extractos de plantas son terapias novedosas con menos efectos
secundarios y son mas econdmicas. Tienen el potencial de ser los medicamentos que se pueden usar para
tratar enfermedades neurodegenerativas y también para mejorar la memoria (Sasikumar et al., 2022). Por
estas razones y por ser escazos los estudios que evaluén la tasa de neurogénesis en animales diabéticos
que hayan sido tratados con extractos de plantas se decidio dentro de nuestro estudio determinar tanto la
etapa de proliferacion con el anticuerpo BrdU como la etapa de maduracion con el anticuerpo de DCX

dentro del GD, siendo un area neurogénica importante, en las ratas con los diferentes tratamientos.

Ademas existen diversos estudios donde se reporta una disminucion de la proliferacion y supervicencia
celular dentro del hipocampo, especificamente de neuronas, en animales con DM (Kim et al., 2013; Ho
et al., 2013; Hamilton et al., 2011; Sasikumar et al., 2022), donde la muerte neuronal del hipocampo es
un factor importante en el progreso del deterioro de la memoria en muchos trastornos cerebrales (Ahn
et al., 2015). Sin embargo, existen reportes de animales diabéticos de edad temprana donde se reporta
que estos presentan un aumento de proliferacién celular (BrdU") respecto a sus animales control (Lang
et al., 2009; Ho et al., 2013; Ramos-Rodriguez et al., 2014). Este comportamiento se puede presentar
debido al método de induccion de la DM y edad de los animales, ya que los animales al tener una edad
temprana su tasa de neurogénesis es alta, ademas de que el sistema detecta una disminucién celular
cerebral provocada por la DM, lo que provoca una respuesta a la muerte celular en el que el sistema trata
de compensar dicha pérdida celular aumentando la sintesis de células cerebrales que subsecuentemente
al pasar del tiempo decae por el aumento en la edad y gravedad de la enfermedad en los animales (Lang
et al.,, 2009; Park et al., 2010; Hamilton et al., 2011). Dentro de nuestra investigacion muy
probablemente no se hizo notorio dicho comportamiento debido a que no se realiz6 inmunotincion de
BrdU y DCX en diferentes tiempos con direfentes ratas, sino Gnicamente se evaluo al finalizar dicho

ensayo, encontrando una clara disminucion tanto de precursores neurales como de neuronas inmaduras
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en las ratas diabéticas sin tratamiento respecto al tratamiento control (Fig 30A y Fig. 31A). Es importante
destacar que la supervivencia y diferenciacion de estas células se ven afectadas por su microambiente,
incluyendo factores de crecimiento y factores neurotréficos que aumentan la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia, los cuales son alterados por la DM (Zhang et al., 2020; Di Meo et al.,
2020; Yeetal., 2021; Yan et al., 2022), por lo que si la diabetes no se trata, es dificil que la proliferacion
celular aumente y es poco probable que las células recién generadas sobrevivan y se diferencien en
neuronas completamente funcionales (Hamilton et al., 2011), como hemos demostrado en este estudio
donde las ratas diabéticas sin tratamiento tuvieron un decremento tanto en las células BrdU® como
DCX™, en cambio las ratas tratadas con el EASC tuvieron un incremento de ambos marcadores, llegando
a no presentar diferencia con el grupo control sano, lo que nos indica que el EASC brinda tanto
proteccidn a la proliferacion por el aumento de células recién generadas, como a la supervivencia celular
por permitir que las células recién generadas maduren para convertirse en neuronas, y en general un
aumento de la neurogénesis. En cambio las ratas tratadas con MF mostraron un pequefio aumento en
ambos marcadores respecto a las ratas diabéticas sin tratamiento sin llegar a ser este significativo en
ambos casos y por lo tanto el tratamiento con MF tampoco aumentd dichos marcadores a un nivel
normal, al no llegar a una diferencia no significativa con el grupo control. Ademas, las ratas tratadas con
MF presentaron un decremento sin llegar a ser significativo en el nimero de células BrdU" respecto al
grupo tratado con el EASC, sin embargo, tal decremento llegé a ser significativo en el nimero de células
DCX?, interpretandose que el tratamiento con MF en las ratas diabéticas puede ser parcialmente benéfico
para la proliferacion celular cerebral pero no para la supervivenvia neuronal, por lo menos en la zona
del GD. Lo que también nos indica que el tratamiento con el extracto puede traer mejores resultados de
neuroproteccion que el tratamiento con MF (Figuras 30 y 31).

