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Valoracion del efecto lipolitico y antioxidante del extracto etandlico de las hojas
Bauhinia variegata Linn en un modelo experimental de diabetes inducida
Caenorhabditis elegans

Resumen

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica metabdlica de importancia mundial
que se caracteriza por un estado de hiperglicemia causado por la pérdida absoluta o relativa
de insulina. Esta patologia afecta considerablemente el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas y genera problemas a largo plazo que afectan 6rganos esenciales como
el rifion, los ojos, el sistema vascular y el higado entre otros, por lo que es urgente la
busqueda de tratamientos que logren disminuir las complicaciones cronicas o atenuar el
desarrollo de la misma. Debido al abordaje sistémico de la diabetes, su estudio es bastante
complejo. Esto ha llevado al uso de diferentes modelos experimentales animales como:
ratones, conejos y algunos méas pequefios como el Caenorhabditis elegans. El C. elegans
representa un buen modelo de estudio de la diabetes debido a que presenta receptores de
insulina similares en humanos denominados DAF-2 y DAF-16. Estos estudios en modelos
animales han permitido determinar el efecto de algunas especies de plantas medicinales en
este tipo de trastornos metabdlicos como el de la diabetes.

En el presente estudio se utilizo el extracto etanolico de la planta Bauhinia variegata Linn,
para evaluar su accion sobre el modelo experimental de diabetes inducido C. elegans. Para
este fin, se indujo en el nematodo, un proceso de desregulacién metabdlica utilizando una
concentracion especifica de glucosa en el medio NGM. A partir de alli, se evaluaron y
compararon caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas que se presentaron antes y después de
la dieta rica en glucosa en diferentes pruebas, como lo son: prueba de motilidad,
reproduccion, longitud del cuerpo y estrés oxidativo (ROS), antes y después del tratamiento
con el extracto etanolico, concluyendo que el extracto posee capacidad hipoglicemiante y
antioxidante.

Palabras claves: Modelos experimentales, receptores, extracto, lipolitico, antioxidante,

nematodo.
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1. Introduccidén

Actualmente han ido en aumento los casos reportados de personas que padecen Diabetes
Mellitus alrededor del mundo. Los tratamientos existentes para una persona que empieza a
cursar con diabetes son por lo general hipoglucemiantes orales o insulina inyectable, que
disminuyen la calidad de vida de las personas, ademas de generar dependencia de este tipo
de medicamentos que a largo plazo tienen efectos secundarios en las personas.(1) Se
plantea con el proyecto abrir nuevas posibilidades de tratamiento para las personas que
padecen diabetes, partiendo de extractos de plantas medicinales que poseen efectos
hipoglucemiantes, lipoliticos y antioxidantes, utilizando como modelo experimental el C.

elegans, que demuestra ser una buena opcidn como primera instancia.

De todas las enfermedades que conocemos que acechan a los seres humanos, la Diabetes
Mellitus afecta aproximadamente a 143 millones de personas en el mundo segun la
Organizacion mundial de la Salud, también la OMS dice que en el afio 2030 habra un

aumento del 100% en la tasa de personas con diabetes. (2)

La diabetes mellitus (DM) se ha convertido en un problema de salud publica a nivel
mundial, puesto que las personas que padecen la enfermedad han ido aumentado afio tras
afio, la prevalencia de esta desregulacién metabdlica se debe mayormente a los malos
habitos alimenticios, sedentarismo y en menor porcion por simple genética. Segin la OMS
los paises de medianos y bajos ingresos, por lo general son los que sufren este tipo de
enfermedad. (2) Se busca que a futuro existan diversos tratamientos para una persona que
padezca DM, a base de plantas medicinales con efectos hipoglucémicos que mejoren de
esta manera la vida de las personas que padecen la enfermedad, evitando en un tiempo el
uso de medicamentos sintéticos como hipoglucemiantes orales o insulina intravenosa, que
pueden producir efectos secundarios y la necesidad de incrementar las dosis a medida que

pasa el tiempo.

El nematodo C. elegans ha sido de gran importancia en diferentes estudios en enfermedades

predominantes en la sociedad tales como la diabetes y obesidad. (3) Se ha planteado como
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modelo de investigacion en diabetes el C. elegans, porque se ha reportado que sus vias de
sefializacion de insulina son similares a las humanas y regulan en el nematodo tanto el
metabolismo como la longevidad, y aunque este carezca de sistema vascular, comparte
muchas similitudes a nivel molecular en los procesos patolégicos que se encuentran en

seres humanos. (4)

Por esta razon nace la necesidad de investigar mas a fondo plantas que posean efectos
hipoglucemiantes, que a futuro puedan ayudar a las personas a mejorar su calidad de vida

aun teniendo esta enfermedad como lo es la diabetes.

Estudios anteriores han demostrado que existen plantas que se caracterizan por su reducido
contenido caldrico, de manera que constituyen una alternativa de dieta hipocaldrica,
recomendada para diabéticos, también se ha recomendado las hojas de B. variegata Linn,
debido a la atribucidn de diferentes propiedades como son la regulacion de la concentracion

de glucosa en sangre, la reduccion del nivel de colesterol y el control de la presion arterial.
(5).

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de las hojas de B. variegata Linn sobre la
cepa N2 de C. elegans sometida a altas dosis de glucosas con el fin de evaluar los efectos
del extracto etandlico de hojas de B. variegata Linn en longitud del cuerpo, reproduccion y

estrés oxidativo.

Por otro lado, se busca identificar si el uso de fitofarmacos presentes en el extracto
etanolico de las hojas de B. variegata Linn, logra contrarrestar el impacto mencionado
anteriormente a causa de la induccién experimental de Diabetes en el nematodo. Como
impacto indirecto, se busca que en un futuro se considere la posibilidad de realizar estudios
con extractos, en modelos animales mas grandes e ir escalando hasta el humano, para de
esta manera contrarrestar los problemas de glucosa en sangre y asi, ayudar a las personas
que padecen de Diabetes Mellitus a mejorar su calidad de vida, evitando por un tiempo
prolongado el uso de hipoglucemiantes sintéticos. Adicional a esto puede ayudar a avanzar

en el estudio de plantas medicinales.
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2. Antecedentes
A lo largo de los afios, a medida que han ido surgiendo las diferentes patologias en los
humanos, se ha tratado de buscar una forma de poder realizar estudios acerca de este tipo
de trastornos por esto surgen los modelos animales que nos permiten llevar a cabo ensayos,
en los que se estudie el funcionamiento de una enfermedad. Un modelo muy usado es el
nematodo C. elegans el cual es bastante Gtil a la hora de realizar estudios de trastornos
neurodegenerativos o como es el caso en trastornos metabolicos como lo es la diabetes.
Uno de los primeros estudios realizados sobre el C. elegans se desarroll6 en 1976 por
Byerly y colaboradores (6), que describen por primera vez el ciclo de vida de la cepa
salvaje de C. elegans, un nematodo que recientemente habia sido descubierto como modelo
para el estudio de diferentes trastornos, ellos en su laboratorio estandarizan la temperatura
adecuada para la supervivencia del nematodo, ya que le proporciona las condiciones
adecuadas para que se reproduzca y se desarrolle perfectamente, esto lo realizan basados en
lo que escribid Brenner en 1974 sobre las diferencias entre el crecimiento y reproduccion

de las cepas salvajes y las cepas que tenian algun tipo de mutacion.

Otros estudios no tan recientes, se realizaron en el afio 1997, donde Ogg y colaboradores
(7) hablan sobre el DAF 16 en el nematodo; en C. elegans se ha demostrado que se
presentan dos homologos al IGF-1 humano, que en este caso son el DAF-2 y el DAF-16, en
este hacen un especial énfasis en el DAF-16 ya que es un factor que traduce la insulina y
estd presente en la regulacion de transcripcion de genes clave de control metabdlico y de
desarrollo. Por medio de sus estudios comprobaron que gracias al DAF-16, el nematodo
cuando entra a una fase dauer crea una acumulacion de lipidos mas amplia que un
nematodo en estadio L3 o L4. Las mutaciones en DAF-2, DAF-16 o DAF-7 se puede

apreciar por medio de tinciones especificas para lipidos.

Por otro lado, en este mismo afio, Koutarou y colaboradores (8), realizaron un estudio
donde encontraron que un receptor de insulina como lo es el DAF-2 se ve involucrado en la
regulacién de la longevidad en el nematodo C. elegans. DAF-2, un gen clave en la via
genética que media esta sefializacion endocrina, codifica a un miembro de la familia del
receptor de insulina. Las disminuciones en la sefalizacion de DAF-2 inducen el

metabolismo y cambios en el desarrollo, como en el control metabdlico de los mamiferos
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por el receptor de insulina. De este estudio cabe destacar la similitud en genes que presenta
el C. elegans frente a los mamiferos, es por esta razén que el receptor DAF- 2 actuando en
el hipodermo y en el intestino del nematodo es capaz de generar cambios en el metabolismo

y afectar su longevidad y su capacidad de entrar en estadio dauer.

Es importante destacar también estudios en los que se han venido usando plantas
medicinales, en el presente trabajo se estudié una en especifico llamada B. variegata Linn,
un arbol comunmente encontrado en los bosques tropicales de américa latina y en Asia.
Para el 2006, Parekh y colaboradores (9) realizaron un estudio sobre la planta B. variegata
Linn, donde buscaban evaluar su capacidad antibacteriana y realizar un analisis de los
compuestos presentes en la planta. Para evaluar la capacidad antibacteriana del extracto se
utilizaron cepas ATCC de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie,
Escherichia coli, Pseudomonas pseudoalcaligenes. Se realiz6 un extracto usando una serie
de solventes como metanol, dioxano, acetona y DMF. A partir de este se realizé un estudio
preliminar de los componentes de la planta buscando principalmente taninos, alcaloides,
saponinas esteroides y glucosidos. Se demostrd que la planta tenia una capacidad
antibacteriana y que era mas potente cuando el extracto era realizado con solventes como

metanol y acetona.

En el afio 2009 Schlotterer y colaboradores (10) realizaron un estudio cuyo objetivo fue
tomar al C. elegans como un modelo para evaluar la toxicidad de la glucosa en cuanto a la
reduccion de la esperanza de vida del nematodo. Con el estudio se permitio llevar al
nematodo a condiciones altas de glucosa y se midi6 por medio de la produccion de especies
reactivas de oxigeno ROS y por medio de glioxalasa-1. Con este estudio se demostré el uso
de C. elegans como modelo para el estudio de la toxicidad de la glucosa, donde los altos

contenidos de glucosa limitan la esperanza de vida e incrementan la formacion de ROS.

