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RESUMEN
OBJETIVO: Estudiar el efecto del tratamiento con quercetina nanoformulada en la
glucemia y parametros bioquimicos de ratones CD-1 diabéticos inducidos con
estreptozocina y una dieta alta en grasas y azucares, para ofrecer una alternativa en el
tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2). MATERIALES Y
METODOS: Se implementd un modelo de DM2 en ratones CD-1 mediante una dieta alta
en grasas y azucares, junto con la administracion de estreptozotocina. Se administraron
nanoparticulas de almidén cargadas con quercetina y se llevé a cabo el estudio del efecto
hipoglucémico agudo, parametros bioquimicos y en tejido hepatico. RESULTADOS: Los
resultados mostraron un incremento homogéneo en el peso corporal, evidenciando la
efectividad del modelo de DM2 propuesto en ratones CD-1. Los datos bioquimicos
confirmaron la induccién de DM2, mostrando alteraciones en los niveles de glucosa,
colesterol y triglicéridos. Las nanoparticulas de quercetina redujeron significativamente
(p<0.05) la glucosa en sangre en comparacion con la glibenclamida. El analisis
histoldgico reveld esteatosis aguda en los ratones con DM2, la cual disminuyd después
del tratamiento con quercetina nanoformulada. CONCLUSIONES: Las nanoparticulas de
quercetina muestran un potencial significativo como tratamiento para la DM2, no solo por
sus efectos hipoglucemiantes, sino también por su capacidad para regenerar la salud
hepatica e influir positivamente en el nivel de lipidos en sangre. Esto abre la puerta a
nuevas investigaciones sobre el uso de nanoparticulas cargadas de moléculas naturales
en terapias contra la DM2 y enfermedades cronicas relacionadas al sobrepeso, la

obesidad y problemas metabdlicos.
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ABSTRACT
OBJECTIVE: To study the effect of treatment with nanoformulated quercetin in reducing
glycemia and biochemical parameters of diabetic CD-1 mice induced with streptozocin
and a high-fat and high-sugar diet, to offer an alternative in the treatment of patients with
type 2 diabetes mellitus (DM2). MATERIALS AND METHODS: A DM2 model was
development in CD-1 mice using a high-fat and high-sugar diet, along with the
administration of streptozocin. Starch nanoparticles loaded with quercetin were
administered and the study of the acute hypoglycemic effect, biochemical parameters and
liver tissue was carried out. RESULTS: The results showed a homogeneous increase in
body weight, evidencing the effectiveness of the proposed DM2 model in CD-1 mice.
Biochemical parameters confirmed the induction of DM2, showing alterations in glucose,
cholesterol and triglyceride levels. Quercetin nanoparticles significantly (p<0.05) reduced
blood glucose compared to glibenclamide. Histological analysis revealed liver damage in
mice with DM2. Treatment with nanoformulated quercetin promoted an improvement in
hepatocytes. CONCLUSIONS: Quercetin nanoparticles has significant potential as a
treatment for DM2, not only due to their hypoglycemic effects, but also due to their ability
to regenerate liver health and positively influence blood lipid levels. This opens the door
to further research on the use of nanoparticles loaded with natural molecules in therapies

against DM2 and chronic diseases related to overweight, obesity and metabolic problems.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad creciente a nivel mundial, con 463 millones de
casos reportados en 2019, y se prevé que esta cifra aumente a 578 millones para 2030
y 700 millones para 2054. En México, en 2020, la diabetes causé 151,019 muertes,
representando el 14% del total de defunciones en el pais. Un 10.32% de la poblacién
adulta tiene un diagnéstico de diabetes, con mayor prevalencia en mujeres (13.22%) que
en hombres (7.75%). Baja California destaca por tener alta incidencia de diabetes tipo 2
en personas menores de 20 anos, con un aumento del 32% en casos durante los
primeros diez meses de 2019 en comparacién con el afio anterior. (Bakhti et al, 2019;
IDF, 2019; OPS y OMS, 2020; SALUD, 2020).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se basa en la resistencia a la insulina, donde la
incapacidad de las células B para secretar suficiente insulina en respuesta a esta
resistencia es crucial para su desarrollo. El control glucémico es esencial como
tratamiento, son diversos los tratamientos actuales, desafortunadamente, presentan
efectos secundarios (Dabelea et al, 2014; Katsarou et al., 2019; Defronzo et al., 2015;
Yaribeygi et al., 2019; Defronzo, et al., 2019; Tesauro et al., 2020; Skyler, 2017; Care et
al., 2019). El tratamiento con sulfonilureas ha mostrado un aumento en el riesgo de
accidentes cerebrovasculares y mortalidad cardiovascular. La metformina también esta
relacionada con efectos adversos gastrointestinales, mientras que el uso de insulina ha
sido asociado con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares adversos Yy
complicaciones en pacientes con COVID-19. Por ello, hay una creciente necesidad de

alternativas terapéuticas que controlen la diabetes con menos efectos secundarios.
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(Dabelea et al, 2014; Katsarou et al., 2019; Defronzo et al., 2015; Yaribeygi et al., 2019;
Defronzo, et al., 2019; Tesauro et al., 2020).

En la busqueda de alternativas o coadyuvantes a los tratamientos actuales, y en que
éstos sean accesibles para la poblacion se han considerado los polifenoles. Una ingesta
elevada de polifenoles, flavonoides y estilbenoides se asocid con un riesgo reducido de
diabetes en personas mayores con alto riesgo de enfermedad cardiovascular en el
estudio de Prevencién con Dieta Mediterranea en un estudio de Tresserra-Rimbau, et
al., (2016).

La quercetina es un flavonoide que se encuentra en alimentos naturales, este compuesto
exhibe propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antidiabéticas, actuando sobre
multiples dianas moleculares en el pancreas y el tejido muscular, mejorando la
homeostasis de la glucosa mediante la inhibicion de la absorcién intestinal de glucosa y
la mejora de la sensibilidad a la insulina (Xu et al., 2017). Son prometedores los efectos
de la quercetina en el tratamiento para DM2, sin embargo, la quercetina presenta una
baja estabilidad a factores ambientales, ademas de una reducida biodisponibilidad.

La nanotecnologia ha emergido como un campo prometedor en medicina, destacando la
nanoencapsulacion como una técnica clave para mejorar la biodisponibilidad vy
estabilidad de compuestos bioactivos. La eleccion del método de nanoencapsulaciéon es
crucial, ya que afecta la bioactividad del compuesto, en este sentido, los polimeros
naturales son especialmente valorados por su biocompatibilidad y nula toxicidad (Rizvi
et al, 2018, Vishwakarma et al., 2013, Lamberti et al., 2014, Patra et al., 2018).

Se han desarrollado diversos sistemas de administracion de quercetina, como

nanoparticulas, liposomas y microemulsiones, para aplicaciones en enfermedades
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neurodegenerativas y envejecimiento. Sin embargo, la integracion de nanomateriales,
con tamafos entre 1 y 100 nm, ha mostrado un impacto significativo en areas como
diagndstico clinico y analisis farmacéutico. Estudios han demostrado que nanoparticulas
de Eudragit E y PVA mejoran la disolucién de quercetina y su actividad antioxidante,
mientras que nanoparticulas de silice mesoporosas mejoran su solubilidad,
biodisponibilidad y liberacion controlada, logrando una eficiencia de atrapamiento
superior al 86% en ciertas concentraciones. (Frakolaki, G., et al., 2021; Mollarasouli, F.,
et al., 2021; Alsaidan, O. A., 2022).

La formulacién de nanoparticulas de quercetina representa una estrategia prometedora
para aprovechar su potencial terapéutico en el tratamiento de la diabetes. En un estudio
de Chitkara et al. (2012), las nanoparticulas aumentaron en un 523% la biodisponibilidad
oral de quercetina en comparacion con su suspension, manteniendo niveles plasmaticos
de glucosa durante seis dias, en ratas diabéticas. Ademas, las nanoparticulas de
flavonoides mejoraron diversas funciones metabdlicas, inhibiendo la peroxidacién de
lipidos y la absorcion de glucosa, lo que resulté en un efecto antihiperglucémico. (Maity,
S., etal., 2022; Singh, S., et al.,2018; Halevas, E., et al, 2020).

Por lo anterior, se plantea como objetivo general: estudiar el efecto del tratamiento con
quercetina nanoformulada en la reduccién de la glucemia y parametros bioquimicos de
ratones CD-1 diabéticos, inducidos con estreptozocina y una dieta alta en grasas y

azucares para ofrecer una alternativa en el tratamiento de pacientes con DM2

14



Capitulo 1

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Epidemiologia de la diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad multifactorial que afecta a un numero
creciente de pacientes en todo el mundo. La progresion a diabetes mellitus
insulinodependiente se caracteriza por la pérdida o disfuncidon de las células B
pancreaticas, pero los mecanismos patogénicos que subyacen a la falla de las células
en la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 aun no estan bien definidos (Bakhti et al, 2019).

Segun la ultima estimacion de la Federacién Internacional de Diabetes (IDF), en
2019 se reportaron 463 millones de personas entre 20 y 79 afos que padecian DM.
Aunado a esto, se estimé que 4,2 millones de personas de entre 20 y 79 anos fallecieron
a causa de DM en 2019. Esto es preocupante debido a que se prevé un aumento de la
prevalencia de DM en los préximos afos, para 2030 a 578 millones, y para 2054 a 700
millones de personas (IDF, 2019).

En México los datos de mortalidad por diabetes mellitus son importantes, en el
afo 2020 151 019 personas fallecieron a causa de la diabetes mellitus, lo cual equivale
a 14% del total de defunciones (1 086 743) ocurridas en el pais; 78 922 defunciones en
hombres (52%) y 72 094 en mujeres (48%). La tasa de mortalidad por diabetes para 2020
fue de 11.95 personas por cada 10 mil habitantes, la cifra mas alta en los ultimos 10
afnos. Durante 2018 de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion habia 82
767 605 personas de 20 afios y mas en el pais, de las cuales 10.32% reportaron (8 542

718) contar con un diagndstico médico previo de diabetes mellitus. De acuerdo al sexo,
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13.22% (5.1 millones) de las mujeres de 20 afios y mas disponian de este diagndstico y
7.75% (3.4 millones) en los hombres de 20 afios y mas (OPS y OMS, 2020). En la figura
1 se muestran las prevalencias de DM de 2018 en poblacion de mas de 20 afos, donde
se puede observar que en todos los rangos de edad las mujeres presentaron una mayor

prevalencia, siendo incluso el doble comparada con los hombres.

