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l. INTRODUCCION

La depresion, también llamada trastorno depresivo mayor o
depresion unipolar (Morales-Medina et al, 2010; Nestler et al, 2002; Wong
et al, 2013), es un desorden relacionado al estrés (Nestler et al, 2002) que
afecta a aproximadamente el 21% de la poblacion mundial (Stepanichev
et al, 2014). El tratamiento de la depresion se basa principalmente en la
prescripcion de farmacos antidepresivos de segunda generacion, los
cuales, a pesar de presentar mayor efectividad y menos efectos
secundarios que las drogas de primera generacién, no muestran una
efectividad que pueda considerarse elevada, llegando a exhibir una tasa
de respuesta menor al 50% y una alta reincidencia, por lo que estan lejos
de considerarse ideales (Hendrie et al, 2013). Por este motivo, se hace
necesario el desarrollo de drogas antidepresivas que presenten mayor
efectividad y menos efectos secundarios que los farmacos actualmente
disponibles. Una manera de promover el desarrollo de potenciales
medicamentos antidepresivos es la evaluacion de plantas utilizadas en la

medicina popular para el tratamiento de los desérdenes del humor.

Existen muchos estudios experimentales en los que se ha evaluado,
tanto clinica como preclinicamente, la actividad antidepresiva de plantas
utilizadas en la medicina popular para tratar este tipo de desérdenes
(Muszynska et al, 2015; Saki et al, 2014). Muchos de estos estudios han
utilizado plantas pertenecientes a la familia de las fabaceas (Khursheed et
al, 2014; Ebrahimzadeh et al, 2014; Mizuki et al, 2014). A pesar de que
los estudios evaluando la actividad antidepresiva de fabaceas datan
desde finales del siglo pasado, no existen estudios que evalien la
actividad antidepresiva de Anadenanthera colubrina.



Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan “vilca” o “huayo” (Elferink,
2000; Marcelo-Pena et al, 2010) es una fabacea sudamericana cuya
corteza ha sido utilizada en la medicina popular para tratar una diversidad
de males (Agra et al, 2007; Albuquergue et al, 2007; Cartaxo et al, 2010;
Medeiros et al, 2013). Aunque varios estudios fitoquimicos realizados con
esta estructura han detectado la presencia de una variedad de
metabolitos secundarios entre los que se destacan catequinas, esteroles,
fenoles, flavonoides, saponinas, taninos, terpenoides y xantonas (De
Sousa Araujo et al, 2008; Pessoa et al, 2012; Santos et al, 2013; Weber et
al, 2011), son pocos los estudios que han identificado especificamente los
compuestos presentes en la corteza y por ende se han realizado pocos
trabajos que muestren la importancia biolégica de estos compuestos
aislados (Weber et al, 2011). Aun asi, existen investigaciones que han
demostrado las propiedades analgésicas y antiinflamatorias de varios de
sus metabolitos (De Lima et al, 2013; Fu et al, 2013; Montserrat-de la Paz
et al, 2012; Santos et al, 2013; Thao et al, 2015). No obstante, y a pesar
de los estudios que han sugerido que el dolor y la depresion comparten
las mismas bases neuroquimicas (Mico et al, 2006; Nekovarova et al,
2014), y los que adicionalmente sefialan una posible contribucién de la
neuroinflamacion en el desarrollo de la depresion (Kim et al, 2016;
Nekovarova et al, 2014), no existen reportes que evallen los efectos
antidepresivos de los metabolitos especificos ni de la corteza de A.
colubrina, pese a la actividad antidepresiva mostrada por varios tipos de
catequinas (Lee et al, 2013), esteroles (Ishola et al, 2014), fenoles,
flavonoides, saponinas, terpenoides (Bahramsoltani et al, 2015), taninos
(Xu et al, 2010) y xantonas (Zhao et al, 2014).

En este sentido, y teniendo en cuenta:

(1) los estudios que han sugerido que el dolor y la depresion

comparten las mismas bases neuroquimicas, reafirmando reportes que



indican que varios antidepresivos poseen propiedades analgésicas (Mico
et al, 2006; Nekovarova et al, 2014),

(2) los reportes que sefalan una posible contribucion de la
neuroinflamacion en el desarrollo de la depresion, corroborado por el
hallazgo de las propiedades antiinflamatorias de algunos antidepresivos
(Kim et al, 2016; Nekovarova et al, 2014), y

(3) la deteccion de principios activos con actividad analgésica y
antiinflamatoria como catequinas, esteroles, fenoles, flavonoides,
saponinas, taninos, terpenoides y xantonas en la corteza de A. colubrina
(De Lima et al, 2013; Fu et al, 2013; Garrido-Suarez et al, 2014;
Montserrat-de la Paz et al, 2012; Moreira et al, 2014; Pessoa et al, 2012,
Quifionez-Bastidas et al, 2013; Said et al, 2015; Santos et al, 2013; Thao
et al, 2015),

nuestro estudio tuvo como objetivo principal evaluar la actividad
antidepresiva del extracto etandlico de la corteza (EEC) de A. colubrina en
un modelo animal predictivo de actividad antidepresiva, el test de nado
forzado (forced swimming test, FST) en ratas; este test implic6 una
modificacién de los protocolos descritos por (Porsolt et al, 1977, 2001) y
(Cryan et al, 2005b), y fue complementado con un test de evaluacién de la
actividad locomotora de las unidades experimentales, el open field test
(OFT) (Crawley, 1985; Prut y Belzung, 2003; Ribeiro et al, 2006) para
determinar si los efectos observados en el FST podrian deberse a un
efecto del EEC sobre la locomocion general de los animales de

experimentacion.

Nuestro estudio es importante para establecer la existencia de algun
posible papel antidepresivo de A. colubrina, y su potencial uso en el

desarrollo de nuevas drogas antidepresivas.



Il ANTECEDENTES

2.1. Estrésy depresion

El término “estrés” fue empleado por Hans Selye (Selye, 1936) para
describir una amenaza real o potencial a la homeostasis (Joca et al,
2003). En este aspecto, el estrés se define como una respuesta
inespecifica frente a alguna demanda sobre el organismo (Heinrichs vy
Koob, 2006), respuesta formada por tres componentes principales: (1) el
estimulo de entrada, o estresor; (2) el proceso evaluativo; y (3) la
respuesta de salida, o respuesta de estrés (Kollack-Walker et al, 2007).
Esta respuesta va acompafada por cambios fisiolégicos que incluyen la
activacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (eje HPA) y el sistema

nervioso simpético (Heinrichs y Koob, 2006).

La activacion del eje HPA se inicia en la region parvocelular medial
del nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo, la cual secreta la
hormona liberadora de corticotropina (CRH), que estimula la sintesis y
liberacién de adrenocorticotropina (ACTH) por la pituitaria anterior. A su
vez, la ACTH estimula la sintesis y descarga de glucocorticoides (cortisol
en humanos y corticosterona en roedores) por la corteza adrenal (Nestler
et al, 2002; Lupien et al, 2009), los cuales ejercen profundos efectos
sobre el metabolismo general, tratando de mantener la homeostasis,
movilizando energia para las reacciones de lucha o huida (Kollack-Walker
et al, 2007), y afectando el comportamiento mediante acciones directas
sobre varias regiones cerebrales (Nestler et al, 2002). Se cree que los
efectos adversos del estrés resultan parcialmente de (1) la activacién o
inhibicion prolongadas de ciertos sistemas neurotransmisores y rutas
intracelulares y/o (2) la exposicion cronica a sustancias neuroactivas

como los glucocorticoides (Fuchs y Flugge, 2007).



El trastorno depresivo mayor, depresion unipolar o depresion, es un
desorden neuropsiquiatrico complejo con una etiologia aun no del todo
clara y posiblemente muchos factores de riesgo (Wong et al, 2013).
Aungque se han propuesto diversas hipotesis para explicar la etiologia de
la depresion y los desordenes asociados con ella (las cuales incluyen la
existencia de estrés cronico, errores en la neurogénesis adulta,
neuroplasticidad alterada, disfunciones en la transmision monoaminérgica
y factores genéticos), ninguna de estas ha logrado dilucidar
completamente la sintomatologia humana (Morales-Medina et al, 2010).
No obstante esto, es bien sabido que la exposicion a varios tipos de
estrés puede influir en el desarrollo de patologias fisicas y psiquiatricas
como la depresion (Cryan et al, 2005b; Heinrichs y Koob, 2006). En tal
sentido, el trastorno depresivo se considera frecuentemente como un
desorden relacionado al estrés, pues su aparicion muchas veces esta
relacionada con la exposicion a alguna forma de este (Nekovarova et al,
2014; Nestler et al, 2002), precipitando su desarrollo e influenciando su
curso y severidad; ademas, la neurobiologia y manifestaciones clinicas de
la respuesta de estrés y la depresion son muy similares (Gold, 2005). A
pesar de lo antes mencionado, debe indicarse que el estrés per se no es

suficiente para causar depresion (Nestler et al, 2002).

Los pobladores del antiguo Imperio Incaico ya conocian la existencia
de este desorden psiquiatrico, el cual recibia diversos nombres quechuas
como pputirayay huaccanayay unccoy, putirayay, kusiymana, o llakiysapa,
qgue hacian referencia a la “melancolia” con que los cronistas definian
estos cuadros. Segun las cronicas, los trastornos depresivos se
encontraban entre los desérdenes mentales mas importantes de la época,
y eran muy frecuentes entre la familia real; de hecho, se considera que la
“melancolia” era la enfermedad mental mas importante del antiguo Peru
(Elferink, 2000).



2.2. Modelos animales predictivos de actividad antidepresiva: FST

Aungue los modelos animales de depresion deberian satisfacer al
menos cuatro criterios respecto a la enfermedad humana (similitud de
etiologia, bioquimica, sintomatologia y tratamiento) (Borsini y Meli, 1988),
los modelos actualmente disponibles dependen de uno de dos principios:
(1) el efecto de drogas antidepresivas conocidas, o (2) las respuestas al
estrés (Nestler et al, 2002). Del mismo modo, se han utilizado dos
enfoques para estudiar potenciales farmacos antidepresivos: (1) el
empleo de modelos empiricos que tratan de encontrar las condiciones
experimentales necesarias para que drogas antidepresivas ejerzan
efectos farmacoldgicos no mostrados por drogas de otros tipos, y (2) el
uso de modelos tedricos que tratan de reproducir en animales la
sintomatologia humana de la depresion (Borsini y Meli, 1988). Algunas de
estas pruebas han sido efectivas en la prediccion de la eficacia de nuevos
antidepresivos, a la vez que proporcionan modelos Utiles para estudiar los
mecanismos subyacentes al estrés y a las respuestas antidepresivas
(Nestler et al, 2002). No obstante, resulta evidente que los modelos
sensibles a farmacos antidepresivos son una sobresimplificacion de una
enfermedad compleja como la depresion, por lo que nunca seran

completamente validos (Borsini y Meli, 1988).

El test de nado forzado (forced swimming test, FST) (Porsolt et al.,
1977) es un modelo predictivo de actividad antidepresiva basado en la
observaciéon de que los roedores forzados a nadar en un espacio estrecho
del cual no hay escapatoria (por ejemplo, un cilindro con agua) finalmente
adoptan, después de un periodo inicial de actividad vigorosa, una postura
inmovil caracteristica, moviéndose Unicamente |0 necesario para
mantener sus cabezas fuera del agua (Cryan et al, 2005b; Porsolt et al,
2001).



Se ha mostrado que los tratamientos antidepresivos reducen la
inmovilidad, a la vez que aumentan los movimientos activos de escape
durante el test (Cryan et al, 2005b), por lo que el FST es el modelo mas
utilizado en la busqueda preclinica de probables drogas antidepresivas
(Luo et al, 2008; Stepanichev et al, 2014). Se ha sugerido que esta
postura inmovil es un reflejo de que los roedores han aprendido de que el
escape es imposible y han perdido todas las esperanzas (“desesperanza
comportamental”) (Porsolt et al, 1977, 2001), aunque dicha inmovilidad
seria mas bien una respuesta adaptativa ante una situacion de estrés
(Borsini y Meli, 1988).

Si bien el FST tradicional de (Porsolt et al, 1977) sélo contemplaba el
registro de tiempo de dos comportamientos en el cilindro de nado, (a) el
comportamiento pasivo (inmovilidad) y (b) el comportamiento activo (nado,
escalamiento, etc.), asi como el uso de agua a una altura de 15-18 cm, no
permitia la deteccidon de un tipo de antidepresivos muy utilizados en la
clinica, los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS),
por lo que posteriormente se sugirieron y adoptaron modificaciones en el
test que permitieran detectar este tipo de compuestos (Borsini et al, 1989;
Detke y Lucki, 1996; Detke et al, 1995). Este FST modificado considera
los tiempos de (a) inmovilidad, (b) escalamiento, y (c) nado, ademas de
aumentar la altura del agua a 30 cm. La justificacién del registro de estos
tres comportamientos radica en que la estimulacion de los
comportamientos activos de escalamiento y nado permite conocer qué
tipos de sistemas neurotransmisores estan implicados en el efecto
mostrado por las drogas, pues se ha reportado que la activacion del
sistema catecolaminérgico (principalmente el noradrenérgico) estimula el
comportamiento de escalamiento, mientras que la estimulacién del
sistema serotoninérgico estimula el comportamiento de nado (Cryan et al,
2005a,b; Detke y Lucki, 1996; Detke et al, 1995).



