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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad crénica no transmisible con alta prevalencia en todo el mundo
que se caracteriza por niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglicemia crénica). La
hiperglicemia crénica se caracteriza con un aumento en los niveles de estrés oxidativo en
areas cerebrales como hipocampo, corteza prefrontal y amigdala, lo cual esta involucrado
con disfuncion en los procesos cognitivos. Los pacientes diabéticos suelen ser suplementados
con vitaminas que pueden ayudar a disminuir el estrés oxidativo. Las algas marinas han
Ilamado la atencion en la investigacion biomédica debido a sus propiedades antioxidantes.
En particular, Egregia menziesii es un alga parda que ha mostrado actividad antioxidante in
vitro, por lo cual probar su actividad en un modelo in vivo resulta de gran interés. Es por ello,
que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto en la disminucion de los niveles de
estrés oxidativo en sistema nervioso central y su relacién con una mejora en los procesos
cognitivos. Se utilizaron ratones de la cepa CD-1, los que fueron divididos aleatoriamente en
cinco grupos: CTL-AGUA, CTL-ALGA, STZ-ALGA, STZ-AGUA y STZ-MET. A tres
grupos se les administré estreptozotocina (STZ, Unica dosis,100mg/kg, i.p) para generar
hiperglicemia subcrdnica. Posteriormente, los ratones recibieron los siguientes tratamientos:
Agua (CTL-AGUA y STZ-AGUA), extracto metandlico de E. menziesii 50 mg/kg (CTL-
ALGA, STZ-ALGA), o Metformina 250 mg/kg (STZ-MET) durante quince dias. En el dia
16, se evaluaron: la actividad locomotora con la prueba de campo abierto y los procesos
cognitivos con la prueba de laberinto radial de ocho brazos. Al término de las pruebas, los
animales fueron eutanizados y se determinaron los niveles de enzimas antioxidantes
superdéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), asi como los niveles de malonaldehido
(MDA) en areas cerebrales de hipocampo, corteza cerebral y amigdala. Los resultados
muestran que la actividad locomotora fue similar entre los grupos experimentales y los
grupos controles. El analisis de la prueba de laberinto de ocho brazos muestra una
disminucion en la latencia para terminar la prueba y en los errores en la memoria de trabajo
en el grupo de STZ-ALGA, lo cual indica una mejora en la memoria espacial. Ademas, la
administracion del extracto metandlico de E. menziesii mejord la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT y SOD. En conclusién, el alga parda Egregia menziesii podria ser

considerado un antioxidante con mucho campo por estudiar.
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. INTRODUCCION

1.1 DIABETES

La diabetes mellitus (DM) se define como un desorden metabdlico, caracterizado por la
presencia de hiperglicemia debido al dafio de las células B y la secrecion deficiente de insulina

(Punthakee y cols. 2018).
De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes, esta se clasifica en:

1) Diabetes tipo 1: anteriormente conocida como “diabetes infantil” y se caracteriza por la
deficiencia del sistema inmune para reconocerse a si mismo, lo cual generalmente conduce a
la destruccion de las células B del pancreas causando una deficiencia en la produccion de
insulina. Alrededor del mundo este tipo de diabetes aumenta afio con afio en promedio del 3
al 4% (Seaquist 2015; Norrisy cols. 2020; ADA. 2022)

2) Diabetes tipo 2: es la forma mas comin de DM, se caracteriza por una resistencia
predominante a la insulina y una deficiencia. Se encuentra relacionada con otras
enfermedades (comorbilidades) como obesidad e hipertension (Seaquist 2015; Pugazhenthi
y cols. 2017; ADA 2022). Més del 8.8% de la poblacion mundial se encuentra diagnosticada
con DM. De seguir con esta tendencia, se pronostica que para el afio 2040 cerca de 693

millones de individuos tendran esta enfermedad (Sadanand y cols. 2016; Lovic y cols. 2020).

3) Diabetes gestacional: sucede en mujeres embarazadas que carecen de antecedentes de
niveles elevados de glucosa, por lo que en la etapa de embarazo se genera un estado de
intolerancia a la misma. Se diagnostica del segundo al tercer trimestre de embarazo. La
prevalencia de diabetes gestacional puede variar de acuerdo a los criterios de clasificacion y
el tipo de poblacion, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud la prevalencia es entre
3.6% y 38% (Punthakee y cols. 2018; Sweeting y cols. 2022; ADA. 2022).

4) Diabetes relacionadas con otras causas, entre las que se encuentran la diabetes
monogeénica, las enfermedades del pancreas exocrino, la diabetes generada por la
administracion de productos quimicos o medicamentos (ADA. 2022), su prevalencia puede

variar dependiendo del tipo.



La DM tipo 2 se caracteriza por un estado de hiperglicemia crénico que, cuando no se
controla de manera adecuada se relaciona con la aparicion de complicaciones macro y
microvasculares, (Pfeiffer y Klein 2014) (figura 2). Las complicaciones macrovasculares
incluyen enfermedades coronarias y accidentes cerebrovasculares que pueden conducir a la
muerte, mientras que las lesiones microvasculares causan nefropatia, retinopatia y
neuropatias (Pfeiffer y Klein 2014). El tratamiento de la DM incluye un cambio en los h&bitos
alimenticios, disminucion en la ingesta de calorias, ejercicio fisico y tratamiento
farmacoldgico. La terapia no farmacoldgica se utiliza en la etapa inicial de la enfermedad, ya
que reduce los niveles de glucosa, activa el mecanismo celular que beneficia al organismo
mejorando la funcién mitocondrial, disminuye la generacién de radicales libres y aumenta la
eficacia de insulina (Glovaci y cols. 2019). Por su parte, el tratamiento farmacolégico
previene micro y macroangiopatias, aumenta el control sobre las enfermedades subyacentes

y, mejora la calidad de vida del paciente (Glovaci y cols. 2019).
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Figura 1. La hiperglicemia se ha relacionado con distintos mecanismos que pueden causar dafio al cerebro y
generar una disfuncion cognitiva dentro de los cuales se encuentra el dafio en la vasculatura y el aumento de

estrés oxidativo el cual se relaciona con neuroinflamacién y apoptosis neuronal. Modificado de Hamed (2017).



1.2 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son generadas como
productos del metabolismo. El radical superoxido (O2) se clasifica como radical primario, su
dismutacion genera peroxido de hidrogeno (H20:2) y radical hidroxilo (OH), considerados

“ROS secundarios” (Figura 2).
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Figura 2. El O es la especie reactiva de oxigeno mas abundante. La enzima SOD dismuta el O, en H,0; otra
especie reactiva de oxigeno que con ayuda de CAT y GPx se degradan en H,Oy oxigeno. Imagen tomada y
modificada de (Mittal y cols. 2014).

Procesos como la apoptosis, la activacion de los factores de transcripcion, la fosforilacion de
proteinas, los procesos inmunes y la diferenciacién celular, dependen en cierta medida de la
produccion de ROS, pero éstas deben encontrarse en ciertos niveles dentro de la célula para
mantener una homeostasis en el organismo (Pizzino y cols. 2017). Cuando aumenta la
produccion de ROS se presentan efectos dafiinos en todos los componentes celulares como:
proteinas, lipidos, acidos nucleicos, etc. (Pizzino y cols. 2017). Al haber un aumento excesivo
de ROS se promueve la respuesta de procesos como: autofagia, apoptosis y necrosis, lo cual
generara dafio en las funciones celulares (He y cols. 2017). EIl estrés oxidativo es el
responsable, al menos en parte, de dafios subyacentes en enfermedades cronico-
degenerativas como el cancer, la enfermedad de Alzheimer, la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares (Pizzino y cols. 2017). Las reacciones espontaneas y reguladas

enziméaticamente pueden dar lugar a Oz, dentro de las cuales se pueden encontrar a la cadena



transportadora de electrones (ETC, por sus siglas en inglés), el complejo NADPH oxidasa,
la xantina oxidasa citosolica y las monooxigenasas del citocromo p450 (Wang y cols. 2018).
Se ha sefialado a la ETC como la mayor fuente de O, ya que poseen diversos centros redox.
El complejo I (NADH-Coenzima Q oxidorreductasa) y el complejo Il (succinato- Coenzima
Q oxidorreductasa) transfieren electrones en favor del gradiente de potencial redox a un
transportador soluble en lipidos, la ubiquinona (Coenzima Q), para la formaciéon de
Ubiquinol. A partir de alli, los electrones pasan a través del complejo Il (Coenzima Q-
citocromo ¢ oxidorreductasa) a otro transportador movil, el Citocromo ¢ y mediante el
complejo 1V (Citocromo c oxidasa), al aceptor final, el Oz, para producir agua. El descenso
de la energia potencial de los electrones se utiliza para bombear protones fuera de la matriz
mitocondrial. La fuerza motriz hace que los protones regresen a la matriz mediante un V
complejo (ATP sintasa), lo que genera la sintesis de ATP, la cual se identifica como
fosforilacion oxidativa (Venditti y cols. 2013). Se han sefialado a los complejos 1 y 1l como
las mayores fuentes de superoxido en las mitocondrias (Figura 3). EI complejo | genera
superoxido por transporte de electrones directos ligados a NADH vy transporte de electrones
inverso-ligados a succinato. EI complejo 11l se considera el principal generador de ROS
dentro de la ETC, que da como resultado la autooxidacion de ubisemiquinona, que es un

intermediario producido en este complejo (Tirichen y cols. 2021).

Por otro lado, el organismo cuenta con un sistema de defensa oxidante, el cual esta
conformado por moléculas enzimaticas y no enzimaticas. Este sistema también esta
constituido por proteinas y moléculas de bajo peso molecular. Las enzimas que méas destacan
son la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Nandi y cols. 2019), las cuales se
han reportado como los mejores antioxidantes in vivo (He y cols. 2017). SOD ha sido
establecida como primera linea de defensa ante los radicales libres. Las SOD se categorizan
en: CuZn-SOD citos6lica, SOD extracelular y Mn-SOD mitocondrial (He y cols. 2017). Esta
enzima cataliza la reaccion del anion superoxido para dar lugar al H2O2 y O,. SOD no puede
atravesar membranas celulares con facilidad y su vida media es corta, por lo que va a actuar
en el lugar donde se produce. Contrariamente, el H2O> puede atravesar membrana celular.
En todos los organismos, se ha asociado a la perdida en la actividad de SOD con un aumento
en el dafio causado por el estres oxidativo como lesiones en el ADN y peroxidacion lipidica

(Wang y cols. 2018).La CAT es la enzima responsable de neutralizar al H,O> a través de su
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descomposicion, manteniendo asi un adecuado equilibrio de la molécula, ya que ésta es vital
para procesos de sefializacion celular. Esta enzima va a degradar al H2O2 en una molécula de

O2 y dos moléculas de agua (Nandi y cols. 2019).
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Figura 3. En condiciones normoglicémicas la cadena transportadora de electrones genera energia en forma de
ATP. En condiciones hiperglucémicas se ha sefialado a la cadena transportadora de electrones como uno de los
principales precursores de O,. Los Complejos |y 111 son los mayores generadores de electrones.