Dentro de la literatura es practicamente nulo encontrar estudios donde se evalué la capacidad de
neuroproteccion y aumento de neurogénesis en el GD con extractos de plantas en animales diabéticos.
Los unicos estudios que se encontraron fueron los realizados por Shin y colaboradores en 2008 y por
Kim y colaboradores en 2003 quienes utilizaron el extracto acuoso de la planta de Anemarrhena rhizome
y Folium mori respectivamente con considerables concentraciones de polifenoles (Cai et al., 2016;
Piwowar et al., 2020) para administrarlo a animales diabéticos, donde al igual que en nuestros resultados
al administrarles el extracto a las ratas diabéticas estas aumentaron el nimero de BrdU* llegando a no
presentar diferencias significativas con su respectivo grupo de ratas control. Lo que nos hace pensar que

el utilizar este tipo de plantas o bien sus extractos para tratar las complicaciones presentadas por la DM
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tiene un gran potencial. Dentro de estos estudios no realizaron inmunotinciones con DCX, ni tampoco
se encontrd ningun estudio con animales diabéticos administrados con extractos donde se utilizara DCX
u otro marcador para evaluar la neurogenesis, por lo que no es posible comparar estos resultados. Por tal
motivo los resultados presentados con DCX* en este proyecto, hacen de este un proyecto innovador,
ademaés de ser posiblemente el primer reporte donde se describen estos resultados en ratas diabéticas
tratadas con un extracto. Sin embargo, existen estudios donde evaltan el aumento de neurogénesis y
neuroproteccion, asi como el mejoramiento de la cognicion, memoria y aprendizaje con extractos de
plantas en animales sanos y con enfermedades cerebrales como la EA fuertemente relacionada con la
DM, donde incluso los animales sanos administrados con dichos extractos o con polifenoles puros logran
superar los puntajes de las pruebas conductuales realizadas y el nimero de células BrdU* y DCX*
respecto a los animales sanos que no recibieron ningun tratamiento (Adams et al., 2007; Kim et al.,
2008;Yang et al., 2008; Hamilton et al., 2011; Jivad y Rabiei, 2014; Kumar et al., 2015; Park et al.,
2016; Sasikumar et al., 2022; Castafieda et al., 2022; Lee (b) et al., 2023).

Estos estudios sugieren que la neurogénesis del hipocampo puede ser afectada por productos naturales
y componentes en hierbas medicinales (aun en ausencia de alguna enfermedad), la gran mayoria con
altas concentraciones de polifenoles (Infante y Garcia et al. 2019) por lo que muy posiblemente
presentan dicho efecto y otros mas. La mayoria de los estudios sobre compuestos y extractos naturales
se han centrado en sus actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Sin embargo, la neurodegeneracion
es un proceso patogénico multifactorial y es factible que varios mecanismos subyacentes concomitantes
sean los responsables de su efecto neuroprotector final. En este sentido, los polifenoles son capaces de
modular la actividad de multiples dianas implicadas, a las que aportan sus efectos pleiotropicos
(antiinflamatorios, antioxidantes o inmunomoduladores) y de hecho, los compuestos fendlicos han
demostrado su papel neuroprotector in vitro, en modelos animales y en estudios clinicos (Kean et al.,
2015; Chan et al., 2019). De acuerdo con estas observaciones, los polifenoles no solo estan implicados
en la eliminacion de radicales libres y la reduccion del estrés oxidativo, sino que también pueden
modular las cascadas de sefializacidn cerebral implicadas en la apoptosis neuronal, alterar la expresién
de genes especificos y modificar la actividad mitocondrial (Infante y Garcia et al. 2019). Tal como es
reportado por diferentes estudios, incluso algunos mencionados anteriormente dentro de esta discusion,
donde se ve aumentanda la expresion de diferentes factores y vias neurotrdficas por la presencia de los
polifenoles en los extractos de las plantas. Dentro de las muchas moléculas neurotréficas que han sido

