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1. Resumen

Antecedentes: La Diabetes tipo 2 (DT2) es el tipo de Diabetes mas comun
en el humano y se caracteriza por presentar resistencia a la insulina e
hiperglucemia, que conducen a estrés oxidativo e inflamacion, lo que lleva al dafio
de diferentes regiones cerebrales, como el hipocampo, favoreciendo a la demencia
y al deterioro cognitivo. En la medicina tradicional algunas plantas se han utilizado
para el control de la DT2, entre ellas esta la Prosthechea karwinskii (P. karwinskii),
una orquidea endémica de México que, en ratas Wistar con sindrome metabdlico,

ha presentado efectos hipoglucemiantes, antioxidantes y antiinflamatorios.

Objetivo: Analizar el efecto del extracto de hojas de P. karwinskii sobre la
actividad exploratoria, memoria y respuesta de ansiedad, asi como cambios en las
regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo de ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF).

Métodos: Se administré6 extracto de hojas de P. karwinskii, durante 4
semanas, a ratas de la cepa ZDF y se realizaron pruebas de conducta para evaluar
actividad motora, cognicion y ansiedad, ademas de pruebas histolégicas para
evaluar densidad celular, niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), sinaptofisina (SYP) y numero de astrocitos reactivos, en CA1, CA3 y GD
del hipocampo, asi como determinaciéon de parametros morfométricos, glucosa y

perfil lipidico.

Resultados: El extracto de hojas de P. karwinskii produjo la reduccion del
aumento de peso en ratas ZDF obesas normoglucémicas, disminucién de glucosa,
mejora de memoria, aumento en la densidad celular de GD, aumento de niveles de
BDFN y disminucion de astrocitos reactivos en ZDF obesas hiperglucémicas, asi

como la disminucion de la dislipidemia en ratas ZDF obesas.

Conclusién: El extracto de hojas de P. karwinskii tuvo efecto antiobesidad,
hipoglucemiante e hipolipemiante, lo que condujo a la mejora de la cognicion, debido
a sus efectos en el hipocampo donde produjo aumento celular, disminucion de

astrocitos reactivos y aumento de BDNF.
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5.Introduccion

La Diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad que presenta pérdida
progresiva, no autoinmune, de la secrecion adecuada de insulina por las células 3
pancreaticas y que se caracteriza por hiperglucemia (American Diabetes
Association, 2026; World Health Organization, 2020). Esta enfermedad representa
el 90% de la incidencia en Diabetes y, se ha convertido en un problema mundial al
ser la segunda causa de muerte, con 589 millones de pacientes para el 2024
(American Diabetes Association, 2026; International Diabetes Federation, 2025;
World Health Organization, 2020). En México, la Diabetes representa uno de los
mayores problemas de salud publica, ubicandose en el numero 8 de los paises con
mas casos en el mundo, con 13.6 millones casos (International Diabetes Federation,
2025); adicionalmente para el primer trimestre de 2025 se ha reportado a Puebla

como el tercer estado con mas casos de Diabetes en el pais (INEGI, 2025).

Con el descubrimiento sobre que la DT2 favorece la demencia y el deterioro
cognitivo es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos que actuen sobre la
hiperglucemia, el estrés oxidativo y la inflamacion y que mejoren el estado cognitivo
(Alkasabera et al., 2021; Yonamine et al., 2023).

Debido a esto se ha estudiado a la medicina tradicional, ya se utilizan plantas
para tratar la DT2, por ejemplo la Prosthechea karwinskii (P. karwinskii), una
orquidea endémica de la zona sur de México (Castillo-Pérez et al., 2019; Cruz-
Garcia et al., 2014; Nongdam, 2014), que en ratas Wistar con sindrome metabdlico
ha disminuido los niveles de glucosa, el aumento de peso, los niveles de lipidos y la

inflamacion (Barragan-Zarate et al., 2021; Barragan-Zarate et al., 2024).

En los siguientes apartados de este trabajo se abordaran los temas
relacionados con la P. karwinskii, la cognicion y la Diabetes tipo 2, se exponen y
analizan los resultados obtenidos y al final se describe el efecto de la administraciéon
del extracto de hojas de la P. karwinskii en ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF), un

modelo de Diabetes tipo 2.



6.Antecedentes

6.1. Definicion y clasificacion de la Diabetes

La Diabetes es una enfermedad caracterizada por el aumento de los niveles
de glucosa plasmatica (hiperglucemia) y se puede clasificar en diferentes categorias
generales de acuerdo con su fisiopatologia (American Diabetes Association, 2026;
World Health Organization, 2020):

o Diabetes gestacional. Se presenta como una hiperglucemia, con
valores de glucosa en sangre superiores a los normales, pero por debajo de los
umbrales de diagnéstico para la Diabetes, que se diagnostica en el segundo o
tercer trimestre del embarazo y que no se manifiesta claramente antes de la
gestaciéon (American Diabetes Association, 2026; International Diabetes
Federation, 2025; World Health Organization, 2020).

o Tipos especificos de Diabetes debidos a otras causas. Por
ejemplo, sindromes de Diabetes monogénica como la Diabetes neonatal y la
Diabetes al inicio de la madurez en los jovenes; enfermedades del pancreas
exocrino como la fibrosis quistica y la pancreatitis; y las Diabetes inducidas por
farmacos o sustancias quimicas, por ejemplo, glucocorticoides, tratamiento del
VIH/SIDA o después de un trasplante de o&rganos (American Diabetes
Association, 2026).

¢ Diabetes tipo 1 (DT1). Es la forma mas comun de Diabetes en nifios
y adolescentes en la mayoria de los paises, se debe a que el pancreas no
produce suficiente insulina como consecuencia de la destrucciéon autoinmune de
las células B pancreaticas, lo que lleva a que el cuerpo produzca poca o nula
insulina (American Diabetes Association, 2026; International Diabetes
Federation, 2025; World Health Organization, 2020).

o Diabetes tipo 2 (DT2). Se caracteriza por niveles altos de glucosa en
sangre. Se debe a la pérdida progresiva, no autoinmune, de la secrecién
adecuada de insulina por las células B pancreaticas, frecuentemente en un

contexto de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico (American Diabetes
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Association, 2026; International Diabetes Federation, 2025; World Health
Organization, 2020).

6.2. Diabetes tipo 2

La Diabetes tipo 2 (DT2) es el tipo de Diabetes mas comun en el humano,
representando mas del 90% de la incidencia de Diabetes a nivel mundial (American
Diabetes Association, 2026; International Diabetes Federation, 2025; World Health
Organization, 2020). Para el 2024, se estimaba que a nivel mundial existian
alrededor de 589 millones de adultos (entre 20 y 79 anos) con Diabetes,
representando al 11.1% de la poblacibn mundial en este grupo de edad
(International Diabetes Federation, 2025). En México, en 2024, se reportaron
alrededor de 13.6 millones de casos de Diabetes, en adultos de 20 a 79 afios, lo
que corresponde al 16.4% de la poblacién de nuestro pais con esa edad. Por lo
tanto, la Diabetes es una de las enfermedades mas frecuentes en todo el mundo y
nuestro pais ocupa un lugar predominante en el mapa mundial de la Diabetes (Ver
Figura 1) lo que genera graves desafios sanitarios y econémicos para la poblacion

global y mexicana.

T A
Il <100 thousand ‘= -h:'
: <0 B>
W 100-<500 thousand e w2y <) '
s IS
M 500 thousand-<1 million s‘;\!’lfr ‘ .
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No estimates

Figura 1. Mapa del nimero estimado de adultos (20 a 79 anos) con Diabetes por pais, 2024.
Imagen obtenida del Atlas de la Diabetes de la Federacion Internacional de la Diabetes, 112 edicion
(International Diabetes Federation, 2025).



6.2.1. Cuadro clinico

La Diabetes tipo 2 puede presentar una sintomatologia similar a la de la
Diabetes tipo 1, pero su inicio suele ser mucho menos drastico y, frecuentemente,
completamente asintomatico lo que dificulta o imposibilita determinar el momento
exacto de aparicion de la Diabetes tipo 2, retrasando su diagnéstico y teniendo la
posibilidad de presentar complicaciones, de tal manera que muchos son
diagnosticados porque ya presentan una o mas de las complicaciones asociadas.
Los sintomas caracteristicos de hiperglucemia, que se presentan en la DT2, son
poliuria (orina excesiva), polidipsia (sed excesiva), y polifagia (Hambre excesiva)
(International Diabetes Federation, 2025; Secretaria de Salud, 2012).

6.2.2. Diagnodstico

La Diabetes se puede diagnosticar con base en los valores de hemoglobina
glicosilada o en el nivel de glucosa en sangre, de esta manera, los criterios para el
diagnéstico de Diabetes incluyen: la glucemia plasmatica (GP) en ayunas, la GP a
las 2 horas (durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa, PTG), o la glucemia
aleatoria acompanada de sintomas clasicos de hiperglucemia (poliuria, polidipsia y
pérdida de peso inexplicable) o crisis hiperglucémicas (American Diabetes
Association, 2026; International Diabetes Federation, 2025; World Health
Organization, 2020); los valores de diagndstico de la Diabetes para cada criterio se

encuentran en la Tabla 1.

Criterio Caracteristicas Diagnéstico
Hemoglobina Puede ser inexacta en el caso de ciertas 26,5% (48
glicosilada afecciones. mmol/L)
GP en ayunas. @ Se define al ayuno como la ausencia de 2126 mg/dL
ingesta calérica durante al menos 8 h. (7,0 mmol/L).
GPalas2h 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. =200 mg/dL
durante la PTG (=11,1 mmol/L)
GP aleatoria En personas con sintomas, en cualquier =200 mg/dL

momento del dia, independientemente del | (=11,1

tiempo transcurrido desde ultima comida. mmol/L).

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de la Diabetes.

GP: glucosa plasmatica; PTG: prueba de tolerancia a la glucosa. Fuentes: Organizaciéon Mundial de la Salud,
Federacion internacional de Diabetes y Asociacion Americana de la Diabetes (American Diabetes Association,
2026; International Diabetes Federation, 2025, World Health Organization, 2020).
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6.2.3. Etiologia y factores de riesgo

Enla DT2 la incapacidad de las células para responder adecuadamente a la
insulina se denomina resistencia a la insulina, esta provoca un aumento en la
produccion de insulina que, con el paso del tiempo puede resultar en una produccion
inadecuada de la misma, lo que conduce a la hiperglucemia que caracteriza a esta

patologia (International Diabetes Federation, 2025).

Aun no se comprenden completamente las causas de la DT2 (International
Diabetes Federation, 2025), sin embargo, se ha establecido que la predisposicion
genética es una parte importante en la susceptibilidad a la DT2, y que una dieta
poco saludable, asi como un estilo de vida sedentario, son grandes impulsores para
el desarrollo de esta enfermedad (Zheng et al., 2018), identificando al sobrepeso y
la obesidad como sus factores de riesgo (International Diabetes Federation, 2025;
Malone & Hansen, 2019; Zheng et al., 2018).

Se ha documentado que la prevalencia de DT2 esta aumentando en paralelo
con la creciente incidencia de obesidad (Zheng et al., 2018), de esta manera el
exceso de adiposidad (evaluado con un indice de masa corporal alto) es el factor
de riesgo mas importante para la DT2, ya que esta asociado a irregularidades
metabdlicas que llevan a la resistencia a la insulina, lo que a su vez provoca que los
niveles de glucosa en sangre permanezcan elevados (hiperglucemia) (Nowotny et
al., 2015; Zheng et al., 2018).

6.2.4. Fisiopatologia

Se ha propuesto a la hiperglucemia como un factor importante que contribuye
a las complicaciones de la Diabetes, debido a que lleva a la generacion de productos
finales de glicacién avanzada (AGE) que se unen al receptor de productos finales
de glicacion avanzada (RAGE) aumentando la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que activa el factor de transcripcidn nuclear kappa B (NFkB),
aumentado la expresiéon de citoquinas proinflamatorias como la interleucina 6

(Nowotny et al., 2015), aunque la relevancia de las interacciones AGE-RAGE, aun
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esta en discusion (Nowotny et al., 2015), en otros articulos ya se ha reportado que

el estrés oxidativo y la inflamacion estan asociados a la Diabetes.

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio bioquimico entre un
exceso en la produccion de ROS (que son productos normales del metabolismo) y
la deficiencia de mecanismos antioxidantes, entre los que se pueden resaltar a las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx),
glutation reductasa (GT) y catalasa (CAT) (Hajam et al., 2022; Lizardo et al., 2017).
Se ha caracterizado que durante la DT2 existe la presencia de estrés oxidativo con
una alteracion en las actividades de las enzimas antioxidantes (Kumawat et al.,
2013; Singh et al., 2022), de igual forma, se ha propuesto que el estrés oxidativo
puede mediar la disfuncion cerebral en la Diabetes, ya que el cerebro tiene una gran
vulnerabilidad al dafio oxidativo debido a su alto consumo de oxigeno, su
abundante contenido de lipidos y su relativa escasez de enzimas antioxidantes en
comparacion con otros tejidos (Muriach et al., 2014), asi, se ha asociado a la
hiperglucemia crénica con el dafio oxidativo de diferentes regiones cerebrales, por

ejemplo del hipocampo (McNeilly et al., 2023).

En adicion, recientemente, la sefializacion de la insulina dentro del cerebro
ha pasado de ser descrita como inexistente a ser reconocida como elemento clave
de los procesos de memoria del hipocampo; de esta manera, se ha propuesto que
la resistencia a la insulina central (en el cerebro) perjudica al metabolismo del
hipocampo, debido a la desregulacion del transportador de glucosa sensible a la
insulina GLUT4 (McNay & Pearson-Leary, 2020), presentando al hipocampo como
un elemento central en el deterioro cognitivo observado en la DT2 (Alkasabera et
al., 2021; McNay & Pearson-Leary, 2020).

6.2.5. Hipocampo

El hipocampo es parte del sistema limbico, esta situado en el I6bulo temporal,
y consta de tres subregiones distintas: el giro dentado (GD), el hipocampo
propiamente dicho (Cuerno de Amoén, CA1-CA3) y el subiculo (Beyaz, 2025;
Chauhan et al., 2021; Xiong et al., 2017).
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Las conexiones dentro del hipocampo son en gran parte unidireccionales y
forman bucles cerrados que se originan principalmente en la corteza entorrinal
adyacente. Por lo tanto, el flujo de informacion a través del hipocampo procede del
giro dentado a CA3, a CA1 y al subiculo, formando el circuito trisinaptico principal
(Beyaz, 2025; Chauhan et al., 2021; Xiong et al., 2017).

Asi, la memoria se ve facilitada por la activaciéon unidireccional de la conexién
sinaptica en el siguiente orden 1) Activacién de la corteza entorrinal (por neocértex
y el sistema limbico); 2) los estimulos pasan, a través de la via perforante, desde la
corteza entorrinal al giro dentado (células granulares) que transmite hacia CA3 3)
Las colaterales de Schaffer de CA3 (neuronas piramidales) transfieren estimulos a
CA1; luego CA1 (neuronas piramidales) hace sinapsis en el subiculo y se proyecta
nuevamente hacia la corteza entorrinal (EC), como se puede ver en la Figura 2 (Bin
Ibrahim et al., 2022; Chauhan et al., 2021; Shi et al., 2023). Se propone que el
mecanismo de almacenamiento de memoria incluye a la potenciacion de largo plazo
(LTP), la cual es una facilitacion estable de los potenciales sinapticos tras la
actividad sinaptica de alta frecuencia, que es muy prominente en el hipocampo (Bin
Ibrahim et al., 2022; Lynch et al., 1990). La LTP se produce una vez que la entrada
de sodio, a través de la apertura del receptor AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropidnico), despolariza la terminal postsinaptica lo suficiente
como para eliminar el bloqueo de magnesio, lo que permite el reclutamiento de los
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) que permiten la entrada de iones de calcio,
el cual es un mensajero secundario que puede inducir cambios que conducen a la
activacion de cascadas de sefializacion intracelular y a la induccion de potenciacion
a largo plazo (LTP), mejorando la respuesta postsinaptica (Bin Ibrahim et al., 2022;
Lischer & Malenka, 2012). De esta manera se reporta que el deterioro del
hipocampo subyace al declive cognitivo observado en pacientes con enfermedades

neurodegenerativas (Terreros-Roncal et al., 2021).
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Figura 2. Circuito trisindptico del hipocampo

En este circuito, las células estrelladas de las capas supefficiales (LIl) de la corteza entorrinal (EC) envian
proyecciones (negro) a las células granulares del Giro Dentado (GD)cuyas proyecciones de fibras musgosas
(verde) excitan a las neuronas piramidales CA3 (Cuerno de Amoén), que a su vez excitan a las células
piramidales CA1 a través de la via colateral de Schaffer (rojo), que proyecta axones hacia la corteza entorrinal
(azul). Ademas de la via trisinaptica, las neuronas piramidales CA1 también reciben una proyeccion
glutamatérgica directa de las neuronas piramidales EC LIl (morado)(Basu & Siegelbaum, 2015).

