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RESUMEN

El envejecimiento es un proceso bioldgico progresivo caracterizado por alteraciones
metabdlicas y fisiologicas, asi como por un incremento del estrés oxidante asociado a la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y a la disminucion de la capacidad
antioxidante enddgena. Este desequilibrio favorece el dafio en tejidos altamente vulnerables,
como el cerebro, particularmente en regiones involucradas en la memoria y el aprendizaje,
como el hipocampo y la corteza prefrontal, lo que contribuye al desarrollo de alteraciones
cognitivas leves propias del envejecimiento normal. En este contexto, los flavonoides
destacan como compuestos de origen natural con potencial para modular el estado redox
mitocondrial.

En el presente estudio se evaluo el efecto del extracto etandlico de Bauhinia variegata en
ratas jovenes (6-9 meses) y viejas (18-24 meses), administrado por via oral a dosis de 100
mg/kg y 400 mg/kg, con el objetivo de analizar su impacto sobre el estado redox mitocondrial
y su posible relacion con la conducta tipo ansiosa, la memoria y el aprendizaje. La conducta
tipo ansiosa se evalué mediante las pruebas de campo abierto y laberinto elevado en cruz, sin
observarse diferencias significativas a ninguna de las dosis empleadas. De igual forma, el
desempefio en el laberinto acuatico de Morris no mostro diferencias en la memoria espacial
entre los grupos tratados y sus respectivos controles. No se detectaron alteraciones en el peso
corporal o en el metabolismo de la glucosa.

A nivel bioguimico, el analisis de mitocondrias aisladas de hipocampo y corteza prefrontal
mostré modulaciones en la actividad de los complejos de la cadena de transporte de
electrones (CTE) con patrones dependientes de la edad, la region cerebral y la dosis
administrada. A la dosis de 100 mg/kg, se observé un incremento en la actividad del complejo
I en el hipocampo de ratas jovenes y una disminucion en la corteza prefrontal de ratas viejas,
asi como un aumento en la actividad del complejo 1V en esta ultima region. Asimismo, se
registré una reduccion de ERO en el hipocampo de ratas viejas y un incremento en
hipocampo y corteza prefrontal de ratas jovenes. Por su parte, la dosis de 400 mg/kg no
modificd la actividad del complejo I, pero indujo un aumento en la actividad del complejo Il
y del segmento II+11l en la corteza prefrontal de ratas jovenes, junto con una disminucion
significativa de ERO en la corteza prefrontal de ratas viejas.

En conjunto, los resultados indican que el extracto etandlico de Bauhinia variegata ejerce
una modulacion selectiva del equilibrio redox mitocondrial, dependiente de la edad, la regién
cerebral y la dosis administrada, con efectos antioxidantes mas notorios en ratas viejas y
respuestas prooxidantes en ratas jovenes a dosis bajas, sin que dichos efectos repercutan en
la conducta, la memoria o el aprendizaje.

Palabras clave: envejecimiento, Bauhinia variegata, deterioro cognitivo, memoria ERO,
mitocondrias, hipocampo, corteza prefrontal.
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ABSTRACT

Aging is a progressive biological process characterized by metabolic and physiological
alterations, as well as by an increase in oxidative stress associated with the accumulation of
reactive oxygen species (ROS) and a reduction in endogenous antioxidant capacity. This
imbalance promotes damage in highly vulnerable tissues such as the brain, particularly in
regions involved in memory and learning, including the hippocampus and the prefrontal
cortex, thereby contributing to the development of mild cognitive impairments characteristic
of normal aging. In this context, flavonoids stand out as naturally occurring compounds with
the potential to modulate the mitochondrial redox state.

In the present study, the effect of the ethanolic extract of Bauhinia variegata was evaluated
in young (6-9 months) and aged (18-24 months) rats, administered orally at doses of 100
mg/kg and 400 mg/kg, with the aim of analyzing its impact on mitochondrial redox status
and its possible relationship with anxiety-like behavior, memory, and learning. Anxiety-like
behavior was assessed using the open field and elevated plus maze tests, with no significant
changes observed at either dose. Similarly, performance in the Morris water maze did not
reveal differences in spatial memory between treated groups and their respective controls.
No alterations in body weight or glucose metabolism were detected.

At the biochemical level, the analysis of mitochondria isolated from the hippocampus and
prefrontal cortex revealed modulations in the activity of electron transport chain (ETC)
complexes, displaying patterns dependent on age, brain region, and administered dose. At a
dose of 100 mg/kg, an increase in complex | activity was observed in the hippocampus of
young rats, along with a decrease in the prefrontal cortex of aged rats, as well as an increase
in complex IV activity in this latter region. In addition, a reduction in ROS levels was
detected in the hippocampus of aged rats, whereas an increase was observed in both the
hippocampus and prefrontal cortex of young rats. In contrast, the 400 mg/kg dose did not
modify complex | activity but induced an increase in the activity of complex Il and the 1+I11
segment in the prefrontal cortex of young rats, together with a significant reduction in ROS
levels in the prefrontal cortex of aged rats.

Overall, the results indicate that the ethanolic extract of Bauhinia variegata exerts a selective
modulation of mitochondrial redox balance, dependent on age, brain region, and
administered dose, with more pronounced antioxidant effects in aged rats and pro-oxidant
responses in young rats at low doses, without these effects translating into changes in
behavior, memory, or learning.

Keywords: aging, Bauhinia variegata, cognitive decline, ROS memory, mitochondria,
hippocampus, prefrontal cortex.
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1. MARCO TEORICO
1.1 El envejecimiento

El envejecimiento se reconoce como un proceso de declive funcional que
depende del tiempo y que afecta a la mayoria de seres vivos, donde la acumulacién del dafio
celular es considerada como la principal causa del envejecimiento (Lépez-Otin, et al, 2013).
Este proceso se acomparia de alteraciones fisioldgicas que incluyen la pérdida progresiva de
masa muscular y 6sea, una menor fuerza y capacidad funcional, asi como un deterioro de la
movilidad y otras funciones motoras y sensoriales, contribuyendo a la fragilidad de las
personas mayores (Olmos et al., 2019). Ademas, el envejecimiento est4 asociado con
alteraciones de proceso cognitivos como el razonamiento, la memoria de trabajo y la
velocidad de procesamiento, aunque estos cambios no son homogéneos para todos los
individuos. Estos cambios no implican necesariamente la presencia de patologias, ya que se
consideran parte del proceso natural del envejecimiento (Harada, et al, 2013)

El envejecimiento no debe entenderse Unicamente desde una perspectiva
cronoldgica; resulta necesario definir la edad efectiva de un individuo considerando los
distintos tipos de edad:

* Edad cronoldgica: es la cantidad de afios que han pasado desde el momento del nacimiento.

« Edad biologica: Se define por el nivel de desgaste funcional en los érganos a lo largo de los
anos.

» Edad psicologica: se refiere al desempefio del individuo respecto a sus capacidades
cognitivas y conductuales con el paso de la edad.

* Edad social: se refiere al rol que un individuo asume dentro de su contexto social (Alvarado
etal., 2014).

Dentro de la clasificacion cronoldgica del adulto mayor se reconocen los siguientes

rangos etarios:

A) 50 a 64 afios: transicion a la vejez. La mayoria de las personas en este rango

presenta un buen estado fisico, con capacidad funcional y autonomia.
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B) 65 a 74 afos: tercera edad. El declive de la condicion fisica se vuelve mas
evidente; no obstante, se conservan niveles aceptables de funcionalidad.

C) 75 afios 0 més: cuarta edad. En este grupo, una proporcién considerable de la
poblacion presenta un deterioro significativo de la salud y la funcionalidad, lo que conlleva
una pérdida progresiva de la autonomia (Gonzélez & Ham-Chande, 2007).

Por otro lado, el envejecimiento poblacional constituye una tendencia global. La
perspectiva poblacional proyecta que la poblacién mundial contnuara expandiéndose durante
las proximas decadas, alcanzara un maximo aproximado de 10,300 millones de habitantes
estimados para el afio 2085 en comparacion con los 8.200 millones del 2024. Para finales del
afio 2070, se estima que la poblacién mundial de adultos mayores alcance los 2.200 millones
de habitantes y que rebase a la poblacion de individuos menores de 18 afios (ONU, 2023).
En el caso de México, también se observa un crecimiento acelerado de la poblacion adulta
mayor. De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en
2022 las personas mayores de 60 afios representaron aproximadamente el 14 % de la
poblacion total del pais, estimada en alrededor de 130 millones de habitantes. Asimismo, a
nivel nacional se ha registrado un incremento en la esperanza de vida entre 2021 y 2025,
periodo en el cual el promedio para los varones aumento de 64 a 72 afios y para las mujeres
de 73 a 79 afios (INEGI, 2022).

1.1.1 Correlacion del envejecimiento humano con el de la rata

La correlacion entre el envejecimiento del ser humano y el de la rata implica
reconocer que ambas especies difieren significativamente en su escala temporal bioldgica.
Por su lado, la rata de laboratorio presenta una esperanza de vida aproximada de tres afios en
contraste con los 80 afios aproximados del ser humano, lo que refleja una aceleracion relativa
de sus procesos fisioldgicos. No obstante, esta equivalencia no es lineal ni uniforme, ya que
distintos eventos bioldgicos, como la maduracién sexual, muestran variabilidad entre
especies. Por ello la comparacion del envejecimiento debe establecerse considerando la etapa

bioldgica especifica y no solamente la edad cronoldgica (Sengupta, 2013; Agoston, 2017).
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Las ratas de laboratorio alcanzan la madurez sexual a aproximadamente a las seis
semanas de vida, considerando la vida Gtil promedio de 3 afios para la rata y 80 afios para el
ser humano, se estima que cada dia de vida de una rata equivale aproximadamente a 26.7
dias humanos, en consecuencia, 13.8 dias de rata equivaldrian a un afio del ser humano
(Sengupta 2013). Adicionalmente Agoston (2017) presentd una escala similar donde sugiere
que el promedio de vida de las ratas de hasta 3 afios equivale a 1095 dias, mientras que los
80 afos de los humanos equivaldrian a 29200 dias, lo que significa que 1 dia de rata equivale
a 27 dias humanos y por lo tanto 13.5 dias de rata serian el equivalente a 1 afio humano. Sin
embargo, esta relacion representa Unicamente una aproximacion basada en la duracion de la
vida y no una conversion universal, por lo que la equivalencia temporal entre humanos y
roedores debe considerarse especifica para cada proceso biolégico como es el caso del

envejecimiento.

El envejecimiento afecta de diferente manera a las diferentes especies, en el caso
particular de la rata noruega Rattus norvegicus las etapas del desarrollo equivalentes a las del
ser humano se definen por los cambios fisioldgicos mas que por la edad (Vargas et al., 2020).
A manera de aproximacion, estas equivalencias suelen representarse mediante tablas

comparativas:

Edad de la rata (meses) Edad en humano (afios)
6 18
12 30
18 45
24 60
30 75
36 90
42 105
45 113
48 120

Tablal: Correlacion de la edad del humano con la de la rata (modificado de Vargas et al., 2020).

Estas estimaciones permiten establecer equivalencias que son de utilidad para la

interpretacion de datos experimentales. Es notable que la correlacion entre la edad humanay
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la de la rata es variable, no obstante, la mayoria de los autores coinciden en que el ritmo de

envejecimiento es mas rapido en ratas que en seres humanos.

1.2 Tipos de envejecimiento

El envejecimiento es descrito como un proceso bioldgico complejo que involucra
multiples mecanismos moleculares y celulares interrelacionados. Este proceso se asocia con
alteraciones en la estabilidad genémica, la funcién mitocondrial, la regulacién metabdlica y
otros procesos fundamentales que en conjunto contribuyen al deterioro progresivo de la
funcién fisioldgica, lo que indica que el envejecimiento involucra la interaccion de diversos
procesos bioldgicos que actian de forma integrada (Sierra F., 2016). En este sentido, no es
apropiado considerar el envejecimiento como un fendmeno homogéneo, en cambio, varios
estudios sugieren emplear diversos enfoques o categorias para describirlo, segun el nivel de
bienestar en esta etapa de la vida. Tales enfoques ayudan a reflejar las diferencias
individuales en el desarrollo del proceso, por ejemplo, el modelo de tres factores propuesto
por Rowe y Khan (1997), se centra en la falta de patologias o limitaciones funcionales, un
elevado rendimiento fisico y cognitivo, y participacion activa en la vida. Ademas, se ha
documentado que ciertos adultos de edad avanzada mantienen su autonomia fisica e
intelectual a pesar de los afios, en contraste a otros adultos de la misma edad que muestran
mayores grados de limitaciones fisicas y cognitivas. Es por ello que no se debe limitar el
estudio del envejecimiento a la edad, sino que, se debe integrar el nivel de bienestar y

autonomia durante esta etapa (Rolfson, 2018; Trica et al., 2024).

1.2.1 Envejecimiento exitoso o saludable

El envejecimiento exitoso, también llamado “envejecimiento saludable” se
entiende como un proceso bioldgico en el cual los individuos mantienen un buen estado
fisico, cognitivo y funcional a pesar del transcurso de los afios. El envejecimiento saludable
reconoce que el envejecimiento es un proceso diverso y que no todas las personas

experimentan el declive fisioldgico y cognitivo con la misma intensidad (Rowe & Khan,
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1997). Ademas, el envejecimiento saludable también ha sido definido como un concepto que
no solamente se restringe a la ausencia de enfermedad, sino que también incluye la
conservacion integra y la participacion activa en la vida diaria, asi como un bienestar
psicoldgico y una precepcion subjetiva positiva de la calidad de vida. En este sentido, el
envejecimiento saludable enfatiza la calidad de vida y la capacidad de adaptacion a las
exigencias del entorno, es decir, la resistencia ante los cambios propios de la edad (Grover,
2016).

1.2.2 Envejecimiento normal o usual

El envejecimiento normal implica una disminucién leve y progresiva de ciertas
funciones cognitivas, como la velocidad de procesamiento y algunos aspectos de la memoria
y la funcién ejecutiva. Estas modificaciones suelen ser leves y no implican un deterioro
funcional severo, por lo que la autonomia del individuo no se ve comprometida (Harada, et
al, 2013).

En el sistema nervioso, una de las caracteristicas mas estudiadas del
envejecimiento normal es la transformacion estructural del cerebro. A nivel macroscopico,
se ha distinguido una disminucion del volumen de la materia gris, ademas de un mayor
ensanchamiento de los surcos cerebrales y un incremento en el tamarfio de los ventriculos
cerebrales, incluso en adultos mayores cognitivamente sanos (Fjell et al., 2014). Las
funciones cognitivas también experimentan variaciones relacionadas con la edad. En
particular los adultos mayores tienen dificultades para inhibir la atencion de la informaciéon
irrelevante que ya ha entrado en la memoria de trabajo, por lo que la atencion se vuelve

menos precisa y el afoco atencional sea mas amplio y menos controlado (Dumas, 2015).

A nivel celular y molecular, el envejecimiento normal del cerebro se asocia
con una disminucion progresiva en la eficacia de la sefializacion sinaptica, relacionada con
una disfuncion mitocondrial caracterizada por menor produccion de energia y aumento del
estrés oxidante. Asimismo, se han descrito reducciones en la actividad de algunos sistemas
de neurotransmision, junto con una alteracion en la regulacion intracelular del calcio (Ca?"),

lo que afecta la comunicacion neuronal. Ademas, de modificaciones en la expresiony funcion
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de proteinas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis neuronal, incluyendo
aquellas relacionadas con la proteostasis y los mecanismos de degradacion celular como el
lisosomal. Estas alteraciones ocurren de forma gradual y se consideran parte del curso natural
del envejecimiento, sin implicar necesariamente un proceso patolégico (Lee & Kim, 2022).
Esta diversidad en los patrones de cambio muestra que el envejecimiento no es uniforme,
pues se ha observado que aunque algunos adultos mayores conservan un funcionamiento
cognitivo similar al de personas mas jovenes, otros muestran un ritmo mas acelerado de
declive. Esta diversidad en los patrones muchas veces depende del estilo de vida y
condiciones hereditarias individuales, lo cual resalta que el envejecimiento no es uniforme y

puede manifestarse de multiples maneras dentro de una poblacion sana (Salthouse, 2018).

1.2.3 Envejecimiento patoldgico

El envejecimiento patoldgico se refiere a los cambios fisiologicos y celulares que
se producen durante el envejecimiento, que se van acelerando a causa de la presencia de
enfermedades cronicas y otros factores como trastornos cardiovasculares, cerebrovasculares,
metabdlicos o neurodegenerativos. Estos cambios implican alteraciones en la comunicacion
celular y la reparacion del ADN lo que conduce a dafio gendmico y disfuncién organica. A
diferencia del envejecimiento normal, el envejecimiento patoldgico presenta un declive mas

pronunciado en la funcionalidad general. (Short, et al, 2025).

A nivel cerebral, este tipo de envejecimiento se caracteriza por una perdida mayor
de volumen en areas criticas como la corteza prefrontal y el hipocampo, estructuras
esenciales para la memoria, el control ejecutivo y el aprendizaje. Estas alteraciones suelen
estar acompafadas de niveles elevados de estrés oxidante y una disfuncion sinaptica, que en
conjunto contribuyen a deterioros cognitivos moderados y severos, mas marcados que
durante el envejecimiento normal. (Fjell et al., 2014). A demas, este tipo de envejecimiento
esta asociado a enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) y
otros tipos de demencia, en este contexto se ha descubierto que algunas proteinas estan
presentes de manera incrementada durante el curso de neuropatologias, como la proteina [3-
amiloide y la proteina Tau en el caso de la EA, y pueden detectarse como biomarcadores
que reflejan procesos patolégicos no presentes en el envejecimiento normal (Janeiro et al.,
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2018). Esta distincidon resulta fundamental para comprender que el deterioro cognitivo grave
no es una consecuencia inevitable de la edad sino el resultado de procesos bioldgicos

degenerativos (Jack et al., 2018).
De manera general el envejecimiento puede ser clasificado en dos categorias:

1. Envejecimiento normal o primario: incluye el envejecimiento exitoso y el
envejecimiento normal, ambos asociados a cambios naturales del proceso
bioldgico de envejecer.

2. Envejecimiento patoldgico o secundario: es el conjunto de los procesos
naturales de envejecimiento con la presencia de enfermedades o condiciones

que aceleren el ritmo del deterioro de los tejidos (Holloszy, 2020).

1.3 Teorias del envejecimiento

El envejecimiento humano ha sido objetivo de diversas interpretaciones cientificas
ya que no existe un tnico mecanismo capaz de explicar por completo los cambios bioldgicos
que ocurren con el paso del tiempo, por lo que se han propuesto marcos tedricos que intentan
describir las causas del deterioro en los tejidos por accion del tiempo (Lopez-Otin et al.
2013). En este contexto, las teorias del envejecimiento suelen clasificarse en aquellas que
atribuyen el envejecimiento a procesos estocasticos (acumulaciones aleatorias de dafio
celular a o largo del tiempo) ligados tanto a factores ambientales como internos y por otro
lado aquellas teorias que lo explican mediante procesos programados en la genética y el ritmo
bioldgico. Estas perspectivas no son excluyentes entre si, por lo que las alteraciones que
caracterizan al envejecimiento pueden surgir de la interaccion entre ambos tipos de

mecanismos, estocastico y programado (Flatt & Partridge, 2018).

1.3.1 Teoriade los telémeros y la telomerasa

La teoria telomérica sostiene que los extremos de los cromosomas, es decir, los
telomeros funcionan como un “cronometro bioldgico” donde cada vez que una célula se

divide, sus telomeros se acortan, lo que con el tiempo puede desencadenar senescencia celular
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y perdida de la capacidad de reproduccion lo que contribuye al deterioro de los tejidos.
(Blackburn & Epel, 2017; Jaskelioff et al., 2010).

Los telémeros consisten en secuencias repetidas de ADN no codificante situadas
en los extremos de los cromosomas. Estas secuencias protegen la integridad cromosomica al
impedir que los extremos cromosomicos sean reconocidos como roturas de ADN evitando
recombinaciones no deseadas o degradacion (Bernadotte et al., 2016), sin embargo, cada
duplicacion del ADN deja incompleto un fragmento del extremo cromosémico, lo que
ocasiona una perdida de alrededor de 200 pares de bases por division celular en las células
somaticas (Huang et al., 2025). Finalmente, con el paso de multiples divisiones, los telémeros
pueden acercarse a una longitud critica que activa respuestas de dafio al ADN, llevando a la

senescencia o apoptosis (Armanios, 2013).

La enzima telomerasa, es un complejo ribonucleico con actividad de transcriptasa
reversa, que afiade repeticiones de ADN telomérico a los extremos cromosémicos. En la
mayoria de las células somaticas humanas la telomerasa es indetectable, mientras que su
actividad esta presente en células germinales. El acortamiento progresivo de los telémeros
durante la division celular puede conducir a estados teloméricos que desencadenan
senescencia o apoptosis (Blackburn, 2020). Sin embargo, en la mayoria de las células
somaticas adultas, la telomerasa esta inactiva o expresada en niveles muy bajos, por lo que
el acortamiento telomérico continua con el paso del tiempo (Lulkiewicz et al., 2020). La
longitud telomeérica en humanos es mayor al inicio de la vida y disminuye progresivamente
con la edad. En recién nacidos se han reportado valores promedio cercanos a 9—-10 kilobases
en leucocitos, (Factor-Litvak et al., 2016). En adultos jovenes los valores promedio se sitlan
aproximadamente entre 6 y 7 kilobases (Aviv et al., 2009), mientras que en adultos mayores
pueden observarse rangos cercanos a 5-6 kilobases (Lansdorp et al., 1996). En la mayoria de
las células somaticas la actividad de la telomerasa es baja o indetectable, lo que favorece el
acortamiento progresivo de los telémeros a lo largo del tiempo, fenémeno asociado al
envejecimiento biologico y al riesgo de enfermedad (Lulkiewicz et al., 2020). De esta forma
la teoria telomérica funciona como un “contador de replicaciones” donde con cada division
celular, la célula se acerca méas a su limite replicativo y alcanza una longitud critica que

induce la muerte celular (Olovnikov, 1996).
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La acumulaciéon de células senescentes contribuye al deterioro de tejidos y
alteraciones en la regeneracion tisular, ademas de un aumento en la vulnerabilidad a
enfermedades asociadas a la edad. La pérdida de la capacidad de reproduccion celular limita
la renovacion tisular lo que favorece la perdida de la homeostasis, la atrofia del tejido y el

declive de sus funciones (Huang et al., 2025).

1.3.2 Teoria de la toxicidad residual

La teoria de la toxicidad residual constituye uno de los pilares tempranos en la
comprension cientifica del dafio oxidante y su relacion con los procesos de envejecimiento.
Esta hipdtesis fue planteada por Rebeca Gerschman y colaboradores en el afio de 1954,
proponiendo que la exposicion al oxigeno molecular en condiciones fisiolégicas normales
podia generar productos intermedios altamente reactivos capaces de inducir dafio celular
progresivo (Gerschman et al., 1954). Inicialmente surgid del estudio comparativo entre la
toxicidad por el oxigeno y los efectos biol6gicos de la radiacion ionizante, el modelo sugiere
que ambos tipos de agresién comparten un mecanismo comun basado en la formacion de
radicales libres. Gerschman describi6 que la combinacion de oxigeno en altas
concentraciones y la radiacion X produce efectos sinérgicos generando especies
qguimicamente reactivas (Gerschman et al., 1954). A partir de estas observaciones se plante6
que los radicales libres derivados del metabolismo normal del oxigeno podian acumularse en
el organismo y afectar los tejidos. Esta acumulacién progresiva seria hombrada como

“toxicidad residual” (Gerschman et al., 1954).