Siguiendo por la linea de la planta B. variegata Linn, para el afio 2010, Barragan y
colaboradores (11) llevaron a cabo un trabajo donde recolectaron, identificaron y
caracterizaron a cuatro especies del género Bauhinia en una zona urbana de Ibagué.

Adicionalmente realizaron una cuantificacion de la cantidad de fenoles, flavonoides y

16



flavonoides totales. Los resultados de estos ensayos permiten evidenciar las diferencias
entre dos especies de Bauhinia que son la B. variegata y la B. pieta, que se caracterizan por
sus altos contenidos de fenoles y flavonoides totales que llevan a pensar que su gran accion
antioxidante es debido a los fitocompuestos alli presentes. Afios méas adelante, para el afio
2011 en la universidad de caldas en Manizales, Colombia, Martinez M. y sus colaboradores
(12), llevaron a cabo el trabajo donde se probd la actividad antibacteriana y citotdxica in
vivo de extractos alcaloidales de B. variegata. Los ensayos se llevaron a cabo sobre
"camarones de mar"” llamados Artemia salina y el potencial antibacterial se prob6 sobre E.
coli por medio de difusion en disco. Se demostrd que la actividad citotoxica se debia al
efecto sinérgico del conjunto de los metabolitos secundarios que pudieron evidenciarse y a
los cuales se les atribuye esta actividad.

En el afio 2013 Mishra A y colaboradores (13), realizaron un trabajo sobre el efecto
antibacterial, antioxidante y anticancerigeno de extractos de hojas de B. variegata, se pudo
observar que la antraquinona y las saponinas estaban presentes en extractos polares,
mientras que los terpenoides y alcaloides lo estaban en extractos no polares y de etanol. En
los ensayos de difusion en disco, las fracciones de éter de petroleo y cloroformo exhibieron
una inhibicién considerable contra Klebsiella pneumoniae. Varios otros extractos también
mostraron actividad antibacteriana contra cepas patogenas de E. coli, Proteus spp. y

Pseudomonas spp.

Para este mismo afio se venian realizando también estudios sobre C. elegans, entre estos,
Pino E. y colaboradores (14) hicieron un ensayo donde usaban el microscopio como
herramienta fundamental a la hora de observar lipidos, en este caso, tomaron dos tinciones
para poder comparar la cantidad de lipidos presentes en C. elegans. Se compararon la
tincién de Nile red y la tincién Oil red O, se demostrd que son tinciones especificas para
poder ver acumulos de grasa que se encuentran en el nematodo y que requieren de

microscopio para poder observarlos.
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En este trabajo se busco tomar un modelo como el nematodo C. elegans y llevarlo a un
estado diabético, para que, por medio de este, evaluar un trastorno metabolico como lo es la
diabetes y a su vez usar una planta medicinal B. variegata Linn para contrarrestar este tipo
de dafios que causaron los altos niveles de glucosa en el nematodo. Como antecedentes, en
el afio 2014, Martinez N. y colaboradores (15), realizan una investigacion para comprobar
el efecto hipoglucemiante de un fitofarmaco (DIAMET) que contiene las siguientes plantas:
Cundeamor (Momordica charantia), Pata de vaca (B. forficata Link), Eucalipto (Eucalyptus
globulus Labil) y Achiote (Bixa orellana L.), en medios que contienen células sanguineas
humanas y glucosa. Se realizaron los ensayos in vitro con el contenido del fitofarmaco
disuelto en solucién salina al 0.9% en medios normoglucémicos, evidenciandose el efecto
hipoglicemiante,al producir un descenso en las concentraciones de glucosa con respecto al
control a las diferentes cantidades de la solucion acuosa del fitofarmaco afiadidas al medio.
Se evidencio que el valor P fue menor de 0,05 lo que permite sugerir que las probabilidades
de que estos resultados hayan sido obtenidos al azar son minimas, demostrando que el
fitofarmaco produjo un efecto hipoglucemiante estadisticamente significativo, y que a
mayor concentracion e intervalo de tiempo dicho efecto aumenta. Para este mismo afio
2014, Moreno E. y colaboradores (15), hacen un estudio sobre C. elegans, donde lo usan
como un modelo para el estudio de desérdenes metabdlicos donde el estrés oxidativo
contribuye como un factor importante. C. elegans es un poderoso organismo modelo que
es invaluable para la investigacion experimental porque puede usarse para recapitular la
mayoria de las enfermedades humanas a nivel metabdlico o genético in vivo. Este
organismo contiene muchos componentes clave los cuales estan relacionados con las redes
de estrés metabdlico y oxidativo que posiblemente podrian permitirnos aumentar e integrar
informacidn para comprender las causas y los mecanismos de las enfermedades complejas.
El estrés oxidativo es un factor etioldégico que influye en numerosas enfermedades
humanas, incluida la diabetes. C. elegans muestra bases moleculares y vias celulares

notablemente similares a las de mamiferos.

En este mismo afo, se llevaron estudios donde probaban extractos de plantas en
enfermedades del metabolismo en C. elegans, entre estos, Fitzenberg E. y colaboradores
(16) hacen un ensayo donde usan extractos de plantas un total de 16 extractos utilizados en

nutricion humana, para mejorar las actividades de supervivencia en el nematodo C. elegans.
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Los nematodos fueron expuestos durante 48 hrs a 10 mM de glucosa en ausencia o
presencia de extracto al 0.1%. A partir de entonces, la supervivencia fue medida a 37 ° C.
Los extractos hechos de cafe, kola, rooibos y canela, no influyeron en la reduccion inducida
por glucosa y la reduccidon de la supervivencia. Los que estaban hechos de ginseng,
manzanilla, lima flor, té de paraguay, balsamo, rodiola, té negro o nudos, todos extendieron
la vida util de los nematodos tratados con glucosa significativamente, pero no rescat6 la
supervivencia por completo. Los extractos de las hojas de moras, hibiscos, bayas de saltco o
jiaogulan contrarrestaron completamente la supervivencia inducida por glucosa. Se
presentd un modelo animal simple para detectar extractos de plantas con potencial para

revertir la toxicidad de la glucosa.

El estudio de la diabetes ha sido muy importante ya que ha sido una enfermedad de gran
impacto a nivel de salud publica, es por esto que dia a dia salen estudios donde se busca
tratar la diabetes por medio de diferentes plantas medicinales. Para el afio 2015, Luri de
Franca Bonilha (17), realiz6 un estudio sobre como el potencial bioldgico de plantas del
género Bauhinia, en su investigacion se dieron cuenta que el género Bauhinia consta de
aproximadamente 300 especies, que se conocen comunmente como "pata de vaca" o
"pezufia de vaca, debido a la forma de sus hojas. Estan ampliamente distribuidos en la
mayoria de los paises tropicales, incluyendo Africa, Asia y América del Sur. Sus hojas y el
tallo de corteza se utilizan con frecuencia en la medicina popular como un remedio para
diferentes tipos de enfermedades, en particular la diabetes, infecciones, dolor y en los
procesos inflamatorios. Los flavonoides de Bauhinia longifolia demostraron la mayor
actividad antiviral de todas las sustancias analizadas, y siendo la quercetina la de mayor
actividad antiviral entre los flavonoides purificados. EIl objetivo de esta revision fue resumir
los trabajos publicados en los dltimos cinco afios sobre la actividad biologica y la
composicion fitoquimica de las plantas del género Bauhinia. Para ello, se realiz6 una
busqueda en algunas de las bases de datos en la web como PubMed, Google Scholar y

Medline, usando las palabras clave Bauhinia, actividad biologica, diabetes, cancer.
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En el afio 2015, Jobson M. Ay colaboradores (18), hicieron un trabajo acerca de los efectos
transgeneracionales de la inanicion temprana en el crecimiento, la reproduccion y la
resistencia al estrés en C. elegans. En el trabajo, hablan sobre la inanicion durante el
desarrollo temprano y como esta puede tener efectos duraderos que influyen en la aptitud
del organismo vy el riesgo de enfermedad. Caracterizaron las consecuencias fenotipicas a
largo plazo del hambre durante el desarrollo larvario temprano en C. elegans para
determinar la aptitud fisica potencial efectos y desarrollarlo como modelo para estudios
mecanicistas. Durante este mismo afio 2015, Michael Witting y Philippe Schmitt (19) usan
al C. elegans como lipidoma y el analisis de lipidos en C. elegans. Alli mencionan que los
lipidos juegan un papel importante en la biologia, desde los componentes basicos de las
membranas hasta los lipidos de sefializacion. EI nematodo y el organismo modelo C.
elegans se ha utilizado para explorar el metabolismo de los lipidos y Se han empleado

varias técnicas para su analisis.

Para el afio 2017, Jennifer L. Watts y colaboradores (20) hicieron un ensayo, donde miraron
el metabolismo de lipidos y carbohidratos que son procesos altamente conservados que
afectan a casi todos los aspectos de la biologia organismal. C. elegans come bacterias, que
consisten en lipidos, carbohidratos y proteinas que se descomponen durante la digestion en
acidos grasos, azUcares simples y precursores de aminodcidos. Con estos nutrientes, C.
elegans sintetiza una amplia gama de metabolitos que son requerido para el desarrollo y el
comportamiento. En esta revision, se describen las estructuras de lipidos y carbohidratos,

asi como la biosintesis y vias de descomposicion que se han caracterizado en C. elegans.

En el afio 2018, Jonathan Alcantar y colaboradores (21), realizaron un trabajo, donde
sometieron al nematodo a dietas altas de glucosa y observaban como era la respuesta de los
factores de transcripcion del nematodo. Se ha demostrado que estas dietas acortan la vida
util de C. elegans, eso depende de la sefializacidn de insulina, pero la participacion de otras
vias de sefializacion tiene no se ha abordado. En este estudio, se determind que los gusanos
alimentados con dietas con altas concentraciones de glucosa muestran alteraciones en el

contenido y la captacion de glucosa, el contenido de triglicéridos, el tamafio corporal, la
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cantidad de huevos puestos, defectos de puesta de huevos y signos de estrés oxidativo y

envejecimiento acelerado.

