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1. INTRODUCCION

En México, la ansiedad ocupa uno de los primeros lugares de padecimientos del
sistema nervioso central (SNC) y su frecuencia tiende a incrementarse debido a
los factores estresantes ambientales y a los problemas socioecondmicos actuales.
Estos trastornos afectan entre el 5 y 10% de la poblacion (Rodriguez-Landa vy
Contreras, 1998). Algunos farmacos utilizados en su tratamiento, a pesar de ser
efectivos, producen efectos colaterales tales como nauseas, dolor de cabeza, se-
dacion, tolerancia y dependencia. Por ello, surge la necesidad del uso de nuevas

alternativas terapéuticas.

Una estrategia de busqueda de nuevos agentes ansioliticos es la evaluacién de
compuestos de origen natural. Asimismo, como resultado de esta estrategia se
han recomendado como clinicamente eficaces, los extractos de Ginkgo biloba,
Piper methysticum, Passiflora incarnata, Hypericum perforatum y Melissa officina-
lis, actualmente utilizados en el tratamiento de la demencia, insomnio, ansiedad vy

depresion (Wong et al., 1998).

En varias comunidades de la Republica Mexicana es comun el uso de plantas me-
dicinales para tratar padecimientos a nivel de Sistema Nervioso Central. Tal es el
caso de Tilia americana var. mexicana utilizada principalmente para estrés, e in-

somnio (Aguilar et. al., 1994, Arqueta et. al., 1994).

Considerando los reportes del uso de las tilias en la medicina tradicional mexicana
y la variabilidad morfoldgica, fitoquimica y farmacoldgica que pueden presentar en
relacion a las condiciones ambientales de los sitios de desarrollo, en este estudio
se abordd una comparacion de la composicion de terpenoides y flavonoides de
extractos organicos y la evaluacion del efecto ansiolitico y/o sedante de tilias co-

lectadas en Morelos y Puebla.



2. ANTECEDENTES
2.1. Sistema Nervioso Central (SNC)

El SNC esta formado por el cerebro y la médula espinal. Se denomina central en
relacion con el sistema nervioso auténomo (SNA), periférico (SNP) o vegetativo
formado por los ganglios raquideos y los nervios que salen y llegan de la médula y
de los ganglios por una parte, y por la otra del sistema nervioso motor, que incluye

los nervios que controlan los musculos esqueléticos (Brailowsky, 1998).

A pesar de la complejidad del sistema nervioso, solo esta formado por dos tipos de
células: neuroglia y neuronas. La neuroglia sostiene, nutre y protege a las neuro-
nas. Las neuronas son las responsables de la mayoria de las funciones especiales
atribuidas al sistema nervioso: sensibilidad, pensamiento, memoria, control de la
actividad muscular y regulacién de las secreciones glandulares (Tortora y Gra-
bowski, 1999).

2.2. Neuronas v tipos de sinapsis

El SNC esta formado por mas de 100 000 millones de neuronas, las cuales trans-
miten sefales. Como todas las células, las neuronas estan formadas por una
membrana, citoplasma, nucleo y organelos celulares. Difieren del resto de las cé-
lulas en que no son capaces de reproducirse y son excitables (Tortora y Grabows-
ki, 1999).

Hasta hace muy pocos afos se afirmaba que el cerebro nacia con la dotacion de-
finitiva de células y que éstas sélo podian morir pero nunca renovarse. Sin embar-
go, ahora el concepto ha estado cambiando al comprobarse en animales de expe-
rimentacion (desde pajaros a ratas y primates) que la neurogénesis puede ocurrir
normalmente. El sistema nervioso durante mucho tiempo fue considerado un sis-
tema rigido, pero esta plasticidad alimenta la esperanza de los investigadores que
ven en la regeneracion neuronal una posibilidad terapéutica en el tratamiento de
enfermedades como el Parkinson y el Alzheimer o para inducir reparaciones de la

médula espinal cuando ésta haya sido dafada por algun traumatismo. Al confirmar



que la neurogénesis puede ocurrir en diversas zonas del cerebro de diversos ani-
males, tanto de manera natural como en respuesta a distintas lesiones, marca la
posibilidad de que los transplantes de neuronas funcionen y aumenta el interés por
encontrar como promover la neurogénesis de manera artificial, actuando sobre los
genes, proteinas y factores tréficos que la regulan (Arias-Carridon y Drucker-Colin,
2007).

La mayoria de las neuronas estan formadas por tres elementos basicos: 1) cuerpo
celular o soma, 2) dendritas y 3) axén. En el soma o cuerpo se encuentra el nucleo
que contiene toda la informacién genética. Las dendritas son prolongaciones cor-
tas, con un grosor que disminuye gradualmente hacia sus extremos y son muy
ramificadas. El axdn es una prolongacion fina y cilindrica y puede ser larga o corta.
Los axones pueden o no estar cubiertos de una sustancia llamada mielina que le
sirve de aislante y que influye sobre la velocidad de conduccién. Funcionalmente
hablando, el papel de cada uno de estos elementos es diferente. La informacion
se recibe siempre en las dendritas 0 en el soma vy se envia a través del axén (Tor-
tora y Grabowski, 1999).