2.3. Posible rol de los neurotransmisores monoaminérgicos en la

depresion

El papel de los neurotransmisores del tipo monoaminas (dopamina,
noradrenalina, adrenalina, histamina, y serotonina) durante los episodios
de estrés y depresion ha sido ampliamente estudiado. Mientras el estrés
agudo conduce a alteraciones transitorias en los sistemas
monoaminérgicos que contribuyen a restaurar la homeostasis, el estrés
cronico puede inducir un desbalance de larga duracion en los
neurotransmisores del sistema nervioso central (SNC) (Flugge et al,
2004). Incluso, algunos investigadores consideran probable que la
disregulacion de los sistemas monoaminérgicos sea una causa suficiente,

aungue no necesaria, de la depresion (Mathe et al, 2007).

El rol de estos neurotransmisores en el trastorno depresivo fue
diluciddndose a raiz de la revolucion en el tratamiento de la depresion
ocurrida 60 afos atras, cuando se descubrieron dos clases de agentes
con propiedades antidepresivas: los antidepresivos triciclicos (AT) y los
inhibidores de la monoaminoxidasa (IMAQO). Los mecanismos de accion
agudos de estas drogas implican la inhibicion de la recaptacién por los
transportadores de serotonina o noradrenalina por parte de los AT, y la
inhibicion de la MAO (un enzima catabdlico de los neurotransmisores
monoaminérgicos) en el caso de los IMAO. Esto llevo al desarrollo de
medicamentos de segunda generacién como los ISRS y los inhibidores
selectivos de la recaptacion de noradrenalina, muy utilizados en la
actualidad (Nestler et al, 2002). En este sentido, aunque no se comprende
del todo el mecanismo de accién de los antidepresivos, se ha observado
que estos actuan sobre los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico del
cerebro, con pruebas mas concluyentes en el caso de la serotonina (5-
HT) que en el de la noradrenalina (NA) (Kandel et al, 2001).



2.4. Depresion, dolor e inflamacion

Aunque a primera impresion pareciera no existir una relacion entre la
base neuroquimica del dolor y nuestra evaluacion de la actividad
antidepresiva de A. colubrina, debemos mencionar que se ha sugerido
que el dolor y la depresién comparten mecanismos bioquimicos en comun
(Mico et al, 2006; Nekovarova et al, 2014), y este fue uno de los puntos
mas importantes en la eleccion de A. colubrina, especificamente su

corteza, para este estudio.

En este aspecto, se ha observado que varios antidepresivos poseen
un efecto analgésico, y aunque varios mecanismos farmacol6gicos
parecen estar implicados en dicho efecto, se cree que esta accion
analgésica es mediada en el SNC, principalmente a través del refuerzo de
las vias bulboespinales monoaminérgicas descendentes inhibidoras,
mediante la inhibicién de la recaptacion de monoaminas y la posterior
estimulacién de los sistemas de inhibicion del dolor, pues varios de los
principales sistemas neurotransmisores comprometidos en el desarrollo
de desordenes depresivos (5-HT y NA) también estan implicados en la
regulacion de la sensacion nociceptiva a diferentes niveles del sistema

nervioso (Mico et al, 2006; Nekovarova et al, 2014).

El dolor es una submodalidad de sensaciones somaticas (como las
del tacto y la presion) con una funcién protectora, cuya percepcion
consiste en una experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada

con una lesion tisular (Basbaum y Jessell, 2001; Snell,1999b).

Los “estimulos dolorosos” en la piel o el tejido subcutaneo activan
una serie de terminales de nociceptores, que son terminaciones
periféricas de neuronas sensitivas primarias cuyos somas se localizan en

los ganglios de las raices dorsales de la médula espinal. Las fibras



aferentes nociceptivas pertenecen a los tipos Ad y C (Snell, 1999a), y

terminan predominantemente en el asta posterior de la médula espinal.

La informacion nociceptiva es transmitida desde la médula espinal
hasta el talamo y la corteza cerebral a través de diversas vias
ascendentes, y puede ser controlada mediante mecanismos que regulan
la percepcion del dolor. Estos mecanismos son ejercidos a traves de
circuitos nerviosos cuyo sitio inicial de regulacién se encuentra en la
médula espinal. Uno de los mecanismos reguladores mas importantes
consiste en la estimulacion de vias descendentes inhibidoras de las
neuronas nociceptivas de la médula espinal mediante los sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico. Estas vias inhibidoras establecen
conexiones excitadoras con grupos neuronales del bulbo raquideo,
particularmente con neuronas serotoninérgicas del nicleo magno del rafé,
cuya estimulacién inhibe neuronas del asta posterior, entre ellas las que
responden a la estimulacion nociva. Este no es el Unico sistema regulador
de la percepcién dolorosa, pues existe otro sistema descendente inhibidor
gue se origina en el locus coeruleus noradrenérgico. Ambos sistemas
(serotoninérgico y noradrenérgico) también inhiben el dolor mediante la

estimulacién de interneuronas opioides locales.

Asi el reforzamiento de los sistemas serotoninérgico vy
noradrenérgico podria ejercer sus efectos analgésicos elevando la
concentracion de uno o ambos neurotransmisores en el organismo, y
estimulando las vias inhibidoras de los circuitos del dolor, lo cual

explicaria el efecto analgésico de los antidepresivos.

Diversos reportes han puesto énfasis en una posible contribucion de
la neuroinflamacion en el desarrollo del trastorno depresivo (Kim et al,
2016; Nekovarova et al, 2014). En este sentido, se ha observado que el

estrés cronico y la posterior liberacion de citoquinas, como la
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interleuquina-1pB (IL-1B), la interleuquina-6 (IL-6), y el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), conducen a un proceso que ha sido denominado
neuroinflamacion cronica, en el cual las respuestas inflamatorias
periféricas se expresan en el SNC, lo que contribuiria al desarrollo de la
depresion. Este hecho es corroborado por diversos hechos como el
hallazgo de mayores concentraciones de ciertas citoquinas
proinflamatorias en pacientes depresivos, la induccion de depresion
mediante la administracion de citoquinas proinflamatorias exdgenas, las
propiedades antiinflamatorias mostradas por algunos farmacos
antidepresivos como el ISRS fluoxetina, y los efectos antidepresivos
mostrados por antiinflamatorios no esteroideos (AINE). De este modo, se
ha propuesto que el tratamiento de la depresion con drogas
antiinflamatorias seria una manera de determinar los mecanismos

subyacentes (Nekovarova et al, 2014).
2.5. Uso de plantas medicinales en el tratamiento de la depresion

Existen muchos estudios experimentales en los que se ha evaluado,
tanto clinica como preclinicamente, la actividad antidepresiva de plantas
medicinales utilizadas popularmente para tratar este tipo de desérdenes,
varias de las cuales son presentadas en las revisiones realizadas por
(Muszynska et al, 2015) y (Saki et al, 2014). En este aspecto, Hypericum
perforatum “hierba de San Juan” (Marrelli et al, 2015) y Crocus sativus
“azafran” (Christodoulou et al, 2015) son dos de las plantas mas
estudiadas por las propiedades antidepresivas mostradas tanto en

humanos como en animales de laboratorio.

Muchas de estas investigaciones han utlizado plantas
pertenecientes a la familia Fabaceae. Asi, el estudio de (Khursheed et al,
2014) reportd que el extracto etandlico de las semillas de Trigonella

foecum-graecum posee un efecto antidepresivo en roedores. Por su parte,
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(Ebrahimzadeh et al, 2014) demostraron que el extracto metandlico de
Vicia sojakii tenia actividad antidepresiva en ratones, mientras que (Mizuki

et al, 2014) hicieron lo propio con Butea superba.

El género Anadenanthera pertenece a la seccion Mimosoideae de la
familia Fabaceae, orden Fabales (Anexo 1), y su primera descripcion
cientifica data de 1737 en el Hortus Clinffortianus. Este género esta
compuesto Unicamente por dos especies, A. peregrina (L.) Speg, y A.
colubrina (Vell.) Brenan (Weber et al, 2011), de las cuales solo A.

colubrina esta presente en el Peru.

Anadenanthera colubrina es un arbol nativo sudamericano que crece
en bosques tropicales por encima de los 400 m.s.n.m. (Santos et al,
2013). Existen dos variedades de esta especie, (a) la var. Cebil (Griseb.)
Altschul y (b) la var. Colubrina; de estas, solo la var. Cebil se desarrolla en
nuestro pais, principalmente en zonas ubicadas entre los 600 y 2000
m.s.n.m. en regiones como Amazonas, Apurimac, Cajamarca, Cusco,
Junin y Piura, donde se le conoce como “vilca” o “huayo” (Elferink, 2000;
Marcelo-Pefa et al, 2010).

En la literatura (Marcelo-Pena et al, 2010) se le describe como un
arbol de 4 a 8 metros de altura, con una corteza externa gris oscura y
estriada, ocasionalmente con presencia de espinas. Las ramas terminales
son cilindricas, con hojas bipinnadas, alternas y esparcidas, un raquis de
entre 4 y 10 cm de longitud, 5 a 20 pares de pinnas opuestas, y 20 a 80
pares de foliolulos lineares glabros en cada pinna, de 2 a 3 por 0,7 mm.
Posee inflorescencias en paniculas de cabezuelas, y flores hermafroditas,
blancas, con un céliz cupuliforme con 5 lobulos, corola verde palida y 10
estambres libres. Sus frutos son legumbres de hasta 25 cm de longitud,
de 1 a 3 cm de ancho, planos, y comprimidos entre las semillas. Su

floracién ocurre entre julio y octubre, y su fructificacion en diciembre.
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A. colubrina ha sido ampliamente utilizada en la medicina popular
como anticoagulante (Albuquerque et al, 2007); antiséptico (Cartaxo et al,
2010; Medeiros et al, 2013), broncodilatador (Medeiros et al, 2013),
expectorante (Albuquerque et al, 2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et
al, 2013) y cicatrizante (Cartaxo et al, 2010), o para tratar males tan
diversos como alergias (Medeiros et al, 2013), anemias (Albuquerque et
al, 2007), asma (Albuguerque et al, 2007), bronquitis (Agra et al, 2007;
Albuquerqgue et al, 2007; Medeiros et al, 2013), cancer (Albuquerque et al,
2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013), congestion nasal
(Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013), dolores (Albuquerque et al,
2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013), diarreas (Medeiros et al,
2013), gripe (Albuquerque et al, 2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al,
2013), golpes (Albuquerque et al, 2007), heridas (Albuquerque et al, 2007;
Medeiros et al, 2013), infecciones (Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al,
2013), inflamaciones (Albuquerque et al, 2007; Cartaxo et al, 2010;
Medeiros et al, 2013), problemas renales (Medeiros et al, 2013) o
pulmonares (Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013), tos (Agra et al,
2007; Albuquerque et al, 2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013)
y tuberculosis (Albuguerque et al, 2007; Medeiros et al, 2013).

Las partes utilizadas de esta fabacea son la corteza (Agra et al,
2007; Albuquergue et al, 2007; Cartaxo et al, 2010), el tronco, liber, flores,
hojas y frutos (Albugquerque et al, 2007), o la resina (Cartaxo et al, 2010).
En este aspecto, la corteza bajo la forma de sirope, cocimiento, infusién o
macerado ha sido empleada para tratar enfermedades (Agra et al, 2007;
Monteiro et al, 2006; Santos et al, 2013), mientras que los frutos en
maceracion o infusién poseen propiedades narcéticas y venenosas (Agra
et al, 2007), incluso existiendo reportes de intoxicacion de animales de
produccion por varias partes de esta especie (Bezerra et al, 2012; Neto et
al., 2013).
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La corteza de A. colubrina ha sido utilizada en la medicina popular
para tratar una diversidad de males (Agra et al, 2007; Albuguerque et al,
2007; Cartaxo et al, 2010; Medeiros et al, 2013). Aunque varios estudios
fitoquimicos realizados con esta estructura han detectado la presencia de
una variedad de metabolitos secundarios, entre los que destacan
catequinas, esteroles, fenoles, flavonoides, saponinas, taninos,
terpenoides y xantonas (De Sousa Araujo et al, 2008; Pessoa et al, 2012;
Santos et al, 2013; Weber et al, 2011), son pocos los estudios que han
identificado especificamente los compuestos presentes en la corteza y por
ende se han realizado pocos trabajos que muestren la importancia
biologica de estos compuestos aislados (Weber et al, 2011) (Anexo 2).
Entre estos estudios, se encuentran los que han mostrado las
propiedades analgésicas del lupeol (De Lima et al, 2013) y el B-
daucosterol (Fu et al, 2013), asi como la actividad antiinflamatoria de la
lupeona (Thao et al, 2015), y el B-sitosterol (Fu et al, 2013; Montserrat-de
la Paz et al, 2012). Por su parte, (Santos et al, 2013) mostraron la
actividad analgésica y antiinflamatoria del extracto acuoso de la corteza
de la planta, corroborando el uso popular de esta estructura en el
tratamiento del dolor y la inflamacién reportado por (Cartaxo et al, 2010) y
(Medeiros et al, 2013), y aunque no se estudiaron los efectos de los
metabolitos aislados, esta actividad analgésica y antiinflamatoria fue
atribuida, al menos parcialmente, a los taninos, flavonoides y saponinas
presentes en la corteza (Santos et al, 2013). Asimismo, (Pessoa et al,
2012) mostraron que la administracion oral del extracto hidroalcohdlico
obtenido de las cortezas interna y externa aceleré la cicatrizacion de
heridas en la piel de ratas. A pesar de los estudios que han sugerido que
el dolor y la depresién comparten las mismas bases neuroquimicas (Mico
et al, 2006; Nekovarova et al, 2014), no existen reportes que evaluen los
efectos antidepresivos de los metabolitos especificos hallados ni de la

corteza de A. colubrina, pese a que varias investigaciones han puesto al
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descubierto la actividad antidepresiva de varios tipos de catequinas (Lee
et al, 2013), esteroles (Ishola et al, 2014), fenoles, flavonoides, saponinas,
terpenoides (Bahramsoltani et al, 2015), taninos (Xu et al, 2010) y

xantonas (Zhao et al, 2014).