1.3 HIPERGLICEMIA Y ESTRES OXIDATIVO

Las altas concentraciones de glucosa en sangre activan diversas vias metabolicas. La mas
estudiada es el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA, por sus siglas en inglés), esto como
resultado de una cantidad abundante de sustrato que sucesivamente alimenta a la ETC. Este
exceso de energia favorece un desequilibrio sobre las ROS (Papachristoforou y cols. 2020)
(Figura 3). Se han sefialado cuatro mecanismos que relacionan la hiperglicemia y el estrés
oxidativo, asi como las complicaciones que se deriva de esta interaccion, las cuales se

explican a continuacion.(figura 4)



a)

b)

Aumento del flujo de la ruta del poliol (sorbitol). Esta via es un proceso que consta
de dos pasos donde se convierte la glucosa a fructuosa. La glucosa se reduce a
sorbitol, que posteriormente se oxida a fructuosa. en condiciones de hiperglicemia, la
enzima hexoquinasa (HK), se satura y el exceso de glucosa entra a la via del poliol,
donde la aldosa reductasa (AR) lo reduce a sorbitol. Esta reaccion oxida NADPH a
NADP™. La sorbitol deshidrogenasa (SDH) puede oxidar el sorbitol a fructuosa la
cual genera NADH a partir de su forma oxidada NAD'. Una concentracion
aumentada de NADH/NAD™ se vincula con un proceso de oxidacién acelerado de
sorbitol a fructuosa por SDH. La fructuosa producida puede fosforilarse en fructuosa
3 — fosfato que a su vez puede descomponerse en 3 desoxiglucosa y 3
desoxigluocosona. Dichos compuestos se han sefialado como agentes glicadores de

proteinas, dando como resultado en AGE (Papachristoforou y cols. 2020).

Formacion de productos finales de la glicacion avanzada. Los productos finales de
glicacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés) son proteinas que se glican como
consecuencia de la exposicion a azucares. Estos se forman tras la reaccion entre
grupos aminos libres de proteinas y los grupos carbonilos de azlcares reductores, que
posterior a varias reacciones se forman compuestos irreversibles. Durante el estado
de hiperglucemia crénica los AGE se producen de forma activa y se acumulan en la
sangre circulante y en varios tejidos lo que conlleva a complicaciones vasculares de
la diabetes. Ademas, la interaccidn con su receptor de productos finales de glicacion
avanzada (RAGE, por sus siglas en inglés) desencadena diversas vias de sefializacion
mediadas por quinasas y factores de transcripcion como el NF-xB. Esta cascada
activa la expresion de citocinas, enzimas y factores de transcripcién, el cual generara
un ambiente proinflamatorio general que conlleva al estrés oxidativo
(Papachristoforou y cols. 2020). Asi, la hiperglicemia reduce los niveles

antioxidantes y aumenta la produccion de radicales libres.

Activacion de isoformas de proteina cinasa C (PKC). PKC genera diversos resultados
dafinos, afecta la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG),

endotelina 1 (ET-1) y 6xido nitrico sintasa endotelial (e-NOS), los cuales se



d)

relacionan con problemas vasculares. También se ha relacionado con la activacion de
NF-xB (debido a la conexion que existe con el estrés oxidativo, la hiperglicemia y
NAD(P)H oxidasa). Estas alteraciones pueden resultar en apoptosis y activacion e
inhibicion de citoquinas.

Aumento de flujo de la via de la hexosamina. La via de la hexosamina se relaciona
con el metabolismo de la glucdlisis derivada de la fructuosa- 6 fosfato (F-6-P). En
este proceso participa una enzima limitante de la velocidad, glucosamina-fructuosa
amidotransferasa (GFAT). En condiciones hiperglucémicas, se genera una gran
cantidad de F-6-P que se va a conducir a la via de la hexosamina y, en consecuencia,
la actividad de GFAT esta regulada hacia arriba. El efecto de la elevacion de esta
enzima se encuentra relacionado con modificaciones en la expresion de factores de
transcripcion como TGF-a y TGF-B que inhibe la mitogénesis de las células
(Ighodaro 2018).
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Figura 4. La hiperglicemia se ha relacionado con el aumento del estrés oxidativo, este a su vez activa diferentes
vias que se relacionan con la produccion de ROS y que causan dafio celular que se puede traducir a un deterioro

cognitivo.

1 4 ESTRES OXIDATIVO Y CEREBRO

La hiperglicemia cronica esta relacionada con muchos efectos negativos asociados con la
activacion excesiva de ROS. En el cerebro estos dafios se ven reflejados cuando la
concentracion de ROS supera la capacidad de los mecanismos antioxidantes de las neuronas
(Popa-Wagner y cols. 2013). Este 6rgano es especialmente susceptible al ataque de las ROS.
El cerebro metaboliza 20% del consumo corporal de oxigeno y cuenta con mecanismos
protectores relativamente débiles, el cual es blanco facil para el ataque de ROS. Este se
encuentra constituido por una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados que al ser per
oxidados producen compuestos tdxicos, como aldehidos o dienales, que dan como resultado
apoptosis neuronal. Una de las consecuencias mas importantes se produce por la oxidacion
de lipidos o proteinas, ya que generard la produccion de enzimas proinflamatorias lo que
puede resultar en neuroinflamacion. Ademas, se encuentran niveles elevados de hierro que
pueden actuar como prooxidantes y, en ciertos casos, generar la muerte celular (Popa-Wagner
y cols. 2013).

Existen diversas condiciones patoldgicas que generan un estado de inflamacion periférica
cronica, dentro de estas se encuentra la DM. Esta condicion puede generarse de forma directa
0 como resultado de estados patoldgicos. La inflamacion sistémica se encuentra relacionada
con dafo en el sistema nervioso central, 1o que conlleva a alteraciones en el comportamiento
tales como deterioro cognitivo y una disminucién en los procesos de aprendizaje y memoria
(Chesnokova y cols. 2016). Las citocinas proinflamatorias alteran la barrera
hematoencefalica, lo que permite el paso de linfocitos y citocinas activadas, dando como
resultado la circulacion entre el sistema inmunolégico periférico y el cerebro. La microglia
residente en reposo se encuentra relacionada con la neurogénesis (proceso que da lugar a
células neuronales nuevas a partir de células madre neuronales tanto en la etapa embrionaria
como en la adultez) y se activa en respuesta de sefiales inflamatorias periféricas y centrales,
liberando multiples moléculas proinflamatorias dentro de las que se encuentran las citocinas,
ROS vy 6xido nitrico. La activacion de la microglia suprime la neurogénesis del hipocampo

la mayoria de las veces. Esta disminucion se asocia con déficits de aprendizaje y memoria



(Chesnokova y cols. 2016) (Zoungrana y cols. 2022). Muchas de las complicaciones se
derivan como consecuencia del estrés oxidativo, por lo que estudiar nuevas vertientes de

antioxidantes resulta prometedor.

15 APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje y la memoria son procesos relacionados, que de acuerdo con Kandel y cols.
(2000) se define como “El aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos conocimiento
sobre el mundo” y la memoria se define como “Proceso por el cual el conocimiento se
codifica, almacena y luego se recupera”. La memoria se divide en declarativa ( explicita) y
no declarativa ( implicita). La memoria implicita se relaciona con la adquisicién de
habilidades donde no es necesario el contenido de memoria consciente. Como, por ejemplo:
andar en bicicleta, escribir y caminar. Algunas de las areas que se relacionan con este tipo de
memoria son el cerebelo, el cuerpo estriado y la amigdala. La memoria explicita involucra
conocimiento de hechos, lugares y personas y se encuentra regulada por el hipocampo y
corteza adyacente (Figura 5) (Sharma y cols. 2010; Kandel y cols. 2014; Squire y Dede,
2015).

Declarativa
(Explicita)

No declarativa
(Implicita)

erceptual

| i ) [ Primingy [Condicionamientol Aprendijaze
Procedimental aprendizaje o no asociative

2 : Cuerpo | . - -
Lébulo medio =2 Cerebelo ) (Vias reflejo
omorsl estriado Neocértex ) (Amigdala ( jo)

Figura 5. La memoria se puede clasificar en declarativa y esta a su vez se divide en memorias de eventos y
hechos que se encuentran reguladas por el I6bulo medio temporal y la memoria no declarativa que se divide en
procidimental, priming y aprendizaje, condicionamiento clasico y aprendizaje no asociativo, cada uno se

encuentran regulados por diferentes &reas cerebrales.Modificado de Squire y Dede 2015.



La memoria episodica es un tipo de memoria explicita, dentro de la cual se encuentra la
memoria espacial. Tanto el hipocampo como la corteza prefrontal se encuentran relacionados
con la memoria y aprendizaje espacial tanto en humanos como en roedores. Este tipo de
memoria se asocia con la memoria de trabajo y de referencia las cuales se interconectan entre
si mediante diferentes redes neuronales. La corteza premotora y prefrontal se vinculan con la
correcta ejecucién de la memoria de trabajo, mientras que el hipocampo se relaciona con la
memoria de referencia espacial. Por otra parte, la cognicion se denomina como el conjunto
de procesos y los sistemas relacionados con la adquisiciobn de conocimientos,
almacenamiento y recuperacion de la memoria para el desempefio de las actividades diarias
(Hamed 2017).

1 6. ESTRUCTURAS CEREBRALES RELACIONADAS CON EL
APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Los recuerdos son componentes basicos de la memoria y se rigen por detalles espaciales y
temporales. Los estudios actuales respaldan solidamente la participacion del hipocampo en
el almacenamiento y recuperacion de la memoria. Sin embargo, la corteza prefrontal,
regiones neocorticales y parietales y otras areas corticales también se ha relacionado con la
memoria (Schedlbauer y cols.2014). Con frecuencia, se cree que el aprendizaje es un proceso
que se encuentra regulado por regiones cerebrales independientes. A pesar de esto, para
desarrollarse en un entorno complejo y cambiante, se debe aprender sobre estimulos
complejos y las relaciones entre estos, por lo que son necesarias las interacciones de
estructuras corticales y subcorticales. Después del aprendizaje, la memoria va a depender del
hipocampo, de la misma forma sucede en el proceso de recuperacion de esta. No obstante,
tiempo después de adquirir el aprendizaje, la corteza prefrontal es responsable de los procesos
de almacenamiento. El conjunto de una ejecucion adecuada de la memoria contextual va a
regularse a traves de entradas en la corteza entorrinal, el hipocampo y la amigdala basolateral
durante el proceso de aprender (Yavas y cols. 2019), por lo cual estas estructuras son de gran

interés para su estudio (Tabla 1).

Tabla 1. Anatomia y funcién de estructuras cerebrales relacionados con el aprendizaje.

Estructura Anatomia Funcién
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Hipocampo

Amigdala

Corteza prefrontal

El hipocampo es una estructura que se relaciona con la memoria
espacial y no espacial, se puede dividir funcionalmente en tres
partes: dorsal, intermedia y ventral. En el hipocampo se pueden
identificar regiones como: CA1, CA3y giro dentado (DG) a lo
largo del eje transversal. Existe un bucle candnico trisinaptico
dentro del hipocampo (Yang y Wang 2017).

La amigdala es una estructura localizada en el I6bulo temporal
de los mamiferos que est4 formada por diferentes nicleos. El
nlcleo de la amigdala se encuentra dividido en tres: laamigdala
basolateral (BLA), el cual se conforma por nicleo lateral (L o
LA), nicleo basal y basomedial (BM) (Yang y Wang 2017). El
grupo cortical, el cual involucra el tracto lateral olfatorio, el
ncleo cortical y el grupo centromedial el cual incluye el nicleo
medial y central (Yang y Wang 2017). Las neuronas que se
encuentran distribuidas en estos nudcleos son principalmente
glutamatérgicas piramidales o piramidales con dendritas
espinosas (McDonald y Mott 2017).

