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Resumen

Palabras clave: hipoglucemiante, neuroprotector, Cucurbita pepo L., diabetes mellitus

La neuropatia diabética (ND) es una complicacion silenciosa de la diabetes mellitus (DM)
que se presenta en aproximadamente el 50% de los enfermos estimados en 537 millones a nivel
global. Esta prevalencia de la enfermedad en México y el mundo ha estimulado la busqueda de
tratamientos alternativos més efectivos, seguros y accesibles, en donde los productos naturales a
base de plantas son reconocidos por la Organizacion Mundial de la Salud como la forma de
atencion primaria en paises de ingresos bajos y medios. Las plantas han demostrado en numerosas
investigaciones cientificas efectividad antidiabética y donde particularmente las hojas (partes
aereas) son utilizadas. En este sentido, los frutos y semillas de la especie Cucurbita pepo L. (C.
pepo L.) agrupada en la familia Cucurbitacea ha demostrado efectividad frente a la DM y algunas
de sus complicaciones, asi como otras propiedades (antioxidantes, hepatoporotectoras,
antiinflamatorias, antitumorales, presencia de tocoferoles, vitamina E, flavonoides,
antienvejecimiento). Sin embargo, las hojas de esta planta han despertado especial interés en
nuestro grupo de trabajo por su posible potencial antidiabético y neuroprotector. Para esto, el
presente trabajo se plante6 como principal objetivo evaluar la capacidad hipoglucemiante y
neuroprotectora del extracto hidroetandlico de hojas de C. pepo L. (EHHC) sobre ratones
diabetizados, utilizando el modelo de plano inclinado reportado por Rivlin A & Tator C 1977.
Como estrategia metodoldgica la accion hipoglucemiante y neuroprotectora del EHHC fue
determinada a partir de tres grupos de ratones con hiperglucemia (6n) que fueron inducidos con el
compuesto estreptozotocina (STZ) y por separado, tratados diariamente y durante 21 dias con: 600
mg/Kg/dia de EHHC ; 500 pgeKg-1 de glibenclamida y 0.4 ml de Solucién salina al 0.9%

(vehiculo). Al mismo tiempo, un cuarto grupo de ratones normoglucémicos (6n) fue utilizado como



blanco del experimento y al que so6lo se le administrd solucion vehiculo. En la evaluacion
hipoglucemiante se monitorearon cada 7 dias los niveles de glucosa en sangre de todos los grupos,
y junto con esta evaluacion la aplicacion de la prueba de plano inclinado a 50°, 70° y 90°. Como
resultado se obtuvo que el EHHC a 600 mg/Kg/dia presentd accion hipoglucemiante a partir del
dia 14 del tratamiento (198.2+106 mg/dL), con valores de glucosa que no mostraron diferencia
significativa (P<0.05) con los grupos que recibieron glibenclamida (153+46.2 mg/dL) y el
normoglucémico (76.5+7.6 mg/dL). Por otro lado, el grupo hiperglucémico tratado con vehiculo
(354.8+65.52mg/dL), mostr6 diferencia significativa con el tratamiento de 600 mg/Kg/dia de
EHHC a partir del dia 14 y glibenclamida desde el dia 7. En la prueba de plano inclinado se observé
diferencias significativas neuromotoras entre los grupos normoglucémicos e hiperglucémicos. Sin
embargo, los grupos tratados con EHHC y solucion vehiculo no mostraron diferencia significativa
con el grupo normoglucémico a una inclinacion de 70° hasta el dia 14 del tratamiento. EI grupo
tratado con glibenclamida siempre mostro diferencia significativa con el grupo control en todas las

inclinaciones del plano y durante todo los 21 dias de tratamiento.



Introduccion

La diabetes mellitus afecta a mas de 537 millones de individuos en el mundo (FID, 2021)
y de acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (FID), México es el sexto pais del mundo
con el mayor nivel de prevalencia (12.80%). En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud,
relaciona su crecimiento incontrolado principalmente con la practica de vidas sedentarias, junto al
consumo de dietas hipercaldricas y poco nutritivas, que finalmente conllevan al desarrollo de
obesidad, una de las principales causas etioldgicas de la enfermedad (Arredondo et al., 2011; OMS
2019).

La diabetes mellitus se puede presentar generalmente como una nula produccion de insulina
(Diabetes tipo I) 0 en forma de una deficiente produccion y/o reconocimiento de insulina (diabetes
mellitus tipo Il), que favorece la pérdida de la capacidad de los organismos para controlar sus
niveles de glucosa en sangre. Esto conlleva al desarrollo de los estados hiperglucémicos anormales
caracteristicos de la enfermedad y serias complicaciones, las cuales disminuyen significativamente
la calidad de vida de los diabéticos incluso provocarles la muerte (A.D.A, 2014; F.I1.D., 2017).
Debido a esto, al mismo tiempo la economia de paises como México (con mayor incidencia y
prevalencia de la enfermedad) se ve constantemente amenazada, por lo que es necesario tomar
medidas pertinentes para su prevencién y control (Arredondo A. Icaza E. et al., 2011; Hernandez
Avila, M. Gutiérrez, J et. al., 2013).

De las complicaciones de la diabetes mellitus, los problemas micro y macrovasculares,
aunque inicialmente son silenciosos (microvasculares), repercuten significativamente en una
mayor morbilidad y la disminucion de la supervivencia (macrovasculares) (Conget Ignacio, et al.,

,2002), por lo que su atencion temprana y oportuna pueden ayudar a disminuir estos dafos. En este



contexto, la neuropatia diabética es una de las patologias inicialmente silenciosas y poco estudiadas
que afecta entre un 30 y un 50% de la poblacion diabética(Feldman 2019).

Hoy en dia, los tratamientos para la neuropatia diabética incluyen la desaceleracion de la
pérdida progresiva de la funcion nerviosa, mediante el mantenimiento del control glucémico y el
manejo del dolor, por lo que, algunos antidepresivos, antiepilépticos y opioides se recomienda
como tratamiento de primera linea. Sin embargo, los efectos secundarios de estos farmacos
utilizados para el control del dolor y sus dosis recomendadas contintan siendo poco efectivos sobre
enfermedades como la neuropatia diabética (Gore, Mugdha et al., 2005). Todo esto ha estimulado
la busqueda de nuevos tratamientos con mayor efectividad antidiabética, particularmente a partir
de fuentes naturales a base de plantas, ya que estas han demostrado amplia efectividad tanto en la
medicina tradicional y como en numerosos estudios cientificos (Perez G. 2016, Adnan M. et al.,
2017, M. Yadav et al. 2010).

Durante los ultimos afios, se han logrado describir numerosos mecanismos de accion de
diferentes productos naturales con capacidad antidiabética y antinociceptiva , sin embargo, hasta
el momento su accesibilidad, asequibilidad, seguridad y calidad también es un impedimento. Esto,
por un lado, debido a la escasez de estudios preclinicos de los preparados y por otro, debido a la
falta de un material vegetal de calidad, estandarizado y/o purificado, del que se pueda tener
conocimiento y certeza de los principios activos que lo componen ( Gary G. Adams; F.I.D, 2017;
Shahwar Imran et al., 2011). Es por esto, que la Organizacion Mundial de la Salud en su informe
referente a la medicina tradicional recomienda a sus paises miembros, a que continten realizando
esfuerzos en el estudio cientifico de las plantas con propiedades medicinales de manera integral
(farmacoldgicos, fitoquimicos y metabolomicos, entre otros), y asi poder realizar un
aprovechamiento razonable de productos naturales disponibles en concordancia con el cuidado del

ambiente (OMS 2013)



La especie vegetal Cucurbita pepo L. (Cucurbitacea) ha demostrado ser una alternativa
prometedora para el tratamiento de la diabetes mellitus y sus complicaciones, ya que de su estudio
farmacologico se han determinado innumerables propiedades curativas (antirradicalaria,
antiinflamatoria, hipoglucemiante, antihiperglucemiante, antitumoral y antienvejecimiento por
mencionar las mas relevantes). Por otro lado, su répida capacidad de crecimiento, adaptacion,
regeneracion y reproduccion, la convierten en una planta prometedora como fuente potencial
sostenible de productos naturales bioactivos (Gary G. Adams; Shahwar Imran et al., 2011;
Figueroa Hernandez et al., 2014). Recientemente, el extracto hidroetandlico de hojas de Cucurbita
pepo L. (EHHC) ha demostrado propiedades antidiabéticas importantes a dosis de 300 mg/Kg
(Osorio, 2021), asi como propiedades antioxidantes, hepatoprotectora y al ser este un 6rgano poco
utilizado por la industria agricola alimentaria, su aprovechamiento farmacoldgico para este fin
implicaria un impacto favorable en un mejor aprovechamiento de productos naturales. Por tal
motivo, el presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar la capacidad hipoglucemiante y
neuroprotectora del extracto hidroetan6lico de hojas de Cucurbita pepo sobre ratones diabetizados,
utilizando el modelo de plano inclinado, con la finalidad de conocer si el efecto hipoglucemiante

de la planta esta ligado a una neuroproteccion.



1.0 Marco tedrico
1.1 Historia del uso Medicinal de las Plantas.

La etnoboténica de plantas medicinales no hace otra cosa que reconocer la existencia de
una verdadera ciencia botanica prehispanica, la cual nos acompafa desde épocas precolombinas,
basta con mencionar los jardines botanicos, los zooldgicos que existian en esa época descritos por
los cronistas de los trabajos més destacados de esta época, de los que podemos mencionar la obra
del médico sevillano Nicolds Monardes, quien en 1569 escribié el primer tratado de plantas
medicinales de la nueva Espafia. En este articulo se mencionan por primera vez plantas como la
pimienta gorda, la guayaba, la pifia y el tabaco (Monardes 1565; Boxer 1963). Otra obra alin méas
destacable de plantas medicinales americanas se la debemos a dos mexicanos: el médico indigena
Martin de la Cruz y el traductor Juan Badiano, un indigena de Xochimilco. Esta obra es conocida
como el "Manuscrito Badiano” (Emmart 1940), ambos personajes fueron alumnos del colegio
Santa cruz de Tlatelolco y el manuscrito se considera como el mas importante documento de la
medicina azteca. Martin de la Cruz lo escribe en néhuatl y Juan Badiano lo traduce al Latin, sin
embargo, las ilustraciones probablemente fueron hechas por ambos. Por otro lado, el notable
trabajo etnoboténico del fraile franciscano Bernardino Sahagin (1555), en el cual, se relata la
etnogréfica de México al inicio de la colonia, relata que los Gnicos que tenian accesos a los libros
eran los hortelanos junto con los sabios; los hortelanos eran los encargados de sembrar y cultivar
las plantas de la época. En la actualidad se continia realizando investigacion sobre las plantas
medicinales que son utilizadas por la poblacion indigena y de las cuales es necesario conocer mas
a fondo sus propiedades para determinar las dosis mas adecuadas y seguras para su usos en las

diferentes enfermedades (OMS, 2013).



2.0 Familia Cucurbitacea y el género Cucurbita: Uso etnomédico

La familia de las cucurbitaceas comprende un amplio nimero de plantas que se agrupan en
130 géneros y mas de 800 especies (Pérez Gutiérrez RM 2016). De acuerdo con Andrade-Cetto y
Heinrichs, 2005; en México existen mas de 306 especies para el tratamiento de la diabetes mellitus
y en México se emplean principalmente 7 especies, dentro de esta clasificacion encontramos a una
representante de la familia Cucurbitacea especificamente Cucurbita ficifolia, que se documentan
con reportes de literatura internacional junto a estudios farmacolégicos y fitoquimicos. Sin
embargo, de este grupo de plantas el género Cucurbita es uno de los mas importantes en México y
el Mundo, debido a que los registros de datacion por radiocarbono y espectrometria de masas con
acelerador arrojan un tiempo de domesticacion entre los 10, 000 a 8, 000, afios calendario. Su
utilizacion alimentaria es ancestral de los més trascendentales en la evolucion humana, que incluso
es considerado més longevo que cultivos como el maiz y el frijol. (Smith BD 1997).