De esta manera, la teoria de Gerschman sostiene que el metabolismo aerobico,
indispensable para la vida, genera subproductos toxicos que con el transcurso del tiempo son
capaces de causar alteraciones celulares acumulativas. Esta teoria anticipd conceptos
contemporaneos como el estrés oxidante y el papel de las especies reactivas de oxigeno
(ERO) en el envejecimiento fisioldgico, aunque esta teoria por si sola no explica todos los
aspectos del envejecimiento, sentd las bases para el estudio profundo del estrés oxidante y su

participacion en alteraciones relacionados a la longevidad (Pomatto & Davies, 2018).
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1.3.3 Teoria de los radicales libres

Propuesta por Denham Harman en 1956, la teoria de los radicales libres menciona
la idea de que los organismos envejecen como consecuencia del dafio acumulado por
radicales libres generados durante el metabolismo normal. Harman sugirié que las ERO
dafan lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo que deteriora los tejidos y los érganos con el

paso de la edad (Harman, 1956).

La teoria de los radicales libres vincula el proceso de envejecimiento con la
acumulacion progresiva de dafio celular. Aunque los radicales libres participan en funciones
fisiolégicas esenciales como sefializadores o incluso en la defensa inmunitaria, la
sobreproduccion de estas moléculas, combinada con una capacidad antioxidante reducida
conduce a alteraciones estructurales y funcionales graves en las células (lakovou & Kourti,
2022).

A nivel celular, los radicales libres pueden alterar diversos componentes
esenciales, como es el caso de los lipidos, en cuyo caso una de las reacciones mas relevantes
que marcan el dafio oxidante es la peroxidacion lipidica, donde las ERO oxidan los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas (como el &cido linolénico o el araquidonico),
afectando su fluidez y permeabilidad. De la misma manera las ERO oxidan proteinas
estructurales o enzimaticas provocando su desnaturalizacion y perdida de su funcionalidad
(Shoker et al., 2023). Ademas, el estrés oxidante ha sido asociado con la activacién de vias
inflamatorias, disfuncién mitocondrial y perdida de la eficiencia de la respiracion celular,
estas alteraciones contribuyen al deterioro funcional de tejidos altamente metab6licos como
el caso del sistema nervioso central donde las neuronas con su alta demanda energética y
limitada capacidad de regeneracion son un blanco altamente vulnerable al dafio por oxidacion
que causan las ERO, lo que relaciona su participacion en el deterioro cognitivo y otras

manifestaciones neurodegenerativas del envejecimiento (Wen et al., 2025).

De manera adicional a la teoria propuesta por Harman, investigaciones modernas
han aportado informacion donde se sefiala que el envejecimiento no es consecuencia de un
Unico mecanismo oxidante, sino que es un efecto combinado de multiples procesos de dafio
acumulativo involucrando la perdida de la eficiencia de los sistemas antioxidantes

enddgenos, vinculados a la interaccion entre las ERO con procesos inflamatorios asi como
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una inflamacién cronica y la perdida de la homeostasis metabdlica con el transcurso del

tiempo (Jomova et al., 2023).

1.4 Envejecimiento cerebral

El envejecimiento del sistema nervioso central constituye uno de los procesos
bioldgicos mas complejos y progresivos del organismo. Con el transcurso de los afios, el
cerebro experimenta alteraciones estructurales y funcionales que se acumulan de manera
gradual y que afectan de manera particular areas clave para la cognicion como el hipocampo
y la corteza prefrontal. Estas modificaciones se asocian con un declive en la memoria, el

aprendizaje y diversas funciones ejecutivas (Snytte, et al, 2023)

A nivel anatémico, el envejecimiento cerebral se refleja mediante una reduccién
del volumen total del encéfalo, La disminucién de la densidad dendritica, la perdida sinéptica
y el deterioro neuronal son alteraciones frecuentes que comprometen la capacidad del cerebro
para procesar, almacenar y recuperar informacion. Tales cambios se relacionan con el
deterioro de la memoria espacial y la memoria de trabajo, asi como la flexibilidad cognitiva
observado en adultos mayores. Los declives en la memoria empiezan a manifestarse de
manera detectable alrededor de los 40 a 60 afios y se aceleran a partid de los 70 afios. Los
cambios anatémicos se centran principalmente en el hipocampo, el estriado, con un declive
en la densidad dopaminérgica; la materia blanca, con una reduccion de su integridad y la

corteza prefrontal manifestando una reduccion en su volumen (Nyberg et al., 2020).

A nivel celular, el envejecimiento cerebral es impulsado por una combinacion de
mecanismos correlacionados. Uno de los mas importantes es el aumento del estrés oxidante
y la reducida capacidad antioxidante del sistema nervioso. Con la edad la eficiencia de la
cadena respiratoria disminuye favoreciendo una mayor fuga de electrones y un incremento
de las ERO (lakovou & Kourti, 2022), desencadenando peroxidacion de los lipidos con
efectos perjudiciales en la plasticidad neuronal, especialmente en regiones de alta demanda
energética como la corteza prefrontal y el hipocampo (Bishop et al., 2010). La disfuncion
mitocondrial asociada al envejecimiento se acompariia de una reduccion en la sintesis de ATP,

por lo que la menor disponibilidad de energia quimica, afecta procesos dependientes de un
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elevado consumo de energia como el potencial de largo plazo o large term potential (LTP),
indispensable para el aprendizaje y la memoria a largo plazo donde se ve comprometida la
capacidad del hipocampo para consolidar informacion y la habilidad de la corteza prefrontal
para sostener la memoria de trabajo (Olesen, et al, 2020). Otro componente relevante del
envejecimiento cerebral es la neuro inflamacion crénica de bajo grado, donde la microglia
adopta un fenotipo hiperreactivo que promueve la liberacion de citosinas proinflamatorias y
genera un ambiente de inflamacidn, lo que dificulta la reparacion neuronal y contribuye a la

vulnerabilidad cognitiva durante la vejez (Dilger & Johnson, 2008).

Cuando se compara el cerebro de un joven y uno de un adulto mayor, las
diferencias son notorias (figura 1). En individuos jovenes (20-30 afios de edad), el tejido
cerebral presenta un volumen robusto, alrededor de 1173 a 1626 cm?® dependiendo del sexo
(Filipek, et al, 1994) abundante densidad sinaptica y alta eficiencia en los mecanismos de
plasticidad y reparacion. En adultos mayores se observa una reduccion del volumen de entre
el 5y 10% (Fjell, et al, 2009) y patrones de atrofia progresiva, menor conectividad neuronal
y mayor carga oxidante. Estas diferencias explican la reduccion de la velocidad de
procesamiento y las dificultades en tareas que implican planificacién o manipulacion activa

de la informacion (Kovalev et al, 2004)

Hombre, 20 afios Mujer, 20 afios

r
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~

Hombre, 60 afios Mujer, 60 afios
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Fig. 1. Comparacion de la densidad encefalica de hombre (izquierda) y mujer (derecha) en
diferentes edades. Se aprecia una disminucién del volumen cerebral general a causa de la
neurodegeneracion habitual durante el envejecimiento (Kovalev et al, 2004)

1.5 Caracteristicas del cerebro

El encéfalo constituye al 6rgano central de regulacion del sistema nervioso y actla
como el principal integrador de informacion sensorial, motora y cognitiva. Su
funcionamiento depende de una red compleja de células especializadas, las neuronas y
células gliales, que coordinan la actividad eléctrica y quimica necesaria para sostener las
funciones cognitivas como la memoria, la toma de decisiones y el razonamiento (Kandel,
2021). Desde la perspectiva bioquimica, el tejido cerebral se caracteriza por su alto consumo
energético, las neuronas consumen entre el 75y el 80% de la energia electroquimica cerebral
producida para regular la activacion de bombas idnicas que generan los gradientes
electroquimicos para dar lugar a los potenciales de accién mientras que el resto se emplea

por las células gliales (Magistretti & Allaman, 2015).

En su organizacion funcional, destacan areas como la corteza prefrontal, la cual
participa en la planificacion, el control ejecutivo y la memoria de trabajo. Por otro lado, el
hipocampo es indispensable para la consolidacién de la memoria episodica y el aprendizaje
espacial. Ambas areas poseen una elevada densidad sindptica y demanda energética para
operar de manera eficiente (Eichenbaum, 2017).

La arquitectura del cerebro depende de la conectividad entre millones de neuronas,
cada una capaz de establecer miles de conexiones sinapticas, formando circuitos dindmicos
que se modifican con las experiencias (plasticidad neuronal). Estas modificaciones ocurren
principalmente mediante el LTP y LTD que presentan incrementos o disminuciones
duraderas en la eficacia de la transmision sinaptica. Durante la LTP, la activacién de los
receptores de NMDA permiten la entrada de calcio a la neurona postsinaptica, lo que
desencadena casadas de sefializacion intracelular que producen un aumento en el nimero y
la funcion de receptores AMPA en la membrana postsinaptica, lo que incrementa la respuesta
a la liberacion de glutamato y fortalece la conexidn sinaptica dentro del circuito neuronal.

Mientras que, durante la LTD, se inducen mecanismos que provocan la remocién de
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receptores AMPA de la membrana postsinaptica, lo que reduce la eficacia de la transmision
sindptica, por lo que la comunicacion entre neuronas se debilita, de modo que las sinapsis
fortalecidas tienden a estabilizarse, mientras que las debilitadas pueden reducir su tamafio o
perderse. De esta manera, las experiencias alteran la intensidad de la sefial sinaptica y la
organizacion fisica dentro de los circuitos neurales, afectado directamente las capacidades
cognitivas (Citri & Malenka, 2008)

1.5.1 Anatomia general del cerebro

El cerebro esta localizado dentro de la cavidad craneal, donde se encuentra
protegido por las meninges y amortiguado por el liquido cefalorraquideo. Desde un punto de
visita anatomico general, se organiza en tres grandes estructuras; el cerebro, el tronco
encefalico y el cerebelo (figura 2A), Los cuales actian de manera integrada para regular
funciones motoras, sensoriales, cognitivas y automaticas (Tortora & Derrickson, 2021).
Ademas, esta constituido por dos hemisferios cerebrales unidos por el cuerpo calloso, los
cuales estan recubiertos por la corteza cerebral, una capa de sustancia gris altamente plegada
que incrementa la superficie disponible para el procesamiento neuronal. Bajo la corteza se
localiza la sustancia blanca, compuesta principalmente por axones mielinizados que permiten

la comunicacion entre regiones corticales y subcorticales (Kandel et al., 2021).

Los hemisferios cerebrales poseen elevaciones (o giros) y valles (o surcos)
separando ambos hemisferios por una fisura cerebral longitudinal y a su vez cada hemisferio
se divide en lobulos (Figura 2B) (Morton, 2022). A demaés los lI6bulos se denominan segun
el hueso que lo recubre siendo el I6bulo frontal, parietal, occipital y temporal (Tortora &
Derrickson, 2021).
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Fig. 2: A) Divisiones anatémicas del encéfalo (de Bea 2017). B) Vista lateral del encéfalo: se
aprecian los diferentes I6bulos que lo integran equilibrio (Tortora & Derrickson, 2021)

El tronco encefalico conecta el cerebro con la medula espinal y alberga nucleos
responsables del control de funciones vitales como la respiracion y el ritmo cardiaco. El
cerebelo, participa en la coordinacion del movimiento y el equilibrio (Tortora & Derrickson,
2021), mientras que el propio encéfalo posee dos regiones que resultan especialmente
relevantes para los procesos cognitivos: la corteza prefrontal y el hipocampo (Kandel et al.,
2021).

1.5.2 La corteza prefrontal (CPF)

La corteza prefrontal corresponde a la region mas anterior de los I6bulos frontales,
forma parte del neocortex y presenta una organizacion laminar caracteristica con una alta
densidad de neuronas piramidales y una extensa red de conexiones con otras regiones, lo que
le confiere una posicion estratégica para integrar informacion sensorial, emocional y
motivacional proveniente de diversas areas del encéfalo (Kandel et al., 2021). Es importante
mencionar que la mayor parte de informacion que recibe el cerebro pasa a través de la CPF.

Asi mismo, se dividen en otras 3 areas (Figura 3):

1) Corteza frontomedial: regula la respuesta emocional, la motivacion y el esfuerzo

y la toma de decisiones basadas en el contexto social.

2) Corteza orbitofrontal: regula la conducta social y el comportamiento inhibitorio en

la toma de decisiones.
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3) Corteza dorsolateral: participa en el control ejecutivo y la planeacion (del Rosario
etal., 2022).

Corteza Frontomedial Corteza prefrontal
Dorsolateral

5 D

Corteza Orbitofrontal

Fig. 3. Esquema ilustrativo de las subdivisiones de la corteza prefrontal (de Messa et al., 2020).

Desde el punto de vista funcional, la corteza prefrontal es considerada el principal
mediador de las funciones ejecutivas, como la toma de decisiones y procesos de
planificacion. Estas funciones dependen de la corteza prefrontal para coordinar la actividad
de maltiples sistemas neuronales, actuando como un centro integrador del comportamiento
(Fuster, 2015). También desempefia un papel clave en la regulacion emocional y social, a
través del sistema limbico, en particular con la amigdala y el hipocampo contribuyen al
procesamiento emocional y conductual (Arnsten & Rubia, 2012).

Adicionalmente la corteza prefrontal participa activamente en la memoria de
trabajo, permitiendo el mantenimiento y la manipulacion temporal de la informacion
necesaria para una determinada tarea. La memoria de trabajo depende de la actividad
coordinada entre circuitos neuronales altamente especializado que involucran a la corteza
prefrontal y el hipocampo, particularmente, circuitos distribuidos que enlazan la corteza con
regiones corticales posteriores sensoriales y asociativas, a traves de los cuales se modula la
informacion relevante para la tarea, asi como interacciones con estructuras del Iobulo
temporal medial, como la corteza entorrinal, la corteza perirrenal y la corteza

parahipocampal, regiones que rodean a el hipocampo (Miller & Cohen, 2001).
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1.5.3 El hipocampo

El hipocampo es una estructura bilateral localizada en la regién medial del 16bulo
temporal, profundamente situada bajo la corteza cerebral y formando parte del sistema
limbico. Presenta una morfologia curva caracteristica (figura 4A) y se organiza en
subregiones bien definidas entre las que destacan la region CA-1, CA-2, CA-3, el giro
dentado y el subiculo (figura 4B), las cuales se conectan mediante circuitos altamente
especializados como el circuito CPF — giro dentado, donde la informacién procedente de la
corteza entorrinal ingresa al hipocampo a través de proyecciones hacia el giro dentado, o la
via colateral de Schaffer (CA3 — CALl) en la cual las neuronas de CA3 envian proyecciones
hacia la region CA1, lo que permite la transferencia de la informacion procesada. (Kandel et
al., 2021).

A) B)
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Fig. 4. A) ubicacion anatémica del hipocampo (azul) en el cerebro (de Alvez 2023). B) Estructuras
hipocampales (Vineyard, et al, 2012)

El hipocampo es esencial para la formacion, consolidacion y recuperacion de la
memoria declarativa, particularmente de la memoria episodica y la memoria espacial. La
informacion sensorial procesada en &reas corticales converge en el hipocampo donde es
integrada y posteriormente redistribuida hacia la descorteza para su almacenamiento a largo
plazo (Squire & Dede, 2015), ademas de su funcién cognitiva, el hipocampo participa en la

regulacién emocional y en la respuesta al estrés a traves de sus conexiones con la amigdala,
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esta interaccion lo vuelve vulnerable a factores como estrés y la ansiedad alterando su
funcionalidad (McEwen et al., 2016).

1.5.4 Comunicacion corteza prefrontal-hipocampo

La CPF junto con el hipocampo conforma un sistema funcionalmente integrado
gue sostiene procesos cognitivos altamente complejos relacionados con lamemoriay la toma
de decisiones, asi como con la conducta. A pesar de que ambas regiones cumplen funciones
especificas, su comunicacién bidireccional permite la coordinacion entre la informacion
contextual y la planificacion de la conduta dirigida al entorno (Miller & Cohen, 2001).
Anatémicamente la conexion entre la CPF y el hipocampo se establece a través de circuitos
directos e indirectos como se explica en la figura 5. El hipocampo proyecta hacia la CPF
principalmente a través del subiculo y de conexiones que involucran al ntcleo reuniens (NR)
del tAlamo, el cual acta como un nodo integrador clave entre ambas regiones. La CPF envia
proyecciones de retroalimentacion hacia el hipocampo modulando la actividad hipocampal
segun las demandas cognitivas y contextuales de esta manera la via directa ocurre entre
hipocampo-subiculo-CPF, mientras que la indirecta se refiere al circuito Hipocampo-
subiculo-NR-CPF(Vertes et al., 2015).

Memoria de
trabajo?
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Fig. 5. Esquema de las conexiones directas e indirectas entre la corteza prefrontal medial (CPFm)
y el hipocampo dorsal (dHPC) y ventral (vHPC), mediadas parcialmente por el nicleo reuniens
(NR) del talamo. Las flechas indican la direccion de las proyecciones y los procesos funcionales
asociados: la interaccion CPFm-dHPC se vincula con recuperacion de memoria y memoria de
trabajo, mientras que CPFm-vHPC se relaciona con memoria de trabajo, ansiedad y miedo
aprendido. EI NR funciona como nodo integrador que facilita la comunicacién bidireccional entre
CPFm e hipocampo. AC, corteza cingulada anterior; PL, corteza prelimbica; IL, corteza
infralimbica. (Sigurdsson & Duvarci, 2016).

A nivel neuronal, esta comunicacién se caracteriza por una sincronizacién
temporal de la actividad eléctrica, particularmente en bandas de frecuencia theta y gamma en
el circuito hipocampo (dHPC y vHPC)-CPF, lo que favorece la transferencia eficiente de
informacion entre ambas estructuras permitiendo que la informacion almacenada en el
hipocampo sea utilizada de manera flexible por la CPF para guiar la conducta (Eichenbaum,
2017).

La interaccion CPF-HPC es fundamental para la operatividad de la memoria de
trabajo, la memoria contextual y la memoria espacial. Mientras el hipocampo contribuye a la
codificacion y recuperacion de la informacion espacial, la CPF participa en la manipulacion
activa de dicha informacion, evaluando su relevancia y aplicandola a la toma de una decision.
Esta cooperacion es indispensable para el aprendizaje y el comportamiento (Preston &
Eichenbaum, 2013). La adecuada comunicacion del circuito CPF-HPC permite también
regular respuestas emocionales y conductas complejas frente a estimulos ambientales,
mediados principalmente por neurotransmisores como el glutamato, la dopamina y GABA,
por lo que alteraciones directas en esta interaccion esta asociada con déficits sobre el control
inhibitorio, dificultades en la flexibilidad cognitiva y alteraciones en la regulacion de las
emociones (Arnsten & Rubia, 2012).

Adicionalmente, durante el envejecimiento, la conectividad funcional entre la CPF
y el hipocampo tiende a deteriorarse progresivamente, reduciendo la eficiencia de la
transmision neuronal y alteraciones en la sincronizacion de las redes neuronales,
especialmente durante tareas de memoria. Los adultos mayores presentan tipicamente

hipoactivacion en el hipocampo y areas temporales mediales, junto con activacién prefrontal
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bilateral aumentada, lo que sugiere una perdida de la conectividad como un posible
mecanismo compensatorio. Estas modificaciones en el circuito CPF-HPC se asocian con
déficits en la memoria episodica, velocidad de procesamiento y control ejecutivo,
evidenciando que la interaccion entre estas regiones cerebrales es reorganizada durante el
envejecimiento. Estas alteraciones hacen de este circuito un blanco relevante para el estudio

de los mecanismos neurobiolégicos del envejecimiento cognitivo (Hedden & Gabrieli, 2004).

1.5.5 Correlacion cerebral humano-rata

El cerebro humano y el cerebro de la rata comparten una organizacion anatémica
similar desde un punto de vista evolutivo y funcional, lo que ha permitido que el modelo
murino sea ampliamente utilizado para el estudio de procesos neurobiolégicos y cognitivos.
En ambos casos, el encéfalo se organiza en estructuras homologas que incluyen la corteza
cerebral, el sistema limbico, los ganglios basales, el tronco encefalico, el hipocampo vy el
cerebelo (Kandel et al., 2021). Una de las diferencias mas evidentes entre ambas especies es
el tamafio, siendo que el cerebro humano tiene un peso aproximado de 1.3 kg mientras que
el de la rata adulta pesa alrededor de 2 g, no obstante, a pesar de esta diferencia de tamario y
peso, la proporcidn y disposicion de las regiones cerebrales es andloga y semejante (figura
6) (Herculano-Houzel, 2009).

La CPF esta presente tanto en humanos como en ratas, aunque con diferente grado
de complejidad. En los humanos, esta region se encuentra altamente expandida y
especializada, asociada con funciones ejecutivas como la planificacion y el razonamiento,
mientras que en la rata la CPF conserva areas anatomicas equivalentes como la corteza
prelimbica e infralimbica que permiten la toma de decisiones y el control de la conducta, lo

que establece paralelismos funcionales entre especies (Laubach et al., 2018).

El hipocampo es una de las estructuras méas conservadas entre los mamiferos en
cuanto a su funcionamiento y divisién anatomica. Tanto en humanos como en ratas, se
localiza en la region medial del 16bulo temporal y mantiene una anatomia interna semejante,
formada por las subregiones CA-1, CA-2, CA-1, el giro dentado y el subiculo. Estas

similitudes estructurales se reflejan en funciones compartidas entre especies, especialmente
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en la memoria espacial y la memoria episodica. Aunque los circuitos basicos como CPF-
HPC estan conservados, las diferencias surgen en la extension y complejidad de dichas
conexiones, pues los humanos poseen mayor numero de proyecciones intracorticales y mas
ramificacion en el circuito CPF-HPC, lo que facilita un procesamiento mas flexible y

complejo de la informacion, mientras que en ratas (Strange et al., 2014).

Fisiologicamente, ambos cerebros comparten mecanismos celulares
fundamentales, como la comunicacion sinaptica dependiente de neurotransmisores, el LTP y
la capacidad de plasticidad, procesos que conforman la base neurobioldgica de la memoria 'y
el aprendizaje (Leff, et al, 2001). Aunado a esto, la interaccion entre la CPF y el hipocampo,
asi como los patrones de sincronizacion neuronal, son igualmente relevantes tanto en ratas
como en humanos ya que resulta crucial para la integracion de la informacidn contextual con
la regulacion de la conducta. La conservacion de las regiones fundamentales en la memoria
y el aprendizaje sustenta el uso de la rata como un modelo adecuado para estudios

neurobioldgicos y cognitivos (Eichenbaum, 2017).
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Fig. 6. Estructuras anatdmicas analogas del cerebro humano y de rata: se aprecian las regiones
cerebrales conservadas entre ambas especies siendo las mas relevantes para el estudio el 16bulo frontal
y el hipocampo (Kennedy, 2017)
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El aprendizaje y la memoria

El aprendizaje y la memoria son procesos cognitivos esenciales que permiten a los
organismos modificar su conducta a partir de experiencias y emplear la informacién
adquirida para responder de manera adaptativa al entorno. Estos procesos se entienden como
el resultado de cambios dindmicos en la actividad de regiones especializadas como la corteza
prefrontal y el hipocampo (Kandel et al., 2021). EIl aprendizaje implica la adquisicién de
nueva informacion o habilidades, mientras que la memoria comprende los mecanismos
responsables de la codificacion, consolidacion y recuperacion de dicha informacion. Ambos
procesos son dependientes uno del otro (Takeuchi et al., 2014). La memoria esta conformada
por una red de mecanismos especializados y conexiones entre regiones cerebrales como el
circuito Corteza prefrontal — hipocampo (CPF-HPC), que permiten procesas diferentes tipos
de informacion y regular las funciones cognitivas, entre las que destacan la memoria espacial
y la memoria de trabajo, que reflejan capacidades cognitivas criticas para la adaptacion al
entorno (Arteaga & Pimienta, 2006).

