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Resumen

Dentro de la familia Malpighiaceae y Boraginaceae se han utilizado varias infusiones
preparadas de las partes areas de diferentes especies vegetales que han sido utilizadas
dentro de la medicina tradicional para el tratamiento de los nervios. En el presente trabajo
de investigacion se eligié a Malpighia mexicana perteneciente a la familia Malpighiaceae
y Ehretia tinifolia perteneciente a la familia Boraginaceae, para determinar sus
propiedades neurofarmacolégicas a partir de infusiones de las partes areas. Los efectos
ansioliticos, antidepresivos y sedantes del extracto metandélico de M. mexicana y E.
tinifolia (a dosis: 100, 200, 400 y 600 mg/kg) se analizaron utilizando los siguientes
modelos: laberinto de cruz elevado (LEC), campo abierto (CA), natacién forzada (NF) y
actividad sedante con pentobarbital, en ratones CD-1 albinos machos, estos extractos
fueron administrados por via oral, tres veces (24, 18 y 1 h antes de la prueba) en laberinto
de cruz elevado pudieron aumentar significativamente (p<0.05) el nUmero de entradas,
asi como el tiempo pasado en los brazos abiertos, lo que indica un efecto similar al
ansiolitico. Un efecto similar se observé en la prueba de campo abierto, el nimero de
cruces en los cuadrantes aumento significativamente (p<0.05) logrando modificar
algunos parametros. En la prueba de natacion forzada solo se pudo observar un cambio
en los parametros en la especie de E.tinifolia, logrando un cambio significativo (p<0.05)
ya que aumento el tiempo de movimiento en los ratones tratados, indicando un efecto
similar al antidepresivo. Por otra parte, en la prueba de actividad sedante con
pentobarbital, logré aumentar el tiempo de narcosis y disminuir el tiempo de latencia en
ambas especies, demostrando tener un efecto significativo y similar al efecto sedante
(p<0.05). En conjunto, estos resultados sugieren que dichos efectos se pueden deber por
los siguientes compuestos quimicos de origen vegetal (flavonoides, terpenos y
cumarinas) presentes en los extractos metandlicos, los cuales fueron encontrados por
cromatografia de capa fina (CCF) y reveladores especificos, ademas dichos extractos
tienen un efecto similar a los extractos metandlicos de las siguientes especies vegetales:

G. glauca, H. brachiata (Malpighiaceae) y O. bracteatum, B. officinalis (Boraginaceae).



1 Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a la medicina tradicional como un
gran avance en la aceptacion de la sociedad y en la ciencia por el gran conjunto de
conocimientos, aptitudes, creencias y experiencias por parte de los indigenas y no
necesariamente deben ser explicables. Las enfermedades del sistema nervioso son muy
importantes a nivel mundial, por ello se abarcard algunas de ellas: la ansiedad vy
depresion; segun los datos y cifras de la OMS estas enfermedades tienen un alto
porcentaje, mas de 300 millones de personas padecen algun tipo de trastorno de
depresion, los trastornos de ansiedad tienen un nimero de personas que lo padeceny
rondan desde los 250 a 270 millones en el mundo, estas también pertenecen al termino
de los “nervios” los cuales se caracterizan por un estado de malestar fisico y mental (Zolla
et al., 1988). La definicion de “susto” o “espanto” es muy comun encontrarla en la
medicina tradicional, es algo cultural, que generalmente se puede encontrar en las
comunidades indigenas de nuestro pais, esto se da cuando alguien experimenta un
riesgo, es decir un “miedo” ya sea real o imaginario, todo esto debido a estimulos
externos, presentando sintomas como insomnio, dolor de cabeza, pérdida de apetito,
inclusive deterioro del individuo presentando nauseas y fatiga intensa (Zolla et al., 1988).
En si, el “susto” definido antropoldgicamente es muy similar al trastorno medico llamado
ansiedad. Esto conlleva a una definicion también de la medicina tradicional, que se
presenta como “nervios” los cuales se caracterizan por un estado de malestar fisico y
mental, inclusive puede haber caida de cabello, dermatitis y debilidad, cualquier
circunstancia que altere el estado de animo es interpretada como posible agente
desencadenante (Zolla et al., 1990; Kandel et al., 2000). La ansiedad es el trastorno
psiquiatrico mas frecuente con prevalencia durante toda la vida util, del 16,6% de las
personas afecta significativamente su calidad de vida (Somers et al., 2006) y sus
caracteristicas familiares, sociales y econémicas.

Durante muchos afios se han evidenciado los efectos secundarios de los diferentes
tratamientos farmacoldgicos empleados contra varios padecimientos. La presencia de
estos, orilla a muchos pacientes a abandonar el tratamiento, con lo cual la remision de
los padecimientos no aparece y el sufrimiento se prolonga para los pacientes y sus

familias. Debido a un notable incremento en la prevalencia de los trastornos nerviosos a
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nivel mundial y los amplios efectos secundarios indeseables de los farmacos usados para
su tratamiento, resulta de gran relevancia la busqueda de sustancias biol6gicamente
activas de origen vegetal que puedan reducir los diferentes trastornos nerviosos.

Las plantas medicinales son una fuente de productos naturales con actividad biolégica
encaminada a diversos padecimientos entre los que destacan los del sistema nervioso
central. La especie Malphigia mexicana mejor conocida como “guachocote” pertenece a
la familia Malpighiaceae que comprende 66 géneros y 1200 especies, se distribuye en
Chiapas, Durango, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca,
Pueblay Yucatan (Guizar y Sdnchez, 1991; Juarez, 1998; Maldonado Peralta et al., 2016,
Dorado et al. 2005). El “guachocote” es comestible, se usa en la medicina tradicional
contra afecciones estomacales, diabetes, escorbuto entre otros padecimientos (Morton,
1987). Se han realizado diversos estudios con plantas que pertenecen a diferentes
géneros de la familia Malphighiaceae los cuales reportan que se han empleado en la
medicina tradicional plantas de esta familia en diversos trastornos nerviosos en los cuales
se han reportado los efectos sedante, antidepresivo, ansiolitico, anticonvulsivante,
nootropico y de mejora del aprendizaje (Argueta, 1994; Huerta-Reyes, et al., 2013).

Por otro lado, Ehretia tinifolia mejor conocida como “pinglica” pertenece a la familia
Boraginaceae ha sido empleada en la medicina tradicional mexicana para calmar los
nervios, para la retencion de orina, tratamiento del vomito de sangre, contra
enfermedades de los rifiones, la Sociedad Mexicana de Historia Natural la reporta util
contra las uUlceras putridas (Guzman, Reyes & Bonilla, 2014; Medicina Tradicional
Mexicana, 2014). De tal forma que, ambas especies propuestas en esta investigacion, al
tener pocos o nulos estudios de actividad bioldgica y fitoquimica, abre un panorama
importante para el descubrimiento de nuevos compuestos con actividad, frente a estos
padecimientos. Asimismo, el objetivo del presente trabajo sera evaluar el efecto de

Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia, sobre el sistema nervioso en modelos in vivo



2 Antecedentes

2.1 Trastornos de ansiedad

La ansiedad es actividad neuroldgica normal cuando se presenta situaciones de peligro,
es adaptativa; sefiala una amenaza potencial y puede ayudar a contribuir a dominar una
situacion dificil. El trastorno de ansiedad es una elevacion del temor, que podria estar
acompafado de un grado de alerta alto de miedo a un suceso o la muerte. Los sintomas
son: aumento de la frecuencia cardiaca, aumento de la tension arterial, inquietud,
palpitaciones, temblor y sudor (Kandel et al., 2001). Este trastorno ya mencionado
comiunmente se presenta junto con otros trastornos mentales o fisicos, incluyendo el
abuso de consumo de alcohol o sustancias (NIMH, 2010).

Existen diferentes tipos de trastornos de ansiedad y se dividen de la siguiente manera:

e Trastorno de ansiedad generalizada (TAG)

Se caracteriza por miedo excesivo y poco realista, con una duracion de 6 meses 0 mas.
Los sintomas son tension motora (temblores, sacudidas, dolores musculares, inquietud)
e hiperactividad autonoma (aumento de la frecuencia cardiaca, frialdad de las manos,

sudoracion, palpitaciones) (Baldwin et al., 2008; Charney et al., 1987).

e Trastorno de panico (TP)

Se caracteriza por ataques de terror espontaneos, acompafiados de sintomas como un
aumento de latidos anormales del corazén, debilidad, mareos, transpiracion y
desfallecimiento. Durante los ataques se puede presentar sensacion de calor o frio,

nauseas o sensaciones asfixiantes (NIMH, 2010).

e Trastorno obsesivo-compulsivo (TOC)

Se caracteriza por ser crénico con obsesiones y compulsiones recurrentes como
manifestaciones predominantes. Las obsesiones pueden ser desde pensamientos, ideas,

imagenes o impulsos persistentes y molestos (Baldwin et al., 2008; Charney et al., 1987).



e Trastorno de estrés postraumatico (TEPT)

Este trastorno se desarrolla después de una experiencia no agradable o aterrorizante,

que puede involucrar dafio fisico o amenazas de dafio fisico (NIMH, 2010).
2.2 Sedantes

Los sedantes son sustancias quimicas que deprimen el sistema nervioso central (SNC),
dando como resultado efectos potenciadores o contradictorios entre: relajacion, calma,
adormecimiento, reduccion de la respiracion, euforia, habla trabada, disminucion del

juicio critico, retardo de ciertos reflejos y reduccién de la ansiedad.

En el afio 1853 se utilizd la primera sustancia quimica como sedante y poco después
como hipnético, comercializando los primeros barbituricos llamados barbifonal en 1903 y
fenobarbital en 1912. Durante 1912 a la actualidad llegaron a sintetizarse cerca de 3000
benzodiacepinas, de las cuales se aprobaron alrededor de 120 y mas de 30 contindan
usandose en la actualidad, el primer farmaco antagonista competitivo de las
benzodiacepinas se descubrio en el afio de 1981. A este grupo también se les conoce
como ansioliticos debido a su capacidad para reducir la ansiedad. (Escohotado, 1995;
Rang et al; 2008).

2.2.1 Sedacion

Muchos agentes pueden deprimir la funcion del sistema nervioso central y producir calma
0 somnolencia (sedacion). Los depresores del SNC discutidos en este capitulo incluyen
benzodiacepinas, otros agonistas del receptor de benzodiacepinas (los "compuestos Z"),
barbituricos, y agentes sedantes-hipnéticos de diversa estructura quimica. Los farmacos
sedantes-hipnéticos mas antiguos deprimen el SNC de forma dependiente de la dosis,
produciendo progresivamente un espectro de respuestas desde la sedacion leve hasta el
comay la muerte. Un medicamento sedante disminuye la actividad, modera la excitacion
y calma al receptor, mientras que un medicamento hipnético produce somnolencia y
facilita la aparicién y el mantenimiento de un estado de suefio que se asemeja al suefio
natural en sus caracteristicas electroencefalograficas y desde el cual el receptor puede
despertarse facilmente. La sedacion es un efecto secundario de muchos medicamentos

gue no son depresores generales del SNC (p. Ej., Antihistaminicos y agentes



antipsicéticos). Aunque tales agentes pueden intensificar los efectos de los depresores
del SNC, generalmente producen efectos terapéuticos mas especificos a
concentraciones mucho mas bajas que las que causan una depresion sustancial del SNC.
Por ejemplo, no pueden inducir anestesia quirdrgica en ausencia de otros agentes. Los
hipnoticos sedantes benzodiacepinicos se parecen a tales agentes; aunque el coma
puede ocurrir a dosis muy altas, las benzodiacepinas no producen anestesia quirirgica
ni intoxicacién mortal en ausencia de otras drogas con acciones depresoras del SNC;
Una excepcién importante es el midazolam, que se ha asociado con una disminucion del

volumen corriente y de la frecuencia respiratoria. (Mihic, S. J., & Harris, R. A. 2011).

