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RESUMEN

Cuahuilagua (Heliocarpus terebinthinaceus) es un arbol que crece en la selva baja
caducifolia y pertenece a la Familia Malvaceae, de dicha familia botanica se han
obtenido extractos vegetales de los cuales se ha demostrado que presentan
compuestos quimicos de tipo Flavonol como la quercetina, el kaempferol y sus
glucésidos, los cuales, han sido reportados por tener efecto antioxidante,
neuroprotector, antidepresivo, ansiolitico, anticonvulsivo, entre otros. Estudios
cientificos reportados evidencian que cuahuilagua presenta tilirésido y otros
glucésidos de kaempferol, lo cual son antecedentes de que el extracto metandlico
de esta planta puede tener un efecto farmacolégico a nivel de sistema nervioso. Los
trastornos mentales, neurologicos especificos y debidos al consumo de sustancias
y el suicidio constituyen un subgrupo de enfermedades y afecciones que son una
causa importante de discapacidad y mortalidad, y suponen una tercera parte de
todos los afios perdidos por discapacidad y una quinta parte de todos los afios de
vida ajustados en funcion de la discapacidad en el continente americano. De entre
los padecimientos mentales, los trastornos depresivos son los mas discapacitantes
en la mayoria de los paises del continente americano, seguidos por los trastornos
de ansiedad. En este proyecto se evalud el efecto farmacoldgico del extracto
metandlico de las partes aéreas de Heliocarpus terebinthinaceus sobre el sistema
nervioso; se empled una bateria de pruebas farmacologicas para evaluar el efecto
antidepresivo (prueba de natacion forzada), efecto ansiolitico (modelo de
laberinto elevado en forma de cruz, y modelo de campo abierto), efecto hipndtico
(prueba de potenciacion el efecto hipnético del pentobarbital), y efecto
anticonvulsivo (modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol). Las dosis
empleadas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0) presentaron un efecto antidepresivo
en el modelo de natacion forzada por disminuir el tiempo de inmovilidad en
comparacion con el grupo de vehiculo (p < 0.001). En el modelo de laberinto elevado
en forma de cruz las dosis 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0 aumentaron
significativamente el porcentaje de permanencia de los ratones en los brazos
abiertos al compararlos con el grupo de vehiculo (p < 0.001) lo cual evidencia un
efecto ansiolitico. En el modelo de campo abierto todas las dosis evaluadas (50,



100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0) tuvieron una disminucién significativa de los cruces
totales en el dispositivo (p < 0.001) lo cual indica que el extracto presenta un efecto
depresor del sistema nervioso. En el modelo de potenciacién del estado hipnotico
de pentobarbital ninguna dosis fue capaz de inducir hipnosis en los ratones. En el
modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol la dosis 150 mg/kg, v.o. del
HtEM retraso la latencia de las convulsiones de forma significativa (p < 0.05) y todas
las dosis evaluadas fueron capaces de proteger al 100% de los ratones de la muerte
(p <0.001). Elanalisis de HPLC del HtEM permitio identificar compuestos del grupo
de los flavonoides mediante el tiempo de retencion y los espectros UV, se logré
determinar al glucésido de quercetina con un tr= de 9.103 min y un espectro de UV
con maximos de absorcion a 211.0, 254.5, 349.4, 452.4 y 522.6 nm; y verbascoésido,
con un tiempo de retencidon de 9.732 min y un espectro de UV con maximos de
absorcion a 207.5, 330.3, 475.4, 517.8 y 555.4 nm. Estos compuestos quimicos son

los que se les atribuyen los efectos biolégicos encontrados en este proyecto.



1. Introduccién

Los trastornos mentales, neurolégicos especificos y debidos al consumo de
sustancias y el suicidio constituyen un subgrupo de enfermedades y afecciones que
son una causa importante de discapacidad y mortalidad, y suponen una tercera
parte de todos los afios perdidos por discapacidad y una quinta parte de todos los
afos de vida ajustados en funcién de la discapacidad en el continente americano.
De entre los padecimientos mentales, los trastornos depresivos son los mas
discapacitantes en la mayoria de los paises del continente americano, seguidos por
los trastornos de ansiedad (Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

La depresion afecta a mas de 300 millones de personas en todo el mundo, el
tratamiento de la depresion se basa en el uso de antidepresivos triciclicos,
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (Chavez, 2019). Estos
farmacos, aunque clinicamente eficaces, también han demostrado tener una
actividad de inicio retardado y producir efectos secundarios adversos importantes.
(Fajemiroye, 2016). Las plantas medicinales se presentan como fuente de estudio

en la busqueda de nuevas terapias (Chavez, 2019).

Helicocarpus terebinthinaceus, conocido también como cuahuilagua, es un éarbol
gue crece en la selva baja caducifolia, perteneciente a la familia Malvaceae. De
dicha familia botanica se han obtenido extractos vegetales de los cuales se ha
demostrado que presentan compuestos quimicos de tipo Flavonol como la
quercetina, el kaempferol y sus glucoésidos, los cuales han sido reportados por tener
efecto antioxidante, neuroprotector, antidepresivo, ansiolitico, anticonvulsivante,
entre otros (Fernandez, 2006). Inclusive hay registros de diversas poblaciones que
consumen las partes aéreas de H. terebinthinaceus en infusion para tratar pafo,
acné, gastritis y enfermedades estomacales asociadas a agentes antimicrobianos
(Fernandez, 2006).

Estudios cientificos reportados evidencian que el extracto metandlico de esta planta

(cuahuilagua) presenta tilirosido y otros glucésidos de kaempferol; cuyo compuesto



mostré actividades farmacoldgicas muy interesantes, tales como el efecto citotoxico
para lineas celulares leucémicas humanas y actividad anticomplemento (Nowak,
2003).

Por lo que estos antecedentes son indicativos del posible efecto farmacologico a
nivel de sistema nervioso, ademas de que también se sabe que el tilirdsido, un
flavonoide glucosidico dietético natural, inhibe la neuroinflamacion y se han hecho
estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en la inhibicion de la

neuroinflamacién y neurotoxicidad por tilirésido (Velagapudi, 2018).

Por otro lado, la necesidad de nuevas estrategias en la investigacion sobre la
ansiedad no solo esta limitada por los modelos animales existentes, sino también
por la necesidad de tratamientos novedosos, seguros y eficaces para toda la gama
de trastornos relacionados con la ansiedad. La creciente preocupacion médica y
publica sobre el perfil de efectos secundarios de los ansioliticos de benzodiacepina
comunmente recetados que, de manera aguda, pueden incluir deterioro cognitivo y,

cronicamente, el desarrollo de dependencia de dosis normales (Etchebarne, 2019)

En el presente trabajo se evallo el efecto farmacol6gico del extracto metandlico de
las partes aéreas de Heliocarpus terebinthinaceus sobre el sistema nervioso; para
lo cual se empled una bateria de pruebas farmacolégicas para evaluar el efecto
antidepresivo (prueba de natacion forzada), efecto ansiolitico (modelo de laberinto
elevado en forma de cruz, y modelo de campo abierto), efecto sedante (prueba de
potenciacion el efecto hipnotico del pentobarbital), y efecto anticonvulsivante
(modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol). Estas pruebas son
validadas a nivel mundial en la busqueda de efecto farmacoldgico de extractos con

actividad a nivel del sistema nervioso.



2. Antecedentes

2.1 Enfermedades mentales

La salud mental es parte integral de la salud y del bienestar, segun la OPS
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2018) la salud mental puede ser definida
como; “Un estado de completo bienestar fisico, mental y social, que permite a los
individuos realizar sus habilidades, afrontar el estrés normal de la vida, trabajar de
manera productiva y fructifera, y hacer una contribucion significativa a sus
comunidades”. Sin embargo, la salud mental ha sido objeto de abandono e
indiferencia. La carga de los trastornos mentales en la Region de las Américas,
(OPS, 2018) menciona que las enfermedades mentales se consideran cada vez
mas una prioridad mundial en materia de salud; dada su carga economica, también
se las esta empezando a considerar una prioridad de desarrollo mundial.

De esta manera, la OMS 2013, hizo hincapié en que las personas con trastornos
mentales presentan tasas desproporcionadamente elevadas de discapacidad y
mortalidad, en el plan de accion sobre la salud mental 2013-2020, se plante6 que
las personas con depresidbn mayor o esquizofrenia tenian una probabilidad de
muerte prematura un 40% a 60% mayor que la poblacién general, debido a los
problemas de salud fisica, que a menudo no son atendidos (por ejemplo, canceres,
enfermedades cardiovasculares, diabetes e infeccion por VIH), y al suicidio. A nivel
mundial, el suicidio es la segunda causa mas frecuente de muerte en los jévenes.
Un estudio en la evaluacion de los servicios de salud mental en México en 2015
presento un total de 4, 936,614 de casos de depresion, que equivale a un 4.2% de
la poblacion general (OPS, 2018). Segun esto, alrededor de 4,281,809 personas
padecen el trastorno de ansiedad, lo que representa un 3.6% de la poblacion total
(OPS, 2018). El mencionar sélo las cifras de depresion y ansiedad, es debido a que
son los trastornos mas comunes, con diversas implicaciones; sin desestimar a los
demas.

Por lo que la problematica sanitaria en relacion con los diferentes trastornos

mentales es preocupante a nivel mundial y nacional.



2.1.1 Depresion

Segun la OMS (2019), la depresion es un trastorno mental frecuente y una de las
principales causas de discapacidad en todo el mundo. Afecta a méas de 300 millones
de personas en todo el mundo, con mayor prevalencia en las mujeres que en los
hombres.

Cuyos pacientes se caracterizan por presentar tristeza, pérdida de interés y de la
capacidad de disfrutar, sentimientos de culpa o baja autoestima, trastornos del
suefio o del apetito, cansancio y falta de concentracion. También puede presentar
diversos sintomas fisicos sin causas organicas aparentes. La depresion puede ser
de larga duracion o recurrente, y afecta considerablemente a la capacidad de llevar
a cabo las actividades laborales y académicas y de afrontar la vida cotidiana. En su
forma més grave, puede conducir al suicidio.

La depresion de leve a moderada se puede tratar eficazmente con terapias que
utilizan el didlogo, como la terapia cognitivo-conductual o la psicoterapia. Los
antidepresivos pueden ser un tratamiento eficaz para la depresién de moderada a

grave, pero no son el tratamiento de eleccion para la depresion leve (OMS, 2019).
2.1.1.1Clasificacion

Dependiendo del nimero y de la intensidad de los sintomas, los episodios
depresivos pueden clasificarse como leves, moderados o graves (Luna, 2001).

Trastorno depresivo recurrente: se caracteriza por repetidos episodios de
depresion. Durante estos episodios, hay estado de animo deprimido, pérdida de
interés y de la capacidad de disfrutar, y reduccion de la energia que produce una
disminucion de la actividad, todo ello durante un minimo de dos semanas. También
es frecuente que se padezcan sintomas de ansiedad, alteraciones del suefio y del
apetito, sentimientos de culpa y baja autoestima, dificultades de concentracion e

incluso sintomas sin explicacion médica.

Trastorno afectivo bipolar: consiste caracteristicamente en episodios maniacos y

depresivos separados por intervalos con un estado de animo normal. Los episodios



maniacos cursan con estado de &nimo elevado o irritable, hiperactividad, logorrea,

autoestima excesiva y disminucion de la necesidad de dormir.

Por otro lado, (“Criterios diagndsticos. Manual diagnéstico y estadistico de los
trastornos mentales” 1994), citado en (Dechent, 2008), menciona que dicha
clasificacion incluye la depresién mayor, depresion menor, trastorno distimico y

trastorno adaptativo.

Depresién mayor: presencia de 5 o0 mas de los siguientes sintomas: estado de
animo depresivo, disminucion marcada del interés o anhedonia, pérdida importante
de peso en ausencia de dieta o ganancia de peso, insomnio 0 hipersomnia,
agitacion o lentificacibn psicomotora, fatiga o pérdida de energia, sentimientos
excesivos de inutilidad o culpa, disminucién de la capacidad para concentrarse,
pensamientos recurrentes de muerte o suicidio. Al menos uno de los sintomas debe
ser estado de animo depresivo o disminucion de interés o anhedonia. Los sintomas
persisten mas de 2 meses, no se explican por otras enfermedades o duelo y

provocan malestar clinicamente significativo o deterioro funcional.

Depresion menor: presencia de a lo menos 2, pero menos de 5 sintomas de la
depresion mayor (DM). Los sintomas persisten mas de 2 semanas, no se explican
por otras enfermedades o presencia de duelo y provocan malestar clinicamente
significativo o deterioro funcional. Diagndstico s6lo es posible en ausencia de

historia de DM, distimia, bipolar o alteraciones psicéticas.