La corteza prefrontal (PFC por sus siglas en inglés) se encuentra
situada en el polo anterior del encéfalo. Anatdmicamente esta
estructura es compleja debido a que contiene un ndmero
extenso de subregiones, estas se conectan con otras areas

La participacion de la neurogénesis del
hipocampo en la memoria y el aprendizaje
del adulto se encuentra muy bien
establecida. Es bien sabido que el
hipocampo juega un papel vital en el
proceso de la memoria y el aprendizaje y se
sugiere que es la estructura con mayor
susceptibilidad a sufrir cambios severos
frente a niveles elevados de glucosa
(Bednaiik y cols. 2020).

Esta area regula la consolidacion de
multiples recuerdos que se encuentran
mediados por otras regiones del cerebro
(Roesler.y cols. 2021).

La PFC cumple funciones como:
planificacion, atencion sensorial, control
motor, memoria de trabajo y abstraccion
(Chafee y Heilbronner, 2022).

corticales o subcorticales. Se divide en: corteza prefrontal
dorsal; corteza orbitofrontal, corteza prefrontal ventromedial,
corteza cingulada anterior, la corteza prefrontal ventrolateral y
el polo frontal (Chafee y Heilbronner, 2022)

1.7 ALGAS MARINAS

Las algas son consideradas un grupo amplio de organismos fotosintéticos, con distribucion
amplia, encontrandose en estanques, rios, océanos Yy lagos (Behera y cols. 2020).
Generalmente, se clasifican en dos tipos: microalgas y macroalgas. Las primeras se pueden
encontrar en habitats litorales y en el océano en forma de fitoplancton (Makkar y cols. 2016).
Las macroalgas se encuentran en todos los tipos de agua y en México se encuentran en las
costas del océano Pacifico de Baja California. Se clasifican principalmente en tres grupos:
algas rojas (Rhodophyceae), algas marrones o pardas (Phaeophyceae) y las algas verdes
(Chlorophyceae), cada grupo posee caracteristicas quimicas y biologicas especificas
(Pradhan y cols. 2022). De acuerdo con el informe de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la produccion de algas alrededor del mundo
fue de 30.4 millones de toneladas en 2018. El cultivo de estos organismos predomina en
China, Corea, Filipinas e Indonesia (Michalak y cols. 2022). Las algas son organismos que
producen abundantes metabolitos primarios y secundarios. Los primeros se relacionan con el
crecimiento, desarrollo y reproduccion, estos se pueden clasificar en carbohidratos, lipidos y

proteinas. El segundo tipo de metabolitos no se consideran esenciales para el crecimiento del
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tejido, pero suelen ser importantes para su supervivencia y la interaccion . Ejemplos de estos
son los fenoles a los cuales se les atribuyen propiedad antioxidante (Michalak y cols. 2022).
Las algas pueden contener moléculas antioxidantes como &cido ascdrbico, polifenoles,
flavonoides, carotenoides, fibras dietéticas, polisacaridos, vitaminas y minerales a los cuales
se les atribuye su propiedad antioxidante. La evaluacion de esta actividad en algas ha sido
evaluada por diferentes procedimientos como: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), poder
antioxidante reductor férrico (FRAP), radical superdxido y H>O>. En la actualidad, diversas
especies de algas pardas han mostrado evidencias sélidas de propiedades antidiabéticas y

antioxidantes, entre ellas Ecklonia cava (Pradhan y cols. 2022).

Il.  ANTECEDENTES

2.1 HIPERGLICEMIAY SU RELACION CON EL DETERIORO COGNITIVO

El deterioro cognitivo se puede definir como una deficiencia en la atencion, aprendizaje
verbal y no verbal, velocidad de procesamiento de informacion, funcionamiento motor,
memoria de trabajo y de corto plazo (Lam y cols. 2014). Este deterioro se ha relacionado con
una plasticidad neuronal comprometida, muerte neuronal y disminucién en la neurogénesis

(Poulose y cols. 2017).

El cerebro es un 6rgano complejo de gran requerimiento energético, durante la hiperglicemia
se relaciona con el deterioro cognitivo, aunque su etiologia ain no es clara e involucra
diversos mecanismos. Los modelos animales que simulan la hiperglicemia generan estrés
oxidativo, disminucion de las enzimas antioxidantes, aumento de la peroxidacion lipidica y
muerte celular mediante procesos de necrosis 0 apoptosis. Aunado a esto, se ha sefialado que
el cerebro, en condiciones de hiperglicemia, es un érgano con poca actividad de las enzimas
antioxidantes. Ademas del estrés oxidativo, hay multiples factores que pueden conducir a la
neurodegeneracion, dentro de los cuales se encuentran: aumento en los niveles de diferentes
citocinas inflamatorias y factores apoptoticos, disminucion de neurotransmisores y factores
neurotroficos (Figura 1) (Hamed 2017).
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Una gran cantidad de estudios han demostrado que la hiperglicemia estd estrechamente
asociada con el desarrollo de problemas cognitivos, tanto en humanos como en modelos
animales (Zilliox y cols. 2016). La DM tipo 1 y 2 se han relacionado con una disminucion
en el rendimiento de diversos dominios de la funcidn cognitiva y con anomalias cerebrales
en las personas que padecen esta enfermedad. La hiperglicemia cronica y las complicaciones
microvasculares se dan como resultado de la DM (Moheet y cols. 2015). Al respecto,
Chatterjee y cols. (2015) han reportado 14 estudios con datos de 2.3 millones de individuos
entre los que habia 100,000 casos de demencia de cohortes provenientes de varios paises en
Asia, Europa y America, demostrando que la diabetes se asocia con un aumento del 60% en
el riesgo de padecer demencia. También se ha demostrado la relacion que existe entre la DM
y las deficiencias cognitivas, y se menciona una relacion entre la duracion de la enfermedad

y el surgimiento del deterioro cognitivo (Areosa y cols.2017).

En modelos murinos de diabetes tipo 1 y 2 se observa una disminucién de las ramificaciones
dendriticas de las neuronas y de la potenciacién a largo plazo del hipocampo, un tipo de
plasticidad celular relacionado con el aprendizaje y la memoria. Tanto la disminucion de la
neurogénesis hipocampal como las manifestaciones conductuales a causa de ésta pueden
revertirse con el tratamiento adecuado de insulina (Chesnokova y cols. 2016). El dafio
cerebral que se ocasiona como consecuencia de una hiperglicemia crénica es multifactorial
y aln no se determinan los mecanismos claros y precisos que puedan explicar este evento.
Diversos estudios han probado que en dicho dafio hay aumento de lesiones neuronales, de
astrocitos, necrosis, apoptosis, neuroinflamacion, disminucion en los procesos de reparacion,
asi como en la neurogénesis en diferentes areas del cerebro, dentro de las cuales destacan la

corteza prefrontal y el hipocampo (Hamed 2017).

2.2 MODELOS DE HIPERGLICEMIA

Los roedores se han utilizado como modelo para las enfermedades de diabetes y deterioro
cognitivo debido a su similitud genética con los humanos. Las intervenciones adecuadas
pueden inducir las condiciones deseadas como: diabetes, deterioro cognitivo o ambas.
Utilizando un modelo murino de hiperglicemia, inducida con estreptozotocina, Biessels y

Despa (2018) observaron neuroinflamacion y lesiones neurovasculares, lo cual reflejé un
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gran dafio en los procesos de memoria y aprendizaje en comparacion con roedores no
diabéticos. Por otro lado, el estudio realizado en 2021 en un modelo en rata nos permite
evidenciar este mismo efecto. Ademas, sugiere que este dafio cognitivo puede ser a través de

un aumento en los niveles de estres oxidativo y apoptosis (Rahmati y cols. 2021).

Para realizar un modelo preclinico de forma adecuada se deben de tomar en cuenta aspectos
como: validez de apariencia, validez de constructo y validez predictiva. La primera consiste
en la similitud entre los sintomas y signos que muestran los animales de experimentacion y
los humanos. La segunda hace referencia al parecido entre los mecanismos fisiopatoldgicos
y etiologia de la enfermedad en los animales de experimentacion y humanos. La ultima
contempla el parecido de los fa&rmacos utilizados en el modelo, asi como su capacidad para
predecir la actividad con respecto al sintoma principal. Los modelos animales, rara vez
cumplen con todas las validaciones antes mencionadas (Furman y cols. 2020; Rojas y cols.
2020). Sin embargo, son de mucha utilidad para similar una enfermedad en modelos

preclinicos.

En el presente trabajo se analiza el efecto que tiene el alga parda E. menziesii, sobre la
memoria y el aprendizaje, asi como parametros bioquimicos relacionados al estrés oxidativo
en el area de hipocampo, amigdala y corteza prefrontal en un modelo de hiperglicemia
inducido quimicamente con el farmaco STZ. La STZ tiene la capacidad de destruir
selectivamente las células B del pancreas a través de su actividad alquilante sobre el ADN.
Ademas, esta toxina se ha utilizado ampliamente para probar la capacidad hipoglucemiante
de diversos farmacos y extractos naturales (Deeds y cols. 2011; Gao y cols. 2018; Rahmati y
cols. 2021). Los experimentos que inducen diabetes quimica utilizando STZ en dosis Unica
generan una “validez de apariencia” a la DM tipo 1 en humanos, ya que se asemejan todas
las complicaciones metabolicas de la enfermedad y sus principales sintomas. Con respecto a
la “validez de constructo”, ésta puede ser deficiente, ya que los mecanismos por los cuales
se genera la lesion a las células B en humanos es mediante un proceso de autoinmunidad que
se relaciona con la DM tipo 1y la interaccion de factores ambientales y genéticos. La “validez
predictiva” puede resultar til para determinar los niveles de glucosa periférica que se

observan en todos los tipos de DM (Furman y cols. 2020).
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En la actualidad, existe discrepancia sobre los modelos que se utilizan para representar a la
diabetes. Furman y cols. (2020), mediante el anélisis de varios articulos, sefialan escasa
evidencia que sustente la capacidad de estos modelos para predecir los efectos de los
extractos de plantas y los niveles glicémicos en humanos que padecen esta enfermedad. Otros
trabajos sefialan que, si bien no son aptos para una representacion de la DM, si resultan Gtiles
para evidenciar la eficacia de anti hiperglucémicos, compuestos naturales y sobre todo para
evaluar los cambios que se generan en el cerebro como consecuencia de la hiperglicemia
(Islam y Wilson, 2012; Oliveira y cols. 2016).

2.3 LABERINTO DE OCHO BRAZOS

Para la evaluacion de lamemoria y el aprendizaje espacial en roedores se ha usado con amplia
frecuencia el laberinto de ocho brazos, el cual tiene como objetivo evaluar la memoria de
trabajo y de referencia espacial utilizando un area central de donde irradian ocho brazos,
algunos, los cuales se encuentran cebados con comida que el roedor debe encontrar (Kim 'y
cols. 2018). La memoria de trabajo en el laberinto de ocho brazos se define como los
mecanismos mnemotécnicos para ejecutar la tarea de encontrar el alimento en el laberinto,
en un solo intento, por lo que se debe evitar que los roedores reingresen en brazos
previamente visitados durante el mismo ensayo. La memoria de referencia se entiende como
los mecanismos mnemotécnicos utilizados para el desempefio en los ensayos, como recordar
la ubicacion de los brazos no cebados (Goodrich-Hunsaker y Hopkins, 2010; Kim y cols.
2018).