Ademas, se analizd la participacion de diferentes reguladores clave de carbohidratos y
metabolismo lipidico, estrés oxidativo y longevidad como SKN-1 / NRF2, HIF-1 / HIF1a,
SBP-1 /SREBP, CRH-1 / CREB, CEP-1 / p53 y DAF-16 / FOXO, en la reduccion de la

vida atil de los nematodos alimentados con glucosa.

En el 2019, Ashwani Kumar y colaboradores (22), hicieron un estudio sobre la evaluacion
del efecto antioxidante de extractos etandlicos de la planta B. variegata Linn, en este
trabajo usaron B. variegata Linn polvo de la corteza, se quitaron los excedentes de grasa
con éter de petréleo. ElI material vegetal no desgrasado asi como el material vegetal
desgrasado era luego se extrajo individualmente en diferentes solventes con polaridad
creciente verbigracia. 1,4-dioxano, acetona, metanol, dimetilformamida (DMF) y agua
destilada respectivamente. La actividad antibacteriana de todos los extractos (no
desgrasados y desgrasados) de B. variegata Linn de la corteza se determind mediante el
método de difusién de pozos de agar en tres diferentes concentraciones, es decir, 10 mg /
ml, 5mg/ mly 2,5 mg/ ml.. La actividad animicrobiana de los extractos desgrasados de B.
variegata Linn fue mayor que sin desgrasar, ya que la actividad méxima se observo en la
mas alta concentracion, es decir, 10 mg / ml. Extractos de acetona y metanol desgrasados
de B. variegata Linn fueron méas activos en comparacion con otros extractos contra todos

los organismos estudiados.

3. Marco referencial
3.1 Diabetes Mellitus
La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) denomina Diabetes Mellitus (DM) a un
grupo de enfermedades metabolicas caracterizadas por hiperglucemia (Glucosa alta en
sangre). Que es consecuencia de defectos en la secrecion de insulina, su produccion, en su
accion, o en las todas las anteriores. La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia con
dafio a largo plazo en diferentes 6rganos, especialmente en los ojos, rifiones, nervios,

corazon y vasos sanguineos. (23)
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Existen varios tipos de Diabetes, entre los mas comunes se encuentra la Diabetes tipo 1
(DM1), Diabetes tipo 2 (DM2) y la Diabetes gestacional (DG). La DM1 es causada por la
destruccion de las células beta del pancreas por autoanticuerpos, lo que genera un déficit
absoluto de insulina. La DM2 es causada por un proceso de resistencia en los receptores de
las células a la insulina que va generando un déficit progresivo de su secrecion. La DG se
presenta cuando se diagnostica en el segundo o tercer trimestre del embarazo, sin que la
mujer tenga antecedentes de DM. (23)

3.2. Fisiologia

Entre los factores que conllevan a la aparicion de DM esté la deficiencia de insulina, ya sea
por la falla en el funcionamiento o por la disminucién de las células beta del pancreas, a lo
que se le suma el incremento en la resistencia a la insulina manifestada por una mayor
produccion hepatica de glucosa, particularmente musculo esquelético y tejido adiposo. En
los Gltimos afios se sabe que en la fisiopatologia de la enfermedad estan implicados otros
procesos que involucran diferentes Organos, actualmente se conocen 8 mecanismos
responsables de la aparicion de DM2 (denominado octeto ominoso), asi se ha postulado que
el microbiota intestinal y los productos generados por esta pueden jugar un papel

importante en el desarrollo de enfermedades metabdlicas. (24)
3.2.1. Liberacion y accion de la insulina

La liberacion eficiente de la insulina es un proceso indispensable en la homeostasis del
cuerpo como respuesta al aporte energético del consumo diario de alimentos. Su liberacién
se ve inducida como respuesta al incremento de glucemia; (la glucosa, los aminoécidos,
acidos grasos y los cuerpos ceténicos) favorecen la secrecion de insulina, también esta
mediada por la activacion del receptor f2-adrenérgico y la estimulacion del nervio vago,

mientras que los receptores alfa-adrenérgicos inhiben la liberacion de insulina. (24)

La despolarizacion de la célula beta provoca la liberacion de insulina, el proceso
metabolico inicia con el aumento de la concentracién plasmatica de carbohidratos: la
fructosa y la glucosa ingresan a las células beta por el transportador de glucosa (GLUT?2),
este es un transportador de glucosa con baja afinidad que se expresa en el higado, rifidn,
células beta del pancreas y en la membrana de las céelulas basales del intestino. Este
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transportador sélo permite la entrada de glucosa cuando la concentracion plasmatica
alcanza su umbral (>70 mg/dL), y en respuesta induce la liberacion de insulina en la
cantidad requerida para mantener la concentracion de glucosa. (25)

A su vez el higado es capaz de incorporar glucosa a través de su transportador GLUT2 para
convertirla en glucogeno (polimero de carbohidratos) como almacenamiento de glucosa,
que sera degradado en un periodo postprandial tardio, y de esta manera mantener los
valores fisioldgicos de glucemia, por lo anterior se entiende que GLUT2, es un
transportador bidireccional que puede transportar glucosa de sangre a tejido y viceversa.
Tras el ingreso de la glucosa al interior de la célula beta mediante el GLUT2, se fosforila a
glucosa-6-fosfato (G-6-P) por la glucocinasa, esto determina la velocidad de glucdlisis y de
los procesos oxidativos que desencadenan en un incremento de ATP/ADP del citosol.
Finalmente, la despolarizacion de la célula ocurre a causa del cierre de los canales de K+
sensibles a ATP (KATP), incrementando el potencial de membrana hasta alcanzar la
apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L. La entrada de Ca2+ citosdlico
induce la fusion de la vesicula exocitica que contiene insulina con la membrana plasmatica,

permitiendo de esta manera la salida de insulina de las células beta del pancreas. (25)
3.2.2 Transduccion de sefiales del receptor a insulina

La insulina es miembro de la familia de péptidos llamada factores de crecimiento
insulinoides IGF). El IGF-1 o somatomedina es un mediador de la hormona del
crecimiento; los receptores de insulina y de IGF-1 tienen una relacion tan estrecha que la
insulina puede unirse con baja afinidad al receptor de IGF-1 y viceversa. El receptor de
insulina esta presente en todas las células de los mamiferos, tiene actividad tirosinacinasa
intrinseca y estd conformado por dos subunidades a y dos PB. Las subunidades o son
extracelulares y tienen el sitio de union a ligando, mientras que las subunidades B son
hidrofobicas y atraviesan la membrana, tienen un dominio con varios residuos de tirosina,
un dominio tirosina cinasa y un sitio de unién a ATP. Cuando se une la insulina al receptor,
la subunidad a influye en la B para accionar la tirosina cinasa, se autofosforila en residuos
de tirosina, y esto inicia la actividad de cinasa contra otras proteinas como los sustratos del
receptor de insulina (IRS-1 a 4), que junto con la proteina Shc participan como proteinas de

andamiaje para otras. El receptor de insulina se internaliza inmediatamente después de la
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unién con insulina, lo que puede llevar a su degradacion o reciclaje. La actividad de la
tirosina cinasa disminuye por el AMPc o la fosforilacion de residuos de serina/ treonina en
la subunidad B; con frecuencia, la PKC y la PKA fosforila los residuos serina/treonina del
receptor para finalizar la sefializacion, pero esta modificacion postraduccional puede
producir insulinorresistencia inducida por la secrecion excesiva de catecolaminas en
situaciones adversas; ademas, las diversas cinasas serina/treonina también fosforilan los
IRSs como mecanismo de retroalimentacion negativa del receptor a insulina.® La mutacion
en el sitio del ATP o el reemplazo de los residuos de tirosina en el receptor de insulina

produce su desensibilizacion a pesar de la union de la insulina. (24)
3.3 Fisiopatologia de la Diabetes
3.3.1 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1, también conocida como diabetes insulinodependiente, inicia
comunmente desde la infancia y se considera una enfermedad inflamatoria cronica causada
por la destruccién especifica de las células B en los islotes de Langerhans del pancreas.
Como se menciond anteriormente, estas celulas tienen como funcion primordial la
secrecion de insulina en respuesta al incremento en la glucemia. Existen distintas causas
por las cuales puede ocurrir la destruccion de los islotes: virus, agentes quimicos,

autoinmunidad cruzada o, incluso, una predisposicion genética. (23, 24)

Durante la etapa previa al inicio de la diabetes tipo 1, en el 80% de los individuos se
detectan anticuerpos contra antigenos citoplasmaticos o membranales de las células P
pancredaticas como la descarboxilasa del acido glutamico 65y 67 (GAD65 y 67), la proteina
de choque térmico 65 (Hsp-65), y contra insulina.15 Sin embargo, la mayor susceptibilidad
para desarrollar diabetes tipo 1 se encuentra en los genes del antigeno leucocitario humano
(HLA clase 1I) del cromosoma 6, que contribuyen con el 50% del riesgo, y son asociados

algunos polimorfismos genéticos en los sitios de union del péptido (25)
3.3.2 Diabetes tipo 2

La obesidad morbida se asocia con el desarrollo de diferentes enfermedades, entre las que
destacan la diabetes y la hipertension. La obesidad es una consecuencia de la ingesta

continua y desregulada de alimento rico en contenido energético que no es aprovechado
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como consecuencia de una baja actividad metabdlica y/o sedentarismo, por lo tanto, se
almacena y acumula en tejido graso. Durante esta situacion, el pancreas tiene una
hiperactividad por la concentracion alta y constante de glucosa en sangre, con una secrecion

de insulina elevada para conservar la glucemia en niveles normales. (26)

Las causas que desencadenan la diabetes tipo 2 se desconocen en el 70-85% de los
pacientes; al parecer, influyen diversos factores como la herencia poligénica (en la que
participa un namero indeterminado de genes), junto con factores de riesgo que incluyen la
obesidad, dislipidemia, hipertension arterial, historia familiar de diabetes, dieta rica en
carbohidratos, factores hormonales y una vida sedentaria. Los pacientes presentan niveles
elevados de glucosa y resistencia a la accion de la insulina en los tejidos periféricos. Del 80
al 90% de las personas tienen células B sanas con capacidad de adaptarse a altas demandas
de insulina (obesidad, embarazo y cortisol) mediante el incremento en su funcion secretora
y en la masa celular. Sin embargo, en el 10 al 20% de las personas se presenta una
deficiencia de las células B en adaptarse, lo cual produce un agotamiento celular, con

reduccion en la liberacion y almacenamiento de insulina. (25, 26)
3.4 Bauhinia variegata Linn y su uso medicinal

B. variegata Linn (pata de vaca), una especie de planta con flores perteneciente a la familia
Leguminosae, (38) ha sido cultivada durante mucho tiempo como un arbol ornamental en
Hong Kong. Es una de las tres especies de arboles Bauhinia comunes en Hong Kong, las
otras dos son B. purpurea (pie de camello morado) y B. blakeana Dunn (el arbol de
orquideas de Hong Kong). (39) Los estudios sobre las variedades de B. variegata han
indicado que se pueden purificar varios componentes medicinales de la planta. Su tallo
muestra actividades antibacterianas, antifingicas y antitumorales, mientras que sus raices
tienen actividad antiinflamatoria. (40) Como las semillas de leguminosas generalmente
tienen un alto contenido de inhibidores de la serina proteasa, no es sorprendente que se
hayan identificado inhibidores de la serina proteasa en diferentes variedades de B.
variegata. (27, 41)
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3.4.1 Fitocompuestos presentes en las hojas de B. variegata Linn.