Trastorno distimico: presencia de estado de &nimo depresivo y 2 o mas de los
sintomas de la depresion mayor: pérdida o aumento de apetito, insomnio o
hipersomnia, fatiga, sentimientos excesivos de inutilidad o culpa, dificultad para
concentrarse o tomar decisiones, sentimientos de desesperanza. Duracion de 2
afnos y sin periodos de ausencia de sintomas de mas de 2 meses. Ausencia de

episodios de DM. Provocan malestar significativo y deterioro funcional.



Trastorno bipolar: cumple criterio de DM y tiene antecedentes de al menos 1
episodio maniaco o episodio mixto. No deben superar los 6 meses después de

retirado el evento estresante y provoca malestar significativo o deterioro funcional.

Trastorno adaptativo con animo depresivo: sujetos que desarrollan estado de
animo depresivo, tendencia al llanto o desesperanza en los 3 meses posteriores a

un evento estresante. El duelo no es considerado un evento estresante.

2.1.1.2 Prevalencia

La depresién representa un problema de salud publica debido a su alta prevalencia
alrededor del mundo. La etiologia de la depresion es compleja ya que en ella
intervienen factores psicosociales, genéticos, y biolégicos (Corea Del Cid, 2021).
Cada aflo mas personas alrededor de todo el mundo son diagnosticadas con
depresion, dentro de las cuales se encuentran muchos adolescentes y adultos
jovenes. El impacto de los factores psicosociales en la poblacién adolescente y en
los adultos jévenes pueden exacerbar la intensidad de la enfermedad y aumentar
exponencialmente las ideaciones suicidas, los intentos suicidas e incluso lograr el
cometido con éxito.

Las prevalencias observadas en los Estados Unidos, Europa y Brasil son mas
elevadas ya que mas de 15% de poblacién ha padecido depresién mayor alguna
vez en su vida y mas del 6% durante el afio anterior. En Estados Unidos se reporta
que alrededor de uno de cada cinco adultos mayores de 18 afios presentaron
sintomatologia asociada con el trastorno depresivo en el 2019. En México la
depresion ocupa el primer lugar de discapacidad para las mujeres y el noveno para
los hombres. Los datos de la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica
(ENEP) en México sefialan que el 9.2% de los mexicanos sufrieron un trastorno
afectivo en algiin momento en su vida y 4.8% en los doce meses previos al estudio
(Corea Del Cid, 2021)

Se estima que durante la pandemia por el SARS-CoV-2, los porcentajes de la
poblacién que padecen depresién han aumentado, ya que el cambio inesperado y
tan largo en cuarentena pudo haber afectado a miles o millones de personas,

haciéndolos entrar en episodios de ansiedad y depresion, sin embargo, no hay un
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namero exacto de casos, ya que por lo mismo del cierre de diversos trabajos y

plataformas sin actualizar como el INEGI y la OMS, es dificil tener un porcentaje o

un numero total de casos (Padilla et al., 2022).

2.1.1.3 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la depresion tiene multiples ejes, se han presentado teorias

bioldgicas y psicoldgicas, no obstante, con los recientes estudios, es indudable la

activacion de los mecanismos inmunoldgicos y su importancia en el tratamiento

farmacoldgico (Bernaras et al., 2019).

La hipotesis monoaminérgica: esta hipétesis es el marco conceptual
predominante que aborda la fisiopatologia de la DM y establece que el
sindrome se origina por la menor disponibilidad de monoaminas en el
cerebro, principalmente de serotonina (5-HT) y noradrenalina (NA). La
hipétesis originalmente se basa en que la mayoria de los farmacos
antidepresivos aumentan el nivel cerebral de 5-HT y NA mediante la
inhibicion de su recaptura o de su degradacion enzimética. Estudios
recientes aportan mayor sustento a la hipotesis. Por ejemplo, imagenes con
PET revelan que los pacientes con DM muestran mayor expresion de la
monoamino-oxidasa A (MAO-A) en la CPF, la corteza temporal, el
hipocampo, el tadlamo, el nacleo accumbens (NAc) y el mesencéfalo. Este
hallazgo hace suponer que la mayor tasa de degradacion de 5-HT y NA es
uno de los mecanismos fisiopatolégicos que atenta la transmision
monoaminérgica. Por su parte, el polimorfismo G1463A en el gen de la
hTPH2 sugiere que el déficit serotoninérgico reside en la sintesis de 5-HT, ya
gue el correspondiente cambio de aminoéacido resulta en la pérdida del 80%
de la funcién enzimética. La asociacion con la DM se confirma cuando en un
grupo de 87 pacientes, el 10% portaba el polimorfismo G1463A, un
porcentaje significativamente mayor al valor encontrado (1%) en la muestra

(n=219) de individuos sanos.



Una evidencia clinica que apoya la hipotesis monoaminérgica proviene de
estudios en pacientes sometidos al protocolo de deplecion del triptéfano (Trp)
cerebral. Una prediccidn del paradigma es que la deplecion facilita la recaida
depresiva so6lo en aquellos pacientes que respondieron al tratamiento con los
inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (SSRIS).

Es limitado el nimero de estudios cuando se reduce el nivel cerebral de NA
y dopamina, sin embargo, los datos apuntan en la misma direccién que en la
deplecion del Trp. Una evidencia a favor del componente noradrenérgico
proviene de estudios post-mortem en donde se midi6 la unién de un ligando
del transportador de NA en el locus coeruleus (LC). En una muestra de
pacientes con DM se encontr6 una menor densidad del transportador
respecto a los sujetos control. Se postula que este cambio es resultado de la
menor biodisponibilidad de la NA en la sinapsis, o que es plausible
considerando que la mayor expresion de la MAO-A en el mesencéfalo estaria
incrementando la degradacion enzimatica de la NA.

La hipotesis neurotréfica: esta hipotesis propone que la DM también se
debe a la atrofia neuronal producto de la menor expresion del factor de
crecimiento derivado del cerebro (BDNF). También propone que el estrés
cronico desregula al eje HPA propiciando la exposicién sostenida del tejido
nervioso al cortisol y, con ello, la inhibicion de la expresion del BDNF.
Estudios post-morten aportan evidencia del mecanismo neurotrofico, pues se
ha observado una menor expresion del BDNF y de su receptor TrkB en el
hipocampo y la CPF de pacientes con DM, respecto a individuos sin
padecimiento psiquiatrico al momento del deceso. Otro estudio, reporta que
pacientes con DM bajo tratamiento farmacolégico muestran una mayor
expresion del BDNF en el hipocampo, comparado con pacientes sin
tratamiento. El resto de la evidencia proviene de estudios en roedores
sometidos a estrés cronico. Un efecto comun de los paradigmas de estrés es
la menor expresion del BDNF y de su receptor TrkB en el hipocampo,
mientras que la administracion cronica de antidepresivos revierte el efecto

del estrés sobre ambas proteinas. Ademas, los antidepresivos reducen el



dafio inducido por el estrés sobre la arborizacion dendritica de las neuronas
piramidales del hipocampo y estimulan la neurogénesis. La evidencia
conductual proviene de modelos murinos de conducta depresiva. Por
ejemplo, se cree que la prueba de nado forzado (NF) mimetiza la conducta
de desesperanza del humano, y a pesar de su simpleza metodoldgica tiene
gran valor predictivo de la eficacia terapéutica de los antidepresivos. Con la
de nado forzado se reporta que la inyeccion de BDNF (un dia antes de la
prueba) en el hipocampo de la rata tiene efecto antidepresivo con eficacia
similar al tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, este efecto conductual
agudo del BDNF contrasta con el hecho de que sélo el tratamiento cronico
(21 dias) con antidepresivos aumenta la expresion del BDNF y su receptor
en esta misma especie. Es decir, el desfase entre el efecto conductual en NF
y génico del BDNF debe tomarse con reserva como sustento de la hipétesis

neurotrofica.
2.1.1.4Tratamiento

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

su mecanismo de accion y de su cronologia de aparicion (Lopez et al., 2006).
Las generaciones de los farmacos se pueden clasificar de la siguiente manera:

o Antidepresivos de la primera generacion: La mayoria de ellos son triciclicos,
como lo es la amitriptilina, clomipramina, desipramina, imipramina y
nortriptilina

o Antidepresivos de la segunda generacion: Son heterogéneos en su
estructura quimica, estos incluyen la maprotilina, la mianserina y la
viloxacina.

o Antidepresivos de la tercera generacion: Se constituye por los inhibidores de
la recaptacion de la serotonina (citalopran, fluoxetina, fluvoxamina,
nefazodone, paroxetina y trazodone) (Florez et al., 2005; Bafios y Farre,
2002).



Tabla 1. Farmacos utilizados en el tratamiento de personas con trastornos
depresivos y sus efectos secundarios.

Farmacos Efectos secundarios
Imipramina Temblor incontrolable, espasmos musculares, dificultad para respirar,
cambios en el deseo o capacidad sexual y sarpullido.

Escitalopram Nauseas, diarrea, estrefiimiento, cambios en el deseo o capacidad
sexual, somnolencia, mayor sudoracion, mareos, acidez estomacal,
dolor de estbmago, cansancio excesivo, boca seca, disminucion del
apetito y pérdida de peso.

Fenelzina Pupilas dilatadas, coloracion amarillenta de la piel o los ojos, temblor

incontrolable, disminucion de la capacidad sexual, mareos,
somnolencia y constipacion

Desvenlafaxina

Estrefiimiento, pérdida de apetito, boca sea, mareos, cansancio
extremo, suefios inusuales, bostezos, sudoracién, temblor
incontrolable de una parte del cuerpo, dolor, ardor, entumecimiento u
hormigueo, pupilas dilatadas, cambios en el deseo o capacidad

sexual y dificultad para orinar.

Vilazodona urticaria, dificultad para respirar, pérdida del conocimiento,

alucinaciones, temblor incontrolable

convulsiones, latidos cardiacos rapidos o irregulares, sangrado,

2.1.2 Ansiedad

La ansiedad se define como la anticipacion a una amenaza futura que surge de la
percepcion de estimulos generales potencialmente dafiinos, evocando un estado de
inquietud, agitacion, preocupacion e hipervigilancia (Luna, 2001).

Se ha conceptualizado a la ansiedad como un mecanismo de respuesta fisiolégica
y conductual generada para evitar un dafio. Desde el punto de vista evolutivo se le
considera una conducta adaptativa, ya que promueve la supervivencia induciendo
al individuo a mantenerse alejado de situaciones y lugares con un peligro potencial.
Sin embargo, la ansiedad puede convertirse en un trastorno mental, cuando esta
conducta surge recurrentemente como una respuesta anticipatoria involuntaria e
intensa ante una amenaza potencial, ya sea real o supuesta. Ademas, en los
trastornos de ansiedad la respuesta es persistente e incontrolable, mermando la
calidad de vida del individuo (Carballo et al., 2019).

La ansiedad patoldgica es considerada un trastorno psiquiatrico y su diagndéstico
esta sujeto a un juicio clinico que depende del umbral de respuesta del individuo a

estimulos ansiogénicos externos o internos (Carballo et al., 2019).
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2.1.2.1Clasificacion

Basados en los criterios propuestos en el DSM (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders) los trastornos de ansiedad en general producen una intensa
angustia y miedo, acompanada de opresion en el pecho y un deterioro significativo
del funcionamiento, niveles crecientes de preocupacion y tension por alguna
situaciéon temida. Dependiendo del tipo de trastorno se presentan sintomas
particulares (Carballo et al., 2019).

Angustia sin agorafobia: crisis de angustia recurrentes e inesperadas que causan
preocupacion permanente al paciente.

Angustia con agorafobia: crisis de angustia y agorafobia de caracter recurrente e
inesperado que causan ansiedad.

Agorafobia sin historia de trastorno de angustia: se presenta al encontrarse en
lugares o situaciones donde escapar puede ser dificil o embarazoso, pero sin la
presencia de crisis de angustia.

Fobia especifica: ansiedad como respuesta a la exposicidn a situaciones u objetos
especificos temidos, que conllevan a comportamiento de evitacion.

Fobia social: ansiedad como respuesta a situaciones sociales o actuaciones en
publico, que conllevan a comportamiento de evitacién.

Obsesivo compulsivo: obsesiones que causan ansiedad, malestar y compulsiones
cuyo proposito es neutralizar dicha ansiedad.

Estrés postraumatico: ansiedad ante la reexperimentacion de eventos traumaticos
y comportamiento de evitacion hacia estimulos relacionados con el trauma.

Estrés agudo: ansiedad y malestar que aparecen inmediatamente después a un
acontecimiento traumatico.