La memoria espacial se refiere a la habilidad de codificar, almacenar y recuperar
informacion acerca de localizaciones en el espacio, es fundamentalmente mediada por el
hipocampo y permite generar mapas cognitivos del entorno, un proceso esencial para la
orientacion y navegacion en el entorno. La memoria espacial esta asociada con la memoria
episodica, ya que el hipocampo actia como un centro de control que relaciona eventos
temporales con ubicaciones espaciales, lo que permite recordar el lugar y la secuencia
temporal de los acontecimientos. A nivel neuronal, las células de lugar (place cells) del
hipocampo se activan selectivamente lo que permite formar representaciones del espacio,
ademas, las células de cuadricula (grid cells) en la corteza entorrinal medial, proporcionan
una métrica espacial universal, que alimentan al hipocampo para una adecuada codificacion
de las rutas y las distancias. La interaccion entre el circuito hipocampo-corteza entorrinal,
facilita ademas la memoria espacial a largo plazo y da soporte a funciones cognitivas de

orden superior como la planificacion (Moser et al., 2017).

Por su lado, la memoria de trabajo permite mantener y manipular informacién de
forma temporal con el objetivo de guiar la conducta actual, planificar acciones y resolver

problemas. Este tipo de memoria es fundamental para las funciones ejecutivas que dependen
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en gran medida de la interaccion entre la corteza prefrontal y el hipocampo (Baddeley, 2012).
Este tipo de memoria se asocia con la activacion sostenida de redes neuronales prefrontales
que permiten el mantenimiento de las representaciones contextuales cuando los estimulos no
estan presentes y se modula por mecanismos ejecutivos de control atencional y la toma de
decisiones (Baddeley, 2012).

1.6.1 Funciones cognitivas

Desde la perspectiva de la neurobiologia, las funciones cognitivas son conocidas
como el conjunto de procesos mentales emergentes de la actividad coordinada de las redes
neuronales que permiten la adquisicién, integracion, almacenamiento y uso de la informacion
para modular la conducta (Miller & Cohen, 2001). Estos procesos dependen de la interaccién
entre las regiones cerebrales para sustentar la demanda cognitiva y los procesos cognitivos

complejos como el razonamiento (Fuster, 2015).

Las funciones cognitivas como la atencion, la percepcion, el lenguaje, la toma de
decisiones, lamemoriay el aprendizaje, no operan de forma aislada, sino que surgen de redes
neuronales que se organizan dindmicamente segln los distintos contextos. (Anderson M,
2010). Un ejemplo de ello son las tareas de aprendizaje espacial donde se requiere de la
integracion de sefiales sensoriales con informacion espacial y la participacion del ejecutivo
central para la toma de decisiones, lo que implica una constante comunicacion entre la CPF
y el hipocampo (Eichenbaum, 2017). De esta manera, las funciones cognitivas nos permiten
recibir informacion del entorno y disponer de ella, ademas, al hablar de funciones cognitivas
se hace referencia al trabajo de asociacion entre ellas (figura 7) para llevar a cabo un

determinado proceso (Martello et al., 2017).

32127



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Quimico-bioldgicas

Interpretacion del Ejecutivo central
Entrada conocimiento ! Respuesta
Control .
i inhibitorio .
Planeacion -
Informacion . ( Atenciony ; siiia
de entrada T\ percepcion — - :

Toma de
Flexibilidad Sislciones
Memoria

de
trabajo '
.

Estimulo

Fig. 7. Relacion entre los diferentes procesos cognitivos. la informacion es recibida por los
sentidos, la cual es dependiente de la atencién y percepcion, se almacena y se recupera mediante
los sistemas de memoria donde posteriormente participan los procesos de planeacion, control
inhibitorio y toma de decisiones. (traducido de: Keeler & Robbins, 2011)

Los procesos cognitivos permiten internalizar informacién contextual y
representarla, para ello se dividen en procesos de nivel inferior o bésico, y procesos de nivel
superior (Manrique, 2020). Como se explican en la tabla siguiente:

Tabla 2. Procesos cognitivos de nivel inferior y algunos de nivel superior (Manrique, 2020).

Procesos de | Descripcion Procesos de | Descripcion
nivel inferior nivel superior
Seleccionay jerarquiza estimulos Como un proceso, consiste en la
Atencion del entorno y desecha otros Narrativa representacion mental de una
situacion ausente
Es la manera en que se interpreta Es un proceso complejo que
y se entiende la informacion involucra la  activacion  del
Percepcion | recibida de los sentidos Comprension | conocimiento previo que permite
(Fuenmayor et al., 2008) construir la representacion de
informacion
Consta de la codificacion, Involucra la comparacion de
Memoria almacenamiento y recuperacion Seleccién diferentes opciones y pronunciarse
de la informacion a favor de alguna
Permite contemplar un escenario a
Planeacion futuro y una meta en relacién con
este escenario y sus elementos
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1.6.2 Funciones ejecutivas

Las funciones ejecutivas son un grupo de procesos cognitivos de alto nivel que
permiten regular y coordinar la conducta con el fin de alcanzar metas especificas. Se
consideran que son mecanismos de control que posibilitan la seleccién de acciones, la
adaptacion a las demandas del entorno y la inhibicidn de respuestas inapropiadas (Diamond,
2013). Las funciones ejecutivas dependen principalmente de la corteza prefrontal, que se
encarga de integrar la informacién sensorial, emocional y mnésica, lo que permite mantener

representaciones internas y evaluar las alternativas (Fuster, 2015).

La memoria de trabajo, el control inhibitorio y la flexibilidad cognitiva son solo
algunas de las funciones ejecutivas que posee el cerebro (Diamond, 2013). Desde una
perspectiva neurobiologia, la memoria de trabajo se asocia con patrones de actividad
neuronal sostenida en la corteza prefrontal, lo que permite que la informacién se conserve
aun con la ausencia del estimulo original. Esta actividad sostenida es clave para las

representaciones mentales y la planificacion de acciones futuras (Funahashi, 2017).

El control inhibitorio implica una reduccién en la modulacion de circuitos motores
y limbicos que permiten la regulacion de los impulsos y las respuestas emocionales (Aron et
al., 2014).

La flexibilidad cognitiva es la capacidad para reorganizar la actividad de las redes
neuronales prefrontales en funcion de nuevas reglas. Esta capacidad depende de la
interaccion entre regiones dorsolaterales y ventromediales de la corteza prefrontal, asi como
de su comunicacion con estructuras subcorticales como los ganglios basales (Badre & Nee,
2018).

De esta manera, las funciones ejecutivas ejercen un papel fundamental para la
adaptacion de la conducta, asi como en la toma de decisiones y el aprendizaje. Su deterioro
se asocia con dificultades para la planificacion de tareas o la regulacion de la conducta. Es
asi como las funciones ejecutivas son un eje indispensable para la regulacion de la conducta
(Arnsten & Rubia, 2012).
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1.6.3 Efectos del estrés y la ansiedad sobre la conducta, la memoria y el

aprendizaje

El estrés se define como un conjunto de respuestas fisiologias y neurobioldgicas,
como el incremento de la frecuencia cardiaca y la liberacion de glucocorticoides, que se
activan cuando un individuo percibe una demanda que supera su capacidad de adaptacion.
Esto implica la activacion coordinada del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HHA) lo que
conduce a la liberacion de glucocorticoides y catecolaminas que modulan la actividad
cerebral (McEwen & Akil, 2020).

Por su parte, la ansiedad es un estado emocional de anticipacién de amenazas,
donde se manifiesta hipervigilancia y aumento del estado de alerta. Se asocia con una
regulacion disminuida por parte de la corteza prefrontal lo que afecta la evaluacion cognitiva
y el control emocional (Ironside, et al, 2019).

Es en este contexto, la conducta se entiende como el conjunto de respuestas
observables de un organismo ante estimulos, mientras que el comportamiento se entiende
como las acciones o respuestas de un organismo a estimulos internos o externos, lo que puede
abarcar acciones observables, asi como procesos internos subyacentes que influyen en dichas

respuestas (Baum, 2013)

La exposicién prolongada al estrés o a estados elevados de ansiedad, se asocia con
alteraciones en la regulacién emocional, aumento de conductas evitativas y reduccién de la
flexibilidad conductual, dichos cambios reflejan una reorganizacién de los sistemas
prefrontales, donde el control cognitivo ejercido por la corteza prefrontal se ve debilitado y

los mecanismos de repuesta emocionales adquieren mayor relevancia (Arnsten, 2015).

El hipocampo es altamente afectado por los efectos del estrés debido a su alta
densidad de receptores para glucocorticoides. La activacion continua de estos receptores
interfiere con los procesos de plasticidad sinaptica'y el LTP, lo que se traduce en dificultades
para la consolidacion y recuperacion de la memoria, especialmente para la memoria
declarativa y la memoria espacial (Shavit-Stein, et al, 2017). Sin embargo, el impacto del
estrés sobre la memoria no es uniforme, sino que depende de la intensidad y la duracion de

la respuesta, de esta manera nivele moderados de estrés pueden facilitar ciertos procesos,
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mientras que la exposicion prolongada debilita las capacidades cognitivas (figura 8). Estos
efectos se atribuyen a cambios estructurales en el hipocampo, incluyendo retraccion

dendritica y alteraciones en la neurogénesis (McEwen et al., 2016).

Por otro lado, la ansiedad influye de manera directa en la forma en que la
informacion es procesada y almacenada. Estados de ansiedad elevada favorecen los sesgos
atencionales poniendo en primer lugar estimulos que puedan ser considerados amenazantes.
Este fendmeno se relaciona con una hiperactivacién de la amigdala y una reduccién de la
conectividad funcional con la corteza prefrontal, lo que limita la regulacion cognitiva de las

respuestas emocionales (Hermans et al., 2014).

El estrés altera la memoria de trabajo con la liberacion excesiva de catecolaminas,
lo que reduca la eficiencia de las redes prefrontales, afectando la capacidad para mantener u
manipular la informacion temporal. Este mecanismo explica en parte, la disminucién del

rendimiento cognitivo observado bajo condiciones de estrés o ansiedad (Arnsten, 2015).
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Fig. 8. Efectos de los niveles de estrés en el hipocampo: a medida que aumenta la intensidad y
duracion del estrés, se producen modificaciones neurogquimicas en la actividad neuronal y la
plasticidad sinaptica, ademas alteraciones en la neurogénesis del hipocampo. Estos cambios
influyen directamente en las funciones cognitivas y contribuyen a neuropatologias. Los signos
“+” y “-” indican un aumento o disminucidn en la funcién del hipocampo (Traducido de: Kim et
al, 2015).
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1.7 Las neuronas y el proceso sinaptico en la memoriay el aprendizaje

Las neuronas son la unidad estructural y funcional basica del sistema nervioso y
son responsables de la recepcion y la transmision de informacion a través de sefiales
eléctricas y quimicas, procesos que sustentan las funciones cognitivas (Kandel et al., 2021).
Estas células presentan una alta especializacion morfologia contando con la presencia de
dendritas, un somay un axon, lo que permite el establecimiento de extensas redes neuronales
(Purves et al., 2018).

La comunicacién neuronal ocurre mediante potenciales de accion que se propagan
a lo largo del axén y desencadenan la liberacion de neurotransmisores en la terminal
presinaptica. Este proceso depende de la despolarizacion de la membrana y de la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje, o que permite la fusién de vesiculas sinpticas con
la membrana y la liberacion de neurotransmisores hacia la hendidura sinaptica (figura 9)
(Stdhof, 2018). A continuacion, los neurotransmisores interacttian con receptores especificos
en la membrana postsinaptica generando una respuesta excitatoria o inhibitoria que modula

la actividad neuronal y la transmision de informacion (Lisman et al., 2018).

El potencial de accion La entrada de calcio Una vez abiertos los canales
en la terminal nerviosa permite la liberacion de receptor, el sodio penetra
abre los canales de del neurotransmisor en la célula postsinaptica las
calcio vesiculas se reciclan
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Fig. 9. Proceso de sinapsis quimica: un potencial de accion es recibido por la terminal axénica de una
célula presindptica, lo que abre los canales de calcio sensibles al voltaje. Se crea un gradiente de
concentracién de calcio cerca de la zona activa, lo que provoca una fusién de vesiculas que contienen
los neurotransmisores, con la membrana de la célula presinaptica y libere su contenido. Los
neurotransmisores se liberan y se unen a receptores de membrana, lo que provoca que se abran 0 se
cierren los canales idnicos y de esta forma modular el potencial de membrana. (Kandel, et al. 2021)

Por otro lado, el proceso de aprendizaje implica modificaciones funcionales y
cambios anatémicos en las conexiones neuronales y el reacomodo de las espinas dendriticas,
ademas da la formacion de nuevas conexiones sinapticas y la eliminacion selectiva de
conexiones poco estimuladas. Estos procesos dependen del propio estado metabolico de la
célula (Bosch & Hayashi, 2012).

En este contexto, una adecuada funcion neuronal y la eficiencia del proceso
sinaptico dependen en gran medida del estado metabdlico y energético de la célula, donde
las mitocondrias desempefian un papel fundamental al proveer la adenosina de trifosfato
(ATP) necesario para la propagacion del potencial de accion y la liberacion vesicular de
neurotransmisores (Kann & Kovacs, 2007; Rangaraju et al., 2019).

1.8 Mitocondrias y su participacion en la funcién sinaptica

Las mitocondrias son organulos celulares fundamentales, cuya funcion principal
es la produccion de energia quimica, es decir, ATP, indispensable para el mantenimiento de
la homeostasis celular. Ademas, participan en la regulacién de procesos como el metabolismo
y el control del ciclo celular (Nicholls & Ferguson, 2013). Entre otras de las funciones de la
mitocondria, destacan la produccion de especies reactivas de oxigeno, la sintesis de ATP, la

respiracion celular y fosforilacion oxidativa (Hernandez et al., 2013).

38| 127



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Quimico-bioldgicas

ATP-sintasa

Espacio intermembrana

Crestas

N\,

Ribosoma

Granulos

Membrana interna
Membrana externa

Fig. 10. Estructura general de la mitocondria: conformada por una doble membrana celular
(membrana interna y externa), el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial. La membrana
interna forma crestas mitocondriales, lugar donde se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa.
Contiene su propio ADN y ribosomas que le permiten realizar procesos metabélicos como el ciclo
de Krebs (de Gémez-Puyou y Garcia-Trejo 2015).

La importancia de las mitocondrias a nivel cerebral es elevada debido a las
demandas energéticas de las propias neuronas, las cuales dependen de un suministro continuo
de ATP para poder mantener los potenciales de accion y la sinapsis, por lo que alteraciones
en la funcién mitocondrial pueden estar asociadas a una disminucion de la eficiencia
neuronal, afectando de manera directa procesos cognitivos (Mattson et al., 2008). Ademas,
las mitocondrias regulan el calcio intracelular, modulando la activacion de cascadas de
sefalizacion dependientes de Ca?*', lo que influye en la funcién celular y en procesos
neuronales asociados a la excitabilidad, como la liberacién de neurotransmisores y el
metabolismo energético ajustando la produccion de ATP segun la demanda (Duchen, 2000).
Las mitocondrias se distribuyen a lo largo de los axones y en las terminales sinapticas, donde
contribuyen a satisfacer las demandas energéticas asociadas a la liberacion de

neurotransmisores la recaptacion vesicular (Sheng & Cai, 2012)

1.8.1 Lacadena de transporte de electrones y fosforilacién oxidativa

La cadena de transporte de electrones (CTE) es un sistema organizado que se

encuentra en la membrana interna mitocondrial, y su funcién principal es la transferencia de
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electrones derivados de la oxidacion de nutrientes hacia los aceptores finales, lo que permite
la generacion de un gradiente electroquimico de protones. La CTE esta conformada por una
serie de complejos enzimaticos y acarreadores que actlan en conjunto para mantener el

metabolismo de las células (figura 11) (Nicholls & Ferguson, 2013).

El Complejo | o también conocido como NADH-ubiquinona oxidorreductasa o
NADH deshidrogenasa, es el primer punto de entrada de los electrones provenientes de rutas
catabolicas como el ciclo de Krebs a la CTE, es uno de los complejos mas grandes ya que
estd constituido por multiples subunidades en una estructura que asemeja a la forma de la
letra “L”. Su funcion “principal es transferir electrones desde el NADH hacia la ubiquinona
0 coenzima Q (Hirst, 2013).

El complejo Il o succinato deshidrogenasa conecta directamente el ciclo de Krebs
con la cadena de transporte de electrones (CTE). A diferencia de otros complejos de la CTE,
no bombea protones, pero transfiere electrones desde el succinato hacia la ubiquinona a
través de flavoproteinas y centros hierro-azufre. Su estructura relativamente simple y su
localizacion en la membrana interna implican que no contribuye al gradiente electroquimico
de protones, por lo que su funcion principal es catalizar la oxidacion de succinato a fumarato

y transferir los electrones resultantes a la ubiquinona (Sun et al., 2005).

El complejo 111 0 Ubiquinol-citocromo C oxidorreductasa, conformado por varias
subunidades que incluyen citocromos y proteinas con centros hierro azufre. Funciona
mediante el ciclo Q, proceso durante el cual los electrones son transferidos al citocromo C,
al mismo tiempo que se produce el bombeo de protones hacia el espacio intermembrana

contribuyendo al gradiente electroquimico necesario para la sintesis de ATP (Crofts, 2004).

El complejo IV o citocromo C oxidasa, es el punto final de la CTE. Este complejo
recibe los electrones provenientes del citocromo C y los remite a una molécula de oxigeno
molecular, el aceptor final de electrones, dando lugar a la formacién de agua. Esta
conformado por centros de hierro y cobre que facilitan la reduccion eficiente del oxigeno,
ademas se liberan protones que consolida el gradiente electroquimico en el espacio
intermembrana (Rich & Maréchal, 2010).
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Finalmente, el gradiente generado por la acumulacién de protones en el espacio
intermembrana por los complejos I, 111y IV, es aprovechado por la ATP sintasa, conocida

aH 4H* 2H* nH*

CoQ

Espacio
intermembranal

A
Membrana @
interna Vv
/ : ||7 1%
Matriz / :
N ot = Q
FAD + 2H* FADH, [2H‘+ 1/20,+ @_. H;O] X2 A

NADH  NAD* DP ATP
+2H' /\g

Succinato Fumarato

+ :

Fig. 11. Cadena de transporte de electrones (Yin & O’Neill., 2021). La imagen representa las rutas
de transferencia de electrones (en azul) y el movimiento de protones (en rojo) dentro de la cadena
de transporte de electrones (ETC) mitocondrial. Los electrones ingresan a la ETC a través del
NADH en el complejo | (NADH deshidrogenasa) y del FADH2 generado por la oxidacion del
succinato en el complejo 11 (succinato deshidrogenasa). Luego, los electrones son conducidos por
la Coenzima Q (CoQ) hacia el complejo Ill (citocromo ¢ reductasa) y, finalmente, mediante el
citocromo c, llegan al complejo 1V (citocromo ¢ oxidasa), donde participan en la reduccion del
oxigeno a agua. Este flujo electrénico, junto con la translocacion de protones a través de la
membrana interna mitocondrial, establece un gradiente electroquimico que alimenta la sintesis de
ATP en el complejo V (ATP sintasa).

también como complejo V. esta enzima es altamente especializada que permite el retorno de
los protones hacia la matriz mitocondrial, este paso de protones genera una rotacién mecanica
del complejo que induce la fosforilacion de la adenosina de difosfato (ADP) para formar
ATP, proceso conocido como fosforilacion oxidativa. Sin embargo, durante el proceso una
pequerfia porcién de electrones puede escapar del sistema, particularmente en los complejos
I 'y I, dando lugar a la formacion de moléculas altamente reactivas conocidas como especies

reactivas de oxigeno (ERO) (Boyer, 1997; Walker, 2013).
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1.8.2 Impacto de las especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas altamente reactivas derivadas del
metabolismo aerdbico, generadas como subproductos de la cadena de transporte de

electrones (Sies & Jones, 2020). Entre las ERO mas relevantes se encuentran las siguientes:

Principales especies reactivas de oxigeno

Especies radicales

Superoéxido Oz~
Hidroxilo ‘OH
Radical peroxilo ROO’
No radicales

Peréxido de hidrogeno H20:2
Ozono Os

Tabla 3. Principales especies reactivas de oxigeno, radicales y no radicales (modificado de;
Carvajal, 2019).

En condiciones fisiologicas, participan en procesos de sefializacion celular,
regulacién genética y defensa inmunolégica, por lo que las ERO cumplen funciones
reguladoras cuando se mantienen en niveles controlados (Sies & Jones, 2020), se estima que
el rango fisioldgico normal de perdxido de hidrogeno, una de las principales ERO, oscila
entre los 1 — 10 nM aproximadamente (Dovrou, et al, 2023). No obstante, cuando la
produccion de ERO supera a la capacidad antioxidante de la célula, se genera un estado
denominado estrés oxidante, que tiene como principal caracteristica una sobreproduccién de
ERO acomparfiado de una disminucion de los sistemas de neutralizacion de las mismas. Este
fendmeno favorece la oxidacion de lipidos, proteinas y acidos nucleicos comprometiendo la
homeostasis tisular (Forman & Zhang, 2021).

De esta manera, durante el envejecimiento normal, se han descrito un aumento
progresivo de ERO y disminucion en los sistemas antioxidantes end6genos, lo que favorece
la acumulacién de dafio oxidate a lo largo del tiempo. Este proceso ocasiona deterioro en

tejidos y drganos, incluyendo al sistema nervioso, donde las neuronas son altamente
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vulnerables debido a su elevada tasa metabolica, su limitada capacidad de regeneracion y su
alto contenido de lipidos poliinsaturados susceptibles a la peroxidacion (Li J, et al, 2013).

En el cerebro, el estrés oxidante ocasiona déficits en la funcion sinaptica y
alteraciones en la plasticidad neuronal, afectando multiples regiones cerebrales, incluyendo
la CPF y el hipocampo. La acumulacion de dafio oxidante en estas areas se ha relacionado
con alteraciones en la neurotransmisién, disfuncion mitocondrial y deterioro de los procesos
de memoria y aprendizaje (Mattson & Arumugam, 2008).

Ante estas afectaciones, las células cuentan con un sistema antioxidante endogeno
altamente regulado el cual esta integrado por enzimas, asi como moléculas no enzimaticas.
Estos mecanismos limitan el dafio oxidante y preservan la integridad y la funcién neuronal
(Birben et al., 2012).

Por otro lado, cuando la capacidad antioxidante enddgena es insuficiente, el
consumo de antioxidantes exdgenos presentes en la dieta, tales como vitaminas (por ejemplo,
vitamina E y C), flavonoides y otros compuestos fendlicos, puede mejorar la eficiencia del
sistema antioxidante del organismo y reducir la probabilidad de dafio oxidante. La
incorporacion de antioxidantes dietéticos facilita la actividad de defensas antioxidantes como
superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa, lo que disminuye
el estrés oxidante inducido por especies reactivas del oxigeno y contribuye a mantener el

equilibrio redox en tejido cerebral (Winiarska, et al, 2020)
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Sistemas de defensa antioxidante

Los sistemas de defensa antioxidante son los mecanismos biologicos que permiten
mantener el equilibrio redox frente a la generacion continua de ERO. En concepto base de
un antioxidante es el de una molécula o sistema capaz de neutralizar radicales libres o detener

las reacciones de oxidacion y evitar el estrés oxidante (Jomova et al., 2024)

Los antioxidantes se subdividen en sistemas enzimaticos y no enzimaticos como
se muestra en la siguiente figura:
- - _|
Enzimatico
Antioxidantes | | - —
. enddgenos
Sistemas | | L o998 —

e 0 en2|mat|co
antioixdantes
L — Antioxiodanes | —

exogenos

Figura 16. Clasificacion de los sistemas antioxidantes (modificado de Guija-Guerra & Guija-
poma. 2023).