Para clasificar las distintas neuronas del cuerpo se utilizan sus caracteristicas es-
tructurales y funcionales. La clasificacion estructural se basa en el numero de pro-
yecciones que salen del cuerpo de la célula. Las neuronas multipolares tienen va-
rias dendritas y un solo axon. Las neuronas bipolares so6lo tienen una dendrita y un
axon. Las neuronas unipolares tienen una sola proyeccion que sale del cuerpo

neuronal (Tortora y Grabowski, 1999).

La direccién en que se transmiten los impulsos nerviosos es la base de la clasifi-
cacion funcional de las neuronas. Las neuronas aferentes transmiten los impulsos
nerviosos sensitivos desde los receptores de la piel, érganos de los sentidos, los
musculos, las articulaciones y las visceras hacia el encéfalo y la médula espinal.
Las neuronas eferentes conducen los impulsos nerviosos motores desde el encé-
falo y la médula espinal a los efectores, que pueden ser musculos o glandulas. Las
neuronas de asociacion o interneuronas transportan los impulsos nerviosos desde

una neurona a otra (Tortora y Grabowski, 1999).
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La transmisién de la informacién de una neurona a otra en el interior del sistema
nervioso se da en la sinapsis o unidn entre neuronas. Existen dos clases de sinap-

sis: 1) la sinapsis quimica y 2) la sinapsis eléctrica.

Casi todas las sinapsis que se utilizan para transmitir sefiales en el SNC del ser
humano son sinapsis quimicas. En ellas, la primera neurona secreta en la sinapsis
una sustancia quimica llamada neurotransmisor, y éste, a su vez, actua sobre un
receptor de la siguiente neurona para excitarla, inhibirla, o modificar su sensibili-
dad. En la sinapsis quimica s6lo hay transferencia de la informaciéon en un senti-
do, desde la neurona presinaptica a la postsinaptica. En cambio, las sinapsis eléc-
tricas, se caracterizan por ser canales directos que transmiten impulsos eléctricos
desde una célula a la siquiente. La mayoria de ellas constan de pequefias estruc-
turas tubulares formadas por proteinas y que se llaman uniones intercelulares
laxas, las cuales permiten el paso libre de los iones desde dentro de una célula a
la siguiente. La corriente puede fluir en ambos sentidos y rapidamente (Drucker,
2005). Cabe mencionar que la conduccién a lo largo de una célula nerviosa es
eléctrica, por medio del intercambio rapido de iones cargados a través de la mem-

brana.
2.3 Neurotransmisores

Tanto en el SNC como en el SNP existen neurotransmisores excitadores e inhibi-
dores. A veces el mismo neurotransmisor tiene un efecto excitador en unas locali-
zaciones e inhibidor en otras. La respuesta que se produce depende de la natura-

leza del receptor que capta al neurotransmisor (Tortora y Grabowski, 1999).

Los neurotransmisores son sustancias quimicas liberadas por una célula nerviosa
en la sinapsis, capaz de alterar el funcionamiento de otra célula de manera breve
o durable, por medio de la ocupacién de receptores especificos y por la activacion
de mecanismos iénicos 0 metabdlicos (Brailowsky, 1998). Para que una molécula
sea considerada como neurotransmisor deb eunir los siquientes criterios: 1) ser
sintetizada dentro de la neurona que la libera; 2) el neurotransmisor es almacena-

do en vesiculas presinapticas v es liberado para ejercer una accién definida sobre
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la neurona postsinaptica; 3) efectos del neurotransmisor sobre el receptor. Una

vez liberado el neurotransmisor debe cruzar el espacio sinaptico y unirse al recep-

tor en la membrana postsinaptica y estimularla y 4) la inactivacién del neurotrans-

misor. Mientras el neurotransmisor permanezca unido al receptor, la estimulacién

continua, por lo tanto una vez estimulado el receptor, el compuesto debe ser inac-

tivado (Drucker, 2005).

Las sustancias que actuan como neurotransmisores son, en general, moléculas

organicas sencillas, de bajo peso molecular. En el SNC los mas comunes se enlis-

tan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Neurotransmisores y su accién en el SNC

Neurotransmisor

Accioén en el SNC

Monoaminas:

Acetilcolina

Dopamina

Norepinefrina

Serotonina (5-HT)

Transmision neuromuscular, suefio y alertamiento

Movimiento voluntario, alertamiento emocional,

aprendizaje y memoria

Sueno vy alertamiento, control de ingesta, emocion vy

afecto, aprendizaje y memoria

Suefio, emocion y afecto, control de ingesta, requla-

cion de la temperatura corporal
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Noradrenalina

Emocion y afecto (depresion)

Aminoacidos:

GABA (acido gama-
amino-

butirico)

Acido glutamico

Glicina

Neurotransmisor inhibitorio

Neurotransmisor excitatorio

Neurotransmisor inhibitorio

Neuropéptidos:

Sustancias P

Metencefalina
Leuencefalina
Soma-

tostatina

Sustancias involucradas en numerosas funciones
fisiolégicas como por ejemplo el dolor, estrés y anal-

gésicos internos

Fuente: Neal, 1992; Tresguerres, 1992; Corsi, 1996.

2.4 La ansiedad como una alteraciéon del SNC

La ansiedad es una emocion normal en circunstancias amenazadoras, y se consi-

dera que forma parte de la reaccién evolutiva de supervivencia de “lucha o huida®“.