En la diabetes el hipocampo se ve afectado debido a que la hiperglucemia
induce resistencia celular a la insulina, estrés oxidativo e inflamatorio, disfuncion
mitocondrial y aumento de la produccion de AGE (Gupta et al., 2023), estos
procesos llevan diferentes alteraciones celulares, por ejemplo se ha reportado, tras
evaluar sus volumenes hipocampales, la atrofia del hipocampo en pacientes
diabéticos (Milne et al., 2018), ademas también se ha descrito que BNDF se
encuentra disminuido en pacientes con diabetes y que cuanto mas tiempo estén
expuestos los pacientes a niveles de glucosa elevados y cuanto mas grave sea su
condicion, menor sera el nivel BDNF (Moosaie et al., 2023), asi mismo se ha
evidenciado astrogliosis reactiva en pacientes con diabetes (Llorian-Salvador et al.,
2024), en conjunto, estas alteraciones conducen a la neurodegeneracion y la

demencia.
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Con el descubrimiento sobre que la DT2 favorece la demencia y el deterioro
cognitivo, se ha estudiado si la medicacién antidiabética tiene algun efecto sobre el

estado cognitivo (Alkasabera et al., 2021; Yonamine et al., 2023).

6.2.6. Tratamiento

Actualmente el tratamiento inicial contra la Diabetes consiste en cambiar el
estilo de vida para controlar los niveles de glucosa en sangre, si esto no funciona,
generalmente se inicia el tratamiento con Metformina, siendo este el medicamento
de primera linea (International Diabetes Federation, 2025), a pesar de que se ha
observado que este medicamento minimiza el deterioro cognitivo leve y modula
varios cambios relacionados con la edad en el hipocampo (Alkasabera et al., 2021;
Madhu et al., 2022), aun es necesario dilucidar las diferencias especificas de sexo,
aclarar los posibles efectos secundarios a su ingesta, asi como identificar la dosis
necesaria para mejorar la funcion cognitiva en la DT2 (Madhu et al., 2022). Ademas
de la metformina, el tratamiento de la DT2 a menudo requiere de inyecciones de
insulina para controlar la hiperglucemia, cuya falta de manejo suele requerir un
aumento progresivo de la dosis (International Diabetes Federation, 2025), por lo que
es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos para la DT2 que actuen sobre
diferentes puntos clave de la enfermedad, antes mencionados, como el sobrepeso

u obesidad, la hiperglucemia, el estrés oxidativo y la inflamacion.

La medicina tradicional puede ser un buen punto de partida, ya que las
plantas con potencial terapéutico conocido y sospechado se han utilizado desde
hace mucho tiempo en la medicina alternativa y complementaria, ademas existen
diferentes plantas que se han reportado con actividad biolégica sobre el
metabolismo, entre ellas estan las especies de la familia Orchidaceae (Okoduwa et
al.,, 2017; Rojas-Olivos et al., 2017). En México existen muchas orquideas
endémicas y algunas de ellas han sido utilizadas como medicina herbaria,
principalmente en el sistema de medicina indigena, para tratar diversas
enfermedades, incluida la Diabetes, ya que tienen propiedades terapéuticas debido

a su gran contenido de alcaloides, glicéridos y fitoquimicos; entre ellas se encuentra
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la orquidea Prosthechea karwinskii (Castillo-Pérez et al., 2019; Cruz-Garcia et al.,
2014; Nongdam, 2014).

6.2.6.1. Prosthechea karwinskii

La Prosthechea karwinskii (P. karwinskii), una es una orquidea endémica del
oeste y sur de México, que tiene 3 nombre comunes: Itandeca amarilla, Lirio
Amarillo y Monja amarilla; y que habita regiones montafiosas donde crece como
epifita (crece sobre otra planta sin parasitarla) colgante en bosques de encino
(Figura 3) (Castillo-Pérez et al., 2024; Santos-Escamilla et al., 2024). En Oaxaca,
esta orquidea se utiliza tradicionalmente con fines religiosos durante las
celebraciones de Semana Santa y tiene aplicaciones en la medicina tradicional
(Barragan-Zarate et al., 2024; Barragan-Zarate et al., 2022; Barragan-Zarate et al.,
2025; Castillo-Pérez et al., 2024; Santos-Escamilla et al., 2024).

Figura 3. Prosthechea karwinskii y su habitat.
A) [Habitat de Prosthechea karwinskii, un bosque de encino en San Pedro y San Pablo Teposcolula, Oaxaca. B)
Prosthechea karwinskii crece in situ como epifita colgante en Quercus sp. en Santo Domingo Yanhuitlan,
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Oaxaca. C) partes de la Prosthechea karwinskii D) Hojas de la Prosthechea karwinskii. E) Pseudobulbos de la
Prosthechea karwinskii. Imagen modificada de Santos-Escamilla et al. (2024).

A partir del 2014, se ha documentado el uso, en la medicina tradicional, de la
orquidea Prosthechea karwinskii (P. karwinskii), informando que las partes de la
planta empleadas como remedios son: sus pseudobulbos (tallos modificados que
permiten el almacenamiento de agua y nutrientes en las orquideas epifitas) para
tratar la tos (en infusiones), curacion de heridas y quemaduras (como cataplasma)
y para tratar la Diabetes (en infusiones); sus flores que se utilizan, en infusién, para
prevenir abortos espontaneos, ayudar en el parto y calmar la tos; y sus hojas para
el control de la Diabetes (en infusiones o masticando las hojas) (Cruz-Garcia et al.,
2014).

A pesar de que tanto los pseudobulbos como las hojas se han empleados en
la medicina tradicional para el tratamiento para la Diabetes, los estudios
experimentales, han determinado que los extractos, de cada parte de la planta,
tienen efectos diferentes sobre los mecanismos involucrados en la fisiopatologia de

la DT2 que se menciona a continuacion.

Rojas y colaboradores en 2017 reportaron que, en ratas Wistar con de
sindrome metabdlico inducido por sacarosa, el extracto de los pseudobulbos, asi
como el extracto de las hojas de P. karwinskii, disminuyen el tejido adiposo total
(Rojas-Olivos et al., 2017), asi mismo, Barragan y colaboradores en 2021
observaron, en el mismo modelo, que la administracion oral de extracto de hojas de
P. karwinskii a una dosis de 300 mg/kg presento efecto antiobesidad, al reducir los
depdsitos de grasa abdominal y de grasa pericardica (Barragan-Zarate et al., 2021).
Una explicacion a estos efectos es que el extracto de hojas de P. karwinskii contiene
compuestos fendlicos que pueden inhibir el crecimiento del tejido adiposo debido a
su actividad antiangiogénica y su capacidad para regular el metabolismo de los
adipocitos (Rojas-Olivos et al., 2017).

Rojas y colaboradores, en el mismo trabajo, también reportan que los
extractos de pseudobulbos y hojas disminuyen los niveles de glucosa, teniendo un

mayor efecto hipoglucemiante el extracto de las hojas (Rojas-Olivos et al., 2017),
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mientras que Barragan y colaboradores informan que el extracto de hojas de P.
karwinskii (300 mg/kg) reduce los niveles de glucosa vy triglicéridos, no afecta los
niveles de insulina y que disminuye la resistencia a la insulina (Barragan-Zarate et
al., 2021; Barragan-Zarate et al., 2024). Este efecto anti hiperglucemiante del
extracto de hoja de P. karwinskii podria atribuirse a su mayor capacidad antioxidante
(Rojas-Olivos et al., 2017), ya que con la identificacion de sus compuestos
bioactivos se ha descrito que contiene embelina, la cual aumenta la actividad de
enzimas antioxidantes, ademas también contiene acido clorogénico, que mejora la
absorcion de glucosa por parte de los musculos esqueléticos, rutina que disminuye
la absorcion de carbohidratos en el intestino delgado, aumenta la absorcidn tisular
de glucosa y estimula la secrecion de insulina, y floridzina que, reduce los niveles

de glucosa (Barragan-Zarate et al., 2022).

Rojas y colaboradores también exponen que los extractos de P. karwinskii
disminuyen los niveles de colesterol y triglicéridos (Rojas-Olivos et al., 2017), del
mismo modo que, Barragan y colaboradores reporta que el extracto de hojas de P.
karwinskii tiene un efecto hipotrigliceridémico, regresando los niveles de triglicérido
a niveles similares a los normales, y que la aplicacion del extracto de hojas a una
dosis de 100 mg/kg fue la que provoco una mayor disminucién del colesterol total

(Barragan-Zarate et al., 2021).

Los extractos de P. karwinskii también presentan capacidad antioxidante,
tanto el extracto de hojas como el de pseudobulbos de P. karwinskii lograron inhibir
la produccién de ROS, teniendo la mayor capacidad antioxidante el extracto de las
hojas (Barragan-Zarate et al., 2022; Rojas-Olivos et al., 2017) Los compuestos
antioxidantes identificados en P. karwinskii son rutina, kaempferol-3-O-rutinésido,
embelina y guanosina; estos compuestos logran disminuir el estrés oxidativo
mediante el aumento de la actividad antioxidante de superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y glutatién (GSH) (Barragan-Zarate
et al., 2022).

En adicion el extracto de P. karwinskii también tiene un efecto

antiinflamatorio, reportando resultados en los que el tratamiento con extracto de
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hojas de P. karwinskii disminuye los niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) y la proteina C-reactiva de alta sensibilidad (HS-CRP) a niveles similares a los
normales, mientras que, aumenta los niveles de adiponectina a niveles similares a

los normales (Barragan-Zarate et al., 2021).

En la Tabla 2 se presentan los compuestos encontrados por Cromatografia
Liquida de Ultra Alto Rendimiento (UHPLC-ESI-qTOF-MS/MS) en el extracto de
hojas de P. karwinskii (Barragan-Zarate et al., 2024; Barragan-Zarate et al., 2025).
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Compuesto Abundancia iy
. Caracteristicas clave para esta L.
relativa investigacién Estructura quimica
(Férmula quimica) (%)
"’,%_,UH

K ferol-3-0 Se puede absorber en el intestino, tiene la HD_Tay, O =

aempterol-3-0- capacidad de atravesar la barrera w
rutinosido hematoencefalica. Puede tratar la inflamacion I T on

25.3 R . u
neuronal al inhibir la activaciéon del factor de .
transcripcion factor nuclear- k B (NF- k B) (Ma e 0.0 OH
etal., 2017). |
H,:,r-"x\i/""l::-H

(C 27 H 30 O 15)

Acido quinico

(C7H120¢)

Suprimié la expresion de mediadores
proinflamatorios y el marcador de estrés
oxidativo en el hipocampo inyectado con

22.21 lipopolisacarido (Park et al., 2024).
Promocién de la secrecion de insulinay a
una mejor tolerancia a la glucosa (Heikkila et
al., 2019).

Rutina

(C27H 300 16)

Disminuye la formacion de ROS, precursores
de AGE, citocinas inflamatorias y la absorcion
de carbohidratos en el intestino delgado,
aumenta de la captacion tisular de glucosa
(Ghorbani, 2017).

Rutina protegio la pérdida neuronal
hipocampal inducida por estrés cronico
impredecible (Parashar et al., 2017)

En un modelo murino de tauopatia, suprimié
la gliosis y la neuroinflamacién mediante la
regulacion negativa de la via NF-kB (Sun et
al., 2021).

15.52
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Embelina

(C17H 26 04)

Puede atravesar la BHE (Bhuvanendran et
al., 2019). Aument?é los niveles de BDNF en
tejido hipocampal, aumenté el indice de
reconocimiento visual, mejoré la
neurogénesis en una condicion similar a la

8.6 enfermedad de Alzheimer inducida por
escopolamina en un modelo de rata
(Bhuvanendran et al., 2018).
Inhibe la adipogénesis y la lipogénesis,
ademas reduce niveles de triglicéridos,
glucosa, colesterol total (Gao et al., 2017).

Acido clorogénico

(C16H 13 O 0)

Mejord la disfuncion de la memoria al atenuar
el estrés oxidativo del I6bulo frontal en un
modelo de diabetes con estreptozotocina

(Saputri et al., 2024).
8.44 La administracion de acido clorogénico en
pacientes con ITG disminuyé GPA y
secrecion de insulina, mientras que aumento
la sensibilidad a la insulina y mejord el perfil
lipidico (Zuhiga et al., 2018).

o, OH
HO

N /O
I Rt o OH

oH

Acido malico

(C4H605)

El acido malico mejord los sintomas
relacionados con el estrés e inhibi6 el anion
5.71 superoxido y la neuroinflamacion en el
hipotalamo de ratas estresadas (Koriem &
Tharwat, 2023).

OH

0
HO I
NN on

Acido neoclorogénico

(C16H 1380 0)

Disminuyo el estrés oxidativo y mejoro la
funcion de la BHE en un modelo de
enfermedad de Alzheimer del pez cebra (Gao
et al., 2025).

4.35

HIOY™ o

21



Compuesto )
Abundancia

relativa (%) Estructura quimica

(Férmula quimica)

Acido azelaico

2.1 W
(CoH1604) " o
Acido succinico
189 J o~
(CaH604) " °
Acido pinélico
1.09 W\MM
HO CHy
(C18H3405) -
L- (-)-Fenilalanina o
0,53 Ao
(Co9H 11 NO2)
Guanosina o
¥
0,46 o, T S
(C 10 H 13 N 5 0] 5) VDV"_\P‘___.;:”:
HO OH

Acido sebacico

(C1oH1804)

Acido 9, 12, 13-
trihidroxi-10(E),
15(Z)octadecadienoico

(C 18H 32 0 5)

Giberelina A7

(C19H 220 5)




Acido eicosenoico

(C20H 38 O 2)

Acido 9-hidroperoxi-
10E, 12Z- -
octadecadienoico

Acido 12, 13- epoxi-
9Z-octadecenoico -

(C18H3203)

D-tagatosa

(CeH 12006)

Acido isocitrico

(CeHsO7)

Uridina

(CaH12N20¢)

OHOH

Tabla 2. Compuestos detectados por UHPLC-ESI-qTOF-MS/MS en el extracto de hojas de Prosthechea
karwinskii

Se observan los compuestos detectados en el extracto de hojas de P. karwinskii, asi como su abundancia
relativa y su estructura quimica (Barragan-Zarate et al., 2024, Barragan-Zarate et al., 2025), adicionalmente se
observan las caracteristicas deseables que tienen los compuestos mas abundantes de este extracto para el
tratamiento de la diabetes y su posible efecto en neurodegeneracion. ITG, intolerancia a la glucosa; GPA,
glucosa plasmatica en ayuno; BHE, barrera hematoencefalica; ROS, especies reactivas de oxigeno; AGE,
productos finales de glicacién avanzada; BDNF, factor neurotréfico derivado del cerebro.
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7.Justificacion

La Diabetes es una de las emergencias sanitarias mundiales de mas rapido
crecimiento de este siglo, en el 2024, habia 589 millones de adultos, que vivian con
Diabetes en todo el mundo, teniendo una prevalencia global del 11.1% en este
grupo de edad (International Diabetes Federation, 2025). México se encuentra en el
top 10 de los paises con mayor numero de casos de Diabetes en 2024,
posicionandose en el puesto 8, con 13.6 millones de pacientes adultos(International
Diabetes Federation, 2025); ademas, para el 2024 se report6 a la Diabetes como la
segunda causa de defunciones en México, solo superada por las enfermedades del
corazén, y con 112,641 defunciones por Diabetes, equivalentes al 13.8% de los
fallecimientos totales reportados (INEGI, 2025). La calidad de vida de los pacientes
con Diabetes esta comprometida por complicaciones relacionadas con esta
enfermedad, entre ellas complicaciones cardiovasculares, y complicaciones
agudas, como cetoacidosis diabética, el estado hiperosmolar hiperglucémico, la
acidosis lactica y la hipoglucemia; que a pesar de ser prevenibles, representan una
alta morbilidad y mortalidad entre las personas con Diabetes (Harding et al., 2019).
Ademas, se ha vinculado a la Diabetes con la disfuncion cognitiva y con un aumento
del riesgo de demencia (Biessels & Despa, 2018; Koekkoek et al., 2015; Liu et al.,
2019), este efecto sobre la cognicion se ha asociado con el dafno oxidativo y la
resistencia a la insulina en el hipocampo (Alkasabera et al., 2021; McNay &
Pearson-Leary, 2020; McNeilly et al., 2023; Muriach et al., 2014), que son
consecuencia de la obesidad, hiperglucemia, disminucidn de enzimas antioxidantes
y procesos inflamatorios presentes en la DT2. El tratamiento de primera linea para
estos pacientes es la metformina, pero en muchas ocasiones esta se debe
acompanar de inyecciones de insulina para poder disminuir los niveles de glucosa
en sangre (International Diabetes Federation, 2025), ademas aun no esta claro el
efecto que podria tener la metformina en la cogniciéon (Madhu et al., 2022), por lo
cual es necesario proponer otras alternativas para el tratamiento de DT2. En
medicina tradicional P. karwinskii es usada como tratamiento de la DT2 (Cruz-

Garcia et al., 2014), y ademas, el desarrollo de proyectos experimentales con esta
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orquidea ha presentado pruebas de que el extracto de hojas de P. karwinskii tiene
efecto antiobesidad, hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatorio (Barragan-
Zarate et al., 2021; Barragan-Zarate et al., 2022; Rojas-Olivos et al., 2017), por lo
que estudiar el efecto del extracto de hojas de P. karwinskii en la DT2 puede

contribuir a encontrar nuevos tratamientos mas eficaces.