Es importante remarcar que nuestro interés en estudiar la actividad
antidepresiva de A. colubrina se vio incrementado por el hecho de que
segun las crénicas de la época esta planta era una de las mas mas
utilizadas por los Incas en el tratamiento de la depresién, pues de acuerdo
con ellas los incas trataban las enfermedades -entre ellas los trastornos
mentales- utilizando una mezcla de magia y productos naturales de origen
vegetal o mineral (Elferink, 2000). Estudios realizados con varias de las
plantas utilizadas por los incas en el tratamiento de los desérdenes
psiquiatricos han mostrado que éstas poseen mucho potencial,
corroborando su posible rol antidepresivo. Asi por ejemplo, (Machado et
al, 2007, 2008) determinaron la actividad antidepresiva de los extractos
hexanico y alcohdlico de Schinus molle “molle” (Anacardiaceae) en
ratones, mientras que (Freitas et al, 2010, 2013) hicieron lo propio con el
extracto etandlico de Tabebuia (Tecoma) avellanedae (Bignoniaceae,
emparentada con Tecoma leucoxylon). Por su parte, el estudio de (Ribeiro
et al, 2006) reporté que los extractos de Erythrina velutina y E. mulungu
(Fabaceae) no mostraron un efecto antidepresivo en ratas. No obstante
estos hallazgos, se debe sefalar que los Incas empleaban las semillas
tostadas y molidas de A. colubrina, y estas estructuras han mostrado
actividad narcotica y venenosa (Agra et al, 2007; Marcelo-Pena et al,
2010), por lo que desistimos de estudiar las semillas dado que no existen

estudios previos que evallen su toxicidad.

15



En este sentido, y considerando:

(1) los estudios que han sugerido que el dolor y la depresion
comparten las mismas bases neuroquimicas, reafirmando reportes que
indican que muchos antidepresivos poseen propiedades analgésicas
(Mico et al, 2006; Nekovarova et al, 2014),

(2) los reportes que sefialan una posible contribucion de la
neuroinflamacion en el desarrollo de la depresion, corroborado por el
hallazgo de las propiedades antiinflamatorias de algunos antidepresivos
(Kim et al, 2016; Nekovarova et al, 2014), y

(3) la deteccion de principios activos con actividad analgésica y
antiinflamatoria como catequinas, esteroles, fenoles, flavonoides,
saponinas, taninos, terpenoides y xantonas en la corteza de A. colubrina
(De Lima et al, 2013; Fu et al, 2013; Garrido-Suarez et al, 2014;
Montserrat-de la Paz et al, 2012; Moreira et al, 2014; Pessoa et al, 2012;
Quifionez-Bastidas et al, 2013; Said et al, 2015; Santos et al, 2013; Thao
et al, 2015),

buscamos evaluar la actividad antidepresiva del extracto etandlico de la
corteza (EEC) de A. colubrina en el test de nado forzado (forced
swimming test, FST) en ratas (Porsolt et al, 1977, 2001; Cryan et al,
2005b), complementando el estudio con un test de evaluacion de la
actividad locomotora de las unidades experimentales, el open field test
(OFT) (Crawley, 1985; Prut y Belzung, 2003; Ribeiro et al, 2006).

A pesar de las propiedades medicinales descubiertas mediante
investigacion en A. colubrina, no existen reportes que evallen sus
posibles efectos antidepresivos, lo que le otorga mayor importancia al
presente estudio en el que se evaluara la actividad antidepresiva de la

corteza de esta planta de uso ancestral en nuestro pais.
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1. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue desarrollado en Chiclayo y en el Laboratorio de

Neurociencia y Comportamiento (LABNEURO) de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia (UPCH), en Lima.

3.1. Material

3.1.1.

Material Biolégico

Material vegetal:

Muestras de corteza total de Anadenanthera colubrina “vilca”
o “huayo” (> 3 kg, Figura 1), obtenidas en el centro poblado
Las Juntas, provincia de San Ignacio, Departamento de
Cajamarca (Anexo 3). Las muestras se sometieron a un

proceso de secado bajo sombra durante 14 dias.

Dos muestras de ramas con flores y frutos fueron llevadas al
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de
Trujillo (UNT), donde fueron identificadas por el Bidlogo Eric
Rodriguez Rodriguez mediante comparacién con muestras
colectadas por el Dr. José Campos; nuestras muestras
fueron catalogadas con los Cédigos HUT 57669 y HUT
57670 (Anexo 4), y los vouchers depositados en el HUT.

Material animal (unidades experimentales):

35 ratas de la raza Holtzman de género femenino nuliparas,
de 2 meses de edad al inicio del proyecto, obtenidas en el
Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia; estas
fueron manipuladas tomando como base la (Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals, 2010).
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3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

Material de laboratorio
Vasos de precipitacion (beakers) de 5 mL, 10 mL y 100 mL;
probetas de 100 mL y 1000 mL; baguetas.

Frascos de 4 L.

Material diverso

Cilindro transparente de acrilico para realizar el test de nado
forzado (20 cm de diametro x 40 cm de altura) (Figura 2).
Open field de acrilico negro para realizar el open field test
(60 cm de altura x 60 cm de lado) (Figura 2).

Jaulas metalicas y plasticas, y bebederos para roedores.
Camara videograbadora y CDs para el registro de los
comportamientos de los animales de experimentacion en el
test de nado forzado (FST) y open field test (OFT).

Jeringas de 1 mL y sonda orogastrica metalica para
administracion de soluciones por via oral (Figura 3).

Alimento para roedores: Engorde Purina, camote, ratonina.

Reactivos

NacCl.

Agua destilada.

Etanol (alcohol etilico) de 96°.
Dimetilsulfoxido (DMSO).
Polisorbato 80 (Tween 80).

Equipos e instrumentos

Balanza y balanza analitica.

Calentador con agitador magnético (stirrer).
Agitador horizontal.

Micropipetas de 10, 100 y 1000 pL.

18



Figura 1. Arbol de A. colubrina en el bosque primario del centro poblado Las

Juntas, San Ignacio, Cajamarca (a) del cual se tomaron muestras de la corteza

(b)
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Figura 2. Cilindro del FST y open field del OFT
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Figura 3. Jeringa de 1 mL y sonda orogastrica metalica para la
administracion de soluciones por via oral (gavage)
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3.2. Métodos

3.2.1. Primera fase: Preparacion de los extractos etandlicos de la
corteza (EEC) de Anadenanthera colubrina “vilca” o

“h uayo”

a. Obtencién del EEC de Anadenanthera colubrina “vilca”

o “huayo”

Se colectaron muestras de corteza de A. colubrina porque
en la medicina popular se usa esta estructura para tratar varios
tipos de dolor e inflamacién (Cartaxo et al, 2010; Medeiros et
al, 2013), uso corroborado por el estudio de (Santos et al,
2013). Las muestras colectadas se sometieron a un proceso de
secado al aire bajo sombra durante 14 dias, y se eliminaron las
partes contaminadas. En el dia 15 las muestras fueron
cortadas y molidas finamente. Los extractos fueron obtenidos
mediante modificaciones de los métodos de extraccion
descritos por (Kondeti et al, 2010) y (Olaleye et al, 2013) para
la obtencion de los extractos etandlicos de la corteza de
diversas fabaceas. Brevemente, el producto de la molienda fue
pesado y sometido a una maceracion en agitacion durante 48
horas utilizando etanol (alcohol etilico) de 96° como solvente
(100 g de corteza : 200 mL de solvente), repitiendo el
procedimiento hasta la pérdida de color del solvente. Después
de la maceracion, el extracto crudo fue filtrado y concentrado
mediante evaporacion utilizando una caja adaptada con un foco
rojo a manera de estufa hasta la eliminacion completa del
solvente. El producto seco fue pesado y mantenido en frascos

color &mbar hasta su utilizacion.

22



3.2.2.

b. Pruebas de seleccion de solvente para el EEC de

Anadenanthera colubrina “vilca” o “huayo”

Al momento de su utilizacion los extractos se disolvieron en
vehiculo, por lo que previamente se seleccioné un vehiculo
apropiado para realizar esta disolucion. En este aspecto, si
bien existen algunos estudios previos que evallan las
propiedades medicinales de A. colubrina, este es el primer
trabajo que utiliza el extracto etandlico de la corteza (EEC) de
esta especie dado que los estudios anteriores utilizaron los
extractos acuoso o hidroalcohdlico de esta estructura, por lo
gue no existen reportes acerca de qué solventes emplear para
disolver el EEC. En este sentido, los tres solventes probados
se seleccionaron entre diferentes excipientes comunmente
utilizados en estudios preclinicos, y fueron usados en
diferentes concentraciones: etanol (alcohol etilico) de 96°,
dimetilsulféxido (DMSO), y Polisorbato 80 (Tween 80).

Los extractos fueron almacenados en refrigeracion, y

administrados durante el desarrollo del proyecto.

Segunda fase: Evaluacion de la actividad antidepresiva del
extracto etandlico de la corteza (EEC) de Anadenanthera

colubrina “vilca” o “huayo”

La tercera fase (fase experimental) se realiz6 en su
totalidad en el Laboratorio de Neurociencia y Comportamiento
(LABNEURO) de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo
de Ciencia y Tecnologia (LID) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH), Lima, Pera.
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Se utilizaron 35 ratas de raza Holtzman de género
femenino nuliparas, de aproximadamente 2 meses de edad al
inicio del estudio (120-170 g de peso), las cuales fueron
mantenidas en el bioterio del LABNEURO (Anexo 5).

Los animales fueron divididos en siete grupos de 5
individuos cada uno (5 animales/grupo), y cada grupo recibio

un tratamiento diferente como se muestra mas adelante.

Durante siete dias, las unidades experimentales fueron
sometidas a un periodo de aclimatacion, con acceso a comida
y agua ad libitum (hasta la saciedad) (Heinrichs y Koob, 2006).
La colonia fue mantenida en un ambiente con un ciclo regular
luz/oscuridad controlado (luces encendidas desde las 10:00
hasta las 18:00 horas), con una temperatura controlada de
aproximadamente 22°C (Cryan et al, 2005b). Debe indicarse
que cualquier disturbio del ambiente de la colonia durante el
periodo de aclimatacion necesita de un nuevo periodo de

aclimatacion de siete dias antes de la experimentacion.

Ademas de eso, los animales fueron manipulados durante
el periodo de aclimatacion con la intencion de evitar el
desarrollo de estrés durante la manipulacion en la fase
experimental, asegurando mediciones basales “sin estrés”

reproducibles y bajas (Heinrichs y Koob, 2006).

a. Prueba de toxicidad aguda del EEC de Anadenanthera

colubrina “vilca” o “huayo”

Se realiz0 antes del inicio de los tratamientos agudos y
cronicos. Esta prueba implic6 una modificacion del

Procedimiento de Dosis Fija (Fixed Dose Procedure, FDP), y
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permitio evaluar la toxicidad aguda de las dosis previamente
seleccionadas para el presente estudio administradas por via
oral (per os, p.o.) utilizando una sonda orogastrica metalica
(gavage). Las dosis de EEC seleccionadas fueron 50, 100 y
200 mg/kg, similares a las empleadas en el estudio de (Santos
et al, 2013), aunque haciendo notar que el grupo de Santos
empled el extracto acuoso de la corteza, mientras nosotros

utilizamos el extracto etandlico de la misma.

El Procedimiento de Dosis Fija (Botham, 2004; Lipnick et al,
1995) es una variante de la dosis letal media (DLso) que
consiste en elegir varias dosis del tratamiento en evaluacion y
administrarlas en los animales de experimentacién, registrando
durante un periodo de tiempo determinado (hasta 48 horas) la
reaccion de los animales frente al tratamiento administrado.
Este protocolo tiene la ventaja de utilizar un menor nimero de
animales de experimentacion que la DLso, ademas de reducir
notablemente el sufrimiento innecesario y muerte de estos,
dado que no se busca determinar la letalidad de los

tratamientos sino su toxicidad.

Para la prueba utilizamos 5 animales, a los cuales se les
retird la comida y el agua desde las 10:00 horas para poder
observar mas claramente el efecto del extracto. Los animales
de experimentacion fueron pesados y el EEC fue administrado

por via oral.