Sin embargo, hay circunstancias en las que la presencia de ansiedad constituye
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una mala adaptacion vy un trastorno psiquiatrico. Cuando la ansiedad es normal,
nos alerta y protege; cuando es patoldgica, nos causa sufrimiento, y en casos ex-

tremos nos recluye e invalida socialmente (Pérez de la Mora, 2003).

La ansiedad se define como una sensacion de desasosiego que incluye agitacion,
inquietud, zozobra, estrés, molestia, cuyo origen es indefinido, es decir, carece de
una fuente u origen externo. Se considera la ansiedad como sinénimo de angustia
(Brailowsky, 1998). Por otra parte, Cedric et al. (1997) define la ansiedad como un
complejo de sensaciones subjetivas y conductas caracteristicas. Las sensaciones
subjetivas consisten en tension, aprension, temor, preocupacion vy dificultad para
pensar o concentrarse. Estas sensaciones, en general, se acompainan de signos o
sintomas de la conducta como temblores, estremecimientos, tension muscular,
desasosiego y fatiga, con hiperactividad autonémica de los aparatos respiratorio,

cardiovascular, urinario y gastrointestinal (Cedric et al., 1997).
2.5. Clasificaciéon y epidemiologia

Los trastornos por ansiedad son frecuentes y su presencia tiende a incrementarse
debido a factores estresantes ambientales y a los problemas socioecondémicos
actuales. Estos trastornos afectan entre el 5 y 10% de la poblacion general. La
ansiedad puede afectar a cualquier persona, pero es mas frecuente en las mujeres

que en los hombres (3:1). Se caracteriza por variados sintomas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sintomas caracteristicos de los trastornos por ansiedad

ESTADO CARACTERISTICAS

Tensién motora Temblor, tensién o dolor muscular, inquietud y fatiga exce-
siva

Hiperactividad vegetativa Sensacion de ahogo, taquicardia, manos frias o humedas,
boca seca, mareo, escalofrio, micciéon frecuente y sensa-
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cién de tener un nudo en la garganta

Hipervigilancia Sentirse atrapado, exageracion en la respuesta de alarma,

dificultad para concentrarse, insomnio e irritabilidad

Fuente: Rodriguez-Landa y Contreras, 1998.
Los trastornos por ansiedad, dependiendo de la intensidad y duracion de sus sin-

tomas se clasifican en la Tabla 2..

Cuadro 2. Clasificacion de los trastornos por ansiedad

Tipo de trastorno Sintomas caracteristicos Porcentaje en
la poblacién
Angustia sin agorafobia Crisis de angustia recurrente e inesperadas que causan 0.8-1%

preocupacion permanente

Angustia con agorafobia Crisis de angustia y agorafobia de caracter recurrente e 1.2-3.8%

inesperado que causan ansiedad

Fobia especifica Ansiedad como respuesta a la exposicion a situaciones 4.1-7.7%
u objetos especificos temidos, que conllevan a compor-

tamiento de evitaciéon

Fobia social Ansiedad como respuesta a situaciones sociales o 1.7-2%

actuaciones en publico

Trastorno obsesivo compulsivo (T.0.C.) | Obsesiones que causan ansiedad, malestar y compul- 1.6-2.5%

siones cuyo proposito es neutralizar dicha ansiedad

Trastorno de ansiedad generalizada Ansiedad y preocupacion de caracter excesivo y persis- 6.4-7.6%
(T.AG) tente durante al menos seis meses
Estrés postraumatico Ansiedad ante la reexperimentacion de eventos trauma- 1%

ticos y comportamiento de evitaciéon hacia estimulos

relacionados con el trauma

3 Botanica
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3.1. Descripcion botanica del género Tilia L.

La primera referencia que se tiene sobre el género Tilia en México es la descrip-
cion de Tilia mexicana hecha por el botanico aleman Schlechtendal en 1837, quien
se baso en ejemplares colectados por Schiede en Cuesta Grande de Chiconquia-
co, Veracruz (Bush, 1929).

Las tilias son arboles de madera blanca y blanda. Tallos con pubescencia de tri-
comas simples y estrellados, glabrescentes. Hojas con laminas ovadas, oblongo-
lanceoladas o elipticas, 5-nervadas, con pubescencia de tricomas simples y estre-
llados, de consistencia papiracea, apice acuminado, margen aserrado o dentado-
mucronado, base cordada, obtusa u oblicua; estipulas caducas. Inflorescencia
dispuesta en cimas terminales o axilares, pedunculadas, acompanadas por una
bractea foliacea, membranacea, oblonga. Caliz con 5 sépalos, ligeramente cucu-
lados en botodn, libres, verdes, ovados, estrellado-pubescentes, apice acuminado;
corola con 5 pétalos, libres, blancos o amarillos, glabros; estambres numerosos,
connados en la base; filamentos simples; anteras dorsifijas, con 5 estaminodios,
petaloides; gineceo 5-carpelar; ovario globoso, 5-locular, con pubescencia de tri-
comas simples y estrellados, 2 6vulos por I6bulo, estigma 5-lobado, placentacion
axilar. Fruto una nuez, globosa, densamente estrellado-pubescente; pedicelo es-
trellado-pubescente. Semillas 1 6 2 por lI6bulo, obovoides, negras. Numero cromo-
sémico 2n = 82 (Hardin, 1990).