analizadas y se ha observado que aumentan su expresion en los animales administrados con extractos de
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plantas y disminuidas en los animales diabéticos se encuentran MAPK, TrkB, BDNF, CREB vy el factor
transcripcional relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), asi como el aumento de moléculas
antiapoptoticas y antiinflamatoias en los animales tratados. Ya que los niveles de BDNF en el hipocampo
estan relacionados con la neurogénesis del hipocampo y la plasticidad sinaptica, y la expresion de BDNF
esta mediada por el factor de transcripcion CREB. Donde ademas BDNF ha sido reportado que
interviene en la regulacion de la ingesta de alimento y el peso corporal tanto en animales de
experimentacién como en humanos (Bathina y Das, 2015), donde esto puede explicar parcialmente
también el aumento de peso en los animales administrados con el EASC. Por lo que seria interesante
investigar la participacion de la sefializacion de BDNF-CREB en la mejora de la neurogénesis causada
por los extractos. Donde los estudios realizados por Bhutada et al., 2010, Park et al., 2016, Patro et al.,
2016, Patel et al., 2018, Moulton et al., 2015, Ahmed et al., 2019, Pang et al., 2020; Chen et al., 2022,
Lee (b) et al., 2023, mejorarén la neurogénesis, la memoria cognitiva y aprendizaje al elevar la
sefializacion de BDNF-CREB, la plasticidad sinéptica, moléculas antiapoptéticas y antiinflamatorias y
otros factores neurotréficos al administrar extractos de plantas o polifenoles aislados. Ademas, se
encontré que en los animales que tenian bajas concentraciones de estds moléculas sufrian mayor

depresion y disminuciones en distintas funciones llevadas a cabo por el hipocampo.

Como indican nuestros resultados, los animales a los que se les administré el EASC mostraron mejores
resultados en las pruebas conductuales realizadas, asi como mayor nimero de células marcadas para
BrdU* y DCX" lo que nos indica que efectivamente el EASC tiene un efecto neuroprotector, ademas de
un efecto considereble sobre el estado emocional, la memoria, cognicion y aprendizaje, atribuible muy
probablemente a la presencia de polifenoles, ya que existe mucha informacién, como se ha mencionado,
de como los polifenoles pueden realizar efectos benéficos en el cerebro, donde dichos beneficios son
provocados en gran parte gracias al aumento de expresion y actividad de diferentes factores neurotroficos
como los mencionados anteriormente también, donde al factor que mas se le atribuye tal efecto es a
BDNF, que ha sido desmostrado que un aumento de este mejora la cognicion, tanto en animales como
en humanos (Zhen et al., 2013; Murillo-Ortiz et al., 2016; Sun et al., 2018; Rozanska et al., 2020).
Ademas de sus efectos centrales sobre el tejido cerebral, el BDNF tiene un papel en la homeostasis
energética en humanos, por lo tanto, la cantidad de datos sobre el papel del BDNF en el control
metabolico, especialmente el metabolismo y reduccion de la glucosa y la resistencia a la insulina en