Para este fin, se consideraron tres grupos de uno o dos
animales cada uno (cinco animales en total), divididos de la
siguiente manera: Toxicidad aguda de los extractos etandlicos
de la corteza: TC1: 50 mg/kg; TC2: 100 mg/kg; TC3: 200

25



mg/kg. Los animales fueron observados durante 48 horas para
detectar cualquier sefal de toxicidad (salivacién, lacrimacion,
rinorrea, ptosis, temblores, convulsiones, respiracion
incrementada), estrés (ereccion del pelo) o cambios en el
comportamiento (movimientos espontaneos, saltos, limpieza
excesiva de la cara, acicalamiento, hiperactividad, sedacion).
Esta observacion se realiz0 continuamente durante las
primeras 4 horas para registrar cualquier cambio
comportamental o mortalidad, y de forma intermitente durante
las siguientes 6 horas; posteriormente fueron observados 24 y
48 horas después de la administracién de los extractos (Suresh
et al, 2009). Este estudio previo sirvio para seleccionar las
dosis finales de los extractos a ser utilizadas en la siguiente

fase del proyecto (Seleccion o Screening).
b. Tratamientos experimentales

Los tratamientos experimentales fueron administrados en
dos regimenes, agudo y cronico; cada tratamiento fue aplicado
entre las sesiones de habituacion y prueba del test de nado
forzado (FST).

b.1 Tratamiento 1 (T1) — Seleccion de una dosis no
efectiva / subefectiva en la administracién oral aguda del
EEC de Anadenanthera colubrina “vilca” o “huayo”
(Screening) (1 dia) (EEC: 50; 100; 200 mg/kg/dia; 5

animales/dosis)

El grupo T1 (15 animales) recibié un tratamiento agudo
(una sola aplicacion) con el EEC + vehiculo. Sirvi6 para
evaluar el efecto de los EEC de Anadenanthera colubrina a
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tres diferentes dosis (50; 100; 200 mg/kg) en una version
aguda del FST realizada en dos dias consecutivos.
Adicionalmente, esta seleccidn o screening permitié escoger
la dosis no efectiva mas alta o la dosis subefectiva mas baja
de los extractos etandlicos en el FST, entendiéndose como
(a) dosis no efectiva aquella dosis que no muestra ningun
tipo de mejoria respecto al grupo Control, y como (b) dosis
subefectiva aquella dosis que muestra una mejoria
respecto al grupo Control, pero una mejoria que no resulta
estadisticamente significativa.

El grupo T1 fue dividido en 3 subgrupos de 5 animales
cada uno, los cuales recibieron los tratamientos en las dosis
antes descritas; la dosis seleccionada en T1 fue utilizada en
el Tratamiento 2 (T2).

b.2 Tratamiento 2 (T2) — Administracién oral cronica del
EEC de Anadenanthera colubrina “vilca” o “huayo” (18

dias) (EEC: Dosis seleccionada; 5 animales/dosis)

El grupo T2 (5 animales) recibi6é un tratamiento crénico
(18 dias) con el EEC + vehiculo, y sirvid para evaluar el
efecto de la administracion cronica (18 dias) del extracto en

la dosis seleccionada en el Tratamiento 1 del FST.

b.3 Tratamiento 0 (TO) — Grupos Control: Administracion
oral aguda (Control 1, 1 dia) / cronica (Control 2, 18 dias) de

vehiculo (10 animales)

El grupo TO (10 animales) recibio una dosis de vehiculo,
por via oral durante 1 dia (Control 1 - Agudo, 5 animales) o

durante 18 dias (Control 2 — Crdnico, 5 animales).
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c. Modelo animal predictivo de actividad antidepresiva:
Test de Nado Forzado (Forced Swimming Test, FST)

c.1 Sesidon de Habituacién (dia 1) (Cryan et al, 2005b;
Porsolt et al, 2001)

Se colocaron los animales en el cuarto experimental y se
les retird la comida y el agua 60 minutos antes del inicio de
la sesion de habituacion. Los animales fueron asignados
aleatoriamente a un tratamiento, pero todos los animales en

una misma jaula recibieron el mismo tratamiento.

Para esto, se empleé un cilindro transparente de acrilico
(20 cm de diametro x 40 cm de altura), conteniendo agua a
37-38°C a una altura de 30 cm (Cryan et al, 2005b; Detke y
Lucki, 1996; Detke et al, 1995). Un animal fue pesado y
colocado en el cilindro por un periodo de 15 minutos. No se
registro el tiempo de inmovilizacién de los animales durante
este periodo, dado que éste sirve para habituar a las ratas a
la situacién experimental e inducir un nivel alto y estable de
inmovilidad durante el test real (Cryan et al, 2005b; Porsolt
et al, 2001). Todos los individuos realizaron el FST, tanto en
la sesidén de habituaciébn como en la sesion experimental. El
agua de los cilindros fue cambiada después de cada dos
ratas.

Los animales fueron retirados de los cilindros, secados

con una toalla, y colocados en una jaula.

Cuando se concluyé la sesion, las ratas fueron llevadas
a la colonia donde fueron provistas de agua y comida ad

libitum.
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c.2 Administracion de los EEC de Anadenanthera
colubrina “vilca” o “huayo” (Tratamiento agudo: dia 2 /

Tratamiento crénico: Dia 2 a 19)

Los extractos fueron administrados en el cuarto

experimental de acuerdo a los grupos antes determinados.

Los individuos de los grupos T1 y T2 recibieron los
extractos de A. colubrina p.o. Los animales de
experimentacion pertenecientes a TO recibieron su
respectivo vehiculo p.o. Se debe hacer notar que los
tratamientos agudos se realizaron al siguiente dia (dia 2)
de la sesion de habituacion (Grupo T1 y Control 1),
mientras que los tratamientos croénicos se realizaron en los
siguientes 18 dias (entre los dias 2 y 19) a partir de la
sesion de habituacion (Grupo T2y Control 2).

Entre los dias de tratamiento con los extractos, los
animales de los grupos experimentales (excepto el Grupo
T1 y Control 1) fueron devueltos a la colonia y tuvieron a
disposicion agua y comida ad libitum, excepto en el dia de la

sesion de prueba, en el cual ambos fueron retirados.

c.3 Sesion de Prueba (Tratamiento agudo: dia 2 /

Tratamiento cronico: dia 19)

Después de 60 minutos (Tratamiento agudo), o de 18
dias (Tratamiento crénico) de tratamiento con los extractos
etandlicos de A. colubrina, se llevdo a cabo la segunda
prueba durante 5 minutos, registrando los comportamientos
a ser medidos a través de una camara videograbadora para

su posterior analisis (Cryan et al, 2005b).
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Los comportamientos medidos seleccionados en el FST
modificado fueron: (1) comportamiento de “escalamiento”,
definido como movimientos hacia arriba de las patas
delanteras, usualmente a lo largo de la cara lateral de la
camara de nado; (2) comportamiento de nado, definido
como un movimiento (usualmente horizontal) a través de la
camara de nado, el cual incluye cruzar a través de
cuadrantes del cilindro; y (3) inmovilidad, medida cuando no
se observa ninguna actividad adicional mas que la requerida
para mantener la cabeza del animal por encima del agua
(Cryan et al, 2005b).

Los animales de experimentacion fueron llevados al
cuarto experimental, y un animal fue colocado en el cilindro,
de modo similar a lo realizado en la Sesion de habituacion.
Sin embargo, esta vez se observo el comportamiento de los
animales por un lapso de 5 minutos, registrando la
frecuencia de los comportamientos antes descritos,
mediante la técnica de muestreo del comportamiento (Detke
et al, 1995). Esta funcion fue realizada por el mismo
observador con la finalidad de evitar posibles errores de

interpretacion por personas distintas.
c.4 Registro de datos mediante la técnica de muestreo

El computo de comportamientos registrados en la
camara videograbadora mediante la técnica del muestreo
(también llamada sampling) consiste en contabilizar
Unicamente los comportamientos predominantes durante la
sesion de prueba de 5 minutos en intervalos de 5 segundos,

de modo que al finalizar la sesion de prueba se han
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contabilizado 60 comportamientos. Esta técnica fue descrita
por primera vez para el FST por (Detke et al, 1995), y
muchos estudios la han empleado con resultados confiables
(Cryan et al, 2005a; Detke y Lucki, 1996, Detke et al, 1997);
por este motivo, hicimos uso de esta técnica en el presente

trabajo de investigacion.

d. Modelo animal de evaluacibn de la actividad
locomotora: Open Field Test (OFT)

Se continud con el test hasta acabar con la totalidad de
animales; 4 horas después de terminar el ensayo, los animales
de experimentacion fueron sometidos al open field test (OFT)
para evaluar sus niveles de actividad locomotora. En este caso,
el OFT consisti6 en una modificacion de los protocolos
descritos por (Crawley, 1985; Prut v Belzung, 2003; Ribeiro et
al, 2006). El test se realiz6 varias horas después de finalizar el
FST para permitir que los animales se recuperen fisicamente
del desgaste fisico en el cilindro de nado, y permitié determinar
si un mayor comportamiento de nado/movilidad en el FST se
debia a un probable efecto antidepresivo del extracto etandlico
de A. colubrina, o a un aumento en la actividad locomotora
producido por dicho extracto. EI comportamiento a medirse en
el OFT fue el numero de veces que los animales de
experimentacion cruzaron cada uno de los cuatro cuadrantes
en los que esta dividido el open field en un lapso de tiempo de
2 minutos (Prut y Belzung, 2003), considerando que un mayor
namero de cruces indica un aumento en la actividad
locomotora, mientras que una disminuciéon en el nimero de

cruces indica una reduccion en la locomocion general.
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e. Disefo experimental y andlisis estadisticos

En el presente proyecto se utilizaron varios tipos de
disefios experimentales, dependiendo del test en evaluacion
(test de nado forzado, FST, u open field test, OFT) y la

duracioén de los tratamientos:

Disefio _de 4 x 5. Se empleé para la evaluacion de

comportamientos en los tratamientos agudos del test de nado
forzado (FST), en donde 4 representa el numero de
tratamientos utilizados (Control + 3 dosis del EEC de
Anadenanthera colubrina) y 5 representa el numero de

repeticiones por grupo (n =5 animales/grupo).

Disefio de 2 x 5: Se empledé para la evaluacion de los

comportamientos en los tratamientos cronicos del test de nado
forzado (FST), en donde 2 representa el numero de
tratamientos utilizados (Control + 1 dosis seleccionada del EEC
de A. colubrina) y 5 representa el nimero de repeticiones por

grupo (n = 5 animales/grupo).

ANAVA de 2 factores (2 x 2 x 5): Se empleé este disefio para la

comparacion de los tratamientos agudos y cronicos con el EEC
de A. colubrina, en donde 2 representa el numero de
tratamientos utilizados (Control + 1 dosis del EEC de
Anadenanthera colubrina, repetidas en los tratamientos agudos
y crénicos), 2 representa el numero de regimenes (Agudo y
Crénico) y 5 representa el nimero de repeticiones por grupo (n

= 5 animales/grupo).

Disefio de una via 0 completamente al azar: Este disefo de

estudio se emple6 tanto para los tratamientos agudos como
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cronicos en el open field test (OFT), en donde se evalu6 un
solo comportamiento (nimero de cruces de cuadrantes en el
open field) de acuerdo con los tratamientos aplicados tanto
aguda (Control + 3 dosis del EEC de A. colubrina) como
cronicamente (Control + 1 sola dosis del EEC de A. colubrina),

con 5 repeticiones por grupo (n =5 animales/grupo).

NOTA: En los disefios experimentales no se consideran los 5
animales de experimentacion utilizados para la evaluacion de la
toxicidad aguda de los extractos etandlicos de Anadenanthera

colubrina “vilca” o “huayo”.

Aunque inicialmente se habia considerado utilizar el
Andlisis de varianza (ANAVA) como prueba estadistica en este
trabajo de investigacion, dada la naturaleza del estudio y el tipo
de registro de datos se consider6 mas apropiado emplear una
prueba no paramétrica, la prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney
(también llamada U de Mann/Whitney). En la seccion de
Discusion se trata mas ampliamente el por qué se utilizé este
procedimiento en el andlisis de los datos obtenidos en el

estudio.
f. Tratamientos en estudio

El flujograma y sistema de tratamientos en el presente
trabajo se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. (a) Flujograma del desarrollo del trabajo, y (b) Esquema de los

tratamientos orales agudos y cronicos con el EEC de A.

colubrina
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V. RESULTADOS

4.1. Primera fase: Preparacion de los extractos etandlicos de la

corteza (EEC) de Anadenanthera colubrina “vilca” o “huayo”

4.1.1 Obtencion del EEC de Anadenanthera colubrina “vilca” o
“huayo”

- La molienda de las muestras de corteza secas fue realizada

manualmente, primero trozando las muestras y posteriormente

utilizando un molinillo para obtener un polvo fino que pueda ser

sometido al proceso de maceracion.

- Las muestras colectadas fueron pesadas antes y después de la

molienda, obteniéndose los siguientes registros:

Peso ANTES y DESPUES de la Molienda:
Aproximadamente 1800 g

- Después de la molienda el producto fue sometido a un proceso
de maceracion utilizando etanol (alcohol etilico) de 96° como
solvente. La maceracion se realiz6 durante 48 horas en agitacion,
realizandose varios lavados hasta la pérdida del color del macerado
(Figura 5).

- El macerado fue realizado utilizando los componentes en una
proporcién 1:2 (peso molido en g : volumen etanol de 96° en mL) y
utilizando solamente 1400 g del producto de la molienda (el restante
guedo6 como reserva); el proceso de macerado fue llevado a cabo en

dos lotes:

Lote 1: Aprox. 300 g + aprox. 600 mL etanol 96° (por lavado); se

realizaron 6 lavados.

Lote 2: Aprox. 1100 g + aprox. 2200 mL etanol 96° (por lavado); se

realizaron 4 lavados.
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- El macerado (extracto crudo) fue filtrado y concentrado durante
un periodo aproximado de 3 meses en frascos abiertos forrados con
papel celofan rojo dentro de wuna caja cerrada recubierta
parcialmente con tecnopor, con un foco rojo en el centro de la caja,
hasta la completa evaporacion del solvente.