Los primeros registros del uso medicinal de las plantas agrupadas en el género
Cucurbita se relacionan con el tratamiento antiparasitario y antibiotico de enfermedades urinarias.
(Pérez Gutiérrez RM 2016; Salehi, Bahare et al. 2019). Sin embargo, también se tienen otros
registros de usos etnomédicos de la planta como se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1. Usos etnomédicos de Cucurbita pepo L.

Parte Uso etnomédico Area de fuente
utilizada estudio
Fruto -Los frutos son buenas para los dientes, los ojos, la Bangladesh Omotayo et al., 2012

garganta, astringentes para los intestinos y laxantes.

-Agente antihelmintico, eficaz en las complejidades Pakistan Rahman et al., 2008




urinarias, accién cardioprotectora, antiinflamatoria

-Se utiliza en la curacion de la obesidad , problemas Pakistan Ejaz, R. et al., 2014
gastricos, vejiga irritable en nifios.
- Cura la fatiga y la sed y purifica la sangre. Mongolia Yang BM et al., 2000
- Tratar el resfriado y aliviar el dolor

Semilla -Tratar la vejiga irritable México Kessler et al., 1998
-Tenicida, diurético, gastritis, quemaduras, enteritisy | Centroy norte | McGinley M (2011)
enfermedades febriles América Dihiman (2012)
- Antiparasitario China Jiang Z. (2011)
- Dolores de cabeza y neuralgia Centroamérica

Hojas -Hojas utilizadas para fortalecer el sistema digestivo | Nigeria Adebayo, O.R (2013)
y como antiescorbdtico. Omotayo, et al., 2012
- pasta de hojas usada para quemadura y bilis Bangladesh Rahman et al., 2008

Ejaz, R. etal., 2014

-Usada para quemaduras externas, analgésico y Bangladesh
remueve bilis McGinley M (2011)
- Tratamiento de trastornos de la vejiga, malestar Pakistan Dihiman (2012)

estomacal, lombrices intestinales, enuresis,
reumatismo, hiperplasia prostatica benigna,
quemaduras y heridas.

- Reduce fiebre

- Un tratamiento para las nauseas y un refuerzo del

contenido de hemoglobina en la sangre.

Centroamérica

Sudoeste de

USA




2.1 Estudios farmacologicos de Cucurbita pepo L.

Las especies vegetales mexicanas del género Cucurbita conocidas popularmente como
calabazas presentan amplios estudios detallados sobre sus propiedades antidiabéticas en 6rganos
como los frutos, semillas y tallos. Estas propiedades antidiabéticas son relacionadas con
metabolitos denominados tocoferoles (a, B, Y, 0) presentes en semillas, y cucurbitacinas aisladas
de frutos. Estos ultimos poseen diversas actividades bioldgicas (antiinflamatoria, antiangiogénico ,
inmunomoduladora, citotoxica, antitumoral antioxidante, antienvejecimiento, antidiabética,
antiobesidad y hepatoprotectora, al igual que los denominados cucurbitésidos también
identificados en el género. Por otra parte, de estudios farmacoldgicos realizados con tallos de estas
especies (Cucurbita moschata) se han identificado compuestos antidiabéticos hidrofobicos
relacionados con la sensibilizacion, sustitucion y mimetizacion a la insulina, capaces de actuar
sobre DM tipo 1 y DM tipo 2. Sin embargo, las hojas y flores de dichas plantas prometen ser una
fuente mas accesible y abundante de estas moléculas antidiabéticas esto debido, a que presentan un
rapido crecimiento, adaptacion, reproduccion y regeneracion observadas bajo condiciones
silvestres e in vitro en cultivos realizados en diferentes partes del mundo. En este sentido, la
domesticacion y experiencia en el cultivo de estas plantas podria ayudar a la explotacion de sus
propiedades medicinales, ya que es altamente probable que no se tengan complicaciones para la
obtencion de suficiente material vegetal debido a la extensa produccién agricola que se realiza

actualmente (Joydeb Chanda et al., 2019).



En México y otras partes del mundo, las hojas en forma de infusién han sido documentadas
en el uso tradicional medicinal como tratamiento de la DM y ampliamente consumidas (puntas de
las guias de la planta) por sus elevados valores nutricionales al igual que las flores, frutos y semillas.
En limitados analisis fitoquimicos generales de las hojas (Cucurbita pepo L.) se ha visualizado la
presencia de proteinas, aminoacidos, carbohidratos, aceites, compuestos fenolicos, flavonoides,
esteroides, fitoesteroles, saponinas, taninos, alcaloides. Por otro lado, el estudio de extractos de
hojas de escasas especies del género (Cucurbita méaxima) han demostrado su accion
hipoglucemiante y efecto protector sobre islotes pancreaticos, higado y rifion, asi como su
capacidad antirradicalaria que proporciona evidencia sobre su posible potencial antioxidante. Esta
ultima actividad es una fuerte evidencia del posible potencial antioxidante que posee el género para
prevenir o detener el desarrollo de complicaciones provocadas por enfermedades crénico-
degenerativas, ya que etiolégicamente se vinculan con la presencia de estrés oxidante. Al mismo
tiempo, el género Cucurbita se encuentra quimio taxonémicamente relacionado por la existencia
de cucurbitacinas, en algunos géneros de la familia Cucurbitdcea considerados altamente
antidiabéticos, , circunstancia que hace a las hojas de este grupo de plantas ain mas prometedoras
para obtencion de compuestos antidiabéticos. (Yadav et al., 2010; Chanda et al., 2019; wahab SI,
et. al 2011). Varios extractos de calabaza tienen una actividad antioxidante potencial que podria
desempefiar un papel importante en prediabéticos, diabéticos e individuos con lesiones vasculares
Yadav et al., 2010.

También se pueden observar otras caracteristicas tanto del fruto como de la semilla principalmente

en la Tabla 2.



Tabla 2 Compuestos Importantes del género Cucurbita y sus Actividades Bioldgicas

M. Yadav et al. 2010

Compuesto
(s) calabaza
D-quiro-

inositol

Fitoquimicos

fenolicos

Polisacaridos
unidos a
proteinas

Extracto

Extracto

Fuente

Semillas

Fruta

Fruta

Fruta

Fruta

Actividad
bioldgica

Antidiabético

Antidiabético

Antidiabético

Antidiabético
Antioxidante

Antioxidante

Descubrimientos importantes
Aumento en la secrecion de

insulina, aumento de la células 3

Inhibicion de la a-milasa
Inhibicion de la a-glucosilada
reducida

Glucosa en sangre

Aumento de la insulina

tolerancia de la glucosa mejorada,
glucosa en sangre reducida
Aumento de la insulina
Reduccién de TBARS

SOD mejorada, catalasa,
funciones de glutation Aumento

de la actividad hepatica y sérica

de SOD y GSH-Px

Referencias

Xia &
Wang

2006

Kwon et al.

2007

Quanhong

et al. 2005

Xia &
Wang 2006

Dang 2004



Polisacarido Fruta Antioxidante Malondialdehido reducido Xu 2000

de calabaza Aumento de SOD y GSH-Px
séricos

Jugo de fruta Fruta Anticancerigeno  Células aberrantes reducidas Ito et
hervido al.1986
MAP2 Fruta Anticancerigeno crecimiento inhibido de células Cheong et
MAP4 leucémicas K-562 al.1997
Moschatin Semillas Anticancerigeno inhibe el crecimiento de células Xie et

maduras tumorales especificamente las al.2004

células del melanoma M21
Cucurmosina Sarcocarpio  Anticancerigeno Inhibe el crecimiento de células Hou et al
tumorales, funciona como una 2008

proteina  que inactiva los

ribosomas
Péptidos Semillas Antifangico Crecimiento inhibido de Botrytis Vassiliou et
(MW 8 kDa cinerea, Fusarium oxysporum y al. 1998

Mycosphaerella arachidicola

Xia y Wang (2006) demostraron la accion hipoglucemiante del extracto de calabaza (fruta), asi
como su papel como antioxidante, para revelar un mecanismo de su accion citoprotectora
(protectora de células) en animales diabéticos inducidos por estreptozotocina. Las semillas de

calabaza tienen un alto contenido de vitamina E (tocoferol; un antioxidante) y se ha considerado



que el aceite de semilla de calabaza proporciona una fuente importante de vitamina E en las dietas

japonesas (Imaeda N, 1999).

2.2 Composicién nutrimental de la especie vegetal Cucurbita pepo L.

Los frutos se caracterizan por un bajo contenido en grasa (2.3% calabaza, la pulpa no
contiene aceites), carbohidratos (66%), proteinas (3%) y por un alto contenido en carotenoides.
También contiene altos niveles de Mn, Fe, Cu, Ca, Ni, Pb, P, entre otros minerales y compuestos
nutrimentales como se observa en la Tabla 3. El nivel de Pb y el Cu estan dentro del rango
aceptable de la FAO; Por otra parte, las semillas son una fuente rica de fitoesteroles, proteinas
acidos grasos poliinsaturados vitaminas antioxidantes, carotenoides y tocoferoles debido a estos
componentes se le atribuyen muchos beneficios para la salud. (Pérez Gutierrez RM 2016;
Fapohunda et., al. 2018).

Tabla 3. Compuestos Nutrimentales en Cucurbitas

Compuestos nutrimentales Parte usada Especie Fuente

Mn (0.5 mg/kg), Fe (1.37 mg/kg), Cu (3.9 mg/kg), | fruta C. pepo Perez G. 2016
Pb (0.29 mg/kg), P (11.38 mg/kg), Ni (0.5 mg/kg),
Ca (179 mg/kg), Mg (190 mg/kg), Na (159 mg/kg),
K (160 mg/kg), Pb (0.21-0.25 mg/kg), Cu (2-5
mg/kg) Abdel-Hady et
- fitoesteroles, acidos grasos poliinsaturados, semillas al., 2017
proteinas, antioxidantes , carotenoides, tocoferoles
El-sayed 2016
tocoferoles, vitamina E, flavonoides, fenoles

hojas




3.0 Diabetes Mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crdnico-degenerativa caracterizada por el
desarrollo de una hiperglucemia crénica en sangre y de la cual, se conocen varios tipos. La diabetes
mellitus tipo 1 (DM1), es causada principalmente por la destruccion autoinmune de los islotes de
Langerhans (especialmente de las células beta) por lo que, como resultado, el organismo produce
poca o nada de insulina, provocando finalmente una deficiencia absoluta de dicha hormona. Esta
enfermedad puede desarrollarse a cualquier edad, no obstante, suele aparecer con mayor frecuencia
en nifios y adolescentes. Una vez presente se estima que puede disminuir la esperanza de vida
hasta por 13 afios (Skyler, Jay S et al., 2016). La incidencia de este tipo de diabetes se encuentra
en un constante aumento en todo el mundo y entre 2001 y 2009, se observo hasta un 21% de casos
mas en los Estados Unidos (Dabelea, D, 2014). Aunque el diagnostico de diabetes tipo 1 ocurre
con frecuencia en la infancia, el 84% de las personas que viven con diabetes tipo 1 son adultos
(Dabelea, D, 2014) por otra parte, la diabetes tipo 2 es la forma mas frecuente de diabetes, y
representa entre el 80 - 90% del total de casos de dicha afeccion.

En la diabetes mellitus tipo 2, la hiperglucemia es el resultado de una produccion
inadecuada de insulina y la incapacidad del organismo de responder plenamente a dicha hormona,
patologia que se define como resistencia a la insulina (FID, 2017). La diabetes tipo 2 se diagnostica
cada vez maés en los jovenes y hoy en dia representa entre el 20% y el 50% de los pacientes con
diabetes de nueva aparicion. ElI aumento de la diabetes tipo 2 en los jovenes es el resultado de un
aumento en la frecuencia de la obesidad en las poblaciones pediatricas (Dabelea, D, 2014) y en la

mayoria de los obesos, la resistencia a la insulina puede pasar desapercibida durante muchos afios



y sin ser diagnosticada. A menudo el inicio de la enfermedad no es lo suficientemente grave para
que el paciente detecte alguno de los sintomas clasicos de la enfermedad, Sin embargo, estos
siempre presentan el riesgo de desarrollar complicaciones macrovasculares y microvasculares. De
acuerdo con Figueroa Hernandez (2014) Los niveles de glucosa elevados y sostenidos de manera
cronica es la principal causa de la aparicion de complicaciones incapacitantes (neuropatias,
retinopatias, insuficiencia renal, entre otras) y las manifestaciones clinicas caracteristicas de la
diabetes mellitus. La hiperglucemia se ha relacionado con severos dafios funcionales sobre
distintos 6rganos y tejidos del paciente y los sintomas de la enfermedad pueden estar presentes
incluso antes del diagnostico de la enfermedad (F.1.D, 2019).