Ansiedad generalizada: ansiedad y preocupacion de caracter excesivo y
persistente durante al menos seis meses (Delgado et al., 2021).

La fisiopatologia se puede presentar por varios factores dentro del ciclo de vida del
estado de animo como sintomas caracteristicos de los trastornos por ansiedad
dentro de estos estan los estados caracteristicos:

e Tension motora: temblor, tension o dolor muscular, inquietud y fatigabilidad

excesiva.
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e Hiperactividad Vegetativa: sensacion de ahogo, taquicardia, manos frias o
hamedas, boca seca, mareo, escalofrio, miccidén frecuente y sensacion de tener un
"nudo en la garganta”.

e Hipervigilancia: sentirse atrapado, exageracidn en la respuesta de alarma,

dificultad para concentrarse, insomnio e irritabilidad.

2.1.2.2 Fisiopatologia

En los trastornos por ansiedad participan algunas de las estructuras cerebrales que
conforman el sistema limbico, y es ahi en donde se ha observado que los farmacos
ansioliticos ejercen algunas de sus acciones. El sistema limbico es el responsable
de las emociones y de las estrategias asociadas a la sobrevivencia. Entre estas
emociones se encuentran: el miedo, la furia, las sensaciones ligadas al sexo o al
placer y también al dolor y a la angustia (Gonzéalez y Parra-Bolafios, 2023).
Experimentalmente se ha demostrado la participacion de algunas de las estructuras
limbicas en los procesos ansiosos. Por ejemplo, la lesién del area septal en su
porcion lateral produce cambios en una prueba Util para evaluar procesos
conductuales sugerentes de ansiedad, la prueba de lamido de agua. Estos cambios
son revertidos por la estimulaciéon eléctrica de estos ndcleos. También se ha
sugerido la participacion de la amigdala en el proceso de la ansiedad. La lesion de
la parte anterior y posterior de la amigdala central y la parte anterior de la amigdala
basolateral de la rata reduce la ansiedad (Delgado et al., 2021).

Ademas, la aplicacion in situ de benzodiacepinas (diazepam, lormetazepam y
flurazepam) y del barbitirico fenobarbital en la amigdala, producen acciones
ansioliticas. Estas acciones reductoras de ansiedad son antagonizadas por el
flumazenil, un antagonista del complejo receptor GABA/benzodiacepinas (Delgado
et al., 2021).

El estrés cronico, disminuye los niveles cerebrales del &cido gamma-amino butirico
(GABA) en el hipocampo de la rata, o que coincide con observaciones en humanos
en estado ansioso y depresivo, en quienes se han encontrado niveles disminuidos

de GABA en el liquido cefalorraquideo.
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En consistencia, la administracién de farmacos ansioliticos que tienen acciones
agonistas GABAérgicos, disminuyen algunos sintomas de la ansiedad y de la
depresion. Sin embargo, otros neurotransmisores como la serotonina (5-HT), la
noradrenalina (NA) y la dopamina (DA) también estan involucrados en la
fisiopatologia de los trastornos por ansiedad. En la rata, los agentes agonistas
GABAérgicos promueven un incremento de la funcién del GABA y una reduccion de
los indicadores de ansiedad en pruebas conductuales; pero también los efectos
ansioliticos de los antidepresivos se deben a la estimulacion de los receptores 5-
HT1A en el hipocampo dorsal. De estas observaciones en animales de laboratorio
y algunas en el humano, se ha sugerido que los farmacos que promueven un
equilibrio en la neurotransmision mediada por la 5-HT (p. €j.: los antidepresivos
triciclicos e inhibidores de la monoamino-oxidasa) y sobre el complejo de receptores
de GABA (p. €j.: las benzodiazepinas) controlan algunas manifestaciones de los
trastornos por ansiedad. Ademas, las hormonas esteroidales también ejercen
acciones ansioliticas en animales experimentales y en el humano por acciones

agonistas sobre los receptores GABA.

2.1.2.3Tratamiento
En la actualidad, para el tratamiento de la ansiedad se recomienda entre los

derivados de la BzZD el clordiazepoxido, diazepam, oxazepam, lorazepam,
prazepam, alprazolam, halazepam y clonazepam. Seran utiles en casos de
significativa disforia; si la ansiedad es incapacitante o disfuncional (Cerballo, 2019).
La probabilidad de producir efectos adversos se incrementa con el uso prolongado
de BZD. A dosis hipnéticas pueden producir aturdimiento, laxitud, incremento del
tiempo de reaccion, trastorno de las funciones mentales y motoras, confusién,
agitacién, psicosis, debilidad, cefalalgia, vértigo, nduseas, vomitos, diarrea. Puede
haber somnolencia residual durante el dia. Hay otras menos frecuentes como
reacciones alérgicas, hepatotoxicas y hematoldgicas, reacciones de desinhibicion o
descontrol que pueden acomparfarse también de paranoia, depresion e ideacion
suicida, estas ultimas son raras y pueden relacionarse con la dosis (Luna et al.,
2001).
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Tabla 2. Farmacos utilizados para el tratamiento de los trastornos de
ansiedad y sus efectos secundarios.

Farmacos Efectos secundarios
utilizados
Diazepam Pérdida del control de los movimientos corporales, temblor

incontrolable, respiracion y ritmo cardiaco lento, mareos, debilidad
muscular, dolor de cabeza, boca seca, confusiébn y cambios en el
deseo o capacidad sexual

Bromazepam Debilidad muscular, disminucion de la Vvigilancia, trastornos
gastrointestinales, alteraciones de la libido, reacciones cutaneas,
confusién, mareo, aumento del apetito y conducta inadecuada
Lormetazepam | Agitacion, irritabilidad, agresividad, delirios, ataques de ira, pesadillas,
alucinaciones, psicosis, comportamiento inadecuado, discrasia
sanguinea, hipotension y amnesia

Alprazolam Dificultad para respirar, convulsiones, urticaria intensa, ictericia en la
piel u ojos, confusion, somnolencia, aturdimiento, dolor de cabeza,
cansancio, mareos, irritabilidad, cambios en el deseo o capacidad
sexual, estrefiimiento y dolor de articulaciones

2.1.3 Epilepsia

La epilepsia es una enfermedad cerebral no transmisible cronica que afecta a unos
50 millones de personas en todo el mundo. Segun la OMS (2019), esta se
caracteriza por convulsiones recurrentes, que son episodios breves de movimiento
involuntario que pueden involucrar una parte del cuerpo (parcial) o todo el cuerpo
(generalizado) y en ocasiones se acompafian de pérdida de conciencia y control de
la funcién intestinal. Las convulsiones se deben a descargas eléctricas excesivas
de grupos de células cerebrales que pueden producirse en diferentes partes del
cerebro. Las convulsiones pueden ir desde episodios muy breves de ausencia o de
contracciones musculares hasta convulsiones prolongadas y graves. Su frecuencia
también puede variar desde menos de una al afio hasta varias al dia (Prior, et al.,
2023).

Las caracteristicas de las convulsiones varian y dependen de en qué parte del
cerebro comienza la alteracion y como se propaga. Ocurren sintomas temporales,
como pérdida del conocimiento o la conciencia, y alteraciones del movimiento, de
los sentidos (incluyendo vision, audicién y gusto), estado de animo u otras funciones

cognitivas (Prior, et al., 2023).

14



2.1.3.1Clasificacion

Las crisis epilépticas se clasifican en focales y generalizadas, en funcion de como y

donde comienza la actividad cerebral anormal (Huaranga, 2020).

K2
L ¥4

focales o parciales: Los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades mencionan que las convulsiones principalmente se localizan
en una sola area del cerebro. Este tipo de epilepsia también se conocen
como convulsiones parciales. Dentro de este tipo de convulsiones se
encuentran las convulsiones focales simples que afectan a una pequeia
parte del cerebro, la cual puede provocar sacudidas o un cambio de
sensacion, como un sabor o un olor extrafio. Por otra parte, también estan
las convulsiones focales complejas que pueden hacer que la persona con
epilepsia se sienta confundida por lo tanto la persona no podra responder
preguntas ni seguir instrucciones por unos pocos minutos. Y por ultimo estan
las convulsiones generalizadas secundarias, que inician en una parte del
cerebro, pero luego se extiende a ambos lados del cerebro. En otras
palabras, la persona primero tiene una convulsion focal, seguida de una
convulsion generalizada, por ello el nombre de convulsion generalizada
secundaria (CDC, 2018).

generalizadas: Es un periodo de actividad eléctrica descontrolada que se da
en el cerebro, la cual puede deberse a una condicion médica que provoca
convulsiones recurrentes (epilepsia). Estas convulsiones llegan afectar a
personas de cualquier edad, pero son mas comunes en los nifios y adultos
jovenes, por otra parte, los sintomas mas comunes son la pérdida de
conciencia, con pérdida de memoria y confusion después de la convulsion.
Otras causas pueden ser fiebre alta (en nifios), abstinencia alcohdlica,
infecciones del sistema nervioso y niveles muy bajos de azulcar en la sangre

por ejemplo las personas diabéticas (CDC, 2018).
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2.1.3.2Fisiopatologia

Los mecanismos que generan una descarga eléctrica son: disminucion de los

mecanismos gabaérgicos, aumento de los mecanismos exitadores mediados por

acido aspartico y glutamico y una alteracion de la conduccion trasmembrana de los

iones sodio y calcio. Los neurotransmisores que participan en la generacion de las

convulsiones pueden ser excitatorios o inhibitorios, los primeros abren canales de

sodio y calcio como el glutamato y la acetilcolina, y los inhibidores abren los canales

de potasio y de cloruro como el GABA (Orive, 2019).

Mecanismos Gabaérgicos en la Epilepsia: El &cido gamma-aminobutirico
es el neurotransmisor inhibitorio mas extendido en el sistema nervioso central
(SNC). Se evalta en un 30% la proporcion de sinapsis del SNC en las que
interviene el GABA. Este neurotransmisor vehiculiza diferentes tipos de
inhibicion y juega un rol en el control de las funciones motrices y mantiene el
tono inhibitorio que contrabalancea la excitacion neuronal. Cuando este
balance es perturbado pueden surgir distintas patologias. Estudios
experimentales y clinicos indican que GABA tiene un importante rol en los
mecanismos y tratamientos de la epilepsia. Sin embargo, las bases
moleculares y celulares de los sindromes epilépticos aun deben ser
determinadas. Sin embargo, considerables evidencias sugieren que una
funcion gabaérgica dafiada puede causar crisis epilépticas y estar implicada
en algunos tipos de epilepsia (Paredes, 2023).

Mecanismos Excitatorios en la Epilepsia: Ha transcurrido medio siglo
desde que se demostré por primera vez que la aplicacion de glutamato
monosaodico en la corteza cerebral induce despolarizaciones masivas. En la
actualidad, existe consenso que el glutamato es el agente neurotransmisor
empleado en la mayoria de las sinapsis excitadoras del SNC. Ademas de la
funcibn como mediador de la transmision sinaptica, participa durante la
formacion del sistema nervioso en procesos de crecimiento y maduracion
neuronal, en la formacién y eliminacion de sinapsis y, en determinadas areas
y de forma dependiente de actividad, en la formacién de patrones precisos

de conectividad sinaptica (Paredes, 2023).
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En referencia a la epilepsia, numerosos estudios ponen de manifiesto
diversas alteraciones del sistema glutamatérgico. La sobreexcitacién de las
neuronas por glutamato puede producir descargas epilépticas y la aplicacion
directa de glutamato en la amigdala puede inducir un efecto simil al kindling.
El kindling se define como la administracion repetida de un estimulo eléctrico
subconvulsivo o subliminal que conduce a un aumento progresivo de la
actividad convulsiva generalizada. Estos hechos demuestran que el sistema
glutamatérgico se encuentra profundamente involucrado en la patologia de
la epilepsia. Mas recientemente se ha asociado la marcada muerte neuronal
que se encuentra tanto en cerebros humanos como en modelos animales a
la sobreactivacion de los receptores glutamatérgicos.

Muerte neuronal por excitoxicidad: Las crecientes evidencias
experimentales y clinicas concernientes a la posible toxicidad de los
aminodacidos excitatorios han dado lugar a la teoria excitotoxica. Esta teoria
postula que niveles excesivos de glutamato endbégeno, o una
hipersensibilidad de sus receptores, puedan mediar varios de los hallazgos
qgue caracterizan a la degeneracion neuronal. Diversos trabajos describen
gue la (epilepsia del I6bulo temporal) ELT esta caracterizada por alteraciones
morfologicas del hipocampo hallando una importante cantidad de neuronas
muertas. La alteracion mas frecuentemente observada es la pérdida masiva
de neuronas en el hilus del giro dentado y en las células piramidales de las
capas CAl y CA3 del hipocampo. ElI complejo amigdalino también es un
componente importante entre las areas blanco en esta patologia (Paredes-
Aragon et al., 2023).
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2.1.3.3Tratamiento

Historicamente, los farmacos antiepilépticos pueden ser clasificados en tres
generaciones: la primera generacion comprende aquellos comercializados entre
1857 y 1958, la segunda generacion los cuales fueron introducidos entre 1960 y
1975. Justo después de 1980, pasaron a ser comercializados compuestos de
tercera generacion, constituidos por farmacos descubiertos por el “desarrollo
racional’. En la Tabla 3 se muestran los diferentes farmacos en base a la
generacion. Actualmente se estan desarrollando antiepilépticos de cuarta

generacion (Targas, 2014).