2.2.2 Farmacos ansioliticos e hipnéticos

Los farmacos hipnoticos producen somnolencia y estimula el inicio y mantenimiento de
un estado de suefo. Los efectos relacionados a los hipndticos implican una depresion

mas pronunciada del SNC que la sedacion (Trevor y Way, 2005).
Los usos clinicos de sedantes-hipnoéticos son:

e Alivio de la ansiedad

e Hipnosis

e Sedacion y amnesia antes de procedimientos médicos y quirdrgicos
e Para el tratamiento de la epilepsia y estados convulsivos

e Relajacion muscular en trastornos neuromusculares especificos

e Como auxiliares de diagnostico o para tratamiento en psiquiatria (Trevor y Way.,
2005).

Las benzodiacepinas son los farmacos mas importantes con actividad sedantes-
hipnéticos, son utilizadas para el tratamiento de la ansiedad (Taylor y Nutt, 2004, Litter,
1988). En el grupo de sedantes se encuentran los barbituricos y benzodiacepinas (Figura
1), estos ultimos han sustituido a los barbituricos, debido a que son mas seguros en lo

gue respecta al riesgo de sobredosis y toxicidad (Lewis et al., 2004).
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Figura 1. Estructura quimica de algunas benzodiacepinas. Basado en: Trevor y WAY, 2005.
2.2.3 Mecanismo general de accion de las benzodiacepinas

Las funciones de los receptores GABAérgicos de tipo GABAa son alterados por las
acciones de algunos farmacos hipnoticos-ansioliticos, entre los que destacan, las
benzodiacepinas (BDC), los mecanismos de accién de este grupo de farmacos se basa
en la potenciacion del GABA, debido a la union de la interfase de las subunidades a 'y y
del receptor GABAA, esto induce un aumento de la frecuencia de apertura de los canales
CI- activados por este ligando, manifestandose en forma de efectos inhibitorios sobre la
célula postsinaptica (Figura 2) (Taylor y Nutt, 2004; Dawson et al., 2003).

Se une a los receptores
e inhibe la liberacion de
neurotransmisores

Enzima

Neurotransmisor
Receptor

Dendrita

Mitocondria

Figura 2. Representacion gréfica del receptor GABAa y de como se altera su actividad por causa de las
benzodiacepinas (BDC, benzodiacepinas; GABA, &cido gama-aminobutirico; CI, ion cloruro)

("Benzodiacepinas: mecanismo de accion, usos y efectos - Lifeder", 2020).



2.2.4 Efectos secundarios de las benzodiacepinas

Los efectos secundarios de las benzodiacepinas son: ataxia, afecciébn psicomotora y
somnolencia. La dependencia ronda desde la 4-6 semana, y es tanto fisica como mental
(Taylor y Nuttt, 2004; Dawson et al., 2003).

2.3 Trastornos de depresion

La depresion unipolar, es el principal trastorno del estado animo, fue descrito por
Hipdcrates en el siglo V A.C. Hipocrates pensaba que los estados de animo dependian
del equilibrio entre cuatro humores, los cuales son: bilis amarilla, bilis negra, flema y
sangre. Se pensaba que la depresion estaba causada por un exceso de bilis negra
(Kandel et al., 2001).

La depresion mayor y la distimia (menor) son sindromes de depresion puros, mientras
gue los trastornos bipolar y ciclotimico significan depresidn en relacion con mania (Potter
y Hollister, 2005).

El trastorno de la depresion es una enfermedad muy comun pero grave e interfiere con
la vida cotidiana, el funcionamiento normal y causa dolor, tanto para la persona que
padece depresion como para quienes lo rodean. Los estudios realizados para el
entendimiento del trastorno de la depresion ha dado lugar al desarrollo de medicamentos,
psicoterapias y otros métodos para tratar a las personas con este trastorno incapacitante
(NIMH, 2010).

2.3.1 Trastorno depresivo distimico

Este trastorno se caracteriza por que se presenta a largo plazo (dos afios o0 mas). Los
sintomas pueden no parecer preocupantes para una incapacitacion, pero puede provocar
gue no funcione con normalidad. Se sabe que las personas con distimia pueden
experimentar uno o mas episodios de depresiéon mayor durante su vida (NIMH, 2010).
Existen algunas formas de trastorno depresivo que presentan ligeramente diferentes

caracteristicas, incluyen:



e Depresion psicotica

Se manifiesta cuando hay presencia de psicosis, como una ruptura con la realidad,

alucinaciones e ideas delirantes.
e Depresion posparto

Se presenta después del parto de una mujer, se estima que el 10 al 15% de las mujeres

experimentan depresion tras dar a luz.

e Trastorno efectivo estacional (SAD)

Se caracteriza por la aparicion de una enfermedad depresiva durante los meses de
invierno, cuando hay menos luz del sol. La depresion generalmente desaparece durante

la primaveray el verano (NIMH, 2010).
2.3.2 Trastorno depresivo bipolar (Trastorno maniaco depresivo)

El trastorno depresivo bipolar se caracteriza, cuando un paciente puede pasar del estado
depresivo a la euforia y viceversa, con bastante rapidez, a veces en cuestion de minutos.
Los episodios maniacos que puede presentar este trastorno en cuestion son animo
exaltado, expansivo o irritable que puede durar al menos una semana, estos episodios
son acompafados de los siguientes sintomas: aumento de la energia, disminucién de la
necesidad de dormir, fuga de ideas, grandiosidad, indiscrecion social, locuacidad, libido
y tendencia a distraerse. En casos graves pueden presentarse delirios y alucinaciones
(Maniji et al., 2001).

2.3.3 Trastorno depresivo mayor (Trastorno unipolar)

Este trastorno se caracteriza por un estado de animo disforico que esta presente durante
la mayor parte del tiempo, los episodios pueden manifestarse con: incapacidad para
experimentar placer y una pérdida generalizada de interés por las cosas. Los sintomas
son: alteracion del suefio, culpa, disminucion del apetito, disminucién del impulso sexual,
inquietud para concentrase, indecisién, pensamientos sobre la muerte y el suicidio
(Kandel et al., 2001).



2.3.4 Farmacos antidepresivos

Los farmacos antidepresivos se clasifican por funcion de su estructura quimica, de su

mecanismo de accién y de su cronologia de apariciéon (Lopez et al., 2006). Las

generaciones de los farmacos se pueden clasificar de la siguiente manera (Tabla 1):

e Antidepresivos de la primera generacion: La mayoria de ellos son triciclicos,

como lo es la amitriptilina, clomipramina, desipramina, imipramina y nortriptilina

e Antidepresivos de la segunda generacion: Son heterogéneos en su estructura

guimica, estos incluyen la maprotilina, la mianserina y la viloxacina

Antidepresivos de latercera generacion: Se constituye por los inhibidores de

la recaptacién de la serotonina (citalopran, fluoxetina, fluvoxamina, nefazodone,

paroxetina y trazodone) (Flérez et al., 2005; Bafos y Farre, 2002).

Tabla 1. Principales clases de farmacos antidepresivos y su mecanismo de accion (Dawson et al., 2003).

Clases de farmacos

Lofepramina

' _ Ejemplo Modo de accion
antidepresivos
Antidepresivos triciclicos Amitriptilina Bloqueadores
(ADTC) Imipramina inespecificos de la

captacion de monoaminas

monoaminoxidasa (IMAO)

Tranilcipromina

Inhibidores de la Fluoxetina Bloqueo selectivo de la
recaptacion de serotonina Paroxetina recaptacion de 5-HT
(ISRS) Sertralina
Inhibidores de la Venlafaxina Bloqueo de la recaptacion
recaptacion de serotonina de 5-HT y noradrenalina
y noradrenalina (IRSN)
Inhibidores de la Fenelzina Bloqueo irreversible no

competitivo y no selectivo
de la MAOA y la MAOB

Inhibidores reversibles de
la MAOA (IRMAOQO)

Moclobemida

Inhibicién reversible de la

MAOA de forma selectiva




Antidepresivos atipicos Reboxetina Accion a traves de una
Mirtazapina serie de mecanismos no

bien definidos.

2.3.5 Mecanismos generales de accion de los antidepresivos
Descripcion de los mecanismos de accion de solo algunos de las principales clases de

antidepresivos (Figura 3):
e Antidepresivos triciclicos (ADTC)

Estos farmacos actian bloqueando la captacién por la terminacion presinaptica de la
serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT) y la noradrenalina (NA) existentes en el espacio
sinaptico (Dawson et al., 2003). ElI farmaco mayor utilizado para la validacion

farmacologica de los modelos biolégicos es la imipramina (Mason et al., 2008).

e Inhibidores de las monoaminooxidasas (IMAO)

Se caracterizan por bloquear la accion de la MAOa y de la MAOg, que son enzimas que
degradan a las monoaminas (noradrenalina, serotonina y dopamina) (Dawson et al.,
2003).

e Inhibidores de la recaptacion de serotonina (ISRS)

Se caracterizan por aumentar el neurotransmisor serotonina en el espacio extracelular,

inhibiendo su recaptacion por la neurona presinaptica (Dawson et al., 2003).

10



ISRS Mecanismo

de Recaptura
Potenciales
de accion

ISRS Aumento de la sensibilidad de receptores
somatodendriticos (5-HT,)
Regulacion “‘Hacia Abajo” ——=
receptores postsinapticos (5-HT,)

Figura 3. Sitio de accién de (ISRS) (Ontiveros, 2020).
2.3.6 Efectos secundarios de los antidepresivos

En ciertas personas los farmacos antidepresivos pueden provocar efectos secundarios,

gue por lo general pueden ser leves y temporales. Los mas comunes son:

e Aumento de peso

e Bloqueo de la captacion de noradrenalina en el corazén, con aumento del riesgo

de arritmias
e Efectos por bloqueo adrenérgico del tipo hipotension postural

e Efectos por blogueo muscarinico, tales como la sequedad de boca, la vision

borrosa y estrefiimiento

e Efecto de bloqueo de histamina que originan sedaciéon (Dawson et al., 2003; Mycek
et al., 2006).
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2.4 Fisiopatologiade la ansiedad vy depresién

La ansiedad y la depresion son trastornos considerados diferentes entre si, sin embargo,
en algunos pacientes se pueden llegar a manifestar ambos trastornos en menor o mayor

grado segun sea el caso, alo cual se le denomina comorbilidad (Schatzberg et al., 2006).

La ansiedad se presenta mediante estimulos de amenaza, de tal manera que el conjunto
de respuesta conductuales-emocionales se da cuando existe un estimulo auditivo,
olfatorio, somatosensorial y visual (Kaufman et al., 2005). Esta informacion se integra al
SNC especificamente a las siguientes estructuras anatoémicas la amigdala, el hipotdlamo
y el hipocampo (Southwick et al., 2005; Holsboer e Ising 2008). El sistema GABAérgico
tiene participacion a través del complejo receptor-ionéforo del cloruro (GABAA.), el cual
esta involucrado en el control de la coordinacién motora, aprendizaje, memoria, procesos
de panico, epileptogénesis y ansiedad (Vinci y Ortinski, 2004). La expresion de la
ansiedad en la amigdala, esta mediada por la regulacion de diferentes sistemas de
neurotransmisores y moduladores que son capaces de actuar sobre esta zona cerebral

para ejercer efectos ansioliticos (Davis, 2002).

En la depresion pueden presentarse alteraciones las cuales son: alteracion en el suefio,
apetito, conducta sexual y los cambios biologicos observados en pacientes deprimidos
sugieren una disfuncion del hipotalamo (Tortora y Derrickson 2006). La serotonina y la
noradrenalina son neurotransmisores asociados a los trastornos de depresién, en donde
un déficit en la transmision de estos durante la sinapsis es la principal causa de la
depresion, estos neurotransmisores se encuentran en el nucleo del rafé y locus
coeruleus, estos tienen comunicacion con la corteza e hipocampo (Maletic et al., 2007;
Bondy 2003).

La relacion que tiene el sistema hipotalamico-pituitario-suprarrenal con los trastornos de
ansiedad y depresiéon causados por estrés (Ables y Baughman, 2003; Aboli et al., 2002),
las glandulas suprarrenales tienen una relacion importante debido a que su funcion
principal es de regular las respuestas al estrés a través de la sintesis de corticosteroides
(principalmente cortisol) y catecolaminas (principalmente adrenalina) (Tortora y
Derrickson 2006). La actividad neuroendocrina esta relacionada con la liberacién de

corticotropina y vasopresina que afecta las principales areas implicadas en la
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neuroanatomia de la depresién y la ansiedad (Mller et al., 2003; Holsboer e Ising M,
2008).