2.1.2. Ubicacion taxondmica

En el reino vegetal se calcula que existen cerca de 250,000 especies de plantas
superiores, de las cuales las angiospermas comprenden aproximadamente
220,000 especies (Balandrin et al., 1993). La clase Magnoliopsida (dicotiledonea)
esta representada por 165,000 especies de hierbas, arbustos y arboles. La sub-
clase Dilleniidae comprende 13 6rdenes, 78 familias y cerca de 25,000 especies e
incluye al orden Malvales que abarca 5 familias y 3,500 especies; en este orden se
ubica la familia Tiliaceae, con aproximadamente 50 géneros y 450 especies

(Cronquist, 1988), que alberga al género Tilia con 50 especies.

16



Bush (1929) reporté 15 especies de Tilia en México, considerando caracteristicas
morfolégicas de la hoja como son: forma y tamarfo de la lamina, longitud del pecio-

lo, tipo de base, margen, apice y variacion de la pubescencia

Tilia mexicana
T. floridana

. pringlei

. ambigua

. rotunda

. nelsoni

© N O gk~ W DN =

.
T
T
T. coahuilana
.
T

. longipes

9. T. occidentalis
10.T. houghi

11.T. moreliana
12.T. sargentiana
13.T. roseana
14.T. pertomentosa

15.T. arsenei

Jones (1968), con base en diferencias en la cantidad v tipo de pubescencia en el
envés de la hoja, agrupa a todas las Tilias mexicanas en una sola especie: Tilia
mexicana. Posteriormente, Hardin (1990), reduce el numero de especies de Esta-
dos Unidos y México a solamente una: Tilia americana con cuatro variedades
(americana, heterophylla, caroliniana y mexicana). Por lo tanto, unicamente Tilia
americana L. var. mexicana es conocida para México. Hardin considera que las
caracteristicas morfologicas vegetativas presentan una alta plasticidad fenotipica
como una respuesta a factores del ambiente. Por ello, su clasificacion se basa en
la morfologia de tricomas, va que dicha morfologia esta controlada genéticamente,
y por ello proporciona la mejor evidencia para reorganizar los taxa. De esta forma

actualmente se considera que el género Tilia esta conformado por 24 especies, de
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las cuales 17 se distribuyen en Asia, 6 en Europa vy 1 en Norteamérica (Tang Ya y
Zhuge Ren, 1996).

2.1.3. Distribucién del género Tilia en México

Las especies del género Tilia se distribuyen principalmente en zonas templadas de

Europa vy Asia, con pocas especies en Norteamérica y México.

En México T. americana var. mexicana crece en bosque mesdfilo de montana, es
un arbol no muy abundante y se localiza en 16 estados: Chihuahua, Durango,
Coahuila, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Puebla, Estado de México, San
Luis Potosi, Querétaro, Morelos, Nuevo Ledén, Oaxaca, Tamaulipas y Veracruz
(Hardin, 1990; Revision de herbario del Instituto de Biologia: MEXU).

2.2. Etnobotanica

La mayoria de los usos de los arboles del género Tilia son reportados para las es-
pecies europeas. Pero en México, las tilias han sido aprovechadas de muy diver-
sas maneras. Se les utiliza para aliviar célicos menstruales, para purificar la san-
gre, males del corazon, resfriados, bronquitis, epilepsia, inflamaciones abdomina-
les, vomito, tos, fiebre por infeccidon, presion arterial, afecciones reumaticas, en-
fermedades del riildn, tension nerviosa, estrés, insuficiencia renal o hepatica, cica-
trizante, etc. (Martinez, 1969; Estrada 1985; Agquilar et al., 1994; Argueta et al.,
1994).

En estudios etnobotanicos se menciona que existen especies de dos familias co-
nocidas con los mismos nombres comunes de Flor de tila, Flor de tilia v tilia, e in-
cluso se reportan con las mismas propiedades medicinales, principalmente ansioli-
ticas y sedantes. Las especies de la familia Theaceae empleadas para estos tra-
tamientos pertenecen al género Ternstroemia y las especies de la familia Tiliacea

son del género Tilia.
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Fuente: Rodriguez-Landa y Contreras, 1998; Echeburua, 1995.

2.4. Uso del género Tilia

En México, las tilias han sido aprovechadas de muy diversas maneras. Se les utili-
za principalmente en la medicina tradicional para tratar “"colicos menstruales, para
purificar la sangre, males del corazon, resfriados, bronquitis, epilepsia, inflamacio-
nes abdominales, vomito, tos, fiebre por infeccion, presidén arterial, afecciones
reumaticas, enfermedades del rifidn, tension nerviosa, estrés, insuficiencia renal o
hepatica, cicatrizante, para combatir padecimientos nerviosos e insomnio” (Marti-
nez, 1969; Estrada 1985; Aguilar et al., 1994; Argueta et al,. 1994). También se
emplean como analgésicas, antibacteriales, antiedémicas, antiespasmodicas y
antiinflamatorias (Duke et. Al., 2002). La forma mas comun de consumirla es to-

mando la infusién de flores.