- El producto seco resultante de la concentracion fue pesado,
obteniéndose aproximadamente 290 g de un compuesto solido de
una coloracion marron-rojizo (extracto etanodlico de la corteza, EEC
de Anadenanthera colubrina, Figura 6), con un porcentaje de
rendimiento de 20,7%; el porcentaje de rendimiento se obtuvo de la

siguiente manera:

Peso de la masa seca: Aprox. 290 g
Porcentaje de rendimiento: Molido = 1400 g; Masa seca = 290 g

% Rendimiento = Aprox. 20,7%
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(b)

Figura 5. Maceracion: (a) Elementos utilizados: frasco color ambar,
producto de la molienda y etanol (alcohol etilico) 96°; (b)

Mezcla de los elementos antes del proceso de macerado
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Figura 6. Extracto etandlico de la corteza (EEC) de A. colubrina (Vell.)

Brenan “vilca” o “huayo”
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4.1.2 Pruebas de seleccion de solvente para el EEC de

Anadenanthera colubrina “vilca” o “huayo”

Se debe remarcar que antes de emplear solventes, se probo disolver
el EEC utilizando solucién salina (s.s.) al 0,9% tibia, pero este no

mostrd ningun tipo de solubilidad en dicho disolvente.

Pruebas de dilucién utilizando etanol (alcohol etilico) de 96°:

- Se probé disolver 1 g de EEC en tres muestras:

(1) Disolucion 1: 5 mL de etanol 96°;

(2) Disolucion 2: 10 mL de etanol 96°; y

(3) Disolucién 3: 15 mL de etanol 96°;

En todos los casos se empled primero agitacion manual y
posteriormente un agitador horizontal durante 120 minutos a 100
rpm.

- Las muestras (1) y (2) precipitaron, con mas notoriedad en la
prueba (1), mientras que la muestra (3) no precipité casi nada.

- Se observo que si se agrega agua a la disolucion y se deja
reposar por unos minutos la mezcla flocula; en ese caso es mejor
preparar la disolucién inmediatamente antes de administrar al animal
de experimentacion, no obstante con el paso del tiempo la solucién

adquiere un aspecto viscoso.

Pruebas de dilucién utilizando dimetilsulfoxido (DMSO):

- Se trat6 de disolver 1 g de EEC en dos concentraciones:

(1) Disolucién 4: 10 mL de 5% de DMSO en s.s. al 0,9%, y

(2) Disolucion 5: 5 mL de 10% de DMSO en s.s. al 0,9%.

- Ninguna de las concentraciones empleadas sirvio para disolver
completamente el extracto. De este modo, el DMSO no mostré ser

un buen solvente para el EEC de Anadenanthera colubrina.
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Pruebas de dilucién utilizando Polisorbato 80 (Tween 80):

- Se trat6 de disolver 1 g de EEC en varias concentraciones:

(1) Disolucién 6: Pequefios voluimenes de Tween 80 + agua
destilada;

(2) Disolucién 7: 40 mL de 5% de Tween 80 en agua destilada;

(3) Disoluciéon 8: 10 mL de 10% de Tween 80 en agua destilada;
(4) Disolucion 9: 5 mL de 10% de Tween 80 en s.s. al 0,9%;

(5) Disolucion 10: 10 mL de 10% de Tween 80 en s.s. al 0,9%;

(6) Disolucién 11: 20 mL de 10% de Tween 80 en s.s. al 0,9%

- Cada una de estas mezclas fue preparada de la manera que
fue considerada mas apropiada, es decir mediante una mezcla
manual, utilizando un agitador horizontal o usando un agitador

magnético.

- De todas estas disoluciones, la que mejor disolvié el EEC de
Anadenanthera colubrina fue la 11. Las disoluciones 6, 7, 9, y 10 no
lograron disolver el EEC, mientras que la disolucion 8 llego a disolver
el extracto pero con el tiempo la solucién se hizo viscosa, por lo que

fue descartada.

- De la comparacion de los diferentes productos de solubilidad,
corroboramos que 10% de Tween 80 en s.s. al 0,9% fue el mejor
solvente para el EEC de Anadenanthera colubrina (Figuras 7 y 8),

por lo que en adelante se le llamara vehiculo.
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Figura 7. Pruebas de dilucion del EEC de A. colubrina empleando s.s.
0,9% y etanol 96°

41



(c)
Figura 8. Pruebas de dilucion del EEC de A. colubrina empleando (a)
Tween 80, (b) Etanol 96°, y (c) DMSO

42



4.2. Segunda fase: Evaluacion de la actividad antidepresiva del
extracto etandlico de la corteza (EEC) de Anadenanthera
colubrina “vilca” o “huayo”

- Antes de la evaluacion de la actividad antidepresiva del EEC de
Anadenanthera colubrina, se procedié a realizar una pre-prueba del
test de nado forzado (FST) para corroborar la altura del agua en el
test descrita por (Detke y Lucki, 1996) y (Detke et al, 1995).

- Se utilizé una rata de aproximadamente 245-250 g (Figura 9),
probandose 2 alturas de agua: (1) 22 cm, y (2) 29 cm. Se observé
que con 22 cm de altura la rata podia quedarse parada en una de
sus patas posteriores, por lo que no necesitaba nadar.
Posteriormente, se observé que al usar 29 cm de agua la rata no
tiene posibilidad de ponerse en pie sobre la base del cilindro, por lo
gue consideramos recomendable usar entre 27 y 30 cm de altura de
agua, de los cuales 1,5 L son de agua recién hervida.
Adicionalmente, pudimos apreciar que la temperatura del agua se
mantuvo durante un buen tiempo (mayor a 30 minutos).

- Dos dias después de esta pre-prueba, fueron recibidas del
bioterio del LID de la UPCH 35 ratas Holtzman hembras nuliparas de
entre 2 y 3 meses de edad, las cuales fueron agrupadas
aleatoriamente en conjuntos de 5 ratas/jaula (Figura 10) y pesadas
para su registro, el cual volvi6 a ser realizado 10 dias después
(Tablas 1y 2). Los animales fueron mantenidos en un ciclo regular
luz/oscuridad controlado (las luces encendidas desde las 10:00
horas hasta las 18:00 horas), y manipuladas entre 5 y 10 minutos
diarios durante 14 dias para asegurar una mayor interaccién entre el
experimentador y los animales, y un bajo nivel basal de estrés,
ademas de proveerles comida y agua de grifo ad libitum vy
cambiarles de cama diaria/interdiariamente, de acuerdo con lo

requerido.
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Figura 9. Pre-prueba del FST para la determinacion de la altura del agua
en el test
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Figura 10. Ratas Holtzman hembras nuliparas (2 a 3 meses de edad)

utilizadas como unidades experimentales en el estudio
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Tabla 1. Registro del peso de las unidades experimentales a su
llegada al bioterio del Laboratorio de Neurociencia y
Comportamiento (LABNEURO)

Jaula Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5

Jaula 1 170¢ 132 ¢ 130 g 144 g 152 g
Jaula 2 158 ¢ 142 g 150 g 1709 142 g
Jaula 3 150 g 142 g 134 g 150 g 140 g
Jaula 4 140 g 128 g 138 g 158 g 138 g
Jaula 5 138 ¢ 150¢g 130g 140 g 152 g
Jaula 6 156 g 148 g 138 ¢g 156 g 150 g
Jaula 7 152 g 140 g 134 g 160 g 154 g

Tabla 2. Registro del peso de las unidades experimentales 10 dias

después de su llegada

Jaula Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5
Jaula 1 202 g 180 g 178 g 200 g 190 g
Jaula 2 184 ¢ 172 g 174 g 200 g 182 g
Jaula 3 198 g 186 g 162 g 186 g 192 g
Jaula 4 182 g 164 g 184 g 178 g 174 g
Jaula 5 188 ¢ 190 g 1709 176 g 186 g
Jaula 6 194 g 178 g 188 ¢ 188 g 180 ¢
Jaula 7 180 g 178 g 162 g 186 g 176 g

46



4.2.1 Prueba de toxicidad aguda del EEC de Anadenanthera

colubrina “vilca” o “huayo”

- Para la prueba utilizamos 5 animales, los cuales fueron
pesados y el EEC, después de ser cargado en las jeringas, fue
administrado por via oral de acuerdo con lo mostrado en los Anexos
6y10.

- No observamos signos de intoxicacion con ninguno de los
animales utilizados en el test. El tnico hecho notable fue que una de
las unidades experimentales (Rata 1) empez6 a roer la viruta que le
servia de cama poco después de la administracién de los extractos,
pero eso es normal cuando estos roedores ingieren soluciones
desagradables, pues no tienen la capacidad de vomitar o regurgitar
estas sustancias y tratan de minimizar sus efectos royendo lo que

tengan a su disposicion.

- Los animales también mostraron suefio algun tiempo después
de la administracion del EEC, pero eso es normal luego de sufrir un
procedimiento que les ocasione estrés, como la administracion de

productos por via oral.

- Una hora después de la administracion del extracto, los
animales fueron provistos con comida y agua ad libitum, a la vez que

se les observaba para ver algun signo de toxicidad.

Luego de varios dias de corroborar que el EEC de Anadenanthera
colubrina no mostraba toxicidad aguda en ninguna de sus dosis (50;
100; 200 mg/kg), se procedio a iniciar el tratamiento agudo con los
extractos y vehiculo para evaluar su actividad en el FST y OFT.
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4.2.2 Pruebas comportamentales: Test de nado forzado (Forced
Swimming Test, FST) y Open Field Test (OFT)

Tratamientos Agudos:

Tratamiento 1 (T1) — Seleccion de una dosis no efectiva / subefectiva

en la administracion oral aguda del EEC de Anadenanthera colubrina

“vilca” o “huayo” (Screeninq) (1 dia)

a) 50 mg/kg: En la sesién de prueba del FST los animales
fueron pesados para determinar el volumen de EEC a ser

administrado en base a su peso corporal (Anexos 7Ay 10).

b) 100 mg/kg: En la sesion de prueba del FST los animales
fueron pesados para determinar el volumen de EEC a ser

administrado en base a su peso corporal (Anexos 7B y 10)

C) 200 mg/kg: En la sesion de prueba del FST los animales
fueron pesados para determinar el volumen de EEC a ser

administrado en base a su peso corporal (Anexos 7C y 10)

Tratamiento 0 — Grupo Control 1 (T0): Administracion oral aquda
(1 dia) de vehiculo (10% de Tween 80 en s.s. 0,9%): En la sesién de

prueba del FST los animales fueron pesados para determinar el

volumen de vehiculo a ser administrado en base a su peso corporal
(Anexos 7D y 10)

Todos los comportamientos observados en la sesion de prueba
del FST y en el OFT fueron registrados utilizando una camara
videograbadora para su posterior andlisis. Estos
comportamientos se resumen en las Figuras 11 a 14 mostradas a

continuacion.
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EEC (50 mg/kg)
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Figura 11. Efecto del tratamiento agudo con el EEC de A. colubrina (50

mg/kg) sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y

(b) el nimero de cruces en el OFT
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EEC (100 mg/kg)
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Figura 12. Efecto del tratamiento agudo con el EEC de A. colubrina (100
mg/kg) sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y

(b) el numero de cruces en el OFT
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EEC (200 mg/kg)
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Figura 13. Efecto del tratamiento agudo con el EEC de A. colubrina (200
mg/kg) sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y

(b) el nimero de cruces en el OFT
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Figura 14. Efecto del tratamiento agudo con vehiculo (Grupo Control 1)
sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y (b) el
namero de cruces en el OFT
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Tratamientos Crénicos:

Tratamiento 2 (T2): Administracién oral crénica del EEC de

Anadenanthera colubrina_“vilca” o “huayo” (18 dias) (EEC: 50
ma/kg/dia): En la sesion de prueba del FST llevada a cabo después

de 17 dias de tratamiento con el EEC de A. colubrina (Anexos 8A 'y

10). Los animales fueron pesados para determinar el volumen de
EEC a ser administrado en base a su peso corporal (Anexos 9A y
10).

Tratamiento 0 — Grupo Control 2 (T0): Administracion oral crénica
(18 dias) de vehiculo (10% de Tween 80 en s.s. 0,9%): En la sesién

de prueba del FST llevada a cabo después de 17 dias de tratamiento

con vehiculo (Anexos 8B y 10). Los animales fueron pesados para
determinar el volumen de vehiculo a ser administrado en base a su

peso corporal (Anexos 9B y 10).

Todos los comportamientos observados en la sesion de prueba
del FST y en el OFT fueron registrados utilizando una camara
videograbadora para su andlisis. Estos comportamientos se

resumen en las Figuras 15 y 16 mostradas a continuacion.