8.Planteamiento de problema

El incremento en la incidencia de Diabetes ha ocasionado el aumento del
gasto sanitario mundial pasando de 232,000 millones de ddlares en 2007 a mas de
un billén (1°015,000°000,000) de ddlares en 2024 (International Diabetes Federation,
2025). A pesar de la inmensa carga econdmica los tratamientos usados
actualmente, como la metformina y la insulina, llegan a ser insuficientes vy
generalmente los pacientes presentan complicaciones que comprometen su calidad
de vida, incluyendo la afectacion de su cognicion. Aunque en medicina tradicional
se ha comprobado la utilidad de diversas plantas, como la Prosthechea karwinskii
para el tratamiento de la Diabetes, la mayoria no se han estudiado en un entorno
cientifico, y aunque se han descrito las diferentes vias por las cuales la Diabetes
causa este deterioro cognitivo, resaltando a la inflamacion y estrés oxidativo como
elementos clave, no se ha utilizado a la Prosthechea karwinskii como base para la
busqueda de nuevos tratamiento que se enfoquen en dichos elementos. Por lo que

se ha generado la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cuales son los efectos de la administracion del extracto de hojas de la
Prosthechea karwinskii sobre la actividad exploratoria, la memoria y la respuesta de
ansiedad, asi como los cambios en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del

hipocampo , y sobre los niveles de glucosa y lipidos de ratas Zucker Diabetic Fatty?
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9.

Hipotesis

El extracto de hojas de |la Prosthechea karwinskii tiene efectos positivos sobre

la actividad exploratoria, la memoria y la respuesta de ansiedad, asi como en las

regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del hipocampo, y sobre los niveles de glucosa y

lipidos de ratas Zucker Diabetic Fatty.

10. Objetivos

10.1.  Objetivo general

Analizar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre la

actividad exploratoria, la memoria y la respuesta de ansiedad, asi como los cambios

en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del hipocampo, y sobre los niveles de

glucosa y lipidos en la cepa Zucker Diabetic Fatty.

1)

2)

3)

4)

10.2. Obijetivos especificos

Determinar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre los
niveles de glucemia de ratas Zucker Diabetic Fatty.

Determinar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre el
perfil lipidico de ratas Zucker Diabetic Fatty.

Evaluar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre las
siguientes conductas en ratas Zucker Diabetic Fatty.

a) Actividad Exploratoria

b) Memoria de corto y largo plazo

c) Ansiedad

Cuantificar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre la
densidad celular en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del Hipocampo

Dorsal de ratas Zucker Diabetic Fatty.
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5) Determinar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre la

expresion de BDNF en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del Hipocampo

Dorsal de ratas Zucker Diabetic Fatty.

6) Evaluar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre el

numero de astrocitos GFAP positivos en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado

del Hipocampo Dorsal de ratas Zucker Diabetic Fatty.

7) Determinar el efecto del extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii sobre los

niveles de SYP en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del Hipocampo Dorsal

de ratas Zucker Diabetic Fatty.

11.

Material y métodos

11.1. Estrategia de trabajo

La estrategia de trabajo se dividié en los siguientes bloques:

Primera prueba de tolerancia a la glucosa
Administracion del tratamiento

Segunda prueba de tolerancia a la glucosa
Pruebas de conducta, extraccion de tejidos
Extraccién y preparacién de tejidos
Técnicas histologicas

Captura de microfotografias

El analisis de los datos

En la siguiente figura (Figura 4) se muestra cual fue la estrategia de trabajo

para lograr los objetivos de este proyecto.
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Figura 4. Diagrama de estrategia de trabajo.

La estrategia de trabajo se dividié en 6 bloques: primera prueba de tolerancia a la glucosa, administracion del
tratamiento, segunda prueba de tolerancia a la glucosa, pruebas de conducta, extraccion de tejidos, técnicas
histolégicas, captura de microfotografias y el analisis de los datos. Cada uno se explicara en las secciones
correspondientes de material y métodos.

11.2. Muestreo

11.2.1. Definicion de la unidad poblacién

Para el siguiente proyecto se emplearon ratas de la cepa Zucker Diabetic
Fatty adquiridas del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla. Dichas ratas fueron parte del proyecto: 100332977-UALVIEP-
24/1.

11.2.2. Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

11.2.2.1. Criterios de inclusion

Fueron elegibles ratas macho de la cepa Zucker Diabetic Fatty de entre 12 y

13 semanas de edad.

Se utilizaron cortes histolégicos de regiones del Hipocampo Dorsal que se

encuentren intactos después de su manipulacion.
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11.2.2.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron cortes histolégicos que durante su manipulacién fueron

danados.

11.2.3. Tamano de la muestra

Las pruebas de comportamiento se realizaron en al menos 5 ratas por cada

grupo de estudio.

Las pruebas histolégicas se realizaron en al menos 4 ratas por cada grupo
de estudio.

11.2.4. Definicién de las variables y escalas de medicién

Variable dependiente: Niveles de glucemia y lipidos, actividad exploratoria, la
memoria, la respuesta de ansiedad, densidad celular, numero de astrocitos
reactivos, asi como cantidad de marcaje por rodamina, correspondiente a la
expresion de BDNF vy sinaptofisina, en las regiones CA1, CA3 y Giro Dentado del

hipocampo en la cepa Zucker Diabetic Fatty.

Variable independiente: extracto de la Prosthechea karwinskii.

11.3. Meétodo de recoleccidon de datos

Los parametros morfométricos se obtuvieron utilizando una cinta métrica y
una bascula, los resultados se almacenaron en hojas de calculo y posteriormente

se analizaron y graficaron en GraphPad Prism.

Los niveles de glucosa en sangre, durante la prueba de tolerancia a la
glucosa, se obtuvieron utilizando un glucometro (CONTOUR®PLUS), los resultados
se almacenaron en hojas de calculo y finalmente se analizaron y graficaron en
GraphPad Prism.

Los datos de las pruebas de conducta fueron obtenidos mediante el analisis,
manual y con el software ANY-maze, de los videos obtenidos durante las pruebas
de comportamiento, estos datos fueron comparados y graficados mediante el uso
de GraphPad Prism.
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Posterior a la realizacion del protocolo de inmunofluorescencia
correspondiente, se capturaron imagenes de las zonas de interés, mediante el uso
de un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E800 del laboratorio de
microscopia del Instituto de Fisiologia; posteriormente se realizé el analisis de
imagenes correspondiente a cada protocolo con ayuda del programa ImagedJ Fiji,
los datos obtenidos fueron comparados y graficados mediante el uso de GraphPad

Prism.

El perfil lipidico se obtuvo siguiendo los protocolos de SPINREACT® y
utilizando un espectrofotometro, arrojando resultados de absorbancia que después
fueron procesados segun las indicaciones de SPINREACT® para determinar las
concentraciones de cada resultado, los datos obtenidos se compraron y graficaron

con ayuda de GraphPad Prism.

11.4. Soluciones

¢ Solucién buffer de fosfatos (PBS) 1X. Tenia la siguiente composicion
(en mM): 138 NaCl, 3 KCI, 8.1 NazHPO4, 1.5 KH2POa..

e Paraformaldehido (PFA) 4%: A un litro de PBS se le afiadié 40 gr de
PFA.

o Buffer de citratos: 80% de citrato de sodio 0.1 M y 20% de acido citrico
0.1M.

e Albumina sérica bovina (BSA) al 2%: A 1 ml de PBS se le agregaba
0.02 gr de BSA.

e Tritén X-100 al 0.2%: A 50 ml de PBS se le afadié 0.1 ml de Triton X-
100.

11.5. Modelo experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Zucker Diabetic Fatty (ZDF), un modelo
experimental para la Diabetes tipo 2 (DT2), que presenta dos fenotipos: el fenotipo
obeso (OZDF), correspondiente a ratas macho que son homocigotas recesivas

(fa/fa) que tienen receptores de leptina no funcionales y desarrollan hiperlipidemia,
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obesidad e hiperglucemia; y el fenotipo delgado (LEAN), que corresponde a ratas
macho homocigotas dominantes (+/+) o heterocigotas (fa/+) que ademas de ser
delgadas tienen normoglucemia (Al-Awar et al., 2016; Capcarova, 2019).

Las ratas fueron proporcionadas por el bioterio “Claude Bernard” de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, donde permanecieron hasta las 12
semanas de edad, correspondiente a la edad en la que las ratas ZDF comienzan a
desarrollar DT2 (Capcarova, 2019; Wang et al., 2013).

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados bajo la norma
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 que establece las especificaciones técnicas

para la produccién, cuidado y uso ético de los animales de laboratorio.

11.6. Caracterizacion del modelo experimental

A las 13 semanas de edad de las ratas se realizé una prueba de tolerancia a
la glucosa para determinar la presencia de hiperglucemia en el modelo animal.
Mediante puncion capilar se recolectaron muestras de sangre de la cola de las ratas,
las cuales fueron recolectadas directamente con la tira reactiva del glucémetro
(CONTOUR®PLUS), para posteriormente registrar el nivel de glucosa resultante en

una hoja de calculo de Google Sheets para su almacenamiento.

La primera recoleccion de muestra se realizé previo al ayuno de las ratas,
posteriormente las ratas permanecieron en ayuno prolongado de 6hrs con libre
acceso al agua. Después del ayuno se determiné nuevamente el nivel de glucosa
en sangre del animal (Tiempo 0) e inmediatamente después se administro glucosa,
por via intraperitoneal, a una concentracion de 2 gr glucosa/ kg de peso del
animal. A partir de ese momento se realizaron mediciones de los niveles de glucosa

en sangre cada 30 minutos (a los 30, 60, 90 y 120 minutos) (ver Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de prueba de tolerancia a la glucosa

La prueba de tolerancia a la glucosa consta de la medion de los niveles de glucosa en sangre sin ayuno,
posteriormente, tras 6 horas de ayuno, una segunda medicion de los niveles de glucosa, seguida
inmediatamente de la administracion de glucosa por via intraperitoneal (2gr/kg de peso del animal), y la medicion
a los 30, 60, 90 y 120 minutos de la glucosa en sangre mediante el uso de un glucémetro.

Se consideraron diabéticas aquellas ratas con niveles de glucosa superiores
a 200 mg/dl.

Asi mismo, el dia programado para la eutanasia y previo a la extraccion de

los tejidos, se evaluaron diferentes parametros morfométricos:

e Peso corporal. Mediante el uso de una bascula se determiné el peso
corporal de cada rata, en gramos.

e Longitud nasoanal. Se midi6é con una cinta métrica la distancia desde
la nariz hasta la base de la cola, en centimetros.

e Perimetro abdominal. Se utilizé una cinta métrica para determinar el
perimetro abdominal de la rata, en centimetros, mientras esta se
encontraba en posicidn de suspension vertical.

e Indice de masa corporal. Obtenido a partir de los resultados de

longitud céfalo caudal y peso corporal, mediante la formula:

Peso corporal

Ecuacion 1. IMC =

(Longitud céfalo caudal)?
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Con base a estos resultados, las ratas fueron divididas en 3 grupos, delgadas
normoglucémicas (LEAN), obesas normoglucémicas (OZDF NG) y obesas
hiperglucémicas (OZDF HG).

11.7. Administracion del extracto

Para la administracion del tratamiento las ratas se dividieron en 6 grupos:

e LEAN tratamiento

e LEAN control

e OZDF NG tratamiento
e OZDF NG control

e OZDF HG tratamiento
e OZDF HG control

Durante cuatro semanas se administré el extracto de la Prosthechea
karwinskii, a los grupos con tratamiento, a una dosis de 300 mg/kg de peso del

animal, por via oral mediante el uso de una canula curva.

Por otro lado, para los grupos control, durante cuatro semanas, se realiz6 la
administracion unicamente del vehiculo (Solucion Cloruro de Sodio 0.9%)

igualmente por via oral mediante el uso de una canula curva.

11.8. Segunda prueba de tolerancia a la glucosa

Posterior a las 4 semanas de tratamiento se realizé una segunda prueba de
tolerancia a la glucosa en las ratas, siguiendo la misma estrategia de trabajo de la
primera prueba (ver Figura 5) y se compararon los niveles de glucosa entre los 6

grupos y con los resultados pretratamiento.
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11.9. Pruebas de conducta

11.9.1. Campo abierto

Para evaluar la actividad motora se utilizé el Software ANY-maze para medir
diversos parametros durante la prueba en campo abierto, incluyendo la distancia
total recorrida, la velocidad, asi como el tiempo movil e inmovil, tanto en la periferia
como en el centro del campo. La arena que se utilizé para esta prueba consistio en
una caja de madera de 60 cm de ancho x 60 cm de largo x 60 cm de alto. Las
pruebas se realizaron en un cuarto oscuro, cuya unica fuente de iluminacion fue una
lampara de luz roja. El experimento fue grabado con una camara (Webcam USB
2K Steren) instalada en la sala de comportamiento, por arriba de la caja, y
conectada a una computadora para registrar imagenes, para el posterior analisis del

video.

Se limpié con etanol al 70 % antes de cada prueba, y después de la
volatilizacion del etanol, se colocé a la rata en el centro de la arena, perimiendo que

explorara libremente durante 10 minutos.

11.9.2. Prueba de reconocimiento de objeto (NORT)

La prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT, por sus siglas en
inglés novel object recognition test) permite la medicion de la memoria de
reconocimiento en animales, utilizando la tendencia natural de los animales a
explorar preferentemente objetos nuevos en comparacién con los familiares (Chao
et al., 2022).

Los dos dias posteriores a la prueba de campo abierto se realizé la prueba
de reconocimiento de objeto novedoso en la misma arena. Antes de cada prueba
se limpié la caja con etanol al 70% con la finalidad de reducir las sefiales olfativas,
asi mismo, la ubicacion de los objetos fue diferente para cada rata evitando un
sesgo por preferencias no relacionadas a la memoria (ver Figura 6). Al iniciar la
prueba el animal fue colocado en el centro la caja, en la primera fase

(familiarizacién) se le permitié a la rata explorar el campo con 2 objetos idénticos
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colocados de forma equidistante durante 5 minutos, 2 horas después, en la siguiente
fase (memoria a corto plazo, MCP) uno de los objetos fue cambiado y se dejo a la
rata explorar libremente por 5 minutos; finalmente, 24 h después, en la ultima fase
(memoria a largo plazo, MLP), se cambié el objeto nuevo por un objeto novedoso
distinto, permitiendo que la rata explorara libremente durante 5 minutos. Las
pruebas se realizaron en un cuarto oscuro y fueron grabadas para su posterior

analisis utilizando dos softwares, inshot (edicion) y ANY-maze (analisis).

El anadlisis de los videos consisti6 en la medicion del tiempo total de
exploracién de ambos objetos para cada sesidn, asi como la determinacion del
indice de reconocimiento para evaluar la memoria de corto y largo plazo, de acuerdo

con la siguiente formula:

TN
TN+TC

Ecuacion 2. IR =

Donde IR es el indice de reconocimiento, TN es el tiempo de exploracién

del objeto novedoso y TC es el tiempo de exploracién del objeto conocido.
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Figura 6. Posibles ubicaciones de los objetos en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso.
Se observan 4 diferentes configuraciones de ubicacion de los objetos similares y novedosos en las diferentes
fases de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso.

11.9.3. Laberinto elevado en cruz

El dispositivo que se utilizdé para esta prueba se conformd por 4 brazos,
elevados a 50 cm sobre el piso, dos de estos brazos disponian de paredes laterales

de 40 centimetros de altura (Brazos cerrados) y dos no presentaban ningun borde
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(Brazos abiertos) (ver Figura 7). Las pruebas se realizaron en un cuarto oscuro,
cuya unica fuente de iluminacién fue una lampara de luz roja. El experimento fue
grabado con una camara (Webcam USB 2K Steren) instalada en la sala de
comportamiento, por arriba del laberinto, y conectada a una computadora para

registrar imagenes para su posterior analisis.