Los nombres comunes para esta especie son: sirimo, tila, alamo, dirimo cirimo,
cirimbo, tirimo, pata de vaca, haya, wasimia, wasimilla, tzirimo, jonote, achique,
flor de tilia, tila de hos, vaca y yaco (Martinez, 1969; Estrada 1985; Aguilar et al.,
1994; Argueta et al., 1994).

Las propiedades medicinales se asocian con la presencia de principios activos

como los flavonoides, terpenoides y compuestos volatiles (Toker et al., 2001).

2.5. Metabolitos secundarios presentes en el género Tilia.

La mayoria de los estudios sobre la composicion quimica del género Tilia son de
especies europeas en las que se han identificado terpenoides, acidos fendlicos vy
flavonoides de flores, bracteas y hojas (Tzakou et al., 1987; Pietta et al., 1993; Vio-
la et al., 1994; Buchbauer et al., 1995; Toker et al., 2001; Matsuda et al., 2002).
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En 1987 Tzakou et al. identificaron cinco flavonoides (quercitrina, kaenferol, hiper-
oxido, isoquercitrosido y astragalosido) de las inflorescencias de T. tomentosa

Moench (sin T. argentea).

En 2001 y 2004, Toker et. al. aislaron compuestos de naturaleza flavonoide de

flores, bracteas y hojas de P. platyphyllos, T. rubray T. argéntea (Tabla 3).

En México los estudios de Tilia americana var. mexicana reportan la presencia de
los siguientes compuestos: heptacosano, acido palmitico, B.sitostrerol, kaenferol,
quercetina y varios de sus glicosidos como isoquercitrina, astragalina, quercitrina,

tilirésido, rutina, etc. (Aguirre-Hernandez 2010).
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados del género Tilia

| Tejido vegetal Compuesto
Flores Quercetina- 3,7-diramnodsido
Isoquercitrina+ rutina

quercitrina

astragalina
tilirgsido

kaenferol-3,7-diramndsido

gquercetina-3-pentosilhexdside

kaenferel-3.penteosilhexoside

Bracteas Hiperosido
Quercetina-3,7-diramndsido

Isoquercitrinatrutina

Kaenferol-2,7-diramndsido

Quercitrina

Astrangalina

Tilirésido
gquercetina-3-pentosilhexdsido

kaenferol-3.pentosilhexdsido

rutina
Hojas Hiperosido

Quercetina-3,7-diramndsido

Isoquercitrinatrutina
Kaenferel-3,7-diramnodside

Quercitrina
Astrangalina
Tilirgsido

Fuente: Toker, et. al., 2001 y 2004, Aquirre-Hernandez et al., 2010
3. JUSTIFICACION

Debido a la poca informacion que existe acerca del género Tilia en México, ac-
tualmente se esta realizando una investigacion a fondo considerando aspectos
como distribucion, condiciones climaticas, identificacion de metabolitos secunda-
rios, actividad farmacoldgica, morfologia y anatomia. Razén por la cual en este
trabajo de apoyo a la investigacién se dio sequimiento al estudio fitoquimico y far-

macoldgico comparativo de tilias colectadas en Morelos y Puebla.
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4. OBJETIVOS

1 Realizar una comparacion por CCF de la presencia de terpenoides vy flavonoi-

des de
tilias colectadas en Morelos y Puebla.
2 Demostrar el efecto depresor de los extractos en el SNC

3 Evaluar el efecto ansiolitico de los extractos organicos mediante tres modelos

experimentales (tablero con orificios, levantamientos, cilindro y cruz elevada)
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio experimental

En la figura 1 se ilustra el disefio experimental que se siquié para lograr los objeti-

vos planteados

Santa Maria Ahuacatitla, Morelos

Honey, Puebla
Recolecta de Tilia americana /

var mexicana (inflorescencias)

Secado y molienda del mate-

rial

Obtencién de
maceracion en frio con disol-
ventes de pola

extractos por

idad creciente

Extracto hexanico

| 1 Extracto de acetato de etilo ———I Extracto metandlico

Andlisis por cromatografia en
capa fina ( determinacion de
terpenos v flavonoides)

————

Evaluacién del efecto ansiolitico y
sedantes en ratones
!

Tablero con orificios

4

!

| Cruz elevada | | Exploracion en cilindro |

Figura 1 Disefio experimental
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4.2. Sitios de colecta de material vegetal

Los sitios de colecta que se estudiaron fueron seleccionados debido a la cercania

con la Ciudad de México, es decir, los estados de Puebla y Morelos.

Ademas de que los sitios de colecta fueron en los meses de julio debido a que es

la época de floracioén para la planta.

La colecta de tilia en el estado de Morelos se hizo en Santa Maria Ahuacatitlan
cerca de Cuernavaca, Mor. El sitio se localiza aproximadamente a los 18°52’ norte
y 99°15’W, a una latitud a 1,650 m. La vegetacién es natural de bosque mesofilo

de montana.

La tilia en el estado de Puebla se colecté a 5 km de la cabecera Municipal de
Honey, Puebla. El sitio se localiza aproximadamente en los paralelos 20°12’32” y
20°18'48” latitud norte y los meridianos 98°11°18” y 98°17°42” longitud occidental, a
una latitud entre los 1,300 y 2,300m. Los suelos predominantes son silice, arcilla,
alumbre y pizarra. La temperatura media anual oscila entre los 12 y 16°C vy las
mas fria -3 y 18°C. Se presentan cuatro tipos de climas, semifrio humedo, templa-
do humedo, templado humedo con lluvias todo el afio y templado subhumedo. La
vegetacion natural esta constituida por bosques de pino, mesdfilo de montafa y

asociacion de pino-encino que cubren de manera dispersa el 50% del territorio.