Diversos factores etioldgicos como la obesidad, muerte paulatina de células beta
pancredticas, predisposicion genética y procesos inflamatorios, también son relacionados con el
desarrollo de diabetes mellitus. Sin embargo, todos ellos convergen en la alteracion de un punto en
especifico asociado con la regulacion de la secrecién y/o produccion de insulina, asi como con la
sensibilidad a esta (Conget Ignacio, et al., 2002). La insulina es una hormona fabricada en las
células beta pancreaticas que media el transporte de glucosa desde la sangre hacia las células de
los tejidos insulinodependientes (musculo esquelético y adiposo). La falta de insulina o la
incapacidad de respuesta de las células insulinodependientes favorecen el desarrollo de estados
hiperglucémicos anormales en sangre y junto a ello serias complicaciones de salud (FID, 2017).

Particularmente, los estados hiperglucémicos contribuyen de forma importante en el
desarrollo de diversas complicaciones incapacitantes en las que se pueden incluir: ceguera,
insuficiencia renal, infarto al miocardio, accidente cerebrovascular, neuropatia y amputacion de
miembros inferiores, entre otras (IFD, 2017). Debido a estas complicaciones, se estima que en el
mundo pierden la vida mas de 4 millones de personas anualmente de acuerdo con las cifras

reportadas en el afio 2017 por la federacién internacional de diabetes (FID, 2017). Por otro lado,



actualmente la neuropatia diabética es una de las complicaciones silenciosas menos estudiadas en
el mundo, de la cual se estima que llega a afectar hasta un 50% de los individuos diabéticos, a
través de la alteracion de la funcién nerviosa por la pérdida de las vainas de mielina que se traduce
en un deterioro cognitivo por dafios cerebrovasculares y la muerte neuronal (Cordero Herndndez
A.etal., 2014).

En el 2012, aproximadamente 350 millones de personas en el mundo padecian algdn tipo
de DM, sin embargo, actualmente esta cifra supera los 500 millones de personas afectadas de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2021). Por otro lado, se ha estimado que
la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce hasta entre 5y 10 afios, con un riesgo de
mortalidad dos veces mayor que las personas sanas (Cordero Hernandez A. et al. 2014, OMS 2016).
De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (FID, por sus siglas en inglés) México
continda con un crecimiento descontrolado de DM, ya que de ocupar en el 2010 la décima posicion
y lanovena en el 2011 entre los paises con el mayor nimero de personas con diabetes (6.8 millones)
para el 2017 se colocé en el quinto lugar con alrededor de 12 millones de personas diabéticas y
segun las proyecciones para 2045, pasara a formar parte de los cuatro paises con mayor prevalencia

de Diabetes mellitus en el mundo (FID, 2017).

3.1 Tratamiento De La Diabetes Mellitus

El tratamiento farmacologico inicial para tratar la DMT2 consiste en el uso de
hipoglucemiantes orales. Existen cinco grupos principales de farmacos que se utilizan para el
control de la DMT?2: sulfonilureas, glinidas, biguanidas, tiazolidinedionas e inhibidores de a-

glucosidasa de los cuales se puede observar su mecanismo de accion en la Tabla 4 (Rodriguez-



Rivera NS 2017). La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, para la prevencion,
tratamiento y control de la diabetes mellitus en la atencion primaria, establece que, en el tratamiento
farmacoldgico de la DMT2, los medicamentos que pueden utilizarse para su control son
sulfonilureas, biguanidas, insulinas o sus combinaciones. Asimismo, se podrdn emplear los
inhibidores de la a-glucosidasa, tiazolidinedionas y otros que en su momento apruebe la Secretaria
de Salud. En pacientes no obesos, las sulfonilureas son los farmacos de primera linea cuando no se
logran las metas del tratamiento con manejo no farmacoldgico. En el caso de pacientes obesos, las
biguanidas, esencialmente metformina, son los farmacos de primera linea. Cuando no se alcanzan
las metas del tratamiento con la metformina después de llegar a aplicar dosis méximas, se puede
combinar con sulfonilureas, o bien, sulfonilureas mas inhibidoras de la a-glucosidasa. (Hernandez
AM 2010)

Sulfonilureas

Las sulfonilureas son secretagogos de insulina, inhiben los canales de potasio sensibles a
ATP (KATP) y promueven la liberacion de insulina a largo plazo, Generalmente, las sulfonilureas
se administran en combinacion con biguanidas como metformina, lo cual incrementa la efectividad

terapéutica (Glamoclija U, Jevrié-Causevié A 2010, Zarate A, et al., 2010).

Glinidas

Las glinidas o meglitinidas estimulan la secrecion de la insulina durante la primera fase de
su liberacién por un mecanismo similar al de las sulfonilureas, al unirse y bloquear a los KATP,
despolarizando la membrana y favoreciendo la liberacion de insulina via la apertura de canales de
calcio dependientes de voltaje. Las glinidas no inducen una liberacion prolongada de insulina; es

decir, su tiempo de accion es menor al de las sulfonilureas. La concentracion maxima se alcanza



alrededor de una hora después de su administracion, por lo que deben darse antes de cada comida
( Gribble FM et al., 2001, Karara AH et al., 1999).

Biguanidas

Las biguanidas son sensibilizadoras a la insulina que disminuye la hiperglucemia sin
estimular la produccion de insulina. Aunque pueden producir ganancia de peso e hipoglucemia,
tienen efectos benéficos en reducir los lipidos circulantes, cuyo incremento esta asociado a un
mayor riesgo cardiovascular. EI principal efecto adverso que presentan es la acidosis lactica
(Stumvoll et al., 1995, Wu MS et al., 1990, Sogame Y et al., 2013 ).

Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (TZD) o glitazonas, como rosiglitazona y pioglitazona, son
sensibilizadoras a la insulina al ser agonistas selectivos del receptor peroxisoma proliferador-
activado gamma (PPARY), un receptor de la membrana nuclear que se expresa principalmente en
adipocitos. Su mecanismo de accion preciso y sus efectos metabdlicos ain no son completamente
claros. El PPARy estd involucrado en la diferenciacion de adipocitos y en la captura y
almacenamiento de &cidos grasos. Las TZD disminuyen la resistencia a la insulina y aumentan la
respuesta a insulina endégena ( Yau H et al., 2013, Stumvoll M et al., 2012). Los efectos adversos
reportados de estos farmacos han limitado su utilidad. Se ha observado un riesgo de falla cardiaca
congestiva en 1 a 3% de los pacientes tratados con TZD debido al incremento en el volumen
intravascular. Otros efectos adversos observados son a nivel 6seo. En 2006 un estudio report6 una
mayor incidencia de fracturas en pacientes tratados con rosiglitazona ( Lincoff AM et al., 2007,
Hernandez AV et al., 2011).

Inhibidores de a-glucosidasa

Dentro de estos farmacos se incluyen acarbosa, miglitol y voglibosa, que bloguean la

degradacion enzimatica de carbohidratos complejos en el intestino delgado, lo que disminuye la



glucosa postprandial y mejora el control glucémico sin riesgo de aumento de peso o hipoglucemia;
(Glamoclija U et al., 2010, Evans JL et al.,, 2010 ) presentan poca tolerabilidad a nivel
gastrointestinal, lo que, aunado a su alto costo, influye enormemente en su uso. Su mecanismo de
accion se centra en impedir, mediante inhibicion competitiva en los vellos intestinales de los
enterocitos del borde dentado, que las a-glucosidasas y a-glucosidasa-hidrolasas (glucoamilasas)
degraden disacéridos y oligosacéaridos a monosacaridos antes de su absorcion, retrasando la
absorcién de glucosa; es decir, se provoca una reduccion en la produccion de insulina postprandial
mediante la atenuacion del incremento de glucosa postprandial (Hakamata W 2009).

Agonistas de GLP-1 y antagonistas de DPP-4

Estos farmacos son relativamente nuevos. GLP-1 es una hormona incretina, componente
esencial de la homeostasis normal de la glucosa. (Kreymann B, 1987) Induce la secrecion de
insulina dependiente de glucosa y regula la liberacion de glucagon, reduciendo la hiperglucemia
(Drucker DJ 2003) Los agonistas de GLP-1, exenatida y liraglutida, son péptidos que mimetizan
la accion de incretina uniéndose al receptor para GLP-1 para mejorar el control glucémico, con la
ventaja de tener una vida media mucho mayor a la de GLP-1 debido a una modificacién quimica
en su estructura: la ausencia de alanina en posicion 2, que es el sitio catalitico reconocido por la
dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), lo que impide que DPP-4 los degrade (Derosa G 2012)

conservando los mismos efectos glucorregulatorios de GLP-1( DeFronzo RA 2005).

Gliflozinas

Las gliflozinas inhiben de forma selectivay reversible el cotransportador sodio-glucosa tipo
2 (ISGLT-2), lo que reduce la reabsorcion de glucosa a nivel renal, aumentando su eliminacion en
orina y reduciendo la glucemia; esto implica que su eficacia hipoglucemiante esta condicionada a

la conservacion de una adecuada funcion renall . No alteran la produccion endégena normal de



glucosa en respuesta a la hipoglucemia y acttian con independencia de la secrecion de insulina y

de la accion de la misma9,10. Las gliflozinas reducen la HbAlc del orden de un 0,6-0,9% en

monoterapia y 0,3-0,6% en biterapia, dependiendo del nivel basal de glucemia. No producen

hipoglucemias y disminuyen una media de 2-3 kg de peso, que se mantiene a los 2 afios. Ademas,

disminuyen la presion arterial y producen diuresis osmoticall. Actualmente estan comercializados

cuatro principios activos de este grupo terapéutico: canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina

y més recientemente, ertugliflozina. (INFAC 2020)

Tabla 4. Hipoglucemiantes orales de acuerdo con su mecanismo de accion (Rodriguez-Rivera

NS, 2017 Maxine A. 2020).

Insulina Secretagogos  Sulfonilureas Tolbutamida,
clorpropamida,
glibenclamida,

glipizida

Glinidas
Nateglinida,
repaglinida
Sensibilizador ~ Biguanidas Metformina,
es buformina,
fenformina
Tiazolidinedioneas Pioglitazona,
rosiglitazona

arcarbosa , miglitol

Estimulan secrecidn de la insulina
al unirse y bloquear a los
receptores SUR1 que
despolarizan la  membrana,
favoreciendo la liberacién de
insulina via la apertura de canales

de Ca dependientes de voltaje

Reducen la produccion hepética

de insulina



Otros inhibidores de
a-glucosidasa
angonistas de
GLP-1
inhibidores de
DPP-4

inhibidores del Bloquean la

cotransportador  resorcion renal

2 sodio-glucosa de

(sglt2) glucosa

Glifozinas

Exenatida y
liraglutida
Sitagliptina,
vildagliptina,
saxagliptina y
linagliptina
canagliflozina,
dapagliflozina,
empagliflozina vy
mas recientemente,

ertugliflozina.

3.2 Costos de la Diabetes mellitus (DM).

Reducen la  absorcion de
carbohidratos intestinales Se unen
al receptor a GLP-1, Inhiben a la

enzima DPP-4, incrementando el

tiempo de accion de incretina

inhiben de forma selectiva y
reversible el cotransportador
sodio-glucosa tipo 2 (iSGLT-2),
lo que reduce la reabsorcion de
glucosa a nivel renal, aumentando
su eliminacién en

orina y

reduciendo la glucemia

La DM es una de las principales enfermedades no transmisibles que constituyen la cuarta causa

de muerte por enfermedad, con una mortalidad que supera el millébn de casos anuales,

principalmente en paises en desarrollo (OMS 2018). De acuerdo con la OMS la enfermedad no solo

afecta la morbilidad de los que la padecen, sino también la economia del enfermo y sus familiares

(Hernandez Avila M. Gutiérrez J et al., 2013). Arredondo y colaboradores (2011) mencionan que

en Mexico por cada 100 pesos que se invierten en el tratamiento de la diabetes mellitus 51 pesos

pertenecen a los familiares de los afectados. En 2019, la FID calcul6 que el gasto total en salud

relacionado con la diabetes alcanzara los 760 mil millones de USD. Esto representa un aumento



del 4,5% en el célculo de 2017, Se espera que el impacto econémico de la diabetes siga creciendo
y se pronostica que para los afios 2030 y 2045, el gasto alcanzaré los 825 mil y 845 mil millones

de USD, respectivamente.