Antes de cada prueba el laberinto fue limpiado con etanol al 70% con la
finalidad de reducir las sefales olfativas. Al iniciar la prueba el animal fue colocado
en el centro del laberinto con la cabeza orientada hacia uno de los brazos cerrados,

permitiendo su exploracion libre durante 10 minutos.

Las variables por evaluar fueron: Numero de entradas a los brazos abiertos,
numero de entradas a los brazos cerrados, tiempo en los brazos abiertos y tiempo

en los brazos cerrados.

1 |

Cerrado ‘ . Cerrado

1 L

Figura 7. Conformacién del laberinto elevado en cruz

Se observa un laberinto elevado en cruz que consiste en cuatro brazos, con dos brazos opuestos cerrados y
dos brazos opuestos abiertos sin paredes; asi como la ubicacion de la rata con vista hacia un brazo cerrado al
inicio de la prueba de laberinto elevado en cruz.
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11.10. Extraccion de tejidos

Posterior a las pruebas de conducta se realizé el procedimiento de eutanasia,
con este propésito las ratas fueron anestesiadas con ketamina-xilacina, a una dosis
de 0.2 ml/100gr de peso del animal y se realizé una toracotomia bilateral para lograr

acceder a la cavidad toracica.

A continuacion, se obtuvo una muestra de sangre de la vena cava inferior
utilizando un sistema Vacutainer®, empleando una aguja calibre 21G y tubos de
recoleccion de tapa amarilla. La muestra resultante se centrifugé y el suero obtenido
se alicuoto para su posterior almacenamiento a -80°C, hasta la realizacion del perfil
lipidico.

Una vez finalizada la obtencién de la muestra de sangre, se realizo la
perfusion mediante la insercion de una canula rigida en el ventriculo izquierdo del
corazdén de la rata. Se establecid un flujo continuo de solucién Cloruro de Sodio
0.9%, facilitando la salida de los fluidos mediante una incisién en la vena cava

inferior.

Tras completar el objetivo de perfundir un volumen de aproximadamente 200
ml de solucién salina, se procedio a retirar la cabeza de la rata y se diseccion¢ el
cerebro, este se almacendé en paraformaldehido al 4% (PFA 4%) hasta su

preparacion para realizar las pruebas histolégicas.

Asi mismo, se obtuvieron la grasa epididimal e intraperitoneal para su pesaje

en la balanza analitica y posterior integracidon a los parametros morfométricos.
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Figura 8. Diagrama de procedimientos empleados para la extraccién de tejidos.
Se observa la eutanasia del biomodelo a través de la administracion de ketamina y xilacina (0.2 ml/100gr), asi
como la medicién de parametros morfométricos, perfusion y extraccién de tejidos (sangre, cerebro, grasa).

11.11. Pruebas histoldgicas

Previo a su manipulacién los cerebros permanecieron en una solucion de
sacarosa al 30% durante al menos 3 dias, posteriormente mediante la utilizacién del
criostato (Leica CM 1850), a una temperatura de -20° C, se obtuvieron cortes
histologicos coronales de las regiones de interés (Bregma -3.14 mm a -4.20 mm)
con un grosor de 30 ym cada uno. Se obtuvieron por cada cerebro al menos 12
laminillas, las cuales tuvieron 3-4 cortes histolégicos cada una.

11.11.1. Protocolo de inmunofluorescencia

Los cortes histolégicos se fijaron a portaobjetos previamente gelatinizados,
los cuales fueron almacenados a -20 °C hasta su procesamiento. Se realiz6 el
mismo procedimiento para todas las pruebas de inmunofluorescencia, siguiendo el
método recomendado por Santa Cruz Biotechnology, unicamente cambiando el
anticuerpo primario y su concentracion (ver Tabla 3). En primer lugar, las muestras
(laminillas con 3-4 cortes) se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 10
minutos, seguido de esto se realizo la rehidratacion, manteniendo las muestras en
PBS 1% durante 5 minutos. Posteriormente se realiz6 el desenmascaramiento de

antigenos, utilizando el tampdén de citratos caliente (aproximadamente 95 °C)
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durante 5 minutos. Se realizé un enjuague con PBS (solucion buffer de fosfatos) 1X
por 5 minutos, seguido de la permeabilizacion del tejido con Tritébn X-100 al 0.2%
durante 5 minutos, a continuacién, se hizo un lavado con PBS 1X por 5 minutos y
se aplicé albumina sérica bovina (BSA) libre de IgG al 2% durante 1 hora para
reducir la unién inespecifica de los anticuerpos, seguidamente se realizd un
enjuague con PBS 1X por 5 minutos y se incubaron las muestras con el anticuerpo
primario correspondiente (ver Tabla 3) durante 16 horas, en una camara humeda
cerrada. Después de la incubacion, se realizoé un enjuague con PBS 1X durante 5
minutos y se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario Rodamina
durante 2 horas. Seguido de esto un ultimo enjuague en PBS 1X durante 5 minutos,
finalizando con la aplicacién del medio de montaje con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol, que permitié la colocalizacién de los nucleos), asi como la colocacién de

un cubreobjetos y esmalte para evitar el movimiento de este ultimo (ver Figura 9).

PBS1X Buffer de PBS1X
5 minutos. I citratos — 3 Cortes
5 minutos
(caliente)

5 minutos.
30 ym

PBS .
Microscopio de

epifluorescencia | 7

|

-
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. 7 @ ‘0da la noche @ amina _ «
sérica —+ £+ X100 - 3 - e * 2 Shoas " £ DAPI—
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Figura 9. Diagrama del protocolo empleado para las pruebas de inmunofluorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia constan del desenmascaramiento de antigenos con buffer de citratos,
permeabilizacion con tritdn, bloqueo con albumina sérica bovina al 2%, incubacién con anticuerpo primario (anti-
BDNF, anti-SYP o anti-GFAP), incubacion con anticuerpo secundario Rodamina que contiene al fluoréforo y
montaje con DAPI, para la captura de microfotografias con un microscopio de epifluoresncia y su posterior
analisis en el programa Image J- FIJI.

Se realizaron 3 diferentes pruebas de inmunofluorescencia siguiendo las

indicaciones del fabricante, cada una de ellas en al menos 4 ratas por grupo, y en 2
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a 4 cortes por cada rata. Los anticuerpos utilizados y fabricante, asi como su

concentracion se pueden visualizar en la siguiente tabla (Tabla 3).

Protocolo Anticuerpo Fabricante [Ab] Dilucién
BDNF Anti-BDNF antibody Abcam 1 mg/ml 1:250
o
= [3B2]
E
g— GFAP GFAP Anticuerpo (GA- Santa Cruz 200 pg/ml 1:150
e 5): sc-58766 Biotechnology
=
(S)
5 SYP SYP/Synaptophysin Santa Cruz 200 pg/ml 1:150
Anticuerpo  (D-4): sc- Biotechnology
17750
° Rodamina Rhodamine Red™-X Jackson Immuno 1.5 mg/ml 1:200
o
2 5 (RRX) AffiniPure® Research
@
3 S Goat Anti-Mouse 1gG
£ 0
< § (H+L)
© Medio de UltraCruz® Aqueous Santa Cruz 1.5 ug/ml No aplica
'g montaje Mounting Medium with Biotechnology
S conDAPI DAPI

Tabla 3. Anticuerpos utilizados y su concentracion

Se presentan los anticuerpos primarios y secundario utilizados, asi como el medio de montaje, asi como el
fabricante, la concentracion y la dilucion utilizada para cada uno de ellos.

11.11.2.

Captura de las microfotografias

Posterior al marcaje con inmunofluorescencia de BDNF, GFAP y SYP, se

procedié con la captura de microfotografias de las regiones hipocampales: CA1,

CA3 y GD. Los cortes histolégicos se observaron a 20X con el microscopio de

epifluorescencia Nikon Eclipse E800 del laboratorio de microscopia del Instituto de
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Fisiologia, y se capturaron las microfotografias con el software Motic Images Plus
3.0.

Para la visualizacién de la marca con Rodamina, se utilizdé el conjunto de
filtros de fluorescencia Nikon B-2A, este posee una longitud de onda del filtro de
excitacion de 450-490 nanémetros (paso de banda, 470 CWL), longitud de onda de
corte del espejo dicromatico de 500 nanémetros (paso largo) y una longitud de onda
de corte del filtro de barrera de 515 nandémetros (paso largo) (Nikon Instruments
Inc., 2025a). Asi la configuracion de filtros fue adecuada para Rodamina que
presenta un pico de excitacion a 570 nm y un pico de emisién a 590 nm (Jackson

ImmunoResearch, 2025).

Para la visualizacién de los nucleos con DAPI se utiliz6 a combinacién de
filtros de emisién de paso largo Nikon UV-1A, que posee una longitud de onda del
filtro de excitacién de 360-370 nandmetros, longitud de onda de corte del espejo
dicromatico de 380 nanémetros (paso largo) y longitud de onda de corte del filtro de
barrera de 420 nandmetros (paso largo, LP) (Nikon Instruments Inc., 2025b). De
esta manera la configuracion de filtros fue adecuada para DAPI que posee una
longitud de onda de excitacién de 360 nm y una longitud de onda de emisién de 460

nm (Santa Cruz Biotechnology, 2025).

11.12. Protocolos experimentales por objetivo

Objetivo 1. Se determinaron los niveles de glucosa en sangre de las ratas y

se compararon los grupos tratados con los no tratados y entre cada fenotipo de rata.

Objetivo 2. Se evaluaron los niveles colesterol, triglicéridos, HDL-c, LDL-c y
VLDL-c en el suero, utilizando espectrofotometria; y se realizé una comparacion

entre los grupos tratados y control, asi como entre los fenotipos de rata.

Objetivo 3a. Se evalud la actividad exploratoria de cada rata mediante el
analisis de los videos correspondientes a la prueba de campo abierto y se

compararon los grupos tratados y control, asi como los fenotipos de rata.
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Objetivo 3b. Se evaludé la memoria de corto y largo plazo de cada rata
mediante el analisis de los videos correspondientes a la prueba NORT y se realizé
una comparacion entre los grupos tratados y control, asi como entre los fenotipos

de rata.

Objetivo 3c. Se evalué la ansiedad de cada rata mediante el analisis de los
videos correspondientes a la prueba de laberinto elevado en cruz y se realizé una
comparacion entre los grupos tratados y control, asi como entre los fenotipos de

rata.

Objetivo 4. Se cuantificd la densidad celular en las regiones CA1, CA3 y Giro
Dentado del Hipocampo Dorsal utilizando las microfotografias correspondientes a
DAPI de todas las pruebas de inmunofluorescencia; y se realizé una comparacion

entre los grupos tratados y control, asi como entre los fenotipos de rata.

Objetivo 5. Se valoraron los niveles de BDNF en las regiones CA1, CA3 y
Giro Dentado del Hipocampo Dorsal utilizando las microfotografias
correspondientes a Rodamina; y se realiz6 una comparacion entre los grupos

tratados y control, asi como entre los fenotipos de rata.

Objetivo 6. Se cuantifico la astrogliosis en las regiones CA1, CA3 y Giro
Dentado del Hipocampo Dorsal utilizando las microfotografias correspondientes a
Rodamina; y se realizé una comparaciéon entre los grupos tratados y control, asi

como entre los fenotipos de rata.

Objetivo 7. Se evaluaron los niveles de SYP en las regiones CA1, CA3 y Giro
Dentado del Hipocampo Dorsal utilizando las microfotografias correspondientes a
Rodamina y se realiz6 una comparacion entre los grupos tratados y control, asi

como entre los fenotipos de rata.

11.13. Analisis de datos

Los parametros morfométricos se almacenaron en hojas de calculo de

Google sheets hasta su analisis en GraphPad Prism 5.0.
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El analisis de los videos de las pruebas de conducta se realizé manualmente
y con el software ANY-maze, los datos obtenidos se recopilaron en Hojas de calculo

de Google Sheets y posteriormente se analizaron en GraphPad Prism 5.0.

La evaluacion de la densidad neuronal se realiz6 mediante el analisis de
microfotografias de inmunofluorescencia, que presentaron marcaje de los nucleos
con DAPI. Se utilizo el software Imaged Fiji para la deteccién de ROIs (Regiones de
interés en ImagedJ, en este caso los nucleos con DAPI) (ver Anexos, Determinacion
de ROls). El analisis de los resultados se realizé en el programa GraphPad Prism
5.0.

Para el analisis de microfotografias de inmunofluorescencia y cuantificacion
de astrocitos reactivos, se utilizé el software Imaged Fiji, mediante la seleccién
manual de ROIs (ver Anexos, Determinacion de ROIs). Para el analisis de los

resultados se utilizé el programa GraphPad Prism 5.0.

La cuantificacion de BDNF y SYP se realizé indirectamente mediante el
analisis de microfotografias de inmunofluorescencia y la deteccion de ROls
(Regiones de interés en ImageJ, en estos casos los puntos mas brillantes) utilizando
el software ImageJ Fiji, de esta manera, el numero de ROIs obtenido es proporcional
a la concentracién de BDNF o SYP (ver Anexos, Determinacion de ROIls). Para el

analisis de todos los resultados se utilizé el programa GraphPad Prism 5.0.

Después de la obtencion de los valores de absorbancia del perfil lipidico, se
realizé la conversién a unidades de concentracion (mg/dl) como se indica en los
protocolos, los resultados se recopilaron en Hojas de calculo de Google Sheets y

finalmente se analizaron en GraphPad Prism 5.0.
11.14. Diseno estadistico
11.14.1. Hipdtesis estadistica

Hipodtesis nula (Ho): Los compuestos bioactivos de la Prosthechea karwinskii

no tienen efectos sobre la conducta, asi como en las regiones CA1, CA3 y Giro
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Dentado del hipocampo, y sobre los niveles de glucosa y lipidos de ratas Zucker
Diabetic Fatty.

Hipétesis alternativa (Ha): Los compuestos bioactivos de la Prosthechea
karwinskii tienen efectos sobre la conducta, ni en las regiones CA1, CA3 y Giro
Dentado del hipocampo, y sobre los niveles de glucosa y lipidos de ratas Zucker
Diabetic Fatty.

11.14.2. Prueba estadistica

Se utilizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para verificar que los datos
pertenecen a una poblacion distribuida normalmente, utilizando la prueba de
ANOVA para datos normales o su equivalente no paramétrico, la prueba de Kruskal-
Wallis, para datos sin una distribucion normal, comparando los resultados de los 6

grupos para cada prueba.
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12. Resultados

12.1. Curvade tolerancia a la glucosa pretratamiento

En la Figura 10 se presenta la curva de tolerancia a la glucosa de las ratas
previo a ser tratadas, a partir de esta prueba se evidenciaron diferencias
significativas en el estado de glucemia de las ratas permitiendo la division de grupos
(Wang et al., 2014). Con base en el peso de las ratas y el nivel de glucemia en la
curva de tolerancia a la glucosa se pudo dividir a las ratas en tres grupos: LEAN
(linea azul), que son delgadas y con niveles de glucosa normales, OZDF NG (linea
verde), que son obesas y con niveles de glucemia normales y OZDF HG (linea
naranja), que son ratas obesas y con hiperglucemia. El grupo OZDF HG (linea
naranja) presenta concentraciones de glucosa en sangre elevadas, con diferencias
significativas al compararse con el grupo delgado (LEAN, linea azul) desde los 30
minutos de la prueba, asi mismo presenta diferencias significativas al compararse
con el grupo OZDF NG (linea verde) desde los 60 minutos de la prueba, ademas, a
las dos horas de la prueba, el grupo OZDF HG no logré disminuir su nivel de glucosa
a una concentracion por debajo de los 200 mg/d|, lo cual es considerado un criterio
para el diagndéstico de la Diabetes (American Diabetes Association, 2026). Por otro
lado, a pesar de su condicion de obesidad, el grupo OZDF NG presento niveles de
glucosa similares al grupo LEAN (90 y 120 minutos) y, a las 2 horas de la prueba de
tolerancia a la glucosa, logré disminuir su nivel de glucosa a una concentracion por

debajo de los 200 mg/dI, al igual que el grupo delgado.

Con la finalidad de visualizar que no hubo sesgos en la division de los grupos,
en control (VH) y tratamiento (TX), se utilizaron los mismos datos para generar una
nueva curva de tolerancia a la glucosa con los 6 nuevos grupos, asi en el panel B,
se puede observar que no hubo diferencia significativa entre el grupo delgado
control (LEAN VH, linea azul) y el grupo delgado tratamiento (LEAN TX, linea roja);
entre el grupo obeso normoglucémico control (OZDF NG VH, linea verde) y el grupo

obeso normoglucémico tratamiento (OZDF NG TX, linea morada); ni entre el grupo
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obeso hiperglucémico control (OZDF HG VH, linea naranja) y el grupo obeso

hiperglucémico tratamiento (OZDF NG TX, linea negra).