B. variegata Linn o pata de vaca, posee diversos fitocompuestos como flavonoides,
saponinas, taninos, esteroides Yy triterpenos; que le otorgan a la planta distintas actividades

como antibacterianas, antioxidantes, hipoglucemiantes y antiflngica. (28, 29, 43).

=
Dragendorff -
: Mayer
Alcaloides
Wagner
Hager
Shinoda Fre
Flavonoides
HCl al 10% o
Mafto y/o antraquinonas Bomtrager-Kraus
& Gelatina Sal +
Taninos
Fecl, +ht
Saponinas Espurna P
Esteroides y/o triterpencides €CD Libermann-Burchard

Figura 1. Fitocompuestos presentes en el extracto de B. variegata var linn Antibacterial
activity, determination of total polyphenols by Folin-Ciocalteu and toxicity in Artemia
salina of plant species B. variegata Linn. (42)

3.5 Caenorhabditis elegans

Es un pequefio nematodo de vida libre que se encuentra en todo el mundo. C. elegans a lo
largo de los afios se ha convertido en un modelo bioldgico experimental excelente, que hoy
en dia es usado alrededor del mundo para diversos estudios, ya que cuenta con un sistema
nervioso simple compuesto por 302 neuronas. (30, 46) Asi como también un ciclo de vida
corto, lo que facilita la obtencién de resultados (Figura 2), de esta manera el tiempo de
desarrollo de huevo a larva L1 es de 9 horas aproximadamente, seguido por el estadio L1 a
L2 que tiene un tiempo de 12 horas, de L2 a L3 y de L3 a L4, cuenta con 8 horas
aproximadamente entre cada uno; finalizando L4 a larva adulta puede transcurrir alrededor
de 10 horas. Esta larva es capaz de mantener un sistema reproductor maduro y funcional
durante 8 horas. Adicionalmente su vida Util es de 2 a 3 semanas, lo que facilita su estudio.
(30, 47)
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Figura 2. Ciclo de vida de C. elegans. Como el tiempo 0 se toma la fertilizacion. Los
numeros que se observan en la imagen en color azul a lo largo de las flechas indican el
tiempo que utiliza el nematodo para pasar a cada estadio larvario. La primera escision se
produce aproximadamente 40 minutos después de la fertilizacién. Los huevos son
depositados afuera 150 minutos después de dicha fertilizacion y durante la etapa gastrula.
La longitud del nematodo en cada estadio se encuentra junto al nombre en micrometros.(4)

C. elegans tiene un impacto positivo a la hora de realizar distintas investigaciones puesto
que es transparente, y las células individuales y los detalles subcelulares se visualizan
facilmente, debido a esto se pueden usar colorante 0 mediante el uso de proteinas
fluorescentes se pueden etiquetar, receptores, neuronas o compartimentos celulares internos
del nematodo. Todas estas caracteristicas han ayudado a hacer del nematodo un poderoso
modelo de eleccion para estudios de metabolismo y neuronales, ya que cuenta con un
numero invariable de células somaticas se ha podido generar un linaje celular completo.
(30, 47)

3.5.1 Caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas de la cepa N2 de C. elegans

Longitud de la cepa N2 C. elegans
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El nematodo posee una longitud aproximada de 1100+50um hasta el final de su periodo
fértil, las larvas recién eclosionadas tienen 250 pm de largo, las larvas L2 miden
aproximadamente entre 360 - 380 um, larvas L3 entre 490 - 510 um, larva Dauer 400 pum,
larva L4 tiene una longitud entre 620 - 650 um Yy la joven adulta mide entre 900 - 940 um,

por su pequefio tamafio se observan en estereoscopio 0 microscopio compuesto. (31)
Reproduccidn de la cepa N2 C. elegans

El nematodo en condiciones normales produce entre 200 — 300 huevos en su etapa
reproductiva, esto varia dependiendo las condiciones ambientales, alimenticias, en la

calidad de vida y el estrés al que es sometido el nematodo. (32)
Motilidad de la cepa N2 C. elegans

Este se mide en la cantidad de ondas en forma de “S” en el nematodo en un tiempo de 30
seg, la cepa N2 o salvaje en condiciones normales presenta un promedio de 15 ondas en los

30 seg, igualmente varia segun las condiciones a las que se expone la larva. (32)

3.5.2 C. elegans como modelo experimental de Diabetes inducido en el estudio de

extractos naturales

Por su similitud en un 90% en la via I1S de C. elegans respecto a la via de sefializacién de
la insulina humana, varias investigaciones de sindrome metabdlico y Diabetes Mellitus se
han realizado en C. elegans; esto provoco que se realizara una descripcion y comparacion

de las dos vias que se muestra a continuacion.

Los componentes principales de la via 1IS de C. elegans incluyen péptidos similares a la
insulina (ILP), al menos uno de los cuales puede unirse y activar el receptor de insulina
humana. La activacion de DAF-2 / IGFR da como resultado el reclutamiento y la activacion
de la fosfoinositida 3-quinasa AGE-1 / PI3K. A su vez, las serinas / treonina quinasas PDK-
1, AKT-1 y AKT-2 se activan, lo que resulta en la fosforilacion del factor de transcripcion
DAF-16 / FoxO. La fosforilacion de DAF-16 / FoxO regula sus interacciones con las
proteinas 14-3-3 PAR-5 y FTT-2, que controlan la localizacion subcelular de DAF-16 /
FoxO. La DAF-18 / PTEN lipido fosfatasa y la serina / treonina fosfatasa PPTR-1 / PP2A
contrarrestan la sefializacion de AGE-1 / PI3K y AKT-1, respectivamente. DAF-16 / FoxO
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interactla con factores adicionales en el ndcleo, incluidos SIR-2.1 y HCF-1, asi como

factores de transcripcion adicionales, como HSF-1 y SKN-1. (4)

Figura 3. Via de sefializacion de la insulina en C. elegans (4)

3.6 Estrés oxidativo

Se define el estrés oxidativo como un desbalance entre las especies reactivas oxidantes
oxigeno/ nitrégeno y la capacidad de respuesta antioxidante del organismo. El estrés
oxidativo surge por el aumento de ROS/RNS y una disminucion de la habilidad de
proteccidn antioxidante, caracterizado por la reduccién en la capacidad de los sistemas
enddgenos para combatir los ataques oxidativos dirigido a blancos biomoleculares. Se trata
el efecto del estrés oxidativo en diferentes procesos morbosos como cancer, enfermedades

cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, diabetes, enfermedades inflamatorias
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y urolitiasis. (33)

A pesar de que existen evidencias experimentales que sugieren que el estrés oxidativo
puede determinar el inicio y la progresion de las complicaciones tardias de la DM, todavia
hay controversia sobre si el incremento de este fendbmeno so6lo es asociativo y no causal.
Cada vez hay mas evidencias que muestran que pacientes con DM presentan un aumento en
el estrés oxidativo y los procesos de inflamacidn, siendo mayores en aquellos que presentan
complicaciones propias de la patologia, caracterizadas por una disminucién en la actividad
de los sistemas antioxidantes y un incremento de los productos de oxidacién. La pérdida de
balance en el equilibrio pro-oxidante/antioxidante que se ha observado en la DM puede
explicar el dafio oxidativo que presentan las macromoléculas, dando lugar a alteraciones
oxidativas en el DNA, las proteinas y los lipidos. De igual forma las deficiencias en los
sistemas antioxidantes se han asociado con un incremento en el riesgo de las
complicaciones de la DM vy por lo anterior se ha propuesto la evaluacion de la actividad de
las enzimas antioxidantes y la lipoperoxidacion en la sangre como marcadores de riesgo de

microangiopatias en pacientes con DM. (34)

Hiperglucemia

Aumento de
T Autooxidacion T Sorbitol funcién mitocondrial T aGE

|

02'_
TSenalizacién de estrés — \ TPKC

T .

TNO —/ 1 Citocinas T NADPHy NADH oxidasas
V

Oxidacién LOL +——— To —_— J,NO

At . - DNDD Deterioro en
| erogenesis | vasodilatacién

| Peroxidacion lipidica | | Dano al DA | Oxidacion de proteinas |
M —

ATEROESCLERO SIS, NEFROPATIAS, EE'I'INDPATMS, DANOS VASCULARES

S

30



Figura 4. Esquema de los mecanismos que explica como la hiperglucemia contribuye
al dafio oxidativo (34)

La hiperglucemia puede conducir a un incremento en las vias de la autooxidacion, el
sorbitol, los productos de glicacion avanzada y la cadena respiratoria, todas ellas llevan a
generar el radical O2.- radical que estimula la actividad de PKC, las vias de sefializacion de
estrés lo cual induce una mayor sintesis de 6xido nitrico (NO.) y por lo tanto un aumento en
citocina, de estrés, lo que finalmente contribuye junto con la propia sefializacion de estrés y
la PKC a incrementar la actividad de las NADPH y NADH oxidasas. (34)

4. Disefio metodologico

4.1. Tipo de investigacion: descriptivo experimental, no aleatorio.
Universo, Poblacion y Muestra

Universo: Nematodo Caenorhabditis elegans

Poblacion: Cepa salvaje N2

Muestra: Cepa salvaje donada por la Universidad Mayor de Chile.
4.2. Hipotesis, variables, indicadores

Hipotesis: El extracto etandlico de B. variegata Linn ayuda a disminuir los rasgos

fenotipicos y fisioldgicos evidenciados en C. elegans con aumento de glucosa.
Variable independiente: Extracto etanolico de B. variegata Linn.
Variable dependiente: C. elegans, Caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas.
Indicadores: Tamafo del cuerpo, movilidad, Proliferacion, estrés oxidativo.