2.4 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son moléculas que reducen, minimizan o se oponen a la actividad de las
ROS o radicales libres en las células (Poulose y cols. 2017; Singh y cols. 2017). Estos
compuestos actlian bajo el mecanismo de reduccion de moléculas oxidantes altamente activas
a moléculas neutras para posteriormente oxidarse en sustancias no toxicas. Se clasifican en
dos grupos, los antioxidantes enddgenos y los exdgenos. El primer grupo esta conformado
por un sistema enzimatico y no enzimatico. El sistema enzimatico defiende a las células

atacando directamente a las ROS y radicales libres mediante enzimas como la SOD, CAT y
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glutation peroxidasa. El sistema no enzimatico se conforma por vitaminas como la C y E,
carotenoides, antioxidantes tioles, melatonina y otros compuestos. Por otra parte, el sistema
antioxidante exdgeno esta conformado por moléculas que provienen de la alimentacion
principalmente de frutas, verduras y plantas. Estas pueden ser vitaminas A, E, C y polifenoles
(Poulose y cols. 2017; Singh y cols. 2017). Se ha sefialado a los antioxidantes naturales como
seguros, efectivos y de facil absorcion. Estas moléculas tienen la capacidad de defender a la
celula a través de diferentes niveles como: donacion de un electron, quelacion de metal
ionico, eliminacion de un radical libre, regular la expresion génica y prevenir la

lipoperoxidacion (Begum y cols. 2021).

2.5 ALGAS PARDAS

Las algas pardas forman parte de la medicina tradicional asiatica y se han utilizado durante
siglos como terapia para diversos padecimientos. Se han identificado y clasificado alrededor
de 1500-2000 especies. Las algas pardas producen polifenoles, carotenoides y polisacaridos,
entre otros compuestos, como parte de su metabolismo primario y secundario. Los
compuestos antes mencionados tienen actividad bioldgica antioxidante, hipoglucemiante,
anticancerigena, antibacteriana, antiviral, etc. por lo que se han sefialado como agentes
nutraceuticos (Gabbia y De Martin, 2020; Gutiérrez 2020). Las algas pardas se encuentran
clasificadas en 250 géneros y forman parte fundamental de las dietas occidentales ya que
proporcionan diversos nutrientes que ejercen beneficios para la salud. Las méas estudiadas se
dividen en dos 6rdenes, las Fucales y las Laminariales. Dentro de las fucales destacan
especies como: Hizikia fusiforme, Sargassum horneri, Laminaria cichorioides y Costaria
costata. El orden de las Laminariales es el de mayor utilidad y el que ha sido explotado
alrededor del mundo. Algunas especies importantes son: Ecklonia arborea, Ecklonia cava,
Ecklonia kurome, Ecklonia stolonifera, Eisenia bicyclis y Egregia menziesii. En la tabla 2 se
encuentran algunas de las especies mas representativas de estos organismos (Gabbia y De
Martin, 2020).

Aln cuando E. menziesii no es parte de la dieta en humanos, ni se ha utilizado en medicina

tradicional, ha despertado interés ya que pertenece a la familia Lessoniaceae, de la cual
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existen numerosos estudios que han demostrado su importancia biomédica (Murray y cols.
2018).

Especie Nombres comunes

Fucales

Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Yellow Tang

Fucus serratus Linnaeus Serrado wrack

Fucus spiralis Linneo Bolsas de gelatina

Sargassum fluitans (Borgesen) Akamoku
Sargassum horneri (Turner)

Laminariales

Ecklonia arborea

Ecklonia cava Kajime
Ecklonia stolonifera

Egregia menziesii Boa de plumas

Laminaria japonica Areschoug Hai Dai

Tabla 2. Principales especies de algas pardas.

De acuerdo a Begum y colaboradores. (2021) existe variedad de estudios que sefialan a las
algas marinas como una fuente de compuestos bioactivos, dentro de los cuales se encuentran
polifenoles, polisacaridos y carotenoides, los cuales han demostrado gran eficacia

antioxidante.

2.6 METABOLITOS DE ALGAS PARDAS Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.6.1 POLISACARIDOS

El fucoidan se encuentra en invertebrados marinos y algas pardas. Su componente principal
es la fucosa la cual se combina con otras moléculas como galactosa y xilosa. Se ha reportado
el peso molecular de este compuesto entre 40kDa y 1600kDa. La cantidad de este metabolito
que se va a encontrar en las algas puede variar de acuerdo con la especie, estacion del afio y
la etapa de desarrollo (Zhiwei Liu y Sun, 2020) .Los polisacaridos han mostrado mejorar los
sistemas antioxidantes endégenos en humanos y animales a traves de la evaluacion indirecta
de la medicion de productos enzimaticos (CAT y SOD) y de oxidacion como el MDA
(Zhiwei Liu y Sun, 2020).

Los alginatos se extraen principalmente de: Ecklonia maxima , Sargassum spp, Laminaria
spp. entre otras. Generalmente se distribuyen en las paredes celulares como sales de magnesio

y sodio, ademas mejora la flexibilidad del tejido de las algas ( Liu Z. y Sun, 2020).
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La laminaria se considera una reversa valiosa de carbohidratos y su actividad depende de su
estructura molecular y el contenido de monosacaridos que contenga. En la tabla Tabla 3 se
observan estudios en modelos animales que han utilizado polisacéridos obtenidos de algas

marrones para comprobar su actividad antioxidante (Zhiwei Liu y Sun, 2020).

Alga Compuesto Fuente Marcadores Téjido
Fucoidan Sigma Aldrich TGPxy 1SOD Higado
Marrén
Oligosacarido de 4cido Biotechnology/ Sargassum TCATy 1SOD Sangre
alginico horneri del | MDA

laboratorio de
la universidad de Ningbo

Tabla 3. Polisacaridos descritos en algas marrones y su efecto.

2.6.2 CAROTENOIDES

Los carotenoides (CRT) son pigmentos que se sintetizan naturalmente por plantas y algas.
Las propiedades antioxidantes de estos compuestos son mediante la inhibicion del oxigeno
singulete y la capacidad de atrapar radicales libres. Estos metabolitos, tienen la capacidad de
penetrar la membrana celular y también atraviesan barrera hematoencefalica (Begum vy cols.
2021). Los CRT se han reportado como reguladores de vias de supervivencia en las células,
como: NF-KB, MAPK y PI3/Akt. La fucoxantina es uno de los CRT mas reconocidos. Es de
los metabolitos mejor identificados con propiedad antioxidante dentro de esta categoria.
Actua inhibiendo la formacién de ROS, dafio al ADN y apoptosis. Estudios respaldan que la
fucoxantina regula a la alza la actividad de enzimas antioxidantes como CAT y SOD vy la
expresion de factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Begum y cols.
2021).

2.6.3 POLIFENOLES
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Los polifenoles son considerados como los antioxidantes exdgenos mas eficaces, debido a
eso han llamado la atencidn en afios recientes. Estos poseen propiedades antiinflamatoria y
antioxidante, ademas se ha comprobado que pueden aumentar la neurogénesis (Poulose y
cols. 2017; Singh y cols. 2017). Dentro de este grupo destaca una clase denominada
florataninos. Este compuesto ya ha sido ampliamente estudiado en distintos extractos que
poseen abundante contenido de este metabolito y que han comprobado su eficacia como
antioxidante. Los florataninos han mostrado actividad para la quelacion de metales y
eliminacion de radicales libres. Compuestos puros extraidos de este grupo, como el
phlorofucofuroeckol A 6-6"-bieckol,dieckol y phloroglucinol aislados de E.cava tuvieron
reportes en la disminucion de ROS. Aunado a esto, los florataninos aislados de algas como
F. vesiculosus y F. serratus han actuado indirectamente como antioxidante mediante la
potenciacion de las enzimas como CAT Y SOD, ademas de la regulacion a la alza de Nrf2.
En la tabla (Tabla 4) se observan algunos ejemplos de florataninos, el modelo en el cual se

aplicaron y los efectos antioxidantes (Catarino y cols. 2021).

Compuesto Modelo Efecto
Dieckol C57BL/KsJ-db/db ratén llipoperoxidacién,1SOD y TCAT.
Dafio hepético inducido por CCl,enraton | llipoperoxidacion,1SOD y TCAT.
ICR
Eckol Pez cebra inducido con EtOH 1ROS, lipoperoxidacion y muerte celular
Phloroglucinol Pez cebra inducido con AAPH 1ROS, lipoperoxidacién y muerte celular
Pez cebra inducido con EtOH 1ROS, lipoperoxidacion y muerte celular

Tabla 4. Florotaninos de importancia en E. cava (Catarino y cols. 2021).

2.7 MECANISMOS ANTIOXIDANTES DE ALGAS PARDAS
Se ha reportado que los polifenoles, carotenoides y polisacaridos sulfatados que producen
diversas especies de algas pardas, actGan a diferentes niveles para contrarrestar los efectos
del estrés oxidativo, a través de la regulacion de la actividad enzimatica y la eliminacion de
radicales libres. Por ejemplo, estos compuestos pueden activar Nrf2, por diversas vias, como
ERK y KEAPL, con el objetivo de activar elementos de respuesta antioxidante (ARE, por sus
siglas en inglés). Uno de los mecanismos sugeridos es la inhibicion de la via NF-xB a
consecuencia del estrés oxidativo con la adicion de sus grupos electrofilicos en las
subunidades IKK de la quinasa IkB y NF-kB. También se ha sefialado que algunas algas
previenen el cambio en el potencial de membrana mitocondrial, lo que permite a la célula

19



mantener la funcion fisioldgica para la produccién de ATP. En ausencia de cambios en el

potencial de membrana mitocondrial, no se activara el citocromo C ni la pro- caspasa 9. Por

lo tanto, tampoco caspasa 3. También se ha mencionado que inhiben la apoptosis inducida a

través de la reduccién de Bcl-2 (Juarez-Portilla y cols. 2019; Begum y cols. 2021) (Figura

6).
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Figura 6. Las algas pardas se han sefialado como antioxidantes y dentro de los mecanismos sefialados destaca

la activacién de la via Nrf2. También se ha sefialado la inhibicion de citocinas inflamatorias y factores pro-

apoptoticos. Modificado de Juarez- Portilla y cols. 2019;Begum y cols. 2021)

En la tabla 5, se mencionan las vias que utilizan las algas pardas para sintetizar los

metabolitos antes mencionados.

Componentes de algas Compuesto bioactivo

Polifenoles Acido2,5-dihidroxibenzoico, floroglucinol
Fucols

Florotaninos Eckols y carmaloles

Dieckol, 6,6-Bieckol, 8,8"-Bieckol, 6,6'-
bieckol, Phloroglucinol-6,6-Bieckol, 2,7"-
Phloroglucinol-6,6"-bieckol, Pyrogallol.

Polisacaridos

Fucoidans

Laminarinas

Terpenoides

Tabla 5.Vias de sefializacion de algas pardas (Gabbia y De Martin 2020).

Via de sefializacion

Inhibicion de o glucosidasa, o amilasa y
lipasa.