Ademas, al evaluar el area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la
glucosa previa al tratamiento (ver panel C), se constatan las diferencias
significativas entre los grupos normoglucémico (LEAN y OZDF NG) y el grupo
hiperglucémico (OZDF HG). Asi como, al comparar los grupos TX con su respectivo
grupo VH, no se encontraron diferencias significativas, mostrando que la subdivision
de los grupos no presenta sesgos. En adicién, la comparacién del area bajo la curva

entre los grupos LEAN y OZDF NG, no presenta diferencias significativas.
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Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa pretratamiento.
Media + EE de los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa, de las ratas Zucker Diabetic Fatty a las
13 semanas de edad, previo al tratamiento. A) Curva de tolerancia a la glucosa pretratamiento, se observa la
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divisién de poblacion en tres grupos de ratas: Delgadas con niveles de glucosa normales (LEAN), Obesas con
niveles de glucosa normales (OZDF NG) y Obesas con hiperglucemia (OZDF HG) *** p <0.0005 vs grupo LEAN
(prueba ANOVA de dos vias); &&& p <0.0005 vs grupo OZDF NG (prueba ANOVA de una via). B) curva de
tolerancia a la glucosa pretratamiento en subgrupos, no se observa diferencia significativa entre los grupos
tratamiento (TX) y sus correspondientes grupos control (VH) (prueba Anova de 2 vias). C) area bajo la curva de
la prueba de tolerancia a la glucosa pretratamiento *** p <0.0005 vs grupo LEAN (prueba ANOVA de una via);
& p <0.05 vs grupo OZDF NG (prueba ANOVA de una via).

12.2. Parametros morfométricos

En la Tabla 4 se pueden observar los resultados, como la media + error
estandar (EE), de los parametros morfométricos de las ratas, los cuales permiten la
diferenciacion de los fenotipos reportados en esta tesis, asi como la evaluacion del

tratamiento sobre los mismos.

Parametro/ grupo LEAN LEAN TX OZDF OZDF OZDF OZDF

VH NGVH NGTX HGVH HGTX
Peso (g) 3284 + 3416 + 530 + 5054 + 4992 + 517.3
13.01 7.93 16.67 1863 1399  19.78

&&& &&& &&& &&&

Perimetro 1575 + 1619 + 2158 + 215 + 215 + 2033 #%
abdominal (cm) 0.31 0.30 0.43 0.31 0.22 0.42
& & &
Longitud 2313 + 2378 + 245 + 2442 + 2379 + 2421
nasoanal (cm) 0.44 0.24 0.19 0.33 0.38 0.46
IMC (g/cm?) 061 + 060 + 089 + 08 + 089 + 089 =
0.03 0.02 0.03 0.01 0.02 0.03
&&& &&& &&& &&&
Grasa epididimal 3.55 + 3.29 + 1428 + 1224 + 1599 + 1346 %
(9) 0.33 0.36 1.92 1.90 0.47 1.55

&&& &&& &&& &&&
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Grasa 2.2 + 275 + 19.09 + 1941 = 1932 + 217
retroperitoneal 0.61 0.25 1.01 1.65 0.73 1.69
(g) *%k*% *%k% *%k% *%k%

&&& &&& &&& &&&

N 8 8 6 5 6 6

Tabla 4. Caracteristicas de la rata Zucker Diabetic Fatty.

Media + EE de los parametros morfométricos de las ratas Zucker Diabetic Fatty a las 17 semanas de edad. El
indice de masa corporal (IMC) se calculé segun la ecuacion descrita en Materiales y Métodos. ** p < 0,005 VS
LEAN VH; ***p < 0,0005 VS LEAN VH; & p < 0,05 VS LEAN TX; &&& p < 0,0005 VS LEAN TX (prueba ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis).

Se observan diferencias significativas entre los grupos LEAN y los grupos
OZDF en los siguientes parametros: peso, perimetro abdominal, IMC, peso de grasa
epididimal, asi como grasa retroperitoneal, lo que se debe a la obesidad
caracteristica del modelo que ha sido reportada en la literatura (Al-Awar et al., 2016;
Berra-Romani et al., 2019; Wang et al., 2014). Por otro lado, no se encontraron
diferencias significativas en estos parametros entre los grupos VH y los grupos TX
correspondientes. Asi mismo no se encontraron diferencias significativas en la

longitud nasoanal entre ningun grupo.

Asi, la presencia de obesidad en las ratas OZDF se demostré por el aumento
del peso corporal, la circunferencia abdominal y el peso de la grasa epididimaria y
retroperitoneal en ratas OZDF al comparase con el grupo LEAN, mientras que la
confirmacion de DT2 en ratas OZDF HG se realiz6 mediante la prueba de tolerancia
a la glucosa con valores por encima de los 200 mg/dl de glucosa en sangre a las 2
horas de la prueba. En conjunto, estos resultados demuestran que las ratas OZDF

NG presentan obesidad, y que las ratas OZDF GH presentan obesidad y Diabetes.

12.2.1. Aumento de peso

Ademas de determinar los parametros morfométricos anteriores, se
monitored el peso de las ratas, antes, durante y después del tratamiento, los datos
obtenidos fueron graficados como la media + EE de los pesos de las ratas (ver
Figura 11A). Se puede observar que desde el inicio del tratamiento (semana 0) los
grupos OZDF (lineas verde, morada, naranja y negra) presentaron mayor peso con
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respecto a las ratas LEAN (lineas azul y roja) lo cual era esperado debido al modelo

utilizado.

Para una mejor visualizacion de los cambios del peso con respecto al tiempo,
asi como el efecto del tratamiento, se determiné el porcentaje de aumento de peso

mediante la siguiente ecuacion (Salleh et al., 2022; Wachal et al., 2020):

peso — peso inicial
Aumento de peso (%) = — x100
peso inicial

Esta ecuacion permitio observar el porcentaje de aumento de peso de los
animales teniendo como referente al peso de la rata previo a la primera curva de

tolerancia a la glucosa.

En el panel B, se muestra el valor de la media + EE del porcentaje de
aumento de peso por semana de las ratas, en el eje “X” se observan las semanas
de tratamiento, mientras que en el eje “Y” se observa el porcentaje de aumento de
peso de las ratas. Tras una semana de tratamiento no hubo diferencias significativas
en el aumento de peso de las ratas. Después de 2 y 3 semanas de tratamiento
tampoco se observaron diferencias significativas en el porcentaje de aumento de
peso entre los grupos control (VH) y los tratados (TX), sin embargo, se aprecia una
diferencia significativa entre las ratas delgadas (LEAN VH, azul; LEAN TX, rojo) y
Obesas (OZDF NG VH, verde; OZDF HG VH, naranja; OZDF HG TX, negro),
excepto en el caso del grupo OZDF normoglucémico tratamiento (morado). Después
de cuatro semanas de tratamiento se observan diferencias significativas entre los
grupos LEAN y OZDF, y entre el grupo OZDF NG VH (verde, 31.49 + 4.571) y su
grupo control (OZDF NG TX, morado, 20.68 £ 7.591).

Estos resultados demuestran que en ratas OZDF NG el extracto disminuyo

el porcentaje de aumento de peso.
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Figura 11. Peso por semana.

Media + EE del peso de las ratas Zucker Diabetic Fatty durante el tratamiento de 4 semanas con extracto de la
orquidea Prosthechea karwinskii. A) Aumento de peso de las ratas por semana en gramos, *** p < 0,0005 grupos
OZDF VS grupos LEAN (prueba ANOVA de dos vias). B) Porcentaje de aumento de peso por semana * p <
0,05 grupo OZDF NG VH VS grupos OZDF NG TX (prueba Anova de 2 vias).
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Curva de tolerancia a la glucosa postratamiento

En la Figura 12 se presenta la curva de tolerancia a la glucosa de las ratas

posterior al tratamiento, donde nuevamente tanto los grupos LEAN (Linea azul y

roja) como los OZDF NG (linea verde y morada) tienen los niveles similares de
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glucosa en sangre y logran llegar a un valor menor a 200 mg/dl de glucosa a las dos
horas de la prueba de tolerancia a la glucosa. Por otro lado, las ratas OZDF HG VH
presentaron niveles significativamente mayores de glucosa a los 90 (295.5 mg/dl) y
120 (282.6 mg/dl) minutos de la prueba, con respecto al grupo LEAN VH (155.6 a
los 90y 117.5 mg/dl a los 120 minutos); mientras que, unicamente a los 120 minutos,
presentaron niveles de glucosa significativamente mayores, las ratas OZDF HG TX
(236.0 mg/dl) que las ratas LEAN VH (117.5 mg/dl).

Para una mejor visualizacion los efectos del tratamiento, se procedié con la
comparacion por separado de cada grupo TX con su respectivo grupo VH (panel B-
D). A pesar de que no hubo diferencias significativas entre los grupos VHy TX, se
puede observar que, en el caso de las ratas obesas hiperglucémicas (ver figura
panel D), el grupo tratamiento (linea negra) muestra una tendencia a presentar

niveles de glucosa menores que el grupo control (linea naranja).

Se procedio a evaluar el area bajo la curva (ABC) de la prueba de tolerancia
a la glucosa postratamiento, y se comparo con el area bajo la curva obtenida en la
prueba de tolerancia a la glucosa pretratamiento (panel E), asi, en las ratas OZDF
HG TX, se observa que hubo una diferencia significativa entre el ABC de la curva
de tolerancia a la glucosa pretratamiento (689.6 + 79.92) y postratamiento (450.7 +
21.16), lo que sugiere que la administracion del extracto de Prosthechea karwinskii
tuvo un efecto hipoglucemiante sobre los niveles de glucosa en sangre de las ratas

OZDF HG TX, al ser comparadas con su control.
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Figura 12. Curva de tolerancia a la glucosa postratamiento.

Media + EE de los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa, de las ratas Zucker Diabetic Fatty después
de 4 semanas de tratamiento con el extracto de orquidea Prosthechea karwinskii. A) Curva de tolerancia a la
glucosa postratamiento, se observan todos los grupos * p <0.05 vs LEAN VH; ** p £0.005 vs LEAN VH; ***
p <0.0005 vs LEAN VH (prueba ANOVA de dos vias). B) Curva de tolerancia a la glucosa postratamiento en
ratas LEAN tratadas (LEAN TX) y su correspondiente grupo control (LEAN VH), no se observan diferencias
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significativas (prueba Anova de 2 vias). C) Curva de tolerancia a la glucosa postratamiento en ratas OZDF
normoglucémicas tratadas (OZDF NG TX) y su correspondiente grupo control (OZDF NG VH), no se observan
diferencias significativas (prueba Anova de 2 vias). D) Curva de tolerancia a la glucosa postratamiento en ratas
OZDF hiperglucémicas tratadas (OZDF HG TX) y su correspondiente grupos control (OZDF HG VH), no se
observan diferencias significativas (prueba Anova de 2 vias). D) area bajo la curva de la prueba de tolerancia a
la glucosa pretratamiento y postratamiento * p <0.05 (prueba ANOVA de dos vias).

12.4. Pruebade Campo abierto

12.4 1. Actividad motora

En la Figura 13 A, se muestra, como la media + EE, la distancia total
recorrida durante la prueba de campo abierto. A pesar de que los grupos obesos,
presentan valores inferiores a los grupos delgado, la prueba no mostré diferencias
significativas entre los grupos tratamientos y control, ni entre los fenotipos, lo que

sugiere que las ratas ZDF no tienen deficiencias locomotoras (Tekwe et al., 2013).

Por otro lado, en la Figura 13 B se presenta, como la media + EE, la
velocidad media durante la prueba de campo abierto; se observa que, a pesar no
encontrar diferencias significativas en la distancia recorrida, los grupos presentan
diferentes velocidades, en el caso de las ratas obesas normoglucémicas tratamiento
(OZDF NG TX, morado, 7.18 + 0.11) tienen una velocidad significativamente menor
que las ratas delgadas tratamiento (LEAN TX, rojo, 9.60 £ 0.58) y que las ratas
obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX, negro, 10.07+ 0.26).
Adicionalmente al comparar al grupo obeso hiperglucémico control (OZDF HG VH,
naranja, 7.96x 0.71) con el obeso hiperglucémico tratamiento (OZDF HG TX negro,
10.07+ 0.26) se observa que el tratamiento es significativamente mas veloz (p<0.05,

prueba Anova de una via).
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Figura 13. Actividad motora.

Media + EE de los resultados de actividad motora, en la prueba de campo abierto, de las ratas Zucker Diabetic
Fatty después del tratamiento de 4 semanas con extracto de la orquidea Prosthechea karwinskii. A) Distancia
total recorrida durante la prueba de campo abierto, no hubo diferencias significativas entre los grupos (prueba
ANOVA de dos vias). B) Velocidad media durante la prueba de campo abierto. *p<0.05; **p<0.05 (prueba Anova
de una via).

12.4.2. Conductas relacionadas con la ansiedad/exploracion

En la Figura 14.A, se muestra, como la media + EE, el porcentaje de tiempo
movil de las ratas; la prueba mostré una diferencia significativa entre el grupo
delgado control (LEAN VH, azul, 59.83 £ 2.949) y el grupo Obeso hiperglucémico
tratamiento (OZDF HG TX, negro, 40.67 + 4.287) (p<0.05, prueba Anova de una
via). En la Figura 14.B se presenta, como la media * EE, la tigmotaxis (tendencia

de un sujeto a permanecer cerca de las paredes) durante la prueba de campo
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abierto; no se observan diferencias significativas entre los grupos, debido a esto se

puede concluir que el tratamiento no tiene efectos en las conductas asociadas a la

ansiedad.
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Figura 14. Conductas relacionadas con la ansiedad.

Media + EE de las conductas asociadas con ansiedad en la prueba de campo abierto, de las ratas Zucker
Diabetic Fatty después del tratamiento de 4 semanas con extracto de orquidea de Prosthechea karwinskii. A)
El porcentaje de tiempo movil de las ratas den la prueba de campo abierto, *p<0.05 (prueba Anova de una via).
B) La tigmotaxis (tendencia de la rata a permanecer cerca de las paredes) durante la prueba de campo abierto,
no hay diferencias significativas entre los grupos (prueba Anova de una via).

12.5. Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Enla Figura 15, se muestra, como la media + EE, el indice de reconocimiento
(IR) obtenido mediante la formula previamente reportada en la seccion de material
y métodos, de las ratas ZDF en las diferentes fases de la prueba de reconocimiento

de objeto novedoso, donde un valor alto indica un buen desemperfio en la memoria
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y un valor cercano a 0 sugiere la ausencia de memoria de reconocimiento. En A se
aprecian las 3 fases de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso, donde el
aumento en el indice de reconocimiento entre la fase de familiarizacién (FAM) y las
fases de memoria a corto (MCP) o largo plazo (MLP) indica un buen desempefio en
la memoria. Aunque no existen diferencias significativas entre las fases dentro de
cada grupo, visualmente se pueden determinar diferencias entre los grupos
evaluados, siendo el resultado mas prometedor el de las ratas obesas
hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX, negro) que presentan un aumento en
su indice de reconocimiento, mientras que en su grupo control (OZDF HG VH,

naranja) presenta una disminucion en el indice de reconocimiento.

En B, se muestra que, al realizar comparaciones entre los grupos, en la fase
de memoria a largo plazo, la rata OZDF HG TX (negro, 0.59 £ 0.02) presenta una
diferencia significativa en su indice de reconocimiento al ser comparada con su
grupo control OZDF HG VH (naranja, 0.40 £ 0.04), lo que indicaria que la
administracion del extracto de Prosthechea karwinskii tuvo efecto sobre la memoria
de reconocimiento en ratas OZDF hiperglucémicas, al presentar un IR

significativamente mayor que su control.
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Figura 15. Prueba de reconocimiento de objeto novedoso.

Media + EE del indice de reconocimiento obtenido por las ratas Zucker Diabetic Fatty, durante la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso después del tratamiento de 4 semanas con extracto de la orquidea
Prosthechea karwinskii. A) Resultados por grupo de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso B)
Resultados por fase de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso. **p<0.05 (prueba Anova de dos vias).
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12.6. Laberinto elevado en cruz

La Figura 16, muestras los resultados obtenidos en la prueba de laberinto
elevado en cruz como la media + EE. En el panel A se evaluo el numero de entradas
a cada region del laberinto, se observa preferencia por los brazos cerrado (una
conducta normal), sin embargo, no existen diferencias significativas entre los
grupos. En el panel B, también se observa una marcada preferencia de todas las
ratas a permanecer en los brazos cerrados durante la mayor parte del tiempo de la
prueba, sin embargo, no se observan diferencias significativas, en el tiempo de
permanencia en cada zona, entre los diferentes grupos. De esta forma se puede
decir que el tratamiento no produjo cambios en la conducta relacionada a la

ansiedad.
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Figura 16. Prueba de laberinto elevado en cruz.