Por tanto, se puede determinar que ambos trastornos estan estrechamente relacionados
y pueden ser ocasionados por cambios neuroadaptativos como resultado de una

estimulacion generada por el estrés (Landgraf, 2006; Strohle, 2003).

2.5 Generalidades de la familia Malpighiaceae

La familia Malpighiacea esté constituida por 77 géneros y 1300 especies distribuidas por
el mundo (Anderson et al., 2010). En México existen 16 géneros y 73 especies (Juarez,
1998). En el estado de Morelos se reportan 15 especies, donde el género mejor
representado es Gaudichaudia sp con 3 especies (Juarez, 1998). Las caracteristicas
distintivas de la familia son: la presencia de pelos “malpigeos” en el envés de las hojas;
sus flores regularmente presentan 5 sépalos libres o ligeramente connados con par de
glandulas de aceite abaxiales (aleioforos); tienen 5 pétalos unguilados y reflexos;
androceo con 10 estambres alrededor de un ovario supero tricapelar (Anderson, 1979).
Una caracteristica particular de la familia, es que la flor por lo regular tiene un pétalo
simple modificado que se cree que tienen la funcidn de orientar al polinizador (Taylor y
Crepet, 1987).

Dentro de la familia ya mencionada, se han realizado varios estudios fitoquimicos, los
cuales han evidenciado actividad ansiolitica, antidepresiva, anticonvulsivante y mejora de

aprendizaje. De las plantas a destacar son las siguientes:

e Byrsonima crassifolia

La especie Byrsonima crassifolia es un arbol ampliamente distribuido en México mejor
conocida como “nanche” perteneciente a la familia Malpighiaceae, en medicina tradicional
ha tenido reportes para la excitacion nerviosa e induce mareos placenteros (Maldonado
2008). Esta planta ha tenido un estudio muy relevante en el extracto metandlico que
demuestra su actividad como antidepresivo en la prueba farmacolégica de nado forzado,
pero no cuenta con actividad ansiolitica, sedante, anticonvulsivo y no causa una
reduccion de locomocion en los ratones que se utilizé en el estudio. Dicho efecto

antidepresivo tuvo relacién a la concentracion de quercetina 3-O-xilésido (12 mg / kg),
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pero los investigadores piensan que los flavonoides, como la rutina (4.4 mg / kg),
qguercetina (1.4 mg / kg) y hesperidina (0.7 mg / kg), pueden estar relacionados en los

efectos antidepresivos (Herrera-Ruiz et al., 2011).

e Galphimia glauca Cav

La especie Galphimia glauca Cav., conocida popularmente "calderona amarilla”, "flor
estrella, “ojo de gallina”, “hierba del cuervo”, y es utilizado como sedante (Argueta, 1994),
en medicina tradicional se utiliza para el tratamiento de la excitacion nerviosa (Tortoriello
y Lozoya, 1992); un estudio fitoquimico, demostré la presencia de los triterpenos
galphiminas A, By C (Guzman, Reyes & Bonilla, 2014). Estudios farmacolégicos de esta
especie, han demostrado la actividad antiinflamatoria de galphiminas (Gonzélez et al.,
2014). Se logro demostrar que el extracto metandlico de G. glauca (estandarizado con
8.3 mg/g de G-B) posee un efecto ansiolitico sobre ratones en el laberinto elevado en
forma de cruz, ademas de un efecto ansiolitico dosis-dependiente en la prueba de claro-
oscuro el cual no se atribuye necesariamente a la concentracion de G-B en el extracto
(Herrera-Ruiz, et al., 2006). Las galphiminas G-B, G-E y G-A, contenidas en el extracto
metanolico ejercen una actividad ansiolitica en el mismo modelo, los principales factores
determinantes para que se lleve a cabo la actividad ansiolitica son la presencia de grupos
hidroxilo libres en las posiciones C4, C6 y C7, asi como la presencia de la doble ligadura

en el anillo A (Gonzalez-Cortazar, et al., 2006; Maribel Herrera-Ruiz et al., 2006).

e Heteropterys brachiata

La planta Heteropterys brachiata ha tenido efectos muy importantes a nivel
neurofarmacolégicos. En México es mejor conocida como “bejuco de margarita” y se
distribuye por los tropicos y subtropicos, el “bejuco” ha sido utilizado en la medicina
tradicional principalmente para el tratamiento de trastornos nerviosos (Argueta et al.,
1994). De acuerdo con el estudio fitoquimico, el extracto metandlico fue elaborado con
las partes areas de la planta, las cuales fueron recolectadas en el estado de Morelos,
México (en la latitud 181470 24.500 norte y longitud 991100 12.100 oeste) en septiembre
de 2007. Dicho extracto (HbMeOH) fue probado en ratones albinos ICR con un peso de
30-36g. Las pruebas farmacolégicas que se llevaron a cabo fueron: nado forzado (NF)

con una concentracion de extracto de 500 y 750mg/kg de dosis, laberinto en forma de
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cruz elevado para la ansiedad, teniendo efecto a una dosis de 500 a 1500 mg/kg y contra
la actividad del pentilentetrazol (PTZ) la dosis utilizada fue de 500mg/kg, esta misma
dosis de extracto fue utilizada para la prueba de pentobarbital (PTB) como sedante,
teniendo resultados favorables. Los principales compuestos del extracto HboMeOH son
acidos hidroxicinamicos y tipo triterpeno que a su vez estos compuestos han evidenciado

gue poseen efectos antidepresivos y ansioliticos (Huerta-Reyes et al., 2013).

e Heteropterys cotinifolia

En el estudio realizado con Heteropterys cotinifolia se evalué la actividad
neurofarmacolégica y fitoquimica. En la medicina tradicional se sabe que la familia
Malpighiaceae ha sido utilizada para el tratamiento de los desdrdenes nerviosos (Juarez,
1998). En Meéxico los datos geograficos de distribucion parecen contribuir que
Heteropterys cotinifolia es una especie endémica de México. Las pruebas farmacolégicas
realizadas fueron nado forzado, puente elevado en forma de cruz y campo abierto, se
hicieron con la cepa ICR de ratones, las cuales han evidenciado tener aceptacion por la
comunidad cientifica para medir los niveles de ansiedad y depresion. El extracto HcMeOH
tuvo actividad favorable antidepresiva aplicando una dosis dependiente de 31 a 310
mg/kg en la prueba de nado forzado, teniendo un mayor movimiento durante la prueba y
este efecto antidepresivo es dependiente de la dosis en la prueba de natacion forzada en
ratones a dosis de 31 a 310 mg / kg esta prueba se caracteriza por la inmovilidad del
roedor entre menos movimiento se podria decir que el ratdn entro en desesperanza. Cabe
destacar que para las pruebas ansioliticas no se encontraron resultados, el estudio
determind que los compuestos involucrados en la actividad antidepresiva son el acido

clorogénico y la rutina (Huerta-Reyes et al., 2013).

2.6 Generalidades de la familia Boraginaceae.

La familia Boraginaceae esta comprendida por 150 géneros y 2700 especies en el mundo,
de las cuales solo 28 géneros y 299 especies se encuentran en México, se reconocen
seis subfamilias. Las especies mexicanas se ubican en las subfamilias: Cordioideae
(zazanil, barredor, nopo y otros), Ehretioideae (mandimbo), Heliotropioideae (Hierba del
alacran, del fuego, y otras) y Boraginoideae (Tlachichinol). Son plantas con flores,

algunos son arboles, hierbas y algunas trepadoras. Los siricotes, bojones y mandimbos
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son arboles, con troncos rectos y copas bien definidas, pero otras especies pueden ser
hierbas, arbustos o trepadoras. Las partes vegetativas tienen pelos duros, usualmente
unicelulares. Las especies desnudas son raras. Sus hojas son alternas, raramente las
hojas de la base son opuestas, aunque en algunas especies son todas opuestas. Las
flores se desarrollan al final de las ramas o en las axilas de las hojas y crecen en zigzag.
En algunos casos esto ocasiona un enrollamiento que se conoce como cima escorpioidea
(cima cincinada) con las flores mas jovenes hacia la punta y las mas desarrolladas cerca
de las hojas. En la flor, el ovario estd inmerso debajo de la insercion de los pétalos, los
cuales en muchos casos estan fusionados. Algunas especies tienen los sexos separados
(dioicas), pero la mayoria tienen flores perfectas (monoicas). La corola usualmente forma
un tubo. Los estambres estan adheridos al tubo de la corola. El ovario tiene dos carpelos

con 1 a4 léculos y estilo con 1 a 4 estigmas (Lira-Charco y Ochoterena, 2012).

En la medicina tradicional han utilizado ciertos miembros de la familia Boraginaceae para

el tratamiento de los nervios y como calmantes de estos, unas de ellas a destacar son:

e Borago officinalis

La especie Borago officinalis ha tenido un estudio fitoquimico que demuestra su actividad
ansiolitica, en dicho estudio utilizaron la prueba farmacologica de laberinto en forma de
cruz elevado (LEC), utilizando las flores para la elaboracion del extracto, el cual se obtuvo
por medio de maceracion con etanol al 70%. Como resultados obtuvieron que por medio
de aplicacion intraperitoneal de la inyeccion antes del ensayo de (LEC), aumento el
tiempo pasado del raton en los brazos abiertos, mientras que el extracto no tuvo efecto
sobre el numero de entradas de brazo cerrado. Concluyendo que el extracto si tiene una
actividad ansiolitica en ratas wistar macho de 220-250 gramos, pero no se sabe los
mecanismos exactos de que compuestos activos son los que ejercen dicha actividad, por

ello se sugiere que se realicen mas estudios (Komaki, Rasouli and Shahidi, 2015).
e Echium amoenum

Otra planta a destacar es la especie Echium amoenum, en Irdn han utilizado la flor como
calmante de la ansiedad y para el aumento del estado de animo. En un estudio reciente,

el extracto acuoso de E. amoenum fue administrado en animales y los resultados
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mostraron que el extracto tenia efectos ansioliticos (Shafaghi et al., 2002), debido a estos
reportes se ha realizado un estudio fitoquimico para poder evaluar la eficacia y seguridad
del extracto acuoso de las flores de dicha especie ya mencionada para el tratamiento del
trastorno obsesivo compulsivo y ansiedad, en dicho experimento se conté con cuarenta
y cuatro pacientes los cuales fueron seleccionados aleatoriamente para la aplicacion del
extracto acuoso de Echium amoenum con una concentracion de 500 mg/dia por 6
semanas, el extracto mostrd actividad favorable sobre la reduccion de obsesivo y
compulsivo y sintomas de ansiedad (Sayyah et al., 2009), no se sabe que compuestos
guimicos son los principios activos, por ello se sugiere mas estudios.

e FEchium italicum

Echium italicum perteneciente a la familia Boraginaceae tiene efecto ansiolitico e
hipnoticos, para demostrar dicho efecto los extractos de la fase acuosa y etandlicos de
las partes areas de E. italicum fueron probados en pruebas farmacoldgicas las cuales
son, la induccion de sodio pentobarbital, laberinto elevado en forma de cruz (LEC), campo
abierto (CA) y prueba de rotarod. Dichas pruebas fueron realizadas con ratones BALB /
c y como resultados obtuvieron que los extractos etandlicos y acuosos de E. italicum, a
dosisde 1.2y 2.1 g/ kg, aumento el tiempo y el nUmero de entradas a los brazos abiertos
en la prueba de laberinto elevado en forma de cruz (LEC), y disminuyo el porcentaje de
tiempo pasado en los brazos cerrados. Por otro lado, ambos extractos tuvieron una
disminucién a la latencia inducida por pentobarbital para dormir y aumenté notablemente
el tiempo total de suefio inducido por pentobarbital. Ademas, la actividad locomotora se
vio afectada por extractos acuosos y extracto etandlico (a mayores dosis). Ambos
extractos no evidenciaron ningun efecto en la prueba de rotarod. Debido a la presencia
de compuestos de tipo flavonoide, se piensa que ambos extractos deben su actividad a
dichos compuestos quimicos, pero se sugiere que se realicen mas estudios sobre los

compuestos activos (Hosseinzadeh, Shahandeh and Shahsavand, 2012).
e Onosma bracteatum