4.0 La neuropatia diabética (NPD) como complicacion.

El dolor neuropatico periférico probablemente sera el mas comun debido al envejecimiento
de la poblacion mundial, al aumento de la incidencia de diabetes mellitus y al aumento de las tasas
de cancer y las consecuencias de la quimioterapia, ya que dichas condiciones se relacionan con la
alteracion de fibras sensoriales (fibras Ap, Ad y C). En cuanto a los pacientes con diabetes mellitus,
estos tienen alteraciones en las vias del dolor periféricas y centrales; otras alteraciones mecanicas
incluyen la inestabilidad de la glucosa en la sangre, el aumento del flujo sanguineo epineural del
nervio periférico, la microcirculacién de la piel del pie, la densidad alterada de la fibra nerviosa
intraepidérmica, aumento de la vascularizacion taldmica y disfuncién autondémica (colloca, L. et
al.,2017).

Etiolégicamente la neuropatia diabética se sabe que se desarrolla en un fondo de
hiperglucemia de larga duracion, trastornos metabélicos asociados (aumento del flujo de poliol,
acumulacion de productos finales de glicacion avanzada, estrés oxidativo y alteraciones de los
lipidos entre otras anomalias metabdlicas) y factores de riesgo cardiovascular (Tesfaye, Solomon
et al., 2010). Sin embargo la patogenia de la NPD no se entiende por completo, pero se proponen
varias teorias para explicar el dolor relacionado con la neuropatia diabética, como los cambios en
los vasos sanguineos que irrigan los nervios periféricos; trastornos metabolicos y autoinmunes
acompariados de activacion de células gliales, cambios en la expresion de los canales de sodio y

calcio, mas recientemente en mecanismos de dolor central, como aumento de la vascularizacion



taldmica y desequilibrio de las vias descendentes facilitadoras / inhibitorias. (Schreiber, Anne K et
al., 2015)

Como parte de la neuropatia diabética el dolor neuropatico es una de las complicaciones
neuroldgicas que presenta hiperalgesia y alodinia. ElI dolor neuropético se desarrolla en
aproximadamente el 30% al 50% de los diabéticos, sin embargo, de acuerdo con Schreiber, Anne
K'y colaboradores (2015) la intensidad del dolor normalmente no esta asociada con la gravedad de
la neuropatia, la cual puede ocurrir incluso en ausencia de lesiones nerviosas. Esto dado a que los
mecanismos fisiopatoldgicos del dolor neuropatico son complejos y multifactoriales (Lee JY, Choi
HY, Park CS, et al., 2017). La neuropatia dolorosa mas comun, es la polineuropatia simétrica distal
sensoriomotora cronica (DSPN) que afecta a mas del 90% de los pacientes. Esta neuropatia tiene
importantes efectos perjudiciales en los pacientes diabéticos, ya que provoca un mayor riesgo de
ulceracién del pie. (Boulton AJ, Vinik Al et al., 2005). Sin embargo, la DSPN progresa lentamente
de manera proximal para involucrar a los pies y las piernas en una distribucién de medias. También
se caracteriza por una pérdida progresiva de fibras nerviosas que afectan tanto a las divisiones
autébnomas como a las somaticas, por lo que pueden aparecer padecimientos como la retinopatia y
nefropatia diabética.

A medida que la enfermedad avanza, se presentan manifestaciones motoras, como el
desgaste de los musculos pequefios de las manos y la debilidad de las extremidades. En algunos
casos, puede existir una pérdida sensorial de la que el paciente puede no estar consciente, por lo
que, la neuropatia tiene importantes efectos perjudiciales en los pacientes. Aproximadamente el
50% de los pacientes con DSPN experimentan sintomas neuropéaticos en las extremidades
inferiores, como hormigueo incémodo (disestesia), dolor (ardor o "descargas eléctricas",
lancinizacion o "cuchillo™; "Arrastrandose”, etc.), dolor evocado (alodinia, hiperestesia), o

sensaciones inusuales (como una sensacion de hinchazon de los pies o frialdad severa de las piernas



cuando claramente las extremidades inferiores se ven y se sienten bien, sensaciones extrafas al
caminar como "caminar sobre piedras” o "caminar sobre arena caliente", etc. (Tesfaye, Solomon et
al., 2013). Al mismo tiempo, Colloca, Luana y colaboradores (2017) nos dicen que los trastornos
del suefio, la ansiedad y la depresion son frecuentes y graves en pacientes con dolor neuropatico, y
la calidad de vida estd mas afectada en pacientes con dolor neuropético crénico que en aquellos
con dolor crénico no neuropatico que no proviene de los nervios dafiados o irritados. A pesar de
los aumentos de las respuestas de placebo que resultan en el fracaso de maltiples farmacos nuevos
en los ensayos clinicos, el progreso reciente en nuestra comprension de la fisiopatologia del dolor
neuropético proporciona optimismo para el desarrollo de nuevos procedimientos de diagnostico e
intervenciones personalizadas. Por otro lado, hoy en dia se tiene conocimiento que varios factores
de riesgo estan asociados con el DNP, como empeoramiento de la tolerancia a la glucosa, mayor
edad, mayor duracion de la diabetes, consumo de alcohol y consumo de cigarrillos (Schreiber,
Anne K et al., 2015)

La epidemiologiay la historia natural de la neuropatia diabética (DN) siguen estando mal definidas,
en parte debido a la escasa seleccion de pacientes y los criterios variables para lo que constituye un

diagndstico de DN. (Andrew JM Boulton et al., 2004).

4.1 Clasificacion de la neuropatia diabética.

Para las neuropatias diabéticas en los ultimos afios se han propuesto distintas
clasificaciones, ya que cada una afecta de distinta forma el sistema nervioso periférico. Sin

embargo, hasta que no se tenga una comprension clara de la etiopatogenia de la neuropatia, las



clasificaciones basadas en las manifestaciones clinicas han sido las més utilizadas (Andrew
JM Boulton et al., 2004).

Sin embargo, el diagndstico, el cual no se puede hacer sin un examen clinico cuidadoso de las
extremidades inferiores; la Evaluacion de Leeds de sintomas y signos neuropaticos la cual se
encarga de evaluar cuatro elementos de sintomas, un elemento relacionado con la apariencia de la
piel y dos elementos de examen clinico. Otro examen es el cuestionario dolor neuropatico, el

cual consiste en siete descriptores sensoriales, tres elementos relacionados con factores
provocados Yy dos elementos que describen el afecto (Colloca L. et al., 2017)

En este sentido, las neuropatias periféricas generalizadas y dolorosas clinicamente mas importantes

incluyen aquellas asociadas con diabetes mellitus (Colloca, Luana et al., 2017).

4.2 Polineuropatia simétrica distal sensoriomotora cronica (DSPN).

De acuerdo con Tesfaye, Solomon y colaboradores (2010) la definicion para esta
clasificacion fue adaptada, propuesta por la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor, es
"dolor que surge como consecuencia directa de anomalias en el sistema somatosensorial periférico
en personas con diabetes". La prevalencia de NP en la poblacion diabética es dificil de estimar ya
que las definiciones han variado enormemente entre los estudios; sin embargo, se estima
crudamente que el 50% de los pacientes pueden experimentar sintomas, dolor con mas frecuencia
con ardor, sensaciones eléctricas 0 punzantes, parestesia, hiperestesia y dolor intenso, el dolor
neuropatico suele ser peor en la noche, y los sintomas son mas comunes en los pies y las
extremidades inferiores, aunque en algunos casos las manos también pueden verse afectadas, la

mitad de los pacientes pueden ser asintomaticos, solo se puede hacer un diagnostico con el examen



0 en algunos casos, cuando el paciente presenta una Ulcera de pie indolora, el examen de la
extremidad inferior generalmente revela pérdida sensorial de vibracion, presion, dolor y percepcion
de la temperatura (mediada por fibras grandes y pequefias) y ausencia de reflejos en el tobillo
(Boulton AJ, Vinik Al et al., 2005)

Andrew JM Boultony colaboradores (2004) mencionan que los pacientes pueden ser
asintomaticos, 10 a 20% pueden experimentar sintomas sensoriales molestos que requieren
tratamiento especifico. La neuropatia sensoriomotora suele ir acompafiada de disfuncion
autondmica, las secuelas tardias de la neuropatia, que incluyen ulceracion insensata del pie,
artropatia de Charcot (neuropética) y, en ocasiones, incluso amputacion.

Tesfaye, Solomon y colaboradores (2010) consideran que se desarrolla en (o con) un fondo
de hiperglucemia de larga duracion, trastornos metabolicos asociados (aumento del flujo de poliol,
acumulacion de productos finales de glicacion avanzada, estrés oxidativo y alteraciones de los
lipidos entre otras anomalias metabdlicas). también mencionan que la neuropatia periférica altera
las propiedades eléctricas de los nervios sensoriales, lo que conduce a desequilibrios entre la
sefializacion excitadora e inhibidora central, de modo que las interneuronas inhibitorias y los
sistemas de control descendente se ven afectados. La transmision de sefiales sensoriales y los
mecanismos de desinhibicion o facilitacion se alteran a nivel de las neuronas del asta dorsal de la
médula espinal. En la periferia, la médula espinal y el cerebro son evidentes una ganancia de
excitacion y facilitacién y una pérdida de inhibicidn. Estos cambios cambian las vias sensoriales a
un estado de hiperexcitabilidad, una secuencia de cambios a lo largo del tiempo desde la periferia
al cerebro podria contribuir a que el estado de dolor neuropatico se vuelva cronico.

Se ha reconocido durante muchos afios que pueden ocurrir anormalidades rapidamente
reversibles de la conduccidn nerviosa en pacientes con diabetes recientemente diagnosticada o

transitoriamente mal controlada; estas anomalias pueden ir acompafiadas de sintomas sensoriales



distales e incomodos. Aun no se sabe si estas anomalias temporales causan un mayor riesgo de
desarrollar otras neuropatias cronicas en la vida posterior. (Andrew JM Boulton et al., 2004).

La neuropatia sensorial aguda es rara, tiende a seguir periodos de mal control metabdlico
(p. Ej., Cetoacidosis) o cambio repentino en el control glucémico (p. Ej., "Neuritis de insulina™) y
se caracteriza por la aparicion aguda de sintomas sensoriales graves, con marcada exacerbacion
nocturna pero pocos signos neuroldgicos en el examen de las piernas. (Boulton AJ, Vinik Al et al.,
2005)

En (2004) Andrew JM Boulton y colaboradores sugirieron que, entre los nervios craneales,
los que suministran a los musculos oculares externos son los mas afectados y que las
radiculoneuropatias toracolumbares pueden presentarse con dolor en forma de faja, ocasionalmente
con debilidad motora de los musculos de la pared abdominal. La neuropatia motora proximal
(amiotrofia) puede ser unilateral o asimétricamente bilateral con dolor, desgaste y debilidad que

puede ser de inicio relativamente agudo.

4.4 Neuropatia autonémica diabética.

La neuropatia autonomica al ser silenciosa al igual que los otros tipos de neuropatia puede
desarrollar una morbilidad severa, que al no haber sintomas caracteristicos de la neuropatia puede
conducir a una mortalidad méas temprana en algunos pacientes con diabetes.

De acuerdo con Tesfaye, Solomon y colaboradores (2010) la DAN puede afectar los
sistemas cardiovascular, gastrointestinal (GI) y urogenital, y la funcién sudomotora. Puede dar
lugar a signos y sintomas o puede detectarse de forma subclinica mediante pruebas especificas. Los
datos de prevalencia para la DAN varian de 1.6 a 90% segun las pruebas utilizadas, las poblaciones
examinadas y el tipo y etapa de la enfermedad. Los factores de riesgo para el desarrollo de DAN

incluyen la duracion de la diabetes, la edad y el control glucémico deficiente a largo plazo.