Activacion de la via de sefializacion Akt 'y
AMPKa

Aumenta la secrecion de glicerol, y la
fosforilacion de eNOS

Regulacion positiva de SOD y CAT,
Regulacion a la alza de c-Jun,c-Fos, y
COX

Reduccidn de la formacion de AGEs
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2.7 CARACTERISTICAS DE EGREGIA MENZIESII

El alga Egregia menziesii es un alga parda que se encuentra distribuida en las costas del
Pacifico desde Alaska hasta Baja California, México (Sanchez 2021). Esta especie posee un
alto contenido de compuestos antioxidantes polifenolicos. Cerca del 1 al 10% del peso de
algas marrones corresponden a compuestos polifendlicos. El extracto metandlico de
E.menziesii equivale a 3.16%. Con respecto a otras especies que ya han sido estudiadas, el
extracto metanolico de E.menziesii indica un mayor rendimiento y una mayor concentracion
de polifenoles, debido a esta caracteristica, esta alga representa una opcién muy interesantes

para ser utilizada como antioxidante (Sanchez 2021).

Los estudios realizados a E. menziesii evidencian que el extracto metandlico posee actividad
hipoglucemiante, en un modelo de diabetes quimica en raton. Ademaés, el tratamiento de
células de hepatocarcinoma humano HepG2 con dicho extracto aumenta el transporte de
glucosa (Gutiérrez 2020). Por otro lado, el extracto acuoso de E. Menziesii tiene baja
actividad antioxidante in vitro, probado como la capacidad atrapadora de DPPH y una
concentracion inhibidora media (ICsg) <1200 ug/ml para inhibir la actividad de las enzimas
a- amilasa y a-glucosidasa (Mdzquiz de la Garza y cols 2019). También se ha analizado el
efecto que tiene la administracion del extracto metandlico de E. menziesii en ratones de la
cepa CD-1 durante 15 dias sobre el desempefio cognitivo de ratones hiperglucémico, donde
se evidenci6 una mejora significativa en la prueba de laberinto de ocho brazos en el grupo
que recibio el extracto metandlico en comparacion del grupo que no recibi6 este tratamiento
(Sanchez 2021).

La DM aumenta el estrés oxidativo y causa desbalance en el sistema antioxidante, dando
como resultado un aumento en la peroxidacion lipidica del hipocampo y disminucion en la

funcién cognitiva (Pandey y cols. 2015). Por ello, el presente proyecto de investigacion tiene
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el interés en probar el efecto del extracto metandlico del alga marron E. menziesii en ratones
con deterioro cognitivo causado por la hiperglicemia, con la intencion de mejorar las

capacidades cognitivas y reducir los niveles de estrés oxidativo.
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JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad con alta prevalencia en todo el mundo, que puede presentar
diversas complicaciones derivadas de su caracteristica principal: la hiperglicemia cronica.
Estas complicaciones se encuentran intimamente relacionadas con los niveles elevados de
radicales libres, los cuales generan un aumento en los niveles de estrés oxidativo. A nivel de
sistema nervioso central, el estrés oxidativo puede generar dafio celular y alteracion de la
funcién cognitiva, que se traduce en la disminucion de niveles de aprendizaje y memoria.
Esto se ve reflejado en una calidad de vida deficiente para los pacientes que presentan dichas
comorbilidades. Es por eso, la importancia de estudiar y encontrar un nuevo coadyuvante en
el tratamiento de la diabetes; ya que este podria disminuir los niveles de estrés oxidativo,
mejorando asi las mdltiples complicaciones que se derivan como resultado de esta
enfermedad. El extracto del alga E. menziesii ha demostrado tener actividad antioxidante in
vitro, por lo cual es importante comprobar su efectividad un modelo in vivo utilizando ratén
CD-1. De acuerdo con los antecedentes, esta alga posee propiedades hipoglucemiantes y
mejora la funcion cognitiva. De mostrar efectos positivos sobre los niveles de estrés oxidativo
podria representar una ventana de estudio para identificar las moléculas del extracto que
generan estos efectos benéficos y de esta forma mejorar el estilo de vida de las personas que

desarrollan estas complicaciones como consecuencia de la DM.
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V.

V.

VI.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se determind que: 1) la hiperglucemia causa
deterioro cognitivo posiblemente mediado, por el aumento de estrés oxidativo en amigdala,
hipocampo y corteza prefrontal; 2) el extracto metandlico de E. menziesii disminuye los
niveles de glucosa en sangre en ratones hiperglicémicos, pero no en normoglicémicos y 3)
tiene capacidad antioxidante in vitro. Lo anterior, nos hace formular la siguiente pregunta:
¢Cual es el efecto del extracto metandlico de E. menziesii sobre el dafio oxidativo en el
hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal de ratones hiperglicémicos con deterioro
cognitivo? De tal forma que, si el tratamiento puede controlar los niveles de glucosa y
disminuir el estrés oxidativo, podria también mejorar el desempefio de los ratones en la

prueba conductual.

HIPOTESIS

La administracion del extracto metandlico del alga Egregia menziesii durante quince dias
disminuye el dafio oxidativo en hipocampo, amigdala y corteza prefrontal en ratones CD-1

hiperglicémicos con deterioro cognitivo.

OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto del extracto metandlico del alga Egregia menziesii sobre el dafio
oxidativo en hipocampo, amigdala y corteza prefrontal en ratones hiperglicémicos

con deterioro cognitivo.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

«Determinar si la administracion durante quince dias con extracto metandlico de E
.menziesii afecta los parametros bioquimicos de glucosa y peso corporal en ratones
hiperglucémicos.

*Estudiar los efectos sobre la memoria espacial en respuesta al tratamiento con E. menziesii.

*Analizar la actividad antioxidante del extracto metandlico de E. menziesii en el hipocampo,

corteza prefrontal y amigdala en un modelo de hiperglicemia.
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VII.

METODOLOGIA

7.1 MANEJO DE RATONES

Se utilizaron 18 ratones macho de la cepa CD-1, de ocho semanas de edad, de peso corporal
entre 25-30 g. Los animales fueron mantenidos por grupos (cuatro en cada jaula) en cajas de
policarbonato (19,2 x 39,8 x 18,1cm) en condiciones estandar de luz/oscuridad 12/12 h
(encendido de la luz 08:00), temperatura controlada de 25°C, con alimento estandar (pellet
para roedores nutricubos marca purina) y agua ad libitum. En todo momento los animales
fueron manejados bajo las indicaciones de la NOM-062-Z0O0-1999 y con la finalidad de
causar el minimo sufrimiento de estos. El disefio experimental se aprecia en la siguiente

figura.

Medicion i ?
de glucosa Medicion de glucosa >200
Prueba de

md/dL
INICIO DE TRATAMIENTO campo abierto sactificio

Determinacion de MDA,
SODy CAT

Dﬁ | T > D“;a --------------------------- | N R T R ettt ¥ 4 "N 4 e b Lt LRy =
— ' g
canulacion por 15 dias
Medicion de glucosa
) FIN DEL ° *
Administracion TRATAMIENTO
STZ o buffer & %

Figura 7. Disefio experimental. Cada grupo recibié el tratamiento correspondiente (ver 7.2
Manejo y tratamiento de los ratones) durante 15 dias y los 15 dias posteriores se realizaron las pruebas
conductuales. Se realizaron cuatro mediciones de glucosa, en el transcurso del experimento. La
primera medicion, se llevd acabo antes de ser administrados con la solucién vehiculo (buffer de
fosfatos) o Estreptozotocina, para mantener un control previo de los niveles glucémicos. La segunda
se realizé tres dias posteriores a la administracién, para verificar los niveles adecuados de glucosa de
acuerdo con el grupo correspondiente y empezar la administracion del tratamiento correspondiente.
Después de 15 dias de administracién, cuando es el término del tratamiento se realiza la tercera
medicidn. Se inicia la prueba de campo abierto y posteriormente laberinto de ocho brazos. Al finalizar
las pruebas conductuales y antes del sacrificio se realiza la medicion de glucosa final.

7.2 INDUCCION DE HIPERGLICEMIA
La induccion de hiperglucemia se llevd a cabo mediante la administracion de una dosis de
estreptozotocina (STZ, 100mg/kg, i.p.)(Rebolledo-Solleiro y cols. 2013). Antes de la
induccidn, se midieron los niveles de glucosa en sangre a través de la puncién en la cola de
los sujetos, posterior a la administracion del farmaco los ratones se dejaron reposar y 72 h

después se realizo otra medicion (Kang y cols. 2010). Aquellos animales que presentaron
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niveles de glucosa plasmatica mayores a los 200 mg/dL, se consideraron hiperglucémicos y
fueron seleccionados para las pruebas conductuales (Kang y cols. 2010). Ademas, se utiliz6
un grupo de ratones normoglicémicos a los cuales se les administré vehiculo (solucion

amortiguadora de citratos), en las mismas condiciones descritas para el farmaco.

Los ratones con hiperglicemia adquirida fueron divididos al azar en grupos de 3y 4 a los
cuales se le administré por via oral: 1) control negativo, vehiculo, agua; 2) extracto
metanolico de Egregia menziesii 50 mg/kg; 3) control positivo, Metformina 250mg/kg,
equivalente a la dosis clinica usada en humanos (Han y cols. 2017). Los ratones
normoglicémicos fueron administrados con: 1) vehiculo, agua y 2) extracto metanolico de
Egregia menziesii 50 mg/kg via oral. Los tratamientos se realizaron por 15 dias continuos,
en los cuales se midid la concentracion de glucosa en la sangre mediante puncion en la cola
en los dias 1y 15 (Figura 5) (Gutiérrez, 2018).

7.3 PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

Previo a las evaluaciones cognitivas, los animales se transfirieron a cajas plexiglas con
paredes opacas de medidas 42 x 32 x 20 cm, con el suelo dividido en 12 cuadrados de 10 x
10 cm cada uno. La sesion de campo abierto dura 5 minutos por individuo y se graba, para
posteriormente analizar el nimero de cuadros cruzados, asi como la conducta vertical. El
primero se considera cuando el raton cruza la linea del cuadro con sus cuatro patas y el
segundo parametro cuando toma una posicién vertical apoyado por sus patas traseras en el
piso de la caja (Swiergiel y Dunn 2007).(Figura 8)

Figura 8. Caja de plexiglas con el suelo dividido en cuadros para la evaluacion de parametros:
movimiento vertical y numero de cuadros cruzados.
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7.4 LABERINTO DE OCHO BRAZQOS

Los individuos inician la prueba con la fase de habituacion, con el fin de que exploren
(individualmente) el laberinto de ocho brazos. En este periodo se dejaron durante 10 min en
el laberinto y se agregaron migajas de galleta en los inicios y extremos de cada brazo para
motivar la entrada a estos. Completada esta etapa, se paso a la fase de adquisicion, donde los
animales recibieron dos sesiones diarias de prueba durante ocho dias consecutivos (con un
descanso de 5 min. entre cada una). La Ultima etapa es la de retencion, donde se realizé la
prueba a las 24 y 72 horas correspondientemente. Los individuos se colocaron en el centro
del laberinto y se les permitiéo moverse libremente hasta que consumieran todos los granulos
de comida o finalizaran los cinco minutos de prueba. Se determind como la entrada a un
brazo, cuando las cuatro patas del animal cruzaron el inicio de este. Se considero el término
de la prueba cuando: 1) el raton consumi¢ las cuatro recompensas 2) se cumplieron 5 min
desde el comienzo de la sesion. Esto nos ayudo a poder evaluar los errores en la memoria de
referencia (MR) los cuales se cuentan cuando el raton entro a los brazos sin alimento, los
errores en la memoria de trabajo (MT) cuando los ratones reingresaron a aquellos brazos que
ya habian visitado y la latencia en segundos para encontrar todas las recompensas (Figura 9)
(Valladolid-Acebes y cols.2011).