5. Técnicasy procedimientos

5.1. Extracto etandlico

Las hojas se pusieron a secar en un horno de secado a 60°C aproximadamente durante un
periodo de 2 dias posteriormente se separaron en una licuadora marca Vitamix, Vita-PREP
a la velocidad mas lenta, es decir a 1; como peso seco se obtuvieron 690 g. Una vez
macerada se procede a pesar dicha planta, el resultante de la maceracién se deja en etanol

al 96% , se usaron 8.6 litros de dicho etanol y se filtro por el método del percolador, con el
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fin de extraer impurezas que estan en el material vegetal, para posteriormente extraer el
etanol a través de un rota evaporador (80°C/presion de 550 mbar/2 horas); el extracto se
dejo en una cépsula de porcelana y se puso en una estufa a bafio maria aproximadamente a
120°C durante un periodo de tiempo de 48 horas para lograr eliminar la mayor cantidad de

etanol del extracto y dejarlo listo para su uso.

Posterior a la elaboracion del extracto se llevaron a cabo las diluciones para poder trabajar
con los nematodos, estos se llevaron a cabo con DMSO (Dimetil sulfoxido) y pequefias

concentraciones de extracto.

Figura 5. Proceso para la obtencion del extracto etanolico. A. Hojas de B. variegata
Linn B. Material vegetal seco y siendo pesado. C. Metodo del percolador, al cual fue
expuesto el extracto. D. Rotaevaporador BUCHI B-100. E. Extracto terminado.

5.2. Identificacion de fitocompuestos

Para la identificacion de los fitocompuestos se hizo por medio del ensayo en tubos, para
identificacion de Quinonas se us6 HCI concentrado y se observd la formacién de un
precipitado color amarillo. Para ver la presencia de flavonoides se usé una pequefia parte
del extracto y se disolvié en H>SOs, al verse una coloracion amarilla es positivo para
flavonoides, una coloracién naranja para flavonas y rojo-azuloso para chalconas. Para
observar alcaloides se uso el reactivo de Wagner. (1.27g de yodo y 2g de yoduro de potasio
en 100mL de agua) y se observd la formacion de color rojizo precipitado marron. Para
saponinas, se usé una pequefia cantidad de extracto y se agregd agua, esto se agito por un
momento, al observarse una formacion de espuma por mas de dos minutos, daba positivo
para saponinas. Para observar terpenos se usé la prueba de Liebermann-Burchard: se
mezcldé 1mL de anhidrico acético y uno de cloroformo, se enfrié a 0° y se le afiadio una
gota de H2SO4. Se interpretd como positivo se ocurrié formacion de colores azul, verde,

rojo o anaranjado. (48)
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Una vez hecha la prueba en tubo, se procedio a realizar una cromatografia en capa fina para
terpeno y para flavonoides a partir del extracto etandlico, se hizo una dilucién de 10mg/mi

con una solucién de metanol: cloroformo en una relacion 50:50.
5.2.1. Cromatografia de terpenos

Para la cromatografia se utiliza la dilucion del extracto mencionada anteriormente, como
patron se usé Estigmasterol y se corrié con una fase movil de Ciclo hexano: acetato de etilo

en una proporcion de 95:5. Se utilizé vainillina como revelador.
5.2.2. Cromatografia de flavonoides

Para la cromatografia de flavonoides se utiliza la dilucion del extracto mencionada
anteriormente, como patron se usé Quercetina, se corrio con una fase movil de n-Hexano:
acetato de etilo: acido formico: &cido acético en una relacion 70:30:1:1. Como revelador se

empled NPP (aminoetildifeniletilester) y PEG (polietilenglicol).

5.3. Evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto etandlico sobre la cepa E. coli
OP50

Para determinar si el extracto etandlico de B. variegata var linn no ejercia un efecto

antimicrobiano sobre la cepa E. coli OP50. Lo primero fue igualar la OP50 a una escala

McFarland 0.5 en caldo Mueller Hinton, luego se realiz6 una siembra masiva por medio de

escobillon en una caja de agar Mueller Hinton. Se realizaron las diluciones del extracto a

0,1; 1 y 10 mg/dL; se impregnaron discos de papel filtro con estas concentraciones, se

incubo por 24 horas a 37°C.

5.4. Mantenimiento del nematodo

Preparaciéon de medio NGM y mantenimiento de Escherichia coli OP50. Para la
preparacion del medio NGM (Nematode Growth Medium) y el mantenimiento y siembra de
la E. coli OP50 para la alimentacion del modelo, se realizd de acuerdo con el protocolo
establecido por Surco Felipe y estandarizado previamente en el grupo de Biotecnologia y
Genética UCMC (Ver anexo 1).
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Sincronizacion. La sincronizacion se hace con el objetivo de tener todas las larvas del
nematodo C. elegans en el mismo estadio larvario. Para esto se dejan crecer una cantidad
considerable de nematodos en las placas con huevos en su interior, es decir, larvas en

estadio L4 (Ver anexo 2).

Preparacion de medio NGM con glucosa. Para la preparacion del medio NGM con glucosa
fueron preparados 250 mL del medio NGM siguiendo el protocolo establecido, con el Unico
cambio de que se agrego6 al medio 40 mmoles/L para lograr una concentracion de glucosa
por gusano de 14 mmoles/L como fue descrito en la metodologia utilizada por Heestand
BN y colaboradores. (31). Para los 250 mL de glucosa la concentracién en gramos
equivalente a los 40 mmoles/L fue de 7,2gr/mL.

Preparacion del medio NGM con extracto. Para la preparacion del medio NGM con el
extracto etanolico inicialmente se prepar6 el stock disolviendo los mg de peso inicial del
extracto en DMSO, posteriormente se agregdé al medio las concentraciones 0,1mg/ml,

1mg/mly 10mg7mL del extracto a partir de la formula: V1*C1=V2*C2
5.5. Caracterizacion fenotipica y fisioldgica.

La caracterizacion fenotipica se realizd antes y después de sembrar el nematodo en el

medio NGM con glucosa y extracto de B. variegata Linn.
5.5.1. Ensayos de reproduccién

Se realiz6 la sincronizacion de los nematodos, colocandolos en cada una de las cajas con y
sin tratamiento, se esperd a que los gusanos llegaran al primer dia de adultez, a partir de
este momento se transfirieron diariamente de a una sola larva a nuevas placas de
NGM/OP50, procedimiento que se realizd por 4 dias, después de la postura de las larvas
adultas se incubaron las cajas por dos dias para que los huevos eclosionan y llegaran hasta

la etapa larvaria L2 y L3, para realizar el conteo de las mismas.
5.5.2. Ensayo de Longitud

Se realizo la sincronizacion de los nematodos, se esperd a que llegaran hasta el estadio
larvario L4 (hasta finalizar su periodo fértil) aproximadamente 6 dias, una vez cumplido

este periodo, se colocd una gota de Hidrocloruro de Levamisol en una lamina para
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microscopia, para posteriormente transferirlas a la gota de dicha solucion causal de paralisis
(contraccion muscular sostenida) y finalmente la muerte, para poder medirlos en un
microscopio con reglilla milimetrada. La longitud se determiné en 10 nematodos por caja
de Petri con cada tratamiento, teniendo en cuenta cada centimetro de diferencia que pueden

presentar. Se realiz6 cada ensayo por triplicado.
5.5.3. Ensayo de movimiento

En este ensayo se realizd una sincronizacion, se esperd que los nematodos llegaran a un
estadio larvario L4 (hasta terminar su periodo fértil) aproximadamente 6 dias. Una vez
cumplido este periodo se realizo el ensayo, tomando una larva y midiendo el nimero de
movimientos que esta realizaba en forma de “S” durante un periodo de tiempo de 20 min,
para inducir este movimiento por las larvas se utiliz6 el alambre de cobre estéril y con este

se hacia un ligero toque a la larva para que esta se moviera.
5.6. Tincion de lipidos
5.6.1. Tincion con azul de Nilo

Para realizar la tincion de lipidos por medio del azul de Nilo se adapt6é el protocolo
empleado por Escorcia, W, en el afio 2018. (14) Se usaron larvas en su cuarto dia de
adultez, en una placa de agar NGM. Inicialmente se hace un lavado a la caja con PBS al
1X, usando 1000uL. se debe sacar la mayor cantidad de nematodos posibles; esto se
transfiere a un tubo eppendorf, para posteriormente centrifugarse a 4000rpm durante dos
minutos, luego se descarta el sobrenadante y se vuelve a lavar con 1000uL de PBS al 1X.
(Esto se realiza cuantas veces sea necesario para eliminar la mayor cantidad de bacteria
presente y que queden solo los nematodos). Posterior a los lavados se elimina el
sobrenadado de cada tubo y se agregan 600uL de isopropanol y se deja en agitacion por un
tiempo de 30 minutos. Pasado el tiempo, se centrifuga a 4000rpm durante un minuto, se
vuelve a hacer un lavado con PBS al 1X. Luego del lavado, se ponen 600pL de tincion
Azul de Nilo y se deja en agitacion constante y aislada de la luz por una hora. Pasado el
tiempo se realiza un ultimo lavado con el fin de eliminar restos de colorante y se sirve el
sobrenadante sobre laminas para poder observar al microscopio de fluorescencia a una

longitud de onda de 450 nm.
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5.6.2. Tincién con Sudan |11