En el estudio titulado Dependiente de la dosis, antidepresivo y efectos ansioliticos de un
medicamento tradicional para el manejo del comportamiento y disfunciones en modelos

animales de la especie vegetal Onosma bracteatum perteneciente a la familia
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Boraginaceae. Se utilizaron ratones albinos suizos (machos) los cuales fueron
alimentados por vial oral con el extracto hidroalcohdlico en las siguientes dosis de (50,
100 y 200 mg/kg) a una hora antes de la evaluacion, los controles positivos fueron los
siguientes farmacos diazepam (LEC) (CA) y fluoxetina (NF). Para la evaluacion del efecto
antidepresivo, O bracteatum disminuyd considerablemente el tiempo de inmovilidad y
aumento el tiempo de movilidad en el modelo de natacién forzada de forma dependiente
de la dosis. Del mismo modo, O bracteatum ampli6 el periodo de movilidad junto con la
disminucion del tiempo de inmovilidad en el método de suspension de cola en forma
dependiente de la dosis. La actividad ansiolitica se evalu6 mediante laberinto de cruz
elevado y campo abierto, los resultados de la prueba de campo abierto mostraron un
aumento en el numero de cruces de linea, asi como en el nimero de cruces en el centro
teniendo una respuesta dependiente de la dosis. Aunque los resultados de la prueba
elevada mas laberinto evidentemente mostraron un efecto de ansiolitico de O bracteatum
al aumentar el tiempo que se pasa en los brazos abiertos junto con la disminucion del
tiempo que se pasa en los brazos cerrados en dosis dependientes. Los resultados
demostraron que la planta a la dosis de 200 mg/kg de peso corporal mostraron un
potencial significativo similar al del diazepam y la fluoxetina estandar, por lo tanto, O
bracteatum puede usarse como potente agente psicoterapéutico natural contra los

trastornos mentales (Asif, Hayee, Aslam, Ahmad & Hashmi, 2019).

2.7 Plantas a estudiar:

2.7.1 Malpighia mexicana JUSS (Malpighiaceae).

La especie Malpighia mexicana también conocida como “guachocote” o “nanche rojo”,
crece adecuadamente en suelo negro arcilloso, asi como selva baja caducifolia, se
encuentran entre los 240 y 1,880 msnm (Monroy-Ortiz y Monroy, 2006; Jarquin 2010).
Existen muy pocos estudios sobre qué actividad podria poseer, en algunas comunidades
es mayormente utilizado como desinfectante de heridas, diarrea y para la tos ("Medicina
Tradicional Mexicana", 2014).

2.7.1.1 Ubicacién taxonémica

La clasificacion esta de acuerdo con la base de datos Trépicos.org del Jardin Botanico

de Missouri (2016) la clasificacién taxonémica es la siguiente:
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Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida C. Agardh.
Subclase: Magnolildae Novak ex Takht.
Orden: Malphighiales Juss. Ex Bercht. & J. Presl.
Familia: Malpighiaceae Juss.
Género: Malpighia L.
Especie: Malpighia mexicana A. Juss.
2.7.1.2 Descripcion

De acuerdo con la Flora de Nicaragua (2009) son arbustos o arboles pequefios, 2-8 m de
alto (figura 5); los tallos son densamente tomentosos cuando el arbol es joven, y
eventualmente glabrescentes (Figura 4). A su vez las hojas son regularmente
espaciadas, separadas por entrenudos, laminas de las hojas mas grandes elipticas u
ovadas, con 4.5-13.5 cm de largo y 2-7.5 cm de ancho, agudas, cortamente acuminadas,
obtusas o redondeadas en el apice, cuneadas a truncadas en la base, con 2 glandulas
en el 1/3 proximal del envés entre el nervio principal y el margen pero mas cerca al
margen, persistentemente tomentosas en el envés o glabrescentes al madurar con
algunos tracomas retorcidos comiunmente persistentes al menos en el nervio principal;

peciolo 4-10 mm de largo, estipulas libres (Figura 5).

Figura 4. Arbol de Malpighia mexicana. Avilés- Figura 5. Hojas de Malpighia mexicana. Avilés-
Montes, D. (2019). Montes, D. (2019).

19



La umbela puede tener de 4-12 flores, pedunculo de la inflorescencia 10-20 mm de largo,
bracteas mayormente 2-3.5 mm de largo; sépalos con 10 glandulas; pétalos abaxialmente
lisos 0 angostamente carinados en la ufia y parte inferior del limbo, glabros, rosados o
rosados y blancos, el limbo variando desde subentero o levemente lacerado
proximalmente en los pétalos anteriores a profundamente lacerado alrededor de todo el
margen en el pétalo posterior; ovario glabro o laxamente tomentoso distalmente, estilos
inicialmente erectos pero a veces divergentes desde la base con la edad, dorsalmente
redondeados o truncados en el apice, los estigmas internos (Figura 6). Fruto 12-15 mm
de largo y 15-20 mm de ancho, glabro rojo al madurar; pirenos permaneciendo unidos o

separados pero contenidos en una pulpa comun al madurar (Figura 7).

Figura 6. Inflorescencia de Malpighia mexicana. Figura 7. Fruto de Malpighia mexicana. Avilés-
(Malpighia, n.d.). Montes, D. (2019).

2.7.1.3 Origen y distribucion.

La especie Malpighia mexicana es una planta endémica de México. En el territorio
mexicano los arboles de “nanche rojo” se encuentran distribuidos en los estados de
Chiapas, Colima, Durango, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos,

Nayarit, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Yucatan y Zacatecas (Monroy-Ortiz y Monroy, 2006;
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Red Mundial de Informacion sobre la Biodiversidad [REMIB], 2015; Jarquin, 2010; Rubi
Arriaga et al., 2014; JBM, 2016) (Figura8).

Figura 8. Distribucion de M. mexicana en México. Pérez-Sarmiento, J.

2.7.2 Ehretiatinifolia (Boraginaceae)

La especie Ehretia tinifolia también conocida como “pinglica”, ha sido de mucha
importancia para el uso de la medicina tradicional para personas indigenas, las cuales
preparan las hojas para tratar trastornos nerviosos e inflamacion renal; y los de corteza
para enfermedades respiratorias y cicatrizacion de heridas (Benitez-Badillo et al., 2004;
Monrroy-Ortiz y Monrroy, 2006; Argueta y Mata, 2009a, 2009b). Marquez Salazar 1997,
reporta que el fruto de Ehretia tinifolia también es utilizado como calmante de los

“nervios”.

2.7.2.1 Ubicacién taxon6dmica

Ehretia tinifolia fue descrita por Carlos Linneo y publicado en Systema Naturae, 102
Edicién 2: 936. 1759. (designado por Miller, 1989): Jamaica, Browne s.n. (LINN-254.1).
llustr.: Nash y Moreno, Fl. Veracruz 18: 61, t. 6 (1981) Su clasificacion es la siguiente
(Tropicos, 2017):

Reino: Plantae
Division: Magnoliphyta (phyta)
Clase: Equisetopsida C. Argardh
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Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden: Asteranae Takht
Orden: Boraginales Juss. Ex Bercht. & J. P
Familia: Boraginaceae Juss.
Género: Ehretia P. Browne

Especie: Ehretia tinifolia L.
2.7.2.2 Descripcién

Son arboles perennifolios que pueden llegar a medir hasta 25 m de altura y diametro
hasta de 50 cm. La especie es hermafrodita, tienen un tronco recto y la copa redondeada
y densa, compuesta por ramas gruesas y ascendentes (Niembro et al., 2010). La corteza
del tronco presenta fisuras de color pardo y estas no son profundas (Miranda, 1998;
Figura 9).

Figura 9. Arbol de E. tinifolia, (Galindo Leal, 2018).

Las hojas son de origen simples y alternas. Pueden llegar a medir desde los 4 a 14 cm
de largo por 2.5 a 7 cm de ancho. La [dmina es de forma oblonga, eliptica, eliptico-

oblonga a ovada vy lisas. Tienen un &pice redondeado a obtuso o agudo, la base
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redondeada o ampliamente cuneada y el margen entero. Son de color verde oscuro y

brillante en el haz y verde amarillentas en el envés (Niembro et al., 2010; Figura 10):

- J
A . v,
Figura 10. Hojas de E. tinifolia. Arcos-Alvarez, J. (2017).

Las flores son de tamafio pequefio, blancas y nacen agrupadas en paniculas densas
(Miranda, 1998). Son actinomorfas y tienen el caliz de 1.5 a 2.5 mm de largo, la corola es
blanca de 3.5 a 4 mm de diametro, con 5 pétalos oblongos, 5 estambres y un estilo largo
(Niembro et al., 2010; Figura 11).

Figura 11. Inflorescencia de E. tinifolia. Arcos-Alvarez, J. (2017).
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Los frutos de este arbol se caracterizan por ser drupas globosas, subglobosas a ovoides
de 5 a 7 mm de diametro, tienen color amarillo al principio, después naranja a rojizo y
purpura en la madurez. Son camosos, contienen un pulpa delgada y blanquecina y dos
pirenos elipticos, de 4 a 4.5 mm de largo por 3.7 a 4 mm de ancho. Cada fruto contiene

una o dos semillas (Niembro et al., 2010; Figura 12).

Figura 12. Fruto en maduracién de Ebhretia tinifolia, conocida como pinguica. Imagen obtenida de:

(Mufoz, Sanchez, Montejo, Herrera & Gamboa, 2012).

Las semillas tienen una forma curva, semicilindricas, sin ranuras o surcos, de 3 mm de
largo por 1.4 mm de diametro. La testa es blanquecina lisa y membranosa, internamente
la semilla carece de endospermo, tiene un embridn curvo, abundante, con los cotiledones
no expandidos. (Niembro et al., 2010).

2.7.2.3 Origen y distribucion.

Ehretia tinifolia es una especie considerada nativa y originaria de las regiones tropicales

himedas y subhumedas de América (Niembro et al., 2010).

El &rea de distribucion en el mundo es: Belice, Cuba, Guatemala, México, Honduras, Islas
Caiman, Jamaica, Haiti y Republica Dominicana. En México se puede encontrar en los
estados de: Guerrero, Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas,
Oaxaca, Nayarit, Sinaloa, Tamaulipas, San Luis Potosi y Morelos. (Niembro et al., 2010;
Figura 13).
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bservaciones Reciente

Figura 13. Mapa de la distribucion de Ehretia tinifolia en México. htt‘p:'//\'Ava.'t'ropiCo's.'org.

2.8 Fundamentos Farmacol6gicos

2.8.1 Laberinto elevado en forma de cruz (LEC)

El LEC es utilizado en la busqueda de tratamientos contra la ansiedad (Zhang, 2004), es
un modelo que mide la tasa de aproximacion contra la evitacion, al presentar una
seleccion entre un ambiente que es seguro (brazos cerrados del laberinto) y un espacio
gue parece novedoso, pero con un alto nivel de riesgo (incremento en la exploracion de
los brazos abiertos) (File et al., 2000). En 1987 Lister hizo el experimento usando ratones
suizos, y encontré que este modelo es también util para evaluar la disminucién de la
ansiedad y la generacion de ésta (Lister, 1987). Aunque los modelos animales no
representan todos los aspectos de la ansiedad de los humanos se vinculan con ciertos
tipos de ansiedad, y constituyen una herramienta para la comprension del probable

mecanismo de accion ansiolitica de diferentes sustancias (Bourin, 2015).