HABITUACION ADQUISICION RETENCION

0 o e e o o o e 24 horas 0 72 horas

10 minutos 2 sesiones por dia 1 sesién por dia

I 5 minutos por sesion 5 minutos l

@ 3%

Figura 9. Linea del tiempo que representa la prueba de laberinto de ocho brazos en cada etapa.
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7.5 OBTENCION DE TEJIDO

Posteriormente de las pruebas conductuales, los ratones fueron eutanizados con una
sobredosis de pentobarbital via intraperitoneal calculada de acuerdo con el peso de cada
raton, y fueron perfundidos por puncion cardiaca con solucion salina al 0.9%.
Inmediatamente después se disecaron diferentes areas del cerebro, dentro de las cuales se
encuentran hipocampo, amigdala y corteza prefrontal, que son el objetivo por estudiar en este
trabajo. Los tejidos se almacenaron en un ultra congelador a -80°C hasta su utilizacion (Del
moral. 2021)

7.6 OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES

A cada estructura (contenida en tubos de 0.6pl) se les agregd una solucion que contiene buffer
de lisis RIPA 1X e inhibidores de proteasas (leupeptina 2mM, pepstatina ImM y PMSF
1mM). Seguido de esto, se utilizo la aguja de una jeringa para disgregar el tejido a un menor
tamarfio, dicho procedimiento se realiz6 sobre hielo para mantener una temperatura de 4 °C.
Para conseguir una mejor homogenizacion del tejido se utilizé un sonicador (Watt Ultrasonic
Procesos VC505 SONICS, CT, EE.UU) durante 10 segundos, posteriormente se centrifugd
a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se trasladé a tubos
previamente etiquetados. Se almacenaron las muestras a -80°C hasta la determinacion de los
parametros oxidativos. La cuantificacion de proteina se realizo utilizando el método de
Bradford.

7.7 DETERMINACION DE LA LIPOPEROXIDACION

Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (MP Biomedicals, Illkirch, Francia)
se midieron como se describi6 anteriormente (Navarro-Meza y cols. 2017). Brevemente, se
mezclaron cantidades iguales de proteinas totales de cada estructura cerebral (1000 pg) con
300 pl de acido tiobarbitdrico al 4 % (TBARS, diluido en &cido acético al 20%) y se
incubaron durante 60 minutos a 95°C. Posteriormente, las muestras se incubaron en hielo, se
agregaron 200 uL de KClI al 1.2 % y se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min (4 ° C). A
continuacion, 180 pL de la fase superior se transfirieron a una microplaca y se midieron a A
= 532 nm en el espectrofotdbmetro Epoch (Biotek 1V-Vis VT, EE. UU), controlado por el

software Genb.
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7.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CAT

La actividad de CAT se determin6 mediante un ensayo colorimétrico utilizando el método
de Sinha (1972). Brevemente, a 50 puL del lisado de las proteinas se agregaron: 500 uL de
amortiguador de fosfatos 0.01 M (pH 7.0), 2500 pL de peroxido de hidrégeno (H202) 0.2

M, 200 pL de agua. Posteriormente se incub6 durante 1 min a 37°C.

Para detener la reaccion se agregd dicromato de potasio en acido acético 2 M (5% de
dicromato de potasio y acido acético glacial 1:3). Enseguida se incubd la muestra a 100 °C
durante 10 min y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se colocaron 250 pL
de cada muestra en una microplaca estéril de 96 pozos y se cuantificé a una absorbancia de
620 nm en el espectrofotdmetro Epoch (Biotek 1V-Vis VT, EE. UU), controlado por el
software Genb. Para calcular la actividad de CAT, primero se establecié una curva de
calibracion con un intervalo de concentracion de 0 a 0.075 pmol de H202. (Navarro-Meza

2015).

7.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE SOD

La evaluacion de la actividad de SOD se realiz6 empleando el método descrito por
Balasubramanian (2016). Para llevar a cabo la reaccidon, se adicionaron 100 pL de
amortiguador TRIS (hidroximetil) aminometano 10 mM, posteriormente se agreg6 pirogalol
2 mM (con la finalidad de generar aniones superdxido) y bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
il0)-2,5-difeniltetrazol (MTT) 12 mM. Finalmente se agregaron 10 pg de la muestra. La
microplaca se incubd por 10 min y posteriormente el contenido se disolvié con 100 pL de
DMSO. Se cuantifico la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm, en el

espectrofotometro Epoch (Biotek IV-Vis VT, EE.UU), controlado por el software Genb.

7.10 ANALISIS ESTADISTICO
Todos los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de normalidad mediante la prueba
de Shapiro Wilk. Para el analisis de la glucosa y peso corporal , se utilizd la prueba de
ANOVA de medidas repetidas. Con respecto a la prueba de campo abierto, los datos se

analizaron mediante ANOVA de una via.

Para los datos obtenidos en la prueba de laberinto de ocho brazos en la fase de adquisicion

se utilizé el programa JMP, donde las variables de respuesta corresponden al numero de
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errores en la memoria y la latencia de exploracion. Se evalué mediante un disefio de factores
fijos y anidados con un ajuste de modelo lineal generalizados (MLG), esto debido a que la
estructura del registro incluye pseudorepeticiones, como el nimero de sesiones y los ocho
dias de prueba que implican medidas repetidas de los animales de estudio. Para la parte de

retencion se aplicé la prueba de ANOVA de una via.

Posteriormente, las diferencias en el efecto del extracto sobre los parametros de MDA y
enzimas antioxidantes fueron comparados utilizando un ANOVA de una via donde la
variable categorica (factor) fue la administracion con extracto metanolico de Egregia

menziesii. Se analizaron diferencias entre grupos mediante pruebas post hoc.

Los datos que se graficaron fueron el Error Estandar de la Media (SEM por sus siglas en

inglés) en el programa Graph Pad Prims version 8.
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VIII.

RESULTADOS

8.1 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LOS
NIVELES DE GLUCOSA EN SANGRE EN RATONES DIABETICOS
INDUCIDOS POR STZ.

Antes del inicio del tratamiento, el nivel de glucosa sanguinea es similar en todos los grupos
experimentales. El tratamiento con STZ aumento los niveles de glucosa sanguinea en los
ratones en comparacion con los grupos CTL/AGUA Y CTL/ALGA. No hubo diferencias en
los niveles de glucosa entre los grupos de diabéticos inducidos por STZ. Los grupos CLT no
muestra alteraciones en el nivel de glucosa sanguinea durante el periodo experimental (Figura
10).
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Figura 10. Niveles glucémicos sanguineos en ratones macho de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos.
Control con agua simple (CTL AGUA), control con extracto de alga (CTL ALGA), hiperglicémico con agua
simple (STZ AGUA), hiperglicémico con extracto de alga (STZ ALGA), hiperglicémico con metformina (STZ
MET). En cuatro medidas realizadas: dia 0 (cuando los ratones tienen ocho semanas de edad), dia 3 ( después
de la administracién de STZ se dejaron transcurrir tres dias y se inicid el tratamiento), dia 18 (final del
tratamiento) y dia 32 (antes del sacrificio). Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. ***** CTL AGUA vs
STZ AGUA, STZ ALGA Y STZ MET. ##, ### CTL ALGA vs STZ AGUA, STZ ALGA Y STZ MET. n= 3-
4. ANOVA. Post hoc de Tukey.
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8.2 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E. MENZIESII SOBRE EL
PESO CORPORAL DE RATONES DIABETICOS INDUCIDOS POR STZ.

Al inicio del experimento el peso corporal es similar entre todos los grupos. Para el final del
experimento el peso disminuyd en los grupos STZ AGUA, STZ ALGA Y STZ MET en
comparacion al grupo CTL AGUA. No hubo diferencias en los niveles de peso corporal entre
los grupos de diabéticos inducidos por STZ. Los grupos controles no muestran alteraciones

en el nivel de peso corporal durante el periodo experimental.
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Figura 11. Peso corporal de ratones machos de la cepa CD-1 al recibir diferentes tratamientos. Datos
presentados como S.E.M. Control con agua simple (CTL AGUA), control con extracto de alga (CTL ALGA),
hiperglicémico con agua simple (STZ AGUA), hiperglicémico con extracto de alga (STZ ALGA),
hiperglicémico con metformina (STZ MET). Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. **, *** CTL AGUA vs
STZ AGUA, STZ ALGAY STZ MET n= 3-4. ANOVA.
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8.3 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E. MENZIESII SOBRE LA
ACTIVIDAD LOCOMOTORA.

En la figura 12 A se puede observar que la STZ y el extracto metandlico no modificaron la
actividad locomotora en la prueba de campo abierto comparado contra los grupos controles.
Resultados similares se puede observar en la locomocion evaluado con el nimero de

movimientos verticales (figura 12 B).
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Figura 12. (A) Numero de cuadros cruzados en prueba de campo abierto. (B) Nimero de movimientos verticales
en ratones macho de la cepa CD-1 al recibir diferentes tratamientos. Control con agua simple (CTL AGUA),
control con extracto de alga (CTL ALGA), hiperglicémico con agua simple (STZ AGUA), hiperglicémico con
extracto de alga (STZ ALGA), hiperglicémico con metformina (STZ MET). Datos presentados como S.E.M.
P<0.05. n=3-4. ANOVA.
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8.4 EFECTOS DEL EXTRACTO METANOLICO DE E. MENZIESII SOBRE LA
MEMORIA DE TRABAJO EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE
OCHO BRAZOS EN LA ETAPA DE ADQUISICION.

El extracto metanodlico de E. menziesii no aumento el nimero de errores en la memoria de
trabajo, por el contrario, disminuy6 el numero de dichos errores (P<0.05) en los ratones
diabéticos (STZ ALGA) en comparacion al grupo diabético no tratado (CTL AGUA) (Figura
13 A). En la gréfica que representa los dias por grupo, el niUmero de errores en la memoria

de trabajo no fue afectada a lo largo de ocho dias entre los grupos (Figura 13 B).
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Figura 13. (A) NUmero de errores de memoria de trabajo representada por grupos. #p <0.05 vs. STZ AGUA.
(B) NUmero de errores de memoria de trabajo por dia. Ratones de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos.
Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. n=3-4. MLG. Modelo de factores fijos y anidados. Post hoc de Tukey
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8.5 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LA
MEMORIA DE REFERENCIA EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE

OCHO BRAZOS EN LA ETAPA DE ADQUISICION.

El extracto metandlico no tuvo efecto sobre el nimero de errores en la memoria de referencia
(STZ ALGA) comparados con los controles (CTL AGUA y CTL ALGA) vy los grupos

diabéticos (STZ AGUA y STZ MET) (Figura 14 A, B)
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Figura 14. (A) Namero de errores de memoria de referencia representada por grupos. *p <0.05 vs. STZ AGUA.
(B) Numero de errores de memoria de referencia por dia. Ratones de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos.
Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. n=3-4. MLG. Modelo de factores fijos y anidados. Post hoc de Tukey
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8.6 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE EL
PARAMETRO DE LATENCIA EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE
OCHO BRAZOS EN LA ETAPA DE ADQUISICION.