Asimismo, las Figuras 17 y 18 examinan el efecto de los
tratamientos con el EEC de A. colubrina versus el grupo Control en
ambos tests comparando sus medias, mientras que las Tablas 3 a
10 comparan los diferentes grupos utilizando la prueba de Wilcoxon
— Mann/Whitney. Para todas las comparaciones la Ho fue la igualdad
entre las medias, mientras que la Hi fue la diferencia entre ellas
(a=0,05).
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EEC (50 mg/kg)
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Figura 15. Efecto del tratamiento cronico con el EEC de A. colubrina (50
mg/kg) sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y
(b) el numero de cruces en el OFT
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Grupo Control
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Figura 16. Efecto del tratamiento crénico con vehiculo (Grupo Control 2)
sobre (a) el recuento de comportamientos en el FST, y (b) el
ndmero de cruces en el OFT
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representan las medias de las frecuencias de cada

comportamiento
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Figura 18. Comparacion del efecto de los tratamientos cronicos con el
EEC de A. colubrina (50 mg/kg) y grupo Control 2 en el FST
(@) y el OFT (b). Las barras representan las medias de las
frecuencias de cada comportamiento
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Tabla 3. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencias de los comportamientos en el FST para los

tratamientos agudos con el EEC de Anadenanthera colubrina
(50; 100; 200 mg/kg) vs. Grupo Control 1

=
Tratamientos Agudos Inmovilidad Nado Escalamiento
Control 1 - - -
50 mg/kg 0.5296 0.6004 0.6004
100 mg/kg 1.0000 0.3443 0.4034
200 mg/kg 0.4020 0.2963 0.8345

Tabla 4. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencias de los comportamientos en el OFT para los

tratamientos agudos con el EEC de Anadenanthera colubrina

(50; 100; 200 mg/kg) vs. Grupo Control 1

Tratamientos Agudos

P

NUumero de cruces

Control 1 -
50 mg/kg 0.4564
100 mg/kg 1.0000
200 mg/kg 0.0740
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Tabla 5. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el FST para los

tratamientos crénicos con el EEC de Anadenanthera colubrina

(50 mg/kg) vs. Grupo Control 2

P
Tratamientos Cronicos Inmovilidad Nado Escalamiento
Control 2 - - -

50 mg/kg 0.3443 0.1437 0.2059

Tabla 6. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el OFT para los

tratamientos croénicos con el EEC de Anadenanthera colubrina

(50 mg/kg) vs. Grupo Control 2

Tratamientos Crénicos

p

NUumero de cruces

Control 2

50 mg/kg

0.2031
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Tabla 7. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el FST para los

tratamientos agudos (Grupo Control 1) vs. cronicos (Grupo

Control 2) con vehiculo

P

Tratamientos Inmovilidad Nado Escalamiento
Control 1 0.6723 0.1732 0.0937
Control 2 - - -

Tabla 8. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el OFT para los

tratamientos agudos (Grupo Control 1) vs. crénicos (Grupo

Control 2) con vehiculo

Tratamientos

P

NUmero de cruces

Control 1

0.1388

Control 2
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Tabla 9. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el FST para los
tratamientos agudos (EEC: 50 mg/kg) vs. cronicos (EEC: 50

mg/kg)

P
Tratamientos Inmovilidad Nado Escalamiento
EEC - 50 mg/kg (Crbnico) - - -
EEC - 50 mg/kg (Agudo) 0.6752 0.0122 0.1161
EEC - 100 mg/kg (Agudo) 0.6723 0.0119 0.0122
EEC - 200 mg/kg (Agudo) 0.5296 0.1437 0.0367

Tabla 10. Prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney (a=0,05) de las medias de

las frecuencia de los comportamiento en el OFT para los

tratamientos agudos (EEC: 50 mg/kg) vs. crénicos (EEC: 50

mg/kg)

P

Tratamientos

NUmero de cruces

EEC - 50 mg/kg (Cronico)

EEC - 50 mg/kg (Agudo) 0.3305
EEC - 100 mg/kg (Agudo) 0.0452
EEC - 200 mg/kg (Agudo) 0.5970
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la
actividad antidepresiva del extracto etandlico obtenido de la corteza (EEC)
de Anadenanthera colubrina empleando el test de nado forzado (forced
swimming test, FST) (Cryan et al, 2005b; Porsolt et al, 1977, 2001), uno
de los modelos animales méas ampliamente utilizados en la prediccion de
la actividad antidepresiva (Luo et al, 2008; Stepanichev et al, 2014). Del
mismo modo, se busco determinar si la presencia de actividad en el FST
pudo ser debida a un efecto del EEC sobre la actividad psicomotora de
los animales de experimentacién, por lo cual se utilizO6 como prueba

complementaria el open field test (OFT).

La presente discusién ha sido dividida en tres partes:

En la primera parte se discute el potencial de A. colubrina como
planta antidepresiva. En la segunda parte nos centramos en la
metodologia empleada en este estudio. Finalmente, en la Ultima parte se

discuten los resultados obtenidos en nuestro trabajo.

Parte Uno: Anadenanthera colubrina como planta antidepresiva

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan es una fabacea que ha sido
ampliamente utilizada en la medicina popular en el tratamiento de una
diversidad de males (Agra et al, 2007; Albuquerque et al, 2007; Cartaxo et
al, 2010; Medeiros et al, 2013). Como se ha indicado anteriormente, los
cronistas indicaron que A. colubrina era una de las plantas mas
empleadas en el imperio incaico para el tratamiento de desordenes
mentales como la depresion; no obstante, no existen reportes que
evalien sus posibles efectos antidepresivos. Si bien los cronistas
mencionan que los incas hacian uso de las semillas de esta fabacea

moliéndolas y mezclandolas con agua o chicha (Elferink, 2000), en el
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presente estudio se evalla la actividad antidepresiva de la corteza de la

planta, y no de las semillas.

Ya se ha mencionado la hipotesis propuesta por (Mico et al, 2006) y
(Nekovarova et al, 2014) de que el dolor y la depresion comparten las
mismas bases neuroquimicas, asi como la posible contribucion de la
neuroinflamacion en el desarrollo de la depresion indicada por (Kim et al,
2016) y (Nekovarova et al, 2014), lo que indicaria que los compuestos con
actividad analgésica y antiinflamatoria, como las catequinas, esteroles,
fenoles, flavonoides, saponinas, taninos, terpenoides y xantonas
detectados en la corteza de A. colubrina (De Sousa Araujo et al, 2008;
Pessoa et al, 2012; Santos et al, 2013; Weber et al, 2011), tendrian
actividad antidepresiva. A pesar de esto, a nuestro conocimiento, no
existen estudios previos al nuestro que evallen la actividad antidepresiva

del extracto de la corteza de A. colubrina.

Si bien no existen reportes previos que estudien la actividad
antidepresiva de A. colubrina, si existen trabajos en los que se evalla su
capacidad para tratar otras dolencias o procesos, como los ya
mencionados de (Pessoa et al, 2012) y (Santos et al, 2013. En este
aspecto, aunque dichos trabajos utilizaron los extractos hidroalcohdlicos
(Pessoa et al, 2012) o acuosos (Santos et al, 2013) de la corteza de A.
colubrina, el presente estudio emple6é los extractos etandlicos de la
corteza dado que este tipo de extractos ha mostrado mayor estabilidad
que los extractos acuosos, y nho somete los preparados a temperaturas
elevadas como si lo hace la extraccibn acuosa, previniendo asi la
degradacion de moléculas termolabiles con posible actividad
antidepresiva. Es mas, la extraccion etandlica es capaz de extraer
compuestos de una amplia gama de polaridades, y el etanol es menos

costoso y toxico que otros tipos de solventes organicos (Carvajal et al.,
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2009). En este sentido, los métodos de extraccion utilizados en el
presente trabajo de investigacion representaron modificaciones de los
protocolos utilizados por (Kondeti et al, 2010) y (Olaleye et al, 2013) para
la obtencidn de extractos etandlicos a partir de cortezas de otras
fabaceas, pues consideramos que estos protocolos se acercaban mas a

nuestros objetivos.

Parte Dos: Metodologia

Antes de la realizacion del presente trabajo se evaluaron las posibles
especies animales y géneros con los cuales realizar el estudio. Si bien la
mayor parte de los modelos pueden emplear varios tipos de roedores
(Rattus norvegicus “rata”, Mus musculus “ratén” y Cavia porcellus “cuy”),
el FST ha sido comunmente utilizado con ratas y ratones, con ligeras
variantes en los protocolos de trabajo. En este aspecto, se decidio utilizar
ratas de la raza Holtzman dada la mayor homogeneidad en los resultados
obtenidos con esta especie que en los trabajos con ratones (Borsini vy
Meli, 1988), hecho que lleva incluso a emplear un menor nimero de ratas
(N = 6) que de ratones (N = 10) para obtener datos fiables en este prueba
(Porsolt et al, 2001). Debemos indicar que el presente estudio, al ser un
trabajo de investigacién piloto y dada la disponibilidad de animales de

laboratorio, emple6 Unicamente 5 ratas Holtzman por grupo experimental.

Cada vez mas evidencia sugiere que existen diferencias
relacionadas con el género en condiciones patolégicas como los
desérdenes depresivos, con las hembras siendo mas propensas a ser
afectadas por este tipo de desérdenes que los machos; no obstante esto,
la mayor parte de los estudios experimentales evaluando las
consecuencias de la exposicion al estrés sobre la depresion no tienen en
cuenta este hecho y son realizados en roedores machos (Palanza, 2001;

Stepanichev et al, 2014). El presente estudio emple6 ratas Holtzman de
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género femenino toda vez que resulta importante incluir este género en
estudios relacionados con la depresion dada la mayor probabilidad de
ocurrencia de este desorden en hembras que en machos (2-3:1)
(Pawluski et al, 2014; Weissman y Olfson, 1995).

Aunque el uso del extracto etandlico de la corteza (EEC) de A.
colubrina presentaba la ventaja de poseer mas principios activos que los
extractos acuosos o hidroalcohdlicos de la planta, se nos presento el
problema de hallar un solvente adecuado para nuestro EEC. En este
aspecto, en las primeras etapas de los estudios farmacoldgicos y
toxicolégicos que implican la evaluacibn de nuevas moléculas o
compuestos con posible actividad farmacoldgica resulta primordial el uso
de excipientes que maximicen la solubilizacidon/suspension vy
biodisponibilidad de estos nuevos agentes en estudio, de modo que
puedan ser administrados en formulaciones liquidas orales, y evaluados

de un modo apropiado (Gopinathan et al, 2013).

Para seleccionar el solvente a utilizar en este estudio, se tom6 como
referencia un trabajo previo publicado por (Gopinathan et al, 2013), el cual
evalué el efecto provocado por la administracién subcrénica oral (5 dias)
de diversos excipientes comunmente utilizados en estudios
farmacoldgicos y toxicolégicos, empleando diferentes concentraciones de
cada uno de ellos; este articulo reporté que ninguno de los excipientes
investigados representd mayor riesgo para las unidades experimentales,
incluso a concentraciones elevadas. De ese modo, seleccionamos 3 de
los excipientes reportados como seguros para iniciar las pruebas de
disolucién del EEC de A. colubrina: (1) etanol (alcohol etilico) de 96°, (2)
dimetilsulféxido (DMSO) y (3) Polisorbato 80 (Tween 80).

El primer ensayo utilizé etanol de 96° a diferentes concentraciones, y

aunque éste mostré ser un muy buen disolvente, consultados diferentes
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especialistas en el area de fitoquimica de la UPCH, nos recomendaron
desistir de su uso pues ha observado toxicidad sobre todo cuando es

administrado de forma crénica (Michel Sauvin, comunicacion oral).

El segundo ensayo empleé DMSO, un solvente que cruza la barrera
hematoencefélica y disuelve compuestos polares y apolares. Este
solvente no mostr6 ser un buen excipiente para el EEC a las
concentraciones de 5% y 10%. Aunque existié la posibilidad de continuar
evaluando mayores concentraciones hasta hallar la mas apropiada, toda
vez que existen estudios en donde se utilizan concentraciones de hasta
20 % (Piato et al, 2008), desistimos pues se ha reportado que el DMSO
no solo provoca varios efectos secundarios en humanos y en animales
(nauseas, vomitos, diarrea, hemdlisis, fallo renal o paro
cardiorrespiratorio) (Santos et al, 2003), sino que también produce
apoptosis en el SNC de ratones cuando se administra durante varias
semanas, efecto también observado con la administracion de etanol,

incluso durante un corto periodo de tiempo (Hanslick et al, 2009).

En el tercer ensayo se usé Tween 80, un surfactante y emulsificante
comunmente empleado en la industria alimentaria. Este excipiente mostro
una buena capacidad como solvente del EEC a una concentracion de
10% v/v, y dado que, en nuestro conocimiento, no existen estudios que
muestren que este aditivo provoque algun tipo de efecto téxico grave,
salvo el realizado por (Castro et al, 1995), el cual reporto cierta toxicidad a
una concentracion mayor que la empleada en este trabajo (una
disminucién en la actividad locomotora en los roedores tratados con
Tween 80 al 32% v/v), este excipiente fue seleccionado como solvente

para el presente estudio.

Si bien los modelos animales de depresion deberian satisfacer al

menos cuatro criterios respecto a la enfermedad humana (similitud de
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etiologia, bioquimica, sintomatologia y tratamiento) (Borsini y Meli, 1988),
el trastorno depresivo es un desorden muy “humano” y como tal no es
posible replicarlo fielmente en modelos animales (Hendrie et al, 2013). No
obstante, el uso de estos modelos nos permite conocer algunas
caracteristicas relevantes para el entendimiento de este desorden. El
modelo animal empleado en este trabajo, el FST, resulta atractivo y util
como modelo predictivo de actividad antidepresiva dado que es un test
sencillo y rapido de realizar, confiable y sensible a los efectos

farmacoldgicos de los farmacos antidepresivos (Detke et al, 1997).

Aunque en la mayoria de estudios se realiza un FST con
tratamientos agudos, nosotros empleamos adicionalmente un tratamiento
crénico, administrando durante 18 dias una dosis del EEC de A. colubrina
que no habia mostrado efectividad desde el punto de vista estadistico en
el tratamiento agudo respecto al grupo Control, toda vez que se traté de
evaluar si, al igual que ocurre con ciertos farmacos antidepresivos (Cryan
et al, 2005a; Detke et al, 1997; Vasquez-Palacios et al, 2004), la
administracion p.o. de una dosis no efectiva / subefectiva del EEC en el
tratamiento agudo (50 mg/kg) muestra actividad cuando es administrada
durante un periodo de tiempo mayor, tal como se observa en la practica

clinica.