Tabla 3. Farmacos utilizados para el tratamiento de trastornos epilépticos.

Primera generacién Segunda generacion Tercera generacion
Bromuro de potasio Carbamazepina Progabida
Fenobarbital Valproato Gabapentina
Fenitoina Benzodiacepinas Vigabatrina
Primidona Tiagabina

Trimetadiona

2.1.3.3 Efectos secundarios no deseados
Los efectos adversos de los farmacos antiepilépticos son un problema frecuente en

la poblacién epiléptica y limitan considerablemente la calidad de vida global de estos
enfermos (Garcia-Pefias et al., 2014). En la Tabla 4 se muestran los algunos efectos
secundarios reportados por algunos farmacos antiepilépticos.

Tabla 4. Farmacos actuales utilizados para el tratamiento de trastornos epilépticos y
sus efectos secundarios.

Farmacos utilizados Efectos secundarios

Fentionina Ampollas, sangrado, ritmo cardiaco irregular,
movimientos oculares y corporales incontrolables,
pérdida de coordinacion, dolor o curvatura del pene.

Lamotrigina Convulsiones, inflamacion, sangrado, fiebre, sarpullido,
ictericia, miccion con sangre, dolor de pecho, debilidad
muscular, acidez estomacal, somnolencia y vomitos.

Oxcarbazepina Descamacion, sarpullido, desprendimiento de la piel,
llagas en la boca o alrededor de los ojos, miccién con
sangre, inflamacion vaginal, y movimientos oculares
incontrolables.
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2.2 Sedacion y estado hipnético

Muchos agentes pueden deprimir la funcidn del sistema nervioso central y producir
calma o somnolencia (sedacion). Los farmacos depresores del SNC incluyen
benzodiacepinas, otros agonistas del receptor de benzodiacepinas (los
"compuestos Z"), barbituricos, y agentes sedantes-hipnoticos de diversa estructura
quimica. Los farmacos sedantes-hipnoticos mas antiguos deprimen el SNC de
forma dependiente de la dosis, produciendo progresivamente un espectro de
respuestas desde la sedacion leve hasta el coma y la muerte. Un medicamento
sedante disminuye la actividad, modera la excitacion y calma al receptor, mientras
gue un medicamento hipnético produce somnolencia y facilita la aparicion y el
mantenimiento de un estado de suefio que se asemeja al suefio natural en sus
caracteristicas electroencefalogréaficas y desde el cual el receptor puede
despertarse facilmente. La sedacion es un efecto secundario de muchos
medicamentos que no son depresores generales del SNC (p. Ej., Antihistaminicos
y agentes antipsicoticos). 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 hipnéticos sedantes benzodiacepinicos se parecen
a tales agentes; aunque el coma puede ocurrir a dosis muy altas, las
benzodiacepinas no producen anestesia quirdrgica ni intoxicacion mortal en
ausencia de otras drogas con acciones depresoras del SNC; Una excepcion
importante es el midazolam, que se ha asociado con una disminucién del volumen
corriente y de la frecuencia respiratoria. Ademas, existen antagonistas especificos
de las benzodiacepinas. Esta constelacion de propiedades distingue a los agonistas
del receptor de benzodiacepinas de otros farmacos hipnéticos sedantes e imparte
una medida de seguridad tal que las benzodiacepinas y los compuestos Z mas
nuevos han desplazado en gran medida a los agentes mas antiguos para el

tratamiento del insomnio y la ansiedad (Olmos et al., 2019).
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Los farmacos sedantes-hipnéticos que no se dirigen especificamente al receptor de
benzodiacepinas pertenecen a un grupo de agentes que deprimen el SNC de forma
dependiente de la dosis, produciendo progresivamente calma o somnolencia
(sedacion), suefio (hipnosis farmacologica), pérdida del conocimiento, coma, cirugia
anestesia y depresion fatal de la respiracion y regulacion cardiovascular. Comparten
estas propiedades con una gran cantidad de productos quimicos, incluidos los
anestésicos generales y los alcoholes alifaticos, especialmente el etanol. Solo dos
puntos de referencia en el continuo de la depresion del SNC producida por el
aumento de las concentraciones de estos agentes se pueden definir con un grado
razonable de precision: anestesia quirdrgica, un estado en el que los estimulos
dolorosos no provocan una respuesta conductual o autonoma, y la muerte, que
resulta desde una depresion suficiente de las neuronas medulares para interrumpir
la coordinacion de la funcién cardiovascular y la respiraciéon. Los "puntos finales" a
concentraciones mas bajas de depresores del SNC se definen con menos precision,
en términos de déficits en la funcién cognitiva (incluida la atencion a los estimulos
ambientales) o habilidades motoras (por ejemplo, ataxia) o de la intensidad de los
estimulos sensoriales necesarios para provocar algunos respuesta refleja o
conductual. Otros indices importantes de disminucion de la actividad del SNC, como
la analgesia y la supresién de las convulsiones, no necesariamente caen a lo largo
de este continuo; pueden no estar presentes en concentraciones sub anestésicas
de un farmaco depresor del SNC (p. €j., un barbitarico), o pueden lograrse con una
sedacion minima u otra evidencia de depresion del SNC (p. €j., con dosis bajas de

opioides, fenitoina o etosuximida (Olmos et al., 2019).

2.3 Modelos Farmacoldgicos

2.3.1 Nado forzado (NF)

El modelo de nado forzado es un modelo que propuso Porsolt en 1977 para evaluar
el efecto antidepresivo de diferentes sustancias. Este modelo farmacoldgico es
probablemente el mas empleado en la busqueda del potencial antidepresivo de un

compuesto nuevo (McArthur y Borsino, 2006), extracto y fracciones de plantas
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medicinales (Zhang, 2004). El parametro de mayor validez de esta prueba es el
tiempo de inmovilidad de los animales cuando se les somete a una prueba de nado.
Se ha demostrado que los farmacos antidepresivos tienen la capacidad de inducir
una disminucion de la duracién del tiempo de inmovilidad. Por lo cual, el modelo de
nado forzado es una prueba farmacoldgica experimentalmente valida en basqueda
de sustancias de origen vegetal que 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.

2.3.2 Laberinto Elevado en forma de Cruz (LEC)

El laberinto elevado en forma de cruz (LEC) es utilizado en la busqueda de farmacos
gue puedan ser Utiles en el tratamiento contra la ansiedad (Zhang, 2004), es un
modelo que mide la tasa de aproximacién contra la evitacion, al presentar una
seleccién entre un ambiente que es seguro (brazos cerrados del laberinto) y un
espacio que 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 encontrd que este modelo es también util
para evaluar la disminucién de la ansiedad y la generaciéon de ésta (Lister, 1987).
Aungue 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).

2.3.3 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
y Cummins, 1975). El CA es ahora uno de los procedimientos mas populares para
investigar la conducta animal, sobre todo la valoracién de la actividad motora (Prut
y Belzung, 2003).
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2.3.4 Potenciacion del estado hipnético del pentobarbital

Los barbitdricos fueron una vez empleados ampliamente como farmacos sedantes-
hipnéticos. Excepto por unos pocos usos especializados, han sido ampliamente
reemplazados por las benzodiacepinas que son mucho mas seguras. Los
barbittricos deprimen reversiblemente todos los tejidos excitables. El sistema
nervioso central es altamente sensible, y aun cuando los barbitaricos 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 barbitaricos.

2.3.5 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol

El pentilentetrazol es un farmaco que estimula el sistema nervioso central este es
utilizado como agente anticonvulsivante y se usa para provocar convulsiones. Si
este es utilizado en dosis bajas de 20 mg/kg este va a producir crisis de ausencia,
estas se caracterizan por breves cambios del estado de conciencia, mientras que
las dosis mayores a 50 mg/kg va a provocar crisis convulsivas de tipo clénico-tdnico
estas son muy parecidas a las convulsiones que sufren los humanos.
El pentilentetrazol (PTZ) ha sido utilizado en ratas y se ha demostrado que en dosis
altas este produce un patrdn tipico convulsivo este consiste en movimientos
faciales, cola erguida seguido por espasmos musculares del cuello y tronco que
posteriormente se van a propagar a las extremidades para posteriormente perder la
postura y se desencadena la fase clinica que es una serie de movimientos
involuntarios bruscos y mas adelante sigue la crisis tonica que es una
hiperextension de las extremidades. Por esto la administracion del pentilentetrazol
es considerado conveniente para estudiar las crisis tonico-clénicas generalizadas
(Ramos y Correa, 2012).
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2.4 Generalidades de la Familia Tiliaceae (sinébnimo Malvaceae)

A esta familia se le adjudican alrededor de 50 géneros y 450 especies, esta bien
representada en regiones tropicales y subtropicales del mundo, siendo menos
diversa en climas templados. Actualmente algunos autores proponen que Tiliaceae,
junto con Malvaceae, Bombacaceae y Sterculiaceae conforman una sola familia; sin
embargo, en la Flora del Bajio y de regiones adyacentes se les ha dado un

tratamiento independiente.

2.4.1 Heliocarpus terebinthinaceus

Cuahuilagua (Heliocarpus terebinthinaceus (DC.) Hochr, 1914) es un arbol o
arbusto de 4 a 5 m de alto (Figura 1), ginodioico, caducifolio, que presenta ramas
viejas de color crema a café oscuro, es un elemento del matorral subtropical, del
bosque tropical caducifolio, de algunos encinares de ambientes secos, que crece
con frecuencia en zonas perturbadas, tales como: orillas de carreteras y de brechas,
asi como en terrenos de cultivo abandonado, sobre suelos y rocas de origen igneo,
de acuerdo con su abundancia en la regién, se considera fuera de peligro de
extincion (Pérez-Calix, 2009).

Diversos autores clasifican a H. terebinthinaceus como parte de la Familia Tiliaceae,
proponiendo que Tiliaceae, junto con Malvaceae, Bombacaceae y Sterculiaceae
conforman una sola familia (Pérez-Calix, 2009). Por otro lado, el Departamento de
Botanica, Instituto de Biologia (IBUNAM)., clasifica a H. terebinthinaceus dentro de
la familia Tiliaceae. Por lo que la familia Tiliaceae tiene una amplia gama de
investigacion en cuanto a sus propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antioxidantes y antimutagénicas (vide infra), de acuerdo con diversos estudios
quimicos y biologicos (Fernandez, 2006).

2.4.2 Clasificacion taxondmica

El Departamento de Botanica del Instituto de Biologia (IBUNAM), clasifica a esta
especie (Direccidn General de Repositorios Universitarios, 2022) de la siguiente

manera:
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Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Tiliaceae
Género: Heliocarpus
Especie: Heliocarpus terebinthinaceus

Nombre cientifico: Heliocarpus terebinthinaceus (DC.) Hochr.

2.4.3 Usos etnomédicos

El principal uso medicinal que recibe esta planta en Oaxaca, Puebla, Tabasco y
Veracruz es como cicatrizante de heridas; se utiliza la corteza en polvo que se
espolvorea en la parte afectada. En Guerrero, la corteza machacada con limoén y
tomada en ayunas durante tres dias, se administra para curar retortijones (Biblioteca
Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Las cascaras de los tallos se
usan para apostemas, en Oaxaca se consume en infusién para el tratamiento del
pafio, acné, gastritis y enfermedades estomacales asociadas a agentes microbianos
(Gual-Diaz y Diego-Pérez, 2018).

Figura 1. Arbol de Cuahuilagua (Heliocarpus terebintinaceus, Tiliaceae).
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2.4.4 Farmacologiay fitoquimica

Estudios cientificos reportados evidencian que el extracto metandlico de
Heliocarpus terebinthinaceus presenta tilirdsido y otros glucésidos de kaempferol,
cuyo compuesto mostré actividades farmacologicas interesantes, tales como el
efecto citotoxico para lineas celulares leucémicas humanas y actividad
anticomplemento. Sin embargo, faltan datos sobre la presencia de este compuesto
en plantas medicinales (Nowak, 2003), de tal manera que estos antecedentes son
indicativos del posible efecto farmacologico a nivel del sistema nervioso. También
se sabe que el tilirosido, un flavonoide glucosidico dietético natural, inhibe la
neuroinflamacion y se han hecho estudios sobre los mecanismos moleculares
implicados en la inhibicién de la neuroinflamacion y neurotoxicidad por tilirdsido
(Velagapudi, 2018).