Media + EE de los resultados obtenidos por las ratas Zucker Diabetic Fatty, durante la prueba de laberinto
elevado en cruz, después del tratamiento de 4 semanas con extracto de la orquidea Prosthechea karwinskii. A)
Numero de entradas a cada zona del laberinto elevado en cruz **p<0.05 (prueba Anova de dos vias). B) Tiempo
de permanencia en cada zona del laberinto elevado en cruz.

12.7. Densidad celular

La Figura 17, presenta la media £ EE del numero de nucleos marcados con
DAPI en las microfotografias de regiones hipocampales de ratas Zucker Diabetic
Fatty, después de 4 semanas de tratamiento con extracto de Prosthechea karwinskii
o su vehiculo. Se observa que en la regién de CA1 (ver A) la rata OZDF HG TX
(negro, 488.1 £ 12.5) presenta un aumento significativo en su densidad celular al
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compararse con el grupo LEAN VH (azul, 433 £ 6.9), al igual que, con el LEAN TX
(442.3 £ 9.5).

En la region de CA3 (ver B) el grupo OZDF HG TX (negro, 521.6 + 14.6)
presenta un aumento significativo de la densidad neuronal al compararse con 2
grupos: el grupo LEAN TX (rojo, 455.8 + 8.3) y el grupo OZDF NG TX (morado,459.6
1 12.45).

De la misma forma en la region de GD (ver C) el grupo OZDF HG TX (negro,
631.7 = 21.1) exhibi6 un aumento significativo de la densidad neuronal al
compararse con 4 grupos: el grupo LEAN VH (azul, 561.5 £ 11.7), el grupo LEAN
TX (rojo, 560.3 £ 16.3), el grupo OZDF NG VH (verde, 550.2 + 15.8) y el mas
destacable, su grupo control (OZDF HG VH, naranja, 551.2 + 13.4).

Considerando estos resultados en su conjunto, se puede decir que el extracto
de orquidea Prosthechea karwinskii produjo un incremento de la densidad neuronal

en las ratas OZDF HG TX, especialmente en la region de GD.
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Figura 17. Densidad celular.
Media + EE del numero de nucleos marcados con DAPI en las microfotografias de regiones hipocampales de
ratas Zucker Diabetic Fatty, después de 4 semanas de tratamiento con extracto de Prosthechea karwinskii. A)
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Densidad celular en CA1. B) Densidad celular en CA3. C) Densidad celular en GD. *p <0.05; **p <0.005;
***p <0.0005 (Prueba ANOVA de una via).

12.8. Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

Se muestra en la Figura 19, como la media + EE, la cantidad de Regiones
de interés (ROIs), obtenidas de manera semiautomatica con el software ImageJ Fiji,
que representan la concentracion del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) (ver seccién de “Analisis de datos” en “Material y métodos”). En el panel A,
se observa el numero de ROIs que presenta cada grupo en la region hipocampal
CA1. Se observa un aumento de BDNF en los 4 grupos de ratas obesas (OZDF NG
VH, verde, 974.5 + 65.8; OZDF NG TX, morado, 900.5 + 38.1; OZDF HG VH,
naranja, 829.6 + 31.4; OZDF HG TX, negro, 1013 £ 37), con respecto a los grupos
de ratas delgadas (LEAN VH, azul, 635.1 £ 38.8; LEAN TX, rojo, 630.8 +44.6). En
adicién se muestra un aumento significativo de la cantidad de BDNF en las ratas
obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX, negro) al compararlas con sus
controles (OZDF HG VH, naranja).

El panel B presenta el numero de ROIs en la regidn hipocampal CA3. Se
observa un aumento de BDNF en los grupos OZDF NG VH (verde, 894.5 + 54.5),
OZDF NG TX (morado, 886 + 61.5) y OZDF HG TX (negro, 974.6 + 33.2), con
respecto al grupo de delgado control (LEAN VH, azul, 665.9 + 32.4). Al comparar a
los grupos obesos con el grupo delgado tratamiento (LEAN TX, rojo, 789.8 £ 32,25),
solo se muestra una diferencia significativa con el grupo OZDF HG TX, que tiene
BDNF aumentado. Ademas, se muestra un aumento significativo de la cantidad de
BDNF en las ratas obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX, negro) al

compararlas con sus controles (OZDF HG VH, naranja, 788.4 + 34.2).

El panel C, muestra el numero de ROIs en la region hipocampal GD. Se
observa un aumento de BDNF en los grupos de ratas obesas OZDF NG VH (verde,
929.4 + 65.8), OZDF NG TX (morado, 946.2 + 55.3) y OZDF HG TX (negro, 893.6 +
21.2), con respecto al grupo de delgado control (LEAN VH, azul, 699.5 + 37.2). Asi
mismo, se puede ver que el grupo OZDF HG VH (naranja, 729.9 + 27.6) presenta
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niveles significativamente menores que los grupos obesos normoglucémico (OZDF
NG VH, verde; OZDF NG TX, morado), y una tendencia similar al ser comparado
con su grupo tratamiento (OZDF HG TX, negro), sin que llegue a ser un resultado

significativo.

Estos resultados, en conjunto, parecen indicar que en este estudio la
obesidad tiene un papel crucial en las concentraciones de BDNF de ratas Zucker
Diabetic Fatty, ya que en ratas obesas se encuentra aumentado en comparacion al
grupo delgado, después de 4 semanas de administracion del extracto de hojas
Prosthechea karwinskii (TX), asi como que el tratamiento parece tener un efecto
dependiente del nivel de glucosa, por lo cual aumento los niveles de BDNF de las
ratas obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX), comparadas con su
control (OZDF HG VH).

Adicionalmente en la Figura 18 se muestra una imagen representativa de

cdmo se visualizé la marca anti-BDNF en las microfotografias

Figura 18. Imagen representativa de microfotografia con marca anti-BDNF
En azul se observan los nucleos de las células marcas con DAPI, los puntos rojos de mayor intensidad son la
marca anti-BDNF.
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Figura 19. Expresién de factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).
Media + EE del nimero de ROIls para la marca de BDNF en las regiones hipocampales de ratas Zucker Diabetic
Fatty tras 4 semanas de tratamiento con el extracto de hojas de Prosthechea karwinskii. A) BDNF en CA1. B)

BDNF en CA3. C)BDNF en GD. *p <0.05; ***p <0. & p <0.05 vs LEAN VH; && p <0.005 vs LEAN VH; &&&
p <0.0005 vs LEAN VH (Prueba ANOVA de una via).
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12.9. Proteina acida fibrilar glial (GFAP)

La Figura 20 representa, como la media £ EE, la cantidad de astrocitos
marcados con anticuerpo anti-GFAP. En el panel A, se observa el numero de
astrocitos marcados que presenta cada grupo en la region hipocampal CA1, con
una disminucion significativa de estos por parte de las ratas OZDF HG TX (negro,
57.9 £ 2.7), al ser comparadas con el grupo LEAN VH (azul, 76.46 + 2.8); asi mismo,
tendencias similares se observan al comprar al grupo OZDF HG TX con el grupo
OZDF NG VH (verde, 70.9 £ 2.9) y con el grupo OZDF NG TX (morado, 68.45 +

2.2), sin embardo estos no llegaron a ser significativos.

En el panel B, se muestra el numero de astrocitos marcados en la regién
hipocampal CA3, nuevamente las ratas OZDF HG TX (negro, 52.9 + 2.6) presentan
una disminucion significativa, del numero de astrocitos marcados, al ser
comparadas con los siguientes grupos: LEAN VH (azul, 76.7 + 2.6), LEAN TX (rojo,
67.35 £ 4.0), OZDF NG VH (verde, 72.9 + 2.8) y su grupo control (OZDF HG VH,
naranja, 69.6 + 2.4). Ademas, el grupo OZDF NG TX (morado, 62.2 + 2.4) también
presentd una disminucién significativa, en el numero de astrocitos marcados, al ser
comparado con el grupo LEAN VH (azul), asi como, una tendencia similar al ser
comprado con su grupo control (OZDF NG VH, naranja, p=0.09), sin lograr

significancia estadistica.

El numero de astrocitos marcados en la regién hipocampal GD se muestra
en el panel C, de nuevo las ratas obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HGT
TX, negro, 56.5 + 3.1) presentan una disminucion significativa, del numero de
astrocitos marcados, al ser comparadas con los siguientes grupos: LEAN VH (azul,
80.88 £ 3.0), LEAN TX (rojo, 76.6 + 3.9), OZDF NG VH (verde, 82 + 2.5), OZDF NG
TX (morado, 69.6 £ 1.9), asi como, su grupo control (OZDF HG VH, naranja, 69.6
2.4). Ademas, el grupo obeso normoglucémico tratamiento (OZDF NG TX, morado)
también presentd una disminucion significativa, en el numero de astrocitos

marcados, al ser comparado con el grupo LEAN VH (azul) y una tendencia similar
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al ser comprado con su grupo control (OZDF NG VH, verde, p=0.09), sin lograr

significancia estadistica.

En conjunto estos resultados sugieren que, en el fenotipo Obeso y con
hiperglucemia, la administracién del extracto de Prosthechea karwinskii, disminuye
la cantidad de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en las regiones
hipocampales CA1, CA3 y GD, mientras que en el fenotipo Obeso y con niveles de
glucosa normal, la administracion del extracto de Prosthechea karwinskii, disminuye
la cantidad de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en las regiones

hipocampales CA3 y GD.
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Figura 20. Astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP
Media + EE del numero de astrocitos marcados, en las regiones hipocampales CA1, CA3 y GD, de las ratas
Zucker Diabetic Fatty después de 4 semanas de tratamiento con el extracto de hojas de Prosthechea karwinskii.
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A) Numero de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en CA1. B) Numero de astrocitos marcados con
anticuerpo anti-GFAP en CA3. C) Numero de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en GD. *p <0.05
vs OZDF HG TX; **p <0.005 vs OZDF HG TX; ***p <0.0005 vs OZDF HG TX; & p <0.05 vs OZDF NG TX; &&p
<0.005 vs OZDF NG TX (Prueba ANOVA de una via).

De manera complementaria, en la Figura 21 y Figura 22, se presentan
imagenes representativas de las microfotografias de las regiones hipocampales
CA1, CA3 y GD, de ratas Zucker Diabetic Fatty, donde las muestras (cortes de
cerebro) fueron procesadas con inmunofluorescencia para GFAP. A pesar de que
este estudio no se enfocd en evaluar la morfologia de los astrocitos, en las
microfotografias se puede visualizar la presencia de astrocitos en diferentes
tamafos y con grosores diferentes en sus proyecciones (imagenes también

disponibles en la seccion Anexo 2).

100 pm
S -

Figura 21. Imagen representativa de inmunofluorescencia para GFAP
En azul se observan los nucleos de las células marcas con DAPI, los astrocitos reactivos marcados con
anticuerpo anti-GFAP se observan en rojo debido a la unién de Rodamina como anticuerpo secundario
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Figura 22. Microfotografias de regiones hipocampales CA1, CA3 y GD con marca anti-GFAP.
Procesadas con inmunofluorescencia para GFAP, de ratas Zucker Diabetic Fatty, después de 4 semanas de
tratamiento con extracto de Prosthechea karwinskil.
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12.10. Sinaptofisina (SYP)

En la Figura 24 se puede observar de forma indirecta, a través del numero
de ROls (ver seccion de “Analisis de datos” en “Material y métodos”), la cantidad de
sinaptofisina (SYP) presente en las regiones hipocampales CA1 (ver panel A), CA3
(ver panel B) y GD (ver panel C), de ratas Zucker Diabetic Fatty, después de 4
semanas de tratamiento. No se obtuvieron diferencias significativas entre los

grupos.

También en la Figura 23 se puede visualizar una imagen representativa de

coémo se observo el marcaje anti-SYP en las microfotografias.

500 pm

Figura 23. Imagen representativa de microfotografia con marcaje anti-SYP
En azul se observan los ntcleos de las células marcas con DAPI, la marca anti-syp se observa como un puntilleo
rojo.
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Figura 24. Expresion de sinaptofisina (SYP)

Media + EE del nimero de ROlIs para la marca de SYP en las regiones hipocampales de ratas Zucker Diabetic
Fatty, después de 4 semanas de tratamiento con el extracto de hojas de Prosthechea karwinskii. A) SYP en
CA1. B) SYP en CA3. C)SYP en GD. ns, diferencias no significativas (prueba ANOVA de una via).
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12.11. Perfil lipidico

En la Figura 25 se muestran, como la media + EE, los resultados del perfil
lipidico de las ratas Zucker Diabetic Fatty, después de 4 semana de tratamiento con

el extracto de Prosthechea karwinskii.

En primer lugar se evaluo el colesterol sérico (ver panel A) donde, como era
esperado, los grupos obesos (OZDF NG VH, verde, 162.9 + 9.3; OZDF NG TX,
morado, 140.2 £ 8.4; OZDF HG VH, naranja, 172.9 + 20.2; OZDF HG TX 155.7 %
12.9) presentaron niveles significativamente mayores que los grupos delgados
(LEAN VH, azul, 82.10 +4.2; LEAN TX, rojo, 80.59 + 5.0), como se observa, a pesar
de que los grupos tratamiento presentan valores menores que su respectivo control

no llegan a ser diferencias significativas.

En cuanto a los triglicéridos séricos (ver panel B), también se observa que
los grupos obesos tienen niveles significativamente mayores que los grupos
delgados (LEAN VH, azul, 33.45 £ 2.4; LEAN TX, rojo, 30.6 + 2.4), sin embargo, en
esta ocasion se puede apreciar que el tratamiento provocé la disminucion de la
concentracion de triglicéridos séricos en las ratas OZDF HG TX (negro, 101.9 £ 6.5)
al ser comparadas con su grupo control (OZDF HG VH, naranja, 155,9 + 19.3). Por
otro lado, a pesar de que es visible que el grupo OZDF NG TX (morado, 129.9 +
21.8) presenta niveles disminuidos de triglicéridos, esto no llega a la significancia

estadistica al compararse con su grupo control (OZDF NG VH, verde, 163.9 + 6.9).

En el panel C se muestra el nivel de colesterol de alta densidad (HDL,
comunmente llamado “colesterol bueno”), donde nuevamente se aprecia que los
grupos obesos (OZDF NG VH, verde, 60.2 + 5.5; OZDF NG TX, morado, 78 £ 3.3;
OZDF NH VH, negro, 82.2 + 3.1; OZDF HG TX, negro, 82.3 £ 5) presentaron niveles
significativamente mayores que los grupos delgados (LEAN VH, azul, 35.4 + 2.8;
LEAN TX, rojo, 42 £ 1.6).

Por otra parte, en el panel D, se presentan los niveles de colesterol de baja

densidad (LDL, comunmente llamado “colesterol malo”), los cuales se muestran
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disminuidos en el grupo OZDF NG TX (morado, 40.8 + 12.8) al compararse con su
grupo control (OZDF NG VH, verde, 90.2 + 7.2). La misma tendencia se observa al
comparar al grupo OZDF HG TX (negro,61.55 £ 8.7) con su grupo control (OZDF
HG TX, naranja, 98.6 + 8.8), que con una p= 0.06 no llega a ser significativa.
Igualmente, los grupos delgados (LEAN VH, azul, 48.1 £ 8; LEAN TX, rojo, 28.3 +
3.7) presentan niveles significativamente menores que los grupos obesos control
(OZDF NG VH, verde; OZDF HG VH, naranja), pero no que los grupos obesos
tratamiento (OZDF NG TX, morado; OZDF HG TX, negro).

Asi mismo, segun el panel E, al evaluar los niveles de colesterol de muy baja
densidad (VLDL) también se observa que los grupos obesos tienen niveles
significativamente mayores que los grupos delgados (LEAN VH, azul, 4.7 + 0.3;
LEAN TX, rojo, 4 £ 0.3), sin embargo, estos niveles de VLDL son significativamente
menores en el grupo OZDF NG TX (morado, 17.2 + 2.5) que en su grupo control
(OZDF NG VH, verde, 26 + 0.7), asi como, son significativamente menores en el
grupo OZDF HG TX (negro, 14.9 + 1.2) que en su grupo control (OZDF HG VH,
naranja, 20.9 £ 0.4).