Prevalencia de diabetes mellitus en poblacién de 20 afios y mas, por grupo de edad
segun sexo en 2018 (porcentaje)

35.6

25.8 4.0
21.9
18.0 17.8 18.4
14.6
11.6
8.7
6.2
32 5,5 *
0t 0a 22 Hllmm

20 a 29 anos 30 a 39 anos 40 a 49 afios 50 a 59 arfios 60 a 69 anos 70 y mas anos

32.7

=]

= Total ™ Hombres Mujeres

Nota: La prevalencia se refiere a la poblacién de 20 afios y mas que al momento de la encuesta declaré tener un diagnéstico
previo de diabetes. El calculo por edad se obtiene sobre el total de poblacién de la encuesta de 20 afios y mas, de
hombres y de mujeres en cada grupo de edad.

Fuente: INEGI, INSP, SALUD. Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2018.

Figura 1. Prevalencia de diabetes mellitus en poblacion de 20 afios y mds, por grupo de edad segun sexo en 2018.

Segun datos de la Secretaria de Salud en el Estado, Baja California se encuentra
entre los 5 estados con mayor incidencia de diabetes mellitus tipo dos entre la poblacién
menor a los 20 anos. En el afio 2019 el numero de personas con diabetes aumento a
32%, esto durante los primeros 10 meses de 2019 en comparacion con lo reportado en

el afio 2018 (SALUD, 2020).
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1.1.2 Fisiopatologia de la diabetes

La diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2 son enfermedades heterogéneas en las que
la presentacion clinica y la progresion de la enfermedad pueden variar
considerablemente. La clasificacion es importante para determinar la terapia, pero
algunos individuos no pueden clasificarse claramente como diabéticos tipo 1 o tipo 2 en
el momento del diagndstico (Dabelea et al, 2014). Tanto en la diabetes tipo 1 como en el
tipo 2, varios factores genéticos y ambientales pueden dar como resultado la pérdida
progresiva de la masa y/o funcién de las células B que se manifiesta clinicamente como
hiperglucemia. En la tabla 1 se resumen algunas de las principales diferencias entre la

diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2, de acuerdo con sus diferentes fisiopatologias.

La DM tipo 1 presenta dos categorias diferentes, la DM tipo 1 autoinmune o DM
tipo 1A, y la DM tipo 1 idiopatica o DM tipo 1B. La DM tipo 1 autoinmune, que representa
el 70-90% de todos los pacientes con DM tipo 1, se caracteriza por una enfermedad
autoinmune cronica con deficiencia de insulina, que se produce como consecuencia de
la pérdida de células B, lo que lleva a la hiperglucemia. La DM tipo 1 autoinmune se
asocia con la aparicion de autoanticuerpos, que surgen de las células T CD4+ y CD8+
reactivas a los islotes, asi como de las células dendriticas, dirigidos contra las células
pancreaticas, meses o afios antes de que comiencen los sintomas (Katsarou et al.,
2019).

La DM tipo 2 se caracteriza por resistencia a la insulina (Defronzo et al., 2015). La

resistencia a la insulina es causada por un deterioro de la sensibilidad a la insulina debido
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a la interrupcion de diferentes vias moleculares. Dado que la senalizacion de la insulina
es un mecanismo complejo que involucra diversas enzimas y proteinas moduladoras,
cualquier defecto en la expresion/funcion de estos mediadores puede disminuir la
sefnalizacion normal de la insulina, lo que lleva a la resistencia a la insulina en las células
diana (Yaribeygi et al., 2019). La resistencia a la insulina es el principal defecto observado
en individuos que pueden desarrollar DM tipo 2 en el futuro. Sin embargo, la DM no
ocurre a menos que las células B pancreaticas sean incapaces de producir y secretar
suficiente cantidad de insulina para contrarrestar la resistencia a la insulina (Defronzo, et
al., 2019).

La DM2 generalmente se desarrolla en adultos, siendo cada vez mas comun con
el envejecimiento. Los niveles de glucosa en plasma alcanzan niveles mas altos (>140
mg/dL) después de las comidas en los adultos mayores en comparacién con los adultos
jovenes. Esto es especialmente cierto después del consumo de alimentos altos en
carbohidratos. Los niveles requieren mas tiempo para volver a la normalidad, en parte
debido a una mayor acumulacion de grasa visceral y abdominal, junto con una

disminucién de la masa muscular (Tesauro et al., 2020).
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Tabla 1. Diferencias entre DM1 y DM22.

Caracteristicas

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Edad

Asociacion con obesidad

Cetoacidosis

que

requiere

tratamiento con insulina

Insulina endégena en plasma

Anticuerpos contra las células de

los islotes

Patologia de los islotes

Respuesta a

antihiperglicémico.

tratamiento

Usualmente menor a

30 afos

No
Si

Muy poca para ser

detectada

Si

Pérdida selectiva de

la mayoria de células

beta

No

Usualmente mayor a

30 afos

Muy comun

No
Baja, normal o}
elevada basada en el

grado de resistencia a

insulina.

No

Poca, islotes con
apariencia normal,

depdsitos de amiloide
comunes
Si, para la mayoria de

los pacientes

aZaccardi, F., et al (2016).

Una vez que ocurre la hiperglucemia, los pacientes con todas las formas de
diabetes corren el riesgo de desarrollar las mismas complicaciones cronicas, aunque las
tasas de progresiéon pueden diferir. La identificacion de terapias individualizadas para la
diabetes en el futuro requerira una mejor caracterizacion de los muchos caminos hacia

la muerte o disfuncion de las células 3 (Skyler, 2017).
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El control glucémico, en particular, es fundamental para el control de la diabetes
y se puede lograr con una terapia intensiva en el estilo de vida y el uso de medicamentos

para reducir la glucosa, incluida la insulina (Care et al., 2019).

1.1.3 Tratamientos actuales

La Guia del Colegio Irlandés de Médicos Generales para el Cuidado Integrado de
la Diabetes Tipo 2, que refleja las pautas de la Asociacion Americana de Diabetes y la
Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD), establece que la terapia
farmacoldgica de primera linea debe ser la biguanida, metformina. La orientacion para
los agentes de segunda y tercera linea es menos descriptiva y en la practica debe guiarse
por las caracteristicas individuales del paciente. Estos agentes incluyen las clases mas
nuevas de analogos del receptor del péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) y los
inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa 2 (SGLT-2) junto con los agentes mas
antiguos, sulfonilureas, inhibidores de la a-glucosidasa y tiazolidinedionas.

Los resultados de los ensayos cardiovasculares sobre los analogos de GLP-1y
los inhibidores de SGLT-2 sugieren que estos medicamentos deben considerarse para
los pacientes cuando predomina la enfermedad cardiovascular aterosclerética (ASCVD),
la insuficiencia cardiaca o la enfermedad renal crénica, independientemente de los
niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) (Manucci et al., 2020, Verma et al., 2018).
Los analogos de GLP-1 se administran por via subcutdnea e incluyen exenatida,
liraglutida, dulaglutida y semaglutida. La liraglutida se administra una vez al dia, la
exenatida, la dulaglutida y la semaglutida se administran una vez a la semana (Collins et

al., 2020).
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En el estudio de Care et al., 2019, la gran mayoria de los pacientes con diabetes
tratados con medicamentos para reducir la glucosa creian que mejoraban su calidad de
vida y reducian los riesgos de complicaciones tanto microvasculares como
macrovasculares. Sin embargo, también anticiparon que sus medicamentos para reducir
la glucosa tendrian efectos secundarios significativos, incluida la hipoglucemia. En el
caso de la insulina, en particular, muchos creian que podria provocar enfermedades
renales o causar ceguera. Estos datos subrayan la importancia de mejorar la
comunicacion entre el paciente y el médico y la toma de decisiones compartida sobre las
terapias para reducir la glucosa, ya que los conceptos erroneos sobre los beneficios y
los danos del tratamiento pueden empeorar la adherencia, aumentar la carga del
tratamiento y afectar la calidad de vida.

La insulina es un farmaco insustituible en el tratamiento de la diabetes, pero la
terapia con insulina también tiene muchos problemas en el tratamiento clinico, como
fobia a las agujas, dolor, bultos en la piel, reacciones alérgicas, infecciones comunes y
estrés generado por el régimen dificil y prolongado de la terapia con insulina., (Shi, G. J.
bn et al., 2019).

Ademas, es importante mencionar los efectos secundarios que los tratamientos
actuales para diabetes presentan, tales como: dolor de cabeza, dolor abdominal,
nauseas, hinchazoén, asociacién a accidente cerebrovascular, asociacion a muerte
cerebrovascular, aumento de peso, edema, infecciones en el tracto respiratorio, riesgo
de evento cardiovascular, esta asociado al ingreso a cuidados intensivos por covid-19 y
mortalidad por covid-19. Todos estos efectos adversos son descritos de manera mas
detallada a continuacion.
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En un estudio realizado por Filion K. B., et al (2019), se encontré que iniciar el
tratamiento de la diabetes tipo 2 con una sulfonilurea (como es el caso de la
glibenclamida o la glipizida) se asocia con tasas mas altas de accidente cerebrovascular
isquémico, muerte cardiovascular y mortalidad por todas las causas.

Tanto la vildagliptina como la pioglitazona/rosiglitazona se asociaron con eventos
adversos generales similares. Se observaron de manera similar dolor de cabeza e
infeccion del tracto respiratorio superior. Cuando pioglitazona y rosiglitazona se
compararon por separado con vildagliptina, el edema periférico y el aumento de peso
fueron significativamente mayores con rosiglitazona (Bundhun, P. K., Janoo, G., Teeluck,
A.R., & Huang, F., 2017).

En un estudio de Katarzyna Nabrdalik et al., (2022), el uso de metformina se
asocié con un mayor riesgo de dolor abdominal, diarrea y nauseas en comparacién con
el control. Los riesgos de dolor abdominal y naduseas fueron mas altos en comparacion
con el placebo. El riesgo de hinchazén solo se elevé cuando se comparod el tratamiento
con metformina con DPP4i.

En un estudio reciente sobre pacientes tratados con insulina como tratamiento de
la diabetes mellitus tipo 2, colesterol HDL bajo y sindrome coronario agudo presentaron
un alto riesgo de un evento cardiovascular adverso mayor recurrente a pesar del uso de
terapias contemporaneas basadas en evidencia. Persiste una fuerte asociacion del
tratamiento con insulina con el riesgo de eventos cardiacos adversos mayores (ECAM)
después del ajuste por otras caracteristicas asociadas con ECAM. Existe una necesidad
insatisfecha de tratamientos adicionales para mitigar este riesgo (Schwartz, G. G. et al.,

2021).
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La diabetes se encuentra entre las comorbilidades mas comunes y esta
significativamente asociada con la mortalidad y la gravedad de la COVID-19, pero
desafortunadamente se ha demostrado que el tratamiento con insulina (uno de los
medicamentos mas utilizados para el control de la diabetes) esta relacionado con un
aumento de la mortalidad y el ingreso en la unidad de cuidados intensivos por COVID-
19 (Y. Yang, Z. Cai & J. Zhang, 2021), y con el reciente brote pandémico de esta
enfermedad es importante tener una alternativa a los tratamientos convencionales.