Para realizar la tincion de lipidos por medio del azul de Nilo, se necesitan larvas en su
cuarto dia de adultez, en una placa de agar NGM. Inicialmente se hace un lavado a la caja
con PBS al 1X, usando 1000pL. se debe sacar la mayor cantidad de nematodos posibles;
esto se transfiere a un tubo eppendorf, para posteriormente centrifugarse a 4000 rpm
durante dos minutos, luego se descarta el sobrenadante y se vuelve a lavar con 1000uL de
PBS al 1X. (Esto se realiza cuantas veces sea necesario para eliminar la mayor cantidad de
bacteria presente y que queden solo los nematodos). Posterior a los lavados se elimina el
sobrenadado de cada tubo y se agregan 600pL de isopropanol y se deja en agitacion por un
tiempo de 30 minutos. Pasado el tiempo, se centrifuga a 4000rpm durante un minuto, se
vuelve a hacer un lavado con PBS al 1X. Luego del lavado, se ponen 600uL de tincion
Sudan 11 y se deja en agitacion constante y aislada de la luz por una hora. Pasado el tiempo
se realiza un ultimo lavado con el fin de eliminar restos de colorante y se sirve el

sobrenadante sobre laminas para poder observar al microscopio.
5.7. Ensayo de estrés oxidativo

Para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se utilizé el ensayo de Maldonado
Miguel 2019 (18) brevemente modificada, se usaron nematodos con 4 dias de adultez, Para
revisar la supervivencia de los nematodos se expusieron a peréxido hidrogeno utilizandolo
como oxidante y formador de especies reactivas de oxigeno a 0,5 mM; los ensayos se
realizaron pasando a un medio NGM/OP50 40 larvas adultas con y sin tratamiento y
exponiéndolas a 1 mL de H2O>, se dejaron en reposo a 25°C. Posteriormente cada hora
durante 5 horas, la sobrevivencia de las larvas fue determinada mediante el toque al cuerpo
del gusano y este debia mostrar un movimiento en “S”, de esta manera se contaban las

larvas que seguian vivas a cada hora.
5.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 en el programa Graph Pad version 7.0 (Graph Pad Prism).
Se realizaron dos tipos de analisis, el primero de una ANOVA de dos vias para los datos
que implicaran tratamientos a lo largo del tiempo. Y el segundo fue una ANOVA de una

via para comparar los datos obtenidos entre tratamientos. La significancia estadistica fue
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p=0.05, en donde se determind como estadisticamente significativo los valores iguales o

menores a dicho valor.
6. Resultados

Se evalud la accion del extracto de B. variegata Linn en cepas de C. elegans antes y
después de ser expuestas a una dieta rica en glucosa. Inicialmente se realizd una
diferenciacion de los estadios larvarios, posterior a esto se expuso la cepa salvaje a una
dieta rica en glucosa midiendo los cambios presentados fenotipica y fisiolégicamente, para
finalmente evaluar los cambios ocurridos en dichas cepas después de exponerlas al extracto
etanolico de la planta por medio de los ensayos de reproduccion, longitud del cuerpo,

movilidad y estrés oxidativo.

6.1. Obtencion del extracto etanolico de B. variegata Linn.

Para la preparacion del extracto etandlico se obtuvieron 690 g de material vegetal seco los
cuales luego del proceso de percolacion con el etanol al 96% permitieron obtener 133.64 ¢
de extracto. El rendimiento aproximado de la planta se evalué por medio de la siguiente

ecuacion:

Rendimiento = (Cantidad de extracto obtenido (g) / Cantidad total de material vegetal en peso seco (g)) x
100

Lo que dio un rendimiento aproximado de 19.36%.
Luego de llevar a cabo el extracto y hallar su rendimiento, se realizaron las diluciones con

DMSO vy se iniciaron tanto los ensayos como la diferenciacion de estadios larvarios.

6.2. Identificacion de fitocompuestos presentes en el extracto de la planta.

La identificacién de fitocompuestos se hizo de dos maneras, inicialmente se llevaron a cabo
unas pruebas en tubo para poder identificar que fitocompuestos podian estar presentes. En

la tabla No 1, se puede apreciar la presencia de metabolitos secundarios como terpenos y

flavonoides.
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Metabolito secundario Resultado prueba en tubo
Terpenos +
Quinonas -
Flavonoides +
Alcaloides +
Saponinas +

Tabla 1. Metabolitos secundarios por método de tubo.

Luego del ensayo en tubo, se procedié a hacer una cromatografia en capa fina para
Terpenos y una para Flavonoides.

Como se puede apreciar en la figura 6A al revelarse la cromatografia para terpeno, se puede
apreciar una mancha grisacea, la cual se puede ver a lo largo del corrido cromatogréfico,
esto indica la presencia de Terpenos. Para observar presencia de flavonoides, en la imagen

6E, se puede observar manchas entre verdes y grises, las cuales indican que

verdaderamente hay presencia de flavonoides en el extracto.

Figura 6. Cromatografia de terpenos y flavonoides. A. Cromatografia de terpenos
revelada. B. Cromatografia de terpenos vista a 250nm C. Cromatografia de flavonoides
vista en cdmara de luz UV D. Cromatografia de flavonoides vista a 250nm E.
cromatografia de flavonoides revelada.
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6.3. Evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto etandlico sobre la cepa E. coli
OP50

Pasadas las 24 horas de incubacion de la cepa E. coli OP50 con las diferentes

concentraciones del extracto, se demostré que el extracto etanolico de la planta B. variegata

linn no generd ninguna inhibicion del crecimiento de la bacteria.

6.4. Diferenciacién de los estadios larvarios de la cepa N2 salvaje bajo diferentes
condiciones.
Una vez realizada la sincronizacion, los huevos obtenidos se colocaron en un medio NGM
con la cepa E.coli OP50, se dej6 transcurrir un tiempo aproximado de 8 horas que es lo que
tarda el nematodo en pasar de un estadio embrionario al estadio larvario L1, este estadio es
caracterizado por su pequefio tamafio que no permite diferenciar ningan o6rgano interno.
Pasadas 8 horas, el estadio L1 pas6 a ser un estadio L2, donde se ve un pequefio
alargamiento a nivel interno y se empiezan a diferenciar un poco mas sus 6rganos internos.
A las 6 horas se pudo evidenciar que esta larva paso de un estadio L2 a ser un poco mas
grande y se aprecia una complejidad interna mas grande por ende se considera una larva
L3. Aproximadamente 6 horas mas tarde, se pueden apreciar todas las estructuras internas
del nematodo, como la vulva y el es6fago, aqui se considera una larva L4 y se puede ver
como en esta fase ya empieza su ciclo reproductivo durante el cual alcanza un tamafio de

aproximadamente 1000-1100nm, este ciclo dura aproximadamente 6 dias. (Figura No 7.)
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coL 1. coL 2. coL 3. coL 4. COL 5.

Figura 7. Diferenciacion de los estadios larvales del nematodo expuesto a diferentes
condiciones. A. Estadios larvales del nematodo N2 perteneciente a la cepa salvaje. Al.
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Huevos. A2. Larva L1. A3 Larva L2. A4. Larva L3. A5. Larva L4. B. Estadios larvales del
nematodo N2 alimentado con una dieta rica en glucosa. B1. Huevos. B2. Larva L1. B3
Larva L2. B4. Larva L3. B5. Larva L4. C. Estadios larvales del nematodo N2 alimentado
con una dieta rica en glucosa y tratada con extracto de B. variegata Linn a una
concentracion de 0.1mg/mL. C1. Huevos. C2. Larva L1. C3 Larva L2. C4. Larva L3. C5.
Larva L4. D. Estadios larvales del nematodo N2 alimentado con una dieta rica en glucosa y
tratada con extracto de B. variegata Linn a una concentracion de 1 mg/mL. D1. Huevos.
D2. Larva L1. D3 Larva L2. D4. Larva L3. D5. Larva L4. E. Estadios larvales del
nematodo N2 alimentado con una dieta rica en glucosa y tratada con extracto de B.
variegata Linn a una concentracion de 10 mg/mL. E1. Huevos. E2. Larva L1. D3 Larva L2.
E4. Larva L3. E5. Larva LA4.

6.5. Caracterizacion fisiologica de la cepa N2 sometida a altas concentraciones de
glucosa y al extracto

La caracterizacion fisiologica se llevé a cabo una vez obtenidos los huevos a partir de la

sincronizacion. El analisis de las caracteristicas fisiologicas se realizd6 comparando la cepa

N2 sin tratamiento, la cepa expuesta a altas concentraciones de glucosa y ante diferentes

concentraciones del extracto etandlico de las hojas de B. variegata Linn.

6.5.1. Reproduccion

El primer ensayo que se llevd a cabo fue el de reproduccion, en condiciones normales una
larva adulta de la cepa N2 pone aproximadamente 200 — 300 huevos a lo largo de su vida
reproductiva, alcanzando su pico maximo en postura de huevos entre el dia 2 y 3 como se
puede observar en la grafica (Figura N° 8). Respecto a la cepa N2/Glucosa se observé una
disminucion notable en la postura de huevos por parte de las larvas demostrando asi que las
concentraciones altas de glucosa afectan en la reproduccién del nematodo; similar a la N2
presentd su pico maximo en postura los dias 2 y 3 del ensayo.

Posteriormente la cepa N2/Glucosa se expuso a 3 concentraciones del extracto etanolico de
las hojas de B. variegata Linn a 0,1; 1 y 10 mg/mL. En los resultados de la cepa
N2/Glucosa expuesta a la concentracion de 0,1 mg/mL y 1 mg/mL se observa un leve
aumento en la postura de los huevos del nematodo igualando en el dia 2 a la cepa N2 y
superandose en el dia 3 alcanzando su pico maximo en la postura de huevos. Por Gltimo, en

la concentracion de 10 mg/mL se visualiza un aumento considerable en la postura de
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huevos de la larva desde el primer dia, alcanzando su pico maximo el 3 dia superando a la
cepa N2 demostrando que el extracto etandlico tiene efecto positivo en los cambios
presentados en la cepa cuando se expone a altas concentraciones de glucosa y después se

somete a tratamiento.

Repro N2

¢

80+ N2 (Negative control)

N2 + Gluc
(Positive control)

N2 + Gluc +

B. variegata (0.1mg/mL)
N2 + Gluc +

B. variegata (1mg/mL)

N2 + Gluc +
B. variegata (10mg/mL)

4

604

40-

Number of larvae

20+

p=0,05 All data sets show mean and SEM.
2way ANOVA and Dunnett’s multiple

comparisions tests were made. Each data
set was compared against N2 + Gluc.

Figura 8. Ensayo de Reproduccion. Comparacion fisioldgica del ensayo de reproduccion
de la cepa N2 salvaje (vista en color azul), la cepa N2 alimentada con una dieta alta en
glucosa (vista en color rojo), la cepa N2 que fue alimentada con dieta alta en glucosa y
posteriormente tratada con tres concentraciones de extracto (vistas en color verde). Se
puede observar que el nematodo al ser alimentado con una dieta alta en glucosa presenta
una gran disminucion en la produccién de huevos.