2.8.2 Campo abierto (CA)

El CA fue descrito para el estudio de la emocionalidad en ratas (Archer, 1973), el
procedimiento consiste en colocar al roedor, a un medioambiente desconocido en donde
la posibilidad de escape se previene por rodear el campo con paredes (Walsh &
Cummins, 1975). EI CA es ahora uno de los procedimientos mas populares para
investigar la conducta animal, sobre todo la valoracion de la actividad motora (Prut &
Belzung, 2003).
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2.8.3 Natacion forzada (NF)

El modelo de natacidon forzada es una metodologia que utilizd6 Porsolt en 1977 para
determinar las acciones antidepresivas de sustancias (Porsolt et al.,1977). Este modelo
es probablemente el mas empleado en la busqueda del potencial antidepresivo de un
compuesto nuevo (McArthur y Borsino, 2006) o extracto y fracciones de plantas
medicinales (Zhang, 2004). El pardmetro mas importante de esta prueba es el tiempo de
inmovilidad de los animales cuando se los somete a una prueba de natacion. Se ha
demostrado que los farmacos antidepresivos tienen la capacidad de disminuir la duracién
del periodo de inmovilidad. Por lo cual, el modelo de natacién forzada es una prueba
farmacoldgica experimentalmente valida en busqueda de sustancias de origen vegetal
gue pudieran tener eficacia antidepresiva en la clinica. Este modelo es sensible a los
farmacos triciclicos, inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO), inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), cada uno de los cuales muestran una

respuesta variable.

2.8.4 Modelo de potenciaciéon del estado hipndtico de pentobarbital sédico

Los barbitdricos fueron una vez empleados ampliamente como farmacos sedantes-
hipndticos. Excepto por unos pocos usos especializados, han sido ampliamente
reemplazados por las benzodiacepinas que son mucho mas seguras. Los barbitaricos
deprimen reversiblemente todos los tejidos excitables. El sistema nervioso central es
altamente sensible, y aun cuando los barbitdricos son dados en concentraciones
anestésicas, los efectos directos sobre los tejidos excitables periféricos son débiles. Sin
embargo, se presenta déficit grave en las funciones cardiovasculares y otras funciones
periféricas se presentan en una intoxicacion aguda de barbittricos (Mihic, S. J., & Harris,
R. A. 2011).
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3 Justificacion.

La Organizacion Mundial de la Salud maneja datos importantes en cuanto a
enfermedades del sistema nervioso se refiere, alrededor de 450 millones de personas en
el mundo padecen de algun tipo de trastorno del sistema nervioso. De acuerdo con el
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente, en la poblacion mexicana existen
7% de personas con trastorno de angustia y panico, 1.6% con trastorno bipolar, mas del
1% con trastorno obsesivo compulsivo y 7% con depresion.

La OMS, ha reportado que el suicidio tiene relacion con las enfermedades mentales,
ocupando el quinto lugar en la poblacion joven a nivel mundial, mientras que en México,
el INEGI reporta al suicidio como la segunda o tercer lugar, dependiendo de la entidad
federativa. Debido a los efectos toéxicos secundarios de los farmacos utilizados para las
enfermedades mentales, es importante realizar estudios que conlleven a la busqueda de
nuevas sustancias medicamentosas de origen herbolario, que tengan efectos importantes
frente a estos padecimientos, ademas y lo mas importante, que puedan tener menos

efectos indeseables.

Se sabe que plantas de la familia Malphigiaceae y Boraginaceae han evidenciado efecto
sedante, ansiolitico, antidepresivo, nootropico y mejoramiento del aprendizaje, de tal
forma que, en este proyecto se presentan dos plantas pertenecientes a estas familias y
gue ademas tienen antecedentes en la medicina tradicional mexicana contra
padecimientos de los “nervios” y de las cuales existen una escasa informacion cientifica,
tal es el caso de Malpighia mexicana Juss y Ehretia tinifolia, que se encuentran presentes
en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) y que sus pobladores han
hecho uso de ellas para padecimientos relacionados con los “nervios” o para el “susto”.
De tal manera que el presente trabajo de investigacién pretende aportar conocimientos
acerca de los posibles efectos neurofarmacolégicos de los extractos de Malpighia

mexicana y Ehretia tinifolia, especies que representan un recurso natural nacional.
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4 Hipotesis

De acuerdo a reportes ethnomédicos y cientificos, existen especies dentro de las familias
Malpighiaceae y Boraginaceae, que han evidenciado efectos ansioliticos, antidepresivos
y sedantes. Por lo que se espera que los extractos obtenidos de Malpighia mexicana y
Ehretia tinifolia que pertenecen a estas familias, presenten algiun efecto a nivel
neurofarmacol6gico como sedante, ansiolitico o antidepresivo.

5 Objetivos: general y especificos

5.1 Objetivo general.

Evaluar los efectos neurofarmacoldgicos de los extractos metandlicos de las especies
Malpighia mexicana (Malpighiaceae) y Ehretia tinifolia (Boraginaceae) en modelos

biologicos.

5.2 Objetivos particulares.

e Realizar la recolecta del material vegetal en la (REBIOSH).

e Obtener el extracto metandlico de Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia.

e Determinar el efecto antidepresivo del extracto metandlico de Malpighia mexicana
y Ehretia tinifolia después de la administracion oral en ratones CD-1 en la prueba
de natacion forzada.

e Determinar el efecto ansiolitico del extracto metandlico de Malpighia mexicana y
Ehretia tinifolia después de la administracion oral en ratones CD-1 en la prueba
de laberinto de cruz elevado y de campo abierto.

e Determinar el efecto sedante del extracto metandlico de Malpighia mexicana y
Ehretia tinifolia, después la administracion oral en la prueba de hipnosis inducida
con pentobarbital.

e |dentificar los principales grupos de compuestos de los extractos de Malpighia
mexicana y Ehretia tinifolia, mediante cromatografia en capa fina y reveladores

especificos.
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6 Materiales y métodos

6.1 Experimental

6.1.1 General

Para las pruebas farmacoldgicas se utilizaron imipramina y diazepam cémo controles
positivos. Para la obtencién de los extractos se emplearon 3 disolventes con polaridad
creciente (n-hexano, acetona y metanol). Los extractos obtenidos de las plantas fueron
analizados mediante la aplicacion de métodos cromatogréaficos tradicionales como la
cromatografia en capa fina (CCF). Se utilizé cromato placas de silice 60 y fase reversa.
Para revelar los compuestos presentes en las dos especies se utilizaron los reactivos
Komarovsky y NP-PEG.

6.2 Recolecta del material vegetal

Ambas plantas fueron colectadas en el los meses de marzo abril y mayo de 2019 en la
REBIOSH. Una muestra de cada una de ellas, fue depositada en el herbario del Centro
de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion, de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos (CIByC-HUMO). ElI material vegetal fue identificado por el M. en C.
Gabriel Flores Franco, curador del HUMO.

6.3 Obtencién de extractos

Las partes aéreas de las plantas se secaron por separado a la sombra, a temperatura
ambiente. Después se molieron y se obtuvo de cada planta 1 kg de hoja. 150 g de planta
por separado fueron extraidas por maceracion con tres disolventes de polaridad creciente
(n-hexano, acetona y metanol) (Figura 14 y 15). La extraccion para cada planta, se
efectu6 durante tres dias por triplicado. El disolvente fue eliminado totalmente por
destilacidon a presion reducida con la ayuda de un rotavapor Blichi R-215 (Figura 16y 17),

posteriormente los extractos fueron secados al vacio.

29



Figura 16. Rotavapor.

Figura 17. Destilacion.

6.4 Analisis de extractos por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los extractos se analizaron por cromatografia de capa fina fase normal (CCF; silica gel
60 F254) y cromatografia de fase reversa (KGaA, y se utilizaron reveladores para la
identificacion de grupos de compuestos de origen vegetal (terpenos y flavonoide). Los
extractos se aplicaron en un extremo de la placa de aluminio recubierta de una fina capa
de adsorbente (fase estacionaria: silice). Posteriormente se coloc6 en una camara a
diferentes sistemas de polaridad (eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de
disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un bandeo
diferencial de los productos presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente.
El proceso de adsorcidn se debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o

enlaces de hidrégeno entre el soluto y el adsorbente. El adsorbente debe ser inerte con
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las sustancias a analizar y no actuar como catalizador en reacciones de descomposicion.
Las placas se revelaron con 2-aminoetildifenil borinato (NP-PEG) vy 4-
hidroxibenzaldehido (Komarovsky) para la deteccion de compuestos de tipo flavonoide y
de tipo terpenoide, respectivamente, posteriormente se observaron en una lampara
compacta de luz UV 95-0021-12 (115v) Uvp Uvgl-25 254/365nm donde se marcaron las
bandas de compuestos. Los criterios para observar la presencia o ausencia de estos
compuestos se basaron en el cambio de coloracion e intensidad, después de la aplicacion
del revelador especifico (Tabla 2) (Rizk, 1982; Wagner et al., 1994; Del castillo et al.,
2004).

Tabla 2. Coloracién esperada para reveladores.

Reveladores Grupo de compuestos Coloracion esperada
2-aminoetildifenil borinato Flavonoides Amarillo-Naranja
(NP-PEG)
4-hidroxibenzaldehido Terpenos Rosa-Violeta
(Komarovsky)

6.5 Fraccionamiento de EMEt

El EMEt (1 g), se suspendio6 en acetona (20 ml) y otro gramo se suspendio en acetato
de etilo (AcOEt, 20 ml) cada muestra por separado, durante 1 h. Cada mezcla (acetona
y AcOEt) fue filtrada en un embudo Blchner. La fraccion liquida de ambas muestras fue

concentrada por destilaciéon a presion reducida y posteriormente secada al vacio.

6.6 Animales para experimentacion

Se emplearon ratones machos (Mus musculus) CD-1 con un promedio de peso de 25 g
(Figura 18), adquiridos del bioterio de la Facultad de Medicina de la UAEM. El manejo de
los animales de experimentacion se llevo a cabo siguiendo la Norma Oficial Mexicana

NOM-062-Z0O0-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
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animales de laboratorio.). Los ratones se acondicionaron en cajas de acrilico con una
cama limpia de viruta de madera y se mantuvieron a una temperatura de 22 °C = 3 °C,
70% £ 5% de humedad con ciclos de 12 h de luz obscuridad con libre acceso a agua y

alimento.

Figura 18. Ratones CD-1.

6.7 Pruebas Farmacoldgicas

6.7.1 Natacién forzada (NF)

Se formaron 6 grupos de 5 ratones cada uno para realizar esta prueba de la siguiente

manera: (T1 extracto 100 mg/kg; T2 extracto 200 mg/kg; T3 extracto 400 mg/kg; T4
extracto 600 mg/kg; T5 control negativo, solo agua; T6 control positivo imipramina 15
mg/kg). Posteriormente se emplearon cilindros de plastico de 17 cm de alto y un diametro
de 14 cm en una superficie plana, cada uno de ellos se llen6 con agua (30 °C) a una
profundidad de 16 cm. Los cilindros fueron separados por bloques de cartdon que tienen
6 divisiones, lo cual permitio el registro del comportamiento de 6 animales a la vez. El
experimento se realizé en tres fases: la primera se denomina “de entrenamiento”, la cual
consistié en exponer a cada raton al cilindro lleno de agua durante 15 minutos, por una
vez transcurrido este tiempo los animales fueron colocados sobre un pafio limpio. Una
vez realizado el “entrenamiento” los ratones fueron colocados en una caja con cama de
viruta de madera limpia y expuestos a una lampara de luz incandescente para su secado.
El procedimiento se realizé por 3 dias consecutivos. La segunda fase del experimento
consistié en administrar el tratamiento correspondiente via oral. En la tercera fase o fase
de prueba, los animales se colocaron nuevamente dentro del cilindro y se evalu6 su

comportamiento durante 5 min. El parametro que fue evaluado es “Tiempo de
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inmovilidad” (tiempo en el cual los ratones realizan los movimientos minimos para
permanecer a flote y respirar). Al transcurrir el tiempo de la prueba, los animales fueron
colocados en su cama de viruta de madera para su secado. Durante la primera y segunda
fase, los cilindros se lavaron con una toalla de papel limpia y humedecida en etanol al
10% y vueltos a llenar con agua. Cada experimento fue filmado con una camara de video

para su andlisis (Figura 19, 20y 21).