Como se muestra anteriormente, es importante el estudio y la generacion de
tratamientos alternativos para controlar la resistencia a la insulina con menores efectos

secundarios.

1.1.3.1 Tratamiento dietético y de habitos alimenticios

El tratamiento farmacolégico no es la uUnica opcidon de tratamiento para los
pacientes que padecen esta enfermedad, el estilo de vida, la alimentacion, el control de
peso son otros aspectos que deberian ser tratados en estos pacientes.

La terapia nutricional es parte integral del control de la diabetes, con los objetivos
de promover y apoyar patrones de alimentacion saludable, abordar las necesidades
nutricionales individuales, mantener el placer de comer y proporcionar a la persona con
diabetes las herramientas para desarrollar una alimentacién saludable (ADA PPC, 2022).

No existe una proporcion unica de ingesta de carbohidratos, proteinas y grasas
que sea Optima para todas las personas con diabetes tipo 2. En cambio, se recomiendan

patrones de alimentacion seleccionados individualmente que enfatizan los alimentos con
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beneficios para la salud demostrados (como aquellos que aportan vitaminas, minerales,
fibra, antioxidantes, etc.), minimizan los alimentos que se ha demostrado que son
dafiinos (procesados, altos en grasas saturadas, etc.) y se adaptan a las preferencias
individuales con el objetivo de identificar habitos dietéticos saludables que sean factibles
y sostenibles. (Davies et al., 2018).

En la actualidad existe un mayor interés en la alimentacion restringida en el tiempo
y el ayuno intermitente para mejorar las variables metabdlicas, aunque con resultados
mixtos y modestos. En un metaanalisis recientemente publicado no hubo diferencias en
el efecto del ayuno intermitente y la restriccidn energética continua sobre la HbA1c, y el
ayuno intermitente tuvo un efecto modesto sobre el peso (Wang et al., 2021).

Aunque, por un lado, son avances muy importantes las formulaciones de nuevos
medicamentos para el control de esta enfermedad, desafortunadamente estos farmacos
son generalmente costosos y no accesibles para la mayoria de los habitantes de nuestro
pais, por lo que éstas poblaciones recurren a los sistemas de salud mexicano donde, con
el aumento de casos de diabetes mellitus, la intervencion médica adecuada y el
tratamiento individualizado se vuelve cada vez mas complicado, por lo que es necesario
encontrar alternativas o coadyuvantes a los tratamientos actuales que sean tan efectivos
como accesibles.

En la busqueda de estas alternativas o coadyuvantes a los tratamientos actuales,
y en que éstos sean accesibles para la poblacion se han considerado los polifenoles.

Una ingesta elevada de polifenoles totales, flavonoides totales (especificamente
flavanonas y dihidroflavonoles) y estilbenoides se asocia con un riesgo reducido de

diabetes en personas mayores con alto riesgo de enfermedad cardiovascular en el
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estudio de Prevencion con Dieta Mediterranea en un estudio de Tresserra-Rimbau, et

al., (2016).

1.2 Polifenoles

Los compuestos fendlicos son metabolitos con uno o mas anillos aromaticos y dos
0 mas grupos hidroxilos, que son sintetizados por el metabolismo secundario de las
plantas, por las vias de las pentosas fosfato, del acido chiquimico y del fenilpropanoide,
encontrandose en forma libre, o ligados a azucares, acidos y otras moléculas. Estos
compuestos tienen muchas funciones importantes en las plantas, entre ellas la
sefalizacion quimica, la proteccién contra los rayos ultravioleta y el ataque de plagas y
patégenos, ademas de ayudar a atraer animales que esparcen sus semillas,
contribuyendo a la dispersidén de la especie (Crasci, Lauro, Puglisi, & Panico, 2018; de
Araujo et al., 2021).

Los compuestos fendlicos tienen una amplia variedad de estructuras quimicas
(alrededor de 8000 tienen estructuras quimicamente conocidas) y por esta razon se
dividen en diferentes clases, que incluyen: acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico), aldehido fendlico (por ejemplo, vainillina, siringaldehido, salicilaldehido,
etc.), xantonoides, estilbenoides, antraquinonas, flavonoides (flavans, flavan-3-ols,
flavanones, antocianidinas, flavan-3,4-diols, flavanonols, flavones, flavonols),
isoflavonoides, neoflavonoides, lignanos, ligninas y taninos (hidrolizables y taninos
condensados), entre otros (Tsimogianis et al., 2019).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de origen vegetal ampliamente

distribuidos en la naturaleza (Panche, et al, 2016). Estan presentes principalmente como
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derivados glicosilados en plantas y contribuyen a los tonos brillantes de escarlata,
naranja, amarillo y azul en hojas, flores y frutas (Khoo et al., 2017). Ademas de varias
verduras y frutas, los flavonoides también se encuentran en semillas, especias y
diferentes plantas medicinales, asi como en bebidas, como el té y el vino (Kumar et al.,
2013). Se sabe que la cebolla contiene hasta 1,3 g/kg de materia seca y otras como el
arandano, la chokeberry negra, la lechuga, el tomate, el chile, el brécoli y la manzana
también contienen un alto nivel de quercetina (Grzelak-Btaszczyk et al., 2018).

Los flavonoides desempefian un papel beneficioso para la salud humana y se
asocian principalmente con propiedades anticancerigenas, antidiabéticas y antioxidantes
(Ciumarnean et al., 2020).

Se ha informado que los flavonoides mantienen la supervivencia y la funcién de
las células B pancreaticas a través de mecanismos moleculares que involucran la
reduccion del estrés oxidativo (al aumentar la capacidad antioxidante endégena, menos
acumulaciéon de ROS vy translocacion de citocinas proinflamatorias en las células ),
aumento de la expresion de genes antiapoptdcicos (p. €j., proteina Bcl-2) y reduccién de
la expresidn de genes proapoptdocicos (p. €j., caspasa-3 y caspasa-8) y dafo en el ADN,
protegiéndolos contra la autofagia, la apoptosis, la necroptosis y el dano celular en
pacientes con hiperglucemia (Gohrbani et al., 2019). Los flavonoides son una familia de
los compuestos fendlicos que ha destacado mucho en los ultimos anos y entre ellos se
encuentra el mas abundante, la quercetina.

Recientemente, se ha encontrado que algunos compuestos fendlicos pueden
inhibir la actividad de las enzimas digestivas, reducir la hidrdlisis de carbohidratos y

grasas, actuando asi en el control de la DM2 (Tan & Chang, 2017), ademas, la evidencia
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cientifica sugiere que los metabolitos fendlicos (derivados de flavanol, flavan-3-oles,
quercetina y antocianinas) y los acidos fendlicos (p. €j., acidos ferulico, clorogénico y
cafeico) pueden reducir los niveles de ROS, la inflamacién y la glicacion de proteinas,
inhibir enzimas clave relacionados con el metabolismo de los carbohidratos y la DM2,
aumentan la expresion del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) y la captacion de
glucosa, ademas de activar las vias responsables de la sefializacién y secrecién de

insulina, mejorando asi los niveles de glucosa en sangre (Chen et al., 2019).

1.2.1 Quercetina

La quercetina (C15H1007) (figura 2) es una aglicona, que carece de un azucar
adherido. Es un cristal de aguja de color amarillo limoén brillante y completamente
insoluble en agua fria, poco soluble en agua caliente, pero bastante soluble en alcohol y
lipidos. Un glucdsido de quercetina se forma uniendo un grupo glucosilo (un azucar como
glucosa, ramnosa o rutinosa) como reemplazo de uno de los grupos OH comunmente en
la posicidon 3, tal es el caso de la quercetina-3-glucosido (figura 3). El grupo glucosilo
adjunto puede cambiar la solubilidad, la absorcion y los efectos in vivo. Como regla
general, la presencia de un grupo glucosilo (glucésido de quercetina) da como resultado
una mayor solubilidad en agua en comparacién con la aglicona de quercetina (Li et al.,
2016). Ademas, las estructuras glucosadas de la quercetina son las comunes

encontradas en los alimentos y plantas.
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Figura 2. Estructura quimica de la quercetina

OH OH
Figura 3. Estructura quimica de la quercetina-3-glucosido.

La quercetina se encuentra en una variedad de alimentos que incluyen manzanas,
bayas, vegetales, alcaparras, uvas, cebollas, chalotes, té y tomates, asi como muchas
semillas, nueces, flores, cortezas y hojas. Algunos de los alimentos que mas contienen
quercetina son el arandano (149mg/100mg), la cebolla blanca (18-63mg/100mg),

lechuga (32-74mg/100m), manzana (10-27mg/100mg), habas (2-134mg/100mg).
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(Aherne, S. A., & O'Brien, N. M., 2002). La quercetina también se encuentra en productos
botanicos medicinales, incluidos Ginkgo biloba, Hypericum perforatum y Sambucus
canadensis (Wiczkowski et al., 2008). Las cebollas rojas son una importante fuente
(1337mg/kg) las mayores concentraciones de quercetina se dan en los anillos mas
externos y en la parte mas cercana a la raiz, siendo esta ultima la parte de la planta con
mayor concentracion (Smith et al., 2003).

La ingesta estimada de flavonoides oscila entre 50 y 800 mg/dia (la quercetina
representa el 75 %), dependiendo principalmente del consumo de frutas y verduras y de
la ingesta de té (Chun et al., 2007). Sin embargo, la ingesta dietética de quercetina es
diferente en varios paises.

Sus propiedades resultan inhibidoras de una enorme cantidad de objetivos
moleculares en el rango de concentracion micromolar, ya sea mediante la regulacién
negativa o la supresion de muchas vias y funciones inflamatorias. La quercetina ha
mostrado un comportamiento bifasico en los basdfilos a dosis nanomolares y de ahi su
accioén sobre las células implicadas en la inflamacion alérgica. (Chun et al., 2007).

La quercetina afecta la inmunidad y la inflamacién actuando principalmente sobre
los leucocitos y dirigiéndose a muchas quinasas y fosfatasas de sefializacién intracelular,
las enzimas y las proteinas de membrana suelen ser cruciales para una funcién celular
especifica (Chirumbolo et al., 2010).

La quercetina induce significativamente la expresion génica, asi como la
produccion de interferon-y (IFN-y) derivado de Th-1 y regula a la baja la interleucina 4
(IL-4) derivada de Th-2 por las células mononucleares de sangre periférica normales

(PBMC). Ademas, el tratamiento con quercetina aumento la expresion fenotipica de las
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células IFN-y y disminuyo las células positivas para IL-4 mediante analisis de citometria
de flujo, lo que corrobora con los estudios de secrecién de proteinas y expresién génica.
(Nair et al., 2002).

Estos resultados sugieren que los efectos inmunoestimuladores beneficiosos de
la quercetina pueden estar mediados por la induccion de la citoquina derivada de Th-1,

IFN-y, y la inhibicién de la citoquina derivada de Th-2, IL-4 (Nair et al., 2002).