6.5.2. Longitud.
En el ensayo de la longitud del cuerpo del nematodo adulto, se midieron 10 larvas de N2;
N2/Glucosa y de las concentraciones 0.1, 1 y 10 mg/mL del extracto etandlico de B.

variegata Linn. (Figura 9)
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Figura 9. Nematodos vistos al microscopio de reglilla. A. Comparacion fisioldgica del
ensayo de longitud de la cepa N2 salvaje. N B. la cepa N2 alimentada con una dieta alta en
glucosa. C. Nematodo alimentado con una dieta rica en glucosa y tratado con extracto de B.
variegata Linn a una concentracion de 0.1 mg/mL. D. Nematodo alimentado con una dieta
rica en glucosa y tratado con extracto de B. variegata Linn a una concentracion de 1
mg/mL. E. Nematodo alimentado con una dieta rica en glucosa y tratado con extracto de B.
variegata Linn a una concentracion de 10 mg/mL.

La larva adulta de la cepa N2 en condiciones normales mide aproximadamente entre 1 — 1.1
mm; como se observa en la Figura N° 10 las cepas N2 y N2/Glucosa no presentan
variaciones considerables en la longitud de la larva adulta; sin embargo, cuando la larva es
sometida al tratamiento con el extracto etandlico de B. variegata Linn en la concentracion
de 0,1 mg/mL, se presenta una disminucion en la longitud del cuerpo de la larva, ya en la
concentracion de 1mg/mL se muestra normalidad en la longitud respecto a la cepa N2.
Finalmente, con la concentracion de 10 mg/mL se observa un aumento considerable en la
longitud del cuerpo de las larvas respecto a la cepa N2 y N2/Glucosa. En este ensayo de
longitud se puede ver una diferencia en el tamafio del cuerpo de las larvas expuestas al
tratamiento con el extracto; se demostré que a mayores concentraciones de extracto mayor

el tamano de los nematodos.
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were made. Each data set was compared against
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Figura 10. Ensayo de longitud. Comparacion fisiol6gica del ensayo de longitud de la cepa
N2 salvaje (vista en color azul), la cepa N2 alimentada con una dieta alta en glucosa (vista
en color rojo), la cepa N2 que fue alimentada con dieta alta en glucosa y posteriormente
tratada con tres concentraciones de extracto (vistas en color verde). Se puede observar que
el nematodo al ser tratado con la concentracion mas alta del extracto presenta un aumento
en el tamafio de las larvas.
6.5.3. Movimiento.

En el ensayo de movilidad de los nematodos, se observé cuantos movimientos en forma de
“S” realizaba una larva adulta durante un periodo de tiempo de 20 seg. Se puede evidenciar
que la cepa N2/Glucosa tiene una disminucion en los movimientos respecto a la cepa N2.
Cuando la cepa N2/Glucosa es sometida al tratamiento con el extracto etandlico de B.
variegata Linn en la concentracion de 0,1 mg/mL se puede ver que la cepa posee una
cantidad de movimientos similares a los de la cepa N2. Finalmente, en las concentraciones
del extracto con 1 y 10 mg/mL se visualiza un aumento en la cantidad de movimientos en
forma de “S” de los nematodos, demostrando que el tratamiento con el extracto etanolico

tiene efectos favorables en la movilidad y, por tanto, en la estructura motora del cuerpo del

nematodo.
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Figura 11. Ensayo de Movilidad. Comparacion fisioldgica del ensayo de movilidad de la
cepa N2 salvaje (vista en color azul), la cepa N2 alimentada con una dieta alta en glucosa
(vista en color rojo), la cepa N2 que fue alimentada con dieta alta en glucosa y
posteriormente tratada con tres concentraciones de extracto (vistas en color verde). Se
puede observar que el nematodo al ser tratado con el extracto etandlico de B. variegata
Linn aumenta favorablemente su movilidad.

6.6. Evaluacion del efecto lipolitico del extracto etandlico de las hojas de B. variegata
Linn sobre el nematodo C. elegans a partir de la tincién Azul de Nilo y Sudan Il11.

El efecto lipolitico del extracto en el nematodo fue evaluado por medio de dos tinciones, la
tincion Sudan 111, una tincién colorimétrica con afinidad por los lipidos, como puede
observarse en la figura 12. Los nematodos que han sido sometidos a una dieta rica en
glucosa presentan un acumulo en sus lipidos y una desorganizacién en sus Organos
internos. A medida que se van administrando las diferentes concentraciones del extracto, se
puede observar, que, a mayor concentracion de extracto, la disminucion en los lipidos es

mayor.

45



Figura 12. Tincion Sudan I11. A. Nematodo N2 cepa salvaje. B. Nematodo sometido a
una dieta rica en glucosa. C. Nematodo sometido a una dieta rica en glucosa y tratado con
una concentracion de extracto de 0.1mg/mL. D. Nematodo sometido a una dieta rica en
glucosa y tratado con una concentracion de extracto de Img/mL. E. Nematodo sometido a

una dieta rica en glucosa y tratado con una concentracion de extracto de 10 mg/mL.

Asi mismo, en la figura 13 se puede ver como por medio de la tincién fluorescente Azul de
Nilo, que a medida que la concentracion del extracto administrada al nematodo va

aumentando, la cantidad de lipidos observada va disminuyendo.
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Figura 13. Tincion Azul de Nilo. A. Nematodo N2 cepa salvaje. B. Nematodo sometido a
una dieta rica en glucosa. C. Nematodo sometido a una dieta rica en glucosa y tratado con
una concentracion de extracto de 0.1mg/mL. D. Nematodo sometido a una dieta rica en
glucosa y tratado con una concentracion de extracto de 1mg/mL. E. Nematodo sometido a
una dieta rica en glucosa y tratado con una concentracion de extracto de 10 mg/mL.

6.7.Actividad antioxidante del extracto etanolico de las hojas de B. variegata Linn
sobre el nematodo C. elegans
Por ultimo, el ensayo de estrés oxidativo se llevo a cabo durante un periodo de 5 horas, en
el cual se midi6 la mortalidad de 40 larvas que fueron expuestas a H202. Las larvas de la
cepa N2 mostraron una resistencia favorable a la exposicion de H202, sin embargo, la cepa
N2/Glucosa demostré que su capacidad para resistir el peréxido de hidrdégeno se disminuye,
presentando mayor mortalidad de larvas respecto a la cepa N2. Al momento de tratar la
cepa N2/Glucosa con el extracto etandlico en concentracion de 0.1 y 1 mg/mL las larvas
presentaron una resistencia al estrés oxidativo similar al de la cepa N2, demostrando
mejoria después de ser tratadas con el extracto. Finalmente, en la cepa N2/Glucosa tratada

con la concentracién mas alta del extracto (10 mg/mL) se presentd una resistencia mayor a
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la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), visualizando una mayor cantidad de

larvas vivas con respecto a la cepa N2.

Oxidative stress N2

B. variegata (10mg/mL)

M 50-

g -~ N2 (Negative control)

8 - N2 + Gluc (Positive control)
© N2 + Gluc +

E B. variegata (0.1mg/mL)
S - N2 + Gluc +

3 B. variegata (1mg/mL)
g N2 + Gluc +

© —

=

c

=1

7]

p=0,05 All data sets show mean and SD.
2way ANOVA and Dunnett’s multiple

comparisions tests were made. Each data
set was compared against N2 + Gluc.

Figura 14. Ensayo de estrés oxidativo. Comparacion del ensayo de estrés oxidativo de la
cepa N2 salvaje (vista en color azul), la cepa N2 alimentada con una dieta alta en glucosa
(vista en color rojo), la cepa N2 que fue alimentada con dieta alta en glucosa y
posteriormente tratada con tres concentraciones de extracto (vistas en color verde). Se
puede observar que el nematodo al ser expuesto a un agente oxidante (H202) y luego
tratado con el extracto etandlico de B. variegata Linn presenta una mayor resistencia a la
formacion de ROS.

7. Discusion

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica que se desencadena cuando el
pancreas no produce la suficiente insulina (hormona encargada de regular los niveles de
glucosa en sangre) o cuando las células del cuerpo no pueden utilizar con eficacia la
insulina que produce. (46) Para el dia mundial de la Diabetes la OPS plantea que
aproximadamente 62 millones de personas en las américas padecen Diabetes Mellitus tipo 2
y se estima que para el 2040 sean 109 millones de personas; en Colombia se presenta en un
4 al 8% de la poblacion, registrandose, asi como la cuarta causa de mortalidad y

morbilidad. Sin embargo, entre el 30 — 40% de las personas que padecen DM desconocen
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poseerla, debido a que la enfermedad se encuentra relacionada a la obesidad, el sobre peso

y habitos alimenticios. (47)

Para el estudio de la Diabetes se han utilizado diferentes modelos animales que han
permitido conocer la fisiopatologia de la enfermedad, entre los méas usados se encuentran el
raton y el nematodo C. elegans, este ultimo destacandose como modelo bioldgico
experimental por su corto ciclo de vida y su via de sefializacion de la insulina similar en un
90% a la del humano.

En el presente trabajo, se busco evaluar el efecto lipolitico y antioxidante del extracto de
una planta conocida empiricamente por su accién hipoglucemiante en pacientes que
padecen DM. Para esto se realizd un extracto etanolico proveniente de 690 g de hojas de B.
variegata Linn; se realiz6 un proceso de percolacion con el fin de hacer una extraccion lo
méas completa posible de los principios activos de la planta para obtener un extracto de
calidad. Una vez terminado el extracto etandlico se midié el rendimiento aproximado de la
planta, como lo hizo Khumar. A; se denomina de esta manera, ya que se desconoce la
cantidad exacta de etanol que aun permanece en el extracto, puesto que, aungque se remueve
una gran cantidad de él mismo, en la rota evaporacion y el bafio maria, es probable que el

extracto final posea pocas concentraciones de etanol. (54)

Posteriormente, se realiz6 una identificacion de los fitocompuestos presentes en el extracto,
se destaco la presencia de flavonoides que, segun Ortiz H, (49) son los encargados de la
capacidad antioxidante de la planta, por otro lado, se observo la presencia de terpenos que
se encuentran asociados a la actividad lipolitica e hipoglucemiante. Se eligi6 la
caracterizacion de estos fitocompuestos ya que son las mas mencionadas y trabajadas en el
estudio de diferentes enfermedades metabdlicas entre ellas la diabetes (12).

