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1. Introduccion.

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por presentar
valores elevados de glucemia debido a la disminucion total o parcial de la insulina en el
organismo y/o resistencia a la misma. Las complicaciones de la DM son frecuentes, por lo
tanto, es necesario la busqueda de nuevos farmacos hipoglucemiantes efectivos y con
menos efectos colaterales indeseables. El empleo de plantas con fines curativos se remonta
a la prehistoria y continua en la actualidad, mas del 80% de la poblacién mundial utiliza
cotidianamente plantas medicinales para tratar sus problemas de salud, es el caso de las
especies del género Bauhinia (Fabaceae) conocidas popularmente como pata de vaca,
orquideas, etc. las cuales han sido tradicionalmente empleadas por diferentes comunidades
de todo el mundo con fines medicinales, sus partes aéreas son utilizadas en forma de
infusiones para tratar la diabetes mellitus, dolores, inflamacion y entre otras, es por esto
que el género tiene un prometedor potencial medicinal. Sin embargo, a pesar de su uso
tradicional, la evidencia cientifica que apoye su efecto antiglucemiante es escasa. Por otro
lado, otro problema de salud relacionado con la diabetes es la depresion, algunos estudios
han descrito que personas con diabetes mellitus tienen predisposicion a padecer trastornos
del estado de animo. La depresion es el trastorno mental mas frecuente en diabéticos; se
considera que 1 de cada 3 pacientes con diabetes tienen depresion vy, a su vez, el riesgo de
tener un trastorno depresivo es 2 veces mayor que en la poblacidon general, en pacientes
con diabetes puede superar el 40%, persiste y se vuelve recurrente con el tiempo. La
depresion se ha considerado una consecuencia significativa de la diabetes, ya que aumenta
la tasa de morbilidad y las complicaciones potencialmente mortales. También, se ha
comprobado que los trastornos depresivos predisponen a padecer diabetes mellitus tipo 2.

Los estudios en animales resultan ser de gran ayuda en la comprensién de la patogénesis
de los trastornos depresivos y del estado de animo, por lo que los modelos de
comportamiento de roedores son Utiles para analizar la posible accién antidepresiva y en el
descubrimiento de nuevos farmacos.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficacia de un extracto de metanol de las partes
aéreas de Bauhinia divaricata (L) H.B.K. ex Britt. Et Rose en ratones con diabetes inducida
por estreptozotocina, asi como valorar un posible efecto antidepresivo en los modelos de
suspension de cola, nado forzado y campo abierto.




2. Planteamiento del problema y justificacion.

Actualmente la Diabetes Mellitus (DM) se considera una pandemia en aumento y representa
una causa importante de discapacidad y muerte en casi todos los paises. Es necesario aclarar
que la DM es un trastorno endocrino multifactorial caracterizado por una alteracion del
metabolismo de la glucosa, lipidos y proteinas. Se han considerado a los farmacos como la
piedra angular del tratamiento actual de la DM. Sin embargo, no todas las personas con
diabetes presentan una respuesta satisfactoria a estas fuentes terapéuticas, por lo que
tratamientos integrales incluyen dieta, ejercicio y cambios en los habitos del paciente. A
largo plazo la diabetes presenta complicaciones cardiovasculares, retinopatia diabética, e
insuficiencia renal y en algunos casos amputaciones de extremidades. Asi, la busqueda de
nuevos farmacos hipoglucemiantes, a partir de plantas utilizadas en la medicina tradicional
para “bajar la azlcar” resulta importante. Bauhinia divaricata, es una planta la cual en la
medicina tradicional se le ha atribuido dicho efecto. Sin embargo, no hay evidencia cientifica
que sustente su efecto hipoglucemiante.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general.

Comprobar la eficacia hipoglucemiante de un extracto metandlico de las partes aéreas de
Bauhinia divaricata L en modelos de conducta en ratones, asi como analizar su efecto
antidepresivo.

3.2 Objetivos especificos.

Realizar una busqueda exhaustiva sobre conceptos tedricos en la literatura cientifica.
Extraer los compuestos bioactivos de la planta Bauhinia divaricata

Inducir diabetes a ratones con estreptozotocina

Evaluar el efecto hipoglucemiante en sangre periférica en ratones normal e
hiperglucémicos tratados con un extracto de metanol de Bauhinia divaricata

e Evaluar el efecto de tipo antidepresivo en modelos de conducta en ratones




4. Antecedentes

4.1 Generalidades del género Bauhinia

El género Bauhinia comprende mas de 300 especies distribuidas en las regiones tropicales
y subtropicales de América, Africa, Asia y Oceania, cerca de 50 especies se encuentran en
México y Centroamérica, varias de ellas endémicas, destacando: Bauhinia forficata, Bauhinia
tomentosa, Bauhinia natalensis, Bauhinia augusti, Bauhinia purpurea, Bauhinia blakeana
(Lara, 2018).

4.1.1 Caracteristicas de Bauhinia divaricata L

Aspectos taxon6micos

Familia: Fabaceae (leguminosas) Subfamilia: Caesalpinioideae Género: Bauhinia L

También conocida como: pata de cabra, pata de res, pata de vaca, pata de venado y pie de
cabra (Rzedowski,1997). Es un arbol perteneciente a la familia de las Fabaceas
(Leguminosas) caracterizada por presentar una altura cercana a los 6-8 m. Las hojas
usualmente son lobuladas de 10-15 cm de ancho; las ramas son arqueadas y pendientes;
follaje ralo, hojas alternas, caducas, con dos foliolos unidos a partir de un borde interno
(dando un aspecto bilobulado) y con dos aguijones curvados en las axilas foliares (Lara,
2018).

Presenta flores hermafroditas, el androceo posee no mas de diez estambres, son grandes
de color blanquecino, tienen el caliz espataceo y los pétalos unguiculados de color blanco,
rojo, violeta, verde, amarillo y rosado. Su fruto consta de una legumbre, con semillas negras,
brillantes y aplanadas en su interior. Las especies de Bauhiniatienen un importante potencial
ornamental por lo atractivo de sus flores y también se les atribuyen propiedades
medicinales, alimenticias y maderables (Lara, 2018).
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Figura 1. Ilustracion de Bauhinia divaricata L. Burkhardt (1943)



http://www1.inecol.edu.mx/publicaciones/resumeness/FLOBA/Flora%2051.pdf

4.1.2 Composicion quimica

Los estudios fitoquimicos en este género han sido a partir de las partes aéreas en las que
se han encontrado una serie de metabolitos, entre ellos: saponinas, taninos, terpenoides,
trazas de fenoles y alcaloides, antocianinas, esteroles (B-fitoesterol), glucdsidos esteroidales
(xilopirandsido, ribofurandsido del clionasterol), proteina (0.59%), minerales (potasio,
calcio, hierro, magnesio, zinc y cobre) , flavonas, flavanonas; la mayoria de las actividades
se atribuyen a los flavonoides (quercetina, kaempferitrina y o derivados de miricetina)
(Lara, 2018).

4.1.3 Aspectos farmacoldgicos

Se conoce muy poco respecto a la actividad farmacoldgica de este género, frecuentemente
ha sido estudiado debido a su posible accidén hipoglucemiante, ya que es utilizada en la
medicina popular en el tratamiento de la diabetes mediante su consumo en forma de
infusiones. En Brasil existen estudios para las especies B. forficada, B. microstachya, B.
variegata como antidiabético, por otra parte, en Argentina la especie B. argentinensis
Burkart se emplea para tratar la diabetes y dolencias hepaticas y renales, al igual en chile
la especie B. candicans se utiliza para el control de la diabetes (Lara, 2018)

Se ha descrito que B. divaricata se emplea en Puebla, Quintana Roo y Yucatan para curar
la disenteria y la diarrea, también para tratar bronquitis, asma, la colitis y la mordedura de
vibora. Otros efectos farmacoldgicos que se han reportado y comprobado en algunas de sus
especies son: antifungicos, antimalaricos, antioxidantes, antibacterianos, analgésicos y
antiinflamatorios.

Hasta el momento los efectos del extracto se han evaluado principalmente en modelos
murinos diabéticos inducidos por estreptozotocina y aloxan. En un estudio evaluaron el
extracto de las hojas secas de B. divaricata en ratas, en este estudio los resultados indican
que favorece la relajacion dependiente de endotelio en anillos de aorta en ratas diabéticas
inducidas con aloxan, dado los resultados la planta puede resultar de gran utilidad en la
prevencidon de complicaciones vasculares asociadas a la diabetes (Camile et al., 2018).

4.2 Diabetes Mellitus (DM)

Padecimiento metabdlico que representa una de las problematicas de la salud mundial, esta
enfermedad se encuentra entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial. De
acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) que calcula que alrededor de
425 millones de personas (20-79 anos) en todo el mundo padecen algun tipo de DM. México
ocupa el quinto lugar entre los 10 paises con mayor incidencia de esta enfermedad con 12
millones de personas diagnosticadas (Angeles,2019)




DM es una condicion patoldgica en la que predomina un aumento del nivel de glucosa en
sangre lo que conlleva a un desorden metabdlico de los hidratos de carbono, proteinas y
grasas, como consecuencia de los trastornos metabdlicos, el paciente diabético suele
presentar polifagia, poliuria, polidipsia, somnolencia, cansancio, vision borrosa, mareos e
insomnio; y en casos cronicos sufre pérdida de peso, insuficiencia renal, pérdida de la vision,
arterosclerosis, problemas circulatorios, gangrena (Pérez et al., 2006). En el 2011, la
Federacion Internacional de Diabetes reportd que en ese momento cerca de 336 millones
de personas sufrian la enfermedad, la cual ademas de provocar aproximadamente 4.6
millones de fallecimientos cada afio, disminuye considerablemente la calidad y la expectativa
de vida de los pacientes (Bequer et al., 2016).