4 .3. Obtencién de extractos

Una vez realizado el secado y molienda del material, éste se sometié a cuatro ex-
tracciones sucesivas con diferentes disolventes de polaridad creciente (hexano,
acetato de etilo y metanol). El disolvente se eliminé mediante un rotavapor (Buchi
R250), para la obtencion de los extractos secos. Posteriormente se determiné el

porcentaje de rendimiento para cada extracto.

24



5.2. Presencia de terpenoides vy flavonoides de T. americana var . mexicana de

dos sitios de recolecta por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

4.4. Analisis de los extractos por Cromatografia en Capa Fina

En la literatura acerca de la composicidn quimica de las especies del género Tilia,
se menciona que se han aislado e identificado compuestos hidrocarburos, terpe-
noides y flavonoides (quercitrina, kaenferol, I-hiperdxido, l-isoquercitrésido y astra-
galésido) (Matsuda et al., 2002; Aguirre-Hernandez et al., 2007a, 2007b y 2010).
Por lo cual, en este trabajo, se realizé un analisis por CCF de los extractos orga-
nicos de T. americana var. mexicana de dos sitios de colecta para evidenciar la
presencia de terpenoides vy flavonoides presentes en los extractos y determinar la

diferencia o similitud entre ellos (Fig. 2).

Se utilizaron placas de silica gel (Merck) de 10 x 3.3 cm, 10 x 5cmy 10 x 6 cm vy
0.1 mm de espesor. Se prepararon soluciones a una concentracion de 5 mg/ml de
cada uno de los extractos y 1 mag/ml de los estandares (B-sitosterol, kaempherol,
quercetina vy rutina). Se aplicaron 10 ul de cada extracto y 5 ul de los estandares
sobre la placa cromatografica mediante la utilizacion de un aplicador automatico
CAMAG TLC4 en bandas de 5 mm espaciadas por 3 mm. Las muestras de cada
uno de los extractos y de los estandares se aplicaron en las placas y éstas se elu-
yeron en una camara de vidrio con 10 ml de una mezcla de tolueno-acetato de tilo
(9:1) para el extracto hexanico y (8:2) para acetato de etilo y acetato de etilo-acido
férmico-acido acético glacial-agua (12:1:1:0.5) para acetato y la concentracion
(12:1:1:1.5) para metanol. Las placas fueron reveladas con el Reactivo de Anisal-
dehido para deteccion de terpenoides y el Reactivo de Productos Natura-
les/Polietilenglicol (NP/PEG) para deteccion de flavonoides. Posteriormente las
placas se observaron con una lampara de luz UV (onda larga 365 nm) y fueron

fotografiadas después del revelado.
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4.5. Determinacion de la actividad ansiolitica
4.5.1. Animales utilizados en los modelos experimentales

Se utilizaron machos de la cepa cd1 con un peso de 25-30 g, proporcionados por
la Unidad de Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Los sujetos experimenta-
les se colocaron en cajas de acrilico en grupos de al menos cinco, sin restriccion
de alimento, ni agua y mantenidos a una temperatura controlada de 22°C con ciclo
de luz/oscuridad de 12 h. Los animales se manejaron conforme a la Norma Oficial
Mexicana para el manejo y cuidado de animales (NOM-062-Z00-1999), aprobada
por el Comité Institucional de Etica.

4.5.2. Preparacion de los extractos y farmacos

Los extractos se resuspendieron con tween 80 al 0.5% en solucion salina al 0.9%
El pentobarbital (Sedal Vet®) se diluyo con solucién salina 0.9%. Tanto los farma-
cos como los extractos se utilizaron de reciente elaboracion. La prueba de poten-
ciacién de la hipnosis producida por el pentobarbital se usdé para determinar el
tiempo entre la administracion de los extractos y la evaluacion del efecto ansioliti-
co y/o sedante. En un tiempo de 60 min después de la administracién del extrac-
to. Las dosis de extracto a evaluar fueron 100 mg/kg y se administraron por via

intraperitoneal (i.p.).

4.5.3. Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico El modelo del
pentobarbital es utilizado para conocer si los farmacos de prueba poseen alguna

actividad sobre el sistema nervioso central al potenciar su efecto.

El pentobarbital sédico es un barbiturico que dependiendo de la dosis es utilizado
como tranquilizante, sedante e hipnético. Su tiempo de accidén es de aproximada-
mente 60-90 seg. Este farmaco se administré a los ratones a una dosis de 42

mg/kg para observar un efecto hipndtico.