1.9.1 Sistema antioxidante enddgeno enzimatico

Este sistema constituye la principal barrera celular frente a la generacion
desmedida de ERO. Este sistema este conformado por un conjunto de enzimas especializadas
que tienen como funcion catalizar la neutralizacion de radicales libres y evitar la expansion
del dafio oxidante sobre las biomoléculas (Jomova et al., 2024). Este sistema comprende de

las enzimas antioxidantes propias del organismo entre las que se encuentran las siguientes:

e Superdxido dismutasa (SOD): convierte el anién superoxido en peroxido de
hidrogeno y existe en tres isoformas: SOD1 (Cu/zZn) dentro del citosol y el espacio
intermembrana; SOD2 (Mn) se encuentra en la matriz mitocondrial; SOD3 (Cu/Zn)

se encuentra en el liquido extracelular. (Guija-Guerra & Guija-poma, 2023)

e Glutation peroxidasa (GPX): reacciona con el perdxido de hidrdégeno y elimina

hidroperdxidos y requiere del glutation reducido y selenio para su activacion.
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e Glutation reductasa: tiene la propiedad de reducir al glutation oxidado (GSSG) y
formar glutation reducido (GSH). Se dice que cuando se eleva la relacion GSSG/GSH

existe un ambiente oxidante en la célula.

e Catalasa (CAT): se encuentra en mayor parte en el higado y rifiones y descompone el

perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno (Guija-Guerra & Guija-poma, 2023).

1.9.2 Sistema antioxidante endégeno no enzimatico

Este sistema esta constituido por un grupo de moléculas de bajo peso molecular
que interviene directamente en la neutralizacion de radicales libres. A diferencia del sistema
enzimatico, estos antioxidantes no catalizan reacciones, sino que actian como donadores de
electrones o de hidrogeno, también pueden interrumpir las reacciones en cadena asociadas al

dafio oxidante como la peroxidacion lipidica (Forman & Zhang, 2021).

Uno de los componentes centrales de este sistema es el glutation reducido (GSH)
que actua como cofactor para la enzima GPX, otro antioxidante importante es el &cido Urico,
que posee la capacidad de neutralizar radicales hidroxilos y peroxinitito (Jomova et al.,
2024).

1.9.3 Antioxidantes exdgenos

Los antioxidantes exdgenos comprenden un grupo de compuestos bioactivos que
el organismo humano no tiene la capacidad de sintetizar por lo que deben ser adquiridos
mediante la dieta. Estos compuestos desempefian un papel importante al reforzar los
mecanismos antioxidantes enddgenos, lo que contribuye a la neutralizacion de las ERO
(Feillet, 2024).

Dentro de los antioxidantes exdgenos mas estudiados se encuentran las vitaminas,
como la vitamina C y E que actian como donadores de electrones e interrumpen las
reacciones en cadena de la peroxidacion lipidica (Godos et al., 2025). Otro grupo importante
de antioxidantes dietarios son los polifenoles, una familia de compuestos fendlicos que se

caracterizan por su capacidad de neutralizar las ERO, ademas, tienen la capacidad de influir
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en vias de sefializacion relacionadas a procesos de inflamacion y apoptosis, lo que amplia su

importancia bioldgica més all de su funcién antioxidante (Jomova et al., 2025).

Los flavonoides, que son parte de la familia de los polifenoles, destacan por su
abundancia en la dieta y la diversidad de sus efectos bioldgicos gracias a su estructura
quimica, que les permite actuar como captadores de radicales libres, quelantes de metales y
moduladores de enzimas relacionadas con el metabolismo (Jomova et al., 2025).
Adicionalmente, los flavonoides han demostrado capacidad para modular la expresién de
genes relacionados con la respuesta antioxidante enddgena, asi como regular factores de
transcripcion implicados en la respuesta al estrés oxidativo como el factor nuclear eritroide
2 (Nrf2) (Jomova et al., 2025).

La ingesta moderada de antioxidantes exdgenos se asocia con efectos neuro
protectores y atenuacién de la neuro inflamacion, particularmente los flavonoides
representan compuestos relevantes en la defensa antioxidante global gracias a su accion
directa e indirecta frente al estrés oxidante y la prevencion del deterioro funcional de los

tejidos y drganos (Szluc et al, 2024).

1.10 Caracteristicas, propiedades y efectos de los flavonoides

Los flavonoides constituyen una amplia familia de compuestos fendlicos de origen
vegetal que forman parte del grupo de los polifenoles. Se caracterizan por presentar un
esqueleto basico de 15 atomos de carbono, organizado en dos anillos aromaticos y unidos
por un heterociclo oxigenado (figura 17), esta estructura explica la diversidad de sus

propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (Panche et al., 2016).

Figura 17. Estructura general de los flavonoides (Higdon, J., & Drake, V,
2023).
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Desde el punto de vista funcional, los flavonoides poseen una reconocida actividad
antioxidante, atribuida principalmente a su capacidad para donar electrones o atomos de
hidrogeno y estabilizar radicales libres, y de la misma manera, pueden actuar como quelantes,
ademas, su accion bioldgica también incluye la modulacion de enzimas antioxidantes
(Panche et al., 2016).

En el sistema nervioso poseen un efecto neuro protector, ya que estos compuestos
tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y acumularse en regiones
cerebrales como el hipocampo y la corteza prefrontal. A nivel celular los flavonoides se han
relacionado con la preservacion de la funcién mitocondrial y en consecuencia el retraso del
proceso de envejecimiento (Ferri, et al, 2015). Ademas, los flavonoides pueden influir
positivamente en los procesos neurolégicos mediante interacciones con cascadas de
sefializacion de proteinas y lipidos cinasas. Estas rutas abarcan la via del factor nuclear kappa
B (NF-«B), que es un potenciador de células B (figura 18), junto con las vias de la proteina
cinasa C (PKC), la fosfatidilinositol 3-cuinasa (PI3K)/Akt, y las cinasas activadas por
mitogenos (MAPK). Las MAPK regulan diversos procesos celulares al transformar sefiales
externas en respuestas internas. Por su parte, los flavonoides y sus metabolitos interactian
selectivamente con las vias de MAPK al unirse a cinasas como MAP cinasa 1 (MEK1),
MEK?2 y receptores de membrana. Estas cinasas potencian el impacto de los flavonoides en
la via de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK). Los flavonoides presentan
similitudes estructurales con varios moduladores farmacoldgicos de la via de sefializacion
ERK. Ademas, la activacion de la proteina de unién al elemento de respuesta al CAMP
(CREB) se ha observado tras la activacion de ERK, lo que puede generar una regulacion
positiva de rutas neuroprotectoras. Los flavonoides también estabilizan factores nucleares
como el factor eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) y el factor inducible por hipoxia-
1 (HIF-1), que actdan como reguladores del receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisomas (PPAR-y) y activan la via del coactivador-1a del receptor gamma activado por
el proliferador de peroxisomas (PGC-1a). Al modificar estas rutas moleculares, los
flavonoides retardan la segregacion de proteinas asociadas a la demencia como la proteina
beta amiloide (AB) y mitigar el estrés oxidante, mejorando la funcién mitocondrial, asi como
también disminuir la resistencia a la insulina, ademéas de modular las cascadas Akt/PKB y
ERK1/2 al inhibir la actividad de PI3K.
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Figura 18. Vias moduladas por los flavonoides (modificado de Minocha, et al 2022): la activacion
e inhibicion de diferentes vias relacionadas al estrés oxidante e inflamacién por parte de los
flavonoides es amplia y selectiva gracias a su estructura triciclica y su capacidad para donar
electrones e influir en las diferentes rutas y vias de sefializacion. Estas propiedades los han
convertido en objetos de interés incluso para tratar enfermedades como la EA, aunque las
investigaciones contindan.

1.11 La medicina tradicional y plantas medicinales

La medicina tradicional es un conjunto de précticas, conocimientos y creencias
relacionadas con la salud, que se ha desarrollado a lo largo de generaciones y que se basa
principalmente en el uso de recursos naturales, en especial, plantas. Esta practica ha sido
empleada a lo largo de la historia para la prevencion y el tratamiento de enfermedades y en
la actualidad ha cobrado relevancia particularmente en paises desarrollados (World Health
Organization [WHO], 2019).

Por otro lado, las plantas medicinales representan uno de los pilares fundamentales
de la medicina tradicional, gracias a los avances cientificos y tecnologicos, se sabe que las

plantas utilizadas con enfoque terapéutico poseen compuestos bioactivos conocidos como
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metabolitos secundarios, a los que se les atribuye dichos efectos. El interés cientifico por
estos metabolitos ha aumentado de manera significativa ya que muchos de ellos sirvieron de

base para el desarrollo de farmacos modernos (Atanasov et al., 2021).

La ONU reconoce que esta practica sanitaria es importante ya que con frecuencia
es subestimada y cada dia su demanda va en aumento, asi como los estudios sobre ella
(Guaraca et al. 2022). Actualmente en México se conocen con 3352 especies de uso
medicinal registradas en el herbario medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social y se
estima que puede ascender a 5000 tomando en cuenta la familia, género y especie de cada
planta (Ferndndez M., & Erasto J., 2021). Entre las plantas mas populares y ampliamente

utilizadas como remedios herbolarios se encuentran:

e Aloe vera (Aloe barbadensis Miller): reconocida por sus propiedades cicatrizantes,
regenerativas y antiinflamatorias, gracias a compuestos bioactivos como el acemanano y
la aloina. Su uso topico es comun en el tratamiento de quemaduras, heridas e irritaciones
cutaneas, y se ha demostrado su capacidad para promover la regeneracion celular y la
reparacion tisular (Sdnchez-Machado et al., 2017).

¢ Manzanilla (Matricaria chamomilla L.): destaca por sus efectos calmantes, digestivos y
antiinflamatorios, atribuibles a compuestos como el a-bisabolol y la apigenina. Su
infusidn es una de las més consumidas a nivel mundial y se utiliza tradicionalmente para
aliviar molestias gastrointestinales, reducir la ansiedad leve y favorecer el suefio
(Srivastava et al., 2010).

e Arnica (Arnica montana L.): es una planta ampliamente conocida por su efecto analgésico
y antiinflamatorio, debido a la presencia de lactonas sesquiterpénicas como la helenalina,
que inhibe mediadores proinflamatorios. Se utiliza en forma de pomadas o ungtientos para

reducir dolor muscular, hematomas y contusiones (Klaas et al., 2002).

1.11.1 Caracteristicas y propiedades de Bauhinia variegata

La especie vegetal Bauhinia variegata, también es conocida como “pata de vaca”,
“pezufia de vaca” o inclusive “orquidea de primavera”, €s una especie arbdrea que pertenece

a la familia Fabaceae, es una especia ampliamente distribuida en regiones tropicales y
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subtropicales, especialmente en el sur y sudeste de Asia, y su uso es principalmente
ornamental y medicinal. Se caracteriza por hojas bilobuladas, flores vistosas de tonalidades

rosas o purpuras (figura 19) y vainas alargadas (Sharma et al., 2019).

Figura 19. Hojas (izquierda) y flores (derecha) de la especie vegetal Bauhinia variegata

En la medicina tradicional, se utiliza B. variegata para el tratamiento de trastornos
inflamatorios, infecciones, alteraciones metabolicas y afecciones gastrointestinales, ademas
se utiliza como agente astringente, antinflamatorio y antioxidante (Singh et al. 2019).Desde
el punto de vista fitoquimico, B. variegata contiene una amplia variedad de compuestos
fenolicos entre los que destacan los flavonoides, especificamente compuestos como la
quercetina, el kaempferol y la rutina que son reconocidos por su amplia actividad
antioxidante (Kumar et al., 2019). Adicionalmente se ha reconocido que B. variegata posee
actividad hipoglucemiante, gracias a compuestos bioactivos como la quercetina y el
kaempferol, lo que, en conjunto con el resto de sus propiedades, ha despertado un importante
interés farmacoldgico debido a su potencial en modelos experimentales de estrés oxidante
(Singh et al. 2019).

El interés cientifico por B. variegata se ha extendido hacia su posible papel neuro
protector, donde se sugiere que los diversos extractos de esta planta podrian influir
positivamente en procesos relacionados con la funcion neuronal, la plasticidad sinaptica y la
proteccion frente al dafio oxidante cerebral los cuales son mecanismos clave para el buen
transcurso del envejecimiento el deterioro cognitivo normal que se presenta en esta etapa.
Por todo lo anterior, B. variegata se posiciona como una especie vegetal de amplio interés
para investigaciones enfocadas en neurobiologia y envejecimiento (Kumar et al., 2019).
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2. ANTECEDENTES

Los diversos estudios sobre el envejecimiento presentan una serie de patrones que
permiten definir marcadores caracteristicos para este proceso. Sanchez y colaboradores
sefialan que en individuos sanos la variabilidad de las habilidades cognitivas es independiente
de la edad, es decir, que algunos adultos mayores son poco afectados por los efectos del
envejecimiento cerebral, a diferencia de otros que, si presentan mayor deterioro cognitivo, a
este mecanismo de adaptaciones de las redes neuronales lo denominaron como “reserva
cognitiva”. Su documentacién sefiala que las personas que fueron estimuladas
cognitivamente en mayor medida en fases tempranas de la infancia y la juventud poseian una

mejor reserva cognitiva durante la vejez (Sanchez et al. 2017).

Adicionalmente, Hernandez y colaboradores, realizaron una serie de pruebas que
permitieron evaluar la memoria verbal-visual y verbal-espacial en diferentes grupos de
edades con la finalidad de demostrar las consecuencias del envejecimiento en estas
habilidades cognitivas, una de estas pruebas es el paradigma denominado “N-Back” donde
se presenta una secuencia continua de estimulos visuales como letras 0 nimeros y la tarea
consiste en decidir si el estimulo actual coincide con el mostrado en “N” posicion, por lo que
en 1-back, se debe comparar el estimulo actual con el inmediatamente anterior, el 2-back con

el mostrado hace dos posiciones y asi sucesivamente.

Los resultados de la tabla 4 evidencian que los grupos experimentales de jovenes
y adultos mayores, tuvieron la misma eficiencia para procesar las tareas simples, es decir, 1-
back, debido a que la demanda cognitiva es minima, por el contrario, un aumento en la
dificultad de la prueba, es decir, 2-back, muestra una menor eficiencia en la memoria de
trabajo en los adultos mayores, por lo que se demuestra que durante el envejecimiento los

recursos cognitivos se ven reducidos (Hernandez, 2011).
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Experimentol Experimento 2

Prueba verbal Visual verbal visual
Complejidad | /-back | 2-back | I-back | 2-back | 1-back | 2-back | 1-back @ 2-back

% de respuestas correctas % de respuestas correctas
Jovenes 96.7* 1 93.0+ | 949" | 88.0°™" 985" |91.7F | 96.4™ | 90.7"%
Mayores 97.0* | 89.6* |93.0" | 77.7°" | 96.4* |89.2f | 92.0M | 77.1'T%

Tiempo de reaccion (ms) Tiempo de reaccion (ms)
Jovenes 645+ 763* 755T 1 930™ | 737+ 964+ 7617 | 10457
Mayores 770" | 10427 | 93711 | 12067 | 8407F | 11027F | 906"t | 1190"T%

Tabla 4. Evaluacion de la memoria verbal-visual y verbal-espacial. Ambos experimentos presentan
dos niveles de complejidad, siendo el 1-back el mas simple y 2-back mas complejo. Los grupos
experimentales son: Adultos jovenes (n=21) de edad promedio 25 afios y adultos mayores (n=21) de
65 afios 0 mas, dentro del mismo grupo. Se realizo un analisis ANOVA mixto de dos vias (p > 0,05).
(Hernandez, 2011).

* Diferencia significativa entre grupos (jovenes vs. mayores).
1 Diferencia significativa entre modalidad verbal y visual dentro del mismo grupo.

1 Diferencia significativa entre niveles de complejidad (1-back vs. 2-back)

Por otro lado, en el caso de los roedores, los descubrimientos sobre el
envejecimiento cerebral muestran un deterioro en el aprendizaje espacial. Estos dafios a nivel
cerebral a causa del envejecimiento se ven reflejados en la memoria espacial de roedores de
diferentes edades como demostrd Olesen y colaboradores utilizando la prueba del laberinto

acuatico de Morris (figura 20).

En la figura 20 se aprecia una menor latencia de escape de los grupos jovenes (3-
6 meses), lo cual se traduce con un mejor desempefio cognitivo que contrasta con el grupo
de roedores mayores de edad (18 meses) con un desempefio reducido. Este estudio demostro
que el envejecimiento afecta también a los roedores, especialmente en las capacidades de
memoria espacial y de trabajo similar a los seres humanos. Adicionalmente, los autores
reportaron que estas alteraciones conductuales se asocian con un deterioro de la funcion
mitocondrial en el cerebro, que se evidencia por una disminucion de la eficiencia de la cadena
respiratoria y un aumento del estrés oxidante, particularmente alteraciones en la actividad de
los complejos mitocondriales y una menor produccion de ATP en animales viejos (Olesen et
al, 2020). En este sentido Bishop y colaboradores asociaron el deterioro cerebral a causa del

envejecimiento con la funcién mitocondrial, sugiriendo que la mitocondria tiene una
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participacion moduladora en dicho proceso, por lo que una deficiencia en la funcién
mitocondrial y alteraciones en la propia cadena de transporte de electores son considerados
biomarcadores de envejecimiento, ademas sugieren que el dafio oxidante, a causa del
metabolismo mitocondrial, es el principal causante del deterioro relacionado con la edad
(Bishop, 2010).
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Figura 20. Latencia de escape en la prueba del laberinto acuatico de Morris. La pérdida de la
memoria espacial en roedores de hasta 18 meses de edad se aprecia a lo largo de los 10 dias de
prueba, donde se aprecia una correlacién entre la edad y la eficiencia en el desarrollo de la tarea. Se
agregan 2 dias de descanso (dia 6 y 7) con la finalidad de evaluar la capacidad de retencién de la
informacion y la memoria de trabajo en los dias consecuentes (dia 8). El grafico representa las
medias = SEM (Olesen et al, 2020).

En este contexto, las mitocondrias cerebrales de personas mayores consumen
menos oxigeno y generan menos ATP. De manera sorprendente, no todos los complejos
respiratorios se ven afectados de la misma manera durante el envejecimiento. Una
observacion comun basada en estudios en roedores es la disminucion de la actividad de los
complejos 1 'y IV de la CTE (Tabla 6), mientras que la actividad de los complejos Il y 111 es

inconsistente (Boveris et al, 2008).
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Grupo y Complejo | Complejo IV Daiio oxidante Rendimiento
edad (nmol de (nmol de ([0.1* carbonilo proteina+ neuy rolégico
citocromo citocromo TBARS  (ambos  en (medias del
c/min/mg prot) ¢/min/mg prot) nmol/mg proteina)]/2) porcentaje de éxito)
28
330+ 10 124+ 8 51+£0.3 58-81 %
Semanas
52 273 £ 9* 96 + 8* 7.1 £0.4* 37*-54* %
Semanas
78 212 £ 6 8* 719+ 7* 8.7+£0.4* 17*_45% %
Semanas

Tabla 5. Actividad de los complejos enzimaticos | y IV y dafio oxidante en mitocondrias de cerebro
de ratas (modificada de Boveris et al, 2008). Ratones machos Swiss CD-1-UCadiz. n=12. El
rendimiento neurolégico fue evaluado con las pruebas de cuerda floja y el laberinto elevado en T *P<
0,05 para envejecimiento, respecto a la edad anterior.

Un estudio de Venkateshappa (2012) realizado en tejidos cerebrales postmortem
de individuos de diversas edades, que van desde los neonatos hasta los adultos mayores de
80 afios y de genero mixto, a los cuales se les evaluaron la actividad enzimatica de los
complejos de la CTE, relevaron una disminucion significativa de la actividad del complejo |
en hipocampo y CPF asociada a la edad. De manera similar, Ojaimi y colaboradores (1999)
analizaron tejidos cerebrales postmortem de 32 individuos de entre 20 y 85 afios, de géneros
mixtos y retraso postmortem promedio de 22 h. evaluaron la actividad enzimatica de los
complejos de la CTE en el hipocampo y la CPF, observando una disminucién significativa
en la actividad del complejo 1V en hipocampo y con una tendencia similar en la CPF. Otro
estudio realizado por Cottrell y colaboradores en 2001, examinaron el tejido cerebral del
hipocampo de 24 individuos de entre 2 y 95 afios de edad, géneros mixtos y un retraso
postmortem de 4 a 53 h (promedio 22 h), evaluaron la actividad del complejo IV vy
encontraron deficiencia en su actividad, que resulté ser mas marcada en los adultos mayores.
La reduccién de la actividad del complejo IV aumenta el estado redox de la CTE, que

estimula la fuga de electrones y la produccion de ERO (Stefanatos & Sanz, 2018).

De esta manera, los dafios asociados a la edad en la mitocondria pueden ser
acompafiados por una reduccion en el proceso de transferencia de electrones, asi como un
aumento de la permeabilidad de la membrana a H+y reduccién en la sintesis de ATP (Boveris
et al, 2008).
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La mayor concentracion de ERO se encuentran en las mitocondrias, donde son
generadas como subproducto de la fosforilacion oxidativa. Se ha observado que, en
condiciones fisiologicas, las mitocondrias cerebrales convierten hasta el 2% del consumo de
oxigeno total en ERO. Por su lado las neuronas parecen ser mas sensibles a los dafios
oxidantes ya que el cerbero posee una gran cantidad de lipidos insaturados que lo hace
susceptible a la peroxidacion lipidica directamente en las membranas celulares. En las
proteinas causan cambios estructurales en las cadenas laterales de aminoacidos (Singh et al.
2022). Las alteraciones en la sefializacién de ERO en sus sitios especificos altera la respuesta
celular de control y promueve la muerte celular, por lo que los niveles de dafio oxidante en
el cerebro se correlacionan con el rendimiento en diferentes pruebas cognitivas (Stefanatos
& Sanz, 2018). Ademas, algunas regiones cerebrales como el hipocampo y la amigdala son
mas sensibles al estrés oxidante, el caso del hipocampo, las neuronas mas vulnerables son las
que se encuentran en la region CAL, sitio donde ademas se ha encontrado una acumulacion
elevada de carbonilos proteicos durante el envejecimiento y una disminucién importante en
el consumo de oxigeno durante el envejecimiento, sin embargo, aunque ciertas regiones
cerebrales, como el hipocampo, se ven afectadas por el aumento del estrés oxidante, algunas
otras como la corteza prefrontal podrian ser estimuladas por un efecto de hormesis durante
el envejecimiento (Stefanatos & Sanz, 2018).

Como consecuencia de la influencia que ejercen las alteraciones bioguimicas y
fisioldgicas asociadas al envejecimiento cerebral, se han realizado numerosos intentos para
detener el deterioro relacionado a la edad mediante la suplementacion con antioxidantes
encontrados en frutas, verduras y especies vegetales que han servido a través de los afos
como medicina alternativa y tratamiento auxiliar (Chakrabarti et al, 2011). Recientemente ha
habido un gran interés en el empleo de extractos de plantas o alimentos ricos en flavonoides
para prevenir la neurodegeneracion relacionada con la edad ya que diversos estudios han
demostrado que mejoran la funcionalidad cognitiva al proteger las neuronas vulnerables y
mejorar la funcién neuronal existente mediante diferentes mecanismos. Uno de estos
mecanismos es la modulacion de vias de sefializacion, como las vias PI3 cinasa (PI13K)/Akt,
la proteina cinasa C (PKC) y la via de la pretina cinasa activada por mitégenos (MAP K),

estas modulaciones en las vias pueden ocasionar cambios en la actividad de las caspasas,
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especialmente la caspasa-3 lo que bloquea directamente la oxidacion neuronal y previene la
apoptosis (Vauzour et al, 2008).

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos poli fendlicos abundantes
en la naturaleza. Su estructura ciclica (difenil-propano) le confiere una alta capacidad
antioxidante con importantes propiedades bioldgicas como antidiabéticos, antiinflamatorios,
antibacterianos, neuro protectores, entre otras. La actividad antioxidante de los flavonoides
se debe a su actividad de neutralizacion de los radicales libres, otros autores también se
refieren a la inhibicion de oxidasas como la lipoxigenasa y ciclooxigenasa evitando asi la
generacion de ERO, a la par que estimulan otras enzimas antioxidantes como la catalasa y el
superdxido dismutasa, ademas de elevar de manera significativa los niveles de glutation
reducido (GSH) y modular multiples vias como NRF2 y MAPK (Pérez, 2003).