Este padecimiento se clasifica en dos tipos: tipo 1 (DMT1) es un desorden autoinmune en
el cual hay destruccidn de las células B del pancreas con caida de la produccién enddgena
de insulina, como resultado el organismo produce poca o ninguna insulina, lo que provoca
una deficiencia relativa o absoluta de dicha hormona; la susceptibilidad a este tipo de DM
esta influenciada por factores tanto genéticos como ambientales, ademas los enfermos que
padecen DM1 son insulinodependientes; es decir, necesitan de la administracion exdgena
de insulina para preservar la vid, por su parte la de tipo 2 (DMT2) es un desorden metabdlico
cronico, esta caracterizada por el desarrollo progresivo de resistencia a la insulina en el
higado vy los tejidos periféricos asociada a la disminucion en la secrecion de la hormona por
parte de las células B pancreaticas, este tipo de diabetes resulta ser las mas frecuente debido
a que el 90% de los pacientes la padecen ya que se le asocia regularmente con la obesidad
es por ello que las personas con diabetes de tipo 2 tienen un alto riesgo de complicaciones
cardiovasculares, neuroldgicas y microvasculares ( Cufia et al., 2020).

La DM al ser una enfermedad cronico-degenerativa, ocasiona complicaciones agudas las
cuales deterioran la calidad de vida de quienes la padecen, sin embargo, en la actualidad
existe una amplia gama de medicamentos antidiabéticos con el objetivo de aliviar los
sintomas, mantener el control metabdlico, prevenir las complicaciones, mejorar la calidad
de vida y reducir la mortalidad (Angeles,2019).

4.2.1 Modelos experimentales para generar diabetes

En la ultima década ha habido una ‘explosion’ de informacion cientifica sobre los factores
genéticos y ambientales que desencadenan los mecanismos bioquimicos involucrados en la
enfermedad de la diabetes, asi como sobre las complicaciones y los tratamientos. En este
sentido, los modelos bioldgicos en animales desempefian un papel fundamental en el estudio
de los mecanismos fisiopatoldgicos y en la evaluacion de las estrategias de diagndstico y
tratamiento que limiten el desarrollo de la enfermedad y sus complicaciones (Bequer et
al.,2016).

Los modelos animales de diabetes pueden ser una herramienta valiosa en dicha busqueda
ya que reproducen varias de las manifestaciones clinicas de la diabetes humana. Estos
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modelos se clasifican en espontaneos e inducidos. Entre los espontaneos se encuentran los
analogos y los intrinsecos mientras que los inducidos son secundarios a la administracion
de farmacos u hormonas. El modelo de diabetes inducido por estreptozotocina (STZ) en
roedores ha sido uno de los mas usados (Diaz et al., 2007).

4.2.2 La estreptozotocina como modelo de Diabetes Mellitus en ratones

La DMI en humanos se caracteriza por una destruccién especifica de las células S
pancreaticas, cominmente asociada con dafio mediado por el sistema inmune. Aunque el
daino puede ocurrir de forma silenciosa a lo largo de muchos afios, en la presentacion clinica
hay poca masa celular S superviviente y el trastorno avanza a insulinopenia. La STZ es un
derivado de la nitrosourea aislado de Streptomyces achromogenes con actividad antibidtica
y antineoplasica de amplio espectro. Es un potente agente alquilante que ha demostrado
interferir con el transporte de glucosa, tiene funcién de glucocinasa e induce multiples
roturas de cadenas de DNA. Una Unica dosis concentrada de STZ puede producir diabetes
en roedores, probablemente como resultado de efectos tdxicos directos. En los roedores
susceptibles esto induce una diabetes insulinopenia en la que la destruccion inmunoldgica
juega un papel, como en la DM1 humana. El modelo de dosis mdltiples de SZT en dosis
bajas se ha utilizado ampliamente para estudiar las vias inmunoldgicas que conducen a la
insulitis; resulta ser un evento patoldgico que precede a la diabetes de tipo 1, en el que las
células inmunes infiltran los islotes, llevando a la destruccion progresiva de las células beta
pancreaticas productoras de insulina (Gonzalez et al., 2022). Sin embargo, el agente
producira diabetes incluso en ausencia de células T y B funcionales (Rees et al., 2005).

4.3 Aspecto Generales de la Depresion.

La depresion es un trastorno de salud mental, que se caracteriza por la pérdida del interés
de las actividades diarias como dormir, comer, trabajar, asi como de pensamientos y actos
negativos; es decir puede causar sintomas graves que afectan la funcionalidad de los
individuos. Se debe diferenciar de la tristeza que es una respuesta humana universal a la
frustracion, desilusion u otras adversidades. La depresion patoldgica es una tristeza sin
razén aparente que la justifique, y ademas grave y persistente afecta la vida afectiva,
cognitiva, conductual y somatica de la persona, puede ser originada por problemas
laborales, sociales y/o académicos que dan como consecuencia la afectacion de la calidad
de vida, sin embargo, se desconoce la causa exacta (Martinez et al., 2022).

Como lo ha descrito la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades mentales
han aumentado a nivel mundial, siendo estas la principal causa de discapacidad y muerte
prematura (OMS, 2022). El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) presentd
los resultados de la Primera Encueta Nacional de Bienestar Autor reportado (ENBIARE)
realizadas en todo el territorio nacional, con el fin de dar a conocer que dentro de la
poblacion adulta el 15.4% sufre sintomas de depresion y un porcentaje mayor del 19.5%
se adjudica solo a las mujeres (INEGI, 2021).

6



4.4 Modelos de conducta en ratones.

Los estudios en animales en los Ultimos afios han logrado grandes avances en la
comprension de la patogénesis de los trastornos depresivos y del estado de animo. Entre
estos, los modelos de comportamiento de roedores son Utiles para analizar la posible accién
antidepresiva, ademas de ayudar en la blsqueda de nuevos farmacos. Entre todos los
modelos animales, la prueba de natacion forzada (FST), suspension de cola (TST) son las
herramientas mas utilizadas para la deteccidon de sustancias que pueden tener efectos de
tipo antidepresivos en ratas y ratones (Krishnan et al., 2012).

e Nado forzado

Propuesto originalmente por Porsolt, Antdn, Blavet y Jalfre en 1977, validado tanto en ratas
como en ratones (Cryan et al., 2005).

Es uno de los modelos animales mas utilizados para medir la actividad antidepresiva. En el
transcurso de la prueba, el animal experimental va adoptando una conducta de inmovilidad
que para Porsolt reflejaba un desanimo conductual al cual denominaba “desesperanza
aprendida” entendida como aquella pauta conductual en la que los animales abandonan sus
intentos de lucha y escape para resolver una situacion de conflicto. Se tiene asi una analogia
que podria asemejarse a la depresion humana, la cual es una situacion de abandono
(Concepcion, 1993).

La prueba consiste en introducir a los ratones en un tanque cilindrico de 21 cm de altura y
diametro de 14.5 cm, que contiene 15 cm de agua a 23 + 1°C. Todos los animales son
obligados a nadar durante un periodo de 15 minutos (pre-prueba), seguido de una sesion
de 5 minutos (prueba) 24 h después y el tiempo total de inmovilidad se mide en segundos.
Se le llama inmovilidad cuando el animal apenas y realiza los minimos movimientos
necesarios para mantener la cabeza fuera del agua (Estrada Reyes et al., 2015)

El tiempo de inmovilidad se reduce con farmacos antidepresivos clinicamente efectivos,
debido a esto se concluyd que la inmovilidad es selectivamente sensible a los tratamientos
antidepresivos, por lo que dicho modelo ahora se usa ampliamente para detectar nuevas
sustancias con actividad antidepresiva (Concepcion, 1993).

e Suspension de cola

La prueba de suspension de cola se ha convertido en uno de los modelos mas utilizados
para evaluar la eficacia de los tratamientos farmacoldgicos antidepresivos en ratones. Se
basa en el hecho de que los animales sometidos al estrés ineludible a corto plazo de ser
suspendidos por su cola, intentan escapar de forma innata de esta aversiva situacion
mediante la realizacion de movimientos vigorosos; sin embargo, después de varios intentos
fallidos y de no lograr escapar, desarrollaran una postura inmdvil (desesperanza); varios
farmacos antidepresivos al igual que en la prueba de nado forzado disminuyen la duracién



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krishnan%20V%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cryan+JF&cauthor_id=15890404

de inmovilidad y promueven la aparicién de comportamientos relacionados con el escape
(Cryan et al., 2005).

Los ratones son suspendidos a 50 cm por encima de la superficie mediante cinta adhesiva
colocada aproximadamente a 1 cm de la punta de la cola. Cada ratén estd suspendido
durante un total de 6 minutos, y la duracién de la inmovilidad se registré durante el intervalo
final de 4 minutos de la prueba. En esta prueba, el comportamiento de inmovilidad se
considera solo cuando el ratéon permanece pasivamente colgado y completamente inmovil
(Estrada Reyes et al., 2015).

e Campo abierto

En los estudios originales de Hall en 1934, la prueba de campo abierto fue utilizada para
medir la conducta de los roedores en un ambiente novedoso en el cual no tienen forma de
escapar (Suarez, 1981).

La prueba de campo abierto es una prueba utilizada para evaluar la actividad ambulatoria,
mediante la evaluacion de la motricidad (coordinacion y fuerza) y locomocion
(desplazamiento), en una caja cuadrada de plexiglas cuyas medidas son 40 x 30 x 20 cm,
la cual tiene 12 divisiones iguales de 11 x 11 cm, en el piso y cuya altura impide la salida o
escape del roedor. La duracion de la prueba es de 5 minutos, y durante este periodo de
tiempo lo que se observa es la conducta exploratoria vertical (Nimero de paradas, lo que
se refiere al nUmero de veces en que los ratones se paran sobre sus patas posteriores y la
locomocion (nimero de cruces; cantidad de veces que el ratdon camina entre cuadrantes).
En estudios realizados la evaluacion de la coordinacion y del desplazamiento ha demostrado
ser de utilidad para estudiar los posibles efectos secundarios o inespecificos de los
tratamientos farmacoldgicos en estudio (Estrada Reyes et al., 2015)



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cryan+JF&cauthor_id=15890404

5. Material y métodos

5.1 Preparacion de extractos de Bauhinia divaricata L.

El material vegetal utilizado en este estudio consistid en las partes aéreas de Bauhinia
divaricata. Se pesaron 300 g para la obtencion de 3 extractos (hexano, acetato de etilo,
metanol). Tanto hojas como tallos fueron pulverizados y secados, mismos que se colocaron
en un frasco de vidrio al cual se le afiadi6 el 100 % de los disolventes (500mL). En el caso
del extracto hidroalcohdlico se pesaron 100 g de las partes aéreas de la planta y se anadié
etanol: agua (70:30).Los 4 extractos se dejaron macerar a temperatura ambiente durante
una semana, pasado el tiempo de macerado se filtrd la solucidn y se pasd por el rotavapor
para eliminar la mayor cantidad de disolventes del extracto. Posteriormente se pasd a un
frasco previamente tarado el cual se dejo por 7 dias a temperatura ambiente. Para conocer
el peso del extracto obtenido, se pesé nuevamente el contenedor al cual se le resto del valor
del frasco tarado.