1.2.2 La quercetina y su efecto antidiabético

La quercetina tiene diferentes acciones farmacologicas que incluyen
antiinflamatoria, anticancerigena, antidiabética, neuroprotectora, cardioprotectora,
profilactica de la osteoporosis y antialérgica (Xu et al., 2017). Se inform6 que la
quercetina interactua con muchos objetivos moleculares en el intestino delgado, el
pancreas, el musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado para controlar la
homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo. Los mecanismos de accion de la quercetina
son pleiotrépicos e implican la inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa, la
secrecion de insulina y las actividades de sensibilizacion a la insulina, asi como una mejor

utilizacién de la glucosa en los tejidos periféricos (M Eid, H., & S Haddad, P., 2017).

El tratamiento oral de QE (100 mg/kg) en ratas tratadas con estreptozotocina
(STZ) mejord significativamente la resistencia a la insulina y disminuyd los niveles
incrementales de glucosa en plasma después de 30-180 min, se documentaron ademas
los mecanismos de la quercetina en el higado, musculo, pancreas e intestino delgado

para mantener un nivel de glucosa normal. (Shi, G. J., et al., 2019).
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En particular, el potencial antioxidante de la quercetina estudiado in vitro e in vivo
en modelos de roedores mostro el efecto al aumentar la actividad mitocondrial junto con
la supresién de los factores atroficos (Funakoshi et al., 2018). Estructuralmente, sus
acciones antioxidantes y quelantes fuertes son el resultado de los grupos catecol en el
anillo B y los grupos OH libres del anillo A o del anillo C (Xiao et al., 2018).

Otro estudio ha explicado su accion contra la diabetes debido al efecto sobre las
células HepG2 hepaticas, donde alivia el estrés oxidativo por hiperglucemia y la
activacién de la via metabdlica Nrf2 en el tejido pancreatico. (Michala, A. S., & Pritsa, A.,
2022).

Ademas de lo anterior, la quercetina activa la adenosina monofosfato quinasa
(AMPK) en los musculos esqueléticos, lo que a su vez estimula los receptores Akt y
GLUT4 en la membrana celular, gracias a esto, la glucosa ingresa a las células por
difusién facilitada a través de GLUT4 y se metaboliza, por lo que regula el nivel de
glucosa (Dhanya et al., 2017). Ademas, la quercetina demostré también en un estudio
de Chitkara, D (2012), mejorar la translocacion de GLUT 4 mediante la activacion de
AMPK.

Las células beta pancreaticas que tienen bajos niveles de enzimas antioxidantes
a menudo son propensas a la apoptosis debido al estrés oxidativo inducido por la
hiperglucemia. La pérdida de células beta disminuye la secrecién de insulina y empeora
la condicidn de la enfermedad en la diabetes tipo 2. La quercetina elimina ROS y aumenta
la relacion AMP/ATP en las células beta. EI cambio en la relacion AMP/ATP activa el
objetivo mitocondrial de la rapamicina (mTOR), induce la mitogénesis y estimula la

secrecion de insulina (Dhanya et al., 2021).
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Figura 4. Los mecanismos de la quercetina en el higado, musculo, pancreas e intestine
Delgado para mantener un nivel de glucosa normal.(Shi, G. J., et al., 2019).

M. speciosa (en la que se encuentran diferentes compuestos fendlicos, entre ellos
la quercetina) fue estudiada en ratas diabéticas inducidas por fructosa y estreptozotocina,

y se encontré que se inhibié la actividad de la enzima alfa glucosidasa, atenud la

32



hiperglucemia y las alteraciones oxidativas de estrés y hepato-renales. (Zhang, P. et al.,
2023).

Bule, et al., 2019 realizaron un metaanalisis donde incluyeron 13 articulos de tipo
casos y controles del efecto antidiabético de la quercetina en ratas, donde las dosis
variaron de 5-50mg/kg. Concluyendo que Ila quercetina tiene actividad

antihiperglucémica en animales diabéticos, especialmente en dosis mas altas.

1.2.3 Bioaccesibilidad y estabilidad de la quercetina

La quercetina existe en frutas y verduras como glicoconjugados. La solubilidad y
absorcion de los glicoconjugados depende del numero y tipo de resto de azucar. El
metabolismo, la absorcién y la biodisponibilidad in vivo de la quercetina se han estudiado
ampliamente en modelos animales y humanos. La lactasa florizina en los bordes en
cepillo desglicosila el galactésido de quercetina, el arabindsido de quercetina y el
glucésido de quercetina a aglicona, mientras que el rutinésido de quercetina es
desglicosilado por la glucosidasa de la microbiota intestinal antes de la absorcién
colénica (Jaganath et al., 2006). Luego se transporta a través de la circulacion portal al
higado, donde se metaboliza y se une a la albumina en el plasma.

El nivel maximo de quercetina en plasma alcanza después de 0,7 a 7 h de ingesta.
La quercetina no absorbida se biotransforma por glucuronidacion, hidroxilacion,
metilacion y sulfonilacion en el intestino por enzimas de la microbiota intestinal. En
humanos, la quercetina se excreta a través de la orina o las heces (Walle et al., 2001).
La administracion repetida de quercetina aumenta la biodisponibilidad y la ingesta

dietética a largo plazo no provocd la acumulacion de plasma (Guo et al, 2015). La
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biodisponibilidad de la quercetina varia con el pH y la temperatura del sistema. Ademas,
la ingesta de quercetina junto con vitamina C, acido félico y otros flavonoides mejora su
biodisponibilidad (Harwood et al., 2007).

Segun estudios previos (Chen X, et al., 2005), solo el 5,3 % de la quercetina
estuvo biodisponible, aunque la quercetina total absorbida llegd al 59,1 %. Después de
la administracion oral, alrededor del 93,3 % de la quercetina se metaboliza en el intestino,
y solo el 3,1 % se metaboliza en el higado.

Por otro lado, los glucdsidos de quercetina pueden absorberse de manera
diferente segun el tipo de azucar adjunto. La evidencia disponible indica que los
glucésidos de quercetina (como los que se encuentran predominantemente en la pulpa
de cebolla o chalote) se absorben mucho mejor que sus rutinésidos (el principal glucésido
de quercetina en el té). Los glucésidos son eficientemente hidrolizados en el intestino
delgado por las beta-glucosidasas a la forma de aglicona, gran parte de la cual luego es
absorbida (Ader et al., 2008).

Para mejorar la biodisponibilidad de la quercetina se ha optado por diferentes
estrategias, una de las mas exitosas para conferirle mayor porcentaje de absorcion

intestinal es la nanoencapsulacion.

1.3 Nanoencapsulacion

La nanotecnologia es un campo cientifico multidisciplinario emergente, con
enormes aplicaciones potenciales. Ademas de varios usos industriales y electronicos, se
han desarrollado grandes innovaciones en medicina, y se espera un gran impacto

positivo en la salud humana. Uno de los objetivos mas importantes de la nanomedicina
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es el disefo de sistemas de administracion de farmacos basados en nanotecnologia,
siendo uno de ellos la nanoencapsulacion. Generalmente estan compuestos por diversos
materiales, como polimeros naturales y sintéticos, lipidos o metales. (Rizvi et al, 2018,
Vishwakarma et al., 2013, Lamberti et al., 2014, Patra et al., 2018).

La nanoencapsulaciéon permite el empaquetamiento de sustancias bioactivas en
estructuras de tamafo nanoescala, lo que brinda proteccién a los compuestos bioactivos
(vitaminas, antioxidantes, proteinas y lipidos, asi como carbohidratos) (Ezhilarsi et al.,
2013), liberacién controlada desde el nucleo, funcionalidad y seguridad alimentaria
mejoradas, aumento del valor nutricional y atributos sensoriales, y disminucion de los
gastos (Sekhon, 2010). Los sistemas de encapsulaciéon de farmacos basados en
nanotecnologia han mostrado diversas ventajas, tales como: la posibilidad de una via de
administracion mas adecuada, reducir la dosis total del farmaco con una administracion
controlada, menor toxicidad y menos efectos secundarios, mayor concentraciéon activa y
mejor seguridad y eficacia (Farjadian et al., 2018).

En las ultimas décadas, las nanoparticulas han demostrado un rendimiento
superior en comparacion con los agentes terapéuticos convencionales contra diversas
enfermedades y condiciones, incluido el cancer, debido a sus caracteristicas
sobresalientes, como la capacidad de disefio en diferentes tamafos, bioactividad,
tendencia a la acumulacién en células tumorales y toxicidad insignificante para el cuerpo
humano. (Elveny, M., Khan, A., Nakhijiri, A. T., & Albadarin, A. B., 2021).

Varias investigaciones han demostrado la adecuada eficacia de las NP en

diversas terapias médicas existentes. La vinculacion de farmacos con NP puede mejorar
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la acumulacién de farmacos en tejidos cancerosos y mejorar sus capacidades de
penetracion a través de las membranas celulares (Hassanzadeganroudsari et al., 2020).

Se requieren grandes esfuerzos para optimizar el tamafo, la forma y otras
caracteristicas y evaluar los riesgos potenciales de las NP antes de su aplicacion en la
practica clinica. Dependiendo de una mayor conciencia sobre la nanomedicina, las NP
poseen un gran potencial para revolucionar el tratamiento de diversas condiciones y

enfermedades en el futuro (Elveny, M., Khan, A., Nakhijiri, A. T., & Albadarin, A. B., 2021).

1.3.1 Materiales de encapsulacion

Con base en la revision de la literatura, se han utilizado diferentes sistemas de
administracién de farmacos basados en nanoparticulas como vehiculos de polifenoles
para el tratamiento de la DM, que se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza del
material en que se basan, como basados en lipidos, polimeros, metales, ciclodextrina y
otros tipos de vehiculos de sistemas de administracion de farmacos basados en
nanotecnologia (Rocha et al., 2021), como se muestra en la figura 5. Se pueden
desarrollar diferentes nanoestructuras: nanoestructuras basadas en coloides de
asociacion, nanoemulsiones, nanoliposomas, nanolaminados, nanofibras, nanotubos de

carbono, nanocompuestos.
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Figura 5. Representacion esquemadtica general de los principales tipos de sistemas de encapsulacion actualmente usados
como vehiculos de polifenoles para el tratamiento de la diabetes mellitus (Rocha et al., 2021).

Por otra parte, las principales técnicas de nanoencapsulacién aplicadas a
antioxidantes y antimicrobianos son nanoincorporacion basada en coloides de
asociacion, técnicas de nanoencapsulacion basadas en lipidos, técnicas de
encapsulacion basadas en nanoportadores poliméricos de origen biolégico, técnicas de
encapsulacion basadas en nanoportadores poliméricos no biolodgicos, incorporacion de
ciclodextrina, electropulverizacion y electrohilado, nanotubos de carbono vy
encapsulacion de nanocompuestos. Se pueden seguir varios métodos de
nanoencapsulacion mediante secado por congelacion o secado por pulverizacion
(Pisochi et al., 2018).