Finalmente, en el panel F, se observa el indice triglicéridos (TG)/ colesterol
de alta densidad (HDL-c), el cual es un cociente lipoproteico utilizado como predictor
de resistencia a la insulina, Diabetes tipo 2, sindrome metabdlico y enfermedad
cardiovascular (Han et al., 2025; Kosmas et al., 2023; Yuge et al., 2023). En estos
resultados se puede apreciar que nuevamente los grupos delgados (LEAN VH, azul,
0.9 £ 0.01; LEAN TX, rojo, 0.7 + 0.04) presentan los valores mas bajos, siendo
significativamente menores que los grupos OZDF NG VH (verde, 3.1 £ 0.3), OZDF
NG TX (morado,1.6 £ 0.3) y OZDF HG VH (naranja, 1.9 £ 0.3). Ademas, se puede
observar que el tratamiento provoco una disminucion significativa de este indice en
el grupo OZDF NG TX (morado) al comparase con su grupo control (OZDF NG,
verde). A pesar de que los otros dos grupos tratamiento presentan valores inferiores,
en este indice, en comparacion son sus respectivos grupos control, esto no es

estadisticamente significativo.
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Figura 25. Perfil lipidico.

Media + EE de los resultados del perfil lipidico de las ratas Zucker Diabetic Fatty, después de 4 semana de
tratamiento con el extracto de hojas de Prosthechea karwinskii. A) Colesterol. B) Triglicéridos. C)colesterol de
alta densidad (HDL-c). D) Colesterol de baja densidad (LDL-c) E) Colesterol de muy baja densidad (VLDL-c) F)
Indice TG/HDL-c. *p <0.05; **p <0.005; ***p <0.0005; $p <0.05 vs LEAN VH; $$p <0.005 vs LEAN VH; $$$p
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<0.0005 vs LEAN VH; #p <0.05 vs LEAN TX; ##p <0.005 vs LEAN TX; ###p <0.0005 vs LEAN TX; &&p <0.005
vs ambos grupos LEAN; &&& p <0.0005 vs ambos grupos LEAN (Pruebas ANOVA de una via).

13. Discusion

En el presente trabajo, se investigd por primera vez el efecto de la
administracion del extracto de hojas de Prosthechea Karwinskii en ratas Zucker
Diabetic Fatty, una cepa que se utiliza ampliamente para el estudio de la obesidad
y la Diabetes. La dosis del extracto de hojas de Prosthechea Karwinskii, utilizada en
esta tesis, fue de 300 mg/ kg de peso, una dosis tomada de referencias previas
donde en ratas Wistar con sindrome metabdlico se realizaron pruebas a diferentes
dosis (Barragan-Zarate et al., 2021). Ademas, por primera vez se caracterizaron los
niveles de BDNF, GFAP y SYP en el hipocampo de este modelo, a continuacion, se

discutiran los resultados de este trabajo en cuatro aspectos:

1. Caracterizacion del biomodelo y el efecto del tratamiento en el aumento de
peso y tolerancia a la glucosa.

2. Efecto del tratamiento en la conducta

3. Efecto del tratamiento en el hipocampo (numero de células, BDNF, GFAP y
SYP)

4. Efecto del tratamiento en el perfil lipidico

13.1. Caracterizacion del biomodelo y el efecto del tratamiento
en el aumento de peso y tolerancia a la glucosa

En este trabajo se utilizo la rata Zucker Diabetic Fatty, un biomodelo de
obesidad y Diabetes. Para su caracterizacion se evaluaron deferentes parametros
morfométricos y como se mostré en la Tabla 4, la mayoria de estos parametros
(peso corporal, longitud nasoanal, circunferencia abdominal, IMC y grasa epididimal
y retroperitoneal) aumentaron significativamente en las ratas obesas (OZDF) en
comparacion con el grupo delgado (LEAN). Estos resultados confirman que las ratas
OZDF presentan obesidad entre las 12 y 17 semanas de edad (el tiempo que duro

el tratamiento), lo que concuerda con los datos reportados previamente por otros
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grupos de investigacion (Berra-Romani et al., 2019; Moreno-Salgado et al., 2023;
Wang et al., 2013).

La prueba de tolerancia a la glucosa constituye uno de los criterios que segun
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), son suficientes para diagnosticar DT2
en humanos (American Diabetes Association, 2026). A pesar de que en la mayoria
de la literatura se reportan unicamente dos grupos (fenotipos) en los que se puede
dividir la cepa Zucker Diabetic Fatty, los resultados de la curva de tolerancia a la
glucosa en conjunto con los parametros morfométricos, permitieron que, en este
estudio, se dividiera a la cepa en 3 grupos, el grupo delgado que presenta niveles
de glucosa normales (LEAN), el grupo obeso que también tiene niveles de glucosa
normales (OZDF NG) y el grupo que es obeso y presenta niveles de glucosa

elevados que llevarian al diagnéstico de Diabetes segun la ADA (OZDF HG).

El articulo de Wang y colaboradores, del 2014, es un precedente de esta
division del grupo obeso en normoglucémico e hiperglucémico, donde apuntan que
las ratas normoglucémicas OZDF parecen regresar a un fenotipo muy similar al de
las ratas Zucker obesas no diabéticas de las que derivaron (Wang et al., 2014), lo
cual puede ser una excelente explicacion para la existencia del grupo OZDF NG,
que a pesar de que es igual genéticamente (ambos grupos obesos son hermanos,
y presentan la mutacion fa / fa que los hace obesos) y ambientalmente al otro grupo

obeso, muestran diferentes manifestaciones de la enfermedad.

Por otro lado, en |la Tabla 4 de los parametros morfométricos, se puede
observar que no hay diferencias entre los grupos control y tratamiento. Esto es
contrario a lo que Barragan y colaboradores (2021) reportaron, en ratas Wistar con
sindrome metabdlico, donde el extracto de hojas de Prosthechea karwinskii (P.
karwinskii), a una dosis de 300mg/kg de peso del animal (misma dosis que en este
trabajo), tiene un efecto antiobesidad, al disminuir los depdsitos de grasa abdominal
y pericardica. Esta diferencia puede deberse al modelo animal utilizado, ya que en
ratas OZDF no se ha reportado disminucién del peso, solo atenuacion del aumento
de peso (Tekwe et al., 2013). Con base en esto se procedid a buscar otra forma de

evaluar el efecto del extracto de hojas de P. karwinskii sobre el aumento de peso en
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ratas OZDF, asi, se monitoreo6 el peso de las ratas por 4 semanas (antes, durante y
después del tratamiento) y se determiné el porcentaje de aumento de peso mediante

la siguiente ecuacién (Salleh et al., 2022; Wachal et al., 2020):

peso — peso inicial
Aumento de peso (%) = — x100
peso inicial

Donde “peso” se sustituye por el peso de la rata en cada semana y “peso
inicial” es el peso de la rata previo a la primera curva de tolerancia a la glucosa. El
hallazgo mas notable al comparar el porcentaje de aumento de peso es el de la
semana 4 (Figura 11), donde se observan diferencias significativas entre los grupos
LEAN y OZDF (algo esperado como se menciond anteriormente), pero también
entre el grupo OZDF NG VH y el grupo OZDF NG TX que demuestra que el extracto
de hojas de P. karwinskii, a una dosis de 300mg/kg de peso del animal, tiene un
efecto antiobesidad en ratas OZDF, pero unicamente en el caso de las
Normoglucémicas. Este resultado puede deberse a los compuestos presentes en el
extracto, como la embelina que inhibe la adipogénesis y la lipogénesis (Gao et al.,
2017), ademas es comparable con el mismo trabajo de Barragan y col. (2021),
donde el extracto de hojas de P. karwinskii tiene efecto antiobesidad al disminuir el

aumento de peso.

Como se describié anteriormente la insulina desempefa un papel crucial en
la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo, realizar una curva de tolerancia, no
solo es un criterio de diagndstico de Diabetes, sino una parte central en el estudio
de la fisiopatologia de esta enfermedad, si bien la mayoria de los receptores de
insulina se encuentran en los tejidos diana periféricos, también se ha informado
sobre su alta densidad celular en el cerebro, principalmente en las areas
responsables de la regulacién del apetito, la actividad autbnoma y la funcién

cognitiva (Blazquez et al., 2014; Maciejczyk et al., 2019).

En la curva de tolerancia a la glucosa postratamiento (Figura 12) los grupos
LEAN y OZDF NG tienen niveles similares de glucosa en sangre y logran llegar a

un valor menor a 200 mg/dl de glucosa, lo que indica que el grupo obeso
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normoglucémico no presento el desarrollo de la Diabetes, y que la divisién en grupos

no fue un error metodoldgico (Wang et al., 2014).

Para la comparacion de las curvas de tolerancia a la glucosa pre y
postratamiento, el manejo de los datos presentaba complicaciones para su
interpretacién, ya que las morfologias son distintas y las diferencias significativas
debian explicarse para los 4 puntos de la prueba (30, 60, 90, 120 minutos), asi que,
se optd por evaluar el area bajo la curva (ABC), que es un valor geométrico, que
refleja la variacion completa de la glucosa en sangre durante toda la prueba, y la
cual puede ser util como indice de tolerancia a la glucosa y como un parametro para
evaluar la eficacia de un tratamiento (Liu et al., 2022; Sakaguchi et al., 2016). El
ABC de la curva de tolerancia a la glucosa pretratamiento muestra diferencias
significativas entre las ratas normoglucémicas (LEAN y OZDF NG) y las ratas OZDF
HG. Por otro lado la comparacion del ABC de la curva de tolerancia a la glucosa
postratamiento y pretratamiento, solo obtuvo diferencia significativa entre los en el
grupo OZDF HG TX, esto puede interpretarse como que el extracto de hojas de P.
karwinskii (300 mg/ kg) tiene un efecto sobre el nivel de glucemia, exclusivamente
para ratas que presentan hiperglucemia, lo cual respalda sus efectos
hipoglucemiantes en ratas Wistar con sindrome metabdlico (Barragan-Zarate et al.,
2021). Este resultado puede deberse a que el extracto de hojas de P. karwinskii
contiene acido quinico que favorece la secrecion de insulina y a una mejor tolerancia
a la glucosa (Heikkila et al., 2019), rutina que aumenta de la captacion tisular de
glucosa, (Ghorbani, 2017), embelina que redujo los niveles de glucosa en ratones
con una dieta rica en grasas (Gao et al., 2017) y acido clorogénico que en pacientes
con intolerancia a la glucosa disminuyo la glucosa plasmatica en ayunas y aumento
la sensibilidad a la insulina (Zuhiga et al., 2018). Ademas de ser el resultado
esperado en esta investigacion, convierte al extracto de hojas de P. karwinskii en
un tratamiento deseable, ya que en la actualidad un problema relacionado con el
tratamiento hipoglucemiante, en la Diabetes, es la induccién de hipoglucemias que
pueden ser peligrosas o incluso mortales (Ascaso, 2014), por lo que este efecto

selectivo plantea buenas expectativas para el futuro de este tratamiento.
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13.2. Efecto del tratamiento en la conducta

Se realizaron 3 pruebas de conducta como se indico en los apartados
anteriores, en la primera prueba, campo abierto, se evalué actividad motora y
conductas asociadas a la ansiedad; en la segunda prueba, prueba de
reconocimiento del objeto novedoso, se evalua la memoria; finalmente en la tercera

prueba, laberinto elevado en cruz, se evalu6 ansiedad.

En cuanto a la distancia total recorrida (Figura 13 A) durante la prueba de
campo abierto, no hubo diferencias significativas entre los grupos tratamientos y
control, ni entre los fenotipos, unicamente se puede observar que todos los grupos
de ratas obesas presentan valores menores que los de ratas delgadas. Datos en
proceso de publicacidén, del laboratorio de neuroplasticidad y metabolismo, si
presentan diferencias significativas entre los grupos delgados y obesos de la misma
manera que proponen otros autores en otros estudios con rata diabéticas (Sadikan
et al., 2021; Spoelder et al., 2023). La diferencia puede recaer en la edad, dado que
por las 4 semanas de tratamiento, las ratas del presente estudio son mayores, asi
como en el uso de la via oral con una canula gastrica que pudo estresar a los
animales (Taylor et al., 2025). Por otro lado, este resultado también podria indicar
que, a pesar de la obesidad, las ratas empleadas en esta investigacion no presentan
diferencias significativas en su capacidad locomotora, lo cual asegura que para
otras mediciones o pruebas, las diferencias entre los grupos son debidas a la
administracion del extracto de la P. Karwinskii o a la obesidad e hiperglucemia, y no
a que sus capacidades motrices estén deterioradas (Tekwe et al.,, 2013).
Adicionalmente la prueba ademas de evaluar motricidad también evalua la
capacidad de exploracion de los animales ante un ambiente novedoso (Véikar &
Stanford, 2023), al no encontrar cambios significativos se puede pensar en que las
condiciones experimentales fueron homogéneas y que el comportamiento de

exploracion de los animales es similar.

A pesar de que las ratas recorren distancias similares, los grupos presentan
diferentes velocidades Figura 13 B, al comparar a los grupos control con sus

respectivos tratamientos no se puede ver una tendencia definida. Por un lado,
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tenemos que, en el grupo obeso hiperglucémico, el tratamiento tuvo mayor
velocidad que el control, y por otro lado tenemos al grupo obeso normoglucémico,
en el que sucede lo contrario, el grupo OZDF NG TX fue el mas lento de todos los
grupos. Esto podria indicar un efecto dual del extracto de hojas de P. karwinskii en
la velocidad que puede ser un indicador de ansiedad, sin embargo, resultados

posteriores no se ve la misma tendencia.

Asi, otro parametro evaluado fue el porcentaje de tiempo mavil (Figura 14
A), este grafico no mostré tendencias concluyentes, ya que el unico resultado
significativo fue la disminucion del tiempo moévil de la rata OZDF HG TX al
compararse con el grupo delgado control, lo mismo sucede en la tigmotaxis (Figura
14B) que no presenta diferencias significativas entre los grupos. Bajo este mismo
enfoque, los resultados de la prueba de laberinto elevado en cruz (Figura 16), una
prueba que no se habia realizado antes en este modelo experimental, tampoco
muestran diferencias significativas, por lo que se puede decir que los resultados no
tienen la solidez suficiente como para decir que el extracto tuvo un efecto, ya sea

ansiolitico o ansiogenico, ni tampoco la obesidad o la Diabetes.

La Diabetes causa déficits funcionales y estructurales en el cerebro,
reportando cambios estructurales en el hipocampo, que por su funcion en la
memoria traen como consecuencia el deterioro cognitivo (Sato & Morishita, 2014).de
esta manera, para evaluar a la memoria de reconocimiento, se realizé la prueba
reconocimiento de objeto novedoso, en esta se observé que las ratas OZDF HG TX
presentan un indice de reconocimiento (IR) que va en aumento, mientras que su
grupo control OZDF HG VH presenta un IR que va en decremento (Figura 15 A);
asi mismo, en la fase de memoria a largo plazo, la rata OZDF HG TX presenta una
diferencia significativa en su IR al ser comparada con su grupo control OZDF HG
VH, lo que sugiere que la administracion del extracto de hojas de Prosthechea
karwinskii tuvo efecto sobre la memoria de reconocimiento en ratas OZDF
hiperglucémicas, es decir mejoré su memoria, esto puede deberse a su efecto
hipoglucémico y antioxidante, ya reportado en otros trabajos (Barragan-Zarate et
al., 2021; Barragan-Zarate et al., 2022; Barragan-Zarate et al., 2020).
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13.3. Efecto del tratamiento en el hipocampo (numero de

células, BDNF, GFAPy SYP)

La mejora en la cognicion por parte de las ratas OZDF HG TX, que fue
observada en la prueba de Reconocimiento de objeto novedoso, debia ser
comprobada en el tejido cerebral, de esta forma se realizaron diferentes pruebas de

inmunofluorescencia que permitieron evaluar el estado del hipocampo.

13.3.1. Densidad celular

En primer lugar, esta la densidad celular (Figura 17) que se evalué mediante
el uso de DAPI. Se observa que en la region de CA1 la rata OZDF HG TX presenta
un aumento significativo en el numero de sus células al compararse con los grupos
delgados. En la region de CA3 también el grupo OZDF HG TX tiene un aumento
significativo al compararse con el grupo LEAN TX y el grupo OZDF NG TX. Asi
mismo en GD el grupo OZDF HG TX exhibié un aumento significativo al compararse
con los grupos LEAN VH, LEAN TX, OZDF NG VH vy, el mas destacable, su grupo
control (OZDF HG VH). Considerando estos resultados, se puede decir que el
extracto de orquidea Prosthechea karwinskii produjo un incremento de la densidad

neuronal en las ratas OZDF HG TX, especialmente en la region de GD.