5.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones Swiss Webster machos de 2 meses de edad, con un peso de 20-35 gr,
originarios del bioterio de la Divisidén de Investigacién en Neurociencias del Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muiiiz, dichos roedores tenian libre acceso al alimento y
agua durante todos los experimentos y se trataron de acuerdo con la Norma oficial mexicana
(NOM-062-Z00-1999). Los animales se alojaron en jaulas de policarbonato transparente
(27 cm x 17 cm x 15 cm), de 8 a 10 ratones por jaula, en una habitaciéon con temperatura
y humedad controlada (20-21 °C), bajo ciclo de luz luz-oscuridad invertida (12:12h).

5.3 Tratamientos

Para la preparacion de las dosis a administrar se tomaron 5 g del extracto de metanol y se
disolvieron en 10 mL de solucion salina al 0.9 % y con 7 gotas de Tween 80, asi obteniendo
una concentracion final de 500 mg/kg; de aqui se partié para la obtencion de las dosis de
10, 50, 100, 200 mg/kg. Para la evaluacién de tipo antidepresiva como control positivo se
utilizo de referencia Clomipramina (CLO) a dosis de 2.5, 5 y 10 mg/kg, administrado por via
intraperitoneal (IP), asi mismo se utilizd solucién salina al 0.9 % como control (CTL). Para
el efecto hipoglucemiante como control positivo se utilizd Glibenclamida (GLI) a una sola
dosis de 15 mg/kg por via IP y se utilizd Buffer de citrato 0.1M a pH 4.5 tanto para el control
sano (CTLS) como para el control diabético (CTLD). Cabe mencionar que solo se evaluaron
las dosis de 100 (DEX1) y 200 (DEX2) del extracto. El tiempo de latencia para los controles,
el extracto, CLO y GLI fue de 30 min y después de la primera administracion se inicio la
prueba correspondiente.




5.4 Evaluacion de la conducta locomotora de roedores

5.4.1 Campo abierto

Se coloco sobre una mesa una caja de policarbonato transparente de 45 x 45cm dividida en
6 cuadrantes, posteriormente se colocaron los ratones individualmente en el centro de la
caja, se contabilizaron manualmente los siguientes parametros: nimero de cuentas o
numero de veces que el ratdn camino entre cuadrantes (NC) y nimero de paradas o nimero
de veces en que los ratones se paran sobre sus patas posteriores (NP) durante 5 minutos
con ayuda de un contador diferencial manual de 6 teclas y al finalizar cada prueba se limpid
la caja con una solucién de agua/alcohol.
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Figura 2. Representacion ilustrativa de la prueba de campo forzado.

5.5 Evaluacion de la actividad de tipo antidepresiva

5.5.1 Nado Forzado

Los ratones fueron colocados individualmente en cilindros de vidrio (altura: 21 cm, didametro;
14,5 cm), los cuales contenian 15 cm de agua a 24 = 1 °C. Todos los animales pasaron
anteriormente la pre-prueba al nadar durante un periodo de 15 min, 24 h después se realizd
la prueba con una duracion de 5 min. Se registro el tiempo total de inmovilidad el cual fue
medido en segundos con ayuda de un crondmetro. Una vez finalizada la prueba, los ratones
fueron retirados del cilindro y se secaron cuidadosamente, posteriormente se colocaron en
sus jaulas. Todas las sesiones experimentales fueron grabadas en video.

AN
inmovilidad niovilidad

Figura 3. Representacion ilustrativa de la prueba de nado forzado
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5.5.2 Suspension de cola

Los ratones fueron colocados cuidadosamente en un palo de madera con ayuda de cinta
adhesiva, tomando un 1 cm desde la punta de la cola, dicho palo esta apoyado en 2 soportes
universales y elevado a una distancia de 50 cm. La prueba duro un total de 6 min por ratén.
Se registro el tiempo de inmovilidad en segundos, el comportamiento de inmovilidad se
registrd cuando el ratén se quedd suspendido en el aire sin realizar ningin movimiento de
lucha/huida. Después de la prueba todos los ratones se regresaron a sus jaulas de origen.
Todas las sesiones experimentales fueron grabadas en video.

y % r Y
Figura 4. Representacion ilustrativa de la prueba de suspension de cola.

5.6 Evaluacion del efecto hipoglucemiante

5.6.1 Tolerancia a la glucosa

Se formaron 5 grupos de 5 ratones y cada grupo recibidé un tratamiento diferente (VEH,
Glibenclamida 15 mg/kg, extracto de metanol a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg). Los ratones
se dejaron en ayuno durante 4 horas, transcurrido el tiempo se midié la glucosa basal
tomando una pequefia muestra de sangre extraida de la cola del ratdn la cual se colocd en
una tira reactiva del glucémetro One Touch Ultra, después se administraron los tratamientos
correspondientes por via IP, en seguida se le suministréd a cada ratdn un bolo de glucosa
2g/kg por via oral con una sonda orogastrica. La concentracion de glucosa en sangre fue
monitoreada con ayuda del glucometro a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la
administracion de la glucosa.

Medir la glucemia basal

Tolerancia a s

la Glucosa
(GTT)

Administrar
15 min después MeOH o vehiculo

de
(2g/kg) n=5r i

Figura 5. Procedimiento de la prueba de tolerancia a la glucosa
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5.6.2 Induccion de diabetes

El estado hiperglucémico en los ratones se indujo mediante la administracion de 100 mg/kg
de SZT disuelta en 0.1 M de solucién de citrato (pH 4.5) por via intraperitoneal, antes de la
administracion de STZ se midid la glucosa basal a todos los ratones con tiras reactivas del
glucdmetro One Touch Ultra. Posteriormente transcurridas 72 h después de la induccién se
confirmd la diabetes mediante la medicion de la glucosa con muestras de sangre extraidas
de la porcién distal de la cola, se consideraron diabéticos aquellos que superaron los 180
mg/dL de glucosa sanguinea y fueron integrados en los grupos experimentales (Nota: los
ratones que mostraron glucosas <180 mg/dL recibieron una segunda dosis de STZ).

5.6.2.1 Diseio experimental de diabetes mellitus

Se utilizaron 36 ratones que se dividieron en 5 grupos de 7-8 ratones cada uno y fueron
sometidos a un tratamiento durante 28 dias, una sola vez por dia mediante via IP.

Tabla 1. Grupos experimentales y tratamientos.

Grupo SZT Tratamiento No raton
CTLS No Buffer Citrato 7
CTLD Recibido Buffer Citrato 7
CTL-positivo Recibido Glibenclamida 15 mg/kg 8
DEX1 Recibido Extracto de metanol 100 mg/kg 8
DEX2
Recibido Extracto de metanol 200 mg/kg 7

Informacioén sobre los diferentes grupos experimentales y sus respectivos tratamientos; control sano (CTLS),
control diabético (CTDL), el control positivo (CTL-positivo), grupo diabético que recibié la dosis de 100 del
extracto (DEX1) y grupo diabético que fue tratado con la dosis de 200 (DEX2).

Se realiz6 seguimiento diario del peso corporal, asi como también se determind la cantidad
de agua y alimento consumida diariamente. Estas mediciones realizadas en los diferentes
grupos permitieron observa el comportamiento y estado de los animales.

Nota: De lunes a viernes la cantidad de alimento fue de 150 g con 450 mL de agua, mientras
que el fin solo se aumentd la porcidn de alimento a 300 g.

Para evaluar el efecto hipoglucemiante se determinaron las glucemias los dias 7,14,21 y 28
de tratamiento con tiras reactivas del glucdmetro One Touch Ultra a partir de muestras de
sangre extraidas de la vena de la cola de los ratones. Una vez trascurridos los 28 dias los
ratones fueron expuestos a la prueba de nado forzado.




5.6.3 Sacrificio y toma de muestras.

Después de 28 dias de tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante eutanasia por
decapitacion para medir diferentes parametros. La sangre obtenida de cada ratdn se
recolectd en tubos Eppendorf de 2 mL, los tubos previamente rotulados se llevaron a
centrifugar a 8050 g durante 15 min en una microcentrifuga refrigerada (SMART R17), se
extrajeron 30 YL del plasma por triplicado de cada ratén y se colocaron en tubos eppendorf
de 1 mL para posteriormente obtener los niveles la Glucosa, Corticosterona, Interleucina
(IL-1B) y TNF-a mediante la prueba de ELISA utilizando kits de diagnostico especificos.
Posteriormente se realizd la diseccion de higado, bazo, estdmago y ambos rifiones, el
estdomago fue lavados con solucidn fisioldgica (0,85%). Se pesé cada 6rgano en una balanza
analitica (0,0001g) con el objetivo de determinar las diferencias en el peso de
los 6rganos (PO) en relacion con el peso corporal (PC).

El peso relativo de los 6rganos se calcul6 de la siguiente manera:

Peso del organo (g)

P lativo =
esorefattvo Peso corporal el dia del sacrificio (g)

5.6.4 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el mddulo de analisis del programa Sigma-Plot Versién
12.3. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA) de una via o de Kruskal-Wallis basado en el rango, seguido de la prueba U de
Mann-Whitney para valorar las diferencias entre tratamientos. Se consideré que existian
diferencias significativas cuando p<0.05. Los valores graficados corresponden a la media
aritmética de cada grupo y la barra de error al error estandar.