El extracto metanolico de E.menziesii (STZ ALGA) y la metformina (STZ MET)
disminuyeron significativamente (P<0.05) la latencia para terminar la prueba de laberinto de
ocho brazos en ratones diabéticos comparado con el grupo CTL AGUA y STZ AGUA
(Figura 15 A). Los ratones STZ ALGA y STZ MET presentan una disminucion significativa
en la latencia para terminar la prueba de laberinto de ocho brazos (P<0.05) en el dia ocho
comparado al dia uno y al grupo control (CTL AGUA) (Figura 15 B).
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Figura 15. (A) Latencia en terminar la prueba de laberinto de ocho brazos representada por grupos. **p <0.01
vs. CTL AGUA, *** p <0.001 vs. CTL AGUA, # p <0.05 vs STZ AGUA (B) Latencia de los grupos por dia.
*p <0.05 vs. DIA 1- CTL AGUA, *** p <0.001 vs. DIA 1-CTL AGUA, ## p <0.01 vs CTL AGUA en ratones
de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos. Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. n= 3-4. MLG. Modelo
de factores fijos y anidados. Post hoc de Tukey.
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8.7 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LA
LATENCIA EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE OCHO BRAZOS EN
LA ETAPA DE RETENCION.

El extracto metandlico de E. menziesii, la STZ y la metformina en los grupos hiperglicémicos
(STZ ALAGA, STZ AGUA y STZ MET) no tuvo efecto sobre la latencia para terminar la
prueba del laberinto de ocho brazos en la etapa de retencidn que consta de las sesiones de 24

y 72 horas comparados al grupo control normal (CTL AGUA) (figura 16).
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Figura 16. Latencia para terminar la prueba de laberinto de ocho brazos en etapa de retencion representada por
sesion. Ratones de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos. Datos presentados como S.E.M. P< 0.05. n= 3-4.
ANOVA.
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8.8 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LA
MEMORIA DE TRABAJO EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE
OCHO BRAZOS EN LA ETAPA DE RETENCION.

El extracto metandlico de E. menziesii, la STZ y la metformina en los grupos hiperglicémicos
(STZ ALAGA, STZ AGUA y STZ MET) no tuvo efecto sobre los errores en la memoria de
trabajo en la etapa de retencion que consta de las sesiones de 24 y 72 horas comparados
contra el control normal (CTL AGUA)(Figura 17).
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Figura 17. Namero de errores de la memoria de trabajo en etapa de retencion representada por sesion. Ratones
de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos. Datos presentados como S.E.M. < 0.05. n= 3-4. ANOVA.
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8.9 EFECTOS DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LA
MEMORIA DE REFERENCIA EVALUADA MEDIANTE EL LABERINTO DE
OCHO BRAZOS EN LA ETAPA DE RETENCION.

El extracto metandlico de E. menziesii, la STZ y la metformina en los grupos hiperglicémicos
(STZ ALAGA, STZ AGUA y STZ MET) no tuvo efecto sobre los errores en la memoria de
referencia en la etapa de retencidn que consta de las sesiones de 24 y 72 horas comparados
contra el control normal (CTL AGUA) (Figura 18).
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Figura 18. Numero de errores de la memoria de referencia en la etapa de retencion representada por sesion.
Ratones de la cepa CD-1 con diferentes tratamientos. Datos presentados como S.E.M. < 0.05. n= 3-4. ANOVA.
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8.10 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LOS
NIVELES DE MDA EN HIPOCAMPO, CORTEZA PREFRONTAL Y

AMIGDALA.

El extracto metandlico de E. menziesii, el tratamiento con STZ y la Metformina no afecto el

estrés oxidativo (MDA) en el hipocampo, corteza prefrontal y amigdala entre los grupos

(Figura 19).
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Figura 19. Niveles de MDA en hipocampo, corteza prefrontal y amigdala. Resultados expresados en
Nanomoles por mg de proteina. Datos presentados como S.E.M. P < 0.05. n= 3-4. ANOVA
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8.11 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LOS
NIVELES DE CATALASA EN HIPOCAMPO, AMIGDALA Y CORTEZA
PREFRONTAL.

La actividad de catalasa en el hipocampo fue similar entre los grupos CTL AGUA y CTL
ALGA. El grupo STZ MET, disminuyé significativamente la actividad de catalasa en el
hipocampo comparado con los grupos CTL AGUA(P<0.05) y STZ ALGA(P<0.01) (Figura
18). En el area de corteza prefrontal la actividad de la catalasa fue similar entre los grupos
CTL AGUA, CTL ALGA Yy STZ ALGA. Sin embargo, la actividad de catalasa disminuyo en
los grupos de STZ AGUA y STZ MET en comparacién al grupo CTL AGUA(Figura 18,

P<0.05). La actividad de la catalasa fue similar entre los grupos (Figura 20).
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Figura 20. Niveles de CAT en hipocampo, corteza prefrontal y amigdala. *p < 0.05 vs CTL AGUA, ## p
<0.01 vs STZ ALGA. Resultados expresados en Unidades de actividad enzimatica por miligramo de proteina.
S.E.M. P <0.05. n= 3-4. ANOVA. Post hoc de Tukey
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8.12 EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO DE E.MENZIESII SOBRE LOS
NIVELES DE SOD EN HIPOCAMPO, AMIGDALA Y CORTEZA
PREFRONTAL.

En el hipocampo la actividad de SOD fue similar entre los grupos CTL AGUA Y CTL ALGA.
Sin embargo el extracto metandlico de E. menziesii aumento la actividad de SOD en el grupo
de STZ ALGA comparado con el grupo STZ MET y STZ AGUA (P< 0.05). En la corteza
prefrontal, la actividad de SOD fue similar entre grupos. En la amigdala la actividad de SOD
disminuy6 en los grupos STZ AGUA(P< 0.05) STZ ALGA y STZ MET(P< 0.01) en
comparacion al grupo CTL AGUA (Figura 21).
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Figura 21. Niveles de SOD en hipocampo, corteza prefrontal y amigdala. # p < 0.05 vs STZ ALGA, *p<
0.05,**p <0.01 vs CTL AGUA. Resultados expresados en Unidades de actividad enzimatica por miligramo de
proteina. Datos presentados como S.E.M. P < 0.05. n= 3-4. ANOVA. Post hoc de Tukey.
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IX.

DISCUSION

La diabetes se caracteriza por un estado de hiperglicemia, el cual se ha sefialado como un
factor importante para el aumento de estrés oxidativo, a través del incremento de los radicales
libres o por una disminucion en los sistemas antioxidantes (Papachristoforou y cols. 2020).
El estrés oxidativo ha sido sefialado como posible agente causal para las complicaciones
diabéticas, dentro de las cuales se encuentra la disfuncion cognitiva. El cerebro, se ha
identificado como un 6rgano altamente susceptible al dafio por las ROS, debido a su alto

consumo de oxigeno Yy alto contenido de lipidos (Muriach y cols. 2014).

En el presente trabajo, los ratones administrados con STZ presentaron niveles elevados de
glucosa, como se reporta actualmente en la literatura (Mousavi y cols. 2015; Njan y cols
2020). El grupo experimental STZ-Alga, no evidencié mejoria con respecto a los niveles de
glucosa. Esto difiere de lo observado en ratas con DM1 y que recibieron como tratamiento
extracto metandlico del alga marron Ecklonia cava, donde los niveles de glucosa
disminuyeron considerablemente en comparacion con su control negativo (Kang y cols.
2010). Esta discrepancia podria deberse a las variaciones que existe entre trabajos, dentro de
las cuales se encuentran la dosis de STZ, la duracién del tratamiento y la administracién del
mismo. Ademas, es importante recalcar que en dicho trabajo se carece de un grupo control
positivo, por lo cual no se puede evidenciar por completo la eficacia de E. cava (Kang y cols.
2010). De la misma forma, algunos estudios que utilizan extractos naturales como
tratamiento, no mostraron una mejora con respecto a los niveles de glucosa al término del

experimento (Mousavi y cols. 2015; Njan y cols. 2020).

Por otro lado, los ratones hiperglicémicos tratados con metformina no mostraron una mejoria
en los niveles elevados de glucosa a lo largo del tratamiento, esto coincide con los resultados
obtenidos por Oliveira y cols. (2016), donde reportaron que en ratones hiperglicémicos
tratados con metformina a diferentes dosis no disminuyeron los niveles de glucosa. Los
autores sugieren que la falta de insulina esté relacionada a la muerte de las células B del
pancreas. La administracion de STZ se encuentra relacionada con la disminucion de peso
(Gao y cols. 2018; Rahmati y cols.2021), por lo que nuestros resultados concuerdan con los
estudios actuales. Esta variable en futuros trabajos podria estudiarse mas a fondo, ya que la

disminucion en el peso corporal representa un gran beneficio para la relacion tan estrecha

43



que mantiene la diabetes con la obesidad, siendo esta Gltima causante de muchas

complicaciones subyacentes (Gutiérrez 2020).

Es probable que la condicion de hiperglicemia crénica afecte la actividad locomotora (Gao y
cols. 2018). Por lo cual, la prueba de campo abierto es de gran relevancia para esclarecer la
actividad locomotora de los sujetos de experimentacion antes de su exposicion a otros
laberintos que evaltan el comportamiento. Al examinar el efecto de diversos tratamientos, la
actividad ambulatoria del raton es importante. Si dicha capacidad locomotora se ve afectada
como resultado del tratamiento, entonces podria surgir una confusion en las actividades
posteriores que dependen de las capacidades del sujeto para moverse (Seibenhener y Wooten,
2015). Esto concuerda con los resultados de Gao, y cols. (2018) donde los animales que
recibieron STZ mostraron una disminucion en la locomocion en comparacién con el control
normoglicémico. En nuestros resultados en la prueba de campo abierto no se encontraron
diferencias entre los grupos normoglicémicos e hiperglicémicos, lo cual nos indica que las
posibles diferencias que encontraramos en la prueba de laberinto de ocho brazos no estarian

relacionadas con un déficit en la capacidad locomotora.

En este trabajo se utilizd el laberinto radial de ocho brazos para evaluar aprendizaje y
memoria espacial. A través de la privacion de comida, el animal recolecta alimento en brazos
cebados alternadamente, con la finalidad de obtener comida en el menor tiempo posible, asi
como numero de errores. Se consideraron errores de memoria de trabajo (WME, por sus
siglas en inglés) el reingreso a un brazo previamente cebado y las entradas a brazos no
cebados se denominaron errores de memoria de referencia (RME, por sus siglas en inglés)
espacial (Sharmay cols. 2010). Respecto a la etapa de adquisicion el grupo STZ alga mejoro
el tiempo para terminar la prueba comparado al grupo STZ agua. Ocurre algo similar con el
namero de WME donde el grupo de interés disminuye los errores comparados con el grupo
STZ agua. Con respecto a los RME no hay diferencia entre los grupos y tiende a existir mayor
namero de estos en comparacién con los WME. Esto coincide con estudios donde después
de la administracion de tratamientos los RME son superiores a los WME (Sahak y cols. 2013;
Inoue y cols. 2019). Se sugiere que el aumento en este tipo de errores se debe a que los
animales tienden a entrar al brazo adyacente y no al brazo cebado, por lo tanto no desarrollan

estrategias de respuesta (Seo y cols. 2000). Los mecanismos por lo que este fenémeno ocurre
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aun se desconocen y los estudios realizados en este &mbito no mencionan nada con respecto
a esto. Por lo que es necesario realizar otros estudios sobre el analisis de estos errores y su

relacion con la hiperglicemia.

Con respecto a la parte de retencion, la prueba de laberinto de ocho brazos no muestra una
mejora en ninguno de los parametros evaluados. Se ha sefialado que el hipocampo se encarga
de regular procesos como procesamiento de memoria espacial y episodica que son utilizados
por la corteza prefrontal en tareas de memoria de trabajo espacial. Ademas de las
interacciones anatémicas directas e indirectas de dichas areas. EIl dafio en hipocampo o
corteza prefrontal afecta la correcta ejecucion de tareas de alternancia diferida dentro de las
cuales se encuentra el laberinto radial de ocho brazos (Yoon y cols. 2008).