Parte Tres: Resultados

Nuestros resultados fueron procesados utilizando la prueba
estadistica no paramétrica de Wilcoxon - Mann/Whitney (U de
Mann/Whitney, a=0,05), y muestran que si bien el tratamiento agudo con
tres dosis diferentes del EEC de Anadenanthera colubrina (50; 100; 200
mg/kg) produjo en general un descenso en la inmovilidad en el FST
(principal indicador para la evaluacién de la actividad antidepresiva), este

descenso no fue estadisticamente significativo (Tabla 3); del mismo
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modo, se pudo observar que el tratamiento crénico con una dosis
agudamente subefectiva (50 mg/kg) también implicé una disminucion en
la inmovilidad respecto al grupo Control, la cual tampoco resultd
estadisticamente significativa (Tabla 5). De esta manera, si bien los
tratamientos probados mostraron una reduccion en la inmovilidad en el
cilindro de nado, esta no representd una diferencia significativa respecto
al grupo Control. Igualmente, al comparar los diversos tratamientos
agudos con el EEC contra el tratamiento crénico con el mismo extracto,
tampoco pudo hallarse una diferencia estadisticamente significativa, por lo
que no se puede considerar que para nuestro estudio el uso crénico de
una dosis subefectiva agudamente ponga de manifiesto su actividad
antidepresiva (Tablas 7 y 9), aunque debe precisarse que tal vez el
empleo de un mayor numero de unidades experimentales o el uso de una
dosis mayor del EEC en el tratamiento cronico pudo haber servido para

hallar una diferencia mas marcada.

De modo similar, el EEC origin6 variaciones en los comportamientos
de nado y escalamiento con respecto a los grupos Control (Tablas 3y 5),
pero de manera distinta a lo observado para el comportamiento de
inmovilidad, al comparar los tratamientos agudos versus el tratamiento
cronico con el EEC o vehiculo en general pudieron observarse diferencias
con significancia estadistica (Tabla 9). En este aspecto, debe tenerse
mucho cuidado al interpretar los resultados obtenidos de los registros de
nado y escalamiento, toda vez que estos comportamientos muchas veces
son dificiles de distinguir para el observador inexperto (de ahi el uso de
software comerciales para realizar el recuento) y el conteo equivocado de
las frecuencias puede llevar a error en los procedimientos estadisticos. No
obstante esto, es probable que el empleo de un mayor numero de
unidades experimentales o el uso de una dosis mayor del EEC en el

tratamiento cronico pueda servir para hallar diferencias mas notorias.
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Los resultados obtenidos en el OFT merecen un parrafo aparte,
dado que las diferencias observadas fueron mucho mas marcadas que las
obtenidas para el FST (Tablas 4 y 6). En este sentido, en la comparacion
de los tratamientos agudos se observé que la dosis mas alta del EEC
(200 mg/kg) provocd una reduccion marcada en la locomocion de los
animales de experimentacion (p=0.0740, Tabla 4) con respecto al grupo
Control, lo cual sugiere una diferencia que puede ser detectada con pocos
individuos. En lo que respecta a la comparacion entre los tratamientos
agudos y los crénicos, tal como se muestra en la Tabla 10, el tratamiento
por 18 dias con 50 mg/kg del EEC redujo considerablemente la movilidad
de las unidades experimentales en comparacion con el tratamiento agudo
con 100 mg/kg del EEC (p=0.0452).

Con la finalidad de discutir mas ampliamente el significado de

nuestros resultados, debemos comentar varios puntos:

(1) Si bien no se mostré un efecto estadisticamente significativo del
EEC de Anadenanthera colubrina sobre el comportamiento de inmovilidad
en el FST, se debe indicar que el método empleado para registrar los
comportamientos fue el de muestreo (Detke et al, 1995), el cual consiste
en registrar los comportamientos predominantes durante la sesion de
prueba en intervalos de 5 segundos. En este sentido, es necesario
considerar que si bien este método ha sido utilizado en muchos estudios,
resulta menos confiable que el registro total de tiempos de cada
comportamiento en el test de 5 minutos, el cual ha sido mecanizado
mediante el uso de software comerciales mas fiables que el registro

realizado por un observador.

(2)  Por otro lado, deben considerarse los aspectos relacionados con la
disolucién y dosis de EEC empleados. En este sentido, si bien se

selecciond el Tween 80 como solvente mas seguro e inocuo por sobre los
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otros excipientes probados, hubo varios problemas de solubilidad durante
las pruebas de seleccion del solvente, problema que debe ser superado
para probar dosis mas elevadas del EEC de A. colubrina y determinar si
estos provocan un mayor descenso en la inmovilidad en el FST que las

dosis evaluadas en este estudio tanto aguda como crénicamente.

(3) Respecto al procedimiento estadistico seleccionado (prueba de
Wilcoxon — Mann/Whitney), quisiéramos hacer énfasis en la eleccion de
un procedimiento no paramétrico como prueba estadistica para este
estudio, contraponiendo el empleo de pruebas paramétricas en la mayoria
de articulos cientificos revisados en los que se emplea el FST o el OFT
(Cryan et al, 2005a; Detke et al, 1997; Ribeiro et al, 2006). El motivo de
esta decision se bas6 en cuatro hechos: (1) el registro de
comportamientos, tanto en el FST como en el OFT, se limit6 a la
contabilizacion de estos en intervalos de tiempo, es decir a frecuencias,
(2) las frecuencias, al no tener una escala de medicion apropiada, son
consideradas variables cualitativas, (3) el pequefio tamafio de las
muestras empleadas (N = 5), y (4) que cada andlisis estadistico iba a
consistir en la comparacién de dos muestras independientes de igual
tamafo. Estos factores nos llevaron a la conclusién de que el empleo de
una prueba no paramétrica, como la prueba de Wilcoxon — Mann/Whitney,
era la mejor eleccién para tratar los datos obtenidos en nuestro estudio, lo
cual se sumoé al hallazgo de que la hipétesis nula (Ho) fue aceptada en la
mayoria de los casos (para lo cual los procedimientos no paramétricos
son tan buenos como los paramétricos). Adicionalmente, la eficiencia de
las pruebas no paramétricas es bastante elevada cuando se trabaja con
muestras pequefias (como en nuestro caso), por lo cual no se vio
justificado el empleo de procedimientos paramétricos. Es mas,
considerando nuestro pequefio tamafio de muestra, se justificaria la

eleccion de un nivel de significancia a=0,1, pues si bien la mayor parte de
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los estudios emplea niveles de significancia entre 0,05 y 0,01, teniendo en
cuenta el bajo nimero de individuos utilizados es muy posible que usando
dichos valores de a la Ho no sea rechazada a menos que se observe una
gran diferencia real (Steel y Torrie, 1988a). A pesar de lo indicado,
empleamos un a=0,05 pues los p obtenidos con este nivel de significancia
fueron muy similares a los obtenidos con un nivel de significancia a=0,1
(datos no mostrados). Por tal motivo, consideramos conveniente emplear
un nivel de significancia a=0,05 para todos los casos (Steel y Torrie,
1988b). No obstante lo argumentado, en la mayoria de referencias citadas
se observa el uso de procedimientos paramétricos como el Analisis de
Varianza. En este sentido, nos permitimos discrepar del empleo de
pruebas paramétricas en este tipo de experimentos, maxime
considerando que las observaciones registradas se limitan a la
contabilizacion de las frecuencias de comportamientos tanto en el FST
como en el OFT, y el bajo namero de individuos utilizados en muchos de
esos estudios. Sin dejar de lado lo antes indicado, no negamos que es
posible emplear procedimientos paramétricos en trabajos de investigacion
que evallen el comportamiento de animales de experimentacion, pero
consideramos que para esto debe trabajarse con un ndamero
suficientemente elevado de individuos (sobre todo cuando se utilizan
ratones, los cuales muestran una variabilidad mucho mayor en sus
registros que las ratas) y tener en cuenta el registro de variables

cuantitativas que puedan ser adecuadamente medidas.

(4) También queremos discutir las diferencias halladas entre los
tratamientos con el EEC respecto a los grupos Control (mas
especificamente, la dosis aguda de 200 mg/kg y la dosis crénica de 50
mg/kg) en el OFT. Si bien el presente estudio estuvo dirigido a evaluar la
actividad antidepresiva del EEC, el empleo del OFT como prueba

complementaria permite determinar si existe algun efecto del extracto
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sobre la actividad locomotora de los animales de experimentacion (Freitas
et al, 2010; Machado et al, 2007; Prut y Belzung, 2003; Ribeiro et al,
2006). En este sentido, debe indicarse que el OFT no solamente es una
prueba de evaluacion de la actividad locomotora, sino que también es un
test muy empleado en la determinacion de los niveles de ansiedad de los
individuos evaluados (Crawley, 1985; Kliethermes, 2005; Prut y Belzung,
2003), de modo que el OFT sirve adicionalmente para evaluar la actividad
ansiolitica o ansiogénica de un compuesto o extracto. En este aspecto,
nuestros resultados sugieren que el EEC muestra un posible efecto
ansiolitico en ratas experimentales, no obstante este no fue el objetivo de
nuestro estudio, por lo que se requieren investigaciones adicionales para

corroborar esta insinuacion.

Finalmente, queremos comentar los datos mostrados en el Anexo 10, en
donde puede apreciarse que se utilizaron volimenes diferentes para los
tratamientos agudos y para los tratamientos cronicos (4 mL/kg y 2 mL/kg,
respectivamente). La toma de esta decision no fue arbitraria. Para esto,
consultamos al Médico Veterinario del LABNEURO vy Director del Bioterio
del LID de la UPCH, Dr. Christian Roberto Pitot Alvarez, a quien se le
comentd que las ratas mostraban signos de ahogo cuando se les
administraban los tratamientos en un volumen de 4 mL/kg. Ante esta
situacién, el Dr. Pitot sugirié reducir el volumen a la mitad siempre y
cuando esto no afecte la administracion de las dosis evaluadas en los
tratamientos cronicos, pues antes que nada debe velarse por el bienestar
animal (Christian Pitot, comunicacion oral). Por este motivo, decidimos
reducir el volumen en los tratamientos crénicos a 2 mL/kg, sin afectar las

dosis estudiadas.
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VI. CONCLUSIONES

1) El tratamiento agudo con el extracto etandlico de la corteza (EEC)
de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan “vilca” o “huayo” en tres dosis
(50; 100; 200 mg/kg) provocod en lineas generales un descenso en la
inmovilidad en el FST (principal indicador para la evaluacion de la
actividad antidepresiva) en comparacion con el grupo Control; no
obstante, esta reduccion no fue estadisticamente significativa.

2) El tratamiento crénico con el EEC de A. colubrina con la dosis
empleada (50 mg/kg) provocd una disminucion en la inmovilidad en el
FST en comparacion con el grupo Control; no obstante, este descenso
tampoco resulté estadisticamente significativo.

3) El tratamiento agudo con el EEC de A. colubrina en tres dosis (50;
100; 200 mg/kg) provocd en lineas generales una reduccion en la
actividad locomotora en el OFT en comparacion con el grupo Control,
siendo la dosis de 200 mg/kg la que origind la disminucién mas notoria.

4) El tratamiento crénico con el EEC de A. colubrina (50 mg/kg) causé
una reduccion en la actividad locomotora en el OFT en comparacion con
el grupo Control, aunque esta variacion no resultd estadisticamente

significativa.
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VIl.  RECOMENDACIONES

1) Elevar el nimero de individuos en los grupos de estudio con la
finalidad de poder hacer inferencias confiables.

2) Probar la actividad antidepresiva de dosis mas altas del EEC de A.
colubrina, con la finalidad de ver si existe un efecto mas marcado del

extracto al elevar las dosis.

3) Continuar los estudios empleando agonistas, antagonistas y
agentes de receptores especificos de neurotransmisores, con la finalidad
de determinar qué moléculas estan implicadas en los efectos observados
del EEC de A. colubrina.

4) Realizar un estudio empleando ratas del género masculino, con la
finalidad de obtener un estudio pareado y descartar la influencia del factor

género en los resultados observados.

5) Plantear y ejecutar un estudio que evalle la actividad ansiolitica y
ansiogénica del EEC, pues nuestros resultados han dado indicios de un
posible efecto ansiolitico del extracto obtenido de A. colubrina.
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VIll. RESUMEN

La depresién es un trastorno psiquiatrico que afecta al 21% de la poblacion
mundial. Su tratamiento se basa en el uso de farmacos antidepresivos que no
son totalmente efectivos y producen efectos secundarios, por lo que es
necesario el desarrollo de antidepresivos mas efectivos. Una manera de
promover esto es la evaluacién de plantas utilizadas popularmente en el

tratamiento de este desorden.

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan es una fabacea sudamericana
utilizada popularmente para tratar muchos males. Considerando (1) la hipotesis
de que la depresion y el dolor comparten mecanismos bioquimicos en comun, (2)
la posible contribucion de la neuroinflamacién en el desarrollo de la depresion, y
(3) la deteccibn de principios activos con propiedades analgésicas y
antiinflamatorias en la corteza de A. colubrina, evaluamos el efecto del extracto
etandlico de la corteza (EEC) en un modelo predictivo de actividad antidepresiva,
el test de nado forzado (FST) en ratas (N = 5), complementando esta prueba con
un test de evaluacion de la actividad locomotora, el open field test (OFT); para
esto, comparamos el efecto de tratamientos orales agudos (EEC: 50; 100; 200
mg/kg; 1 dia) y crénicos (EEC: 50 mg/kg; 18 dias) versus grupos Control a los

que se les administré vehiculo (10% Tween 80 en s.s. 0,9%; 1 o 18 dias).