En este sentido, existen especies vegetales conocidas popularmente por sus
beneficios para la salud atribuidos a los compuestos bioactivos como los flavonoides, tal es
el caso de la planta Bauhinia variegata la cual es ampliamente conocida por sus propiedades
antidiabéticas y antihipertensivas. Los analisis fitoquimicos de esta especie vegetal muestran
altas concentraciones de flavonoides y otros metabolitos secundarios como terpenos, taninos
y en menor cantidad alcaloides. En la tabla 6 se puede apreciar los distintos solventes
utilizados en el estudio para la recuperacién de distintos biocompuestos de las flores de la
propia planta (Uddin, 2012). Si bien la concentracion exacta de cada compuesto es variable
y dependiente de cada ambiente y sus condiciones, un estudio realizado por Gunalan y
colaboradores en el 2013 mostro una concentracion de flavonoides totales de 1.64 mg por

cada gramo de hojas de Bauhinia variegata recuperados en etanol (Gunalan et al, 2013).

Componente | n- cloroformo etanol metanol  Extracto
hexano crudo
alcaloides - - - - -
flavonoides - + + + +
taninos - - - + +
saponinas + + + - +

Tabla 6. Presencia de metabolitos secundarios recuperados en distintos solventes
Signo (+): indica presencia; Signo (-): indica ausencia. (modificado de Uddin, 2012).
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Ademas, ensayos de actividad antioxidante in vitro realizados por Bathia y
colaboradores demostraron que el extracto etandlico de hojas de Bauhinia variegata, posee
una elevada capacidad de captacion de radicales libres, para el caso del ensayo DPPH
alcanzando un porcentaje de inhibicion del 53%, mientras que para la prueba de ABTS un
porcentaje de 58%, evidenciando la alta capacidad los biocompuestos presentes en las hojas
de B. variegata para neutralizar radicales libres (Bathia, et al. 2011).

En relacién a la toxicidad, estudios realizados en ratones administrados por via
oral, mostraron signos comprometedores en la piel, 0jos y mucosas nasales de los roedores
seguidos de la muerte a dosis de 2000 mg/kg de peso corporal. En este mismo estudio se
probaron diferentes dosis del extracto etandlico de la planta (200 y 400 mg/kg de peso) en
un modelo de estrés oxidante inducido por sobrecarga de hierro. Ambas dosis produjeron una
reduccion en los niveles de peroxidacion lipidica, sin embargo, el efecto més pronunciado
fue con la dosis de 400 mg/kg, lo que indica una respuesta dependiente de la dosis (Marasani

et al, 2013) como se observa en la figura 21:
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Figura 21. Efecto protector del extracto etandlico de Bauhinia variegata sobre los niveles de
peroxidacion lipidica en ratas sometidas a estrés por sobrecarga de hierro. (10 = sobrecarga de hierro;
10 + AA = sobrecarga de hierro + antioxidante; 10 + BV sobrecarga de hierro + Bauhinia variegata)
Los datos se expresan como media = SEM. n = 6. a=p < 0,001 frente al control; b = p < 0,001 frente
a sobrecarga de hierro.

Un estudio similar de Solanki y colaboradores, evaluo los efectos del extracto

etanolico de Bauhinia variegata en la neurodegeneracion ocasionada por la neuropatia
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diabética y su alteracion en el sistema nervioso (tabla 7), utilizando el ensayo de la placa
caliente (Hot plate assay), donde se cuantifico el tiempo que las ratas retiraban sus patas del
calor, y la prueba de inmersion de cola (Tail immersion test), donde se evalu6 el tiempo de
los movimientos de la cola. Para ello utilizaron un farmaco con efectos neuro protectores
demostrados, la glibenclamida, sobre un grupo de ratas enfermeras con tratamiento y sin
tratamiento como controle positivos, donde se aprecia la mejoria en las latencias, en
comparacion con las ratas enfermas sin tratamiento, tanto en la prueba de la placa caliente,
como en la inmersion de cola. Los animales con neuropatia diabética mostraron una
reduccion significativa del umbral del dolor ante estimulos térmicos en comparacion con las
ratas control. Por su parte, el tratamiento con el extracto de Bauhinia variegata produjo un
aumento significativo del umbral del dolor respecto al grupo con enfermedad e incluso frente
a los animales tratados con glibenclamida. En particular, las ratas tratadas con la dosis de 400
mg/kg presentaron el mayor incremento del umbral nociceptivo, lo que indica una
disminucion de la sensibilidad al dolor. Estos resultados sugieren un efecto preservador y
neuroprotector del extracto etandlico de Bauhinia variegata sobre el sistema nervioso,
dependiente de la dosis (Solanki et al., 2023).

Grupos de animales
Control Control Tratamiento Extracto Extracto
Test N Fe——— Glibenclamida | etandlico | etanélico BV
norma nfermeda BV (200 (400 mg/kg)
mg/kg)
Hot plate 4614 + 2.092 + 3.94+0.127* 357+ 5.122+0.907**
assay 083 0.231% 0.274*
Tail 6.56 + 0.86 | 3.02 + 0.107 | 5.09 + 0.48* 6.77 + 6.10 + 0.42*
immension 0.63*
test

Tabla 7. Comparacion de la latencia de respuesta al estimulo térmico (s). *p < 0.05 diferencias
significativas entre BV y glibenclamida contra el control enfermedad; **p < 0.01 gran diferencia
significativa entre BV y control enfermedad (neuropatia diabética); #p < 0.05 diferencia significativa
entre las ratas control enfermedad comparadas con el control normal (Solanki et al, 2023).

58 | 127



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Quimico-bioldgicas

3. JUSTIFICACION

El envejecimiento representa un fendmeno de alto interés, debido al aumento de la
esperanza de vida y a la mayor prevalencia de alteraciones cognitivas asociadas a la edad.
Entre los mecanismos bioldgicos implicados, el estrés oxidante desempefia un papel central
en el deterioro del sistema nervioso central, afectando de manera particular regiones
cerebrales involucradas en la cognicién y la conducta, como el hipocampo y la corteza
prefrontal. Las mitocondrias son esenciales para la homeostasis neuronal al ser responsables
de la produccion de energia mediante la fosforilacion oxidativa; sin embargo, este proceso
también constituye una fuente importante de especies reactivas de oxigeno (ERO). Durante
el envejecimiento, el desequilibrio entre la produccion de ERO y los sistemas antioxidantes
enddgenos favorece un estado redox alterado que compromete la funcion mitocondrial, la

plasticidad neuronal y, en consecuencia, el desempefio cognitivo.

En este contexto, los compuestos de origen natural han surgido como una
alternativa potencial para modular los efectos del estrés oxidante asociado a la edad. Los
flavonoides, en particular, destacan por su capacidad antioxidante y su influencia sobre la
funcién mitocondrial. Bauhinia variegata es una especie vegetal con reconocidas
propiedades bioldgicas, atribuidas principalmente a flavonoides como kaempferol,
quercetina y rutina; sin embargo, la evidencia experimental sobre sus efectos en el
envejecimiento cerebral es adn limitada. Por ello, la evaluacién del extracto etandlico de B.
variegata en un modelo animal de envejecimiento normal, integrando analisis conductuales
y bioquimicos mitocondriales, resulta relevante para ampliar el conocimiento sobre el papel

de los compuestos bioactivos durante el envejecimiento cerebral.
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4. HIPOTESIS

La administracion oral del extracto etandlico de Bauhinia variegata preserva las
funciones cognitivas en un modelo murino de envejecimiento normal mediante la
modulacion del estado redox mitocondrial y la reduccion del estrés oxidante en el hipocampo

y la corteza prefrontal.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del extracto etandlico de Bauhinia variegata sobre el estado
redox mitocondrial y el estrés oxidante en el hipocampo y la corteza prefrontal, asi como su
posible relacién sobre las funciones cognitivas, en un modelo murino de envejecimiento

normal.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto etan6lico de Bauhinia variegata

2. Evaluar los efectos del extracto etantlico de Bauhinia variegata en la memoria y el
aprendizaje espacial de ratas viejas y jovenes.

3. Evaluar los efectos del extracto etandlico de Bauhinia variegata en la funcién
mitocondrial del hipocampo y la corteza prefrontal de ratas viejas y jovenes

4. Evaluar los efectos del extracto etandlico de Bauhinia variegata sobre la generacién
de especies reactivas de oxigeno en el hipocampo y la corteza prefrontal de ratas

viejas y jovenes
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1  Modelo experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley jovenes de 6 a 8 meses de
edad y ratas viejas de la misma cepa de 18 a 24 meses, mantenidas dentro de cajas para
roedores con un maximo de 3 animales por caja, conservando la higiene y buenas condiciones
de su sustrato. Los animales se mantuvieron en el bioterio de las instalaciones del Centro de
Investigacion Biomédica de Michoacan (CIBIMI) en condiciones ambientales estandar con
ciclos de 12 horas luz/oscuridad y acceso ad libitum a agua purificada y alimento. Todos los
procedimientos de manipulacion y cuidado de los animales se realizaron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 aprobados por el comité de bioética del
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas. El tamafio de muestra se estableci6 en 12
animales por grupo experimental y se incluyeron Gnicamente animales clinicamente sanos
sin signos de enfermedad o alteraciones motoras evidentes. El peso corporal de los animales
se registrd de manera semanal durante el periodo de administracion de 30 dias. El registro y
analisis de las pruebas conductuales y cognitivas se realiz6 en condiciones de cegamiento
respecto al tratamiento y procurando efectuarse dentro de un horario fijo del dia (entre las 8
y 14 h).

7.2 Obtencidn del extracto etanolico de Bauhinia variegata

Se recolectd el material vegetal unicamente de las hojas del arbol, seleccionadas
rigurosamente mediante criterios de seleccidon y de exclusion. Las hojas fueron llevadas a
sequedad a temperatura ambiente por un periodo aproximado de 15 dias y posteriormente
trituradas hasta la obtencion de particulas finas. Se realizé un macerado en etanol al 96 %
con el triturado a una relacion de 20mL EtOH/g de planta y se dejo reposar por 15 dias en

refrigeracion. Transcurrido el tiempo se filtrd el macerado.

Para la obtencion de los metabolitos, secundarios se realizd una recuperacion por
arrastre de vapor con ayuda de un Rotavapor-R300 BUCHI a temperatura de 55-60°C y
presion de 250 mbar. Finalmente, el concentrado del extracto se almacenoé en refrigeracion

para su posterior uso.
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Curva de tolerancia oral a la glucosa

Se realizé la curva de tolerancia oral a la glucosa mediante la administracion de
glucosa a una dosis de 2 g/kg de peso corporal. Tras un ayuno de 4 h, se obtuvo una medicion
basal de glucosa (minuto 0) con un glucémetro Accu-Chek Perform. Para la toma de la
muestra, se efectué una puncion en la punta de la cola de la rata, previa desinfeccion con
alcohol etilico al 70%, y la gota de sangre se coloco en la tira reactiva para su lectura.
Posteriormente, se midieron los niveles de glucosa a los 15, 30, 60 y 120 min después de la
administracion de glucosa, mediante punciones sucesivas en el extremo de la cola,

previamente desinfectada con etanol al 70%.

7.4 Determinacién de la actividad antioxidante con el radical 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH e)

Se realiz6 una curva estandar de acido ascorbico (0.2 mM) preparando soluciones
a concentraciones de 0.3, 0.15, 0.075, 0.0375, 0.01875 mg/mL y posteriormente, el ensayo
de la muestra a concentraciones de 50, 25, 10, 5, 1 mg/mL. Se agregaron 1000 uL. de DPPHe
0.2 mM a cada disolucion, se mezclaron y se incubaron en oscuridad 30 min a temperatura
ambiente (Pefia-Montes et al., 2024)

Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 18 UV-VIS.

Para el calculo de los resultados se utilizo la siguiente formula:

% de actividad anti-DPPHe= [(Blanco 2 — Muestra) + Blanco 2] x 100

7.5 Determinacion de la actividad antioxidante con el radical 2,2-azino-bis-3-
etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio (ABTS)

Se utiliz6 una solucion de radical ABTS 7 mM preparada con persulfato potasico

140 mM. Primero se prepar6 una curva estandar de &cido ascérbico (0.2 mM) a
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concentraciones de 0.3, 0.5, 0.075, 0.0375, 0.01875 mg/mL. Para la preparacion de la muestra
se prepararon disoluciones a concentraciones de 50, 25, 10, 5, 1 mg/mL. Se agregaron 500
uL de ABTS a las disoluciones, se mezclaron y se incubaron 7 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se midio la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotdmetro Perkin ElImer Lambda 18 UV-VIS (Rajurkar, 2011).

Para el calculo de los resultados se utilizo la siguiente formula

% Inhibicion = (Abs control-Abs muestra) /Abs control x 100

7.6 Administracion del extracto etanolico de Bauhinia variegata

Se empled una dosis de100 mg/kg y 400mg/kg de peso corporal, disolviendo los
gramos de planta necesarios en etanol al 70% a una relacion 1:10 (EtOH/agua). Se emplearon
un total de 48 ratas que fueron divididas en 4 grupos:

o Grupo de ratas jovenes control (JC): n=12
o Grupo de ratas viejas control (VC): n=12
o Grupo de ratas jovenes con tratamiento (JB): n=12
o Grupo de ratas viejas con tratamiento (VB): n=12
Los animales fueron asignados de manera aleatoria a los distintos grupos

experimentales teniendo como base la edad.

La solucion del extracto fue administrada a los roedores por via oral durante 30
dias a los grupos JB y VB y un vehiculo de etanol al 70% (1:10) a los grupos JC y VC. Se

registro el peso corporal semanal durante el periodo de administracion.

7.7 Evaluacién de la conducta tipo ansiosa: prueba de campo abierto (CA)

El campo abierto consta de una estructura cubica de plastico de 90 x 90 cm de area
y una altura de las paredes de 22 cm, iluminado desde la parte superior de tal manera que no

queden sombras dentro del campo. Al comienzo de la prueba, los animales son colocados en
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el centro del campo. Se realiz6 un ensayo de 10 min de duracién por rata y se registraron los
metros recorridos y los minutos transcurridos en cada una de las 16 zonas del campo, el area
interna del campo la zona central y el area proxima a las paredes la zona periférica. Se
interpreta que, a mayor tiempo transcurrido en la zona periférica, la rata evidencia una mayor

conducta tipo ansiosa (Huerta et al. 2021).

7.8  Evaluacion de la conducta tipo ansiosa: Laberinto elevado en cruz (LEC)

El laberinto elevado en cruz est4 formado de 4 brazos en forma de cruz de 50 cm
de longitud. Dos brazos en paralelo estan resguardados por paredes de 30 cm de altura que
constituyen los denominados brazos cerrados que en conjunto comprenden la zona cerrada.
Por otro lado, la zona abierta comprende los brazos abiertos. Se realiz6 un unico ensayo de
10 min donde al inicio de la prueba, el animal es colocado en el centro del laberinto con vista
hacia n brazo abierto. Se registra el tiempo que pasa en la zona abierta y zona cerrada. Se
interpreta que al pasar un mayor tiempo en los brazos cerrados en nivel de conducta tipo

ansiosa es mayor (Huerta et al. 2021).

7.9  Evaluacion de la memoria espacial de referencia: Laberinto acuatico de
Morris (LAM)

El laberinto acuatico de Morris (LAM) esta conformado por una tina (diametro =
1.50 m, altura = 45 cm) llena de agua tefiida con violeta de genciana, sumergida 5 cm bajo el
agua se encuentra una plataforma. La tina se divide de manera imaginaria en 4 zonas y se
selecciona una de ellas donde seré colocada la plataforma (zona objetivo). La rata entonces,
es colocada dentro del agua con vista hacia la pared de la tina y soltada con la finalidad de
que encuentre la plataforma. Se realizaron 2 ensayos alternando el lugar de salida entre cada
ensayo, con una duracién de 1 min, en caso de que el roedor alcance la plataforma antes de
que transcurra el minuto, se registra el tiempo que tardé en llegar a ella y se deja sobre la
misma por 15 s. Se deja un descanso 20 min fuera del agua después de cada ensayo. Se realizo
el procedimiento durante 8 dias y se registré el tiempo y la distancia recorrida por el roedor
hasta encontrar la plataforma
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En el octavo dia se evalla la capacidad de retencion de la informacion con la
prueba de transferencia que consiste en un unico ensayo de 30 segundos donde la plataforma
es sustraida del agua y se evaluo la distancia y el tiempo transcurrido del animal en la zona
objetivo (Huerta et al. 2021).

7.10 Evaluacion de la memoria de trabajo espacial: LAM: EMyEP

En esta prueba se realizaron 5 pares de ensayos por rata los cuales son un ensayo
muestra (EM) y un ensayo prueba (EP) de 1 min de duracion y 15 s de descanso fuera del
agua entre EM y EP, donde entre cada par de ensayos se alterna la salida de escape de la rata
y la posicion de la plataforma. Se registré la distancia recorrida y el tiempo que transcurrio

hasta que el animal encontro la plataforma (Huerta et al. 2021).

7.11  Aislamiento y purificacion de mitocondrias del hipocampo y la corteza

prefrontal

Una vez concluidas las pruebas cognitivas, se extrajo cuidadosamente el cerebro
de los animales y se colocd en una caja de Petri que contenia un medio especial de
conservacion (medio 1: manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM, EGTA 1 mM y
albimina al 0.5%, pH 7.4). En este medio se elimino el exceso de sangre mediante el uso de
hisopos de algoddn y se llevé a cabo, con precision, la diseccién de las regiones del
hipocampo y la corteza prefrontal con ayuda de disectores de cristal. Posteriormente, cada
region fue colocada de manera individual en tubos de homogenizacién que contenian 5 mL
del medio 1, a los cuales se anadieron 100 uL. de albumina sérica bovina (0.25 g/mL). El
tejido cerebral se homogeneiz6 con un piston de teflon hasta obtener una suspension
uniforme. Todos los procedimientos se realizaron sobre hielo con el fin de preservar la
integridad celular. EI homogenado se transfirio a tubos de centrifuga y se sometié a una
primera centrifugacion a 2000 rpm, a 4 °C, durante 10 min. Posteriormente, el sobrenadante
se recuperd y se transfirio a un nuevo tubo, el cual se sometio a una segunda centrifugacion

a 10 000 rpm, a 4 °C, durante 10 min. Tras esta centrifugacion, se deseché el sobrenadante y
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el sedimento se resuspendio en 500 uL del medio 2 mediante suaves movimientos con un

pincel, evitando la agitacion.

Una vez obtenida la suspension mitocondrial, se realizd la cuantificacion de
proteinas mediante el método de Biuret. La concentracion de proteina total se normalizé para
cada grupo experimental mediante la preparacion de mezclas o “pools”, conformados por dos
a tres muestras mitocondriales de rata, con el objetivo de alcanzar una concentracion final de
8 mg de proteina en el volumen correspondiente. Finalmente, las muestras se almacenaron

en tubos Eppendorf y se mantuvieron en congelacion hasta su uso posterior.

7.12 Evaluacion de la actividad enzimatica del complejo I mitocondrial

La evaluacion se realiz6 mediante analisis por espectrofluorometria, con base en
el protocolo descrito por Pefia-Montes et al. (2020). Se utilizé una concentracién de proteina
mitocondrial de 0.2 mg/mL, la cual se resuspendi6 en agua desionizada y se mantuvo en
incubacion sobre hielo durante 2 min. Posteriormente, las muestras se resuspendieron en un
bufer de fosfatos (K2HPO+/KH2PO4), al que se afiadieron 10 pL de antimicina A (0.5 mM) y
40 pL de albdmina sérica bovina (BSA; 10 mg/mL). La mezcla se dejo reaccionar durante 7
min, tras lo cual se adicionaron 10 pL de ferrocianuro de potasio (KCN; 0.2 mM).

La fluorescencia basal se registrd mediante un espectrofluorémetro con longitudes
de onda de excitacion y emision (Ex/Em) de 352/464 nm. Tras 30 s de registro, se afiadieron
10 pL de NADH (10 mM) y se continud el monitoreo de la fluorescencia. A los 120 s se
incorporo rotenona (2 mM) y, posteriormente, a los 160 s, se afiadieron nuevamente 10 uL

de NADH, manteniendo el registro hasta la finalizacion del experimento.

7.13 Evaluacion de la actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial

La actividad enzimatica se determind mediante analisis espectrofotométrico,

utilizando un espectrofotometro UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 18, con registro de
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absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Para el ensayo, la proteina mitocondrial se
ajusto a una concentracion final de 0.2 mg de proteina/mL, la cual fue suspendida en 800 pL
de agua desionizada y sometida a una incubacion inicial de 180 segundos. Posteriormente, a
la suspension se le afiadieron 200 pL de buffer de fosfatos, 20 pL de albumina sérica bovina
(BSA), 20 L de succinato, asi como 4 pL adicionales de succinato, 4 pL de rotenona, 5 puL
de antimicina Ay, finalmente, 5 pL de cianuro de potasio (KCN). Una vez completada la
adicion de los reactivos, la mezcla se mantuvo en incubacion durante 3 minutos. Transcurrido
este periodo, se afiadieron 10 pL de diclorofenol-indofenol (DCPIP; 2.9 mg/mL), iniciandose
de inmediato el registro espectrofotométrico. Al cumplirse 3 minutos de lectura, se afiadieron
5 uL de TTFA (4cido trifluoroacético) y se continud con el registro de la absorbancia. El
calculo de la actividad se realizdé empleando un coeficiente de extincion molar para el DCPIP

de 19 mM"-cm™, conforme a lo reportado por Pefia-Montes et al. (2020).

7.14 Evaluacion de la actividad enzimética del segmento 11 + 111 mitocondrial

La determinacidn se llevo a cabo mediante espectrofotometria UV/Vis, empleando
un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 18, con registro de absorbancia a una longitud
de onda de 550 nm. Para el ensayo, la proteina mitocondrial se ajust6 a una concentracién
final de 0.2 mg de proteina/mL, la cual fue resuspendida en 800 pL de agua desionizada y
mantenida en incubacién durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adicionaron 200 uL de buffer de fosfatos, 20 pL de albumina sérica bovina (BSA), 20 L de
EDTA (50 mM) y 5 pL adicionales de EDTA, seguidos de 20 pL de succinato, 20 pL de
BSA, 5 L de rotenonay 5 pL de cianuro de potasio (KCN). La mezcla se incub6 durante 3
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se incorporaron 10 pL de citocromo
c oxidado, se homogeniz6 cuidadosamente la mezcla y se inicid el registro
espectrofotométrico durante 3 minutos. A los 1.5 minutos de lectura, se afiadieron 5 pL de
antimicina A y se continuo con el registro de la absorbancia hasta completar el tiempo
establecido. La actividad se calculd utilizando un coeficiente de extincion molar del
citocromo ¢ reducido de 19.1 mM'-cm™!, de acuerdo con lo reportado previamente (Pefia-

Montes et al., 2020).
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Evaluacion de la actividad enzimética del complejo 1V mitocondrial

Para la determinacién de la actividad, se emple6 una preparacion mitocondrial
ajustada a una concentracion final de 0.2 mg de proteina/mL, la cual fue suspendida en 800
puL de agua desionizada y mantenida en incubacion sobre hielo durante 2 min.
Posteriormente, a la suspension se le afiadieron 200 uL de buffer de fosfatos, seguidos de 20
pL de albumina sérica bovina (BSA), 5 UL de rotenona, 5 puL de TTFA y 5 L de antimicina
A. La mezcla se incub6 nuevamente durante 3 minutos en hielo para permitir la accion de los
inhibidores. Transcurrido el tiempo se adicionaron 20 pL de citocromo c previamente
reducido con ditionita de sodio, iniciandose de inmediato el registro espectrofotométrico. Las
mediciones se realizaron utilizando un espectrofotometro UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 18,
a una longitud de onda de 550 nm. La actividad se calcul6 empleando un coeficiente de
extincion molar para el citocromo c reducido de 21.1 mM'-cm™, conforme a lo descrito por

Zentella de Pifia et al. (1989).