En este trabajo, se administrd a los ratones la dosis de 100 mg/kg de los extractos
a los ratones. Una hora después recibieron una dosis de PS para ensequida regis-

trar la duracion de la hipnosis (Gonzalez-Trujano et al., 1998).
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4.5.4. Evaluacion de la actividad exploratoria

La prueba consiste en colocar individualmente a los ratones en una caija de acrili-
co con 12 divisiones (cuadrados de 6 x 6 cm) y registrar durante 2 minutos el nu-
mero de cuadros explorados por cada ratén. Se mide la disminucion en la activi-

dad exploratoria nos indica un efecto sedativo con respecto al control.
4.5.5. Efecto ansiolitico y/o sedante

Se menciona en la literatura el uso de varios modelos animales para evaluar la
actividad ansiolitica de nuevos productos. Dichos modelos estan basados en efec-
tos sobre una reaccion animal simple o incondicionada que explotan conductas

determinadas genéticamente, otros se basan en el aprendizaje

En esta investigacion los modelos experimentales utilizados fueron los de efecto
de conducta exploratoria por ser simples, econdémicos, repetitivos, rapidos y

homdlogos en cuanto a la conducta con el ser humano y son:

1) El modelo de cruz elevada (pluz-maze)

Este aparato esta hecho de madera y consta de una cruz elevada con dos brazos
abiertos 30 x 5 cm y dos brazos cerrados de 30 x 5 x 15 cm. Dichos brazos se ex-
tienden a partir de una plataforma central de 5 x 5 y se encuentran elevados a 50
cm del suelo. Los ratones son colocados en la parte central y se cuenta el numero
de entradas vy el tiempo que los animales permanecen en los brazos abiertos 6
cerrados durante 5 minutos. El aumento de exploracién en los brazos abiertos con

respecto al control, es indicativo del efecto ansiolitico (Lister, 1987).
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2) El modelo del tablero con orificios (hole board)

Este modelo consiste de una caja de acrilico con un piso de madera con orificios
distribuidos uniformemente. Los ratones son colocados sobre el tablero y se cuen-
ta el numero de veces que los animales introducen su cabeza en los orificios en un
periodo de 3 min. Una disminucion en el numero de exploraciones con respecto al

control sera indicativa de efectos sedantes y/o ansioliticos (Clark et al., 1997).

3) El modelo de exploracién en cilindro

En esta prueba el ratén es colocado dentro de un cilindro de vidrio (20 cm de altu-
ra x 13 cm de diametro x 5 mm de grosor) y se cuenta el numero de veces que el
animal se para sobre sus patas traseras apoyando sus extremidades anteriores en
la pared del cilindro durante 5 min. Una disminucion en el numero de levantamien-
tos con respecto al control indica un efecto sedante y/o ansiolitico (Hiller y Zetler,
1996).
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4. Evaluacion de la actividad exploratoria

La prueba consiste en colocar individualmente a los ratones en una caja de acrili-
co con 12 divisiones (cuadrados de 6 x 6 cm) y registrar durante 2 minutos el nu-

mero de cuadros explorados por cada raton.
4.5.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se hizo mediante analisis de varianza (ANADEVA) seqguido
de la prueba t de Dunnett, y Tukey, en la comparacion de los tratamientos contra

el control. Se utilizé el programa Sigma Stat versién 5.3.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS FITOQUIMICO
5.1. Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de las
inflorescencias fue calculado a partir de la muestra original a extraer consideran-
do esta como el 100%. Los datos muestran en el Cuadro 4 que los extractos me-
tandlicos de ambos ejemplares fueron los que tuvieron mayor rendimiento y los

extractos de acetato de etilo los de menor.

El mayor rendimiento del extracto metandlico es debido entre otros factores a la

presencia de glicosidos y compuestos
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Cuadro 4. Rendimiento de los extractos obtenidos de las inflorescencias de Tilia.

americana var. mexicana.

EXTRACTOS
ACETATO DE
HEXANO METANOL
INFLORESCENCIAS ETILO
(peso seco) PESO (a)
De
la mues- | (%) |PESO(a) | (%) | PESO (a) | (%)
tra a ex-
traer
T. americana var. mexicana
Morelos 3.5063 25 11.4789 1.06 | 16.5738 12.0
137.424q
T. americana var. mexicana
Puebla 1.9737 1.31 | 1.6741 1.11 | 17.3053 11.5
149.469q

ANALISIS CROMATOGRAFICO

5.2. Presencia de terpenoides de T. americana var . mexicana de dos sitios de

recolecta por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los resultados acerca del analisis cromatografico evidencia la presencia de terpe-
noides para los dos extractos, hexanico y de acetato de etilo de las dos muestras

estudiadas
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En el cromatografico perfil obtenido no se observan diferencias en cuanto al nume-
ro de compuesto o compuestos, pero si en la intensidad de este o estos. Con res-
pecto a la presencia de B-sitosterol, el triterpeno aislado e identificado en el género
Tilia en México (Aquirre-Hernandez 2007b) se encuentra presente en los extractos
hexanicos y de acetato de etilo, pero en mayor intensidad en el extracto hexanico

de el ejemplar de Tilia colecta en el estado de Puebla.

Estos resultados sugieren una influencia ambiental por la presencia de compues-

tos de tipo terpenoide asi como en la presencia de B-sitosterol.