Hernandez (2006) en su investigacion “Aislamiento y caracterizacion del tilirésido a
partir de las semillas de Heliocarpus terebinthinaceus (cuetla)”, reporta la
caracterizacion de un glicosil flavonoide, el 3-O-(7"-O-E-p-cumaroil)-p-D-
glucosilkampferol, mejor conocido como tilirésido.

Vazquez (2007), en su estudio sobre la “evaluacién de la actividad antioxidante de
extractos organicos de semillas de H. terebinthinaceus”, cuyo objetivo principal fue
la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de hexano, éter etilico,
cloroformo, acetato de etilo, acetona y metanol de las semillas de Heliocarpus
terebinthinaceus, reporté que la cuantificacion de fenoles totales de los extractos de
acetato de etilo y metanol contienen la mayor cantidad de estos compuestos y al
determinar los flavonoides se logré establecer que de los fenoles totales, una parte
importante corresponde a flavonoides. Consecuentemente, se concluye que la
actividad antioxidante de los extractos organicos de semillas de Heliocarpus
terebinthinaceus se debe principalmente a la presencia de flavonoides.

Por su parte, Chavez-Morales et al. (2019), en su estudio “Efecto de fracciones
estandarizadas v tilirésido de hojas de Tilia americana en pruebas de depresion en
ratones”, reporta que las fracciones FAC1-2, FAqC2-1 y FaqC2-3 de T. americana
fueron capaces de inducir actividades antidepresivas, debido al contenido de

flavonoides. Sin embargo, FAC1-2 es el Unico que indujo un efecto dosis-
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dependiente en el FST. Con respecto a las fracciones acuosas, FagC2-1 indujo un
efecto importante en FST, sin embargo, a dosis altas este efecto disminuyo. Por otra
parte, no fue posible detectar flavonoides en el FAC1-1, pero se identifico el acido
cafeico como el pico mayoritario en FST, cuyo efecto se observa a 12.5 mg/kg. Se
podria considerar que el &cido cafeico fue el responsable de la actividad
antidepresiva en este caso. Finalmente, dichas pruebas demostraron que el
tilirésido y las fracciones con diferente composicion quimica a T. americana, ejercen
un efecto antidepresivo en la NF, TST y actividad sedante sobre la CA.

Herrera-Ruiz et al., (2008) por otro lado, en su investigacion “Flavonoides de Tilia
americana con actividad ansiolitica en prueba de laberinto” indica que la
administracion de 100 mg/kg de n-hexano, acetato de etilo y extractos acuosos a
ratones expuestos a mayor laberinto (EPM) no mostraron ningun efecto ansiolitico;
Sin embargo, dosis idénticas de extracto de metanol fueron capaces de aumentar
el porcentaje de tiempo que los ratones pasaron en los brazos abiertos del EPM,
asi como el porcentaje de cruces en los brazos del EPM. La curva dosis-respuesta
producida por el extracto de metanol mostrg actividad ansiolitica desde 25 mg/kg;
los animales no mostraron alteracion de la actividad motora en el ensayo de campo
abierto (OFT). Por otro lado, la purificacién de F1 produjo una rica mezcla ansiolitica
flavonoide (F1C). Esta fraccion fue purificada por la columna cromatografica abierta
RP-18 para obtener cuatro fracciones de descenso polar: F1C1, F1C2, F1C3, y
F1C4, respectivamente. Siendo el tilirésido el ingrediente principal de la fraccion
activa. El analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento indicé que F1C
estaba constituido principalmente de tilirésido, quercetina, quercitrina, kaempferol y
sus glucdsidos. Estos resultados apoyaron el uso de Tilia americana en la medicina
tradicional mexicana, asi como el efecto ansiolitico de una rica fraccién flavonoide

sin afectar la actividad motora.
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3. Justificacion

En los ultimos afios han crecido a nivel mundial los problemas relacionados con la
salud mental, con la pandemia que vivimos se incrementaron los casos de
trastornos de ansiedad, depresion y del suefio. En la actualidad se tienen
disponibles un amplio grupo de medicamentos para el tratamiento de estos
trastornos, sin embargo, es sabido que muchos de ellos presentan sus efectos
farmacoldgicos después de algunas semanas, ademas de presentar efectos
secundarios no deseados, tales como la sedacion y alteraciones de la actividad
motora, con lo cual muchos pacientes abandonan sus tratamientos y por lo tanto no
encuentran una mejoria de salud. Ante este escenario la busqueda de nuevas
alternativas farmacolégicas a partir de productos naturales tiene una gran
importancia, lo ideal seria encontrar nuevos tratamientos eficaces y con un menor
namero de efectos secundarios o en su defecto, ninguno.

La OMS en el 2001 estim6 que a nivel mundial existen 450 millones de personas
padecen algun tipo de enfermedad mental. La ansiedad presenta tasas de
prevalencia a lo largo de la vida que van desde 13.6 a 28.8% en los paises
occidentales. Las personas de entre 10 y 25 afios tienen mayor riesgo de desarrollar
una condicion de ansiedad. Estas afecciones se encuentran entre las enfermedades
mentales mas comunes, y su prevalencia y evolucion estan razonablemente bien
documentadas (Michael et al., 2007). Por otro lado, la depresion afecta a mas de
300 millones de personas en todo el mundo representando una de las principales
causas de discapacidad en todo el mundo (Chavez-Morales, 2019).

Se ha descubierto que los compuestos quimicos presentes en frutas, verduras,
especias y plantas medicinales a base de hierbas tradicionales desempefian
funciones protectoras contra muchas enfermedades cronicas humanas, como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares (ECV) (Tsao- Deng, 2004). Por lo que
la busqueda de nuevas alternativas en plantas medicinales tradicionales abre una
gran posibilidad para la obtencién de fitomedicamentos a través de la extraccion y

purificacion de estos compuestos de gran interés farmacéutico.
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4. Preguntade investigacion
¢ El extracto metandlico de las partes aéreas de Heliocarpus terebinthinaceus

modificara la neurotransmisioén presentando alguno de los siguientes efectos:

ansiolitico, antidepresivo, sedante y/o anticonvulsivante?

5. Hipotesis

El extracto metandlico de las partes aéreas de Heliocarpus terebinthinaceus

presentara efectos a nivel de sistema nervioso ejerciendo actividad ansiolitica,

antidepresiva, hipnoética y/o anticonvulsivo en modelos in vivo.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general
Evaluar la actividad ansiolitica, antidepresiva, hipnética y anticonvulsiva del extracto

metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus en modelos in vivo.

6.1.1 Objetivos particulares

1. Obtener un extracto de metanol de Heliocarpus terebinthinaceus

Evaluar la actividad ansiolitica del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus en ratones CD-1 en el modelo de laberinto elevado en forma
de cruz.

Evaluar la actividad antidepresiva del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus en ratones CD-1 en el modelo de natacién forzada.
Evaluar la actividad motora espontanea del extracto metandlico de
Heliocarpus terebinthinaceus en ratones CD-1 en el modelo de campo
abierto.

Evaluar el efecto hipnético del extracto metanolico de Heliocarpus
terebinthinaceus en ratones CD-1 en el modelo de potenciacion del estado

hipnético de pentobarbital.
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6. Evaluar el efecto anticonvulsivo del extracto metandlico de hojas de
Heliocarpus terebinthinaceus en ratones CD-1 en el modelo de convulsiones
inducidas con pentilentetrazol.

7. Identificar el grupo de compuestos presentes en el extracto metandlico de
Heliocarpus terebinthinaceus mediante técnicas cromatograficas.

7. Material y métodos

7.1 Disefio experimental

La metodologia que se empled en el presente estudio se muestra en el siguiente

diagrama experimental (Figura 2).

COledcediltgllate"al Secadoy molienda Maceracion del Maceracion del Maceracion del
( Heliogcarpus = del material vegetal === material vegetal == material vegetal === material vegetal
terebinthinaceus) (500 gr) en n-hexano en acetona en metanol

i Obtencion del Obtencion del
Obtencion del
extracto hexanico extrggto extractp
acetonico metanolico
Determinacion de productos naturales
a través de cromatografia en capa fina Evaluacion
y HPLC. farmacologica
Evaliadcndsis Evalua_cién dela Evaluapién dela Evalua_cig’;n dela
7 actividad actividad actividad
actividad sedante anticonvulsivante ansiolitica antidepresiva

Figura 2. Metodologia empleada en el presente estudio.
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7.1.1 General

En el presente proyecto se utilizaron los farmacos diazepam (DZP) para la actividad
ansiolitica, pentilentetrazol (metrazol) para la evaluacion del efecto
anticonvulsivante los cuales fueron adquiridos de Sigma Chemical. (St. Loui, MO,
USA) y Cryopharma S.A de C.V. (Guadalajara, Jal, México), respectivamente.
También se utilizo, imipramina el cual fue adquirido en Laboratorios Silanes, S. A.
de C. V., para la evaluacion antidepresiva; por otro lado, el pentobarbital sédico
(PISABENTAL) fue utilizado para evaluar el efecto sedante hipnético y fue
comprado en PISA AGROPECUARIA, S, A, de C.V. Se utilizaron disolventes de
polaridad ascendente, tales como hexano, acetona y metanol los cuales fueron
adquiridos Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, NY, USA). El extracto organico
metandlico integro fue fraccionado y analizado mediante las diferentes técnicas
cromatograficas, se emple6 cromatografia en columna (CC) la cual su fase
estacionaria estuvo constituida con gel de silice 60:230. Las placas cromatograficas
en capa fina (CCF) fueron de la misma naturaleza silice 60:230 (Fase normal) y RP-
18 (Fase reversa) las cuales fueron adquiridas de Merkc KGaA (Darmstadt,
Germany); para su revelado se utiliz6 reactivo NP-PEG: 2-amino-etil-difenil-
borimato (para deteccion de compuestos del grupo flavonoides) y reactivo de
Komarovsky: 4- hidroxibenzaldehido (prueba para deteccién del grupo de terpenos)
posteriormente los compuestos presentes en el extracto metandlico se observaron
en una lampara compacta de luz ultravioleta 95-021-12 (115v) Uvp Uvgl-25 254/365
nm donde se marcaron las bandas de los mismos. Para la determinacion estructural
del grupo de compuestos presentes en el extracto metandlico se utilizo el equipo de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) marca Waters 2695, equipado
con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2996.

7.2 Colecta del material vegetal

La colecta de las hojas de Heliocarpues terebinthinaceus se realizé el 04 de octubre
del 2021, de 4 arboles dentro de un rango de 50 m (figura 3), en el municipio de
Xochitepec, Morelos, en la 3a. Privada de Agustin Pro s/n, Col. San Francisco,
Chiconcuac, Morelos, México (18° 46’ 56.4” N, 99° 11°37.3” W) a una altitud de 1171
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msnm. Una muestra de la planta fue identificada con niumero ASU 2949 por el M.
en C. Gabriel Flores en el herbario (HUMO) del Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacion de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

El peso del material fresco colectado fue de 4.6 kg.

Figura 3. Colecta del material vegetal (Heliocarpus terebinthinaceus)

7.3 Obtencidn del extracto metandlico

Las partes aéreas (hojas, frutos y semillas), se secaron durante 15 dias, a
temperatura ambiente en un espacio sin humedad y a la sombra (Figura 4). Después
del secado el material se pesé nuevamente, dando un total de 1.27 kg de planta
seca para posteriormente ser triturado en un molino manual para reducir su tamafo
a particulas de 3-5 mm (Figura 5), se utilizaron 500 g del vegetal seco el cual se
transfiri6 a un frasco limpio de 1 galon (Figura 6), posteriormente se sometié a
maceracion, en primera instancia con hexano (100%) utilizandose 3.1 L del mismo
disolvente, esto con la finalidad de eliminar las grasas presentes, después se
procedi6 a realizar un fraccionamiento con acetona (100%, 3.1 L) con la finalidad de
separar los compuestos de una polaridad media-alta. Por ultimo, se procedio a
macerar con Metanol (100%, 3.1 L), siendo este extracto el objeto de estudio,
separando los compuestos de mayor polaridad (Figura 7). La extraccion se efectud
durante 3 dias por triplicado con cada uno de los disolventes empleados. El
disolvente fue eliminado por destilacion a presion reducida con ayuda de un

rotavaporador (BUCHI 215) (Figura 8). Los extractos se secaron en su totalidad
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mediante la ayuda de una campana de extraccion a temperatura ambiente. Por
altimo, se almacenaron en un congelador mabe a -18°C, para después ser utilizados
en los experimentos farmacoldgicos y en el fraccionamiento quimico, el extracto

obtenido de metanol fue nombrado HtEM.1

Figura 6. Material vegetal seco (500 gr) Figura 7. Maceracién EM

Figura 8. Destilacién con rotavapor
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9.5 Fraccionamiento quimico de HtEM obtenido de
Heliocarpus terebinthinaceus

El extracto HtEM (5 g) fue fraccionado en una columna cromatografica abierta, la
cual fue empacada con 10 g de silice (Figura 9), previamente el HtEM fue adsorbido
en 10 g de gel de silice (Figura 10). Un sistema de gradiente de diclorometano-
metanol fue utilizado como fase movil, iniciando con 100% del disolvente de baja
polaridad y posteriormente se eluy6 con gradientes de diclorometano- metanol de
90 - 10%, 80-20%, hasta llegar a 50-50% de diclorometano- metanol, por ultimo, la
columna se lavé con metanol 100%; 31 fracciones de 100 mL fueron obtenidas
(Figura 11).