6. Resultados

6.1 Cantidad de extracto obtenido

Como se muestra en la Tabla 2 se obtuvieron mayores rendimientos de los extractos de
metanol (6.1 % ) y del hidroalcohdlico (12.3 %), comparados con un menor rendimiento de
los extractos de hexano y de acetato de etilo.

Tabla 2. Porcentaje de los extractos obtenidos.

Extracto material vegetal extracto % de rendimiento
(9) obtenido (g)
Hexano 300 7.7 2.5
Acetato de etilo 300 3.3 1.1
Metanol 300 18.5 6.1
Hidroalcohdlico 100 12.3 12.3

6.2 Cromatografia en capa fina

Se realizé la identificacion y separacién de compuestos de cada uno de los extractos a través
de la cromatografia en capa fina. En la Tabla 3 se observan las placas donde hubo mejor
separacion de los compuestos.

Tabla 3. Cromatografias en capa fina de los diferentes extractos.

hexano acetato de etilo metanol hidroalcohélico
® D
L J
D
Fase movil: Fase movil: Fase movil: Fase movil:
AcOEt ACOEt + MeOH REOED < IR0 ACOEt + MeOH
100% 9 & 1 o 1 g8 : 2
Muestra
Compuestos

azUcares

Con base a los resultados que se mostraron anteriormente se decidid realizar una
comparacion entre el extracto hidroalcohdlico y metandlico para seleccionar el extracto con

el cual se evaluaria el efecto farmacoldgico de tipo antidepresivo e hipoglucemiante en
animales.




Como se muestra en la Figura 6 en el caso del extracto metandlico se aislaron mas
compuestos, ademas se observo la posible presencia de flavonoides por el color amarillo al
ser revelado con luz UV, el cual resulta ser caracteristico de dicho compuesto. Por otra parte,
con respecto al extracto hidroalcohdlico no se separ6 gran cantidad de compuestos. Sin
embargo, como se observa en la Figura 7 el extracto hidroalcohdlico a diferencia del
extracto de metanol muestra la presencia de azlcares, esto se comprobd al realizar una CCF
con la referencia de glucosa.

[

azUcares

Figura 6. Cromatografia en capa fina del a) Extracto de metanol (Extra.MeOH) e b) Hidroalcohdlico (HA) donde
se empled como fase mévil: Acetato de etilo: Metanol (90:10), revelados con luz UV.

azucares

azUcares

Figura 7. Cromatografia en capa fina de la referencia de a) Glucosa (GLU) y del b) Extracto Hidroalcohdlico
(HA), se empled como fase mdvil: Acetato de etilo: Metanol (80:20), revelados con luz UV.

Una vez analizado los resultados se decidid estudiar el posible efecto farmacoldgico del
extracto de metanol, esto se debid a la cantidad de compuestos que se observaron en la
cromatografia de capa fina.




6.3 Evaluacion de la actividad tipo antidepresiva

6.3.1 Nado forzado

Como se observa en la Figura 8A la administracién de 2.5 mg/kg del farmaco de referencia
clomipramina (CLO) no produjo un efecto significativo en el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado, lo que significa que no existe diferencia con respecto al grupo
control, mientras que las dosis de 5 y 10 mg/kg indujeron una notable disminucién en el
tiempo de inmovilidad de los ratones durante la prueba de manera dosis-dependiente
(H=17.794, gl=3, p=<0.001) (Tabla 4), dicho efecto fue significativamente diferente en
comparacion con el grupo tratado con vehiculo.

Respecto a la evaluacién del Extracto de metanol (Extra.MeOH), en la Figura 8B se puede
observar que no existe un efecto de tipo antidepresivo en las dosis de 10, 50 y 200 mg/kg,
debido a que no hubo una disminucién en el tiempo de inmovilidad, por lo que no existe
diferencia significativa al compararse con el control. Por otro lado, el grupo tratado con una
concentracion de 100 mg/kg muestra un tiempo de inmovilidad significativamente menor
en comparacion con los demas grupos y con el control (H=18.907, gl= 4, p<0.001) (Tabla
4). De igual manera, se puede observar que en la medida que aumenta la concentracién
del extracto, dicho efecto se pierde como en el caso del grupo tratado con la dosis de 200
mg/kg, ya que muestra valores superiores en comparacion con los demas grupos e incluso
ligeramente superiores al grupo control.

Tabla 4. Efecto de tipo antidepresivo del extracto de metanol de 5. divaricatay de clomipramina en
la prueba de nado forzado

Tratamiento Dosis (mg/kg) Tiempo de inmovilidad (s)
CTL 74.057 £ 2.72
2.5 67.882 £ 4.68
cLo 5 54.042 £ 2.45 ***
10 15.650 & 3.17 ***
H = 17.794, gl=3, p<0.001
CTL 74.05 £+ 2.72
10 79.55 % 3.43
Extra.MeOH 50 65.88 + 4.24
100 44.05 £ 3.31 ***
200 82.39 £ 2.97

H=18.907, gl= 4, p<0.001
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Figura 8. Efecto antidepresivo de A) CLO a dosis de 2.5,5 10 mg/kg y B) Extra.MeOH a
concentraciones de 10, 50, 100, 200 mg/kg, en la prueba de nado forzado. Las barras representan
el error estdndar medio de la media, los datos se expresan como la media £ SEM (n= 6). Las
diferencias entre grupos detectadas con el andlisis de varianza no paramétrica de una sola via,
seguido de la prueba U de Mann-Whitney. *p<0.05, **p <0.01 y ***p <0.001, significativamente
diferente del control.

6.3.2 Suspension de cola

La Tabla 5 muestra los resultados del analisis descriptivo del tiempo de inmovilidad en la
prueba de suspensidon de cola. Los grupos tratados con CLO a concentraciones de 5y 10
mg/kg tuvieron un mayor efecto, ya que se observd en ambos grupos una reduccion
significativa en el tiempo de inmovilidad (F 3.20) = 52.705, p<0.001) en comparacion a los
ratones tratados con la dosis de 2.5 mg/kg, la cual no redujo la inmovilidad en la prueba de
suspension de cola en comparacién con el CTL (Figura 9A).

En el caso de los grupos tratados con el Extra. MeOH los resultados indican que la dosis de
100 mg/kg fue la de mayor efecto ya que causd una disminucién significativa en el tiempo
de inmovilidad en relacion al grupo control (F 4,25y -80.12, p<0.001). Sin embargo, la dosis
de 10, 50 y 200 mg/kg muestra no tener efecto, ya que no disminuyeron significativamente
el tiempo de inmovilidad, lo cual indica una mayor similitud al grupo tratado con solucién
salina.




180

Tiempo de inmovilidad (s)

Tratamiento

CLO

Extra. MeOH

Dosis (mg/kg)

VEH

2.5

5

10

VEH

10

50

100

200

160 4

140 4

120 A

100 4

80

60 4

40 1

20

*kk

*%k%

CTL

25 5
Dosis (mglkg)

10

Tiempo de inmovilidad (s)

180

160 4

140 4

120 4

100 4

80 1

60

40

20 1

0

Suspension de cola

Tabla 5. Efecto antidepresivo del extracto de metanol de B. divaricata y clomipramina evaluada en la prueba
de suspensioén de cola.

Tiempo de inmovilidad (s)

150.61 + 2.74

146.65 * 4.28

113.20 £ 3.92 ***

94.97 & 3.64 ***

F(.200= 52.705, p< 0.001

150.61 + 2.74

145.61 + 1.689

145.35 + 2.381

94.74 + 3.696 ***

146.36 + 2.145

F(4,25)=80.12, p< 0.001

Efecto farmacoldgico de CLO a 2.5,5 y 10 mg/kg por via IP y Extra. MeOH a diferentes dosis (50,100
y 200 mg/kg) en la prueba de suspension de cola. Los resultados se expresan como promedio + SEM
de 6 animales mediante un analisis de varianza de una sola via, sequido de la prueba U de Mann-
Whitney.
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Figura 9. Efecto antidepresivo de A) CLO a dosis de 2.5,5 10 mg/kg y B) Extra. MeOH en las dosis
de 10, 50, 100, 200 mg/kg, en la prueba de suspension de cola. Las barras representan el error
estandar medio de la media. Las comparaciones fueron analizadas por andlisis de varianza de una
sola via. *p<0.05, **p <0.01 y ***p <0.001, significativamente diferente del control.



6.4 Evaluacion de la actividad locomotora

Para excluir un efecto sobre la inmovilidad debido a efectos secundarios inespecificos de
CLO vy del Extra. MeOH sobre la actividad locomotora, se evaluo la actividad ambulatoria
de los ratones en la prueba de campo abierto. Los resultados mostraron que los niveles de
deambulacién de los animales tratados con CLO a dosis 2.5, 5y 10 mg/kg fueron similares
a los observados en el CTL, es decir no hubo diferencia significativa (Tabla 6), por lo que
se descarta la presencia de algun efecto secundario adverso. Por otro parte, estos datos
indican y garantizan que los efectos de la clomipramina sobre el comportamiento de
inmovilidad en la prueba de nado forzado no se deben a un aumento en la actividad
ambulatoria.

En el caso de los animales tratados con Extra. MeOH a dosis de 200 mg/kg se observé una
disminucion significativamente en el nimero de cuentas y paradas con respecto al CTL,
mientras que las dosis de 10, 50 y 100 mg/kg fueron similares al control.

Tabla 6. Efectos de CLO y Extra.MeOH en prueba en campo abierto.

Tratamiento Dosis (mg/kg) No. cuentas No. Paradas
CTL 0.9% sol. Salina 64.16 + 2.00 20.83 £ 1.16
2.5 59.83 + 2.49 18.00 £ 1.96
5 58.00 + 1.65 17.00 £ 1.46
CLO 10 58.66 + 2.82 17.66 £ 1.706
F 3,20) =1.46, p=0.25 F 3,20) =1.11, p=0.36
VEH 0.9% sol. Salina 64.16 + 2.00 20.83 £ 1.16
10 65.33 + 3.34 20.667 + 0.803
50 60.00 + 2.54 19.833 + 1.352
Extra.MeOH 100 61.66 + 3.21 21.000 + 0.856
200 39.16 & 3.30 *** 10.833 £ 1.470 ***
F (4,25) =13.52, p< 0.001 F (4,25) =14.47, p< 0.001

Efectos en la actividad locomotora de CLO a dosis de 2.5,5 10 mg/kg en la prueba de campo abierto
y Extra.MeOH en las dosis de 10, 50, 100, 200 mg/kg. Los datos se presentan como media £ SEM
(n= 6). Las comparaciones se realizaron usar el analisis de varianza de una sola via. *p<0.05, **p
<0.01 y ***p <0.001, significativamente diferente del control.