La eleccion del método de encapsulacion apropiado es importante. EI aumento,

conservacion o disminucion de la bioactividad, depende de las interacciones que se
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establezcan entre los grupos funcionales del compuesto encapsulado y el nanomaterial
encapsulante (Pisochi et al., 2018). Los polimeros naturales se consideran materiales de
alojamiento apropiados para nanoparticulas, particularmente para aplicaciones
biolégicas, debido a su sostenibilidad, respeto al medio ambiente, nula toxicidad,
biodegradabilidad y biocompatibilidad (Reddy, M. S. B., Ponnamma, D., Choudhary, R.,

& Sadasivuni, K. K. (2021).

1.3.1.1 AlImidén como material encapsulante

El almidén es un biopolimero de carbohidrato, de naturaleza no tdxica, altamente
biodegradable y un polisacarido de bajo costo abundantemente presente en plantas,
cereales, cultivos y frutas que ha llamado mucho la atencién en los ultimos afios debido
a sus amplias aplicaciones. Estructuralmente, es semicristalino compuesto por una
region amorfa (amilosa) y no amorfa (amilopectina) cuyas proporciones dependen de
factores como la fuente botanica, el grado de madurez de la planta y las diferencias entre
cultivares de la misma especie (Eliasson et al., 2004).

Se encuentra en la naturaleza como microgranulos compuestos por moléculas de
amilosa y amilopectina, y esta estructurado arquitectonicamente por nanobloques
semicristalinos, cada uno de los cuales se puede obtener mediante varios
procedimientos, como precipitacion sin solvente, homogeneizacion a alta presion,
molienda de alta energia, sonicacion, extrusion reactiva y la combinacion de hidrolisis
acida y métodos de sonicacion que han sido examinados cuidadosamente por Kim et al.

(2015).
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Una de las modificaciones que es posible realizarle a esta macromolécula es la
nano-reduccion, que esta de moda en la actualidad debido a su tamafno pequefio
personalizado, atributos funcionales mejorados, mayor resistencia mecanica, mejor
retencion bioactiva, comportamiento de liberacidn mejorado y controlado de los
ingredientes funcionales encapsulados que conducen a importantes mejoras en diversas
aplicaciones de este polisacarido (Dai et al., 2018).

Los estudios sobre las aplicaciones de SNPs en el area farmacéutica presentan
una notable diversidad de procesos y aplicaciones farmacéuticas al combinar fuentes

naturales de almidon y métodos simples (Caldonazo, A., 2021).

1.3.2 Encapsulacion de quercetina

Se han informado diferentes sistemas de administracion de quercetina, como
nanoparticulas, nanoparticulas lipidicas solidas, liposomas y microemulsion para
diversas aplicaciones, como en enfermedades neurodegenerativas, envejecimiento, etc.

La microencapsulacién, es una técnica popular de administracion de farmacos
utilizada en la industria farmacéutica, se ha utilizado para proteger los compuestos
basicos solidos, liquidos o0 gaseosos contra las condiciones ambientales mediante el uso
de un sistema polimérico adecuado (Dias, M. I, Ferreira, I. C., & Barreiro, M. F., 2015).

La microencapsulaciéon se puede definir como un proceso fisicoquimico o
mecanico para atrapar una sustancia (agente activo) en un material adecuado (material
de la pared) con el fin de producir particulas esféricas con una membrana
semipermeable, delgada pero resistente, con diametros de unos pocos nanémetros. a

unos pocos milimetros (Pordevi¢, V., 2015).
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Durante la microencapsulacion, sin embargo, aparece un obstaculo principal: el
tamano del diametro de las células bacterianas (1-5 Im) o las particulas de un cultivo
liofilizado (mas de 100 mm), hace que la aplicacién de la nanotecnologia no sea factible
y limita la carga celular, para pequefnas perlas y, por lo tanto, el mantenimiento de la
viabilidad de las células (Frakolaki, G., Giannou, V., Kekos, D., & Tzia, C., 2021).

Sin duda, la integracion de materiales nanoestructurados o nanomateriales, que
tienen un tamafno entre 1 y 100 nm en al menos una dimensién, ha tenido también un
gran impacto en el desarrollo de areas de diagndstico clinico, monitoreo ambiental,
monitoreo de salud, seguridad alimentaria, analisis farmacéutico, y la investigaciéon
biolégica fundamental (Mollarasouli, F., Zor, E., Ozcelikay, G., & Ozkan, S. A., 2021).

Wu et al., 2008, informaron que las nanoparticulas de Eudragit E y alcohol
polivinilico (PVA) para aumentar la disolucién de quercetina, mostraron una liberacién
mejorada de quercetina hasta 74 veces y exhibié una actividad mas efectiva de
eliminacién de DPPH, formacion de anti superodxido, eliminacién de aniones superoxido
y anti peroxidacion de lipidos en comparacién con el farmaco puro.

Segun otro estudio de Halevas, E, et al. (2020) la encapsulacién efectiva de
quercetina en las nanoparticulas de silice mesoporosas tiene como objetivo mejorar su
solubilidad acuosa, tiempo de circulacion, biodisponibilidad sistémica, entrega dirigida,
liberacién controlada, lo que contribuye a mejorar el potencial terapéutico. De hecho, en
este estudio, la encapsulacién de QC mejoré de manera eficiente también su solubilidad
en medios acuosos.

Se informé también que la eficiencia de atrapamiento fue superior al 86 % en el

caso de cargas iniciales de farmaco del 10 % y el 15 % (p/p), mientras que fue del 72 %
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con una carga de farmaco del 20 % (p/p). Al aumentar aun mas la carga de farmaco al
20%, se observo una disminucion en la eficiencia de atrapamiento, lo que podria deberse
al aumento del gradiente de concentracion del farmaco en la matriz polimérica, y esto
conduce a una mayor lixiviacién del farmaco al medio externo durante la preparacién
(Chitkara et al., 2012).

Los datos de disolucion y permeabilidad obtenidos en un estudio de Alsaidan, O.
A., (2022) mostraron que la nanosuspensiéon formada por la técnica de abajo hacia arriba
mejor6 significativamente la tasa de disolucién porcentual y la permeabilidad de la

quercetina debido a la reduccién del tamano de las particulas.

1.3.2.1 Micro y nanoencapsulacion de quercetina y su efecto antidiabético

La formulacién de nanoparticulas de quercetina puede ofrecer una solucién
adecuada para explotar el potencial terapéutico del farmaco para el tratamiento de la
diabetes. Algunos de los estudios recientes respecto de la nanoencapsulacion de
quercetina y su efecto antidiabético se describen a continuacién. En el estudio
farmacocinético de Chitkara et al., 2012, se observo que las nanoparticulas de quercetina
mostraron un aumento del 523 % en la biodisponibilidad oral relativa de la quercetina con
respecto a la suspension de quercetina, lo que indica la posibilidad de reducir la dosis
usando nanoparticulas de quercetina. Ademas, los niveles plasmaticos de quercetina
también se mantuvieron durante 6 dias in vivo, lo que prometia una frecuencia de
dosificacion reducida. En los estudios de eficacia, se observé una disminucion en el nivel

de glucosa en sangre en ratas diabéticas tratadas con suspensién de quercetina (150
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mg/kg administrados diariamente) y nanoparticulas de quercetina (150 mg/kg
administrados cada cinco dias) en comparacion con el grupo de control diabético.

Se ha demostrado que los tratamientos de la diabetes experimental con diferentes
nanoparticulas que contienen flavonoides afectan varias funciones, incluida la inhibicion
de la peroxidacion de lipidos, la via PI3K dependiente de insulina, las actividades del
cotransportador de sodio-glucosa, la actividad de la a-glucosidasa y la absorcién de
glucosa en el intestino, etc. Por otro lado, la absorcion de glucosa de la sangre parece
mejorar, lo que resulta en un efecto antihiperglucémico. Todos estos efectos sugieren los
potenciales antidiabéticos de las formulaciones de nanoparticulas (Maity, S., Acharyya,
A., & Chakraborti, A. S., 2022).

Por medio de otro estudio se informd que las nanoparticulas cristalinas liquidas
liotrépicas de insulina y quercetina mejoran la biodisponibilidad, la eficacia antidiabética
y antioxidante después de la administracion oral (Singh, S., Kushwah, V., Agrawal, A. K.,
& Jain, S.,2018).

El estudio de sus propiedades biologicas reveld que la quercetina liberada de
nanoparticulas conserva sus propiedades antioxidantes y antiamiloides, lo que
demuestra que la nanoencapsulacion no afecta la bioactividad multifacética de la
quercetina. Los estudios de evaluacién biolégica, basados en dos propiedades
importantes de la quercetina, sirven como prueba de concepto sobre la viabilidad de la
liberacién in situ magnéticamente dirigida de quercetina activa para ejercer su multitud
de actividades farmacoldgicas (Halevas, E., et al, 2020).

La tabla 2 resume algunos de los estudios mas recientes y sobresalientes

respecto las nanoparticulas de quercetina y su efecto antidiabético.
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Tabla 2. Nanoparticulas y su efecto antidiabético.

de

encapsulaciéon

Técnica

Materia

encapsulacion

de Tamano

Principal
hallazgo en el

Referencia

Micro /nano tratamiento de
Diabetes
Método de Nanoparticulas 260 nm Cicatrizacion Himani Hooda,
fermentacion de plata significativa de Surabhi Baipai,
microbiana heridas durante Priyanka
el dia 14 de Singh. (2022)
tratamiento.
Método de Conjugados 95 - 150 Inhibe la Den Hartogh,
evaporacion complejos de nm. actividad de la D. J., & Tsiani,
del solvente naringenina-3- a-glucosidasa E. (2019).
caseina de en el intestino, lo
tamafo que retrasa la
nanométrico absorcién de
(Tamafo: 95 - carbohidratos.
150 nm)
Método de Nanoparticulas 253 nm. Previene la Al-Ishaq, R. K,
nanoprecipitac lipidicas soélidas dislipidemia y la Abotaleb, M.,
ion cargadas  con sobreproducci6  Kubatka, P.,
naringenina n de Kajo, K., &
(Tamano: 253 apolipoproteina  Busselberg, D.
nm) B. (2019).
Método de Cristales 100 nm Mejora la Singh, S,
emulsificacion- liquidos absorcion de Kushwah, V.,
difusion- atrapados  en glucosa Agrawal, A. K,,
evaporacion quercetina & Jain, S.
(2018).
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Método de Nanoparticulas 26 nm Bloquea las Tong, F., Liu,
autoensamblaj de PEG actividadesdela S., Yan, B., Li,
e cargadas con tirosina quinasa X., Ruan, S., &
quercetina Yang, S.
(2017).
Método de Micelas 117,5 nm Inhibe la via Kittl, M., et al.
evaporacién Soluplus PI3K (2016)
del solvente cargadas con dependiente de
quercetina (SM) insulina.