Figura 9. Silice Figura 10. HtEM adsorbido en Silice.

Figura 11. Fraccionamiento en columna.
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Tabla 5. Fraccionamiento quimico de HtEM de Heliocarpus terebinthinaceus.

Polaridad del sistema Fraccione Reunion Clave Cantidad
S es (mQg)
Diclorometano (100%) 1-5 1-8 R1HEM1-8 11
9-12 R2HEM 9- 365
12
Diclorometano-Metanol (90:10) 6-11 R3HEM 13- 29
13-16 16
R4HEM 17- 69
17-23 23
R5HEM 24- 283
24-27 27
Diclorometano-Metanol (80:20) 12-16 R6HEM 28-
Diclorometano-Metanol (70:30) 17-21 31
Diclorometano-Metanol (60:40) 22-26 28-31
Diclorometano-Metanol (50:50) 27-31
Metanol (100%) Lavado

7.4 Anélisis por HPLC

El andlisis cromatografico se realiz6 con un sistema HPLC (Delta Prep 4000,
Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con un médulo de separacion Waters 2695,
un detector de matriz de fotodiodos (Waters 996) y el software Pro Empower
(Waters); para la separacion quimica, se conectd una columna Supelcosil LC-F de
fase inversa (250 mm x 4 mm, tamafo de particula de 5 um) (Merck, Darmstadt,
Alemania) a una columna de guarda. Como fase mévil se utilizé agua acidificada
con 0,5% de TFA (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). El sistema de gradiente
fue el siguiente 0-1 min, 0% de B; 2-3 min, 5% de B, 4-20 min, 30% de B; 21-23 min,
50% de B 14-15 min; 24-25 min, 80% de B; 26-27 100% de B; 28-30 min, 0% de B.
El volumen de inyeccién de la muestra fue de 10 ul y el caudal se mantuvo en 0,9
mL min-1. La absorbancia se midi6 a 350 nm para determinar dos compuestos:
glucésido de quercetina y verbascosido por comparacion con los datos de los

compuestos estandar registrados en una base de datos de nuestro grupo de trabajo.
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7.5 Animales de experimentacion

Se emplearon ratones macho (Mus musculus) CD-1 en un rango de peso de 17 - 23
g, los cuales fueron adquiridos en el 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-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la
Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio). Los ratones se
mantuvieron en cajas de acrilico con una cama limpia de viruta de madera, a una
temperatura de 22° C + 3° C, 70% + 5% de humedad y con ciclos de 12 h de

luz/oscuridad con libre acceso a agua y alimento (Figura 12).

Figura 12. Grupos experimentales de roedores

8. Pruebas farmacoldgicas

8.1 Nado forzado (NF)

Para la realizacion de esta prueba se emplearon cilindros de plexiglas de 20 cm de
alto y un didmetro de 12 cm en una superficie plana, cada uno de ellos se llen6 con
agua (251 ° C) a una profundidad de 16 cm. Los cilindros fueron separados por un
dispositivo de madera que tiene 6 divisiones, lo cual permitio el registro del
comportamiento de 6 animales a la vez (Figura 13). El experimento consistio en tres
fases: la primera se denomina “de entrenamiento”, en la cual se expuso a cada raton
al cilindro lleno de agua durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo los
animales fueron colocados sobre un pafio limpio, posteriormente fueron colocados
en una caja con cama de viruta de madera limpia y expuesto a una lampara de luz

incandescente para su secado. La segunda fase del experimento consistid en
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administrar el tratamiento correspondiente. En la tercera fase o fase de prueba, los
animales se colocaron nuevamente dentro del cilindro y se evalué su
comportamiento durante 5 min. El parametro evaluado fue “Tiempo de 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% vy fueron vueltos a llenar con agua. Cada experimento fue filmado con una

camara de video para su posterior andlisis de los resultados.

Figura 13. Prueba nado forzado

8.2 Laberinto Elevado en forma de cruz (LEC)

Para el laberinto elevado en forma de cruz se emple6 un laberinto construido de
acrilico el cual tiene forma de cruz, el cual mide 5 x 5 cm en el centro, los brazos
abiertos y cerrados de 30 cm de largo x 5 cm de ancho; la altura de las paredes de
los brazos cerrados es de 15 cm (Figura 14). Los animales fueron colocados en el
centro del laberinto y se registré durante 5 min los parametros de: tiempo de
permanencia en brazos abiertos (TA) y brazos cerrados (TC), ademas de algunos
parametros etologicos como estiramientos verticales, acicalamiento y asomadas.
Un aumento en TA y por tanto en el porcentaje de TA es indicativo de disminucion

de la ansiedad.
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Figura 14. Prueba de laberinto elevado en forma de cruz

8.3 Campo abierto (CA)

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 se coloc6 sobre una mesa
para la evaluacion (Figura 15). La prueba consistié en colocar en el dispositivo al
roedor y durante 5 min se registré el nimero de cruces totales en la superficie del
campo (suma del niumero de cruces al cuadrante del centro y a la periferia) y la

frecuencia de estiramientos verticales.

Figura 15. Prueba de campo abierto

8.4 Potenciacion del estado hipnético del pentobarbital
El extracto fue administrado previo a la experimentacion (24, 18 y 1 h),

posteriormente se administré pentobarbital sddico (PISABENTAL) a la dosis de 50

mg/kg; los ratones se colocaron en una caja de acrilico transparente y con ayuda
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de un crondmetro se registré: 1) la latencia: el tiempo que transcurre desde que se
administré pentobarbital hasta que el animal pierde el reflejo de enderezamiento, y
2) tiempo de suefio inducido por pentobarbital: periodo de tiempo que transcurre
desde que el animal entra en el periodo de narcosis hasta que recupera el reflejo de
enderezamiento (Figura 16).

Figura 16. Potenciacién del estado hipnético del pentobarbital

8.5 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol

Los ratones recibieron el tratamiento 30 min previos a la experimentacion con
diazepam (2 mg/kg, i.p., control positivo, n=6), y 24, 18 y 1 h antes de la evaluacién
se les administré agua (vehiculo, v.o., grupo control, n=6), y el extracto metandlico
(50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.o0., tratamiento experimental, n=6). Se administré
pentilentetrazol (80 mg/kg, i.p.) a cada ratdén y se colocaron en una caja transparente
de plexiglas para su observacién durante 30 minutos. Se registraron los siguientes

paradmetros:

a) Latencia. Es el tiempo que transcurre desde la administracion de
pentilentetrazol hasta que aparece la primera convulsion.

b) Numero de convulsiones tonicas.

c) Numero de convulsiones clénicas.

d) Numero de convulsiones tonico-clonicas

e) Tiempo de muerte.
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8.6 Tratamientos

Se formaron 8 grupos con una n= 6 ratones (Figura 17), los grupos 1 al 5
corresponden a grupos experimentales y los grupos 6, 7 y 8 son los grupos controles

(Tabla 6).

Figura 17. Marcaje de los ratones para su posterior agrupacion

Tabla 6. Grupos formados y pruebas farmacoldgicas en las que fueron evaluados

Nombre de los grupos

Pruebas farmacoldgicas en las que fueron
evaluados

1-HtEM (50 mg/kg, v.0.)

e Campo abierto

e Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

e Laberinto elevado en forma de cruz

e Nado forzado

e Potenciacion del estado hipnético del
pentobarbital

2-HtEM (100 mg/kg, v.0.)

e Campo abierto

e Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

e Laberinto elevado en forma de cruz

e Nado forzado

e Potenciacion del estado hipnético del
pentobarbital

3-HtEM (150 mg/kg, v.0.)

e Campo abierto

e Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

e Laberinto elevado en forma de cruz
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Nado forzado
Potenciacion del estado hipnaotico del
pentobarbital

4-HtEM (200 mg/kg, v.0.)

Campo abierto

Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

Laberinto elevado en forma de cruz
Nado forzado

Potenciacion del estado hipnotico del
pentobarbital

5-HtEM (250 mg/kg, v.0.)

Campo abierto

Convulsiones inducidas con

pentilentetrazol

Laberinto elevado en forma de cruz

Nado forzado

Potenciacion del estado hipnotico del
pentobarbital pentilentetrazol

6- Vehiculo (100 uL/10 g,
V.0.).

Campo abierto

Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

Laberinto elevado en forma de cruz
Nado forzado

Potenciacion del estado hipnaético del
pentobarbital

7- Diazepam (1 mg/kg, i.p.).

Campo abierto

Convulsiones inducidas con
pentilentetrazol

Laberinto elevado en forma de cruz
Potenciacion del estado hipnotico del
pentobarbital

8- Imipramina (15 mg/kg,
V.0.)

Nado forzado

40



9. Resultados

Las partes aéreas (hojas, frutos y semillas), de Heliocarpus terebinthinaceus, fueron
maceradas en primera instancia con hexano para remover las grasas contenidas en
el material vegetal, obteniéndose un rendimiento para ese extracto de 1.42%
(HtEH), posteriormente el mismo material se macerd con acetona obteniéndose un
rendimiento de 2.8%, este extracto fue llamado HtEA. Para recuperar la fraccion
polar del material vegetal, una vez evaporado de este la acetona fue posible obtener

un extracto metandlico via maceracion, con un rendimiento de 5.11% (HtEM).

9.1 Efecto ansiolitico del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (HtEM)

Para la evaluacion de dicha actividad se emplearon las pruebas de laberinto elevado
en forma de cruz y campo abierto.

Laberinto elevado en forma de cruz

En la Figura 18, se puede observar que la administracion intraperitoneal de 1 mg/kg
del farmaco diazepam (control positivo), indujo un aumento en el porcentaje de
tiempo en brazos abiertos, al compararlo con el vehiculo (grupo control negativo)
podemos observar una diferencia significativa en dicho porcentaje de permanencia
en brazos abiertos, ya que, el tiempo de permanencia en brazos abiertos en el grupo
control negativo es muy baja ,por otro lado, en el grupo control positivo, este
porcentaje es mucho mayor. Por otro lado, al comparar los diferentes tratamientos
empleados, con el diazepam, se pudo observar que, por ejemplo, el grupo de 50
mg/kg y 100 mg/kg mostraron un aumento en el porcentaje de tiempo de
permanencia en brazos abiertos, superando incluso al farmaco antidepresivo
(diazepam), el grupo de 150 mg/kg, 200 mg/kg y 250 mg/kg, aunque mostraron un
menor porcentaje en el tiempo de permanencia comparados con los grupos de 50
y 100 mg/kg, aun muestran un importante aumento en el tiempo de permanencia en

brazos abiertos llegando a ser similares con el farmaco antidepresivo (diazepam).
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Figura 18. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. (HtEM) sobre el porcentaje del tiempo en los brazos
abiertos de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de EPM. **= p<0.001 con ANOVA
seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g);
DZP, diazepam: HtEM, Heliocarpus terebinthinaceus (DC.) Hochr.

Por otro lado, en la figura 19, se muestran las diferencias entre el porcentaje de
entradas a brazos abiertos entre los diferentes tratamientos (50, 100, 150, 200, 250
mg/kg) y los grupos controles (negativo y positivo).

En este caso, si comparamos el grupo control negativo (vehiculo) con el grupo
control positivo (diazepam), podemos ver una gran diferencia en el nimero de
entradas a brazos abiertos, el grupo control negativo muestra un bajo porcentaje en
el numero de entradas a brazos abiertos, mientras que el porcentaje que muestra el
control positivo es mucho mayor. Al comparar al grupo control positivo (diazepam)
con los diferentes tratamientos (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg) podemos observar
una diferencia muy notoria, ya que el porcentaje de entradas de brazos abiertos es
mucho mayor que el porcentaje de los diferentes tratamientos (50, 100, 150, 200 y
250 mg/kg).
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Figura 19. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinceus (HtEM) sobre el porcentaje del de las entradas a los brazos abiertos de
los ratones CD-1 expuestos a la prueba de LEC**= p<0.001 con ANOVA seguida de una
prueba post hoc de Tukey (media = D.S.). Veh, vehiculo (100 pL/10 g); DZP, diazepam,;
HtEM extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus.