diferentes 6rganos, sigue aumentando (Rozanska et al., 2020; Meek et al., 2013). Y dado que este BDNF
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es producido principalmente por el SNC, pero también por los tejidos periféricos donde tiene, efectos
sobre el metabolismo de la glucosa, se predice que tiene efectos en otros 6rganos, a parte del cerebro los
cuales se ven potenciados igualmente en presencia del EASC rico en polifenoles, mejorando ain mas el
metabolismo de la glucosa y disminuyendo asi los efectos y complicaciones de la DM2 (Bathina y Das.,
2015; Rozanska et al., 2020), tal como aumentar la supervivencia de las células B por el aumento de
CREB y CBP, y también mejorar la regulacion de la ingesta de alimentos y peso corporal (Bathina y
Das., 2015). Otros estudios realizados en roedores encontraron que al administrar metformina, también
existia un aumento en el puntaje de pruebas conductuales y la expresion de BDNF y CREB en los
animales respecto a grupos con hiperglucemia, lo que quedaria parcialmente a prueba, debido a que las
ratas tratadas con MF dentro de nuestro ensayo tuvieron buenos resultandos hipoglucémicos pero no se
mostraron tan buenos resultados en las inmunotinciones y pruebas conductuales (Pintana et al., 2012;
Smieszek et al., 2017; Ma et al., 2021; Sritawan et al., 2023). Asi mismo, otros estudios informaron que
el agonista de PPARy, rosiglitazona, mejora el rendimiento cognitivo tanto en humanos como en
animales (O'Reilly y Lynch 2012; Pipatpiboon et al., 2012). Donde es de destacar que tal efecto por los
farmacos antidiabéticos puede ser brindado ya que los animales se encontraban solo hiperglucémicos

pero no fue inducida la DM como tal.

El estudio de compuestos puros se limita a sus mecanismos moleculares en modelos celulares de
neurodegeneracion y sus efectos bioldgicos especificos en modelos animales. Por otro lado, los estudios
que utilizan polifenoles puros pasan por alto las sinergias entre diferentes polifenoles, la microbiota y la
interaccion con otras moléculas. Por lo que se cree y ha sido demostrado en algunos estudios que se
pueden tener mejores resultados al utilizar el extracto de una planta a utilizar sus compuestos de forma
aislada. La presencia de sinergismo y profarmacos en un extracto puede ser engafiosa si se utilizan
compuestos puros (Verpoorte et al., 2005; Li et al., 2008; Figueira et al., 2017; Renaud y Martinoli,
2019). Por lo tanto, los estudios con fracciones enriquecidas con polifenoles pueden ser Gtiles no solo
para identificar fuentes para aislar compuestos bioactivos puros, sino también para identificar mezclas
de compuestos bioactivos. Dado que los polifenoles son compuestos clave emergentes para el desarrollo
de nuevos agentes terapéuticos para las ND, la identificacion de dianas moleculares de polifenoles
aislados o la identificacion de nuevas fuentes de polifenoles neuroactivos se ha convertido en un area
importante de investigacion. Ademas nuestro extracto al presentar tan buenos resultados nos indica que

tiene un buen método de preparacion, biodisponibilidad, absorcién, transportacion, sinergia, captacion
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celular y cerebral, asi como al no presentar ninguna complicacion en los animales durante el ensayo se
cree que no tiene toxicidad y por lo tanto es segura y tolerable, siendo muy posible en algin futuro poder
ser recomendado su uso en humanos, aunque faltaria realizar estudios especificos para dilucidar todos

estas caracteristicas.

Al relacionar todos los resultados obtenidos se puede entender que los parametros metabdlicos, como el
peso corporal, la concentracion de glucosa, HbAlc e insulina, son buenos predictores de muchas
alteraciones en la DM como las afectaciones cognitivas, emocionales, en la memoria y aprendizaje, asi
como en la neurogénesis y supervivencia neuronal, tal como es mencionado en algunos otros estudios
(Ramos-Rodriguez et al., 2013; 2014; Jivad y Rabiei, 2014). Donde a mayor alteracion en los parametros
metabdlicos existan, peores puntajes en las pruebas condutuales y menor nimero de marcadores
celulares en los animales diabéticos existiran y viceversa. Por lo que la reduccion en el nimero de células
en proliferacion, supervivencia y diferenciacion neuronal dentro del GD se asocia con los déficits
cognitivos inducidos por el deterioro de la capacidad de aprendizaje y memoria (espacial y no espacial)
en la diabetes. Se ha sugerido que existe una estrecha relacion entre el nimero de nuevas neuronas y el
rendimiento de las tareas de aprendizaje y memoria dependientes del hipocampo (Shors et al., 2002;
Shin et al., 2008: Leuner et al., 2012).