1.4 Planteamiento del problema

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronica que se caracteriza por
hiperglucemia y que aqueja a la poblacion mundial y por supuesto a la poblacion
mexicana. Segun los mas recientes estudios de la federacion internacional de diabetes,
415 millones de personas (1 de cada 11) sufren de diabetes; para el 2040 este numero
aumentara a 642 millones o casi el 10% de la poblacidén. Por medio de la Encuesta
Nacional de Enfermedades crénicas se reportd una prevalencia de 8.2% en la poblacion
mexicana de entre 20-60 afos.

La enfermedad progresa hacia la deshidratacion, la hiperosmolaridad, la
cetoacidosis, el coma o la muerte (si el déficit de insulina es lo predominante) o hacia
complicaciones cronicas con aceleracion de la aterosclerosis, aparicion de
microangiopatia y la neuropatia en los casos que evolucionan durante largo tiempo,

donde el déficit relativo de la accion de la insulina y su resistencia es progresion, ya sea

por la ausencia de tratamiento o por su abandono, lo cual tiene muchas causas como los
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efectos adversos, que han sido ya descritos en muchos estudios, (malestar general,
cefalea, molestias gastrointestinales, entre otros).

Se conoce que los antioxidantes, en particular el flavonoide quercetina, mejoran
los procesos patoldgicos asociados a la progresion de la diabetes, incluyendo la
limitacion de la incidencia del dafio por estrés oxidativo. Sin embargo, la limitada
bioaccesibilidad y su baja estabilidad quimica limitan su efecto, por lo tanto, se plantea
que la nanoencapsulacion de quercetina en un polimero de almiddn y su administraciéon
oral puede representar una alternativa o una ayuda al tratamiento para la en diabetes
mellitus. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar el efecto antidiabético pre-
clinico de nanoformulaciones en ratones con DM2.

Pregunta de investigaciéon

¢ Es mas efectiva la administracién de quercetina nanoformulada en comparacién
con la quercetina libre, en la reduccion de la glucemia de ratones diabéticos (>200 mg/dL)
inducidos mediante la administracion de estreptozotocina con una dieta alta en grasas y

azlcares?
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1.5 Hipotesis
Hipotesis verdadera
La administracién oral de quercetina nanoformulada reduce la glucemia de

ratones diabéticos e impacta positivamente en parametros bioquimicos.

Hipotesis nula

La administracién oral de quercetina nanoformulada no reduce la glucemia de

ratones diabéticos y no impacta positivamente en parametros bioquimicos
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Estudiar el efecto del tratamiento con quercetina nanoformulada en la reduccién
de la glucemia y parametros bioquimicos de ratones diabéticos inducidos con
estreptozocina y una dieta alta en grasas y azucares, para ofrecer una alternativa en el

tratamiento de pacientes con DM2.

1.6.2 Objetivos especificos

- Establecer un protocolo de diabetizaciéon (DM2) en ratones CD1 por medio de la

administracion de estreptozocina y una dieta alta en grasas y azucares.

- Determinar el efecto hipoglucemiante y dosis efectiva de la quercetina

nanoformulada en ratones diabéticos.

- Determinar los efectos de la quercetina nanoformulada sobre los parametros

quimico-metabdlicos (glucosa, insulina).
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2. Metodologia.

2.1 Tipo de estudio.

Estudio experimental controlado y aleatorizado, ensayo preclinico.

2.2 Muestra.

Se emplearon ratones macho y hembra CD-1 adultos de edades variadas, con un
peso de 25gr + 10 gr. A los que se les indujo DM2 por medio de una dieta alta en grasas
y azucares, mas la administracion durante 5 dias con estreptozocina, con una glucemia
minima de 200mg/dL, que fueron observados en un bioterio, dentro de cajas

transparentes con entre 5 y 7 ratones en cada caja.

2.3 Criterios de inclusion.
Ratones diabéticos machos y hembra de edades variadas que tuvieron un resultado de

glucemia minimo de 200mg/dL, sin ninguna otra condicion de enfermedad.

2.4 Criterios de exclusién.
Que tuvieran alguna otra condicion de enfermedad, gestantes, ratones que no

alcanzaron el minimo de valor de glucemia para considerarse diabético.
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2.5 Variables.

Tabla 3. Variables independientes

(quercetin-3-
rutindsido), de la
isoquercitrina

(quercetin-3-O-

Nombre Definiciéon Definicion Tipo Unidad de Instrumento/herr
conceptual oparacional (cuantitativa o medicién amienta de
cualitativa) medicion
Quercetina libre  Flavonoide Se aplicara la Cuantitativa Mg / mL Las cantidades
triciclico quercetina diluida seran pesadas
polihidroxilado, en agua destilada mediante
que en la por medio de basculas
naturaleza se administracion precisas.
encuentra oral con una
glicosilado geringa y una
formando parte de sonda rigida
la rutina especial

49



glucésido) o de
otros  glicésidos
siendo la aglicona

de todos ellos

Quercetina

nanoformulada

Nanoparticulas

del biopolimero
almidén cargadas
del flavonoide

quercetina.

Se aplicara la Cuantitativa

quercetina
nanoformulada
diluida en agua
destilada por
medio de
administracion
oral con una
geringa y una
sonda rigida

especial

Mg /dL

Las cantidades

seran
mediante
basculas

precisas.

pesadas
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Tabla 4- Variables dependientes

Nombre Definicién Definiciéon Tipo Unidad de Instrumento/herramienta de
conceptual oparacional (cuantitativa o medicién medicién

cualitativa)

Glucemia Se refiere a la Se medira la Cuantitativa mg / dL Se medira la glucemia de los
medida de glucemia de los ratones con un glucémetro Accu-
concentracion de ratones, una chek Active.
glucosa libre enla vez que se
sangre, suero o haya realizado
plasma sanguineo. un pequeno

corte en la zona
distal de la cola
para  obtener
una muestra de
sangre venosa
de la cola.

Estrés Condicion en la Para Cuantitativa U. carr Se evaluaran utilizando kits

oxidativo que el determinar el comerciales de ELISA de raton
metabolismo estrés oxidativo (BD Biosciences, CA, EE. UU.)
celular oxida se utilizaran los
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lipidos, proteinas,
azucares y acidos
nucleicos que
regulan su
funcionamiento

normal, causando
la rotura o la

mutacion del ADN.

niveles
plasmaticos de
factor de
necrosis
tumoral-a
(TNF-a),
interferon-y
(IFNy),
interleucina
(IL)-6, IL-4 e IL-
10

para analizar

inflamatorios.

biomarcadores
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2.6 Equipo y materiales.

Tabla 5. Equipo reactivos y materiales

Equipo Reactivos
Laboratorio Alimento para ratones alto en grasa
Bioterio equipado (dieta de cafeteria)
Glucémetro Solucion fisioldgica
Tiras reactivas Agua destilada estéril
Jeringas Quercetina libre
Guantes Quercetina en nanoformulacion
Bascula para ratones Estreptozocina

2.7 Preparacion de tratamientos.

2.7.1 Preparacion de quercetina.
En un laboratorio de la facultad de medicina de la UABC se peso la quercetina libre con

ayuda de una bascula analitica, posteriormente se mezcl6é con agua destilada estéril, y

se coloco en un tubo estéril de 25 ml.

2.7.2 Preparacion de nanoparticulas.
En un laboratorio de la facultad de medicina de la UABC se pesaron las nanoparticulas
con ayuda de una bascula analitica, posteriormente se mezclaron con agua destilada

estéril, y se colocaron en un tubo estéril de 25 ml.
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2.7.3 Preparacioén de quercetina nanoformulada.
En un laboratorio de la facultad de medicina de la UABC se pesaron las nanoparticulas
con quercetina con ayuda de una bascula analitica, posteriormente se mezclaron con

agua destilada estéril, y se colocaron en un tubo estéril de 25 ml.

2.7.4 Preparacion del alimento alto en grasas.
En un cuarto del bioterio destinado a preparacién de alimentos se molié el alimento

estandar de ratones (LabDiet 5001 Rodent Diet) con un molino hasta conseguir hacerlo
polvo, posteriormente se mezclé con manteca (con una relacion 7:3) hasta obtener una
consistencia pastosa y se formaron croquetas para los grupos que consumieron la dieta
alta en grasas.

Para este grupo también se preparé bebida alta en azucar, se mezclaron 60 ml de leche

condensada con 100 ml de agua, y se batié hasta obtener una mezcla homogénea.

2.8 Preparacion de los grupos

Se separaron 5 grupos de 5 ratones de ambos sexos cada uno, los cuales fueron
marcados en la zona proximal de la cola con un marcador indeleble para identificacion
con de uno a cinco puntos, cada grupo fue dispuesto de la misma forma, en el mismo
tipo de caja transparente, tuvieron acceso a alimentos y agua alta en grasas a libre
demanda, se almacenaron en estantes de bioterio en un cuarto a 28° C con ciclos de 12
horas de luz y 12 de oscuridad (Ovalle-Magallanes, B., Medina-Campos, O. N., Pedraza-

Chaverri, J., & Mata, R., 2015).
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Se determind el numero de grupos de acuerdo con la férmula de tamanos de muestra

minimos y maximos de disefio ANOVA (Arifin, W. N., & Zahiruddin, W. M., 2017).

2.9 Induccion de diabetes tipo 2

El modelo animal para el estudio de DM2 se baso en la implementacion una dieta alta en
grasas y carbohidratos a libre demanda durante 7 meses (35% de la ingesta caldrica fue
proveniente de grasas y 35% de carbohidratos) seguida de la administracién de 35 mg/kg
por 5 dias seguidos de estreptozocina en tampén de citrato 100 mM (pH 4,5). (Skovsg,
S., 2014).

Posteriormente, se suministro alimento y agua a libre demanda. Después de 12 dias, se
determiné el nivel de glucosa en sangre usando un glucémetro (Accu-chek Active) y los
ratones que tuvieron una glucosa en sangre = 200 mg/dl se consideraron
hiperglucémicos y fueron seleccionados para el estudio (Ovalle-Magallanes, B., Medina-

Campos, O. N., Pedraza-Chaverri, J., & Mata, 2015).

2.10 Determinacion del IMC

El IMC de los ratones se determiné tomando la medida de longitud, midiendo con una
cinta métrica flexible desde la boca al ano y el peso, estas medidas se efectuaron antes
de administrar de administrar la dieta y cada 15 dias después de iniciada. El IMC fue
utilizado como un indicador de obesidad o de acumulacién de tejido graso en los ratones
con diabetes y sanos. Las variables de IMC se realizaron con mediante la siguiente
ecuacion. (Paredes, J. L., et al., 2009).

IMC = Masa (g) / Talla (cm?)
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2.11 Aplicacioén de los tratamientos.