En las investigaciones realizadas con el C. elegans en Diabetes es importante garantizar que
el nematodo cuente con las condiciones necesarias para sobrevivir, una de ellas es que
tenga suficiente alimento; puesto que este se alimenta de E. coli OP50. Segun A. Dhale (50)
el extracto posee un efecto antibio6tico sobre las cepas de E.coli; con el fin de verificar si las

concentraciones manejadas inhiben el crecimiento adecuado de la cepa, se realizd un
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antibiograma, que demostro que el extracto etanolico no ejercia ningan efecto perjudicial
sobre la cepa E. coli OP50.

En el momento de trabajar con un modelo experimental como C. elegans es necesario
conocer tanto su ciclo de vida como todos sus estadios larvarios como los menciona Ogg S.
(7), para esto se llevd a cabo una caracterizacion fenotipica y fisioldgica del nematodo
expuesto en diferentes condiciones. Inicialmente, se detallan los estadios larvarios desde
huevos hasta larva L4 de la cepa N2, N2 expuesta a una dieta alta en glucosa y con las
concentraciones del extracto; observandose cambios en la morfologia tanto de huevos como
larvas, primeramente, a las altas concentraciones de glucosa y posteriormente a la accién
del extracto.

Para evaluar los cambios fisiol6gicos que presentd la cepa N2, se realizaron diferentes
ensayos como lo indica Jobson M.A, en un ensayo donde miro longevidad, reproduccion y
resistencia al estrés. (52) El nematodo C. elegans en condiciones normales pone
aproximadamente entre 200-300 huevos alcanzando su pico maximo de postura entre el dia
2 y 3 de vida fértil como lo menciono L, Byerly (7) ; en el trabajo se expuso a la cepa N2 a
una dieta rica en glucosa la cual provoco cambios notables, produciendo una disminucion
en la cantidad de huevos que pone una larva normalmente, esto debido al aumento de
glucosa presente en las larvas, se observa que en el nematodo como en los humanos al
aumentar la concentracion circulante de glucosa, la capacidad reproductiva se ve afectada
como lo dice el autor Cervantes-Villagrana en su articulo Fisiopatologia de la diabetes (25).
Al exponer la cepa N2 alimentada con glucosa, a las concentraciones del extracto se
observa un aumento ascendente en la postura de huevos, es decir, a mayor concentracion
del extracto mayor cantidad de huevos, mostrando mejoria al estado anterior de exposicién
a glucosa. De esta manera se observan resultados similares en los ensayos de longitud y
movilidad realizados al nematodo en las mismas condiciones.

Una forma de visualizar los cambios producidos en el nematodo por las altas
concentraciones de glucosa, es observar los acumulos de grasa presentes en el cuerpo de la
larva; esto se puede medir de forma cuantitativa o cualitativa; en el estudio se utilizé un
método cualitativo como lo realizado por Escorcia. W. y colaboradores, donde ellos usan
tinciones como Rojo de nilo y Oil Red O (53). En nuestro trabajo se adoptaron los

protocolos de Escorcia. W. pero se usaron las tinciones Azul de Nilo y Sudan 111, que a su
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vez son tinciones que son especificas para tefiir lipidos en tejidos. En este estudio el
colorear las larvas con Azul de Nilo permitio visualizar los lipidos y permitio identificar los
organos internos en el cuerpo del nematodo, al apreciar los nematodos alimentados con
glucosa, se puede observar que la glucosa ocasiond una entropia en los érganos internos del
nematodo. A diferencia de lo visualizado por Escorcia W, en nuestro trabajo si se pudo
observar una diferencia en cuanto a la organizacion corporal del nematodo. A la
exposicion con el extracto la cepa mostrd una disminucién de los depoésitos de grasa y una

mejoria en la organizacién interna de los érganos.

Para medir la actividad antioxidante del extracto de la planta, se llevo a cabo el ensayo de
estrés oxidativo, el cual mide la capacidad que tiene el nematodo para resistir las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y convertirlas en agua e hidrogeniones libres, para esto se
utilizé un ensayo simple en el cual se expone a las larvas a perdxido de hidrdgeno y se
midio su mortalidad en un lapso de tiempo; en la cepa N2 se observo que posee una buena
capacidad de resistir los ROS producidos por el peroxido, en cambio en la cepa N2
expuesta a una dieta rica en glucosa se visualizd6 una mortalidad elevada por su poca
capacidad de resistir los ROS, esto se debe a que los niveles altos de glucosa circulante en
el nematodo y en los humanos produce una mayor cantidad de especies reactivas en el
organismo como lo dice el autor Calderdn J. en el estrés oxidativo y diabetes mellitus. Al
exponer la cepa N2 con glucosa a las diferentes concentraciones del extracto etanolico se ve
un aumento directamente proporcional, es decir, a mayor concentracién del extracto, mayor
capacidad del nematodo para resistir los cambios generados por el peroxido de hidrégeno,
esto debido a la actividad antioxidante de la planta, que actta disminuyendo la cantidad de
ROS circulantes en el organismo como lo dice el autor Calderdn J. en su articulo estrés

oxidativo y diabetes mellitus. (34)
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Figura 15. Modelo de diabetes. Se muestra el efecto del extracto etandlico de las hojas de
B. variegata Linn sobre la cepa N2 expuesta a una dieta rica en glucosa. Las flechas rojas
indican el aumento o disminucién de los lipidos, de las distintas caracteristicas fisiologicas
y de las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos en la cepa N2 con dieta de
glucosa. Las flechas verdes indican los cambios fisioldgicos positivos del extracto sobre el

nematodo.

8. Conclusiones

e Entre los fitocompuestos identificados en el extracto etandlico de las hojas de B.
variegata Linn, se encontr6 que posee flavonoides y terpenos que son los
metabolitos que poseen la actividad hipoglicemiante y antioxidante de la planta.

e En la caracterizacién fenotipica del nematodo se encontré que se presentan cambios
a lo largo del cuerpo y en las dimensiones del nematodo cuando se expuso a una
dieta rica en glucosa, mostrando asi una diabetes inducida.

e La exposicion del nematodo a las concentraciones del extracto etanolico mostro una
mejoria en la caracteristica fenotipica de la larva, que habian cambiado durante el
proceso de diabetes inducida.

e Respecto a la reproduccion, longitud y movilidad del nematodo se identificé que, al
exponerlo a las dietas altas de glucosa, se disminuye la capacidad de las larvas para

poner huevos, moverse Yy en Ssu tamario.
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e Las concentraciones del extracto etanolico mejoraron las actividades fisioldgicas del
nematodo, aumentando la postura de huevos, la movilidad y la longitud de la larva,
mostrando la eficiencia del extracto de la planta.

e Al observar los depositos de grasa del nematodo con las tinciones especificas, se
identifican los cambios organizacionales de los 6rganos internos de la larva, y el
aumento de tamafio de los depdsitos de grasa. Después de la exposicion del extracto
etandlico los cambios presentados en el interior de la larva presenta una mejoria
notable.

e Cuando se expone el nematodo a la produccion de ROS, se observd una
disminucion a tolerar estas especies reactivas de oxigeno cuando se alimenta con
una dieta rica en glucosa, mostrando una mayor mortalidad de larvas y después de
la exposicion del extracto presentdé un aumento en la capacidad del nematodo a

soportar estos ROS, mostrando que el extracto posee una actividad antioxidante.

9. Anexos

9.1.Anexo 1. Preparacion de Medio NGM

Las cajas de Petri con medio NGM como se menciond anteriormente se prepararon
siguiendo el protocolo de Surco Laos estandarizado en el Semillero de Investigacion
Biotecnologia y Genética UCMC.

1. Agregar 3gr de NaCl

2. Pesar 17 gr de Agar-agar

3. Adicionar 2,5 gr de peptona de un total de 975 mL de agua destilada.

4. Se esterilizo por 1 hora, a 121°C y 1 Atm de presion; posteriormente se dejé enfriar.

5. Para el enriquecimiento del medio se utilizo: 1 mL de CaClz, 1 mL de colesterol (5
mg/mL de etanol), 1 mL de MgSO4 1M, 25 mL de buffer KPO4 1M pH 6.0 (108,3 gr de
KH2POy4, 35,6 gr de K2HPO4 en 1L de agua).

6. La solucion de NGM se sirvio en placas de Petri en condiciones de esterilidad, llenando

las cajas con 20 mL de medio aproximadamente. *
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9.2. Anexo 2. Sincronizacion

Para realizar el procedimiento de sincronizacion en los nematodos, se preparan varias
soluciones:
e Solucidn bleaching (solucién de blanqueamiento)
En un tubo falcon de 10 mL se agrega una mezcla de 5 mL de NaOH, 3,8 mL de
Hipoclorito al 5% y 1,2 mL de agua destilada.
e Buffer M9
Para 1L de agua destilada se agregan 3 gr de K2POs, 6 gr de Na,PO4, 1 mL de MgSO4 1M,
y se esteriliza en autoclave por 1 hora.
Posteriormente se llevan a cabo los siguientes pasos para la adecuada realizacion de la
sincronizacion de los nematodos.
1. Se lavan las cajas con 3 mL de tampdn M9 durante 5 minutos y se procede a
recolectar 1.8 mL en un eppendorf.
2. Este tubo se centrifuga a una velocidad 4500 rpm durante 5 minutos eliminando el
sobrenadante, se realiza esta accién dos veces (cuando se observa el eppendorf a

contraluz, se visualizan larvas)

3. Se agregan 2 mL de bleaching se lleva a una agitacion suave y constante durante 4
minutos, se centrifuga, se descarta el sobrenadante y se agregan 2 mL de buffer M9,
se repite esta accion una vez mas (o hasta no observar larvas a contraluz).

4. Se realizan dos lavados con buffer M9 donde se pueden observar unos puntos
(huevos), lo que indica que la sincronizacion se realizé con éxito.

5. Se centrifuga una vez mas, se descarta el sobrenadante y se agregan 200 uL de
tampon M9, se suspende para finalmente colocar sobre una placa de NGM/OP50 y

se incubo para lograr el desarrollo de los huevos al estadio Larvario L1.
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9.3. Anexo
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9.4. Anexo 4. Certificado de asistencia LAWM 2020
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