6.5 Evaluacion hipoglucemiante

6.5.1 Tolerancia a la glucosa

Respecto a la tolerancia a la glucosa, en la Figura 11 se muestran los niveles de glucosa
en funcién del tiempo para los distintos tratamientos con respecto al grupo control, donde
podemos observar que en el caso del grupo tratado con la GLI (Figura A) a concentracion
de 15 mg/kg sus niveles de glucosa fueron disminuyendo significativamente después de los
30 minutos (p<0.05) pero fue a partir de las 2 horas cuando la glucosa en sangre disminuyo.
Por otro lado, como se muestra en la Figura B y D no hubo disminucién en los niveles de
glucosa durante la primera hora en los grupos tratados con la dosis de 50 y 200 mg/kg del
extracto. Se observa en la Tabla 7 que el extracto de MeOH a la dosis de 100 mg/kg reduce
la concentracion de glucosa a los 30 minutos (102.32 + 10.51 mg/dL, p<0.01) en
comparacion al control que solo recibid solucidon salina (180.28 %+ 22.65 mg/dL).
Posteriormente como se muestra en la Tabla 8 se realizd una comparacion entre
tratamientos y los resultados indicaron que no existen diferencias significativas entre los
grupos experimentales que recibieron GLI y Extra. MeOH.

Tabla 7. Glucosa en sangre después de la administracion oral de 2 g/kg de glucosa

Tratamiento Dosis (mg/kg) Glucosa (mg/dL)
CTL 0.9% sol. salina 184.28 + 22.65

GLI 15 120.75 £ 11.15 *
50 133.76 £ 12.51

Extra. MeOH 100 102.32 £ 10.51 **
200 128.12 + 15.84

F (4,200 =4.046, p=0.01

Tabla 8. Niveles de glucosa en sangre, comparacion entre tratamientos.

Tratamiento Dosis (mg/kg) Glucosa (mg/dL)
15 vs 50 t = 23.00, n=5, p= 0.42
GLI 15 vs 100 t = 33.00, n=5, p=0.31
15 vs 200 t = 25.00, n=5, p= 0.69
50 vs 100 t = 35.00, n=5, p=0.15
Extra. MeOH 50 vs 200 t =28.00, n=5, p=1.00
100 vs 200 t =22.00, n=5, p=0.31

H =3.183, gl=3, p = 0.364

Efecto hipoglucemiante de GLI a dosis Unica de 15 mg/kg y Extra. MeOH a dosis de 50,100 y 200 mg/kg) en la prueba
de tolerancia a la glucosa. Todos los resultados se expresan como promedio + SEM de 5 animales mediante un analisis
de varianza de Kruskal-Wallis basado en el rango, seguido de la prueba U de Mann-Whitney.




Figura 11. Curvas de tolerancia a la glucosa de los diferentes tratamientos contra el CTL A) GLI 15 mg/kg y
Extra.MeOH a diferentes dosis B)50, C)100 y D)200 mg/kg durante los tiempos 15, 30, 60, y 120 minutos
después de la administraciéon oral de glucosa. El tamano de la muestra fue de n=5 por grupo, los datos se
presentan como el promedio + error estandar en mg. Las comparaciones se realizaron usar el analisis de varianza
de una sola via. *p<0.05, **p <0.01 y ***p <0.001, significativamente diferente del control.
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6.5.2 Diseio experimental de diabetes mellitus.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del consumo de alimento y agua de
cada uno de los grupos. Los resultados indican que respecto a la ingesta de alimento hay
una diferencia estadisticamente significativa (H =14.014, gl= 4, p=0.007) entre los
diferentes grupos tratados y el grupo sano.

En cuanto al consumo de agua la prueba de Bonferroni nos indica que existe diferencia
significativa entre el CTLS y el CTLD, CTL-positivo y DEX1 (F 4,15y =13.142, p<0.001), siendo
el CTLD aquel con mayor diferencia, lo cual tiene mucho sentido debido a que al ser un
grupo el cual no recibidé ningun tratamiento con efecto hipoglucemiante su ingesta de agua
iba a ser mayor, ya que esta relacionado a uno de los principales sintomas del diabético la
polidipsia, lo cual podemos observar en las graficas Ay B de la Figura 11. Con respecto al
CTL-positivo y DEX1 podemos observar que la cantidad de agua consumida fue mayor, lo
que no indica que dichos tratamientos no tuvieron efecto.

Por otra parte, en la Tabla 10 se muestra la comparacion por pares mediante la prueba de
Tukey la cual indica que existe diferencia significativa (p<0.05) tanto en el consumo de
alimento como de agua entre el CTLD (tratado con buffer citrato) y el grupo que recibié 200
mg/kg del Extra.MeOH, estos resultados indican que el extracto redujo la cantidad de ambas
ingestas, ademas, presenta diferencia con respecto al CTLS, mientras que en el CTLD
mantuvo la polifagia y polidipsia en los ratones. En cuanto a los demas grupos con respecto
al consumo de alimento se encontrd diferencia significativa entre CTLS y el CTL-positivo (t=
26.00, n=4, p= 0.029), y entre los dos grupos DEX1 y DEX2 (t= 26.00, n= 4, p= 0.029).

Tabla 9. Ingesta de alimento y agua de los diferentes grupos durante los 28 dias de experimentacidn.

Grupos Consumo de alimento (g) Consumo de agua (mL)
CTLS 38.76 £ 0.414 44.90 £ 1.17
CTLD 46.91 + 4.01 130.77 £ 13.46 **x*
CTL-positivo 26.81 £ 5.05 84.90 =+ 7.53 **
DEX1 41.36 + 4.68 101.98 + 14.94 *
DEX2 23.11 £ 1.02 51.08 £+ 4.87

H =14.014 gl=4 p= 0.007  F (4,15) =13.142, p<0.001




Tabla 10. Comparacion entre los diferentes grupos con respecto al consumo de alimento y agua.

Comparacion Consumo de alimento (g) Consumo de agua (mL)
CTLD vs CTL-positivo t= 26.00, n=4, p= 0.029 t= 25.00, n=4, p= 0.05
CTLD vs DEX1 t=20.00, n=4, p= 0.686 t= 22.00, n=4, p= 0.34
CTLD vs DEX2 t= 26.00, n=4, p= 0.029 t= 26.00, n=4, p= 0.02
CTL-positivo vs DEX1 t= 11.00, n=4, p= 0.057 t= 16.00, n=4, p=0.68
CTL-positivo vs DEX2 t= 23.00, n=4, p= 0.200 t= 26.00, n=4, p= 0.02
DEX1 vs DEX2 t= 26.00, n=4, p= 0.029 t= 26.00, n=4, p= 0.02

Evaluacion del consumo de alimento y agua de los diferentes grupos tratados con Buffer citrato, GLI 15 mg/kg,
y Extra. MeOH a diferentes dosis (100 y 200 mg/kg) por via IP durante 4 semanas. Todos los resultados se
expresan como promedio + SEM de 3-7 animales mediante un analisis de varianza de una sola via de Bonferroni
y Tukey, seguido de la prueba U de Mann-Whitney. *p<0.05, **p <0.01 y ***p <0.001, significativamente
diferente.

Posteriormente podemos observar que conforme pasaron las semanas hubo un aumento en
la cantidad de alimento y agua consumidos del grupo CTLD (Figura 11A y B), lo cual se
relaciona con los sintomas de un diabético la polidipsia y polifagia, el sintoma de poliuria se
identificd cuando se realizaba el cambio de cama misma que se encontraba completamente
mojada. En cambio, el grupo sano durante las cuatro semanas de experimentacién no
incremento su consumo de alimento y agua.

En el caso del grupo diabético que fue tratado con glibenclamida (15 mg/kg) como se
muestra en el Figura 11C, su consumo de alimento fue menor con respecto al CTLS y fue
disminuyendo conforme las semanas, pero esto pudo deberse a la cantidad de ratones en
dicho grupo, ya que desde la semana uno solo sobrevivid 3 del total de 8 ratones. En cambio,
en cuento al consumo de agua se pudo observar que fue mayor que el del control sano
(Figura 11D). No obstante, para la semana cuatro disminuyé significativamente la ingesta
tanto de alimento como de agua, esto pudo deberse al estado de los animales ya que
presentaron varios cambios fisioldgicos como: parpados semicerrados, piloereccion,
conducta decaida, en general, su actividad era anormal.

Por otra parte, el grupo que recibié el Extra.MeOH a dosis de 100 mg/kg presentd una
disminucion significativa en su alimentacion a partir de la semana dos, esto debido a que se
observaron los mismos factores fisioldgicos que en el caso del grupo de glibenclamida, en
cuanto a la ingesta de agua hubo una disminucion en la semana cuatro. Sin embargo, se
consider6 dentro de lo normal al tratarse de ratones diabéticos (Figura 11E y F).




Finalmente, el grupo tratado con 200 mg/kg del Extra.MeOH mantuvo una constante ingesta
de alimento durante las cuatro semanas, por otra parte, respecto al consumo de agua hubo
una disminucién a partir de la tercera semana llegando a tener una ingesta menor que en
el grupo control, esto se relaciona con el efecto hipoglucemiante que tuvo el extracto a esta
dosis, generando sintomas de un grupo normoglucémicos (Figura 11G y H)
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También se evalud el peso corporal de los 5 grupos durante el tiempo de experimentacion,
los resultados se muestran en la Figura 13, es importante mencionar que para la obtencién
de dichos resultados solamente se consideraron los pesos de los ratones que cumplieron
con los 28 dias de tratamiento. esto con el objetivo de cerciorarse si existié alguna variacion
en el peso de los animales. Sin embargo, en el caso del CTL-positivo se consideraron los
pesos de los 3 ratones que fueron tratados durante 26 dias.