La DAN puede relacionarse con factores que predisponen a eventos macrovasculares, como
presion arterial elevada y dislipidemia. los estudios transversales han indicado que
aproximadamente el 50% de los pacientes ambulatorios con diabetes de larga duracion han
retrasado el vaciado géastrico y hasta el 76% de los pacientes ambulatorios diabéticos indican que
tengan uno o més sintomas gastrointestinales, EI mas comun de los cuales es el estrefiimiento. Las
principales manifestaciones clinicas de la DAN incluyen taquicardia en reposo, intolerancia al
ejercicio, hipotension ortostatica, gastroparesia, disfuncion eréctil, disfuncién neurovascular,
"diabetes fragil" y falla autonémica hipoglucémica. Sin embargo, las neuropatias que involucran
otros sistemas de 6rganos también deben considerarse en el cuidado éptimo de los pacientes con

diabetes. (Boulton AJ, Vinik Al et al., 2005)

5.0 Etiologia del Dolor Neuropatico.

De acuerdo con Schreiber, Anne y colaboradores (2015) hay un gran avance en la
comprension de los mecanismos fisiopatologicos que conducen al desarrollo de complicaciones
diabéticas, todavia no existe una hipdtesis plausible para explicar por qué algunos pacientes
desarrollan la forma dolorosa de la enfermedad, mientras que otros no. Por otra parte, nos
mencionan que los mecanismos que conducen a la DNP no se comprenden completamente, aunque
existe un consenso de que los efectos toxicos de la hiperglucemia representan un factor importante
para el desarrollo de esta complicacién sin embargo existen otros factores ademas de la

hiperglucemia los cuales no deben descartarse. En general, los investigadores tratan de dilucidar



los mecanismos subyacentes de la neuropatia como un evento mayor, e incluyen el dolor y otras
manifestaciones sensoriales como consecuencias directas de la neuropatia.

Hasta el 2007 se consideraba la fisiopatologia de la ND podia resumirse en cinco aspectos, a saber,
(1) microangiopatia (dafio de capilares y arteriolas) de los vasa nervorum, combinado con (2)
edema axonal, (3) deterioro del transporte axonal, y (4) destruccién de la vaina de mielina. El

resultado final seria (5) la perdida axonal. (P. R. Olmos et al., 2012).

figura 1 esquemas de nervios periféricos con dafios a causa de la neuropatia
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Figura 1. Histologia de un nervio periférico con fibras mielinizadas. (A) Histologia normal. Cada axén normal [an]
esta rodeada de una vaina de mielina [color negro] y en su interior hay microttbulos [cortados]. Se observa también
un vaso capilar del endoneuro, con su endotelio, membrana basal y pericito. (B) El mismo nervio periférico afectado
por neuropatia diabética. Coexisten axones normales [an], axones destruidos [ad], axones en proceso de
regeneracion inicial [arg] y mielina en proceso de regeneracion [amrg]. Es posible observar también la reduccion
del diametro del capilar del endoneuro, y la reduplicacion (engrosamiento por superposicion de laminas) de su
membrana basal. (P. R. Olmos et al., 2012)

La patologia de los trastornos periféricos que causan el dolor neuropéatico afecta
predominantemente a las pequefias fibras C no mielinizadas y las fibras A mielinizadas. El dolor

neuropatico periférico probablemente se volverd mas comun debido al envejecimiento de la



poblacion mundial, debido al aumento de la incidencia de Diabetes mellitus. De hecho, los
pacientes con Diabetes mellitus tienen alteraciones en las vias del dolor periféricas y centrales;
Ademas, los niveles plasmaticos de metilglioxal (un subproducto de la glucélisis) aumentan en
pacientes con Diabetes mellitus debido a la excesiva glucélisis y la degradacion disminuida por el
sistema de glioxalasa. Este metabolito activa nervios periféricos mediante el cambio de la funcion
de Nav 1.7 y Na v 1.8 (canales de sodio dependientes de voltaje), por lo tanto, tienen un papel en
la neuropatia dolorosa. Los estudios en animales han demostrado que el metilglioxal ralentiza la
conduccion nerviosa, aumenta la liberacion de péptidos relacionados con el gen de la calcitonina'y

conduce a la hiperalgesia térmica y mecénica (Colloca, Luana et al., 2017).

Figura 2 esquemas de nervios periféricos con dafios a causa de la neuropatia

Figura 2. Mecanismos inflamatorio-inmunolégicos en algunas neuropatias diabéticas. [A] Figura semiesquematica de
la histologia normal de un nervio periférico con fibras mielinizadas. Se observan cuatro fasciculos conteniendo axones
mielinizados. En el borde de cada fasciculo hay una arteriola del endoneuro (aen). En el tejido conectivo entre los
fasciculos hay una arteriola (a) y varias células adiposas (adip). [B] Neuropatia Diabética de Fisiopatologia
predominantemente Inflamatorio-inmunoldgica (radiculo-plexopatias lumbosacra y cervical, radiculopatia toracica, y
neuropatia craneal). Se observa una casi total pérdida axonal y la infiltracion inflamatoria de las arteriolas del

endoneuro con abundantes leucocitos [dibujo basado en 4, Tracy JA, 2008)].



5.1 Hiperactividad en la Ruta del Poliol.

Los trastornos metabdlicos son la causa principal de la neuropatia diabética, la
hiperglucemia, inducida a través de la disminucion de la secrecion de insulina o la resistencia a la
insulina, es la responsable del aumento de la actividad de la ruta del poliol. La primera enzima
limitante de la velocidad de esta via, la aldosa reductasa cataliza la formacion de sorbitol a partir
de la glucosa, con la oxidacién de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) a
NADP *, el sorhitol se oxida atn mas a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa, que se acopla con
la reduccion del dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD ") a NADH. Se describe que, durante
los estados hiperglucémicos, la afinidad de la aldosa reductasa por la glucosa es mayor, lo que
genera un estrés osmotico intracelular debido a la acumulacién de sorbitol, ya que el sorbitol no
atraviesa las membranas celulares. El dafio a los nervios después del estado diabético no parece
deberse a este estrés osmético, ya que se ha informado de concentraciones de sorbitol
insignificantes en los nervios de los pacientes diabéticos. Sin embargo, la hipétesis actualmente
aceptada establece que la hiperactividad de la ruta del poliol es patégena principalmente al
aumentar la rotacion de cofactores como NADPH y NAD ¥, lo que conduce a una disminucion en
la reduccién y regeneracion del glutation, asi como a un aumento de la produccion de los productos
finales de la glicacion avanzada (AGE) y la activacion de las isoformas de diacilglicerol y proteina
quinasa C (PKC). El agotamiento del glutation podria ser la causa principal del estrés oxidativo y
estar relacionado con la acumulacion de especies toxicas. (Schreiber, Anne K et al., 2015)

De acuerdo con Olmos y colaboradores (2012) mencionan que, con la hiperglucemia, la

glucosa que entra al axon y a la célula de Schwann, bajo la accion de la aldosa-reductasa se



transforma en sorbitol, produciendo hiperosmolaridad y edema. Ademas, aumenta el NADP+ en la
desnaturalizacion del NADPH, paralizando la regeneracion del glutation, Por otro lado, la mayor
oferta de NADH desvia el metabolismo glucidico hacia diacilglicerol (DAG), activador de la
proteina-kinasa-C (PKC), la que a su vez induce la produccién de los mediadores TGF-f1
(transforming-growth factor beta-uno) y NF-kf3 (Nuclear Factor Kappa beta), ambos estimulantes
de la inflamacién y la fibrosis impidiendo la neutralizacion de los radicales oxidantes (ROS) y

nitrosilantes (NOS), produciendo dafio oxidante.

5.2 Estrés Oxidativo.

El dafio oxidativo se presenta cuando hay un crecimiento de la concentracion de moléculas
oxidantes, sean endogenas 0 exdgenas, 0 cuando se tiene una condicidén de reduccién de las
defensas antioxidantes, el estrés oxidativo (EOX) es un proceso caracterizado por un desequilibrio
bioquimico entre la produccién de radicales libres (RL) o especies reactivas con respecto a los
antioxidantes a favor de los primeros con implicaciones en la homeostasis del organismo por dafio
a nivel celular, tisular y sistémico. EI EOx ha sido asociado con el mecanismo fisiopatolégico de
méas de 100 enfermedades cronico-degenerativas dentro de esta lista se encuentra la Diabetes
mellitus. (Calderon J. 2013)

La activacion de la ruta del poliol podria ser la causa principal del estrés oxidativo asociado
con la diabetes. Sin embargo, el estrés oxidativo también podria iniciarse mediante la
autooxidacion de la glucosa y sus metabolitos, el aumento de la formacion intracelular de los AGE,
el aumento de la expresion del receptor para los AGEs y sus ligandos activadores, la funcion

mitocondrial alterada, la activacion de las isoformas PKC y la hiperactividad de la via de la



hexosamina. Ademas, existe una creciente evidencia de que el estrés oxidativo es causado por una
mayor formacion de radicales libres debido al metabolismo de la glucosa y / o los déficits en la
defensa antioxidante y puede desemperfiar un papel importante entre los supuestos mecanismos
patdgenos de la neuropatia diabética. Ademés del estrés oxidativo, las especies reactivas de
nitrégeno, especialmente el peroxinitrito, también desempefian un papel importante en el desarrollo

de la diabetes y sus complicaciones. (Schreiber, Anne K et al., 2015).

5. 3 Cambios Microvasculares en Sistema Nervioso Periférico (SNP).

El DNP se asocia frecuentemente con deterioro microvascular, en estudios realizados se
demostro que la perfusidn periférica se reduce tanto en tejido nervioso tanto como en la piel siendo
una evidencia fisiopatoldgica de alteracion microvascular. Como resultado, se produce isquemia
nerviosa, causada por la elevacion del grosor de la pared y la hialinizacion de la ldmina basal de
los vasos que nutren los nervios periféricos junto con la reduccion luminal. Estas alteraciones son
causadas por el escape de proteina plasmatica de la membrana capilar al endoneuro, lo que
promueve la inflamacién y la presion intersticial aumentada en los nervios, acompafiada por una
mayor presion capilar, deposicion de fibrina y desarrollo de trombos. Como resultado de la
isquemia nerviosa, tanto los pacientes diabéticos como los animales se han demostrado una pérdida
progresiva de nervios en los segmentos proximales y distales, lo que reduce la densidad de las
fibras nerviosas intraepidérmicas. En consecuencia, también puede ocurrir degeneracion y
regeneracion axonal, ademas de la retraccion y regeneracion axonal, otra modificacion estructural
relacionada con la hiperglucemia es la alteracion de la vaina de mielina. La desmielinizacion
observada puede estar relacionada con la capacidad alterada de las células de Schwann para

soportar la vaina de mielina normal. Se cree que una causa potencial de los cambios



microvasculares descritos anteriormente puede ser el estrés oxidativo, ya que el tratamiento con

agentes antioxidantes puede mantener una perfusion regular (Schreiber, Anne K et al., 2015)

5.4 Canales interrumpidos (SNP).

Se cree que las terminaciones nerviosas dafiadas contribuyen al dolor en la DNP. La
hipdtesis méas aceptada afirma que las terminaciones nerviosas dafiadas pueden producir
perturbaciones en potenciales de accion, interpretadas por el sistema nervioso central (SNC) como
dolor o disestesias. (Schreiber, Anne K et al., 2015).

La neuropatia periférica altera las propiedades eléctricas de los nervios sensoriales, lo que
conduce a desequilibrios entre la sefializacion excitadora e inhibidora central, de modo que las
interneuronas inhibitorias y los sistemas de control descendente se ven afectados. La neuropatia
causa alteraciones en los canales ionicos (sodio, calcio y potasio) dentro de los nervios afectados,
que pueden incluir todos los tipos de fibras aferentes que luego afectan la sefializacion sensorial de
la columnay el cerebro (Colloca, L. et al., 2017).