7.16  Evaluacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno mitocondrial

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) se evalué mediante el uso
de la sonda fluorescente 2°,7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA). Para
ello, las proteinas mitocondriales se ajustaron a una concentracion final de 0.4 mg/mL yque
posteriormente fueron suspendieron en una solucion bufer compuesta por HEPES-K (10
mM), KCI (100 mM), MgCl. (3 mM) y KH:POs (3 mM). A dicha suspension se le
adicionaron 5 pL de H.DCFDA, y la mezcla se mantuvo en incubacion durante 10 minutos
sobre hielo y protegida de la luz. A continuacion, se inicio el registro basal de fluorescencia
durante 2 minutos, empleando longitudes de onda de excitacion/emision (Ex/Em) de 485/520
nm. Transcurrido el periodo basal, se afiadieron 20 pL de succinato como sustrato
respiratorio, y la sefial fluorescente se registré de manera continua durante 20 minutos
utilizando un espectrofluorometro Shimadzu. El incremento en la fluorescencia fue
considerado como un indicador de la formacion de ERO. La sefial fluorescente obtenida fue
normalizada con base en la concentracion de proteina mitocondrial utilizada en cada ensayo,

las mediciones se realizaron bajo condiciones controladas para evitar interferencias por
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autoflorescencia. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de
diclorodihidrofluoresceina (DCF) (Ortiz-Avila et al., 2013; Pefia-Montes et al., 2020).

7.17 Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando el software GraphPad Prism
version 8.0.1. Previo a los andlisis inferenciales, se verifico la distribucion de los datos y la
homogeneidad de varianzas. Los resultados correspondientes al peso corporal, niveles de
glucosa, parametros séricos, pruebas de conducta tipo ansiosa (campo abierto y laberinto
elevado en cruz), memoria de trabajo espacial en el laberinto acuatico de Morris, asi como la
actividad enzimatica de los complejos mitocondriales y la produccion mitocondrial de
especies reactivas de oxigeno, se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias, considerando como factores independientes la edad (jovenes vs. viejas) y el
tratamiento (control vs. extracto etandlico de Bauhinia variegata). Para la memoria de
referencia espacial en el laberinto acuatico de Morris, los datos obtenidos a lo largo de los
dias de entrenamiento se analizaron mediante un ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
considerando como factores la edad y el tratamiento, y el tiempo (dias de entrenamiento)

como factor intra-sujeto.

En los casos en que se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se
aplicé una prueba post hoc de Tukey para la comparacion multiple entre grupos. Los
resultados se expresaron como la media + error estandar de la media (EE). En todos los

analisis se considerd un nivel de significancia estadistica de o > 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Estudios antioxidantes in vitro

La capacidad antioxidante in vitro del extracto etanélico de Bauhinia variegata se
evalu6 mediante los ensayos basados en los radicales DPPHe y ABTS+, los cuales permiten
estimar la capacidad de un compuesto para neutralizar radicales libres mediante la donacion

de electrones o &tomos de hidrogeno.

El ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") se fundamenta en la
reduccion de este radical de color violeta, a una forma no radical de color amarillo cuando
interactia con moléculas antioxidantes. En este sentido, una mayor inhibicién del DPPH*
refleja una mayor capacidad del extracto para donar electrones o hidrégenos, disminuyendo
asi la absorbancia del radical. Los resultados mostraron un incremento progresivo de la
actividad antioxidante conforme aumento la concentracion del extracto, (grafica 1 A). La
inhibicidbn maxima observada fue aproximadamente 80 % en la concentracion mas alta
utilizada para los ensayos (50 mg/kml) lo que sugiere que la capacidad de neutralizar

radicales libres es dependiente de la concentracion empleada.

Por otro lado, el ensayo del radical catibnico ABTS" [2,2"-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] se basa en la reduccién del radical ABTS", caracterizado por
su coloracion verde-azulada intensa. En este ensayo, una mayor inhibicion indica una mayor
eficiencia del extracto para neutralizar radicales. El extracto etandlico de Bauhinia variegata
mostré una elevada capacidad de captacion del radical ABTS", alcanzando hasta un 90 % de
inhibicién en la concentracion mas alta (grafica 1 B). La curva obtenida evidencié una

respuesta dependiente de la concentracion para la neutralizacion de radicales libres.
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2,2-difenil-1-picrilhidrazilo acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato
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Grafica 1: A) Ensayo con el radical DPPH" a distintas concentraciones del extracto. B) Ensayo con
el radical catiénico ABTS™ a distintas concentraciones del extracto.

I. PRIMERA PARTE: RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS FISIOLOGICOS

8.2  Registro del peso corporal

El seguimiento del peso corporal durante el periodo de administracion del extracto que
corresponde a 30 dias, mostré un comportamiento diferente dependiente de la dosis y de los
grupos etarios. En el grupo administrado con 100 mg/kg de peso (grafica 2 A) se detectaron
diferencias estadisticas (P valor = 0.0001 F valor (3, 85) = 17.29 GL = 4) entre ratas jovenes
y ratas viejas durante las primeras semanas de evaluacién. Sin embargo, en el ultimo par de
dias del tratamiento se dejaron de observar diferencias, periodo en el cual se mostraron
tendencias similares en la ganancia de peso corporal entre grupos. En los grupos
administrados con 400 mg/kg de peso (grafica 2 B) no se apreciaron diferencias estadisticas
significativas entre grupos. Los resultados en conjunto indican que el extracto etandlico de
Bauhinia variegata tanto a dosis baja como dosis elevada no producen modificaciones

relevantes en el peso corporal de ratas jovenes ni viejas
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Grafica 2: A) Peso corporal con la administracion de 100 mg/kg de B. variegata. Una letra “a”
indica diferencia entre los grupos VC Y JB; VC y JB; VB y JB. La letra “b” Indica diferencia
entre los grupos VC y JB. Letra “c” Indica diferencia entre VC y JB. B) Peso corporal con la
administracion de 400 mg/kg de B. variegata. ns = sin diferencia. Analisis ANOVA de dos vias,
post hoc Tukey o = 0.05. Las graficas representan la media de los datos obtenidos + E.E.

8.3  Evaluacion de los niveles de glucosa aleatoria

Los niveles de glucosa en sangre fueron evaluados de manera semanal a lo largo
del periodo de administracion. Las mediciones se realizaron sin un periodo de previo ayuno,
por lo que las mediciones corresponden a glucosa aleatoria. En el grupo de ratas viejas
administrado con 100 mg/kg de peso (grafica 3 A) no se aprecian diferencias significativas
entre grupos. Por su lado, en los grupos de ratas administrados con 400 mg/kg (grafica 3 B)
se detectd una diferencia estadisticamente significativa (P valor = 0.0232. F valor (4,85) =
1.961. GL = 4) entre ratas jovenes y viejas, solamente durante la primera semana de
evaluacién, no obstante, a partir de la segunda semana y hasta el final del tratamiento no se

registraron diferencias adicionales.
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Grafica 3: A) Niveles de glucosa aleatoria con la administracion de 100 mg/kg de B. variegata. B)
Niveles de glucosa aleatoria la administracion de 400 mg/kg de B. variegata El simbolo “#” Indica
diferencia entre VB y JB. Los resultados muestran la media de los datos obtenidos + E.E. Anélisis
ANOVA de dos vias. Post hoc Tukey o = 0.05. Las graficas representan la media de los datos
obtenidos + E.E.

8.4  Resultados del area bajo la curva (ABC) de la prueba de la curva de

tolerancia oral a la glucosa

Esta prueba permite evaluar la tasa metabdlica de la glucosa y las posibles
alteraciones a causa de la administracion del extracto en ratas jovenes y viejas. El anélisis del
ABC de los grupos tratados con 100 mg/kg en el dia 1 (grafica 4 A) y dia 30 (grafica4 B); y
de los grupos administrados con 400 mg/kg en el dia 1(grafica 4 B) y en el dia 30 (grafica 4
D) tanto con ratas jovenes y viejas, no mostro diferencias estadisticas significativas entre los
grupos experimentales (grafica 4 E). Estos resultados sugieren que la administracion del

extracto no altera la eficiencia en el metabolismo de la glucosa.
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Grafica 4: A) Curva de tolerancia oral a la glucosa a dosis de 100 mg/ kg dia 1. B) Curva de
tolerancia oral a la glucosa a dosis de 100 mg/ kg dia. C) Curva de tolerancia oral a la glucosa a
dosis de 400 mg/ kg dia 1. D) Curva de tolerancia oral a la glucosa a dosis de 400 mg/ kg dia 30.
E) Valores del area total bajo la curva de las curvas a la tolerancia oral a la glucosa Las gréficas
representan la media de los datos obtenidos + E.E. ANOVA de dos vias de medidas repetidas.

8.5  Estudios clinicos de hepatotoxicidad y nefrotoxicidad

La evaluacion de un posible efecto toxico del extracto etanolico de B. variegata,
se realizd en la dosis méas elevada administrada (400 mg/kg), considerando que las
concentraciones altas presentan una mayor posibilidad de inducir alteraciones a nivel renal y
hepatico. En la figura 26 se puede apreciar los niveles séricos de albumina, creatina y urea,
indicadores de la funcién renal, sin diferencias estadisticas significativas, lo que indica que

la dosis administrada de 400 mg/kg, no compromete la funcion renal de ratas viejas y jovenes.

Por otro lado, los marcadores de la funcion hepatica tampoco muestran diferencias
estadisticas significativas entre los grupos evaluados, aunque en el caso del aspartato
aminotransferasa (AST), se observé un ligero incremento en el grupo de ratas viejas tratadas,
no alanzo significancia estadistica. De forma similar, los niveles de alanina aminotransferasa
(ALT) presentaron ligeras variaciones entre los grupos administrados sin representar cambios
estadisticos relevantes. La fosfatasa alcalina (ALP) aumento levemente en los grupos
administrados sin cambios estadisticamente significativos. Finalmente, los niveles de

gamma-glutamil transaminasa (GGT) se mantuvieron estables y homogeéneos entre todos los
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grupos experimentales. Los resultados sugieren que la administracion del extracto en la dosis

elevada no induce efectos toxicos a nivel renal ni hepatico.

Albumina | Creatinina Urea AST ALT ALP GGT
(mg/dl) | (mg/dL) | (mgidL) (UIL) (UIL) (U/L) (U/L)
VC | 353+
53 | 077£002 | 2264083 | 187437 | 725106 | 3072109 | 320
VB | 344011 | 0854003 | 27.2+27 | 2336+23 | 9564125 | 2253475 | 334033
= 3'5?5 0.85+003 | 25.6+040 | 223+26.7 | 84.6+15.1 29311'32* 2.6+0.33
B 3.86 £ 2266+ 3736+
o | 092£004 | 2742221 | 200 91+ 10 oo 3.3+0.33

Tabla 8: Resultados de los analisis séricos. Las graficas representan la media de los datos obtenidos

+ E.E. ANOVA de dos vias (n=3).
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1. SEGUNDA PARTE: RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES
CONDUCTUALES Y COGNITIVAS

8.6 Evaluacion de la conducta tipo ansiosa: LEC

La evaluacion de la conducta tipo ansiosa se llevd a cabo mediante el uso del
laberinto elevado en cruz en roedores expuestos a distintas dosis del extracto etanolico de
Bauhinia variegata. El andlisis del tiempo de permanencia en los brazos cerrados del
laberinto no revelo diferencias significativas entre los grupos experimentales, ni al comparar
animales jovenes y viejos ni al considerar la dosis administrada. En particular, en los
animales tratados con 100 mg/kg (Grafica 5 A) los valores del tiempo registrado oscilan en
un rango aproximado de 400 a 480 s, por lo que no hay diferencia significativa. Por su lado,

la dosis de 400 mg/kg de peso tampoco reflejo alteraciones en la conducta tipo ansiosa de los
animales.

A) Brazos cerrados (100 mg/kg) B) Brazos cerrados (400 mg/kg)
600+ 600+
ns ns ns
ns

400 400
= 8
= =
L~ L~
[ =

2004 200+

Grafica 5: A) Tiempo de permanencia en los brazos cerrados en el laberinto elevado en cruz
con la administracion de 100 mg/kg. B) Tiempo de permanencia en los brazos cerrados en el
laberinto elevado en cruz con la administracion de 400 mg/kg. ANOVA de dos vias y andlisis
post hoc Tukey a = 0.05. Las graficas representan la media de los datos obtenidos = E.E.
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8.7 Evaluacion de la conducta tipo ansiosa: CA

La prueba de campo abierto complementa a la prueba del LEC para obtener
resultados mas robustos y confiables sobre la relacion de la administracion del extracto con
la conducta tipo ansiosa de las ratas. En esta prueba se cuantifico el tiempo de permanencia
en las zonas periféricas del campo abierto. Los andlisis estadisticos no muestran diferencias
estadisticas significativas entre los grupos respecto a los animales administrados con dosis
de 100 mg/kg (grafica 28 A) ni a dosis de 400 mg/kg (grafica 6 B). Estos resultados son
consistentes con los observados en el LEC y respalda la hipétesis de que la administracion
prolongada del extracto etandlico de B. variegata, no induce modificaciones en el

comportamiento ansioso en ratas jovenes y viejas.

A : - .
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Grafica 6: A) Tiempo de permanencia en los brazos cerrados en el laberinto elevado en cruz
con la administracién de 100 mg/kg. B) Tiempo de permanencia en los brazos cerrados en el
laberinto elevado en cruz con la administracion de 400 mg/kg. ANOVA de dos vias. Las
gréaficas representan la media de los datos obtenidos + E.E.
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8.8 Evaluacion de la memoria de referencia espacial: LAM

La evaluacion del desempefio cognitivo mediante las tareas de memoria espacial,
evidencio en todos los grupos experimentales una disminucion progresiva de la distancia
recorrida para localizar la plataforma a lo largo de 7 das de prueba, lo cual indica un proceso
de aprendizaje generalizado independientemente del tratamiento. En los grupos
administrados con 100 mg/kg del extracto etandlico de B. variegata (grafica 7 A), el analisis
estadistico revelo la presencia de diferencia estadistica significativa (P valor = 0.0199. F valor
(18, 102) = 1.945. GL = 18) en los metros recorridos durante el tercer dia de entrenamiento
sin que esta se mantuviera en los dias posteriores. En el caso de la dosis de 400 mg/kg (grafica
7 B), las diferencias significativas en la distancia recorrida unicamente fueron observables
en el dltimo dia de la prueba (P valor = 0.0133. F valor (18, 126) = 1.223. GL = 18).

En al caso de la latencia de escape los resultados presentan una elevada
variabilidad, debido en parte a las propias caracteristicas del modelo experimental con ratas
viejas, no obstante, se observa un aprendizaje generalizado, reflejado en una menor latencia
de escape a lo largo de los dias, que resulta mas evidente en los grupos jovenes,
independientemente de la dosis administrada, donde el primer dia de prueba empezaron con
una latencia aproximada de 50 s, llegando a un aproximado de 10 s al Gltimo dia. La dosis de
100 mg/kg (grafica 8 A) no muestra diferencia estadistica significativa en ningln punto de la
prueba, aunque la tendencia a la disminucion de la latencia de escape se conserva. Por otro
lado, los grupos administrados con dosis de 400 mg/kg (grafica 8 B), muestran diferencia en
el dia 3 (P valor = 0.4209. F valor (18, 126) = 1.040. GL = 18), donde ambos grupos de ratas
viejas presentan una mediana de 60 s, mientras que el grupo de ratas jovenes control muestra
una mediana de 20 s. Para el dia 7 (P valor = 0.0284. F valor (18, 126) = 1.040. GL = 18) los
valores de la mediana de la latencia de ambos grupos de ratas viejas son de 38 s
aproximadamente, mientras que el grupo de ratas jovenes control disminuye drasticamente

esta latencia hasta los 9 s.

Posteriori a los 7 dias, se realizd un ensayo para evaluar la capacidad del cerebro
de los roedores para referir la informacién de corto plazo a la memoria a largo plazo, es decir,
la consolidacion de la informacién, denominada como prueba de transferencia. Se registro la

distancia y el tiempo que los animales gastaban en la zona donde anteriormente se localizaba
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la plataforma. Para la dosis de 100 mg/kg, no se observaron diferencias estadisticas
significativas en la distancia recorrida (grafica 9 A), siendo aproximadamente 2 m para todos
los grupos, ni en el tiempo transcurrido (grafica 9 B) en la zona de la plataforma que va desde
los 10 s hasta los 15 s aproximadamente. De manera semejante, para la dosis de 400 mg/kg
no existieron diferencias estadisticas significativas para la distancia recorrida, entre 1y 2.5
m para todos los grupos (grafica 9 C), o para el tiempo transcurrido (grafica 9 D) en la zona

de la plataforma, de entre 6 y 10 s para todos los grupos.

A) Laberinto acuéatico de Morris B) Laberinto acuatico de Morris
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Grafica 7: A) Distancia recorrida hasta encontrar la plataforma a dosis administrada de 100
mg/kg de peso. * indica diferencia entre JC y VC; JC y JB. B) Distancia recorrida hasta
encontrar la plataforma a dosis administrada de 400 mg/kg de peso. **indica diferencia entre
JCyJB;JCyVC;JCy VB. Analisis ANOVA de dos vias de medidas repetidas. Post hoc Tukey
a=0.05.
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Grafica 8: A) Tiempo transcurrido hasta encontrar la plataforma a dosis administrada de 100
mg/kg de peso. B) Tiempo transcurrido hasta encontrar la plataforma a dosis administrada de 400
mg/kg de peso. *indica diferencia entre VB y JC. **Diferencia entre VC y JC. #indica diferencia
entre VB y JC. ##indica diferencia entre VC y JC. Las gréficas representan la mediana de los
datos obtenidos £ min y max. Analisis ANOVA de dos vias de medidas repetidas. Post hoc Tukey
a=0.05.
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Grafica 9: A) Distancia recorrida en la zona donde se encontraba la plataforma en el LAM a dosis
de 100 mg/kg. B) Tiempo gastado en la zona donde se encontraba la plataforma en el LAM a
dosis de 100 mg/kg. C) Distancia recorrida en la zona donde se encontraba la plataforma en el
LAM a dosis de 400 mg/kg. D) Tiempo gastado en la zona donde se encontraba la plataforma en
el LAM a dosis de 400 mg/kg. Las gréaficas representan las medias de los datos obtenidos + E.E

ANOVA de dos vias.
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8.9  Evaluacion de la memoria de trabajo espacial: LAM: EMyEP

Los resultados obtenidos muestran que la administracion de 100 mg/kg de extracto
etanodlico de Bauhinia variegata (grafica 10 A) no muestra diferencias significativas. En
contraste, a la dosis de 400 mg/kg (grafica 10 B), se observo una diferencia significativa
entre el EP del grupo VB y el EP del grupo JC (P valor = 0.0364. F valor (1, 36) = 3.930. GL
= 3), donde las ratas jovenes control presentaron una latencia de 25 s aproximadamente, que
es significativamente menor en comparacion con las ratas viejas tratadas de 44 s en
aproximacion. Este hallazgo era esperado, dado que la edad constituye un factor determinante
en el desempefio cognitivo. De manera similar, se identificé una diferencia entre los 20 s
aproximados del EM del grupo VB'y los 36 s del EM del grupo JB (P valor = 0.0145. F valor
(3, 36) = 6.271. GL = 3), lo que nuevamente confirma un mejor rendimiento de las ratas
jovenes frente a las viejas, incluso en aquellas que recibieron el extracto etanolico. En
conjunto, estos resultados sugieren que el tratamiento con Bauhinia variegata, en las dosis
evaluadas, no ejerce un efecto significativo sobre la preservacion de la memoria de trabajo

espacial en ratas viejas.

A)  Lam: Em y Ep (100 mg/kg) B) LAM: Emy Ep (400 mg/kg)
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Grafica 10: A) Latencia de escape de los diferentes grupos en los pares de ensayos a dosis de 100
mg/kg. B) Latencia de escape de los diferentes grupos en los pares de ensayos, a dosis de 400
mg/kg. *indica diferencia entre EM(VB) y EM(JB). **indica diferencia entre EP(VB) y EP(JC).
Las graficas representan la mediana de los datos obtenidos £ min y max. ANOVA de dos vias y
analisis post hoc Tukey a = 0.05
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I1l.  TERCERA PARTE: RESULTADOS DE LOS ESTUIDIOS BIOQUIMICOS
MITOCONDRIALES

8.10 Actividad enzimética del complejo I mitocondrial

La evaluacion de la actividad enzimatica del complejo | mostré un
comportamiento diferenciado segun la edad y la region cerebral. En el hipocampo, la
administracion de 100 mg/kg de extracto etandlico de Bauhinia variegata (grafica 11 A) no
mostro efecto alguno en los grupos de ratas viejas, mientras que en las ratas jovenes con
tratamiento se observé una mayor actividad que fue significativa (P valor = 0.0122. F valor
(1, 20) = 7.598. GL = 1) de al menos el doble, en la actividad enzimatica respecto a su grupo
control. En la corteza prefrontal (grafica 11 B), por el contrario, los resultados revelaron una
menor actividad estadisticamente significativa (P valor = 0.0490. F valor (1, 20) = 4.394. GL
= 1) en la actividad del complejo | de al menos la mitad en el grupo de ratas viejas con
tratamiento y sin cambios estadisticos significativos en los grupos de ratas jovenes. Al
evaluar la dosis de 400 mg/kg en ambas regiones cerebrales (Graficas 11 Cy D), (hipocampo
y corteza prefrontal), no se encontraron diferencias estadisticas en ninguno de los grupos

experimentales.
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Grafica 11: A) Actividad enzimatica del complejo | mitocondrial en hipocampo a dosis de 100
mg/kg, muestra diferencia en los grupos de ratas jovenes. B) Actividad enzimética del complejo |
mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 100 mg/kg, muestra diferencia en los grupos de ratas
viejas. C) Actividad enzimaética del complejo | mitocondrial en hipocampo a dosis de 400 mg/kg.
D) Actividad enzimatica del complejo | mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 400 mg/kg.
Letras diferentes indican diferencia entre grupos. ANOVA de dos vias y anlisis post hoc Tukey
o = 0.05. Las graficas representan las medias de los datos obtenidos + E.E

8.11 Actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial

Los resultados de la actividad enzimatica del complejo Il en el hipocampo a una
dosis de 100 mg/kg (grafica 12 A) no mostraron diferencias estadisticas significativas entre
los grupos experimentales. Sin embargo, se identifico una tendencia al incremento en el
grupo de ratas jovenes (JB), lo que guarda similitud con lo observado en el complejo I. En la
corteza prefrontal (grafica 12 B) tampoco se observan diferencias estadisticas significativas
Por otro lado, con la dosis de 400 mg/kg en hipocampo (grafica 12 C) los resultados fueron
similares, sin cambios estadisticos significativos, mientras que en la corteza prefrontal
(grafica 12 D) se encontr6 un aumento significativo (P valor = 0.0095. F valor (1, 23) =
12.41. GL = 1) de al menos el doble en la actividad enzimatica de grupo de ratas jévenes con

tratamiento.
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Grafica 12: A) Actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial en hipocampo a dosis de 100
mg/kg. B) Actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 100
mg/kg. C) Actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial en hipocampo a dosis de 400 mg/kg.
D) Actividad enzimatica del complejo Il mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 400 mg/kg,
se aprecian diferencias en los grupos de ratas jovenes. Letras diferentes indican diferencia entre
grupos. ANOVA de dos vias y andlisis post hoc Tukey a = 0.05. Las graficas representan las
medias de los datos obtenidos + E.E. Letras diferentes indican diferencia entre grupos
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8.12  Actividad enzimética del segmento I1+111 mitocondrial

A la dosis de 100 mg/kg, los resultados no evidenciaron cambios significativos en
la actividad enzimatica del segmento I1+I11 en el hipocampo (grafica 13 A) de ninguno de
los grupos experimentales manteniendo niveles por debajo de los 3 pmoles cyt/min/mg prot.
De manera similar, en la corteza prefrontal (grafica 13 B) no se observé diferencia estadistica

significativa.