El peso corporal promedio inicial del grupo control (27.49 g), mientras que el peso inicial de
los demads grupos fue de 30.15 + 0.3,29.83 + 0.6, 23.50 + 0.6 y 26.77 + 0.7 g para el
CTLD, CTL-positivo, DEX1 y DEX2 respectivamente. Se puede observar que el peso medio
inicial del CTLD fue superior que el del control. Como se muestra en la Figura 13 en el caso
del grupo control se observd un incremento gradual del peso en los ratones, como era
esperado, teniendo en cuenta que se encontraban sanos y en periodo de crecimiento. Con
respecto al control diabético podemos observar que fue decreciendo el peso de los animales,
esto concuerda con la tendencia general que presentan los pacientes diabéticos con el
tiempo, quienes van perdiendo peso cuando no reciben un tratamiento adecuado.
Posteriormente el peso del grupo tratado con glibenclamida se mantuvo durante 15 dias,
sin embargo, su peso disminuyd significativamente a partir del dia 17, esto debido a los
factores fisioldgicos que presentaron mismos que ya fueron descritos anteriormente.
Respecto al grupo que recibié la dosis de 100 mg/kg del extracto no se observd una
disminucion en su peso corporal, ademas de que finalizar el tiempo de experimentacion los
ratones volvieron a su peso medio inicial. Por Ultimo, el grupo experimental tratado con 200
mg/kg del extracto sufri6 una disminucion de peso, sin embargo, se recuperaron
posteriormente.

—O— CTL-Sano

—&— CTL-Diabetico

—A— CTL-positivo (Glibenclamida 15 mg/kg)
—%— Extra. MeOH 100 mg/kg

—&— Extra.MeOH 200 mg/kg

Diferencia del peso corporal (g)
N

-10 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura 13. Evolucion del peso corporal de los animales de los grupos experimentales con respecto al grupo
control sano durante las 4 semanas del protocolo para la estandarizacién de la induccion de diabetes. Las barras
representan el error estandar medio de la media.
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Los resultados de la determinacién semanal de glucosa de los grupos experimentales se
presentan en las siguientes Tablas (de la 11 a la 15).

Referente al control sano las concentraciones de la glucosa durante los 28 dias de
tratamiento registran un ligero aumento, sin embargo, no resulta significante debido a que
siempre se mantuvieron dentro del rango normal de un ratén sano (Tabla 11)

Tabla 11. Concentraciones de glucosa sanguinea en ratones normoglucémicos durante el tiempo
de experimentacion.

Tratamiento: Buffer citrato 0.1 M pH=4.5

CTLS Glucosa en sangre (mg/dL)
# Raton Dia 0 (basal) Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
1 129 152 153 100 137
2 107 160 160 160 162
3 98 156 105 147 131
4 108 155 147 138 126
5 110 149 150 148 144
6 102 137 162 133 138
7 108 135 152 147 154

Los valores de glucosa del CTLD antes de la induccién a la hiperglucemia experimental
fueron entre 100-128 mg/dL. Después con la induccion del SZT después de 72 horas se
logré valores hiperglucémicos por encima de los 160 mg/dL. Posteriormente en el primer
monitoreo de glucosa después de siete dias de tratamiento se observd que los niveles de
glucemia fueron en aumento hasta por encima de 400 mg/dL, después de 21 dias los niveles
de glucosa fueron superiores a 600 mg/dL sin embargo esto resulto ser letal para algunos
ya que no resistieron hasta los 28 dias de tratamiento (Tabla 12).

El CTL-positivo recibid dos dosis consecutivas de SZT (100 mg/kg) para la induccién a la
diabetes, 72 horas después se observd que 4 de los 7 ratones presentaron niveles de glucosa
por encima de 200 mg/dL, mientras que los ratones 3, 6 y 7 mostraron glucosas menores
de 160 mg/dL, debido a ello se decidid aplicar una tercera dosis de SZT con la cual
obtuvieron glucemias mayores a lo mencionado en la metodologia. Después el grupo fue
tratado con glibenclamida, sin embargo los ratones 2 y 6 solo recibieron 2 veces el
tratamiento ya al dia siguiente se encontraron sin vida, también el dia 4 se observaron
cambios fisioldgicos (parpados cerrados, postura encorvada, menos activos y con
piloereccion) en los ratones 1 y 6 debido a ellos se monitoreo su glucosa la cual se
encontraba en el caso del raton 1 por debajo de los niveles normales <70 mg/dL y el ratdn
6 presento una glucemia de 90 mg/dL lo cual indicaba que estaban presentando
hipoglucemia, debido a lo antes mencionado los ratones no cumplieron con los 28 dias de
tratamiento ya que no sobrevivieron después de ese dia, dichos acontecimientos pudieron
deberse a la toxicidad de la SZT y al a ver recibido mas de una dosis de la misma. Por otra




parte, el tratamiento con glibenclamida no produjo disminucién en los niveles de glucosa de
los tres ratones que lograron sobrevivir mismos que solo fueron tratados durante 26 dias.

Tabla 12. Concentraciones de glucosa sanguinea en ratones diabéticos durante el tiempo de
experimentacion.

CTLD Tratamiento: Buffer citrato 0.1 M pH=4.5

Glucosa en sangre (mg/dL)

# Raton Dia O 72 h después de Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
(basal) administrar SZT
1 110 179 453 462 527 514
2 100 169 455 >600 >600 *
3 114 198 506 583 >600 531
4 110 151 485 >600 i &
5 128 182 484 375 587 577
6 119 317 584 558 >600 >600
7 122 252 566 488 >600 &

Tabla 13. Concentraciones de glucosa sanguinea en ratones diabéticos durante el tiempo de
experimentacion.

CTL Tratamiento: Glibenclamida 15 mg/kg
positivo

# Raton Dia 0 72 h después de 72 hdespuésde Dia4 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

N & 1 A W N &=

Glucosa en sangre (mg/dL)

(basal) administrar 2 administrar 3
dosis de SZT dosis de SZT
127 214 = 30 d d b
110 432 = v v v ks
120 148 449 = 486 >600 >600
11 446 = = 548 >600 >600
123 372 = = 527 508 528
134 156 171 92 v v ks
137 122 321 = d d b

* Animales que no sobrevivieron

Como se aprecia en la Tabla 14 el grupo de ratones diabéticos que recibié como tratamiento
100 mg/kg del extracto de metanol, no consiguidé detener el incremento de glucosa en
sangre lo que implico que muchos de los ratones no sobrevivieran a los 28 dias de
tratamiento. En cambio, la glucosa del grupo DEX2 disminuyo significativamente, como se
muestra en la Tabla 15 el ratdn No.2 presento una concentracion de glucosa de 376 mg/dL
después de la induccion a la diabetes, posteriormente se observa que la glucemia disminuye
progresivamente conforme avanzan los dias de tratamiento hasta llegar a valores cercanos
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al control normal (142 mg/dL).Por otra parte el ratén No.3 al cual la administracion diaria
del extracto logré mantener su glucemia en niveles normales hasta el dia 28, sin embargo
de la misma manera que los otros grupos experimentales muchos de los ratones no
concluyeron con el tiempo de experimentacion, pero debido a los resultados obtenidos se
podria decir que a estas dosis el extracto resulta ser efectiva e incluso contrarresta un efecto
de hiperglucemia, sin embargo es imposible realizar una estadistica debido al nimero de
ratones que llegaron al final del protocolo.

Tabla 14. Efecto del Extra. MeOH a dosis de 100 mg/kg en los niveles de glucosa sanguinea en
ratones diabéticos durante 28 dias de tratamiento.

Tratamiento: Extra. MeOH 100 mg/kg

DEX1 Glucosa en sangre (mg/dL)
# Raton Dia 0 72 h después de Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
(basal) administrar SZT

1 150 348 k& i3 i3 ks
2 147 591 >600 >600 >600 ks
3 142 194 471 452 522 >600
4 160 369 k& i3 i3 ks

5 151 219 >600 565 578 h
6 123 222 k& i3 i3 ks

7 140 184 490 72 347 341
8 151 332 559 556 >600 501

Tabla 15. Efecto del Extra. MeOH a dosis de 200 mg/kg en los niveles de glucosa sanguinea en
ratones diabéticos durante 28 dias de tratamiento.

Tratamiento: Extra. MeOH 200 mg/kg

DEX2 Glucosa en sangre (mg/dL)
# Raton Dia 0 72 h después de Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
(basal) administrar 2
dosis de SZT
1 149 458 & & & &
2 123 376 311 246 287 142
3 132 148 103 124 140 86
4 119 467 418 580 552 520
5 114 301 151 595 & <
6 136 339 & & & &
7 110 194 468 & & <

* Animales que no sobrevivieron




6.6 Toma de muestras y sacrificio de los ratones

6.6.1 Peso del 6rgano en relacion con el peso corporal

El examen macroscdpico de los érganos no reveld lesiones o cambios patoldgicos atribuibles
al extracto de metanol de B. divaricata y al buffer citrato. Sin embargo, en uno de los 3
ratones del grupo DEX2 se observd que su bazo era de un tamafo considerablemente
grande (0.68 + 0.03), también se encontro la presencia de un bolita de grasa cerca del
rifidn izquierdo en otro de los ratones, mismo caso sucedié con el CTLD, pero el tamafio de
la bola de grasa resulto ser mas grande y este se encontraba en el intestino de uno de los
ratones.

Los resultados del peso relativo resumidos en la Tabla 16 muestran que el extracto a 200
mg/kg produjo un aumento en el bazo en comparacion con el grupo sano, mientras que los
pesos relativos del higado y riflones no cambiaron. Respecto a la dosis de 100 mg/kg de
igual forma ocasiono un aumento en el higado, pero el peso del bazo y rifiones no cambio.

La prueba de Bonferroni mostré que todos los grupos en cuanto al estdmago tienen una
diferencia significativa con respecto al CTLS, es decir que en los grupos CTLD, DEX1 y DEX2
hubo un aumento en el peso relativo de este drgano.

Tabla 16. Efecto del extracto de metanol de B. divaricata y de los diferentes tratamientos sobre el
peso relativo de los drganos. Tratamiento intraperitoneal de 28 dias.