Los cambios en la expresion del canal ionico en las fibras periféricas son consecuencias
directas de la lesién del nervio, que conduce a una hiperexcitabilidad, que esta muy relacionada
con el dolor neuropatico. En este sentido, la regulacion al alza de los canales de sodio regulados
por voltaje (Nav) se ha demostrado ampliamente en los modelos de dolor neuropético. (Schreiber,

Anne K et al., 2015)



En (2013) Tesfaye, Solomon y colaboradores mencionan que los canales de sodio
despolarizan las neuronas y generan un potencial de accion. Después del dafio a los nervios
periféricos, la distribucion normal de estos canales a lo largo de un nervio se ve interrumpida por
el neuroma y la actividad "ectopica” se debe a la acumulacion de canales de sodio en o alrededor
del sitio de la lesion. De acuerdo con Colloca, Luana y colaboradores (2017) el aumento de la
expresion y la funcién de los canales de sodio en la médula espinal terminal de los nervios
sensoriales (reflejada por una expresion aumentada de la subunidad o > de los canales de calcio)
conduce a un aumento de la excitabilidad, la transduccion de sefiales y la liberacion de
neurotransmisores. Los canales de calcio también pueden estar mal regulados en una condicién
diabética, lo que lleva a un aumento del flujo de calcio en las neuronas sensoriales (Schreiber, Anne
Ketal., 2015)

Schreiber, Anne Ky colaboradores (2015) ambos autores relacionan la modulacion de los
canales de sodio con el aumento en la produccién de metilglioxal en pacientes con DNP con
diabetes tipo 2, en comparacién con aquellos indoloros, este metabolito glucolitico puede activar
las terminaciones nerviosas y eleva la liberacion de péptidos relacionados con el gen de la
calcitonina de los nervios sensoriales e induce sensibilidad térmica y mecanica ademas, en los
estados diabéticos, el metilglioxal también participa en la formacién de AGE.

El aumento de la fosforilacion de Nav1.6, Nav1.7 y Nav1.8 es otra caracteristica observada
en el estado diabético, lo que conduce a un aumento en su actividad. Por lo tanto, la expresién
anormal como la funcion de los canales de sodio TTX-R y TTX-S estan vinculadas a la actividad
anormal de las fibras nociceptivas. De esta manera, Suny colaboradores (2012) mostraron que las
corrientes de sodio TTX-Sy TTX-R aumentan en las neuronas pequefias en el DRG de los animales
diabéticos, lo que se relaciona no solo con trastornos sensoriales, sino también con el aumento de

la eficiencia de conductancia en fibras polimodales C, que, a su vez, facilita la transmision



nociceptiva. Los estudios de microneurografia también han identificado una actividad espontanea,
principalmente en las fibras C, la cual esta relacionada con el dolor, lo que sugiere un posible
mecanismo periférico para el dolor neuropético. (Colloca, L. et al., 2017).

En el (2014) Hoeijmakers y colaboradores vinculan el inicio del fallo de las células beta
pancreatica y el DNP con las alteraciones genéticas en los canales Nav1.7. Dado que tanto las
células beta pancreéticas como las neuronas periféricas expresan canales Nav1.7, un fondo genético
susceptible podria facilitar la generacion de mutaciones Nav1.7, lo que lleva a una ganancia de
funcién que provoca lesiones de celulas beta, posteriormente diabetes e hiperexcitabilidad en las
neuronas. Segun estos autores, esta teoria podria explicar por qué algunos pacientes tienen
neuropatia antes del inicio de la diabetes (Schreiber, Anne K et al., 2015)

De acuerdo con Tesfaye, Solomon y colaboradores (2013) los canales de sodio actGan para
generar potenciales de accion, los canales de potasio sirven como frenos moleculares de células
excitables, desempefiando un papel importante en la modulacion de la hiperexcitabilidad
neuronal. Es probable que haya muchos otros cambios en los canales de potasio después de la
neuropatia, y su importancia se ve subrayada por el hecho de que los opioides actlan para abrir
estos canales y suprimir la actividad en las vias del dolor mediante acciones tanto en la columna

vertebral como en el cerebro.

6.0 Tratamientos

De acuerdo con Tesfaye, Solomon (2013) existen varios tratamientos farmacoldgicos han
demostrado ser eficaces en el tratamiento de la DSPN dolorosa, aunque solo la duloxetina y la

pregabalina estan aprobadas para el tratamiento del dolor neuropatico en la diabetes por parte de la



Administracion de Medicamentos y Alimentos de EE. UU. Y la Agencia Europea de
Medicamentos.

Estudios experimentales recientes sugieren una patogénesis multifactorial de la neuropatia
diabética. Los estudios en modelos animales y células cultivadas proporcionan un marco
conceptual para la causa y el tratamiento de la neuropatia diabética. Sin embargo, el trabajo
limitado en pacientes diabéticos contindia generando mucho debate y controversia sobre la causa o
las causas de la neuropatia diabética, y hasta la fecha no tenemos un tratamiento efectivo a largo
plazo. (Boulton AJ, Vinik Al et al., 2005).

Muchos pacientes requeriran tratamiento farmacoldgico para los sintomas dolorosos: varios
agentes han confirmado su eficacia en ensayos controlados aleatorios publicados, aunque con la
excepcion de la duloxetina y la pregabalina, ninguno de los otros tiene una licencia especifica para
el tratamiento de la DPN dolorosa. (Boulton AJ, Vinik Al et al., 2005).

Actualmente, solo tres agentes estan aprobados en los Estados Unidos para el tratamiento
de la DNP: duloxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina y norepinefrina,
pregabalina un anticonvulsivo, farmaco de doble efecto y tapentadol, un agonista del receptor
opioide e inhibidor de la recaptacion de noradrenalina. Sin embargo, como el alivio del dolor no
es satisfactorio para la mayoria de los pacientes, se han utilizado varias intervenciones
farmacoldgicas basadas en la evidencia preclinica y / o clinica, asi como en una inferencia del
mecanismo de accién; Al no ser efectivos los medicamentos el incesante dolor puede ser
angustiante, lo que resulta en trastornos del estado de animo que incluyen depresion y ansiedad.
(Tesfaye, Solomon et al., 2013).

Al mismo tiempo se estan optando por nuevas alternativas terapéuticas naturales las cuales
brindan un mejor mecanismo de accion (Schreiber, Anne K et al., 2015). Se han producido

bloqueadores de canales Nav relacionados con el dolor. Por lo tanto, los tratamientos giran en torno



a los blogueadores de los canales de sodio no selectivos, incluidos los anestésicos locales como la
lidocaina y la anticonvulsiva carbamazepina en la neuralgia del trigémino. (Tesfaye, Solomon et
al., 2013).

El primer paso en el manejo de pacientes con DPN debe ser apuntar a un control glucémico estable
y Optimo, los sintomas neuropaticos mejoran no solo con la optimizacion del control sino también
con la evitacion de las fluctuaciones extremas de la glucosa en la sangre. (Boulton AJ, Vinik Al et
al., 2005). En la tabla 5 podemos observar los distintos grupos de farmacos empleados en el
tratamiento de la neuropatia y sus principales mecanismos de accion y alguna de sus
complicaciones

Tabla 5 principales farmacos utilizados en el tratamiento de la neuropatia

(Mimenza-Alvarado A, et al. 2010).

Grupo de farmacos utilizados para el tratamiento de la neuropatia

Grupo de farmacos Nombre Linea de tratamiento
Antidepresivos triciclicos Amitriptilina, nortriptilina,  Primera linea
Imipramina

Anticonvulsivos Gabapentina, pregabalina Primera linea
(Neuromoduladores)

Anestésicos Parche de lidocaina Primera linea
Opioides Oxicodona Primera linea

Otros antidepresivos Duloxetina Primera linea

Clase de medicamentos Medicamento Farmacocinética Eventos adversos importantes

Antidepresivos triciclicos  Nortriptilina, Amitriptilina Metabolismo hepatico, altos  Arritmia, bloqueo de

(AT’S)

niveles de metabolitos activos

en el adulto

conduccion, hipotensién
ortostatica, retencion urinaria,

constipacion, deterioro



cognitivo; supresion con la

suspension abrupta
Anticonvulsivos Gabapentina, pregabalina Eliminacion renal, vida media ~ Somnolencia, vértigo, mareo,
prolongada con el deterioro edema periférico, aumento de
renal apetito y ganancia de peso;
supresion después de

suspension abrupta
Opioides y drogas parecidas  Oxicodona, morfina, tramadol ~ Metabolismo  hepatico 'y  Constipacion, sedacion,
a opioides eliminacién renal; nivelesenel  nauseas/vomito, depresion
plasma podrian ser mas altos respiratorio, sintomas del
en el adulto sistema prurito, supresion con

la suspension abrupta

Anestésicos topicos Parche de lidocaina topica Absorcién  sisttmica muy Rash

pequefia

6.1 Estimacion de la severidad de la Neuropatia.

De acuerdo con Tesfaye, Solomon y colaboradores (2010) La estimacion de la severidad
de las distintas neuropatias no ha recibido la atencién que merece. No es suficiente con identificar
a los pacientes que tienen o no tienen DSPN; también se debe determinar la gravedad. Dado que la
gravedad de la DSPN es una combinacion de sintomas de neuropatia, signos, otras disfunciones y
alteraciones, la suma de anomalias en las pruebas neurofisiologicas, las puntuaciones de varias
medidas de signos neuroldgicos, junto con la evaluacion de la funcion de las actividades de la vida
diaria puede proporcionar una idea de la gravedad para asi poder ofrecer un tratamiento adecuado
a cada paciente.

El dolor neuropatico cronico es mas frecuente en mujeres (8% versus 5.7% en hombres) y

en pacientes > 50 afios (8.9% versus 5.6% en aquellos <49 afos), y afecta mas comdnmente a la



parte inferior de la espalda y las extremidades inferiores, cuello y extremidades superiores.

(Colloca, Luana et al., 2017).

6.2 Modelos utilizados para la evaluacion de la neuropatia

Los roedores se utilizan comUnmente para estudiar los mecanismos fisiopatolégicos del
dolor, ya que los estudios en humanos pueden ser dificiles de realizar y éticamente limitados. Como
el dolor no se puede medir directamente en los roedores, se han desarrollado muchos métodos que
cuantifican los comportamientos "similares al dolor" o la nocicepcion. Estos métodos conductuales
se pueden dividir en nocicepcion (espontanea) provocada por estimulo o no provocada por
estimulo, en funcién de si se utiliza o no la aplicacion de un estimulo externo para provocar una
respuesta de abstinencia. Los métodos evocados por estimulos, que incluyen la prueba manual y
electrénica de von Frey, Randall-Selitto y Hargreaves, fueron los primeros en ser desarrollados y
contindan siendo de uso generalizado. Sin embargo, las preocupaciones sobre la traducibilidad
clinica de la nocicepcion evocada por estimulos en los Gltimos afios han llevado al desarrollo y la
creciente implementacion de métodos no evocados por estimulos, como escalas de muecas,
excavacion, soporte de peso y andlisis de la marcha. (Deuis, JR, Dvorakova, LS y Vetter, I. 2017)

Otro de los métodos sencillos y utilizados para evaluar el dafio sobre el sistema nervioso
periférico es de plano inclinado, la cual es considerada como una prueba poco invasiva que no
necesariamente implica un dafio fisico al raton. Esto comparandola con otras pruebas donde es
necesario el desarrollo de quemaduras en las extremidades como en la cola ( evaluacion placa
térmica, prueba de movimiento de cola, prueba de hargreaves). Actualmente se han descrito otras

pruebas que también evaltan la respuesta a estimulos mecanicos (prueba de Randall-Selitto) pero



estas estan destinadas principalmente a ratas ya que estas se aplican con un aumento de fuerza por
lo cual no es posible aplicarla en ratones ya que les puede causar una lesion en extremidades.

El método de plano inclinado ha servido para demostrar el dafio a nivel sistema nervioso
periférico tal como lo hicieron Yilmaz, M. y colaboradores (2016) realizaron un estudio el cual
lleva por nombre Efectos neuroprotectores del &cido fdlico en la neuropatia periférica diabética
experimental; La neuropatia periférica diabética (NPD) se considera ampliamente como una
complicacion degenerativa de los pacientes diabéticos. La efectividad clinica del &cido folico (FA)
sobre la DPN es incierta. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de AF en DPN
mediante electromiografia (EMG), examen histopatoldgico, inmunohistoquimica, prueba de plano
inclinado y niveles de malondialdehido (MDA) como marcador de peroxidacion lipidica en ratas
diabéticas experimentales. Las puntuaciones de la prueba del plano inclinado fueron mas bajas en
el grupo de diabetes y més altas en el grupo tratado con AF que en el grupo de control.