Nuestros resultados mostraron que los tratamientos con el EEC en las dosis
evaluadas produjeron una reduccion estadisticamente no significativa en la
inmovilidad en el FST (principal indicador de actividad antidepresiva) en relacion
con los grupos Control. En lo que respecta al OFT, los tratamientos provocaron
un descenso estadisticamente no significativo en la locomocién en comparacion

con el Control.

Consideramos que elevando el numero de unidades experimentales y las
dosis del EEC podria encontrarse una significancia estadistica en estudios

posteriores.
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ANEXOS



ANEXO 1

Clasificacién taxonémica de Anadenanthera colubrina

Superreino Eukaryota
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Mimosoideae
Tribu Mimoseae
Género Anadenanthera
Especie A. colubrina (Vell.) Brenan




ANEXO 2

Estructura de algunos metabolitos aislados de la corteza de Anadenanthera
colubrina (Weber et al, 2011)

Metabolito Estructura Tipo
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ANEXO 3

Bosque primario del Centro poblado Las Juntas, Provincia de San Ignacio,
Departamento de Cajamarca




ANEXO 4

Muestras conservadas de ramas, flores y frutos de Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan “vilca” o “huayo” del Herbarium Truxillense (HUT) de la
Universidad Nacional de Trujillo (UNT)
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ANEXO 5

Ambiente del bioterio del Laboratorio de Neurocienciay Comportamiento
(LABNEURO) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)




ANEXO 6

Registro del peso, dosis y volumen del EEC de Anadenanthera colubrina
previo a la prueba de toxicidad aguda

Unidad Dosis asignada Dosis correspondiente
experimental Peso (g9) (mg/kg) (mg)

Rata 1 212 200 42,4

Rata 2 198 50 9,9

Rata 3 192 200 38,4

Rata 4 214 100 21,4

Rata 5 200 100 20




ANEXO 7

Tratamientos agudos — Pesaje de las unidades experimentales de cada

grupo para la determinacién del volumen del EEC de Anadenanthera

colubrina o vehiculo (10% de Tween 80 en s.s. 0,9%) a ser administrados de

acuerdo ala dosis correspondiente

(A) EEC (50 mg/kg)

Unidad mg | mL mL

experimental | Peso (g) | EEC | EEC | TOTAL | Horap.o. | Hora FST | Hora OFT
Rata 1 214 10,7 | 0,214 | 0,856 10:07 11:17 15:17
Rata 2 196 9,8 |0,196 | 0,784 10:35 12:47 16:10
Rata 3 210 10,510,210 | 0,840 10:21 11:32 15:30
Rata 4 216 10,8 | 0,216 | 0,864 10:26 11:55 15:40
Rata 5 200 10,0 | 0,200 | 0,800 10:31 12:11 15:52

(B) EEC (100 mg/kg)

Unidad mg mL mL

experimental | Peso (g) | EEC | EEC | TOTAL | Horap.o. | Hora FST | Hora OFT
Rata 1 218 21,8 | 0,436 | 0,872 10:16 11:26 15:26
Rata 2 216 21,6 | 0,432 | 0,864 10:23 11:35 15:34
Rata 3 198 19,8 | 0,396 | 0,792 10:29 12:06 15:46
Rata 4 218 21,8 | 0,436 | 0,872 10:36 12:19 15:52
Rata 5 212 21,2 | 0,424 | 0,848 10:43 12:40 16:06




...continuacion

(C) EEC (200 mg/kg)

Unidad mg mL mL
experimental | Peso (g) | EEC EEC | TOTAL | Horap.o. | Hora FST | Hora OFT
Rata 1 195 39,0 |0,780 | 0,780 10:34 11:46 15:40
Rata 2 194 38,8 |0,776 | 0,776 10:40 12:00 15:45
Rata 3 204 40,8 | 0,816 | 0,816 10:46 12:43 15:50
Rata 4 226 45,2 | 0,904 | 0,904 10:55 12:55 15:55
Rata 5 204 40,8 | 0,816 | 0,816 11:04 13:23 16:00
(D) Grupo Control (vehiculo)
Unidad experimental | Peso (Q) mL Hora p.o. Hora FST Hora OFT
Rata 1 208 0,832 10:02 11:17 15:13
Rata 2 200 0,800 10:08 11:31 15:23
Rata 3 190 0,760 10:11 12:10 15:35
Rata 4 198 0,792 10:20 12:27 15:45
Rata 5 204 0,816 10:25 13:08 15:55




ANEXO 8

Tratamientos cronicos — Pesaje de las unidades experimentales de cada

grupo para la determinacién del volumen del EEC de Anadenanthera

colubrina o vehiculo (10% de Tween 80 en s.s. 0,9%) a ser administrados de

acuerdo ala dosis correspondiente en los dias 1 a 17 de tratamiento crénico

(A) EEC (50 mg/kg)

Dia 1
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 242 12,1 0,242 0,484
Rata 2 238 11,9 0,238 0,476
Rata 3 232 11,6 0,232 0,464
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 214 10,7 0,214 0,428
Dia 2
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 242 12,1 0,242 0,484
Rata 2 244 12,2 0,244 0,488
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 220 11,0 0,220 0,440




...continuacion

Dia 3
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 242 12,1 0,242 0,484
Rata 2 244 12,2 0,244 0,488
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 216 10,8 0,216 0,432
Dia 4
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 236 11,8 0,236 0,472
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 228 11,4 0,228 0,456
Rata 4 236 11,8 0,236 0,472
Rata 5 212 10,6 0,212 0,424
Dia 5
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 236 11,8 0,236 0,472
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 230 11,5 0,230 0,460
Rata 4 234 11,7 0,234 0,468
Rata 5 214 10,7 0,214 0,428




...continuacion

Dia 6
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 234 11,7 0,234 0,468
Rata 4 232 11,6 0,232 0,464
Rata 5 218 10,9 0,218 0,436
Dia 7
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 236 11,8 0,236 0,472
Rata 5 218 10,9 0,218 0,436
Dia 8
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 232 11,6 0,232 0,464
Rata 2 236 11,8 0,236 0,472
Rata 3 230 11,5 0,230 0,460
Rata 4 228 11,4 0,228 0,456
Rata 5 208 10,4 0,208 0,416




...continuacion

Dia 9
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 232 11,6 0,232 0,464
Rata 2 238 11,9 0,238 0,476
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 230 11,5 0,230 0,460
Rata 5 210 10,5 0,210 0,420
Dia 10
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 242 12,1 0,242 0,484
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 218 10,9 0,218 0,436
Dia 11
Unidad experimental Peso (9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 234 11,7 0,234 0,468
Rata 2 234 11,7 0,234 0,468
Rata 3 230 11,5 0,230 0,460
Rata 4 230 11,5 0,230 0,460
Rata 5 210 10,5 0,210 0,420




...continuacion

Dia 12
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 240 12,0 0,240 0,480
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 238 11,9 0,238 0,476
Rata 4 236 11,8 0,236 0,472
Rata 5 216 10,8 0,216 0,432
Dia 13
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 238 11,9 0,238 0,476
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 214 10,7 0,214 0,428
Dia 14
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 242 12,1 0,242 0,484
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 242 12,1 0,242 0,484
Rata 5 218 10,9 0,218 0,436




...continuacion

Dia 15
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 234 11,7 0,234 0,468
Rata 4 236 11,8 0,236 0,472
Rata 5 212 10,6 0,212 0,424
Dia 16
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 238 11,9 0,238 0,476
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 236 11,8 0,236 0,472
Rata 5 216 10,8 0,216 0,432
Dia 17
Unidad experimental Peso (g9) mg EEC mL EEC mL TOTAL
Rata 1 242 12,1 0,242 0,484
Rata 2 240 12,0 0,240 0,480
Rata 3 236 11,8 0,236 0,472
Rata 4 238 11,9 0,238 0,476
Rata 5 212 10,6 0,212 0,424




...continuacion

(B) Grupo Control (Vehiculo)

Dia 1
Unidad experimental Peso (9) mL
1 228 0,456
2 228 0,456
3 226 0,452
4 228 0,456
5 204 0,408
Dia 2
Unidad experimental Peso (9) mL
1 224 0,448
2 228 0,456
3 222 0,444
4 230 0,460
5 206 0,412
Dia 3
Unidad experimental Peso (g) mL
1 232 0,464
2 230 0,460
3 224 0,448
4 230 0,460
5 204 0,408




...continuacion

Dia 4
Unidad experimental Peso (9) mL
1 234 0,468
2 224 0,448
3 230 0,460
4 232 0,464
5 204 0,408
Dia 5
Unidad experimental Peso (9) mL
1 228 0,456
2 224 0,448
3 226 0,452
4 228 0,456
5 202 0,404
Dia 6
Unidad experimental Peso (g9) mL
1 234 0,468
2 228 0,456
3 224 0,448
4 234 0,468
5 206 0,412




...continuacion

Dia 7
Unidad experimental Peso (9) mL
1 234 0,468
2 230 0,460
3 226 0,452
4 232 0,464
5 206 0,412
Dia 8
Unidad experimental Peso (9) mL
1 228 0,456
2 220 0,440
3 222 0,444
4 228 0,456
5 202 0,404
Dia 9
Unidad experimental Peso (g) mL
1 234 0,468
2 226 0,452
3 234 0,468
4 236 0,472
5 210 0,420




...continuacion

Dia 10
Unidad experimental Peso (9) mL
1 230 0,460
2 228 0,456
3 230 0,460
4 236 0,472
5 210 0,420
Dia 11
Unidad experimental Peso (9) mL
1 230 0,460
2 230 0,460
3 230 0,460
4 232 0,464
5 208 0,416
Dia 12
Unidad experimental Peso (g9) mL
1 236 0,472
2 238 0,476
3 236 0,472
4 238 0,476
5 210 0,420




...continuacion

Dia 13
Unidad experimental Peso (9) mL
1 230 0,460
2 232 0,464
3 230 0,460
4 232 0,464
5 208 0,416
Dia 14
Unidad experimental Peso (9) mL
1 236 0,472
2 232 0,464
3 232 0,464
4 238 0,476
5 210 0,420
Dia 15
Unidad experimental Peso (g) mL
1 236 0,472
2 234 0,468
3 234 0,468
4 236 0,472
5 210 0,420




...continuacion

Dia 16
Unidad experimental Peso (9) mL
1 232 0,464
2 234 0,468
3 232 0,464
4 238 0,476
5 210 0,420
Dia 17
Unidad experimental Peso (9) mL
1 234 0,468
2 238 0,476
3 238 0,476
4 240 0,480
5 208 0,416




ANEXO 9

Tratamientos cronicos — Pesaje de las unidades experimentales de cada

grupo para la determinacién del volumen del EEC de Anadenanthera

colubrina o vehiculo (10% de Tween 80 en s.s. 0,9%) a ser administrados de

acuerdo ala dosis correspondiente en el Gltimo dia de tratamiento crénico
(dia 18)

(A) EEC (50 mg/kg)

Unidad mg mL mL
experimental | Peso (g) | EEC | EEC | TOTAL | Horap.o. | Hora FST | Hora OFT
Rata 1 242 12,1 | 0,242 | 0,484 10:49 12:33 16:33
Rata 2 236 11,8 | 0,236 | 0,472 10:51 12:45 16:41
Rata 3 240 12,0 | 0,240 | 0,480 10:53 13:12 16:49
Rata 4 240 12,0 | 0,240 | 0,480 10:56 13:24 16:59
Rata 5 214 10,7 | 0,214 | 0,428 11:02 13:58 17:10
(B) Grupo Control (vehiculo)
Unidad experimental | Peso (g) mL Hora p.o. Hora FST Hora OFT
Rata 1 242 0,484 10:49 12:33 16:33
Rata 2 242 0,484 10:51 12:45 16:41
Rata 3 244 0,488 10:53 13:15 16:55
Rata 4 244 0,488 10:56 13:26 16:58
Rata 5 216 0,432 11:01 13:58 17:05




ANEXO 10

Célculo de la concentraciéon y volumen del EEC de Anadenanthera colubrina
y vehiculo a ser administrados a las unidades experimentales en base a las

dosis determinadas (Oghenesuvwe et al, 2014)

Calculo de la Dosis: x = Peso corporal del animal (g) x Dosis (mQ)
1000 g

Determinacién del volumen de EEC de A. colubrina a administrar:

(1) Concentracién del EEC de A. colubrina (1000 mg EEC/20 mL solucién)
-> Volumen del EEC a administrar (en mL) = (0,02) (x)

Determinacién del volumen de solucién total a administrar:

(2) Para tratamientos agudos: 4 mL/kg = Célculo del volumen (en mL)* =
0,004 x Peso corporal del animal (9);

(3) Paratratamientos crénicos: 2 mL/kg = Calculo del volumen (en mL)* =
0,002 x Peso corporal del animal (g);

donde x = EEC (mg)

*Calculo del volumen total a administrarse de EEC (Grupo 200 mg/kg) vy
vehiculo (Grupos Control). Para los grupos de EEC (50 mg/kg, Agudo y
Crénico) y EEC (100 mg/kg) primero se calcula el volumen de EEC a
administrarsey luego se completa con vehiculo hasta el volumen total en base

al peso del animal
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