Figura 19. Administracién de extracto y controles. Figura 20. Prueba de nado forzado.

Figura 21. Ratones en la prueba de nado forzado.

6.7.2 Laberinto elevado en forma de cruz (LEC)

Se formaron 6 grupos de 5 ratones cada uno para realizar esta prueba de la siguiente
manera: (via oral: T1 extracto 100 mg/kg; T2 extracto 200 mg/kg; T3 extracto 400 mg/kg;
T4 extracto 600 mg/kg; T5 control negativo, solo agua; via intraperitoneal: T6 control

positivo diazepam 2 mg/kg). Para el laberinto elevado en forma de cruz se emple6 un
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laberinto construido de acrilico el cual tiene forma de cruz, el centro tiene 5 x 5 cm, los
brazos abiertos y cerrados de 30 cm de largo x 5 cm de ancho; la altura de las paredes
de los brazos cerrados de 15 cm. Los animales fueron colocados en el centro del laberinto
y se registré por 5 minutos los pardmetros de: tiempo de permanencia en brazos abiertos
(TA) y brazos cerrados (TC), ademas de algunos parametros etolégicos como
estiramientos verticales y horizontales, acicalamiento, asomadas, bolos fecales y
entradas abrazos abiertos y cerrados. Un aumento en TA es indicativo de disminucién de
la ansiedad (Figura 22 y 23).

Figura 22. Rat6n en la prueba de laberinto de Figura 23. Raton en la prueba de laberinto de
cruz elevado, EMEL. cruz elevado, EMMm.

6.7.3 Campo abierto (CA)

Se formaron 6 grupos de 5 ratones cada uno para realizar esta prueba de la siguiente
manera: (via oral: T1 extracto 100 mg/kg; T2 extracto 200 mg/kg; T3 extracto 400 mg/kg;
T4 extracto 600 mg/kg; T5 control negativo, solo agua; via intraperitoneal: T6 control
positivo diazepam 2 mg/kg). El dispositivo empleado para esta prueba es una caja
construida con acrilico, la cual tiene paredes transparentes y un fondo negro (30 x 30 x
15 cm). El fondo esta dividido en 9 cuadrados de la misma area; el dispositivo estuvo
elevado del suelo 5 cm. La prueba consistié en colocar en el dispositivo al roedor y

durante 5 minutos se registrd el nimero de cruces totales en la superficie del campo
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(suma del numero de cruces al cuadrante del centro y a la periferia) y la frecuencia de

estiramientos verticales (Figura 24 y 25).

Figura 24. Raton en la prueba de campo abierto, Figura 25. Raton en la prueba de campo abierto,
EMEL. EMMm.

6.7.4 Potenciacion del estado hipnético de pentobarbital

Se formaron 6 grupos de 8 ratones cada uno para realizar esta prueba de la siguiente
manera: (T1 extracto 100 mg/kg; T2 extracto 200 mg/kg; T3 extracto 400 mg/kg; T4
extracto 600 mg/kg; T5 control negativo, solo agua; T6 control positivo diazepam 2 mg/kg
a cada grupo se le administré pentobarbital 50 mg/kg). Se registré la latencia (el tiempo
gue el animal tard6 en perder el equilibrio) y el tiempo de narcosis inducida por
pentobarbital (periodo en que tarda el animal en recuperar el reflejo de enderezamiento)
(Figura 26).

Figura 26. Prueba del estado hipnético de pentobarbital.
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6.8 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizo el software SigmaPlot, se realiz6 un
analisis de varianza de una via (one way-ANOVA), seguida de un analisis de Tukey con
un nivel de confianza del 95 %, valores inferiores a (p< 0.05) se consideraron

estadisticamente significativo.
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7 Resultados

7.1 Analisis de cromatoqgrafia en capa fina (CCF)

Los extractos provenientes de M. mexicana tuvieron los siguientes rendimientos con las
siguientes claves, (n-hexano EHMm: 0.925%; acetona EAMm: 3.753%; metanol EMMm:
9.736%); de los extractos obtenidos de Ehretia tinifolia, se registraron los rendimientos
siguientes y se les coloco una clave, (n-hexano EHEt: 1.940%; acetona EAEt: 3.069%;
metanol EMEt: 8.367%) (Figura 27, 28 y 29).

El andlisis de cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos de ambas plantas, reveld
la presencia de compuestos de tipo terpenoide, flavonoide y cumarinas, las Figuras de la
30 a la 35 muestran el bandeo de compuestos.

Las Figuras 36 y 37 muestran el corrimiento cromatografico de los extractos metanolicos
de ambas plantas en fase normal y fase reversa, en ambas es posible observar

compuestos del tipo flavonoide.

Figura 27. Desﬁlacic’m. Figura 28. Rotovapor, B Figufa 29. Maceracién de
destilacion. extractos.
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Figura 30. Placa
CCF fase
normal 1.
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Figura 32.
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Figura 36. Placa CCF fase Figura 37. Placa CCF fase
normal 1. EMMm; 2. EMEt reversa 1. EMEt; 2. EMMm

95:05 diclorometano 60:40 acetonitrilo /agua,
/metanol, revelada con revelada con reactivo NP-
reactivo NP-PEG PEG

La Figura 38 muestra una placa del fraccionamiento de EMEt, fase normal 70:30 n-
hexano/acetona, La banda 1. AcCOEt y 2. Acetona, expuesta a luz UV de onda larga (365
nm), en donde se observa manchas de color azul intenso que revelan compuestos del
tipo cumarina. La Figura 39 muestra la misma placa de la figura 38 pero revelada con

reactivo Komarovsky en donde se alcanzan a revelar compuestos de tipo terpenoide.
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Figura 38. Figura 39.

Los extractos metandlicos de ambas plantas presentaron un rendimiento alto en
comparacién con los otros extractos de polaridad baja y media y dado que se inicié con
el fraccionamiento de EMEt, se decidio iniciar la investigacion farmacoldgica con este
extracto.

7.2 Actividad antidepresiva de EMEt

En la Figura 40, se puede observar que la administracion oral de 15 mg/kg del farmaco
imipramina (T6), indujo una notable disminucion en el tiempo de inmovilidad de los
ratones durante la prueba. Por ende, fue indicativo de que la prueba funciond bajo las
condiciones empleadas. Dicho efecto fue significativamente diferente en comparacion
con el del grupo que sélo recibio el vehiculo (T5). El efecto antidepresivo de EMEt, fue
probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600 mg/kg-T4, observandose
gue, dichos tratamientos provocaron una disminucion de inmovilidad teniendo una
diferencia significativa con el control negativo. Por otro lado, el grupo T3 fue el que

presenté menor efecto.
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Figura 40. Porcentaje de tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de NF. Administracion oral
de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 imipramina (15
mg/kg, vo), de: EMEt. *= p<0.05.

7.3 Actividad ansiolitica de EMEt (LEC)

En la Figura 41, se puede observar que la administracion intraperitoneal de 2 mg/kg del
farmaco diazepam (T6 control positivo), indujo un aumento en el tiempo de permanencia
en (TA) y una disminucion en la permanencia en (TC). Por ende, fue indicativo de que la
prueba funcion6 bajo las condiciones empleadas. Dicho efecto fue significativamente
diferente en comparaciéon con el del grupo que sélo recibié el vehiculo (T5). El efecto
ansiolitico de EMEt, fue probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600
mg/kg-T4, observandose que, dichos tratamientos provocaron un aumento en la
permanencia en TA, teniendo una dosis respuesta de menor concentracién mejor efecto.
Cabe mencionar que el control positivo tuvo diferencia significativa con todos los
tratamientos que contenian EMEt. El tratamiento 1, fue el Unico que mostré diferencia

significativa contra el tratamiento 5.
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Figura 41. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos de ratones CD-1 en la prueba de LEC.
Administracién oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y
T6 diazepam (2 mg/kg,), de: EMEt. *= p<0.05.

En la Figura 42, se puede observar que el farmaco diazepam (T6 control positivo), indujo
una disminucion en el porcentaje de tiempo de permanencia en brazos cerrados. Por
tanto, podemos decir que la prueba funciond bajo las condiciones empleadas. Dicho
efecto fue significativamente diferente en comparacion con el del grupo que solo recibio
el vehiculo (T5). Los Tratamientos T1, T2, T3 y T4, mostraron una disminucion en la
permanencia en TC, teniendo como mejor efecto T4 y T3. Cabe mencionar que todos los
tratamientos que contenian el extracto EMEt, fueron significativamente diferentes en
comparacion con T5. En la Figura 43 se observa el porcentaje de tiempo en el centro,
los tratamientos T1, T2, T3 y T4, fueron significativamente diferentes con el T5,

observando que T4 resulto con un mejor efecto en este parametro.

Durante la prueba de laberinto de cruz elevado (LEC), se tomaron en cuenta otros
parametros para evaluar como entradas a brazos abiertos (Figura 44) y cerrados (Figura
45), asomadas (Figura 46), estiramientos verticales (Figura 47) y bolos fecales (Figura
48).
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Figura 42. Porcentaje de permanencia en los brazos cerrados de ratones CD-1 en la prueba de LEC.
Administracion oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y
T6 diazepam (2 mg/kg,), de: EMEt. * = p<0.05.
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Figura 43. Porcentaje de permanencia en el centro de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion
oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEt. *= p<0.05.
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Figura 44. Entradas a los brazos abiertos de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion oral de T1
(100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMELt. *= p<0.05.
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Figura 45. Entradas a los brazos cerrados de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién oral de
T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,),
de: EMEt. *= p<0.05.
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Figura 46. Nimero de asomadas de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEt. *= p<0.05.

30

N
wv

N
o

=
o

(6]

Numero de estiramientos verticales.
=
v

T6

T5

— %

T4

'—
—t—

T3 T2 T1
Tratamientos

Figura 47. NUmero de estiramientos verticales de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion oral
de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2

mg/kg,), de: EMEt. *= p<0.05.
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Figura 48. Nimero de bolos fecales de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEt. *= p<0.05.

7.4 Actividad ansiolitica de EMEt (CA)
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Figura 49. Nimero de cruces en la periferia de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracién oral de
T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,),
de: EMEt. *= p<0.05.
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En la Figura 49, se puede observar que la administracion intraperitoneal de 2 mg/kg del
farmaco diazepam (T6 control positivo), indujo un aumento en los cruces por la periferia.
Por ende, fue indicativo de que la prueba funcioné bajo las condiciones empleadas. Dicho
efecto fue significativamente diferente con los siguientes grupos T1, T2, T3, T4y T5. El
efecto ansiolitico de EMEt, fue probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 'y
600 mg/kg-T4, observandose que, dichos tratamientos fueron significativamente

diferentes con T5. Teniendo a T2 como la mejor respuesta.

En la Figura 50, se observa el nimero de cruces en el centro. El tratamiento T6 tuvo una
diferencia significativa con el T5. Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 no tuvieron una

diferencia significativa con T5.

También se evaluaron otros parametros para medie la actividad ansiolitica como

estiramientos verticales (Figura 51), acicalamiento (Figura 52) y bolos fecales (Figura 53).
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Figura 50. Porcentaje de cruces en el centro de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracion oral de

T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,),
de: EMEt. *= p<0.05.
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Figura 51. Porcentaje de estiramientos verticales de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracion oral
de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), TS (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEt. *= p<0.05.
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Figura 52. NUmero de acicalamientos de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracion oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMELt. *= p<0.05.
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Figura 53. Namero de bolos fecales de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracién oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEt. *= p<0.05.

7.5 Actividad sedante del EMEt (pentobarbital)

En la Tabla 3, se puede observar que la administracion oral de 2 mg/kg del farmaco
diazepam (T6), indujo una notable rapidez en el tiempo que entraba en latencia y narcosis
durante la prueba. Por ende, fue indicativo de que la prueba funcioné bajo las condiciones
empleadas. Dicho efecto fue significativamente diferente en comparacion con el del grupo
gue solo recibid el vehiculo (T5). El efecto sedante de EMEt, fue probado a 100 mg/kg-
T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600 mg/kg-T4, pero no hubo una diferencia
significativa.