La posible explicacion para este resultado esta en la neurogénesis, que es el
proceso complejo a través del cual las células madre neurales se diferencian en
neuronas y se integran en redes neuronales ya existentes, esta se produce
principalmente en dos nichos neurogénicos, la zona subgranular del giro dentado y
la zona subventricular de los ventriculos laterales (Sato & Morishita, 2014). Como
se menciond anteriormente el cerebro es propenso al estrés oxidativo y se ha
asociado a la hiperglucemia cronica con el dafio oxidativo de diferentes regiones
cerebrales (McNeilly et al., 2023), en este contexto las ratas hiperglucémicas y con
obesidad presentan una condicionante inflamatoria periférica que deberia tener
repercusiones sobre la neuroinflamacién y el estrés oxidativo en el cerebro, y por

los datos obtenidos en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso se puede
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suponer que las ratas OZDF hiperglucémicas control presentan una afectacién a las
neuronas del hipocampo que estan relacionadas a la memoria. En el hipocampo el
aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), aumenta la actividad del
factor de transcripcion factor nuclear Nrf2 que luego inhibe la via de sefalizacion
Notch que favorece la autorrenovacién, resultando un agotamiento de la
neurogénesis (Landry & Huang, 2021). De esta manera el extracto de hojas de P.
karwinskii podria revertir estos dafnos. Por un lado, el extracto en las ratas OZDF
HG TX esta teniendo efecto en los niveles de glucosa, lo que puede mejorar su
estado metabdlico al disminuir la formaciéon de productos finales de glicacion
avanzada, lo que también mejoraria la inflamacion y el estrés oxidativo; y por otro
lado, el extracto de hojas de P. karwinskii posee compuestos como el kaempferol-
3- O -rutinésido, que se puede absorber en el intestino, tiene la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefdlica y que tiene efectos neuroprotectores
reportados, relacionados con la estabilizacion de la membrana mitocondrial, la
disminucién de las especies reactivas de oxigeno y la inflamacion neuronal al inhibir
la activacion del factor de transcripcion factor nuclear- k B (NF- k B) (Ma et al.,
2017), asi mismo el extracto también posee acido quinico, del que se ha reportado
que su administracion suprimié la expresion de mediadores proinflamatorios y el
marcador de estrés oxidativo en el hipocampo inyectado con lipopolisacarido (Park
et al., 2024), rutina que protege la pérdida neuronal hipocampal inducida por estrés
cronico impredecible (Parashar et al., 2017) y acido neoclorogénico que disminuyo
el estrés oxidativo en un modelo de enfermedad de Alzheimer del pez cebra (Gao
et al., 2025).

13.3.2. Factor neurotrofico derivado del cerebro

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es una neurotrofina que
induce la translocacion nuclear del factor de transcripcion Nrf2, un regulador clave
de la expresion de proteinas antioxidantes que protege a las células del dano
oxidativo causado por lesiones e inflamacién (Bruna et al., 2018). Se ha reportado
que el BDNF esta reducido en la Diabetes, y que es esencial para mantener las
funciones de aprendizaje y memoria, al regular la supervivencia celular, la
plasticidad sinaptica y la proliferacion, y al reducir la neuro inflamacion en el sistema
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nervioso central, se sugiere como un posible indicador independiente de

complicaciones de la Diabetes (Ehtewish et al., 2022).

Debido a esto, en la presente tesis, se evaluo su presencia en el hipocampo;
asi en CA1, se observo que aumento significativamente la cantidad de BDNF en los
4 grupos de ratas obesas con respecto a los grupos de ratas delgadas, ademas, se
mostré un aumento significativo de la cantidad de BDNF en las ratas obesas
hiperglucémicas tratamiento al compararlas con sus controles. En CA3 se presento
un aumento de BDNF en los grupos OZDF NG VH, OZDF NG TX y OZDF HG TX,
con respecto al grupo de delgado control, ademas, se muestra un aumento
significativo de la cantidad de BDNF en las ratas obesas hiperglucémicas
tratamiento al compararlas con sus controles. En GD se presenté un aumento de
BDNF en los grupos de ratas obesas OZDF NG VH, OZDF NG TX, OZDF HG TX,
con respecto al grupo de delgado control, y también se puede ver que OZDF HG
VH presenta niveles significativamente menores que los grupos obesos

normoglucémico y una tendencia similar al ser comparado con su grupo tratamiento

Estos resultados, en conjunto, parecen indicar que en este estudio la
obesidad tiene un papel crucial en las concentraciones de BDNF de ratas Zucker
Diabetic Fatty después de 4 semanas de administracion del extracto de orquidea
Prosthechea karwinskii (TX), asi como que el tratamiento parece tener un efecto
dependiente del nivel de glucosa, por lo cual aumentd los niveles de BDNF de las
ratas obesas hiperglucémicas tratamiento (OZDF HG TX), comparadas con su
control (OZDF HG VH), asi se puede decir que el extracto de hojas de P. karwinskii
en general un aumentd en la cantidad de BDNF en el hipocampo en ratas OZDF
HG, esto se puede deber a que el extracto de hojas de P. karwinskii contiene
embelina, ya que ademas de que se ha descrito la embelina que puede atravesar la
barrera hematoencefalica (Bhuvanendran et al., 2019) también se ha descrito que
su administracién aumenté los niveles de BDNF en tejido hipocampal en una
condicion similar a la enfermedad de Alzheimer inducida por escopolamina en un
modelo de rata (Bhuvanendran et al., 2018). Este resultado es diferente a los

esperado, si bien se observa un buen resultado como efecto de la administraciéon
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de extracto de hojas de P. karwinskii, aun esta presente la duda de por qué los
grupos control obesos presentan este incremento con respecto a las ratas delgadas
normoglucémicas, ya que en la literatura se describe lo contrario, que en estados
de obesidad y Diabetes los niveles de BDFN disminuyen (Ehtewish et al., 2022; Rao
et al., 2015; Sun et al., 2018). Debido a que es la primera vez que se reportan los
niveles de BDNF en el cerebro de las ratas Zucker Diabetic Fatty no se puede
dilucidar bien cual es la causa, una posibilidad es que en obesidad exista una
compensacion del dafo en hipocampo a través del aumento de BDNF, que a través
de la translocacién de Nrf2 regula la expresién de proteinas antioxidantes (Bruna
et al., 2018), otra posibilidad es que las ratas LEAN, a pesar de ser delgadas y
normoglucémicas presenten niveles bajos de BDNF, lo cual tendria sentido con lo
observado en la prueba NORT donde este grupo no presentd deferencias

significativas en el indice de reconocimiento.

13.3.3. Astrocitos

Los astrocitos son células gliales y son esenciales para mantener la
homeostasis cerebral, se cree que los astrocitos tienen dos papeles principales la
citotoxicidad y la neuroproteccion, dependiendo su fenotipo (Bélanger & Magistretti,

2009; Kim et al., 2022; Li et al., 2024), por lo que se decidio estudiarlos en esta tesis.

En el numero de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP (Figura 20)
se observé que en CA1, OZDF HG TX tienen una disminucion vs LEAN VH vy
tendencias similares se observan al comprar el grupo OZDF NG TX y OZDF NG
VH. En CAS3, nuevamente las ratas OZDF HG TX presentan una disminucion
significativa al ser comparadas con los grupos: LEAN VH, LEAN TX, OZDF NG VH
y su grupo control (OZDF HG VH); también el grupo OZDF NG TX present6 una
disminucién significativa al ser comparado con el grupo LEAN VH, asi como, una
tendencia similar al ser comprado con su grupo control. En GD de nuevo las ratas
OZDF HGT TX presentan una disminucion significativa, del nimero de astrocitos
marcados, al ser comparadas con los grupos: LEAN VH, LEAN TX, OZDF NG VH,
OZDF NG TX, asi como, su grupo control (OZDF HG VH). Ademas, el grupo OZDF

NG TX también presentd una disminucién significativa, en el nimero de astrocitos
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marcados, al ser comparado con el grupo LEAN VH y una tendencia similar al ser

comprado con su grupo control (OZDF NG VH).

En conjunto estos resultados sugieren que, en el fenotipo Obeso y con
hiperglucemia, la administracién del extracto de Prosthechea karwinskii, disminuye
la cantidad de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en las regiones
hipocampales CA3 y GD, mientras que en el fenotipo Obeso y con niveles de
glucosa normal, la administracion del extracto de Prosthechea karwinskii, disminuye
la cantidad de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en la regién
hipocampal GD. Debido a sus condiciones de inflamacion de la obesidad y la
Diabetes, se puede creer que este resultado es beneficioso, en caso de presentar
un fenotipo que conduzca a la citotoxicidad, y puede deberse a que el extracto de
hojas de P. karwinskii contiene rutina ya que se ha evidenciado que en un modelo
murino de tauopatia, suprimio la gliosis y la neuroinflamacion mediante la regulacion
negativa de la via NF-kB (Sun et al., 2021). Por otro lado debido a que la técnica no
es especifica y no permite determinar el fenotipo del astrocito, se debe plantear
como perspectiva a futuro reconocer el fenotipo de los astrocitos, ya que puede ser
que en las ratas LEAN abunde mas el fenotipo neuroprotector, mientras que en ratas

OZDF el fenotipo citotoxico.

13.3.4. Sinaptofisina

En la cuanto a sinaptofisina (SYP), es una proteina de vesiculas sinapticas,
cuya ausencia lleva a un desequilibrio en la liberacién de neurotransmisores (Wang
et al., 2024). En la Figura 24 se puede observar la cuantificacion de SYP presente
en las regiones hipocampales CA1, CA3 y GD, de ratas Zucker Diabetic Fatty,
después de 4 semanas de tratamiento. No se obtuvieron diferencias significativas
entre los grupos, lo que indica que la integridad de las vesiculas sinapticas es

homogénea en todos los grupos.

13.4. Efecto del tratamiento en el perfil lipidico

En trabajos como el de Berra y col. (2019) o el de Otani y col. (2022), ya se

han determinado los parametros bioquimicos de las ratas Zucker Diabetic Fatty, y
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como era de esperarse, por la naturaleza del biomodelo que desarrolla dislipidemia,
los valores de las ratas OZDF son significativamente mayores que los de las ratas
delgadas (Berra-Romani et al., 2019; Otani et al., 2022).

En este trabajo se encontraron resultados similares, pues las ratas OZDF en
todas las pruebas del perfil de lipidos obtuvieron resultados mayores de las ratas
delgadas. En primer lugar, se evaluo6 el colesterol sérico (Figura 25) donde, como
era esperado, los grupos obesos presentaron niveles de colesterol
significativamente mayores que los grupos delgados, tal como se ha reportado
(Berra-Romani et al., 2019; Otani et al., 2022), pero a pesar de que los grupos
tratamiento presentan valores menores que su respectivo control no llegan a ser
diferencias significativas, contrario a lo reportado cobre el extracto en rastas Wistar

con sindrome metabdlico (Barragan-Zarate et al., 2024).

En cuanto a los triglicéridos séricos, también se observa que los grupos
obesos tienen niveles significativamente mayores que los grupos delgados vy, igual
que lo observado por otros autores (Berra-Romani et al., 2019; Otani et al., 2022)
en esta ocasion se puede apreciar que el tratamiento provoco la disminucion de la
concentracion de triglicéridos séricos en las ratas OZDF HG TX, igual que como se

observa en ratas con sindrome metabdlico (Barragan-Zarate et al., 2024).

En el nivel de colesterol de alta densidad (HDL, comunmente llamado
“colesterol bueno”) nuevamente se aprecia que los grupos obesos presentaron
niveles significativamente mayores que los grupos delgados. Este resultado se
diferencia de lo reportado por otros autores (Berra-Romani et al., 2019) donde se
reporta que no hay diferencia significativa. Como el nivel de HDL era muy alto se
opt6 por utilizar el indice triglicéridos (TG)/ colesterol de alta densidad (HDL-c), el
cual es un cociente lipoproteico utilizado como predictor de resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico y enfermedad cardiovascular (Han et al., 2025; Kosmas et al.,
2023; Yuge et al., 2023). Nuevamente los grupos delgados presentan los valores
mas bajos, siendo significativamente menores que los grupos OZDF NG VH, OZDF
NG TXy OZDF HG VH. Ademas, se puede observar que el tratamiento provoco una

disminucidn significativa de este indice en el grupo OZDF NG TX al comparase con
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su grupo control, lo cual es indicativo de que el extracto disminuy6 la dislipidemia

de las ratas Obesas.

Por otra parte, los niveles de colesterol de baja densidad (LDL, comunmente
llamado “colesterol malo”), estan disminuidos en el grupo OZDF NG TX al
compararse con su grupo control. La misma tendencia se observa al comparar al
grupo OZDF HG TX con su grupo control. Igualmente, los grupos delgados
presentan niveles significativamente menores que los grupos obesos control, pero

no que los grupos obesos tratamiento.

Asi mismo, en los niveles de colesterol de muy baja densidad (VLDL) también
se observa que los grupos obesos tienen niveles significativamente mayores que
los grupos delgados, sin embargo, estos niveles de VLDL son significativamente
menores en el grupo OZDF NG TX que en su grupo control, asi como, son

significativamente menores en el grupo OZDF HG TX que en su grupo control.

El efecto del extracto de hojas de P. karwinskii sobre los parametros
anteriores se puede deber a que la rutina disminuye la absorcion de carbohidratos
en el intestino delgado, o a que la mejor tolerancia a la glucosa conduce a un menor
almacenamiento de grasas (Barragan-Zarate et al., 2022; Ghorbani, 2017), también
el acido clorogénico presentes en el extracto de hojas de P. karwinskii pudo
contribuir a estos resultados ya que su administracion en pacientes con intolerancia
a la glucosa mejoré su perfil lipidico (Zufiga et al., 2018). Todos estos resultados
muestran que el extracto de hojas de P. karwinskii sirve para tratar la dislipidemia,
al disminuir los triglicéridos y el colesterol de baja y muy baja densidad, asi como
aumentar los niveles de HDL-c, lo que apoya los resultados de otras investigaciones
con el mismo extracto y que reportan disminucion de lipidos (Barragan-Zarate et al.,
2024). Al mismo tiempo estos resultados, pueden ser otra via a través de la cual el
extracto de hojas de P. karwinskii se mejora el estado cognitivo, ya que la
dislipidemia se asocia con el deterioro cognitivo (Rivas-Dominguez et al., 2023;
Zhao et al., 2024).
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14.

Conclusiones

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii disminuyo el aumento de
peso ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF) obesas normoglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii tuvo un efecto
hipoglucemiante en ratas ZDF obesas hiperglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii no tuvo efectos sobre los
niveles de colesterol, pero si provoco la disminucion de triglicéridos en ratas
OZDF HG, LDL-c en ratas OZDF NGy VLDL-c en ratas OZDF NG y HG, asi
como el aumento de los niveles de HDL-c que llevo a la disminucién del indice
triglicéridos/ HDL de las ratas OZDF NG.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii no tuvo efectos sobre la
actividad motora de las ratas ZDF.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii mejord la memoria de largo
plazo de las ratas ZDF obesas hiperglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii no tuvo efectos sobre las
conductas asociadas a ansiedad de las ratas ZDF.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii produjo un aumento celular
en GD de las ratas ZDF obesas hiperglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii causé un aumento de la
expresion de BDNF en CA1 y CA3 del hipocampo de las ratas ZDF obesas
hiperglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii provoco una la disminucién
de astrocitos marcados con anticuerpo anti-GFAP en CA3 y GD de las ratas
ZDF obesas hiperglucémicas, y en GD de ratas ZDF obesas
normoglucémicas.

El extracto de hojas de la Prosthechea karwinskii no tuvo efectos sobre los

niveles de SYP en el hipocampo de las ratas ZDF.
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15. Perspectivas

Determinar cuales son los compuestos bioactivos del extracto de hojas de

Prosthechea karwinskii que produjeron los resultados de esta tesis.

Identificar los posibles mecanismos por los cuales los compuestos bioactivos del

extracto de hojas de Prosthechea karwinskii generaron sus efectos.

Evaluar la morfologia de los astrocitos de las regiones CA1, CA3 y GD de las ratas

de este estudio.
Determinar cual es el fenotipo de los astrocitos antes mencionados.

Contemplar un grupo control el cual no tenga manipulacién con canula oral, con el
fin de determinar si esta manipulacion tuvo un efecto negativo en las ratas de esta

prueba.

Comparar los datos con ratas de mayor edad, por ejemplo, de 24 semanas, para
evaluar el efecto del extracto de hojas de Prosthechea karwinskii en un estado de

Diabetes mas avanzado.
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17. Anexos

17.1. Anexo 1. Determinacion de ROls

Determinacion manual de ROIs para contero de astrocitos reactivos.
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Determinacion de ROls para marcas de BDNF / SYP
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17.2. Anexo 2. Microfotografias GFAP
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