Durante el estudi6 se decidio inyectar a las ratas 3 dias antes con el BrdU para evaluar la proliferacion
celular, aunque si bien la inmunotincion con este marcador nos da informacion de las células que se
estan generando, esto también nos puede brindar informacion de la supervivencia celular de por al menos
3 dias de todos los tratamientos, ya que la administracion de ellos continué de forma cronica, donde
algunos otros estudios han utilizado el mismo régimen de administracion de BrdU para evaluar dicha
supervivencia (Park et al., 2016).
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X. CONCLUSIONES

La administracion cronica del extracto acuoso de las hojas de Spathodea campanulata ejerce un efecto
hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 2. La administracion del extracto también normaliza
el peso corporal de las ratas. Ademas, la administracion cronica del extracto en las ratas diabéticas inhibe
el deterioro cognitivo provocado por la diabetes, mejorando la conducta similar a la ansiedad, la memoria
y aprendizaje (espacial y no espacial), retrasando por lo tanto las afectaciones presentadas en el
hipocampo por la enfermedad, asi como dicha administracion también disminuye las reducciones
cerebrales y el dafio celular en las neuronas provocadas por la enfermedad e incrementa la tasa de
neurogénesis en el giro dentado de las ratas diabéticas, sustentando de esta forma un efecto

neuroprotector.

La administracién cronica de metformina tiene un efecto hipoglucemiante en las ratas con diabetes
mellitus 2, asi como efectos sobre la conducta similar a la ansiedad, la memoria y aprendizaje, y en las
reducciones cerebrales pero no tiene efectos considerables en la tasa de neurogénesis en el giro dentado.
Por lo que el tratamiento con el extracto de hojas de Spathodea campanulata es mas eficiente que el
tratamiento con metformina para un efecto neuroprotector y para el tratamiento de la diabetes mellitus

tipo 2 y sus complicaciones en ratas.
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Xl.  PERSPECTIVAS

Realizar la administracion cronica conjunta del extracto y metformina en ratas con DM2 y
evaluar su efecto en la cognicidn, efecto neuroprotector, farmacodindmico y farmacocinético.
Formar grupos de estudio equiparables para realizar un transcriptoma que permita evaluar la
expresion total de genes de interés como receptores de insulina, transportadores de entrada y
metabolismo de glucosa, antioxidantes, moléculas pro/anti inflamatorias, proteinas
estimuladoras de mitogénesis, receptores y moléculas de las vias de dafio tisular (via sorbitol,
AGE’s, PKC, etc.), proteinas, receptores y factores que intervienen en vias neurotroficas e
identificar la relacion de la expresion de estos con los resultados expuestos en este proyecto.
Con modelos de animales similares evaluar el grosor y adelgazamiento hipocampal.

Realizar una colocalizacion de neuronas mediante inmunohistoquimica con marcadores BrdU y
DCX para evaluar diferenciacion y supervivencia neuronal en ratas diabéticas tratadas con el
extacto.

Evaluar la tasa de neurogénesis en ratas sanas administradas con el EASC.

Identificar la presencia, tipificacion, composicion y papel de la microbiota intestinal de los
animales administrados con el extrato en el metabolismo, absorcion y transporte de polifenoles,
y relacionarlo a la alteracion de vias neurotroficas, efectos neuroprotectores y metabolismo de la

glucosa.
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XII. ANEXOS

Anexo 1
S -
B sttt L]
d(éqéitg%gio HERBARIO NACIONAL DE MEXICO
Universidod Nocional DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Auténoma do México

14 de octubre de 2018.

Dra. Bertha Fenton Navarro

Laboratorio de Glicobiologia

Division de Estudios de

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

Hago de su conocimiento la verificacion taxondmica realizada por la M. en C. Verdnica
Judrez Jaimes, del material recolectado por Bertha Fenton “Galeana™, en Calzada Ventura
Puente #27 Col. Cuauhtémoc en Morelia, Michoacén, ¢l 30 de julio del afio en curso; asi
mismo le estoy proporcionando el niimero de folio asignado al cjemplar en ¢l Herbario
Nacional MEXU,

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

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

Sin més por ¢l momento le envio un cordial saludo.
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