Campo abierto

En la figura 20, se muestra que la administracion de diazepam (1 mg/kg, i.p.) no
modifico el nimero total de cruces de los ratones en el modelo de laberinto elevado
en forma de cruz, este resultado no es diferente del que presentd el grupo de
vehiculo (p > 0.05). Todas las dosis evaluadas del extracto HtEM (50, 100, 150, 200,
250 mg/kg, v.0.) disminuyeron el nimero total de cruces en el campo abierto de
manera significativa (p < 0.05 vs. el vehiculo) estos resultados indican que los
compuestos presentes en el extracto metanolico de Heliocarpus terebinthinaceus

tienen un efecto sedante por disminuir la actividad motora.
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Figura 20. Efecto de la administracion oral del extracto metanélico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el numero cruces totales de los ratones CD-1
expuestos a la prueba de CA. *= p<0.05 con ANOVA seguida de una prueba post hoc de
Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM extracto
metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus (DC.) Hochr. (HtEM).

En la Figura 21, se muestra el nUmero de cruces en el centro de la arena de campo
abierto, el grupo de diazepam (1 mg/kg, i.p.) presenté un nimero de cruces similar
el grupo vehiculo y no hay diferencia estadistica (p > 0.05), la administracion de las
diferentes dosis del extracto HtEM (50, 100, 150, 200, 250 mg/kg, v.0.) ho
incrementaron el nimero de cruces en el centro de la arena de campo abierto al

compararla con el grupo vehiculo (p > 0.05).
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Figura 21. Efecto de la administracién oral del extracto metanélico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el nimero de cruces en el centro de los ratones CD-1
expuestos a la prueba de CA. a= 5% con ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey
(media = D.S.). Veh, vehiculo (100 pL/10g); DZP, Diazepam; HtEM extracto metanolico de
Heliocarpus terebinthinaceus

En la Figura 22, se muestra la frecuencia de estiramientos verticales de los ratones
expuestos a la arena de campo abierto, el grupo de diazepam (1 mg/kg, i.p.)
disminuy6 significativamente el nimero de estiramientos verticales (p < 0.001 vs.
vehiculo). Las dosis 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg v.0. no presentaron valores

estadisticamente significativos al compararlos con el grupo control (p > 0.05).
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Figura 22 Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el nimero estiramiento verticales de los ratones CD-
1 expuestos a la prueba de OFT. **= p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba post hoc
de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 pL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM extracto
metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus.

9.2 Efecto antidepresivo del extracto metandlico de

Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM)

La figura 23 muestra que la administracion oral de 15 mg/kg del farmaco Imipramina
(IMI), indujo una disminucién significativa al compararla con el grupo vehiculo en el
tiempo de inmovilidad de los roedores durante la prueba (p < 0.001). Las diferentes
dosis utilizadas de HtEM (50-250 mg/kg) indujeron un resultado significativo al ser
comparado con el vehiculo (p < 0.001), mostrando una gran disminucién del tiempo
de inmovilidad en la prueba de nado forzado lo cual indica que el extracto induce un

efecto antidepresivo inclusive mejor que con el farmaco de referencia (Imipramina).
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Figura 23. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el tiempo de inmovilidad de los ratones CD-1
expuestos a la prueba de Nado forzado. **= p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba
post hoc de Tukey (media £ D.S.). Veh = vehiculo (100 puL/10 g); IMI = clorhidrato de
Imipramina; HtEM = extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus.

9.3 Efecto sedante hipnético del extracto metandlico de
Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM)
En la figura 24, se muestra que el grupo de vehiculo (agua, 100 pL/ 10 g, v.0.) no
es capaz de potenciar una dosis subhipnética de pentobarbital (35 mg/kg, i.p.), con
lo cual los ratones no presentaron un tiempo de suefio; el grupo de diazepam (1
mg/kg, i.p.) es capaz de potenciar el efecto hipnético del pentobarbital del
induciendo suefio con una latencia de 183.33 £ 8.80 s, este resultado tiene un efecto
significativo (p < 0.001 vs. vehiculo) y presentd un tiempo de suefio inducido de
1616.66 + 8.80 s (p < 0.001 vs. vehiculo). Las diferentes dosis evaluadas del
extracto metanolico de Heliocarpus terebinthinaceus (50, 100, 150, 200 y 250
mg/kg) no potenciaron la dosis subhipnotica de pentobarbital por lo cual no se

presento tiempo de suefio inducido.

47



1800
*k
1600
1400

1200

[y
o
(=}
(==}

800
600
400
200

Tiempo de latencia y
de sueiio inducido (s)

Veh DZP HtEM HtEM HtEM HtEM HtEM
(1) (50)  (100)  (150)  (200)  (250)

Tratamiento (mg/kg)

Figura 24. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. (HtEM) sobre el tiempo de latencia y tiempo de suefio
inducido por el pentobarbital de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de Potenciacion
del estado hipnoético del pentobarbital. **= p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba
post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM
extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus.

9.4 Efecto anticonvulsivante del extracto metandlico de
Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM)
En la figura 25, se muestra que el nimero total de convulsiones del grupo de
diazepam no tiene una diferencia significativa al grupo vehiculo (agua, 100 pL/10 g,
v.0.), esto debido a que el vehiculo presentd un tiempo de muerte de 327 £22.91 s
(5.45 min), por lo que, el numero de convulsiones tonicas, clénicas, tonico-clonicas
y convulsiones totales fue reducido. Las diferentes dosis evaluadas del extracto
HtEM (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0.), también presentaron un ndamero
reducido de convulsiones y no se encontré diferencia significativa (p >0.05). Sin
embargo, todas las dosis evaluadas generaron un numero total de convulsiones

similar al grupo de diazepam.
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Figura 25. Efecto de la administracion oral del extracto metanélico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. (HtEM) sobre el nimero de convulsiones totales de los
ratones CD-1 expuestos a la prueba de Convulsiones inducidas con pentilentetrazol a=
5% ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media = D.S.). Veh, vehiculo (100
pL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus
(DC.) Hochr.

En la figura 26, se muestra el nimero total de convulsiones ténicas presentadas por
los diferentes grupos evaluados, el grupo de diazepam (1 mg/kg, i.p.) no presentd
diferencia significativa (p > 0.05 vs vehiculo), ninguna de las dosis evaluadas del
extracto HtEM (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0.) present6 diferencia significativa
(p > 0.05 vs vehiculo).
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Figura 26. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el nUmero de convulsiones ténicas de los ratones
CD-1 expuestos a la prueba de Convulsiones inducidas con pentilentetrazol. a= 5%
ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100
pL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus
(DC.) Hochr

En la figura 27, se muestra el numero total de convulsiones clonicas presentadas
por los diferentes grupos evaluados, el grupo de diazepam (1 mg/kg, i.p.) no
presentd diferencia significativa (p > 0.05 vs vehiculo), ninguna de las dosis
evaluadas del extracto HtEM (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0.) presentd

diferencia significativa (p > 0.05 vs vehiculo).
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Figura 27. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (DC.) Hochr. sobre el nimero de convulsiones clénicas de los ratones
CD-1 expuestos a la prueba de Convulsiones inducidas con pentilentetrazol o= 5%
ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100
pL/10 g); DZP, Diazepam; HtEM extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus
(DC.) Hochr.

En la tabla 7 se muestra que el grupo de diazepam (1 mg/kg, i.p.) present6é una
latencia de convulsiones aumentada con respecto del grupo vehiculo, este resultado
es significativo (p < 0.001) y caracteristico de los farmacos anticonvulsivantes. La
dosis de 150 mg/kg, v.o. del extracto HtEM también aumenté la latencia de las
convulsiones con una significancia de p < 0.05 vs. el vehiculo. En la misma tabla se
observa que el grupo vehiculo (agua, 100 uL/10 g, v.0.) presentdé un tiempo de
muerte de 327 + 22.91 s (5.45 min) y muri6 el 100% de los ratones, el grupo de
diazepam protegi6 al 100% de los ratones de la muerte en un tiempo total de 30 min
que dura la prueba (p < 0.001 vs vehiculo), todas las dosis del extracto de
Heliocarpus terebinthinaceus evaluadas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0.)
tuvieron un efecto protector de la muerte en un 100% de los ratones (p < 0.001 vs

vehiculo).

51



Tabla 7. Efecto anticonvulsivo del extracto metanolico de H. terebinthinaceus
sobre las convulsiones inducidas con Pentilentetrazol en ratones CD-1.

Tratamientos Latencia de Proteccién contrala
(mg/kg) convulsiones (s) mortalidad (%)
Veh (100 pL/10 g) 54.00 £ 6.22 0.00

DZP (1.0) 131.75 + 7.68 ** 100.00**

HtEM (50) 66.33 £ 10.84 100.00**

HtEM (100) 71.16 £10.59 100.00**

HtEM (150) 93.00 + 18.20 * 100.00**

HtEM (200) 66.20 £ 05.11 100.00**

HtEM (250) 66.40 £ 11.67 100.00**

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar con n=6. *p<0.05, **p<0.001
comparado con el vehiculo usando un ANOVA y una prueba post hoc de Tukey. Veh,
vehiculo; DZP, diazepam; HtEM, extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus.

9.6 Perfil quimico de los extractos de Heliocarpus
terebinthinaceus

Los extractos HtEH, HtEA y HtEM, fueron sometidos a cromatografia en capa fina
(CCF), fase normal (FN) en diferentes sistemas como se muestra a continuacion en

las figuras siguientes.
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Figura 28. CCF, FN vista en luz UV de los Extractos HtEH, HtEA y HtEM, obtenidos de Heliocarpus
terebinthinaceus Sistema 7-3 hexano/acetona. A) LUV onda corta 254 nm B) Revelada con reactivo
de Komarovsky, LUV Onda corta 254 nm C) LUV onda larga a 365 nm D) Revelada con reactivo de

Komarovsky, LUV onda larga 365 nm.

Figura 29. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de los Extractos HtEH, HtEA y HtEM. Sistema
95-5 Diclorometano/Metanol. A) LUV onda corta 254 nm B) Revelada con reactivo de NP-PEG, LUV
Onda corta 254 nm C) LUV onda larga a 365 nm D) Revelada con reactivo de NP-PEG, LUV onda larga

365 nm.
La cromatografia en capa fina revel6 la presencia de compuesto de tipo terpenoide

y flavonoide (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 30. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de los Extractos HtEA y HtEM.
Sistema 95-5 diclorometano/acetona. A) LUV onda larga 365 nm, revelada con reactivo
de NP-PEG. C) LUV onda larga a 365 nm, sistema 95-5 diclorometano/metanol, revelada
con reactivo de NP-PEG.

9.7 Perfil quimico en CCF del extracto HtEM.

Del proceso de cromatografia en columna (CC) se obtuvieron 31 fracciones (como
se muestra en las Figuras 31 a la 38), se analizaron mediante cromatografia en
capa fina, de la 1-16 en fase normal, con un sistema 95:5 diclorometano-metanol y
de la 17-31, en fase reversa con un sistema 50:50 agua-acetonitrilo, todas fueron
observadas mediante luz UV de onda larga y corta, ademas fueron reveladas con
NP-PEG (flavonoides) y reactivo de Komarovsky (terpenos). Se realizaron placas
cromatograficas distribuyendo las fracciones de 8 en 8 por cada placa utilizando el

extracto metanolico (HtEM) integro como referencia en ambos casos.
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Figura 31. Placa de cromatografia fase Figura 32. Placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda corta, orden normal vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fracciéon 1, 2, 3, 4, 5, 6, izquierda-derecha; fraccion 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
7, 8, Referencia (EM). 8, Referencia (EM)

Figura 33. placa de cromatografia fase Figura 34. placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda corta, orden normal vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fraccién 9, 10, 11, 12, izquierda-derecha; fraccion 9, 10, 11, 12, 13,
13, 14, 15. 16, Referencia (EM). 14, 15. 16, Referencia (EM).

Figura 35. placa de cromatografia fase Figura 36. placa de cromatografia fase
reversa vista bajo luz de onda corta, orden reversa vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fraccion 17, 18, 19, 20, izquierda-derecha; fraccion 17, 18, 19, 20,
21, 22, 21, Referencia (EM). 21, 22, 21, Referencia (EM).
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Figura 37. Placa de cromatografia fase Figura 38. Placa de cromatografia fase
reversa vista bajo luz de onda corta, orden reversa vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fraccion 24, 25, 26, 27, izquierda-derecha; fraccion 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, L (lavado), Referencia 28, 29, 30, 31, L (lavado), Referencia (EM).
(EM).