Otro estudio donde podemos observar la implementacion del plano inclinado el realizado por
Erbas, O. y colaboradores (2016), Efectos neuroprotectores de la administracién cronica de
levetiracetam en un modelo de neuropatia diabética en ratas. EI propdésito del estudio fue evaluar
los efectos neuroprotectores del levetiracetam (LEV) sobre el DNP en un modelo de DM inducido
por estreptozotocina (STZ) en ratas. La DNP se confirm6 mediante electromiografia (EMG) y una
prueba de funcién motora el dia 21 después de la inyeccion de STZ. El tratamiento de ratas
diabéticas con LEV atenué significativamente la inflamacion y fibrosis en los nervios ciaticos y
evito alteraciones electrofisiolégicas.

Estos estudios se basan en el método de plano inclinado el cual fue implementado por primera
vez por (Rivlin A, Tator C 1977). Se desarroll6 un nuevo método para la evaluacion clinica de la
funcién motora en ratas después de una lesion experimental de la médula espinal. EI método

consiste en colocar al animal en un plano inclinado que se puede ajustar para proporcionar una



pendiente de grado variable, y luego evaluar el angulo maximo del plano en el que el animal puede
mantener su posicion sin caer. EI método se utilizé para cuantificar la funcion motora en ratas
normales y en ratas sometidas a mielectomia, y mostro consistentemente diferencias importantes
entre los dos grupos. EI método tiene muchas caracteristicas positivas: el avion es facil de construir

y de bajo costo; y la prueba es rapida, no invasiva, repetible y consistente.

7.0 Justificacidn

La diabetes mellitus (DM) es uno de los principales problemas de salud publica en México
y el mundo, afectando a mas de 500 millones personas a nivel global (OMS, 2021). Al mismo
tiempo, la neuropatia diabética es una de sus complicaciones silenciosas menos estudiadas en
México, por lo que es necesaria la busqueda de tratamientos mas efectivos (Tesfaye et al., 2013;
Schreiber AK et al.,2015). Actualmente, el control de la diabetes se realiza a través de numerosos
agentes antidiabéticos con accion hipoglucemiante, antihiperglucemiante, asi como con la propia
insulina humana (Rodriguez, NS.et al., 2017). Sin embargo, los tratamientos farmacoldgicos se
encuentran muchas veces restringidos a la poblacion méas vulnerable o de pobreza extrema,
traduciéndose en una mayor prevalencia de sus complicaciones, por lo que es importante atender
estas necesidades sanitarias. En México al igual que en otros paises en vias de desarrollo, se tiene
opcidn la utilizacién de la terapia alopatica y/o la medicina tradicional de forma paralela a los
tratamientos farmacoldgicos, esto debido a la creencia de que por su origen natural son inocuas y
su accion de alivio, asi como por su accesibilidad. En México mas de 380 especies de plantas son

utilizadas como tratamiento de la DM, esto a pesar de que su mayoria no cuentan con estudios



preclinicos suficientes que respalden su seguridad, efectividad y en menor medida que describan
sus principios activos (Andrade-Cetto et. al., 2005). Cucurbita pepo L., es una planta prometedora
para el tratamiento de la diabetes, ya que presenta compuestos antidiabéticos efectivos distribuidos
en sus diferentes 6rganos. Al mismo tiempo, las hojas de esta planta prometen ser una fuente
accesible para la obtencién de moléculas antidiabéticas, ya que es una especie con un cultivo
trascendental en la historia de la alimentacién humana (Perez G. 2016; Smith BD 1997). En este
sentido, el estudio de su accidn antidiabética y neuroprotectora de las hojas de Cucurbita pepo L.
puede permitir llegar a comprender mejor sobre su papel en la prevencion de complicaciones
neuronales como la neuropatia diabética. Esto ultimo, considerando que existen estudios sobre sus
propiedades antioxidantes en sus hojas y la necesidad de farmacos antidiabéticos que ademas
presenten accion protectora (antioxidante). Esto particularmente por fendmenos como el estrés
oxidante caracteristico de padecimientos degenerativos. En el caso del estudio de dafios provocados
sobre el sistema nervioso, existen métodos accesibles y sencillos como el plano inclinado, la varilla
giratoria y la prueba de filamento, entre otras. Por lo que su aplicacion en animales experimentales
con enfermedades como la diabetes mellitus, pueden aportar informacion relevante sobre su

efectividad.

8.0 Hipotesis

Observar un efecto neuroprotector y antidiabético del extracto hidroetanolico de hojas de

Cucurbita pepo L. a dosis de 600 mg/Kg/dia en ratones diabetizados.



9.0 Objetivos

a) Objetivo general
Evaluar el efecto antidiabético y neuroprotector del extracto hidroetanolico de hojas de Cucurbita

pepo L. en ratones diabetizados.

b) Objetivos especificos
e Evaluar el efecto antidiabético del extracto EHHC a dosis de 600mg/kg.
e Comparar el efecto antidiabético de las dosis de EHHC de 300mg/kg y 600 mg/kg.
e Registrar el comportamiento conductual de los diferentes grupos de ratones.
e Evaluar la actividad neuroprotectora del EHHC a una dosis de 600 mg/kg en el modelo de
plano inclinado.
e Comparar el efecto neuroprotector del EHHC con grupos de ratones control tratados con

glibenclamida y vehiculo, asi como con ratones no diabetizados.



10.0 Materiales y métodos

Figura 3: Estrategia experimental

Recolecta y preparacion del material vegetal
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Figura 3: Fase 1: se recolectaron y seleccionaron las hojas de Cucurbita pepo para posteriormente dejarla secar. Fase 2: una vez secas las hojas
se trituraron para poder preparar el extracto, una vez obtenido se pasé a la Fase 3: la induccién quimica se llevo a cabo en tres de los cuatro
grupos en los cuales se les aplicaron dos dosis de estreptozotocina con 72 horas de diferencia una vez corroborada la diabetes mellitus se
procedio con la Fase 4: la cual consiste en el inicio del ensayo hipoglucemiante el cual consiste en administrar el extracto a uno de los grupos,
mientras que a otro de los grupos se le administra glibenclamida, a otro vehiculo y a un grupo no se le administra ningin tratamiento obtenido
muestras de glucosas casa 7 dias esta fase duro 21 dias a la par de esta fase lleva a cabo la Fase 5: la cual consiste en evaluar a cada uno de los
integrantes de cada grupo en el plano inclinado a distintos grados de elevacion principalmente 50°, 70° y 90°.




10.3 Recolecta y preparacion del material vegetal.

La recolecta de las hojas de Cucurbita pepo L. fue realizada en el campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, que se
encuentra ubicada en las coordenadas: 18°58'54.1"N 99°13'58.8"W. Durante el desarrollo
vegetativo de la planta se mantuvo a una temperatura atmosférica entre 25-30 ° los riegos fueron
aplicados durante todo el desarrollo de la planta siguiendo las recomendaciones de (Comision para
la Investigacion y la Defensa de las Hortalizas 2005 mencionado en conabio). Finalmente, la
recoleccion se llevod a cabo entre los meses de junio y julio del 2021 y las hojas sanas fueron

seleccionadas

10.4 Preparacion del extracto hidroetandlico de hojas.

Para la preparacion del extracto, se utilizaron 100g de polvo fino y seco de C. pepo L. el
cual se dejo en maceracion junto a 1000 ml de solucién hidroalcohdlica (70%) durante 3 dias, para
posteriormente ser filtrado y evaporado. Finalmente, el extracto crudo fue obtenido mediante la

utilizacion de una campana de extraccion y la utilizacion de vacio.

10.5 Induccion quimica de Diabetes mellitus.

Se adquirieron ratones BALB/c machos que fueron divididos en cuatro grupos (6n), tres

grupos de ratones fueron diabetizados con el agente inductor estreptozotocina (STZ) (dosis dual de



135 mg Kg! y 75 mgeKg™ via IP ¢/72 horas). La confirmacion de DM (con niveles >200 mg/dL
de glucosa en sangre) se corrobor6 a las 72 horas después del proceso de induccion, mediante un

glucémetro digital one touch de tiras reactivas.

11.0 Ensayo hipoglucemiante in vivo.

Para la evaluacién de la accion hipoglucemiante 3 grupos (6n) de ratones diabetizados
fueron tratados por via oral durante 21 dias utilizando diferentes tratamientos. El primer grupo
recibié una dosis de extracto hidroetandlico de las hojas de C. pepo L. de 600 mg*K, el segundo
grupo una dosis de (500 pgeKg) de Glibenclamida y el tercer grupo 0.4 ml de Solucién salina al
0.9% (vehiculo). Al mismo tiempo, un grupo de ratones normoglucémicos que no recibié ningdn
tipo de tratamiento, mas que la administracién de vehiculo (0.4 ml de solucion salina) fue utilizado
como blanco del experimento. Para la determinacion de la accién hipoglucemiante del extracto, los
niveles de glucosa sanguinea de todos los grupos fueron registrados cada siete dias mediante un
corte fino sobre la punta de la cola de los ratones. el uso y manejo de los ratones fue de acuerdo

con la NOM-062-Z00-1999.

12.0 Evaluacion de comportamiento durante la prueba de

plano inclinado

Para la evaluacion del comportamiento se consideraron los siguientes parametros: el

comportamientos defensivo, el estrés social (agresividad e irritabilidad) y aspectos fisioldgicos



(principalmente pelo) . Esta evaluacién del comportamiento se realiz6 en cada uno de los grupos
durante el periodo en el que dur6 el ensayo hipoglucemiante y el plano inclinado, asi como cada
que se realizaba la aplicacién de cada uno de los tratamientos sobre los grupos hiperglucémicos
(EHHC (600 mg/Kg/dia) , vehiculo (solucidn salina al 0.9%), glibenclamida (500 pg/Kg)) v el

grupo normoglucémico considerado como blanco del experimento.

13.0 Estudio Neuroprotector.

13.1 Evaluacion de la Funcion Motora en Plano inclinado

La funcion motora evaluada con el registro del tiempo de permanencia de los ratones en el
plano inclinado (Rivlin y Tator 1977) consistié en la colocacion de los mismo sobre cuatro
rectangulos de madera, donde tres de los cuales sirven como base mientras que el cuarto sirve como
plano inclinado. Este ultimo al mismo tiempo, debe estar ranurado en la parte central cada 6 mm
para proporcionar un medio de sujecion para el raton durante la prueba. Por otro lado, los
rectangulos de los costados van unidos al plano inclinado por medio de un tornillo, los cuales tienen
marcados los grados de inclinacion. Para la parte de evaluacion motora el ratoén fue colocado de
forma transversal, de tal manera que si queria conservar su posicion tenian que utilizar ambas
extremidades. El plano inclinado fue ajustado para proporcionar una pendiente de grado variable y
asi poder realizar la evaluacion del rendimiento motor a diferentes inclinaciones (50, 70 Y 90°) ver
figuras 4, 5. En el presente estudio los ratones se colocaron por un determinado tiempo con su eje
del cuerpo perpendicular al plano inclinado. El angulo inicial de la placa inclinada fue de 50 grados

(figura 4, 5), el cual posteriormente fue incrementandose hasta llegar al angulo de 90°. Las



diferentes pruebas en el plano inclinado se realizaron por triplicado con cada ratén registrandose
el peso y el tiempo de permanencia del raton hasta un maximo de 5s. Los ratones fueron evaluados
cada 7 dias, durante los 21 dias que durd el tratamiento hipoglucemiante.