Los ratones hiperglucémicos se dividieron en cinco grupos de cinco ratones cada uno.
Tras 4 h de ayuno (ayuno matinal), a los animales del grupo | se les administré por via
oral las nanoparticulas cargadas con quercetina (NP-QU) a las dosis de 31,6, 100 y 316
mg/kg o 3,2, 10 y 31,6 mg/kg, respectivamente. Al grupo Il se les administré por via oral
las nanoparticulas libres. Al grupo Ill se le administré glibenclamida a una dosis 31.6
mg/kg por via oral. Y al grupo IV se le administré solucion fisioldgica (NaCl) para tener

como control. (Andrade-Cetto, A., & Heinrich, M., 2005).

2.12 Medicion de niveles de glucosa.

La determinacion del efecto antihiperglicémico se determind mediante muestras de
sangre de la vena de la cola mediante una pequefa incision al final de la cola cada hora
posterior por nueve horas después de la administracion de cada compuesto utilizando el

glucometro Accu-chek Active (Simmonds, M. S., & Howes, M. J. R., 2006).

2.13 Recogida de muestras de sangre y preparacion de tejidos.

Al final del periodo experimental, se recolectaron muestras de sangre de la vena yugular
de los ratones, se dejo coagular a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 3000
rom durante 15 min. Los sueros sobrenadantes se aspiraron y fraccionaron en tres tubos
Eppendorf. Se hicieron esfuerzos para mantener a los ratones lo mas libres de dolor

posible durante el ensayo. Posteriormente se confirmd la muerte por dislocacién cervical,
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Los tejidos pancreaticos se retiraron inmediatamente y se lavaron con solucién salina

helada (Abdou, H. M., Hamaad, F. A, Ali, E. Y., & Ghoneum, M. H., 2022).

2.14 Parametros bioquimicos y analisis ELISA
Para investigar las actividades antihiperlipidémica, antihiperglucémica y del extracto

acuoso, se determinaron los contenidos de glucosa, triglicéridos, colesterol total, LDL-C,
HDL-C, VLDL, utilizando kits comerciales de acuerdo con los protocolos del fabricante
(Accu-Bind Elisa Microwells, Monobind Inc para Péptido C). De acuerdo con el protocolo
del fabricante, los niveles de insulina se determinaron mediante el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Accu-Bind, Monobind Inc, sistema de

prueba de insulina).

2.15 Consideraciones bioéticas.
El manejo de animales se llevo a cabo de acuerdo con los establecido en la Norma Oficial

Mexicana-062-Z00-1999, sobre las especificaciones Técnicas para la Produccién,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. Si durante la realizacion del experimento
alguno de los animales presentaba alguna condicidon que le produciera sufrimiento éste
seria elegible para aplicacidon de eutanasia (aprobacion por parte del CICUAL FMP-AGG-

2022-2 y comité de bioética PICCNO7-22-1 en la seccion de anexos 1y 2).

2.16 Analisis estadistico.

Los datos se codificaron en Microsoft Excel 2016 y se procesaran con IBM SPSS 24 (IBM
Corp., Armonk, N.Y., EUA). Luego del analisis de la curva de distribucién y el resultado

de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, se realizé un analisis descriptivo de la
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glicemia en todos los tratamientos y mediciones, mediante el calculo de medianas y
rangos intercuartilicos. El analisis comparativo del efecto hipoglicemiante de las
nanoparticulas con quercetina y la quercetina libre, se realizara mediante las pruebas no
paramétricas de Kruskall Wallis y test de Dunn (comparaciones multiples). Se
considerara significativo un valor de p < 0,05. Se utilizara el método de comparacion de

grupos: ANOVA unidireccional (Arifin, W. N., & Zahiruddin, W. M., 2017).
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3. Resultados

3.1 Resultados de peso.

Para desarrollar el modelo de DM2 se administrd una dieta alta en azucares y grasas en
conjunto con la administracién intraperitoneal de estreptozotocina para producir aumento
de peso corporal, adiposidad y promover resistencia a la insulina y un estado
proinflamatorio causado por obesidad. En la figura 6, se observa que el aumento de peso
a lo largo de las 32 semanas de dieta fue homogéneo, sin diferencias significativas entre
los grupos, lo que prueba la eficacia del modelo de dieta. En la figura 7 se observan las
imagenes (diseccién abdominal) de los ratones con dieta alta en grasas y azucares con
los de dieta normal, donde es evidente la grasa abdominal que presenta el ratén
alimentado con una dieta alta en grasa y azucares comparado con el ratén de dieta

balanceada.
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Figura 6. Aumento del peso resultado de la dieta alta en carbohidratos y grasas.

Figura 7. A. Comparacion de tamafio entre un raton que mantuvo una dieta alta en grasas y
carbohidratos vs un ratdn que tuvo una dieta balanceada, ambos por 32 semanas. B. Diseccion
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de ratdn posterior a 32 semanas de dieta balanceada. C. Diseccion de ratdn posterior a 32
semanas de dieta alta en grasas y carbohidratos.

3.2 Resultados de los parametros bioquimicos en sangre.

Los resultados obtenidos en los parametros bioquimicos se muestran en la tabla 6, donde
se demuestra la efectividad del modelo de induccion de DM2, probando que la dieta alta
en azucares y grasas, seguida de la administracion intraperitoneal de estreptozocina,
resulta en la alteracion de los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre.
Estos resultados nos permiten confirmar que se logré simular efectivamente un

organismo con DM2.

Tabla 6 . Paradmetros bioquimicos posterior a la dieta administrada

Bioquimicos (Dieta normal)

Grupo Glucosa Triglicéridos Colesterol HDL LDL VLDL

Normal 110.3 £ 25 84 +19.5 103.8 £ 11.4 70.3 £ 5.1 18.8+18 16.8 £ 3.9

Bioquimicos (Dieta alta en grasas)

S. Salina 345.8 + 80* 163 +36.4  233.8+452* 1155+242 857+206 326%7.3
Nanoparticulas 453.3 +285.5* 177.5+359 235.7+14* 13751222 62+44.9 355+7.2
Glibenclamida 268 +82.3 190.5+45.7 180.8+8.2* 515+57b 91.2+123* 38.1+9.1

NP-Q 317 +158.9  262.8+74.9* 2453+739 118.8+50.3 81 %251 525+ 15

Los datos se expresen como la media + E.E.M. * p < 0.05 Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
Dunn.
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3.3 Niveles de Insulina y péptido C

Se tomaron muestras de sangre de los ratones de los 5 grupos para analizar los niveles
de insulina y péptido C, posteriores a la aplicacion de los diferentes compuestos
utilizados en cada grupo. En este caso no hubo diferencias significativas, sin embargo,
en la figura 8 puede observarse que, en el grupo administrado con las nanoparticulas de
quercetina, aumento ligeramente la insulina, o que explica el descenso de la glucemia

observada en la figura 10.
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Figura 8 A. Insulina y peptido C de ratones

3.4 Efecto hipoglucémico agudo

La tabla 7 muestra los valores de glucosa en sangre (mg/dl) al inicio del experimento y
los valores observados después de las 9 horas de la administracién de quercetina nano
formulada. Como se muestra, al inicio todos los grupos mostraron valores de glucosa en
sangre superiores a 200 mg/dl sin diferencias significativas (p< 0.05). A las 9 horas, se

observé que tanto las nanoparticulas (vacias [207 + 16 a 128 + 9]) como las
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nanoparticulas cargadas de quercetina (245 + 16 a 113 + 14) mostraron un efecto

hipoglucemiante significativo, incluso un efecto superior a la glibenclamida.

Tabla 7 . Valores de glucosa al inicio y al final de efecto hipoglucémico agudo.

Tratamiento Glucosa (mg/dL)
Inicial Final
Vehiculo (s.s.) 230 + 1072 199 + 194
NPS 207 + 1642 128 + 9 B*
NPS-Quercetina 245 + 1642 113 £ 14 B+
Glibenclamida 201 £ 9Aa 178 £ 64

Los datos se expresen como la media + E.E.M. * p < 0.05, ANOVA de medidas repetidas seguido
de la prueba de Tukey. * p <0.01, ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba de Tukey.
Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa en los valores de las lineas.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre valores de las columnas.

La figura 9 muestra la tendencia hipoglucemiante observada en un periodo de 9 horas.
Las nanoparticulas de quercetina mostraron un efecto hipoglucémico importante. Se
observo una meseta en la primera hora y posteriormente una reduccion de la glucemia
de manera progresiva hasta la 6ta hora de la administracion, y un efecto sostenido hasta
las 7.5 horas. El efecto hipoglucémico observado se puede considerar prolongado en

comparaciéon con la glibenclamida y los otros grupos (nanoparticulas vacias y soluciéon

salina).
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Figura 9. Variacion de la glucemia posterior a la administracion de los compuestos.

3.5 Histopatologia de tejido hepatico.

Las imagenes correspondientes al tejido hepatico se muestran en la figura 6. El examen
histolégico reveld que el grupo de control (figura 6A) se caracteriza por hepatocitos y
vasos sanguineos intactos. El higado de los grupos diabéticos y sanos mostré cambios
significativos en la morfologia tisular. Los grupos diabéticos inducidos con dieta alta en
grasas y carbohidratos y la administracion de estreptozocina (figura 6B) se caracterizan
por hepatocitos atrofiados y lesiones en los vasos y sinusoides sanguineos dafiados en
mayor medida, ademas de depdsitos de grasa importantes caracteristicos de la
esteatosis aguda (figura 6C). En la figura 6D se muestra el higado de raton con DM2
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tratado con nanoparticulas de quercetina, el cual exhibe microestructuras hepaticas
regeneradas y una reversion de la esteatosis aguda; estos resultados concuerdan con
los datos de pesos en los higados (tabla 7). Los pesos de los higados fueron de 2.9, 3.9,
4.1y 2.6 para raton control (dieta normal), ratén con DM2, ratén con DM2 tratado con
nanoparticulas de almidén, y ratén con DM2 tratado con nanocapsulas de quercetina,
respectivamente. El tejido hepatico de los ratones de con DM2 presentaron un peso mas
alto debido a la presencia de grasa, sin embargo, el grupo de ratones con DM2 vy la
administracién de nanoparticulas con quercetina demuestran un peso similar al de los
ratones controles.

Tabla 8 . Peso de los higados de los ratones de cada grupo.

Higado Media de peso en mg
Control 29
Solucién salina 3.9
Nanoparticulas 4.1
Nanoparticulas de quercetina 2.6
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Figura 10. Histopatologia del higado. A. ratdn con dieta normal B. ratén con DM2 C. ratdn con
DM2 y nanoparticulas de almiddn vacias D. ratén con DM2 y nanocapsulas de almiddn con
quercetina.
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4. Discusion

El modelo de dieta alta en azucares y grasas, ademas de la administracién intraperitoneal
de estreptozocina utilizado en el presente estudio resultdé favorable para realizar los
experimentos planeados, un modelo similar fue empleado por Ali Es-haghi, et al., donde
se administro estreptozocina por 7 dias para inducir DM2 en ratones C57BL/6 probando
asi el efecto de otros tratamientos contra esta enfermedad. En el presente estudio, la
media del IMC de los ratones con dieta alta en grasas y azucares mas la administracion
de estreptozotocina aumenté hasta 38, valores significativamente altos comparados con
los valores de IMC de los ratones con dieta normal (24).