Tratamiento
Organo CTLS CTLD DEX1 DEX2 Diferencia
(buffer (buffer 100 mg/kg 200 mg/kg significativa
citrato) citrato)

Bazo 0.42 £ 0.02 0.45 + 0.5 0.27 £ 0.5 0.68 £ 0.03 *** F 3,13) = 14.026, p= <0.001
Rifion der. 0.70 £ 0.01 0.73 £ 0.03 0.81 + 0.08 0.78 + 0.05 F 3,13 = 1.570, p=0.244
Rifion izq. 0.70 £+ 0.01 0.68 + 0.04 0.77 £ 0.04 0.71 £ 0.04 F 3,13 = 0.941, p= 0.449

Higado 5.12 £ 0.14 5.86 + 0.25 6.71 £ 0.46 ** 5.78 £ 0.39 F 3,13 = 6.190, p= 0.008
Estomago 0.61 +£0.01 0.74 + 0.02 0.76 £ 0.03 0.78 £ 0.03 F 3,13 = 10.984, p= <0.001

Resultados del peso relativo de los 6rganos de los ratones después de recibir un tratamiento de 28
dias con extracto de metanol (100 y 200 mg/kg) y Buffer citrato. Los resultados se expresan como
media + SEM. Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante un ANOVA de una sola via

(test Bonferroni),

seguido de

la prueba t de Student para comparaciones pareadas.
*p < 0,05. ** p < 0.01, *** p < 0,001 significativamente diferente.



6.6.2 Nado forzado

En la Tabla 16 se muestra el tiempo de inmovilidad de la prueba de nado forzado después
de la administracion IP durante 28 dias de los diferentes tratamientos en grupos diabético.
Con respecto al CTLD al no recibir un tratamiento adecuado no hubo diferencia significativa
con respecto al control sano; sin embargo, se esperaria que el tiempo de inmovilidad fuera
mayor debido a la enfermedad que padecian. En cambio, se observé que el extracto a dosis
de 100 mg/kg redujo significativamente el tiempo de inmovilidad en comparacion con el
grupo sano, lo cual confirma el posible efecto de tipo antidepresivo que pudiese tener el
extracto a esta dosis, también en el caso del grupo DEX2 se redujo el tiempo de inmovilidad.
En cuanto a la comparacidn entre tratamientos mediante la prueba de U de Mann-Whitney,
existe una diferencia significativa entre los tratamientos del CTLD, DEX1 y DEX2 (Tabla
17).

Tabla 16. Efecto de tipo antidepresivo de los diferentes tratamientos en ratones diabéticos respecto
al grupo sano.

Grupos Tratamiento Tiempo de inmovilidad (s)
Control sano Buffer citrato 93.34 £+ 4.32
Control diabético Buffer citrato 83.88 + 5.64
Diabético Extra.MeOH 100 33.32 £ 2.94 ***
Diabético Extra.MeOH 200 62.22 £ 2.06 ***

F (3,15) =38.191, p<0.001

Tabla 17. Comparacion entre los diferentes grupos experimentales.

Comparacion entre tratamientos Tiempo de inmovilidad (s)
Control diabético vs Extra.MeOH 100 t= 26.00, n=4, p= 0.029
Control diabético vs Extra.MeOH 200 t= 26.00, n=4, p=0.029
Extra.MeOH 100 vs Extra.MeOH 200 t= 10.00, n=4, p= 0.029
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6.6.3 Determinacion de los niveles de glucosa, interleucina 1B y 6,
corticosterona y TNF-a en plasma.

Como se muestran en la Tabla 18 no existe una diferencia significativa en los niveles de
corticosterona entre los grupos diabéticos con respecto al grupo sano. Respecto a la
concentracion de TNF-a en plasma tampoco se encontrd diferencia entre los diferentes
grupos experimentales y el grupo sano. De acuerdo con la concentracién de IL no muestra
diferencia significativa entre los diferentes grupos experimentales. Por otra parte, los
ratones tratados con el extracto a 200 mg/kg, presentaron niveles de glucosa menores que
el resto de los grupos.

Tabla 18. Determinacién de los niveles de glucosa, Interleucinas (1B y 6), corticosterona, y TNF-a
en plasma de los diferentes grupos experimentales después de 28 dias de tratamiento.

Grupos Tratamiento Glucosa Corticosterona IL TNF
(mg/dL) (ng/mL) pg/mL (pg/mL)

CTLS Buffer citrato 89.278 + 6.61 227.679 £ 51.91 229.46 + 48.82 917.911 + 214.72
CTLD Buffer citrato 69.790 % 4.98 281.352 + 30.46 206.25 + 27.00 1097.198 + 348.27
DEX1 Extra.MeOH

100 76.740 £ 2.75 308.527 + 138.34 181.25 + 40.18 831.588 + 459.87
DEX2 Extra.MeOH

200 50.077 + 8.63** 279.188 + 83.84 264.58 + 110.47 1085.577 + 275.19

F(3,11) = 5.963

p= 0.011

F(3,1z) = 0.292

p= 0.831

F(3,13) = 0.267

p=0.848

F(3,13) = 0.153

p=0.926

Concentracion de glucosa, IL-1B e IL-6, corticosterona, TNF-a y glucosa en plasma de los ratones después de
recibir un tratamiento de 28 dias con extracto de metanol (100 y 200 mg/kg) y vehiculo de Buffer citrato. Los
resultados se expresan como media + SEM. Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante un ANOVA
de una sola via (test Bonferroni), seguido de la prueba t de Student para comparaciones pareadas. *p < 0,05.
** p < 0.01, ¥*** p < 0,001 significativamente diferente.




7. Discusion

Debido a la falta de estudios sobre el efecto antidepresivo de Bauhinia divaricata L; planta
conocida y utilizada por sus diversas propiedades terapéuticas en diferentes partes de
México, se decidio llevar a cabo la evaluacion del efecto de tipo antidepresivo del extracto
de metanol de las partes aéreas de Bauhinia divaricata , mediante el uso de modelos de
conducta animal como la prueba de nado forzado y de suspension de cola. En base a estos
experimentos se demostrd que a diferentes dosis de un extracto de Bauhinia divaricata se
produce dicho efecto. Cabe mencionar que durante ambas pruebas los animales se colocan
en una situacion de estrés, donde la actividad antidepresiva se expresa a través de la
disminucion del tiempo de inmovilidad, la cual podria reflejar un efecto de desesperanza
conductual, indicando un sintoma de la depresion. De acuerdo con lo antes mencionado, en
el presente estudio se demuestra que la administracién IP del extracto a dosis de (100
mg/kg) fue capaz de disminuir significativamente el tiempo de inmovilidad de los ratones
evidenciando asi un efecto antidepresivo. Las propiedades antidepresivas observadas
podrian estar relacionadas con la presencia de diferentes grupos de compuestos presentes
en el extracto, de acuerdo con la literatura cientifica, numerosos estudios sugieren que la
presencia de metabolitos secundarios del tipo de los flavonoides, al actuar sobre el sistema
nervioso SNC tienden a tener propiedades antidepresivas, antiinflamatorios, ansioliticos,
antioxidantes y anticancerigeno (Herrera et al., 2006; Castillo et al.,2004). Sin embargo,
debido a que no se conocen con exactitud los compuestos presentes en el extracto, es
recomendado realizar un estudio fitoquimico mediante métodos cromatograficos y
espectrofotométricos para saber con precisién a que compuestos se puede deber dicho
efecto. Sin embargo, el mismo extracto de metanol de Bauhinia divaricata en la prueba de
Nado forzado y suspension de cola a las dosis de 10, 5 y 200 mg/kg no decrecié el tiempo
de inmovilidad, por lo que a dichas dosis no se caus6 un efecto de tipo antidepresivo.

También se llevo a cabo la prueba de campo abierto (CA) con el fin de verificar que no
hubiese efectos adversos en las diferentes dosis empleadas y para descartar falsos positivos
en la prueba de nado forzado y suspension de cola, el ensayo de CA permitié analizar el
efecto excitador o depresor del sistema locomotor a través de la actividad exploratoria del
roedor en un ambiente desconocido. Los resultados demostraron acorde a la curva dosis
respuesta del extracto a las dosis de 10, 50, 100 mg/kg que no hubo propiedades de tipo
ansioliticas o alguna otra que nos indicara la presencia de algun efecto adverso, lo que
significa que no hubo ninguna afectacion en la actividad motora. Por otra parte, el
tratamiento con extracto a 200 mg/kg produjo una diminucion en el nimero de cuentas y
paradas, producido probablemente por dolor, ya que los ratones presentaron piloereccion y
arqueamiento dorsal.

De acuerdo los resultados del este estudio, el extracto de metanol a 100 mg/kg evita que
los niveles de glucosa aumenten después de los 30 minutos posteriores a la administracion
en la prueba de tolerancia a la glucosa. Por otra parte, también se presentaron diferencias
significativas en los niveles de glucosa a los 60 minutos después de la administracion de
glibenclamida.




En el presente estudio se evalud el efecto hipoglucemiante, en un modelo animal con
diabetes inducida por STZ en el cual se evidenciaron caracteristicas del sindrome diabético
humano como la polidipsia, poliuria y polifagia. Con respecto a los resultados obtenidos se
demostro que el Extra.MeOH de B. divaricata a 200 mg/kg tuvo efecto hipoglucemiante en
ratones con hiperglucemia experimental, cuando fue comparado con el grupo 2 (control
diabético) el cual recibié como tratamiento buffer citrato y con el grupo 1 (control sano). La
dosis de 200 mg/kg empez6 su accion a partir de los 7 dias después de la administracion
de SZT. Sin embargo, la disminucién de glucemia no fue significativa, conforme paso el
tiempo para el dia 28 la cantidad de glucosa en sangre se encontraba dentro de los valores
normales esperados esto se debido a la exposicidon continua al extracto que fue administrado
hasta el Ultimo dia del experimento. Debido a la falta del estudio fitoquimico se desconoce
que componentes activos serian los responsables de esta actividad, sin embargo se podria
considerar que los resultados son prometedores de la actividad hipoglucemiante de
B.divaricata 'y que pueden estar relacionados a la presencia de flavonoides (observados por
CCF), ya que estos compuestos son apreciados por su amplia actividad farmacoldgica debido
a que poseen estructuras capaces de donar electrones facilmente, ademas pueden unirse a
enzimas, e incluso a iones metalicos transitorios tales como: hierro, cobre y zinc, catalizan
el transporte de electrones y depuran los radicales libres. Sus propiedades antirradicales
libres se dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxido y superdxido, especies
altamente activas, es decir poseen un efecto protector frente a los fendmenos de dano
oxidativo. Con base en lo anterior se han descrito sus efectos protectores en patologias tales
como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y
duodenal, e inflamaciones (Saskia et al., 1998). Ademas, los flavonoides inhiben la actividad
de la glucosa-6-fosfatasa en el higado, con lo que se suprime la gluconeogénesis y la
glucogendlisis y, consecuentemente se reduce la hiperglucemia. Asi, no es de extraiar que
B. divaricata proteja las complicaciones crénicas producidas por la diabetes, sin embargo,
es necesario realizar un estudio fitoquimico de la especie con la finalidad de investigar los
principales compuestos involucrados en el efecto hipoglucemiante.