Un nivel elevado de glucosa favorece la generacion de radicales libres mediante la
fosforilacion oxidativa y la generacion de productos finales de glicacion avanzada. Por otra
parte, el sistema de defensa antioxidante es insuficiente para regular la generacion de ROS ,
lo que provoca una desregulacién entre este sistema y el aumento de ROS (Ceretta y cols.
2012).El aumento de estrés oxidativo genera la peroxidacion de lipidos, esto da como
resultado el aumento de MDA, que es un parametro representativo para evaluar el dafio que
provoca dicho estrés (Njan y cols. 2020). Estudios previos han demostrado que la induccion
quimica con STZ genera niveles elevados de MDA en animales hiperglicémicos no
tratados,(Zhong-he Liu y cols. 2015; Mousavi Yy cols. 2015; Njan y cols. 2020; Rahmati y
cols. 2021) por lo que nuestro trabajo coincide con estos resultados, ya que se observa una
tendencia al aumento en dichos animales. Ademas, los niveles de MDA disminuyeron en el
grupo hiperglicémico administrado con alga tanto en las areas de hipocampo como en la
corteza prefrontal, y aunque no se aprecia una diferencia significativa, si muestran una
tendencia a la reduccion enfrentado contra los hiperglicémicos administrados con agua. Con
respecto a estos resultados, se sugiere que la administracion de un tratamiento mas
prolongado, como lo reportan( Sahak y cols. 2013; (Mousavi y cols. 2015; (Njan y cols. 2020;
Rahmati y cols. 2021) si muestre disminucion significativa favorable a la administracion de
un extracto natural. Es de importancia recalcar que en la actualidad no existen suficientes

estudios que analicen la afectacion con respecto al parametro de lipoperoxidacion en la
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corteza prefrontal y amigdala y la relacion con el desempefio cognitivo como consecuencia

de la hiperglicemia.

Fisiologicamente, los antioxidantes enzimaticos como SOD y CAT regulan las ROS
mediante la absorcion de prooxidantes en el organismo. Condiciones como la hiperglicemia
conducen a una disminucién gradual de estas enzimas, lo cual genera una desregulacion en

el sistema antioxidante (Njan y cols. 2020).

Con respecto a los resultados de CAT en hipocampo, no hay diferencias entre grupos
hiperglicémicos enfrentados al control, sin embargo, el grupo hiperglicémico tratado con el
alga demostré un aumento comparado con la metformina. Por otra parte, en el area de corteza
prefrontal los grupos hiperglicémicos que recibieron agua y metformina enfrentados al
control normal mostraron una disminucion significativa. Los resultados obtenidos en este
trabajo concuerdan con los estudios actuales, donde los grupos hiperglicémicos no tratados
disminuyen la actividad de esta enzima (Zhong-he Liu y cols. 2015; Mousavi y cols. 2015;
Njan y cols. 2020; Rahmati y cols. 2021). Ademas estos resultados, nos estaria indicando que
el efecto que tiene el extracto de E.menziesii sobre CAT tiene una tendencia a mejorarla, ya

que se muestra superior comparado al grupo que recibié metformina.

El grupo administrado con E .menziesii muestra una notable mejora en la actividad de SOD
en el area de hipocampo en comparacion de los grupos hiperglicémicos con otros
tratamientos. En corteza prefrontal no se observa la disminucidn significativa entre grupos
controles ni hiperglicémicos, aunque se aprecia una tendencia a mejorar la actividad de esta
enzima en el grupo experimental de interés. Por parte de la amigdala, los grupos

hiperglicémicos mostraron una disminucion significativa comparados al grupo control.

El hipocampo es una estructura fundamental para el proceso de adquisicion, consolidacion y
recuperacion de los recuerdos. Ademas, juega un papel primordial en la formacion de la
memoria espacial. Las lesiones en el hipocampo se relacionan con anomalias en la formacion
de recuerdos. En esta estructura se lleva a cabo la neurogénesis, que es altamente susceptible
a los cambios en el microambiente, lo que conlleva a una reduccion en la produccion de
nuevas neuronas (Huang y cols. 2015). En relacion con el proceso de aprendizaje, la corteza
prefrontal regula el procesamiento de recuerdos remotos, asociaciones entre contextos y

almacenamiento a largo plazo. Ademas, areas corticales adyacentes, también se relacionan
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con la memoria asociativa a largo plazo (Sheynikhovich y cols. 2023). Las interacciones que
existen entre ambas &reas generan una ejecucion correcta de las funciones cognitivas,

incluyendo también a la amigdala basolateral (Flores-Gomez y cols.2019).

De acuerdo con lo anteriormente descrito y relacionando nuestros resultados de las pruebas
cognitivas con los del estrés oxidativo, podriamos atribuir un mayor dafio en la corteza
prefrontal que en el hipocampo, debido al deficiente desempefio del grupo hiperglicémico
administrado con alga en la parte de retencién en la prueba de laberinto de ocho brazos. Sin
embargo, el hipocampo muestra una mejora importante en los parametros oxidativos
evaluados, por lo cual, en la parte de adquisicién se nota una mejora. Hasta el momento se
carecen de estudios que debatan los resultados de la parte bioquimica y las pruebas
cognitivas, por eso la importancia de profundizar en este tipo de trabajos. Aunque el estrés
oxidativo es uno de los agentes causales mas sefialados para el dafio cognitivo, los
mecanismos por lo cual sucede dicho dafio son controversiales, ya que también se ha sefialado
a la inflamacion, la apoptosis, disfuncion en neurotransmisores, disminucion de factores
neurotroficos entre otros, los cuales pueden generar neurodegeneracién. Aunado a esto,
algunos estudios gque utilizan modelos animales de DM utilizando STZ han demostrado una
reduccion de BNDF en hipocampo (Flores-Gomez y cols. 2019).La unidon del elemento de
respuesta CAMP (CREB) conforma y es parte de los genes del factor neurotréfico derivado
del cerebro (BNDF). La activacion de CREB y BNDF son fundamentales para la plasticidad

neuronal y la potenciacion a largo plazo (Ahmed y cols. 2019).

Egregia menziesii es un alga parda poco estudiada por lo que ain se desconocen los
metabolitos que podrian estar participando en actividades bioldgicas, asi como los
mecanismos de accion que pudieran estar llevandose a cabo. Sin embargo, de acuerdo con
ciertos trabajos realizados con algas pardas, esta clase se caracteriza por poseer altos niveles
de polifenoles. Gutiérrez. (2020) reporta que el extracto metanolico de E. menziesii ha
mostrado un rendimiento superior al extracto cloroférmico y hexanico. Este aumento en el
rendimiento se relaciona con una mayor polaridad y un mayor nimero de compuestos
solubles en él, lo cual nos estaria indicando que existe gran posibilidad de que albergue
diversos metabolitos con actividad antioxidante. En relacion a esto, el extracto metanolico

de Egregia menziesii posee un 3.16% de porcentaje total de polifenoles con respecto al
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extracto cloroférmico con 1.25%.Comparadas con otras especies, esta alga posee un alto
contenido de polifenoles totales, principalmente el extracto metandlico. Dentro de estos
polifenoles se encuentran catequinas, flavonoles y principalmente florotaninos. El extracto
de Ecklonia cava contiene florotaninos como: eckol, dieckol y 6”6 bieckol floroglucinol los
cuales han demostrado efecto antioxidante(Murugan y cols. 2015), por lo que se esperaria

que E.menziesii pudiera tener dicha propiedad mediante alguno de estos metabolitos.

Ademas, se ha reportado que los polifenoles funcionan como neuro protectores al regular las
vias celulares relacionadas con procesos neuronales y de plasticidad (Murphy y cols.
2014).La administracion de polifenoles mejora la cognicion al actuar sobre la via
ERK/CREB/BNDF, ademés del aumento en la expresion del receptor TrkB en corteza
cerebral e hipocampo (Murphy y cols. 2014 ;Um y cols.2018). Esto representa una ventana
de estudio para E.menziesii, donde identificar si la via antes mencionada se activa en

respuesta al tratamiento con esta alga.

Hasta el momento no existen trabajos que relacionen la administracion del alga parda
E.menziesii con las estructuras cerebrales, pruebas conductuales y la relacion que tienen con
el estrés oxidativo. Por lo que este trabajo seria el primero en este &mbito y las proyecciones

a futuro son bastante amplias.
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X. CONCLUSION

XI.

La administracion durante quince dias del extracto metandlico de Egregia menziesii a una
dosis de 50 mg/kg disminuye el dafio oxidativo. Por lo que los metabolitos contenidos en este
extracto podrian actuar como coadyuvante en el tratamiento de enfermedades que aumentan
los niveles de estrés oxidativo y aunque no disminuye los niveles de glucosa, tiene efecto
sobre uno de los pardmetros que tiene mayor dafio en el organismo como lo es el dafio

oxidativo.

PERSPECTIVAS

¢ Identificar los metabolitos con posible actividad antioxidante que contiene Egregia
menziesii. Esto nos permitira esclarecer nuestros resultados y ampliar nuestra
discusion con respecto a metabolitos previamente reportados.

e Agregar un grupo el cual se le administre tratamiento farmacol6gico y extracto de
Egregia menziesii, con la finalidad de evaluar la actividad de E. menziesii como
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el aumento de estrés
oxidativo.

¢ Inducir un modelo que se asemeje a la diabetes tipo 2, ya que el modelo utilizado en
este trabajo imita la principal caracteristica de la diabetes que es la hiperglicemia
cronica.

e Administrar el tratamiento por un tiempo mas prolongado. Esto nos permitira evaluar
la actividad de E.menziesii por un mayor tiempo y comparar con estudios similares
con respecto a la longevidad.

e Disminuir la dosis de STZ. Con el proposito de analizar si esta reduccion, refleja una
mejora en los niveles de glucosa .

e Utilizar otras pruebas conductuales. Con el objetivo de ampliar la discusion de

nuestros resultados referente a la parte de aprendizaje y memoria.
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e Comparar el efecto de E. menziesii entre hembras y machos. Los resultados obtenidos
en este trabajo resultan interesantes y prometedores, por lo que abordar una
comparacion podria aportar grandes beneficios a este tipo de estudios.

e Aumentar la n. Esto nos permitird ampliar nuestros grupos y ampliar los anélisis
estadisticos.

e Indicar el mecanismo de la actividad antioxidante y de mejora cognitiva. Lo que
permitiria ser el primero estudio en realizar este tipo de abordaje.
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X1,

GLOSARIO DE TERMINOS

AGE

ARE
CAT
CRT
DG
DM
ETC
H20:2
MDA
NADH

PFC
RME
ROS
SOD
STZ
TBARS
WME

(Por sus siglas en inglés) Productos finales de glicacion
avanzada

Elemento de respuesta antioxidante

Catalasa

Carotenoides

Giro dentado

Diabetes Mellitus

(Por sus siglas en inglés) Cadena transportadora de electrones
Peroxido de hidrogeno

Malonaldehido

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

Radical superoxido

Corteza prefrontal

(Por sus siglas en inglés) Errores en la memoria de referencia
(Por sus siglas en inglés) Especies reactivas de Oxigeno
Superoxido dismutasa

Estreptozotocina

Acido tiobarbitdrico

(Por sus siglas en inglés) Errores en la memoria de trabajo

59