Al evaluar la dosis de 400 mg/kg en el hipocampo (grafica 13 C) no se detectaron
diferencias en las ratas viejas, mientras que en las ratas jovenes se registrO una mayor
actividad enzimatica, aunque sin significancia estadistica frente a su grupo control. En la
corteza prefrontal (grafica 13 D) los resultados mostraron un aumento significativo (P valor
= 0.0487. F valor (1, 25) = 3.633. GL = 1) de la actividad en las ratas jovenes respecto a su
control. Estos datos indican que el extracto de Bauhinia variegata ejerce una influencia
predominante sobre el segmento 11+I11 mitocondrial en ratas jovenes, particularmente en la

corteza prefrontal y dosis elevada.
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Grafica 13: A) Actividad enzimatica del segmento di enzimatico I1+I11 mitocondrial en hipocampo
a dosis de 100 mg/kg. B) Actividad enzimatica del segmento di enzimatico I1+111 mitocondrial en
corteza prefrontal a dosis de 100 mg/kg. C) Actividad enzimética del segmento di enzimatico
I1+111 mitocondrial en hipocampo a dosis de 400 mg/kg. D) Actividad enzimatica del segmento
di enzimatico 11+111 mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 400 mg/kg, se aprecia diferencia
en los grupos de ratas jovenes. Letras diferentes indican diferencia entre grupos ANOVA de dos
vias y andlisis post hoc Tukey a = 0.05. Las graficas representan las medias de los datos obtenidos
+ E.E. Letras diferentes significan diferencia entre grupos

8.13 Actividad enzimética del complejo IV mitocondrial

En el hipocampo, la administracion de 100 mg/kg (grafica 14 A), no mostrd
diferencias significativas en los grupos de ratas. En contraste, en la corteza prefrontal a la
misma dosis (grafica 14 B) se observo un incremento significativo (P valor = 0.0102. F valor
(1,20) =8.056. GL = 1) en la actividad enzimatica en ratas viejas tratadas respecto a su grupo
control, y sin cambios en el grupo de ratas jovenes. Con la administracion de 400 mg/kg el
hipocampo (grafica 14 C), las ratas jovenes tratadas presentaron una actividad aumentada del
complejo 1V en comparacion con el grupo de ratas viejas control (P valor = 0.0037. F valor
(1, 28) = 10.06. GL = 1), mientras que no se detectaron diferencias entre los demas grupos.
En la corteza prefrontal (grafica 14 D) en cambio, esta dosis no genero efectos significativos

en ninguno de los grupos

En conjunto, los hallazgos ponen de manifiesto una inconsistencia en la

modulacion del complejo IV por el extracto de Bauhinia variegata. Mientras que la dosis
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baja (100 mg/kg) parece ejercer un efecto positivo en la corteza prefrontal de ratas viejas, la
dosis alta (400 mg/kg) no mostré efectos evidentes. Estos resultados sugieren que la accion
del extracto sobre el complejo IV podria estar mediada por mecanismos especificos de cada
region cerebral y dependientes de la edad.
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Grafica 14: A) Actividad enzimaética del complejo IV mitocondrial en hipocampo a dosis de 100
mg/kg. B) Actividad enzimética del complejo 1V mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 100
mg/kg, diferencias entre las ratas viejas control y jovenes control (P valor = 0.0102. F valor (1,
20) = 8.056. GL = 1). C) Actividad enzimatica del complejo IV mitocondrial en hipocampo a
dosis de 400 mg/kg, se aprecia diferencia entre las ratas viejas control y jévenes administradas (P
valor = 0.3707. F valor (1, 19) = 0.8405. GL = 1). D) Actividad enzimatica del complejo 1V
mitocondrial en corteza prefrontal a dosis de 400 mg/kg. Letras diferentes indican diferencia entre
grupos ANOVA de dos vias y analisis post hoc Tukey o= 0.05. Las graficas representan las medias
de los datos obtenidos + E.E. Letras diferentes significan diferencia entre grupos
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8.14 Evaluacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno

En el hipocampo, la administracion de 100 mg/kg de extracto etanolico de
Bauhinia variegata (grafica 15 A) produjo una reduccion significativa de los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en ratas viejas administradas, mientras que en las ratas
jovenes se observo un incremento en dichos niveles respecto al grupo control. La misma
dosis también gener6 un aumento significativo en las ERO de la corteza prefrontal de ratas
jévenes y no mostro cambios relevantes en los animales viejos (Fig. 37 B). Por otra parte,
con la administracion de 400 mg/kg, en el hipocampo (grafica 15 C), no se observaron
diferencias estadisticas significativas entre grupos. En la corteza prefrontal (grafica 15 D),
por el contrario, se observa una reduccion de las ERO en ratas viejas respecto a su grupo
control, mientras que en las jovenes no se observaron cambios significativos. Estos hallazgos
evidencian una respuesta diferencial dependiente de la dosis, la region cerebral y la edad. A
bajas dosis (100 mg/kg), el extracto parece incrementar las ERO en ratas jovenes, sugiriendo
un posible efecto prooxidante. En contraste, a dosis mas altas (400 mg/kg), se aprecia un
efecto antioxidante mas consistente reflejado en una disminucion drastica en la corteza
prefrontal de ratas viejas. Estos resultados sugieren que la accion del extracto de Bauhinia
variegata sobre el equilibrio redox mitocondrial no es general, sino que estd modulada por
la edad del organismo y la susceptibilidad de cada regién cerebral ademas del efecto de los
flavonoides, capaces de ejercer tanto efectos antioxidantes como prooxidantes en funcion del

estado fisiologico y la region cerebral.
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Grafica 15: A) Generacién de ERO mitocondrial en hipocampo con dosis de 100 mg/kg. Se
observan diferencias en el grupo de ratas viejas y en el grupo de ratas jovenes (P valor = 0.0010.
F valor (1, 20) = 14.69. GL = 1). B) Generacién de ERO mitocondrial en corteza prefrontal con
dosis de 100 mg/kg, se observan diferencias en las ratas jévenes (P valor = 0.0763. F valor (1, 20)
=3.493. GL = 1). C) Generacion de ERO mitocondrial en hipocampo con dosis de 400 mg/kg. D)
Generacion de ERO mitocondrial en corteza prefrontal con dosis de 400 mg/kg (P valor = 0.0001.
F valor (1, 27) = 57.63. GL = 1). ANOVA de dos vias y analisis post hoc Tukey o = 0.05. Las
graficas representan las medias de los datos obtenidos + E.E. Letras diferentes significan

diferencia entre grupos.
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9. DISCUSION

Los hallazgos de este estudio muestran que la administracion del extracto etanolico
de Bauhinia variegata ejerce efectos diferenciados en funcion de la edad, la dosis
administrada y la region cerebral evaluada. El extracto etanolico de Bauhinia variegata
mostro una elevada actividad antioxidante in vitro demostrada en los ensayos con el radical
DPPHe con un porcentaje de inhibicion del 80% y hasta un 90% en el ensayo con el radical
ABTS™". La mayor inhibicién observada en el ensayo ABTS'™ en comparacion con la
inhibicion del ensayo DPPHe, Prior y colaboradores sefialan que el radical ABTS™ es
considerado mas amplio en sensibilidad, ya que puede detectar tanto compuestos hidrofilicos
como lipofilicos, mientras que DPPHe- tiende a responder de manera mas especifica a
donadores de hidrogeno en soluciones organicas (Prior et al., 2005).

Los resultados del presente estudio son coherentes con los estudios experiméntales
de Kumar y Loksh (2021), quienes con la técnica de DPPHe, encontraron que el extracto
hidroalcohdlico de las partes aéreas de B. variegata a concentracién de hasta los 0.1 mg/ml,
en comparacién con un estandar de acido ascorbico de la misma concentracion, presentaban
un porcentaje de inhibicién de 58% para la concentracion de 0.1 mg/ml (Kumar y Loksh,
2021). Adicionalmente estudios de Tripathi y colaboradores demostraron de manera
semejante, que el extracto etandlico de las flores de B. variegata posee un porcentaje de
inhibicién del radical DPPHe de hasta 86.60% a una concentracién de 0.1 mg/ml (Tripathi,
et al., 2019). Por su lado Sharma y colaboradores (2019) que demostraron el alto caracter
antioxidante de un extracto metanolico de B. variegata con el ensayo de ABTS™", donde a
una dosis de 20 pg/mL el porcentaje de inhibicidn alcanzo los 87.3%. En conjunto con la
bibliografia reportada, lo resultados sugiere que los biocompuestos presentes en los
diferentes extractos polares de B. variegata, poseen una elevada eficiencia a la hora de captar
radicales libres, lo que indica una alta actividad antioxidante. Sin embargo, estos ensayos no
reflejan de manera directa una actividad antioxidante in vivo, donde los procesos de
biodisponibilidad y metabolismo pudiesen interferir con la accion de los compuestos. No
obstante, estos ensayos proporcionan un punto de partida solido para su uso como agentes
antioxidantes exdgenos. Por otro lado, el estudio fitoquimico de B. variegata, permite

determinar los compuestos a los que se les atribuye dicha actividad antioxidante. Los estudios
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de Mishray colaboradores (2013), detectaron cantidades elevadas de flavonoides expresados
como mg equivalentes de quercetina por gramo (mg QE/g) obteniendo un resultado de 80
mg QE/g para un extracto etandlico de hojas de B. variegata (Mishra et al., 2013). También
Sharma A. y colaboradores (2024), detectaron niveles altos de flavonoides como la rutina
(0.014 mg / 100 g de planta) y kaempferol (0.193 / 100 g de planta) en un extracto
hidroalcohdlico de hojas de B. variegata (Sharma et al., 2024). Estos descubrimientos son
congruentes con los efectos antioxidantes que presentan los extractos de B. variegata, puesto
que los metabolitos secundarios mayoritarios recuperados en los extractos alcohdlicos, como
taninos y flavonoides estan presentes en elevadas cantidades. Se ha documentado que existe
una cantidad mas elevada de taninos presentes en extractos alcohdlicos de B. variegata, como
demuestran los ensayos de More P. y colaboradores en el 2020, que determinaron una
concentracion de 89.25 g de equivalentes de acido tanico / 100 g de extracto (QATE/100g)
para taninos y de 82.71 gATE/100g para flavonoides (More et al. 2020), que en comparacion
con los 80 mg QE/g de flavonoides reportados por Mishra y colaboradores resulta ser mas
elevado. Aunque la concentracion de taninos, en esencia es mayor, se ha demostrado que
estos, no tienen los mismos efectos a nivel cerebral debido a las diferencias estructurales,
farmacocinéticas y de biodisponibilidad ya que, los taninos al ser polimeros fenolicos de alto
peso molecular y altamente hidrofilicos con multiples grupos hidroxilo, su absorcién
intestinal es menor y su paso a través de la barrera hematoencefalica es limitado, por lo que
la mayoria de estos compuestos no llegan con su misma estructura a el SNC y su accion
antioxidante se ve mermada y limitada a la zona gastrica (Figueira et al., 2017), a diferencia
de los flavonoides que gracias a su estructura triciclica poseen la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica y participar en diversos mecanismos que reducen la

neuroinfalmacion y el estrés oxidante.

En el presente estudio, la administracion del extracto etanolico de hojas de
Bauhinia variegata a dosis de 100 y 400 mg/kg de peso corporal durante 30 dias no produjo
modificaciones significativas en el peso corporal, tanto en ratas jovenes como en ratas viejas.
La ausencia de variaciones en ambos grupos sugiere que el extracto no altera los mecanismos
relacionados con la dieta o ingesta de alimentos. Estos resultados coinciden con los de Kumar
y colaboradores (2016), quienes administraron dosis de hasta 500 mg/kg durante un periodo
de 21 dias, en ratones albinos jovenes sin encontrar cambios significativos respecto al peso
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corporal. Esta falta de modificacion en el peso corporal de los roedores jovenes, se le atribuye
a la alta eficiencia de los mecanismos homeostaticos, que compensan los posibles cambios
metabolicos que los compuestos bioactivos presentes en el extracto pudieran ejercer (Manach
et al. 2004). En el caso de las ratas viejas, el envejecimiento esta asociado con cambios que
incluyen alteraciones en la masa muscular, densidad 6sea y una menor flexibilidad
metabdlica, no obstante, estos cambios no necesariamente se traducen en variaciones del peso
corporal, como demostré Barzilai y colaboradores en un modelo de roedores viejos sometidos
a restriccién calorica, donde a pesar de la restriccion de calorias y la modificacion del
metabolismo asociada a la modulacion de la via insulina/IGF-1, no observaron cambios
significativos en el peso corporal (Barzilai et al., 2012). La ausencia de cambios en el peso
corporal observados en los grupos de ratas viejas administradas, indica que el tratamiento no
incremento los procesos catabdlicos relacionados con la edad, como la glucolisis o
glucogenodlisis, por lo que no se indujo una ganancia o pérdida de peso, que es congruente
con los resultados de Choudhary y colaboradores quienes evaluaron la toxicidad aguda de
nanoparticulas del extracto hidroalcoholico de B. variegata donde los autores no detectaron
variaciones en el peso corporal, concluyendo que el extracto no modifica el peso (Choudhary
et al., 2022). La comparacion entre las ratas jovenes y viejas administradas con B. variegata
muestra que la edad no modifica la respuesta hacia el tratamiento y viceversa, ya que ambos
grupos etarios mantuvieron sus tendencias de peso corporal similares, lo que indica que el
extracto no induce efectos dependientes de la edad sobre el peso corporal dentro de las dosis

administradas.

Respecto a la capacidad de metabolizacién de la glucosa, la administracion del
extracto de B. variegata no produjo diferencias en ratas jovenes ni viejas. EI ABC es un
pardmetro que refleja el metabolismo glucémico tras una carga oral de glucosa, el cual es un
indicador sensible de la eficiencia con la que el organismo regula la homeostasis de la glucosa
(Bonora & Muggeo, 2001). En ratas jovenes, los nulos cambios en los valores del ABC
pueden explicarse por la alta eficiencia del metabolismo de glucosa caracteristico de
individuos jovenes sanos, en estos individuos la sefializacion de la insulina y la translocacion
del transportador GLUT-4, se encuentran en optimas condiciones, lo que permite un correcto
funcionamiento glucosidico (DeFronzo & Tripathy, 2009), por lo que aunque los flavonoides
poseen actividad hipoglucemiante demostrada su efecto puede parecer inexistente por la
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capacidad homeostatica ya optima de las ratas jovenes, resultando en valores de ABC
similares entre los grupos. Por otro lado, en ratas viejas, la expectativa era una mayor ABC
debido a los cambios fisiologicos asociados al envejecimiento como resistencia a la insulina,
sin embargo, la ausencia de diferencias significativas entre los grupos tratados y los controles,
indican que la administracion de B. variegata no fue suficiente para modificar de manera
detectable la respuesta glucémica tras la carga de glucosa. Estudios previos indican que el
envejecimiento puede incrementar el area bajo la curva (ABC) de la glucosa; sin embargo,
este efecto depende del grado de alteracion metabolica y no siempre se manifiesta en
animales envejecidos sanos (Barzilai et al., 2012). La ausencia de cambios en el ABC
observada en este estudio podria relacionarse con la limitada biodisponibilidad y el
metabolismo de los compuestos presentes en el extracto de B. variegata. Aunque los
flavonoides han demostrado modular vias asociadas a la sefializacion de la insulina, como
AMPK, dichos efectos suelen ser leves y altamente dependientes del contexto metabolico
(Vauzour et al., 2008). De acuerdo con estos hallazgos, se ha reportado que los flavonoides
no modifican de manera significativa el ABC en animales metabolicamente sanos, mientras
que si ejercen efectos hipoglucemiantes en modelos con hiperglucemia o resistencia a la
insulina (Silva et al., 2002). En conjunto, estos datos sugieren que los efectos anti
hiperglucemiantes de B. variegata son mas evidentes bajo condiciones patologicas que en

organismos sanos, independientemente de la edad.

Los analisis clinicos de hepatotoxicidad y nefrotoxicidad evidencian que la
administracion del extracto de B. variegata no produce alteraciones significativas en los
parametros de funcién renal y hepética. La evaluacion conjunta de albumina, creatina, urea,
AST, ALT, ALP y GGT constituyen parametros de alta relevancia para detectar niveles de
toxicidad inducida por xenobidticos, particularmente en estudios con extractos vegetales
(Giannini et al., 2005). En primer lugar, la albumina se mantuvo estable en todos los grupos
experimentales, independientemente de la edad y el tratamiento, ya que la albumina es
sintetizada en el higado, su concentracién refleja la integracién de la funcion hepatica
(Rothschild et al., 1988). Por otro lado, los valores de creatina y urea mostraron ligeros
incrementos en los grupos tratados, sin ser significativos. La creatina es un indicador
indirecto de la tasa de filtracion glomerular, y la urea que refleja el balance entre la
produccion hepatica y la excrecién renal (Delanaye et al., 2017), por lo que la estabilidad de
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estos parametros indica que el extracto no altera la integridad de las células hepaticas ni

induce dafio oxidante en los glomérulos.

Los valores de AST, ALT, ALP y GGT no mostraron cambios significativos, sin
embargo, al ser enzimas que se sintetiza en mdaltiples sitios, como el hepatico, el dseo vy el
intestino, su interpretacién debe ser en conjunto ya que cambios aislados no necesariamente
indica dafo hepatico (Hoffmann et al., 2018). La estabilidad de los parametros en todos los
grupos experimentales sugiere un dafio nulo hepatobiliar, ya que niveles significativamente
elevados o reducidos, estan asociados con alteraciones en el metabolismo del glutation y
dafio en las membranas celulares (Whitfield, 2001). La estabilidad de los parametros clinicos
sugiere que el extracto no compromete los sistemas antioxidantes y que, por el contrario, los
flavonoides modulan positivamente la activacion de vias como Nrf2 (Vauzour et al., 2008).
Estos resultados respaldan que la administracion de B. variegata no induce toxicidad renal
ni hepatica.

Continuando con las pruebas para la evaluacién de la conducta ansiosa (CA y LEC),
en el presente estudio, la administracion del extracto de B. variegata no produjo cambios
significativos en los tiempos de ambas pruebas en ninguno de los grupos, lo cual sugiere que
el tratamiento no modifico la conducta exploratoria relacionada con la ansiedad. Este
parametro es ampliamente utilizado como un indice de ansiedad en roedores, ya que los
animales con mayor conducta ansiosa tienden a permanecer en las zonas periféricas o
esquinas del CA, las cuales consideran areas seguras frente a espacios abiertos (Prut &
Belzung, 2003). De manera consistente, en la prueba del LEC no se observaron diferencias
significativas en el tiempo de permanencia en los brazos cerrados entre los grupos. Estos
resultados indican que el extracto no alterd la toma de riesgo ni la conducta exploratoria en
los roedores, lo que indica un balance en la conducta de exploracion y evitacion de peligro
esperada en ausencia de ansiedad (Walf & Frye, 2007). Algunos estudios sugieren que los
flavonoides ejercen un efecto ansiolitico mas sélido en modelos de ansiedad inducida,
mientras que en animales sin alteraciones en la conducta los efectos son inexistentes (Millan,
2003). A nivel cerebral, la ansiedad depende de la interaccion entre la amigdala, el
hipocampo y la corteza prefrontal, que estan reguladas por neurotransmisores como GABA

y serotonina y aunque algunos flavonoides pueden modular los receptores GABA, aunque su
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eficacia depende de su biodisponibilidad y el estado funcional del propio SNC, lo que
explicaria la falta de respuesta conductual en estas pruebas (Figueira et al., 2017). La
ausencia de diferencias entre grupos indica que el extracto de B. variegata no induce efectos
secundarios como sedacion o hiperactividad, lo cual es de suma importancia para descartar
posibles alteraciones en las capacidades de memoria y aprendizaje a causa de la conducta
tipo ansiosa.

Los resultados obtenidos en la prueba del LAM muestran una disminucién
generalizada de la distancia recorrida para localizar la plataforma y en la latencia de escape
a lo largo de los dias de entrenamiento en todos los grupos experimentales, lo que indica un
aprendizaje espacial generalizado, lo cual era de esperarse ya que este patron es caracteristico
de animales con funcion hipocampal conservada, independiente de la edad o del tratamiento
(Morris, 1984). En cuanto la distancia recorrida de los grupos administrados con dosis de 100
mg/kg, la diferencia estadistica observada es Unicamente en el tercer dia, sin mantener
continuidad, esto contrasta con algunos estudios de aprendizaje espacial donde los efectos
cognitivos relevantes se reflejan en mejoras sostenidas a lo largo del periodo de prueba, por
lo que diferencias aisladas carecen de relevancia funcional (D’Hooge & De Deyn, 2001). De
manera similar, en los grupos administrados con 400 mg/kg las diferencias significativas
solamente se aprecian en el ultimo dia de prueba, esto indica que el extracto no produjo una
mejora robusta en el aprendizaje espacial de los grupos administrados, esto contrasta con
estudios como el de Barrientos y colaboradores quienes observaron que la administracion de
rapamicina, un compuesto con efectos cognitivos, produce reducciones consistentes en la
distancia recorrida en la prueba del LAM desde fases tempranas del entrenamiento, lo que se

asocia con una mejora en el desempefio espacial. (Barrientos, et al. 2016)

El anélisis de la latencia de escape revelo una elevada variabilidad, especialmente en
ratas viejas, lo cual es consistente con evidencia que indica que el envejecimiento se asocia
con una mayor heterogeneidad en el desempefio de pruebas de memoria. En el estudio de
Villarreal-Silva et al., realizado en ratas jovenes (3—4 meses) y envejecidas (20-22 meses)
evaluadas en la prueba del laberinto acuatico de Morris, se demostro que las ratas viejas
pueden aprender la tarea espacial utilizando estrategias alternativas de busqueda, como la

egocéntrica o la thigmotaxis (bUsqueda periférica), identificadas mediante un algoritmo
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basado en parametros de trayectoria. Estas estrategias coinciden con el comportamiento
observado en los animales del presente modelo experimental, lo que incrementa la
variabilidad de los resultados sin reflejar necesariamente un deficit cognitivo. (Villarreal-
Silva et al., 2022). A pesar de esta variabilidad, se observé una disminucién general de la
latencia de escape a lo largo de los dias en todos los grupos, que fue mas evidente en ratas
jévenes independientemente del tratamiento. Este resultado confirma la presencia de un
aprendizaje espacial y sugiere que el extracto no interfiere con los procesos béasicos de
memoria espacial (Gallagher & Rapp, 1997). La ausencia de diferencias en la latencia de
escape en los grupos tratados con 100 mg/kg sugiere que esta dosis no fue suficiente para
generar cambios conductuales detectables en animales jovenes y envejecidos sin deterioro
cognitivo. En este sentido, Spencer (2010), a partir de una revision de estudios
experimentales con flavonoides, sefiala que los efectos cognitivos de estos compuestos suelen
manifestarse principalmente bajo condiciones de disfuncion neuronal o estrés oxidante,
mientras que en organismos sanos pueden no reflejarse en pruebas conductuales espaciales.
En el caso de la dosis de 400 mg/kg las diferencias observadas en los dias 3 y 7 tampoco
mantuvieron un patrén continto siendo solamente diferencias puntuales en estos dias,
limitando su interpretacion como un efecto cognitivo real. A nivel celular, la adquisicion
consolidacion de la memoria espacial requiere la activacion sostenida del LTP y la
fosforilacion de CREB, asi como la regulacion de receptores NMDA, por lo que la falta de
un efecto continuo sugiere que el extracto no modula de forma suficiente dichas vias que
permitan la observacion de mejoras en el desempefio de las tareas de memoria espacial
(Sweatt, 2016).