Después de analizar las placas se decidio hacer reuniones de las fracciones (Tabla
1), teniendo un total de seis reuniones; Reunion 1 (R1IHEM1-8), Reunion 2
(R2HEM9-12), Reunién 3 (R3HEM13-16), Reunién 4 (R4HEM17-23), Reunion 5
(R5HEM24-27), Reunién 6 (R6HEM28-31). A continuacion, se presentan las placas
de dichas reuniones, las cuales fueron eluidas con un sistema 95:5 diclorometano-

metanol, como se muestra en las Figuras 39 a la 44.

Figura 39. Placa de cromatografia fase Figura 40. Placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda corta, orden normal vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; R1, R2, R3, R4, R5, R6, izquierda-derecha; R1, R2, R3, R4, R5, R6,
Referencia (EM). Referencia (EM).
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Figura 41. Placa cromatografica fase
normal revelada con el reactivo
Komarovsky (terpenos), orden izquierda-
derecha; R1, R2, R3, R4, R5, R6,
Referencia (EM)

Figura 42. Placa cromatografica fase
normal revelada con NP-PEG
(flavonoides), bajo luz de onda larga, orden
izquierda- derecha; R1, R2, R3, R4, R5,
R6, Referencia (EM)

Figura 43. Placa de cromatografia fase
reversa vista bajo luz de onda corta, orden
izquierda-derecha; R1, R2, R3, R4, R5, R6,
Referencia (EM).

9.8 Analisis de HPLC

Figura 44. Placa de cromatografia fase
reversa vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; R1, R2, R3, R4, R5, R6,
Referencia (EM).

El cromatograma de HPLC de HtEM, se muestra en la Figura 45, el tiempo de
retencion y los espectros UV del extracto de metanol de las hojas de Heliocarpus
terebinthinaceus, mostraron la presencia de flavonoides, en primera instancia se
logré determinar al glucésido de quercetina (pico A) debido al tiempo de retencion
de 9.103 min y un espectro de UV con maximos de absorcion a= 211.0, 254.5,
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349.4, 452.4 y 522.6nm; y verbascosido (pico B), con un tiempo de retencion de

9.732 min y un espectro de UV con maximos de absorcion a= 207.5, 330.3, 475.4,

517.8 y 555.4nm; estos productos naturales se identificaron por comparacion con

los datos de los compuestos estandar registrados en una base de datos de nuestro

grupo de trabajo.
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Figura 45. Cromatograma de HPLC correspondiente al extracto de metanol de las hojas
de Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM), mostrando la presencia de los compuestos
glucdsido de quercetina (Pico A) y verbascoésido (pico B).
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10. Discusion

Las plantas medicinales han ocupado desde la antigiedad un lugar central en la
terapéutica; inicialmente, por su proximidad natural al ser humano, se utilizaron
siguiendo criterios magicorreligiosos, y paulatinamente durante siglos se fue
adquiriendo un conocimiento empirico, por ensayo-error (Garcia y Solis, 2016), en
México hay un gran arraigo por el uso de la fitoterapia y dentro de la medicina
tradicional mexicana se usa Heliocarpus terebinthinaceus para el tratamiento de
enfermedades de la piel y gastrointestinales causadas por diferentes
microorganismos (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009;
Gual-Diaz y Diego-Pérez, 2018).

En el presente trabajo la administracion oral del extracto metandlico de Heliocarpus
terebinthinaceus (HtEM) a 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, presenté un efecto
antidepresivo por disminuir de forma significativa el tiempo de inmovilidad de los
ratones en el modelo de nado forzado, al compararlo con el grupo vehiculo (p <
0.001). De manera similar a los resultados encontrados en el presente trabajo, se
ha publicado que a partir de Heliocarpus terebinthinaceus se aislaron flavonoides
del grupo de los flavonoles, dentro de ellos se identifico el tilirésido, este compuesto
quimico ha sido reportado por tener un efecto sobre el sistema nervioso,
presentando efecto antidepresivo (Chavez-Morales et al., 2019), ademas de
presentar efecto neuroprotector por inhibir las citocinas proinflamatorias IL-1p3, IL-6,
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la produccion de TNF-a en la microglia estimulada con LPS/IFN y a través de
modular el factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (NrF2) (Velagapudi,
2018).

La administracion oral de las dosis 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg de HtEM
aumentaron el porcentaje del tiempo de permanencia de los ratones en los brazos
abiertos del laberinto elevado en forma de cruz en comparacion con el vehiculo (p
< 0.001), este efecto es similar presentado por el grupo del diazepam (1 mg/kg), lo
cual nos indica que las diferentes dosis del extracto presentan un efecto ansiolitico.
Al evaluar las mismas dosis del extracto HtEM en el modelo de campo abierto, todas
las dosis disminuyeron la actividad motora espontanea, lo cual es indicativo de un
efecto sedante, el cual es un efecto depresor del sistema nervioso central, estos
resultados estédn en concordancia por los reportados por Aguirre-Hernandez et al.,
2007 quienes encontraron un efecto ansiolitico y sedante en los extractos
metandlico y hexanico de Tilia americana var. mexicana, una planta que pertenece
a la misma Familia botanica.

En la prueba de potenciacion del estado hipnético de pentobarbital la administracion
de las dosis del HtEM (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.0.) no potencio el efecto
del pentobarbital a una dosis subhipnética (30 mg/kg, i.p.), por lo que los ratones no
entraron en suefio inducido; es probable que el efecto potenciador de pentobarbital
se pudiera observar a una dosis mayor de las que en este proyecto se evaluaron,
sobre esta suposicion existe una publicacién de Islam et al., 2021, en donde
encontraron que la dosis de 400 mg/kg del extracto metandlico de Tragia involucrata
L. (Euphorbiaceae) potencia el efecto hipnotico de pentobarbital (30 mg/kg, i.p.); en
otro estudio se evalud el extracto metandlico (250 y 500 mg/kg) de la corteza de
Xylocarpus moluccenis (Meliaceae) en el modelo de potenciacion del efecto
hipnético de pentobarbital, la dosis mas baja no fue capaz de potenciar el efecto de
pentobarbital (50 mg/kg i.p.) pero la dosis de 500 mg/kg si provocé un tiempo de
suefio inducido (Sarker et al., 2007).

Al evaluar el efecto anticonvulsivante del extracto metanodlico de Heliocarpus
terebinthinaceus en el modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol (100

mg/kg, i.p.) los ratones del grupo vehiculo (agua, 100 pL/10 g, v.0.) presentaron un
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tiempo de muerte de 327 +22.91 s (5.45 min), por lo que, el nUmero de convulsiones
tonicas, clonicas, tonico-clonicas y convulsiones totales fue reducido. EI grupo de
diazepam (1 mg/kg, i.p.) presentd una frecuencia baja de los parametros de esas
mismas convulsiones pero al realizar el andlisis estadistico no se detecta diferencia
significativa al compararlo con el grupo control (p > 0.05), todas las dosis evaluadas
del extracto HtEM tuvieron un comportamiento similar al diazepam en los
parametros, presentando el nimero de convulsiones tonicas, clénicas, tonico-
clénicas y convulsiones totales sin diferencia significativa al compararlos con el
diazepam (p > 0.05); el grupo de diazepam protegié al 100% de los ratones de la
muerte en la prueba que tiene una duracién de 30 min, este resultado tiene
diferencia significativa al compararla con el grupo vehiculo (p< 0.001), de manera
similar la administracién de las dosis 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg, v.o. del extracto
HtEM protegieron al 100% de los ratones (p< 0.001, vs vehiculo) evidenciando un
efecto anticonvulsivante. Cardenas-Rodriguez et al., 2014 encontraron que las
dosis de 300 y 600 mg/kg de los extractos acuoso y metandlico de Tilia americana
var. mexicana, una planta que pertenece a la misma familia de Heliocarpus
terebinthinaceus, presentaron efecto anticonvulsivo en el modelo de convulsiones
inducidas con pentilentetrazol (80 mg/kg, i.p.).

En el analisis de HPLC del extracto de HtEM se evidencid la presencia de
compuestos del grupo de los fenilpropanoides, lograndose identificar al glucésido
de quercetina y al verbascésido como los compuestos mayoritarios, los cuales
pueden ser responsables de los efectos farmacologicos comprobados en el
presente trabajo. Los flavonoides son un grupo de compuestos presentes en el
metabolismo secundario, son los principales compuestos de los fenilpropanoides,
estos compuestos estan presentes en varias familias de plantas y se han descrito
sus diferentes efectos farmacologicos dentro de los cuales destacan efecto
depresor del sistema nervioso central; en una fraccién enrigquecida con flavonoides
obtenida de Tilia americana var. mexicana se identifico la presencia de los
flavonoides tilirésido, quercitrina, rutina, kaempferol y quercetina los cuales
presentaron actividad ansiolitica en el modelo de LEC (Herrera-Ruiz et al., 2008).

Du et al., 2002 encontraron que el flavonol glicosilado goodyerin present6 efecto
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sedante al disminuir la actividad motora espontanea, potenciar el efecto hipnético
de pentobarbital y anticonvulsivante al disminuir la latencia de las convulsiones, la
duracion de las convulsiones y la muerte de los ratones. Se ha reportado que los
flavonoides quercetina, rutina, isoquercetina identificados en los extractos acuoso y
metanolico de Tilia americana var. mexicana presentan efecto anticonvulsivante
(Cardenas-Rodriguez et al., 2014).

La quercetina es un flavonoide con un gran potencial antioxidante y neuroprotector
(Khan et al.,, 2019) y es uno de los flavonoides predominantes distribuido
principalmente en las plantas comestibles (Brull et al., 2015), se ha reportado que
presenta efecto neuroprotector en modelos in vivo e in vitro de desordenes
neurodegenerativos tales como deterioro cognitivo (Rishitha y Muthuraman, 2018),
isquemia (Li et al., 2016), enfermedad de Parkinson (El-Horany et al., 2016),
enfermedad de Huntington (Sandhir y Mehrotra, 2013) y enfermedad de Alzheimer
(Khan et al., 2019).

El verbascésido es un glucésido feniletanoide (2-(3,4-dihidroxifenil)etil-1-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—3)-(4-O-E-cafeoil)-B-D-glucopirandsido) derivado de la ruta del
acido Shikimico al cual se le han comprobado varios efectos farmacologicos tales
como, antioxidante, antiinflamatorio, antineoplasico, capacidad de curar heridas
(Alipieva et al.,2014; Burgos et al., 2020), en un estudio este compuesto, mejoro la
disfuncioén cognitiva causada por el péptido f Amiloide al bloquear la deposicion del
amiloide y revirtiendo la funcion neuronal central al contrarrestar la citotoxicidad del
amiloide (Young-Ji et al., 2017); el verbascdsido tiene efecto neuroprotector, en un
estudio llevado a cabo con células PC12, el verbascdsido tuvo un efecto protector
de la apoptosis (Sheng et al., 2002). Pu et al., (2003) también demostraron que el
verbascosido era capaz de inhibir la neurotoxicidad inducida por el MPP en las
neuronas del granulo cerebeloso mediante la inhibicidn de las vias relacionadas con
la apoptosis como la desactivacion de la caspasa-3 y la expresiéon del fragmento

proteolitico de la poli (ADP-ribosa) polimerasa.
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11. Conclusiones

e El extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM) tiene efecto
antidepresivo en el modelo de nado forzado.

o El extracto HtEM presenta efecto ansiolitico en el modelo de laberinto
elevado en forma de cruz.

e EIl extracto metandlico de Heliocarpus terebinthinaceus (HtEM) mostré un
efecto depresor del sistema nervioso en el modelo de campo abierto por
reducir la actividad motora espontanea.

e Todas las dosis evaluadas del extracto HtEM (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg,
v.0.) presentaron un efecto neuroprotector al proteger al 100% de los ratones

de la muerte en el modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol.

12. Perspectivas
Dados los resultados expuestos en el presente proyecto, surge la idea de seguir la
huella quimica existente en un gran nimero de especies de plantas medicinales,
especialmente Heliocarpus terebinthinaceus, ya que puede que existan compuestos
de gran interés farmacoldgico presentes en las diferentes fracciones obtenidas de
los extractos hexanico, acetdonico y metandlico. Por otro lado, seria interesante
descubrir si los compuestos verbascdésido y el glucésido de quercetina, son los

responsables de las actividades demostradas en el presente proyecto.
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