Tabla 3. Extracto metandlico de Ehretia tinifolia a dosis de 100, 200, 400 y 600 mg/kg: T6=DZP; T5=

Vehiculo (agua); Lat=Latencia; Nar=Duracion de la hipnosis; DE=Desviacién estandar.

Tratamientos

Lat (+DE)

Nar (tDE)

T6

260.8+36.622 *

1521.6+58.161 *

T5

630+132.287

420+170.587

T1 (100mg/kg)

185+261.629

715+1011.1627

T2 (200mg/kg)

413.75+116.431

564+676.772

T3 (400mg/kg)

245+346.482

655+926.309

T4 (600mg/kg)

194+274.357

311+439.820
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7.6 Actividad antidepresiva de EMMm (NF)

En la Figura 54, se puede observar que la administracion oral de 15 mg/kg del farmaco
imipramina (T6), indujo una notable disminucién en el tiempo de inmovilidad de los
ratones durante la prueba. Por ende, fue indicativo de que la prueba funcioné bajo las
condiciones empleadas. Dicho efecto fue significativamente diferente en comparacién
con el del grupo que soélo recibioé el vehiculo (T5). El efecto antidepresivo de EMMm, fue
probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600 mg/kg-T4, observandose
que, dichos tratamientos no provocaron una disminucion de inmovilidad, por tanto

podemos decir que no tienen una diferencia significativa con el control negativo.
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Figura 54. Tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de NF. Administracién oral de T1 (100

mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 imipramina (15 mg/kg), de:
EMMm. *= p<0.05.
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7.7 Actividad ansiolitica de EMMm (LEC)

En la Figura 55, se puede observar que la administracion intraperitoneal de 2 mg/Kg del
farmaco diazepam (T6 control positivo), indujo un aumento en el tiempo de permanencia
en brazos abiertos (TA). Por ende, fue indicativo de que la prueba funcioné bajo las
condiciones empleadas, dicho efecto fue significativamente diferente en comparacién con
los siguientes grupos T1, T2, T3, T4y T5. El efecto ansiolitico de EMMm, fue probado a
100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600 mg/kg-T4, observandose que, dichos
tratamientos provocaron un aumento en la permanencia en TA, teniendo una diferencia

significativa con el grupo que sélo recibié el vehiculo (T5).

En la Figura 56, podemos observar el tiempo de permanencia en brazos cerrados, el
efecto ansiolitico de EMMm, fue probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3
y 600mg/kg-T4, observandose que dichos tratamientos provocaron una disminucién en
la permanencia en TC, teniendo una diferencia significativa con el grupo que solo recibi6
el vehiculo (T5).

300

N
(€3]
o

200

150

100

Tiempo en brazos abiertos (s).

50

*
* *
|
T5 T4 T3 T2 T1
Tratamientos

T6

Figura 55. Tiempo en brazos abiertos de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion oral de T1
(100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 56. Tiempo en brazos cerrados en segundos de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion
oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.

En la Figura 57, se evaluo el tiempo de permanencia en el centro de LEC, teniendo como
resultado que el tratamiento T6, fue significativamente diferente con el grupo que sélo
recibio el vehiculo T5, pero también presento una diferencia significativa con los

siguientes grupos T1, T2, T3y T4. El efecto ansiolitico de EMMm se presenté en T3y T4

teniendo una diferencia significativa con T5.
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Figura 57. Tiempo en el centro de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. * = p<0.05.
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Durante esta prueba (LEC) también se tomaron en cuenta otros parametros para indicar
si hubo una disminucion de la ansiedad como entradas a brazos abiertos (Figura 58) y
cerrados (Figura 59), asomadas (Figura 60), estiramientos verticales (Figura 61) y bolos

fecales (Figura 62).
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Figura 58. Nimero de entradas a brazos abiertos en ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién
oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 59. Niumero de entradas a brazos cerrados de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion
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oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 60. Nimero de asomadas de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracion oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 61. Numero de estiramientos verticales de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién oral
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de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), TS (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 62. Nimero de bolos fecales de ratones CD-1 en la prueba de LEC. Administracién oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. *= p<0.05.

7.8 Actividad ansiolitica de EMMm (CA).

En la prueba de campo abierto, el grupo control positivo (T6) se le administro 2mg/kg del
farmaco diazepam obteniendo una diferencia significativa con el grupo control negativo
(T5) que solo recibi6 el vehiculo. Por ende, podemos decir la prueba funcioné con las
medidas empleadas. El tratamiento T6 tuvo una diferencia significativa con los siguientes
tratamientos T1, T2, T3 y T5. El efecto ansiolitico de EMMm, fue probado a 100 mg/kg-
T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 'y 600 mg/kg-T4, observandose que, dichos tratamientos
provocaron un aumento en los cruces de periferia, teniendo una diferencia significativa
con el grupo que solo recibio el vehiculo (T5) (Figura 63). En la Figura 64, el tratamiento
T6 tuvo una diferencia significativa con los siguientes tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5.
El efecto ansiolitico de EMMm, fue probado a 100 mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-
T3 y 600 mg/kg-T4, observandose que, dichos tratamientos provocaron un aumento en
los cruces del centro, teniendo una diferencia significativa con el grupo que sélo recibio
el vehiculo (T5).
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Figura 63. Numero de cruces en la periferia de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracion oral de
T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,),
de: EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 64. Namero de cruces en el centro de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracion oral de T1
(100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. *= p<0.05.

Dentro de la prueba de campo abierto también se evaluaron otros parametros para
analizar si existe una actividad ansiolitica, como lo son estiramientos verticales (Figura

65) y bolos fecales (Figura 66).
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Figura 65. Numero de estiramientos verticales de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracién oral de
T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,),
de: EMEMm. *= p<0.05.
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Figura 66. Namero de bolos fecales de ratones CD-1 en la prueba de CA. Administracién oral de T1 (100
mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2 mg/kg,), de:
EMEMm. *= p<0.05.
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7.9 Actividad sedante del EMMm (pentobarbital)

En la Figura 67, se puede observar el porcentaje de tiempo de latencia de cada grupo. El
tratamiento T6 que recibié 2 mg/kg del farmaco diazepam tuvo una diferencia significativa
con el grupo T5 que solo recibié el vehiculo. Por ende, podemos decir que el modelo
funcion6 con las medidas empleadas. El efecto sedante de EMMm, fue probado a 100
mg/kg-T1, 200 mg/kg-T2, 400 mg/kg-T3 y 600 mg/kg-T4, observandose que, T1, T2, T3
y T4 provocaron una disminucién de tiempo para entrar en latencia, teniendo una

diferencia significativa con T5.
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Figura 67. Porcentaje de tiempo de latencia de ratones CD-1 en la prueba de pentobarbital. Administracion
oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.

En la Figura 68, podemos observar el porcentaje de tiempo que tardo en entrar a narcosis.
T6 tuvo una diferencia significativa en comparacion con T5 que sélo recibio el vehiculo.

T1, T2, T3y T4, tuvieron una diferencia significativa con T5.
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Figura 68. Porcentaje de tiempo de narcosis de ratones CD-1 en la prueba de pentobarbital. Administracion
oral de T1 (100 mg/kg), T2 (200 mg/kg), T3 (400 mg/kg), T4 (600 mg/kg), T5 (Vehiculo) y T6 diazepam (2
mg/kg,), de: EMEMm. *= p<0.05.

59



8 Discusion

Las especies Malpighia mexicana “nanche rojo” (Malpighiaceae) y Ehretia tinifolia
“pinguica” (Boraginaceae) han sido utilizadas en la medicina tradicional mexicana como
calmantes de los nervios principalmente en el estado de Morelos (Medicina Tradicional
Mexicana, 2014). Hasta el momento, no se han reportado antecedentes de estudios
quimicos y farmacoldgicos de estas especies. El presente trabajo es el primero que
analiza los efectos neurofarmacolégicos de los extractos de M. mexicana y E. tinifolia en
modelos bioldgicos.

En la presente investigacion se demuestra que Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia han
evidenciado tener un efecto antidepresivo, ansiolitico y sedante, bajo condiciones
controladas, para la elaboracién de esta investigacion se cortaron las hojas de dichas
especies vegetales para realizar las pruebas farmacolégicas y fitoquimicas del extracto

metanolico.

Todas las pruebas farmacoldgicas utilizadas en este trabajo de investigacion las cuales
son natacion forzada (NF), laberinto de cruz elevado (LEC), campo abierto (CA) e
hipnosis inducida con pentobarbital, funcionaron con los parametros empleados debido a
gue los controles positivos (T6) logran tener diferencia significativa con los controles

negativos (T5).

La prueba de natacion forzada es un modelo biologico avalado a nivel internacional para
evaluar el efecto antidepresivo de extractos vegetales y de compuestos de sintesis
(Zhang, 2004). Durante la prueba los animales se colocan en una situacion de estrés,
donde la actividad antidepresiva se expresa en disminuir el tiempo de inmovilidad
(Machado et al., 2008). La inmovilidad podria reflejar un efecto de desesperanza
conductual, indicando un indicio de la incapacidad que constituye un sintoma de la
depresion (Kirby y Lucki 1997). De acuerdo con lo antes mencionado, en el presente
estudio se demuestra que la administracion oral del extracto metandlico de Ehretia
tinifolia (EMEt) a las dosis (100 mg/kg) T1, (200 mg/kg) T2, (400 mg/kg) T3y (600 mg/kg)

T4 fueron capaz de disminuir significativamente el tiempo de inmovilidad de los ratones
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en el cilindro con agua, evidenciando asi un efecto antidepresivo. Los tratamientos 1y 2
se encuentran dentro del rango de dosis efectiva (50 a 200 mg/kg) reportada para
Onosma bracteatum (Asif, Hayee, Aslam, Ahmad & Hashmi, 2019) especie que también
pertenece a la familia Boraginaceae. A pesar de que al realizar la curva dosis respuesta
en la prueba NF, se esperaba observar que el efecto biolégico aumentara de manera
proporcional con la relaciéon a la dosis (hasta la dosis maxima de 600 mg/kg), cabe
recalcar que los efectos biolégicos pueden ser inversamente proporcional con respecto a
la dosis administradas, se puede observar que la disminucion de la actividad podria ser
debida a que los compuestos presentes en el extracto sean tan numerosos que estén
ocupando todos los receptores disponibles en la célula por lo que se produce un efecto
maximo. Las propiedades antidepresivas observadas podrian estar relacionadas con la
presencia de diferentes grupos de compuestos presentes en el extracto de EMEt y que

fueron detectados en el presente trabajo: terpenos y cumarinas.

Aungue no se puede saber con exactitud que mecanismo de accion por el cual actua el
extracto de EMEt, la fisiopatologia asociada al trastorno de depresion indica de cierta
manera que la planta puede modificar la neurotransmision de los sistemas serotonérgicos
y adrenérgicos, siendo estos los mas estudiados y reconocidos. Recordando ademas que
en la clinica uno de los farmacos mas recetados por excelencia para tratar la depresion
es la imipramina un farmaco de origen triciclico el cual tiene como mecanismo de accion

inhibir la recaptura de la serotonina, teniendo validacion en el modelo NF (Lucki, 1997).

Por otro lado, el extracto metandlico de Malpighia mexicana (EMMm) en la prueba de NF
a las dosis de (100 mg/kg) T1, (200 mg/kg) T2, (400 mg/kg) T3y (600 mg/kg) T4 no fue
capaz de disminuir el tiempo de inmovilidad de los ratones en el cilindro lleno de agua,
evidenciando que no posee efecto antidepresivo. La dosis de 600 mg/kg se encuentra
dentro del rango de dosis efectiva (500 a 1000 mg/kg) reportada en la especie Byrsonima
crassifolia (Garcia, 2010), especie que también pertenece a la familia Malpighiaceae, el

compuesto aislado al que se le atribuyé dicho efecto antidepresivo es de tipo flavonoide.