En el caso de los grupos de CTLD y al DEX1 no lograron una disminucién significativa de la
glucosa durante los 28 dias de experimento, lo que género que mucho de los ratones no
sobrevivieran. Es importante mencionar que en el caso del CTL-positivo que fue tratado con
el medicamento de glibenclamida el cual es reconocido como hipoglucemiante, no
demostraron su efecto a dosis de 15 mg/kg, ademas de ser el Unico grupo donde no
sobrevivieron la mayoria de los ratones después de los 21 dias. Lo anterior pudo ser causado
por la administracion doble o triple de SZT que pudo haber generado una mayor toxicidad
en los animales.

Por otro lado, se determind el consumo promedio de alimento (g/dia/ratdn) y de agua
(mL/dia/ratdon) esto con el objetivo de verificar que los distintos grupos experimentales
tuvieran un consumo normal y que éste no se viera afectado por la modificacion en la dieta
o bien por los tratamientos que se les administraron. Segun Bachmanov et al. 2002, el
consumo medio de alimento por dia/ratdn se encuentra en un rango de 3.1-6.3 g/dia/raton,
mientras que el consumo medio de liquidos es de 3.9-8.2 mL/dia/ratén. En este estudio, el
consumo promedio del CTLS fue de entre 3.3-6.2 g de alimento/dia/ratdn y de entre 5.5-
7.5 mL/dia/ratén, por lo que se trata de valores que se encuentra dentro del rango normal
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esperado. Sin embargo, respecto a los grupos inducidos a diabetes su consumo promedio
de alimento fue de hasta 10.5 g/dia/ratén y de agua de 6-18 mL/dia/raton en el caso del
grupo tratado con la dosis de 200 mg/kg, por otra parte, el grupo que recibié 100 mg/kg
del extracto su promedio de alimento fue entre 6.5-14.4 g/dia/ratén y el grupo tratado con
glibenclamida de 8.9-15.2 g/dia/ratén y hubo un mayor consumo promedio de liquido
durante las 2 ultimas semanas del protocolo en los grupos 2,3 y 4 de 16.5-25 mL/dia/ratdn,
por lo tanto los resultados indican que los tratamientos de cada uno de estos grupos
experimentales no ejercieron ningun efecto debido a que presentaron un mayor consumo
tanto de alimento como agua con respecto al grupo control sano.

En cuanto al control del peso corporal de cada uno de los ratones de los diferentes grupos
se observd un aumento en el peso de los animales del CTLS sin embargo esto era esperado,
teniendo en cuenta que se encontraban sanos y en periodo de crecimiento. Posteriormente
se observé una disminucién en el peso de los animales de los demas grupos, esto concuerda
con la tendencia general que presentan los pacientes diabéticos con el tiempo, quienes van
perdiendo peso cuando no reciben un tratamiento adecuado, sin embargo, los grupos que
recibieron el extracto metandlico, se recuperaron posteriormente.

Los resultados anteriores pueden explicarse desde el punto de vista fisioldgico, pues la
exposicion del organismo a una hiperglucemia persistente puede provocar un desequilibrio
osmotico y traer como consecuencia la polifagia, polidipsia y, por ende, la poliuria.

Una vez terminados los 28 dias de tratamiento se realizd la determinacion del peso relativo
de los 6rganos de los ratones. Los resultados en cuento al analisis macroscépico de los
organos, como el higado, rifiones, bazo y estdmago no presentaron ninguna anomalia. A
pesar de las dos o tres dosis de SZT que se administraron en el caso grupo DEX1, asi mismo
esto no se vio influenciado en el peso relativo de los érganos, lo cual indica que el impacto
del tratamiento con extracto de metanol en el peso corporal no estad asociado con algin
problema en la salud general de los animales. Sin embargo, los resultados obtenidos en el
analisis estadistico indican que existe una diferencia en el peso relativo del bazo del grupo
tratado con extracto a 200 mg/kg, asi como del higado del grupo DEX1 y del estdmago de
todos los grupos con respecto al CTLS. Debido a esto podria sospecharse que el extracto de
metanol pudiera causar un problema de toxicidad, esto se consideré dado que la evaluacion
del peso de los érganos es una parte esencial de la evaluacion toxicoldgica y de riesgos de
medicamentos, productos quimicos, productos bioldgicos. Sin embargo, no se puede
confirmar que el extracto tenga efectos de toxicidad hasta realizar las pruebas conducentes
de toxicidad.

Finalmente se analizaron los niveles de glucosa, corticosterona, interleucinas y TNF-a en
plasma de los ratones de cada uno de los grupos experimentales. Reportes previos han
demostrado la utilidad de cuantificar corticosterona plasmatica para la evaluacion de estrés
en periodos breves de tiempo (Stalder et al., 2012). Los datos obtenidos en el presente
trabajo (Tabla 17) exponen que los niveles de corticosterona plasmatica estan elevados
tanto en los roedores sanos como en los grupos diabéticos, esto es consistente con estudios
previos que han demostrado que el estrés en la prueba de nado forzado es un potente
activador del eje HPA, provocando la liberacion de corticosterona en la sangre. Los




resultados nos indican que el extracto de metandl no fue capaz de prevenir la elevacion de
la corticosterona generada durante el estudio a dosis de 100 y 200 mg/kg.

Para investigar si el tratamiento con el extracto puede proteger contra un aumento de los
biomarcadores inflamatorios inducidos por el agente inductor (STZ), medimos el nivel de
TNF-a en plasma 28 dias después de la induccién de la diabetes. Los resultados muestran
que el extracto no disminuyd la expresién de TNF-a en los ratones tratados a dosis de 100
y 200 mg/kg, lo cual no indica que no se redujo el estado inflamatorio general de los
animales y por el contrario pudo ocasionarse un estado inflamatorio crénico, debido a esto
el extracto podria no resulta ser un blanco terapéutico importante para el tratamiento a la
diabetes.

Por otra parte, la administracion del extracto aumento su expresion de los biomarcadores
inflamatorios a niveles mayores respecto del grupo control, no obstante, la concentracién
de TNF-a en plasma no resulta ser tan diferente entre los grupos. De acuerdo con los
resultados de IL 1-B, los 4 grupos experimentales presentaron una elevada concentracion
de IL por lo que no hubo diferencia significativa. Los niveles de IL son un indicador de la
actividad inflamatoria, por lo que la presencia de altas concentraciones de estas citoquinas
en el plasma de los ratones nos indica una mayor respuesta inflamatoria, cabe mencionar,
que el nimero de ratones que lograron sobrevivir los 28 dias de tratamiento no resulta
adecuado para considerar si el extracto protege o no contra el aumento de los
biomarcadores inflamatorios inducidos por la diabetes.

Por ultimo, los resultados de los niveles de glucosa en plasma indicaron que el extracto a
200 mg/kg disminuy6 la concentracién de glucemia respecto a los demas grupos
experimentales, esto concuerda con los resultados obtenidos en la Tabla 15, por lo que
podria confirmarse que a dicha dosis se logra un efecto hipoglucemiante.




8. Conclusion

La presente investigacion muestra por primera vez que el extracto de metanol de las partes
aéreas de B. divaricata a una dosis de 100 mg/kg y administrado por via intraperitoneal
causo un efecto de tipo antidepresivo en ratones normo e hiperglucémicos, en ambos
modelos de depresion experimental y sin afectar la actividad locomotora de los animales.
Ademas, la dosis de 200 mg/ kg produjo un efecto de tipo antidepresivo en ratones
hiperglucémicos en la prueba de nado forzado, no obstante, se observaron efectos adversos
como: dolor abdominal caracterizado por estiramiento y adelgazamiento de la parte central
del cuerpo (rash), piloereccién, lo que ocasiond una disminucion en su actividad
ambulatoria.

El extracto a dosis de 100 mg/kg y la glibenclamida a 15 mg/kg no redujeron los niveles de
glucosa, en cambio la dosis de 200 mg/kg disminuye la concentracion de glucosa en sangre
después de 28 dias de tratamiento. Sin embargo, es necesario aumentar el nimero de
animales experimentales para realizar un analisis estadistico que valide este efecto.

Es importante realizar nuevamente el disefio experimental respecto a la induccién a la
diabetes debido a que la administraciéon del agente diabetoldgico (SZT) ocasiono un rebote
fisioldgico por lo que se recomienda esperar un minimo de siete dias para confirmar la
hiperglucemia y posteriormente efectuar la administracion de los tratamientos, esto con el
fin de evitar la aplicacion de mas de una dosis de SZT, ya que la administracién de 100
mg/kg produjo efectos colaterales sobre los ratones y disminuy6 considerablemente la tasa
de supervivencia. Lo antes mencionado se recomienda con el fin de poder hacer un analisis
estadistico robusto de los datos. Sin embargo, los resultados obtenidos en este primer
estudio sobre el extracto de metanol de las partes aéreas de B. divaricata son una guia para
futuras investigaciones con la finalidad de demostrar que esta especie pueda considerarse
como una opcidn en los tratamientos como hipoglucemiante y antidepresivo.
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