De manera complementaria, con el LAM se evalu la capacidad de consolidacion de
la informacion a largo plazo con la prueba de transferencia, donde tampoco se observaron
diferencias significativas en la distancia recorrida ni el tiempo gastado en la zona de la
plataforma a ninguna de las dosis evaluadas. La ausencia de efectos en la prueba de
transferencia concuerda con estudios que reportan que extractos vegetales ricos en
polifenoles no mejoran la memoria espacial en animales sanos, mientras que sus efectos se
manifiestan principalmente en modelos de deterioro cognitivo inducido o estes oxidante (Liu
et al., 2023). Algunos flavonoides como la epicatequina, han demostrado tener mejoras en la
memoria espacial de modelos experimentales, asociados a incrementos en BDNF y la
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plasticidad del hipocampo, lo que resalta que no todos los biocompuestos ejercen efectos
cognitivos equivalentes, como es el caso de la quercetina, la rutina y el kaempferol presentes
en B. variegata (Rendeiro et al., 2013). Se ha documentado que cuando los animales alcanzan
un alto nivel de desemperio, los efectos sobre la memoria y el aprendizaje pueden no ser
detectables o significativos (Barrientos et al., 2016). En conjunto, los resultados indican que
la administracion de B. variegata no mejora de manera significativa la adquisicién, la
retencion ni la consolidacion de la memoria espacial en ratas viejas y jovenes administradas
respecto a sus controles, lo que se ve reflejado en la latencia de escape y la distancia recorrida
enel LAM.

La memoria de trabajo espacial también fue evaluada en el LAM utilizando el
paradigma de ensayo de muestra (EM) y ensayo de prueba (EP), donde pone a prueba los
procesos cognitivos dependientes del hipocampo y su comunicacion con la corteza
prefrontal. Los resultados indican que la administracion del extracto, no modifica de manera
significativa la memoria de trabajo espacial. En los animales tratados con 100 mg/kg no se
observaron diferencias estadisticas significativas en la latencia de escape durante el EM ni el
EP entre los destinos grupos, lo cual concuerda con estudios de Spencer (2008) quien a partir
de estudios en roedores tratados con flavonoides como la quercetina y epicatequina, reporto
que la administracion de estos biocompuestos pudiese no alcanzar concentraciones
suficientes para inducir cambios en tareas cognitivas complejas en el caso de dosis como 50
mg/kg, como la memoria de trabajo, especialmente en modelos de envejecimiento (Spencer,
2008). Por el contrario, en una dosis de 400 mg/kg, se identificaron diferencias significativas
entre la latencia del EP del grupo JC y la del EP del grupo VB, asi mismo entre la latencia
del EM del grupo JB y la del EM del grupo VB, no obstante, estas diferencias no reflejan un
efecto terapéutico atribuible al extracto etandlico de Bauhinia variegata. De acuerdo con
Kelly y colaboradores (2006), el envejecimiento se asocia con un deterioro progresivo de la
memoria espacial dependiente del hipocampo, caracterizado por una menor flexibilidad
cognitiva y una reduccién en la adquisicion y recuperacion de la informacion espacial. Este
autor sefiala que las ratas viejas suelen mostrar mayores latencias y trayectorias menos
eficientes en tareas espaciales en comparacion con ratas jovenes, independientemente de
intervenciones farmacologicas, lo que sugiere que la edad per se es un factor clave del
desempefio cognitivo. En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio
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indican que, el mejor desempefio observado en ratas jovenes se debe principalmente a su
mayor integridad funcional del hipocampo y a una mayor eficiencia de los mecanismos de
plasticidad sindptica, mas que a un efecto modulador del extracto. Ademas, Barnes (2006)
propone que, durante el envejecimiento, se producen alteraciones en la estabilidad de los
mapas espaciales hipocampales y en la capacidad de actualizar representaciones
contextuales, lo que limita la posibilidad de revertir los déficits cognitivos mediante
tratamientos agudos o cronicos. Por lo tanto, las diferencias conductuales observadas entre
grupos jovenes y viejos en este estudio concuerdan con la evidencia de que el envejecimiento
causa limitaciones funcionales que pueden ocultar los posibles efectos beneficiosos de
intervenciones farmacoldgicas (Burke & Barnes, 2006). Foster reporta que las ratas
envejecidas presentan un desempefio deficiente en tareas de memoria espacial como en el
LAM, donde las ratas viejas de hasta 24 meses, presentan una mayor latencia para localizar
la plataforma y una menor precision (Foster, 2012), lo cual concuerda con los resultados del
presente estudio donde se demuestra en el LAM la perdida de las capacidades cognitivas
como la memoria espacial durante el envejecimiento. En este sentido, la ausencia de un efecto
protector del extracto del extracto de B. variegata sugiere que sus compuestos bioactivos no
logran contrarrestar los cambios estructurales y funcionales que caracterizan al cerebro
envejecido (Rosenzweig & Barnes, 2003). Dado que la memoria de trabajo requiere una
rapida activacion de cascadas de sefializacién, incluyendo la fosforilacion de la CaMKIl, la
activacion de CREB y una adecuada dindmica mitocondrial, para sostener la demanda
energética sinaptica (Sweatt, 2016), aunque B. variegata posee flavonoides con potencial
antioxidante, la evidencia demostrada en las pruebas del LAM sobre la memoria espacial y
la memoria de trabajo, indican que los efectos antioxidantes no son suficientes para restaurar

la eficiencia sinaptica deteriorada por la edad.

Con los resultados de la evaluacion en el estado redox mitocondrial, la actividad de
la CTE constituye uno de los pilares fundamentales para el correcto funcionamiento de las
neuronas, ya que sostienen la sintesis de ATP mediante la fosforilacion oxidativa. La
eficiencia de la CTE depende del adecuado funcionamiento de los complejos enzimaticos
que la conforman, por lo que cualquier alteracion en estas proteinas afecta la produccion de
ATP y genera de sobremanera ERO (Nolfi-Donegan, et al, et al, 2020). Los resultados de
este estudio muestran que la respuesta de los complejos de la CTE a el extracto etandlico de
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B. variegata fue heterogénea y dependiente de la edad, la dosis y la regién cerebral. Como
ya se hizo mencidn, los compuestos mayoritarios presentes en el extracto (quercetina, rutina
y kaempferol) poseen estructuras quimicas que les confieren una elevada capacidad de
interaccion con los complejos mitocondriales y también con componentes lipidicos de la
membrana mitocondrial interna, estas interacciones podrian explicar las diferentes
modulaciones sobre los complejos y la produccion de ERO. Los flavonoides como la
quercetina y el kaempferol, ejercen efectos directos sobre la funcion mitocondrial al
interactuar con la cadena de transporte de electrones, particularmente con el complejo |,
principal punto de entrada de electrones desde el NADH. Sandoval-Acufia et al. (2012)
describen que estos compuestos pueden modular la transferencia electronica a nivel de este
complejo, lo que se traduce en cambios en la respiracion mitocondrial, en la produccion de
ATP y en la generacidn de especies reactivas de oxigeno. De Oliveira et al. (2016) sefialan
que la quercetina influye sobre la actividad respiratoria mitocondrial mediante su impacto
sobre procesos asociados al complejo I, alterando el estado redox y la eficiencia
bioenergética. Ambos estudios coinciden en que la accién de los flavonoides sobre este
complejo implica una regulacion directa del flujo electrénico, lo que explica su capacidad
para modificar tanto la bioenergética mitocondrial como el balance oxidativo celular
(Sandoval-Acuna et al., 2012; De Oliveira et al., 2016). Este mecanismo podria estabilizar
la transferencia de electrones desde NADH hacia la ubiquinona en condiciones fisiologicas,
favoreciendo un aumento de la actividad del complejo | como se observé en el hipocampo
de ratas jovenes a dosis de 100 mg/kg. Este efecto se relaciona con la disponibilidad de
NAD*/NADH y activar rutas metabolicas dependientes de sirtuinas y AMPK, que regular la
homeostasis y la plasticidad neuronal (Spencer, 2008).

En contraste, en la corteza prefrontal de ratas viejas, la reduccion significativa de la
actividad del complejo I sugiere que la interaccion de los flavonoides ocurre en un entorno
mitocondrial deteriorado por el envejecimiento donde existe una oxidacion de las
subunidades del complejo I, lo que incrementa la posibilidad de una fuga de electrones
(Angeloni et al., 2015). La interaccion de los flavonoides con el complejo | puede alterar el
flujo normal de electrones al interactuar con sitios redox de la enzima, lo que se traduce en

una disminucién funcional de su actividad, por lo que la union de los flavonoides puede
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interferir con la transferencia normal de electrones, ejerciendo un efecto inhibidor funcional,
(Lagoa, et al., 2011).

El comportamiento observado en la actividad del complejo II, genera un interés
particular debido a su localizacion Unica como proteina periférica, a diferencia del resto de
los complejos, este se encuentra dentro de la membrana interna de la mitocondria, con su
dominio catalitico orientado hacia la matriz, donde participa directamente en el ciclo de
Krebs (Lee et al., 2023). El incremento de su actividad en la CPF de ratas jovenes tratadas
con dosis de 400 mg/kg sugiere que la respuesta mitocondrial depende del estado metabolico
basal y del equilibrio redox, el cual en animales jovenes se caracteriza por una mayor
eficiencia en la disponibilidad de cofactores como, NAD" Y FAD (Zuo, et al, 2024). La
quercetina y el kaempferol presentan propiedades anfipaticas que les permiten atravesar la
membrana mitocondrial y acumularse en la matriz, donde interactdan con las flavoproteinas

dependientes de FAD como succinato deshidrogenasa (Dorta et al., 2008).

Spencer (2008) evalud el efecto de distintos flavonoides, como quercetina y
catequinas, administrados mediante la dieta en ratas y ratones de 2 a 6 meses de edad, en
tejido cerebral. Sus resultados mostraron que los flavonoides reducen la produccion de
especies reactivas de oxigeno y preservan la funcion mitocondrial, sin inducir incrementos
directos en la actividad de los complejos respiratorios, sugiriendo un efecto
predominantemente citoprotector. Por su parte, Dorta et al. (2005) utilizaron mitocondrias
aisladas de higado y corazon de ratas jovenes (2 a 3 meses de edad) para evaluar de manera
in vitro la interaccion de flavonoides como quercetina y kaempferol con enzimas
dependientes de FAD, incluyendo el succinato deshidrogenasa, mediante la medicion de la
transferencia electronica y la produccion de ERO. Estos autores demostraron que los
flavonoides pueden modular la actividad mitocondrial a traves de interacciones no covalentes
con el sitio FAD del complejo 1, favoreciendo una transferencia de electrones mas eficiente
y reduciendo el dafio oxidativo, aunque este efecto depende del estado redox y del sistema
experimental. En conjunto, ambos trabajos coinciden en que los flavonoides ejercen
principalmente un efecto protector sobre la mitocondria al disminuir el estrés oxidativo y
preservar la integridad funcional de la cadena respiratoria, mas que inducir incrementos

sostenidos en la actividad enzimatica de complejos especificos. Asimismo, se ha descrito en

102 | 127



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Quimico-bioldgicas

modelos murinos de envejecimiento fisioldgico y en mitocondrias aisladas de animales viejos
que el envejecimiento se asocia con una disminucion progresiva de la eficiencia mitocondrial,
atribuida a alteraciones estructurales en los complejos respiratorios, acumulacion de dafio
oxidativo y cambios en la composicion lipidica de la membrana interna mitocondrial, lo que
puede limitar la capacidad de respuesta a moduladores exdgenos como los flavonoides (Zuo
etal., 2024). Esto explicaria el aumento de la actividad observado en animales jovenes, donde

la estructura del complejo y la fluidez de la membrana permanecen estables.

Por el contrario, la ausencia de un efecto similar en ratas viejas, sugiere que el
envejecimiento compromete la capacidad de los flavonoides para ejercer esta modulacion.
Se ha documentado que el succinato deshidrogenasa es vulnerable a la carbonilacion proteica
y a la oxidacion de sus centros hierro-azufre durante el envejecimiento, lo que reduce su
actividad y limita su capacidad de modulacién (Sun et al., 2016), ademas alteraciones en la
composicion lipidica de la membrana mitocondrial interna, como la oxidacion de la
cardiolipina, pueden interferir con la correcta insercion y funcion del complejo 11y de esta
manera disminuir la eficiencia la interaccion de los flavonoides con la enzima (Paradies et
al., 2014). Estos resultados indican que la modulacién del complejo 1l por flavonoides
depende de su acceso a la zona de la matriz y del propio estado funcional de la mitocondria.
En cerebros jovenes, la integridad estructural y redox del complejo Il permite que los
flavonoides acten como moduladores positivos, mientras que, en cerebros envejecidos, las
alteraciones en la matriz de la mitocondria limitan esta interaccion, lo que explica una falta

de impacto sobre el desempefio cognitivo.

El analisis del segmento I1+111 de la CTE permite evaluar el flujo de electrones desde
el FADH: hacia el citocromo c través del complejo Ill, siendo este Gltimo, uno de los
principales generadores de ERO. El incremento significativo de la actividad del segmento
I1+111 observado en la CPF de ratas jovenes a dosis 400 mg/kg indica que, los flavonoides
presentes en el extracto pueden potenciar el acoplamiento electronico entre ambos complejos.
La evidencia experimental muestra que flavonoides como la quercetina y el kaempferol
modulan la cadena de transporte de electrones principalmente a nivel del sistema
ubiquinona—complejo I11. En mitocondrias aisladas de higado y cerebro de ratas adultas, se

ha demostrado que estos compuestos interactian con el complejo Il en el sitio Qo,
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estabilizando la semiquinona y disminuyendo la fuga de electrones hacia el oxigeno, lo que
reduce la formacion de especies reactivas de oxigeno sin incrementar directamente la
actividad catalitica de los complejos (Dorta, 2008). De manera similar, estudios en modelos
celulares y mitocondriales expuestos a estrés oxidante reportan que la quercetina modula el
ciclo redox de la ubiquinona en el complejo 111 y preserva la eficiencia del acoplamiento
electrénico entre los complejos 1l y 111, contribuyendo a un estado redox mitocondrial mas
estable (Lagoa et al., 2011).

Esta interaccion podria favorecer un flujo de electrones mas eficiente hacia el
citocromo c, incrementando la capacidad respiratoria sin inducir necesariamente un aumento
de las ERO. En ratas jovenes, el aumento de la actividad del segmento I1+111 podria haber
inducido un entorno redox transitorio prooxidante, como se ha demostrado en estudios donde
algunos flavonoides actian como moduladores prooxidantes que activan rutas y vias de
sefializacion (Sandoval et al., 2014). En ratas viejas, la incapacidad del extracto para inducir
cambios en la actividad del segmento I1+111 puede deberse a la oxidacion de las mismas
proteinas, lo que limita la capacidad de los flavonoides para interactuar con el complejo 111

limitando cualquier efecto modulador (Paradies et al., 2014).

El complejo 1V representa el paso terminal del flujo electrénico y constituye un punto
critico para la regulacion de la eficiencia respiratoria y la produccion de ATP. Su actividad
depende de la correcta transferencia de electrones desde el citocromo c hacia el oxigeno
molecular, (Schafer et al., 2018). En el presente estudio, los resultados evidencian una
modulacion inconsistente del complejo 1V, dependiendo de la dosis, como la regién cerebral
y la edad. A dosis de 100 mg/kg, el incremento de la actividad del complejo en la CPF de
ratas viejas, sugiere que, bajo ciertas condiciones, los flavonoides ejercen un efecto
compensatorio sobre la funcion respiratoria, fendmeno descrito previamente como una
respuesta adaptativa orientada a mantener un gradiente electroquimico cuando los complejos
presentan disfunciones (Picard et al., 2015). Tanto la quercetina como el kaempferol han
demostrado interactuar indirectamente con el complejo IV mediante la preservacion de los
sitios cataliticos (Dorta et al., 2005). En mitocondrias envejecidas, la actividad del complejo
IV suele estar reducida por nitracién y carbonizacion proteica, por lo que los flavonoides

pueden estar ejerciendo un efecto protector que se traduce en un aumento de la actividad
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enzimética del complejo, como el observado a dosis bajas. En contraste, la ausencia de
efectos significativos a dosis de 400 mg/kg en la CPF y el hipocampo en ambos grupos
etarios, indican que el complejo 1V responde de manera diferente a los flavonoides. En ratas
jévenes administradas, el aumento de la actividad del complejo IV en hipocampo a dosis
altas sugiere una capacidad de adaptacion alta gracias a una mitocondria estructuralmente
integra, por lo que el complejo IV puede incrementar su actividad para sostener una mayor
demanda energética (Zuo, et al, 2024). Sin embargo, este aumento de actividad no se tradujo
en mejoras significativas en las pruebas cognitivas, lo que indica que la optimizacién la
funcion del complejo 1V no es suficiente para mejorar los procesos cognitivos, ya que la
memoria y el aprendizaje dependen de una coordinacion funcional entre todos los complejos

y la produccion de ATP.

La heterogeneidad de las repuestas mitocondriales observadas en este estudio sugiere
que los efectos del extracto dependen de factores bioldgicos ya existentes como la edad y su
impacto en las regiones cerebrales. El hipocampo y la corteza prefrontal presentan diferencias
intrinsecas en el metabolismo energético, consumo de ATP y neutralizacion de ERO
(Paradies, et al, 2014) lo que podria explicar la modulacion diferenciada de los complejos
mitocondriales. Estos factores respaldan la hipotesis de que los flavonoides ejercen efectos

dependientes del contexto fisioldgico y no una accion uniforme sobre la cadena respiratoria

Finalmente, La produccién mitocondrial de especies reactivas de oxigeno esta
estrechamente vinculada al estado funcional de la cadena de transporte de electrones. En
condiciones fisioldgicas, los complejos | y 111l representan las principales fuentes de fuga
electronica y generacion de superdéxido, mientras que el complejo IV actda como un
modulador terminal que limita la acumulacion de electrones reducidos y, por ende, la
formacion de radicales libres (Murphy, 2009). En este contexto, los resultados obtenidos en
el presente estudio evidencian que la administracién del extracto etanolico de Bauhinia
variegata induce una modulacién diferencial del equilibrio redox mitocondrial, dependiente
de la dosis, la region cerebral y la edad. A la dosis de 100 mg/kg, el incremento de ERO
observado en el hipocampo y la corteza prefrontal de ratas jovenes puede explicarse por la
activacion funcional del complejo | y la tendencia al aumento del complejo 1, lo que sugiere

un incremento del flujo electrénico hacia la cadena respiratoria. En mitocondrias jovenes,
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este aumento del flujo puede generar una elevacion transitoria de la fuga electrdnica,
particularmente del complejo I, favoreciendo la formacion de superdxido en la matriz
mitocondrial. Este comportamiento es consistente con la capacidad prooxidante moderada de
los flavonoides como la quercetina y el kaempferol bajo condiciones de alta actividad
metabdlica, donde actian como moduladores redox mas que como antioxidantes directos
(Forman, et al., 2014). En contraste, en ratas viejas tratadas con la misma dosis, la reduccion
de ERO observada en el hipocampo sugiere un efecto antioxidante predominante. Este efecto
puede atribuirse a la ausencia de activacion del complejo I en animales viejos, junto con una
posible estabilizacion del estado redox mitocondrial inducida por flavonoides, que limitan
las alteraciones de la cadena respiratoria. La menor capacidad de respuesta en mitocondrias
envejecidas reduce la probabilidad de fuga electrénica, permitiendo que los flavonoides
ejerzan acciones antioxidantes indirectas, como la quelacion de metales de transicion y la
activacion de rutas cito protectoras (Dorta et al., 2008). A la dosis de 400 mg/kg, en ratas
jévenes, la activacion del complejo Il 'y del segmento II+111, particularmente en la corteza
prefrontal, sugiere una redistribucion del flujo electronico hacia la via dependiente de
FADH.. Este fenomeno puede incrementar la actividad del complejo Ill, uno de los
principales generadores de ERO, lo que explica la ausencia de una reduccion significativa de
ERO en estos animales a pesar del aumento en la actividad respiratoria. En este contexto, la
integridad mitocondrial propia de animales jovenes permite amortiguar el estrés oxidante sin
que se traduzca en dafio funcional o deterioro cognitivo evidente (Zuo, et al, 2024). En ratas
viejas tratadas con 400 mg/kg, la reduccion significativa de ERO en la corteza prefrontal
sugiere un efecto antioxidante mas robusto. Este resultado puede interpretarse como
consecuencia de una mejora en la eficiencia del complejo IV y de la limitacion de
acumulamiento de electrones en complejos previos. Aungue no se observaron aumentos
significativos en la actividad del complejo IV a esta dosis, la estabilizacién funcional de la
cadena respiratoria podria haber reducido la fuga electronica a nivel del complejo IlI,
disminuyendo asi la generacion de superoxido. Este mecanismo concuerda con la literatura
que describe a los flavonoides como moduladores de la eficiencia respiratoria mas que como
simples captadores de radicales libres (Murphy, 2009). A nivel celular, concentraciones
moderadas de ERO pueden actuar como segundos mensajeros que activan rutas adaptativas

dependientes de factores de transcripcion dependientes del estado redox. Esta sefializacion
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puede inducir ajustes metabolicos y bioenergéticos sin comprometer la viabilidad celular. En
organismos jévenes, esta respuesta hormética puede manifestarse como un incremento
medible de ERO, mientras que animales viejos, la misma dosis podria no incluir dicha

sefializacion o favorecer mecanismos compensatorios antioxidantes (Sies & Jones, 2020).

Un punto importante y necesario es delimitar el significado del término “efecto
antioxidante”, ya que la respuesta observada no fue uniforme y en ratas jovenes a dosis bajas
se identificd un incremento de ERO. Se reconoce que algunos polifenoles, incluidos los
flavonoides, pueden inducir respuestas bifasicas actuando como moduladores redox mas que
como antioxidantes directos, este efecto de horméis puede activar rutas adaptativas y
mecanismos enddgenos de proteccion, sin traducirse necesariamente en dafio oxidante
(Forman, et al, 2014), por lo que el incremento de ERO observado en animales jovenes
podria reflejar una activacion metabdlica adaptativa, mientras que en animales viejos, con
mayor estrés oxidante basal, el mismo extracto favoreceria un efecto antioxidante, en este
sentido, los efectos del extracto no pueden definirse estrictamente como antioxidante o
prooxidante, sino como moduladores del equilibrio redox mitocondrial en funcién del

contexto bioldgico.

En conjunto los resultados indican que los flavonoides ejercen una modulacion
selectiva sobre la CTE. En ratas jovenes la activacion del complejo | a dosis bajas y del
complejo Il y segmento II+11l a dosis altas, sugieren una mayor respuesta asociada a la
integridad de las mitocondrias, sin embargo, este aumento del flujo electrénico se acompafid
también con un incremento de ERO, lo que indica que los flavonoides actian mayormente
como moduladores redox y no como agentes antioxidantes comunes. En las ratas viejas la
respuesta mitocondrial fue mas limitada y heterogénea, especialmente en el complejo IV y la
reduccioén de las ERO en CPF a dosis altas, 1o que sugiere una accion estabilizadora de la

respiracion celular en un contexto de menor demanda metabdlica.

A pesar de estas modulaciones, la ausencia de cambios contundentes en las pruebas
cognitivas, indican que la modulacion parcial de la CTE no fue suficiente para impactar en
procesos de memoria espacial o de trabajo, los cuales dependen de una participacion conjunta
de los complejos de la CTE y la produciendo ATP, en este contexto, los datos sugieren que

los flavonoides pueden optimizar o estabilizar la funcion mitocondrial sin que se traduzca
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necesariamente en mejoras conductuales detectables, particularmente cuando el
envejecimiento normal limita la capacidad del cerebro para adaptarse a los cambios
bioenergéticos. De esta manera los efectos de B. variegata sobre la cognicion parece estar
condicionada mas por el estado basal y el contexto fisioldgico del sistema mitocondrial que

por la dosis administrada.

10. Conclusion

El extracto etandlico de B. variegata modula de manera selectiva la cadena de
transporte de electrones y la produccion de ERO de forma dependiente de la edad, la region
cerebral y la dosis, sin inducir efectos sistémicos adversos. Estos efectos pueden ser
atribuidos a algunos flavonoides reportados en la especie como la quercetina, la rutina y el
kaempferol, que promueven ajustes bioenergéticos en ratas jovenes y efectos estabilizadores
del equilibrio redox en ratas viejas. No obstante, estos efectos no se reflejan en mejoras
significativas del desempefio cognitivo ni modificaciones en la conducta tipo ansiosa, lo que
indica que la modulacion parcial de la cadena de transporte de electrones no es suficiente

para impactar en las funciones cognitivas durante el envejecimiento normal.
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