Posterior al ensayo, se realizo el pesaje del tejido adiposo de los ratones con dieta normal
y de los ratones con dieta alta en grasas y azucares y la administracion de
estreptozotocina,. obteniendo una media de peso del tejido adiposo de 0.65 g en los
primeros y una media de 6.34 g en los segundos, demostrando que la dieta provoco un
aumento importante en tejido adiposo y se puede hipotetizar que se produjo resistencia

a la insulina, simulando un modelo de DM1.

La toma de las muestras de sangre se llevo a cabo 24 horas después de la administracion
de las nanoparticulas de quercetina, cuando el efecto hipoglucémico ya se habia perdido.
Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos en el estudio de Paredes et al.,
(2009), donde se confirmé que la administracidon de una dieta con alto contenido en
grasas en ratas Wistar produce un incremento progresivo del IMC hasta valores que

indican un sobrepeso; aumento en los niveles de colesterol total, C-HDL vy triglicéridos.
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Anteriormente se han estudiado los efectos de la quercetina nanoencapsulada con otros
agentes encapsulantes obteniendo resultados favorables (Mayada R, et al., 2023, Amina
M, et al., 2023,).En el presente trabajo estudiamos el efecto hipoglucémico de
nanoparticulas de almidéon como material encapsulante, al que también se le han
atribuido efectos hipoglucemiantes (Barrios-Nolasco, et al., 2022). Es notable un efecto
hipoglucemiante  de las nanoparticulas vacias comprobando lo que se menciona en
otros estudios, que los polisacaridos tienen las caracteristicas de baja toxicidad, buena
biocompatibilidad y fuertes actividades bioldgicas. Los polisacaridos con actividad
hipoglucemiante logran la hipoglucemia regulando enzimas digestivas relacionadas
como glucoquinasa, glucogeno sintasa, G6P y glucogeno fosforilasa, las vias del
metabolismo de la glucosa como la via de sefalizacion PI3K/Akt, AMPK, monofosfato de
adenosina ciclico (cCAMP)/proteina quinasa A, y la actividad del microbiota intestinal, y
afectando la expresion de proteinas de las vias relacionadas (Hongkun Xue, et al. 2024).
La actividad hipoglucemiante de los polisacaridos naturales esta estrechamente
relacionada también con su peso molecular, la posicion de los sustituyentes y las
estructuras primarias y avanzadas.

Por otra parte, el efecto antidiabético de la quercetina ha sido bien documentado. La
quercetina activa la adenosina monofosfato quinasa (AMPK) en los musculos
esqueléticos, lo que a su vez estimula los receptores Akt y GLUT4 en la membrana
celular, gracias a esto, la glucosa ingresa a las células por difusién facilitada a través de
GLUT4 y se metaboliza, por lo que regula el nivel de glucosa (Dhanya et al., 2017).
Ademas, la quercetina demostré también en un estudio de Chitkara, D (2012), mejorar la
translocacion de GLUT 4 mediante la activacion de AMPK. Por lo tanto, se comprueba
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que la combinacion de las nanoparticulas y la quercetina efectivamente tienen un efecto

hipoglucemiante importante.

El higado de los grupos de ratones con dieta alta en grasas y azucares y la administracion
de estreptozocina mostré cambios significativos en la morfologia tisular. EI examen
histolégico del higado reveld que el grupo de control se caracteriza por hepatocitos y
vasos sanguineos intactos. Los grupos diabéticos inducidos por dieta alta en grasas y
carbohidratos se caracterizan por hepatocitos atrofiados, lesiones en los vasos y
sinusoides sanguineos y depdsitos de grasa. Al mismo tiempo, el grupo tratado con las
nanoparticulas de quercetina exhibe microestructuras hepaticas regeneradas a partir del
dafio inducido por la dieta y la estreptozocina tanto en términos de estructura como de
fisiologia funcional. El tratamiento con nanoparticulas de quercetina restauré todos estos
cambios patoldgicos del higado, probablemente debido a los efectos conocidos de la
quercetina. Es bien sabido que los polifenoles tienen un efecto profundo en la regulacién
del estrés oxidativo a través de varios mecanismos: revirtiendo los dafios del ADN
causados por el estrés oxidativo a través de la via del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf2); reduciendo la inflamacion a través de la supresion de
la via del factor nuclear-kB (NF-kB); a través del aumento de la oxidacién de los acidos
grasos B mediante la regulacién positiva del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas alfa (PPARa) y mediante la inhibicién de la lipogénesis a través de la
activacién de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y la regulacién negativa de
las proteinas de unidén al elemento regulador de esteroles (Madi¢, V., et al., 2019; Li, S.,

et al., 2018).
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Ademas, los polifenoles protegen al higado de la fibrosis al suprimir la activaciéon de las
células estrelladas hepaticas, que son responsables de la deposicion de la matriz
extracelular (Hicks, D., et al., 2017). Otros estudios han demostrado que los flavonoides,
como la quercetina y la rutina, tienen actividad hepatoprotectora (Domitrovi¢, R., et al.,
2012).

Esta actividad hepatoprotectora probablemente se realiza a través de la mejora de las
enzimas de defensa antioxidantes a través de la expresion de Nrf2/citocromo P450 2E1
(CYP2E1), al disminuir la inflamacion a través de la inactivacién de las vias de
sefalizacion de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)/NF-kB vy al reducir
la apoptosis a través de la regulacién de la expresion de linfoma de células B 2 (Bcl-

2)/proteina quinasa B (AKT)/caspasa (Li, S., et al., 2018).
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5. Conclusion

El presente estudio evalué la eficacia de las nanoparticulas de quercetina en el
tratamiento de DM2, destacando su efecto hipoglucémico agudo. El modelo de diabetes
se logré6 mediante una dieta alta en grasas y azucares Yy la administraciéon de
estreptozocina, lo que provocd un aumento del indice de masa corporal (IMC) y
resistencia a la insulina. Los resultados mostraron que las nanoparticulas de quercetina
redujeron significativamente la glucosa en sangre, superando el efecto de la
glibenclamida y otros grupos de control. Los analisis histologicos del higado revelaron
cambios patologicos en los grupos diabéticos, como hepatocitos atrofiados y depdsitos
de grasa, mientras que los ratones tratados con nanoparticulas de quercetina mostraron
una recuperacion significativa en la morfologia hepatica. Las nanoparticulas de
quercetina no solo demostraron efectos hipoglucemiantes, sino también
hepatoprotectores, restaurando la funcionalidad hepatica. Se sugiere que la quercetina
activa vias metabolicas clave que facilitan la captacidon de glucosa y modulan el estrés
oxidativo, la inflamacién y la lipogénesis, contribuyendo asi a la regulacién de la glucosa
y la salud del higado. Las nanoparticulas de quercetina muestran un potencial
significativo como tratamiento para DM2 , no solo por sus efectos hipoglucemiantes, sino
también por su capacidad para regenerar la salud hepatica. Esto abre la puerta a nuevas
investigaciones sobre el uso de nanoparticulas en terapias contra la diabetes y
enfermedades relacionadas, aprovechando los efectos beneficiosos de la quercetina y

otros polifenoles en la regulacién del metabolismo y la salud general.
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Anexos:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

Tijuana, Baja California a 9 de diciembre del 2022.

DRA. JULIETA YADIRA ISLAS LIMON
DIRECTORA
PRESENTE.

Por medio de la presente le extiendo un cordial saludo y le notifico que, después de atender la
solicitud de revision del proyecto de investigacion titulado:

“ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES ANTIDIABETICAS DE NANOFORMULACIONES
BIOPOLIMERICAS CARGADAS CON POLIFENOLES EN UN MODELO MURINO
DIABETICO EXPERIMENTAL”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: DRA. ADRIANA GARCIA GURROLA
CLAVE: CICUAL-FMP-AGG-2022-2
en comision especifica, el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
ha decidido el siguiente dictamen:

APROBADO
Los fundamentos para dicha decisién se basan en que el proyecto cumple con los lineamientos
para el uso y cuidado de animales de laboratorio establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, asi como en la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals del National
Research Council octava edicién 2011.
La presente aprobacién es para su aplicacién en un periodo no mayor a DOS ANOS a partir de
la fecha del dictamen; cualquier cambio al protocolo de investigacion requiere de notificacion a
este Comité.
Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente

907&4, Tovar Dz’dg
Dr. Jorge Tovar Diaz

Responsable del Comité Interno para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio

c.c.p. Archivo Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

o)



UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA

Tijuana, B.C. a 1 de septiembre de 2022

Dra. Adriana Garcia Gurrola
Presente

A través de este medio, le informamos que el Comité Cientifico de la Facultad de
Medicina y Psicologia ha revisado el protocolo de investigacion “Estudio de las
propiedades antidiabéticas de nanoformulaciones biopoliméricas cargadas
con polifenoles en un modelo murino diabético experimental”, con clave
PICCNO07-22-1 y ha decidido:

APROBARLO

Con base en que el protocolo cumple con los parametros metodolégicos y de
pertinencia establecidos por este comité y que usted, como responsable técnico, ha
seguido las observaciones emitidas en la primera revisién. El siguiente paso, sera
enviarlo a valoracién por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL) de esta Facultad.

Atentamente

di

Dra. Ana Laura Martinez
Responsable del Comité Cientifico
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O i i AL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAI CALIFORNIA w 90-05%
FACULTAD DE MEDICINAYPSICOLOGIA . S
LICENCIATURA EN NUTRICION

Extiende la presente

CONSTANCIA

A CarlosAdrian PefaNatividad, Adriana Garcia Gunola, Abraham Wall- Medrano, AnalauraMartinezMartinez,

Por haber obtenido el SEGUNDO LUGAR con el trabajo: “ Heci hipaglicdmico agidb denangparticulas dequerceting enun modelo murino con
diabetes meliis tipo 2 mediante dieta alta en gasa y estiepineotoaina” en trabajos libres de investigacion modalidad poster, en el marco del 3er
Congreso Internacional de Actualidades en Nutricion “Cultivar, nutrir, preservar. Juntos”, llevado a cabo del 18 al 20 de
octubre de 2023, en la Facultad de Medicina yPsicologia de la UABC,Tijuana.

ATENTAMENTE
“POR LAREALIZACION PLENA DEL SER”
Tijuana, Baja California, 20 de octubre de 2023

Dra. Julieta Yadira Islas Limén Dra. Estefania Ochoa Ruiz Dr. Alberto Abraham Escobar Puentes
Directora de la Facultad de Medicina yPsicologia Responsable Comité Cientifico Responsable del Comité Organizador
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