61



El extracto de EMEt, también pudo evidenciar un efecto ansiolitico en la prueba de
laberinto de cruz elevado (LEC), dicha prueba esta validada internacionalmente para la
evaluacién y descubrimiento de extractos y compuestos ansioliticos y ansiogénicos. Este
modelo se basa en respuesta a ambientes desconocidos, pero potencialmente peligrosos
(Holmes et al., 2000) representados por la exposicion a los brazos abiertos, provocando
una sesion de estrés en los roedores, llevandolos a evitar pasar por ahi y exhibiendo
conductas relacionadas con la ansiedad (Pellow, 1986). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que el extracto EMEt provoco un efecto ansiolitico logrando
tener un aumento significativo en los parametros evaluados en la prueba de LEC a la
dosis de (100, 200, 400 y 600 mg/kg). Dicha actividad en la curva dosis-respuesta se
puede observar que alcanz6 un efecto maximo en T1 (100 mg/kg) la proporcion de dicho
efecto no se incrementara aun cuando se administren dosis mayores ya que los
receptores alcanzan una maxima respuesta farmacoldgica aun cuando se empleen
concentraciones del agonista que no originen la ocupacion total de los receptores
disponibles. Bajo el empleo del modelo sigmoidal, se ha determinado que el extracto
agonista en presencia de diferentes concentraciones de un antagonista irreversible,
ejerce su Emax con desplazamientos de la curva hacia la derecha. Concentraciones mas
altas del antagonista disminuyen la respuesta maxima por la reduccién de receptores
disponibles para ejercer dicho efecto. En este sentido, la interaccion farmaco-receptor es
un fenémeno temporal y relativo, por lo que la sensibilidad de respuesta a un compuesto
guimico depende de la afinidad del receptor por el compuesto y de la cantidad total de
receptores (Aguirre Crespo & Sanchez Salgado, 2010). De tal manera que los resultados
del presente trabajo revelan un comportamiento ansiolitico que se acerca al de otras
especies vegetales que pertenecen a la misma familia botanica Boraginaceae, como es
el caso de E. italicum donde el extracto acuoso y etanolico evidencian efectos ansioliticos
en las dosis de (0.6, 1.2 y 2.1 g/kg) (Hosseinzadeh, Shahandeh and Shahsavand, 2012),
recordando que T1 del extracto EMEt no se encuentra dentro de rangos de dosis, sin
embargo, en el parametro de tiempo de permanencia en los brazos cerrados en la prueba
de LEC se puede evidenciar que el T4 (600 mg/kg) si entra en el rango de dosis utilizadas

en la especie E. italicum en donde dichas dosis logran tener una disminucién en TC,
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demostrando que el roedor no estaba ansioso y evidenciando un efecto de ansiolisis,

logrando tener una diferencia significativa con el control negativo T5.

Por otro lado, en el extracto de EMMm se pudo observar un efecto ansiolitico en la prueba
de LEC. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el extracto provocé
un aumento significativo en los parametros evaluados en la prueba de LEC a las dosis
de (100, 200, 400 y 600 mg/kg) exhibiendo asi un efecto ansiolitico. Dicha actividad se
observa como un cambio dependiente de la dosis, ya que el efecto maximo lo
encontramos en la dosis de (400 mg/kg). Este efecto podria estar relacionado con
concentraciones a las cuales los receptores estdn en completa ocupacion (Mendoza,
2008). Aun mas, los resultados de este extracto se pueden comparar con especies
vegetales que pertenecen a la misma familia botanica Malpighiaceae, como es el caso
de Galphimia glauca donde un fitomedicamento elaborado a partir del extracto metanolico
estandarizado en sus compuestos activos logroé disminuir la ansiedad en los pacientes
con una magnitud similar lograda con loracepam, uno de los farmacos mayor recetados

para tratar la ansiedad (Tortoriello et al., 2006; Tortoriello y Ortega, 1993).

Aunque no se puede saber con exactitud cuales son los mecanismos de accion que
ejercen los extractos de EMEt y EMMm, la fisiopatologia asociada al trastorno de
ansiedad indica de cierta manera que las plantas pueden modificar la neurotransmision
del GABA, especificamente de los receptores GABAa ya que son el sitio de accion para
el principal neurotransmisor inhibidor del cerebro, ademas de que interaccionan con
numerosos farmacos de tipo benzodiacepinas de uso clinico con propiedades
ansioliticas, anticonvulsivantes y sedativas, esto induce un aumento de la frecuencia de
apertura de los cales CI- activados por este ligando, manifestandose en forma de efectos

inhibitorios sobre la célula postsinaptica (Taylor y Nutt, 2004; Dawson et al., 2003).

Adicionalmente se realiz6 la prueba de campo abierto (CA), para descartar falsos
positivos en la prueba de LEC, el ensayo de CA permitié analizar el efecto excitador o
depresor del sistema locomotor esto a través de la actividad exploratoria del roedor en

un ambiente desconocido que a su vez puede presentar un peligro a pesar del estrés
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generado (Prut y Belzung, 2003). Los resultados demostraron que la curva dosis-
respuesta del extracto EMEt a las dosis de (100, 200, 400 y 600 mg/kg) exhibieron
propiedades ansioliticas sin afectar la actividad motora espontanea en la prueba de CA,
por lo tanto, se puede deducir que el efecto ansiolitico de Ehretia tinifolia no esta asociada
con una depresion general del SNC a estas dosis, logrando tener un efecto maximo en
T4. Cabe recalcar que los farmacos del grupo benzodiacepinas son utilizados en la clinica
para tratar la ansiedad, ademas que a dosis altas provocan un efecto de depresion
general del SNC. Adicionalmente en la prueba de hipnosis inducida con pentobarbital,
también usada para medir la sedacién, el extracto EMEt no provoco un efecto de
potenciacion de pentobarbital, los compuestos extraidos en este extracto no presentaron
un efecto sedante en las dosis evaluadas, al respecto, es sabido que no todos los
extractos o compuestos que tienen un efecto depresor del sistema nervioso presentan
todo el espectro depresor del sistema nervioso, Tortoriello y Lozoya (1992) evaluaron el
extracto metanodlico de Galphimia glauca (Malpighiaceae) y encontraron que tuvo un
efecto sedante, anticonvulsivante, efecto inhibidor del reflejo peristaltico in vitro.
Posteriormente Tortoriello y Ortega (1993) aislaron de ese extracto un compuesto del tipo
triterpénico denominado Galphimina B, el cual no present6 efecto anticonvulsivante pero
si tenia efecto sedante e inhibidor del reflejo peristaltico in vitro, y efecto ansiolitico
(Herrera-Ruiz et al., 2006a).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el extracto
de EMMm provoco6 un aumento significativo en los parametros evaluados en la prueba
de CA alas dosis (100, 200, 400 y 600 mg/kg) evidenciando que la curva dosis-respuesta
alcanza un maximo efecto en la dosis de (600 mg/kg) T4, todas las dosis administradas
fueron capaces de tener propiedades ansioliticas sin afectar la actividad motora
espontanea, por tanto podemos decir que dicho efecto ansiolitico no esta asociada con
una depresion general del SNC. En la prueba de hipnosis inducida con pentobarbital,
también usada para medir la sedacion, el extracto EMMm provocod un efecto de
potenciacion del estado hipnético del pentobarbital logrando tener cambios significativos
a las dosis de (100, 200, 400 y 600 mg/kg) indicando asi actividad sedante, ademas que

se puede observar que todas las dosis administradas con el extracto tienen un efecto
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similar entre si, por lo que podemos decir que alcanz6 el efecto maximo. El efecto
registrado en el extracto EMMm, puede deberse a la presencia de compuestos de tipo
flavonoide que fueron detectados en el presente trabajo de investigacion, es probable
gue alguno de los compuestos presentes en el extracto EMMm se unan al receptor
GABA-A potenciando el efecto farmacoldgico del pentobarbital.

Los resultados del presente estudio muestran que el extracto de EMEt present6 actividad
antidepresiva y ansiolitica en modelos in vivo en ratones CD-1. Dichas actividades son
sugeridas por la presencia de los dos grupos de compuestos identificados en el extracto:
terpenos y cumarinas. Por otro lado, el extracto de EMMm present6 actividad ansiolitica
y sedante en modelos in vivo en ratones CD-1. Dichas actividades son sugeridas por la
presencia del grupo de compuesto identificado en el extracto: flavonoides.

De acuerdo con la literatura cientifica, numerosos estudios sugieren que los flavonoides
poseen multiples efectos a nivel biolégico como son antiinflamatorios, antidepresivos,
ansioliticos, antioxidantes y anticancerigeno (Herrera-Ruiz et al., 2006; Castillo et al.,
2004). Ademas, se ha demostrado que los flavonoides pueden actuar sobre el sitio de
union a benzodiacepinas en el receptor GABAa en modelos de convulsiones, ansiedad y
sedacion (Soulimani et al., 1997). Por otro lado, los compuestos de tipo cumarinas han
evidenciado tener efectos biolégicos como son antitumoral, antiinflamatorios y

antisépticos entre otros (Liu, H., 2011).

Por lo tanto, los extractos de EMEt y EMMm pueden ser comparados con otras especies
de la misma familia que han demostrado poseer efectos a nivel biolégico similares, cabe
recalcar que los compuestos encontrados en Galphimia glauca y Echium italicum son de
polaridad alta de igual manera en las especies de Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia,
lo que da a nuestras plantas de estudio una ventaja para investigaciones posteriores,
debido a que existe la probabilidad de preparar extractos con disolvente de polaridad
intermedia y baja, que posea las propiedades biolégicas no sélo ansiolitica y sedante, si

no también antidepresiva y anticonvulsiva.
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Por todo lo evidenciado anteriormente, las especies Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia
podrian ser candidatas para investigaciones posteriores que permitan identificar los
compuestos responsables de los efectos ansioliticos, antidepresivos y sedantes

observados in vivo en roedores.
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9 Conclusiones

Se logro la localizacién de Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia de origen silvestre en la
Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, lo cual permitié la obtencién de material

biolégico para los estudios fitoquimicos y farmacolégicos.

En el extracto de EMEt se observan la presencia de grupos de compuestos tales como
abundantes terpenos y presencia moderada de cumarinas, por lo que se sugiere que la
actividad exhibida en los diferentes modelos biolégicos pudiera deberse a la presencia

de estos grupos de compuestos.

En el extracto de EMMm se observa la presencia de un grupo de compuestos abundantes
los cuales son de tipo flavonoide, por lo que se sugiere que la actividad exhibida en los
diferentes modelos biolégicos pudiera deberse a la presencia de estos grupos de

compuestos.

El extracto metandlico de hojas de E. tinifolia posee importantes propiedades
antidepresivas y ansioliticas al ser administrado oralmente en ratones CD-1 en los
modelos como natacién forzada, laberinto de cruz elevado y campo abierto, sin modificar

la actividad motora espontanea.

El extracto metandlico de hojas de M. mexicana, posee importantes propiedades
ansioliticas y sedante al ser administrado oralmente en ratones CD-1 en los modelos

como laberinto de cruz elevado, campo abierto y actividad sedante con pentobarbital.

Los resultados del presente trabajo demuestran que los extractos de hojas silvestres de
M. mexicana y E. tinifolia tienen efecto antidepresivo, ansiolitico y sedante, mismos que

han sido reportados en otras especies pertenecientes a la misma familia.
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10 Perspectivas

Continuar con la separacion, elucidacion de la estructura e identificacién de los
compuestos del tipo flavonoide, terpeno y cumarinas presentes en el extracto
metandlico provenientes de Malpighia mexicana y Ehretia tinifolia.

Evaluar la interaccion de los compuestos mayoritarios que son los flavonoides,
terpenos y cumarinas e investigar el mecanismo de accién de dichos compuestos
responsables de la actividad ansiolitica, antidepresiva y sedante.

Realizar la evaluacion del efecto anticonvulsivante de los extractos aqui
evaluados.

Evaluar dosis menores a 100 mg/kg del extracto EMEt en el modelo de laberinto
de cruz elevado.

Proponer métodos de obtencion de la fraccion activa de una forma eficiente, para
el desarrollo de nuevos fitomedicamentos.

Realizar estudios de toxicidad en ratones CD-1 para conocer si el extracto induce

algun efecto colateral o toxico a mediano y largo plazo.
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