Figuras 4,5. evaluacion de plano inclinado

Figura 5 evaluacion a 70°

Figura 4 evaluacion a 50°




14.0 RESULTADOS

Figura 6: Resumen Experimental De Resultados.
Recolecta y Preparacion del Material:

Figura 6: resumen del desarrollo del proyecto




Efecto hipoglucemiante

En el ensayo hipoglucemiante se logré observar el efecto antidiabético del extracto
hidroetandlico de hojas de Cucurbita pepo L., a partir del dia 14 del tratamiento y continud
visualizandose hasta el dia 21 del tratamiento. La accion hipoglucemiante del extracto
hidroetandlico de hojas de Cucurbita pepo L. al mismo tiempo fue comparable a lo observado con
glibenclamida y con diferencia significativa cuando fue comparado con el grupo diabetizado al que
solo se le administro vehiculo (solucion salina) como tratamiento. Por otro lado, el grupo de ratones
considerado como blanco experimental, permitié contrastar los niveles de glucosa normal con
respecto a los valores hiperglucemiantes de los grupos diabetizados. por otra parte, en el analisis
estadistico nos revel6 que el Gnico grupo que presenta diferencia significativa es el grupo vehiculo
los demas grupos, aungue en la graficas parecian distintos en el analisis no mostré esta diferencia.
el presente experimento logré demostrar una mayor eficacia de la dosis de 600 mg/Kg frente a la
dosis de 300 mg/kg analizada previamente en el grupo de trabajo y la cual puede ser observada en
la figura 7 al dia 14 Sin embargo, es necesario continuar realizando estudios de efectividad

relacionados con principios activos aislados y/o extractos estandarizados. Figuras 7,8,9
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con respecto al control volvieron a comparar los grupos, siendo el
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diferencia significativa *** p < .001

Evaluaciéon del comportamiento durante la prueba de plano inclinado

Referente al comportamiento de los diferentes grupos durante el ensayo hipoglucemiante y
el analisis motor, el grupo control (blanco experimental) se mostrd hostil al inicio del ensayo, sin
embargo, con el avance de las pruebas estos se fueron adaptando a la manipulacion y su instinto de
huida fue disminuyendo. En cuanto a su comportamiento social, este era tranquilo y no existié
agresion entre ellos, su pelo siempre se conservd esponjoso y sedoso con apariencia limpia. Con
respecto al grupo de ratones tratados con extracto hidroetanolico de hojas de Cucurbita pepo L.,
este mostrd un comportamiento similar al control al inicio del tratamiento. No obstante, a diferencia
del grupo control este grupo presentd un pelo erizo durante los primeros dias del tratamiento y
conforme fue avanzando el experimento, la apariencia de su pelo fue mejorando hasta presentar las

caracteristicas del grupo control (sedoso y esponjoso). A pesar de que los grupos diabetizados



presentaban cierto grado de irritabilidad, el grupo de ratones tratados con Cucurbita pepo L.,
presentd comportamiento con menor agresividad que los grupos tratados con vehiculo y
glibenclamida. Este comportamiento fue mas visible durante las pruebas con el plano inclinado,
donde los instintos de huida fueron considerablemente mas marcados al momento de ser

manipulados para que mantuvieran su posicion perpendicular al plano.

Evaluacion neuroprotectora en plano inclinado(rendimiento motor).

Una vez montado el plano inclinado, tal y como lo describen Rivlin y Tator 1977, se
procedio a evaluar a cada uno de los ratones de los distintos grupos descritos en el apartado 12.0.
Sin embargo, aunque el plano inclinado es un método sencillo tanto para su construccién como
para su manejo, al comienzo de cada prueba fue necesario un previo entrenamiento de los ratones
para obtener y mantener la posicion adecuada (esto debido a que fue la primera manipulacién). La
prueba permitié evaluar el rendimiento motor de los grupos de ratones diabetizados, asi como de
los ratones normoglucémicos. Observar figuras 10,11,12 sobre andlisis estadistico figura 13

muestra el uso del plano inclinado.
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Para su manejo, al comienzo de cada prueba fue necesario un previo entrenamiento de los
ratones para obtener y mantener la posicion adecuada (esto debido a que fue la primera
manipulacion). La prueba permitié evaluar el rendimiento motor de los grupos de ratones

diabetizados, asi como de los ratones normoglucémicos.

Como se puede observar en las graficas del rendimiento motor los ratones del grupo control o
blanco del experimento, presentaron el mayor rendimiento a una inclinacion de 50 grados,
mostrando una diferencia significativa con respecto al rendimiento motor observado en los ratones
tratados con extracto hidroetandlico de hojas de Cucurbita pepo L., vehiculo y el farmaco
glibenclamida. Sin embargo, al aumentar a 70° de inclinacion el plano inclinado se lograron
observar diferencias entre los diferentes tratamientos, siendo el grupo de ratones tratados con
glibenclamida con el menor rendimiento motor, como se ilustra en la gréfica (B). Al mismo tiempo,
a una inclinacién de 70° se observa que el grupo tratado con extracto de Cucurbita pepo L., y
vehiculo no muestran diferencias significativas con respecto al blanco del experimento.
Finalmente, a una inclinacién de 90 grados, el mayor rendimiento motor del grupo de ratones
normoglucémico fue méas evidente como se observa en la gréfica (c). En la inclinacion de 90°
grados como se puede observar en la gréfica, no se logra visualizar la diferencia significativa de
los rendimientos motores al dia 21 de los diferentes tratamientos. Sin embargo, esta diferencia si

es visible en el resto de los dias de la prueba (dia 7 y 14).



15.0 Discusion

Los dafios microvasculares son el resultado de complicaciones como la nefropatia, retinopatia y
neuropatia diabética. Estos dafios son ocasionados por una excesiva produccion de radicales libres
de oxigeno, cambios osmoticos y acumulacion de productos metabdlicos debido al desarrollo de la
diabetes mellitus. En este contexto, dado que el estrés oxidante es causado por un desequilibrio
entre agentes oxidantes y antioxidantes, los productos antioxidantes obtenidos de la dieta juegan
papeles importantes para la prevencion de las complicaciones. Por lo que, considerar una estrategia
terapéutica antidiabética, que ademas de controlar los niveles de glucosa en sangre permita retardar
la aparicion de complicaciones por una accion antioxidante es esencial . Actualmente, la medicina
tradicional a base de plantas es una alternativa altamente utilizada a nivel mundial. Por un lado,
debido a la creencia de que por tratarse de algo natural es sindbnimo de inocuidad y por otro, debido
a la vivencia de la experiencia de sanacién y/o alivio sobre diferentes enfermedades. Con el
presente trabajo el extracto hidroetandlico de hojas de Cucurbita pepo L. se ha logrado demostrar
su accion como agente hipoglucemiante y potencial efecto antioxidante en un modelo in vivo, lo
gue permite acercar mas hacia su uso con fines terapéuticos. No obstante, es importante considerar
el estudio de la toxicidad de dicho preparado. En este sentido, componentes de la planta como la
cucurbitacina B (Kim et al., 2018) y los tocoferoles son descritos en la literatura como
antidiabéticos y en el caso de las cucurbitacinas, ademas son referidas con accion sobre el factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y MAPK (Cucurbitacina 1). Al mismo tiempo,
particularmente la cucurbitacina B también ha demostrado actividades antiinflamatorias y accion
hepatoprotector (Chen, J. 2005).

En el presente trabajo el EHHC mostr¢ actividad antidiabética comparable a la del farmaco

glibenclamida, esto al comparar los niveles de glucosa en sangre entre los diferentes grupos de



ratones al dia 14 y 21 del tratamiento. En este sentido, la dosis de 600 mg/Kg de EHHC presentd
mayor eficacia que la de 300 mg/Kg, mostrando una mejor disminucion de los niveles de glucosa
a partir del dia 14. Por otro lado, en el ensayo realizado para la valoracion de la neuroproteccion
por el EHHC, este Gltimo presentd una tendencia hacia el mantenimiento de una mayor capacidad
motora que la observada en glibenclamida. Esto al comparar los tiempos de permanencia en el
plano inclinado durante todo el tratamiento. Cabe destacar, que el compuesto glibenclamida nunca
mejoro la capacidad motora de los ratones durante todo el tratamiento o una tendencia observable.
La glibenclamida con efecto hipoglucemiante es uno de los farmacos de mayor eleccién en México
para tratamiento de la diabetes mellitus. Sin embargo, con base a los resultados observados en el
modelo de plano inclinado, este compuesto no brinda efecto neuroprotector, por lo que, es
necesario acompafar su efectividad como otros farmacos antidiabéticos y/o protectores
(antioxidante). De igual manera, al comparar las observaciones de los grupos tratados con EHHC
y glibenclamida en la prueba de plano inclinado, la planta en estudio muestra una tendencia hacia
la neuroproteccion que no es observable en el farmaco glibenclamida. Por otro lado, en aspectos
de comportamiento el grupo de ratones tratados con Cucurbita pepo L., presentd menos
irritabilidad que los grupos de ratones tratados con glibenclamida, lo que sugiere nuevamente un
efecto favorable del extracto de Cucurbita a dosis de 600 mg/kg sobre el sistema nervioso. Al
mismo tiempo, caracteristicas distintivas de un mayor avance de la enfermedad como la
piloereccion y perdida de vibrisas fueron observadas en el grupo de ratones tratado con
glibenclamida y el grupo control tratado Unicamente con vehiculo. En este caso, es documentado
que la diabetes mellitus inducida por el compuesto estreptozotoicina es del tipo 1, por lo que es
entendible que exista una accion ineficaz del farmaco glibenclamida al ser un hipoglucemiante.
Esto a que dicho modelo antidiabético pueda replantearse con el desarrollo de una diabetes tipo 2.

No obstante, si es observable la disminucion de los niveles de glucosa en sangre en los ratones



tratados con glibenclamida, asi como una mayor supervivencia de los mismo. Con base en estos
resultados, la planta promete ser una alternativa mas efectiva sobre la diabetes mellitus, al
involucrarse de forma paralela la prevencion de complicaciones nerviosas que en su mayoria se

muestran silenciosa y que los tratamientos farmacoldgicos no alcanzan a atender.

Dentro de los 6rganos de C. pepo a los cuales se les pueden adjudicar propiedades
protectoras (antioxidantes) se encuentran las semillas (tocoferoles, D-chiro-Inosito, vitamina E) el
fruto (carotenoides, luteina, acidos fendlicos y flavonoles) y las hojas (cucurbitacinas, fenoles,
vitamina E y tocoferoles). En el caso de la vitamina E se ha descrito que pueden actuar inhibiendo
los radicales libres a nivel de membrana celular. Por otra parte, el efecto antidiabético de la planta
se atribuye a la presencia del inositol, cucurbitacina B, tocoferoles entre otros componentes
documentados también en el tallo de la hoja.

Cu I (Cucurbitacina I) es una de las principales cucurbitacinas que se encuentra presente en las
hojas del género Cucurbita con propiedades antioxidantes, asi como otros productos vegetales
como el D-quiro inositol, tocoferoles y fenoles. Debido a esto, la familia cucurbitacea es reconocida
como una excelente alternativa para el tratamiento de diversas enfermedades cronico-degenerativas
y sus complicaciones. Por otro lado, la Cu | ha demostrado participar en la sefializacion de TGF-

/Smad, factores importantes que contribuyen a la fibrosis y dafio del sistema nervioso (Jeong

2015)



16.0 Conclusiones

Las hojas de Cucurbita pepo son una alternativa prometedora para el tratamiento de la
diabetes mellitus y sus complicaciones, ya que mostraron un efecto hipoglucemiante comparable
al de glibenclamida y una tendencia de neuroproteccion a dosis de 600 mg/kg.

La glibenclamida muestra un efecto hipoglucemiante, pero no un efecto neuroprotector
motor al ser analizado en el modelo del plano inclinado.

En cuanto a patrones de comportamiento, los ratones tratados con Cucurbita pepo L., se
vieron menos irritados y sin piloereccion que los ratones tratados con glibenclamida y vehiculo,

sugiriendo una accién de neuroproteccion a dosis de 600 mg/kg.

17.0 PERSPECTIVAS

Profundizar en el mecanismo de accion antioxidante y antidiabética de las hojas de
Cucurbita pepo L.

Identificar los principios activos responsables de la accion antidiabética y antioxidante de
Cucucrbita pepo L.

Estandarizar el extracto de Cucurbita pepo L. para su aplicacion como antidiabético.

Realizar estudios de toxicidad para conocimiento de su seguridad como tratamiento

antidiabético.
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