TMH TPH Si TMH TPH Si

Figura 2. Presencia de terpenoides de los extractos hexanicos y de acetato de
etilo de T. americana var. mexicana de Morelos y Puebla. Tilia Morelos hexano
(TMH), Tilia Puebla hexano (TPH), Tilia Morelos acetato de etilo (TMA), Tilia Pue-
bla acetato de etilo (TPA), B-sitosterol (Si).
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5.3. Presencia de flavonoides de T. americana var . mexicana de dos sitios de re-

colecta por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los resultados obtenidos del perfil demuestran la presencia de flavonoides (Fig. 3)
tanto en el extracto de acetato de etilo como en el metandlico y también se obser-
van diferencias en la concentracion de los mismos, en cada uno de los ejemplares
de los dos sitios de colecta. La rutina, un glicédsido de la quercetina, esta presente
en los extractos metandlicos de ambas placas de ambos sitios, pero se encuentra

en mayor intensidad en los ejemplares de la recolectada en Morelos.

La concentraciéon de los compuestos detectados podra estar en funcién del sitio de
recolecta asi como de la edad de la planta por lo que surge la necesidad de estu-

dios para cuantificar los componentes en cada uno de los extractos.
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TMA TPA K Q|
TMA TPA K Q
TMM TPM R TMM
TPM R

Figura 3. Presencia de
flavonoides de los
extractos de acetato de
etilo y metandlicos de
T. americana var.
mexicana de Morelos vy
Puebla. Tilia Morelos acetato de etilo (TMA), Tilia
Puebla acetato de etilo (TPA), Tilia Morelos metanol (TMM), Tilia Puebla metanol
(TPM), kaenferol (K), quercetina (Q), rutina (R)

5.3. Presencia de flavonoides de T. americana var . mexicana de dos sitios de re-

colecta por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los resultados obtenidos del perfil demuestran la presencia de flavonoides (Fig. 3)
tanto en el extracto de acetato de etilo como en el metandlico y también se obser-
van diferencias en la concentracion de los mismos, en cada uno de los ejemplares
de los dos sitios de colecta. La rutina, un glicésido de la quercetina, esta presente
en los extractos metandlicos de ambas placas de ambos sitios, pero se encuentra

en mavyor intensidad en los ejemplares de la recolectada en Morelos.
EVALUACION FARMACOLOGICA
5.3. Potenciacién de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico (PS)

En la evaluacion del efecto sedante-hipnético por medio de la prueba de PS de las

tilias de los dos sitios de colecta se obtuvieron resultados similares. Como se pue-
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de observar en la (figura 4) el extracto hexanico, de acetato de etilo y metandlico
de las inflorescencias de Tilia americana var. americana de ambos sitios de colec-
ta a una dosis de 100mg/kg por via i.p. produjeron una potenciacién en la dura-

cion de la hipnosis inducida por PS.
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Vehiculo Hexano Acetato Metanol Vehiculo Hexano Acetato Metanol
Extractos Tilia Morelos (100 mgalkg, i.p.) Extractos Tilia Puebla (100 mglkg, i.p.)

Figura 4. Evaluacién de la duracién de la hipnosis de los extractos hexanico, de acetato de etilo y
metandlico de inflorescencias de T. americana var. mexicana en combinacién con pentobarbital
sodico (42 mag/kg, i.p.). Las barras representan el promedio + E.E.M. de cinco animales *p<0.05

ANADEVA seqguida de la prueba t de Dunnett vs. vehiculo.

5.4. Efecto ansiolitico y actividad exploratoria de los tres extractos de la tila colec-

tada en Morelos administrados por via i.p.

En la prueba de ansiedad (Fig. 5 A), solamente el extracto metandlico produjo un
incremento significativo en la exploracion en brazos abiertos y por lo tanto un efec-
to ansiolitico. En los dos modelos siguientes, los tres extractos redujeron el nume-
ro de levantamientos (Fig. 5 B), y el numero de exploraciones con respecto al con-
trol (Fig. 5 C). También observamos una disminucion significativa de la actividad

ambulatoria en el modelo de transiciones en los ratones (Fig.5 D).
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Figura 5 Evaluacion del efecto ansiolitico y de la actividad exploratoria de los tres extractos de
inflorescencias de T. americana var. mexicana colectada en Morelos. Modelo de cruz elevada (A),
exploracion en cilindro (B), tablero con orificios (C) y actividad exploratoria (D) .Las barras
representan el promedio + E.E.M. de cinco animales. p<0.05, ANADEVA sequida de la prueba t de
Dunnett (a) y Tukey (b).

5.5. Efecto ansiolitico y actividad exploratoria de los tres extractos de Puebla ad-

ministrados por via i.p.

En la Fig. 6 A se observa que el extracto hexanico produjo un incremento signifi-
cativo en la exploracidon en brazos abiertos. En el modelo de levantamientos (Fig.
6 B), los tres extractos redujeron el numero de paradas en la dosis evaluada y en
el modelo de tablero con orificios (Fig. 6 C) se redujo el numero de exploraciones.

Ademas la actividad exploratoria disminuy6 significativamente.

35



L, 140 1 4
=1 et
T 104 A _ 1B
z E
5 100 1 : 2]
B | o
53 20 ] % 10 4
& 60 A g 3
| £ o]
&) 40 A4 = b
5 S 3 T 4 b b
= 204 E& =
5 sasen s 21
P . . . Yl BNl
Wehiculo Hexano Acetato Metanal Yehiculo Hexano Acetato Metanol
Exbracto i akbetlad0imadaile:) Extracto Tilia Pusbla (100 maka, i.p)
80 -
80 1 ¢ £ 70 -
M F o 60 -
=
550 1 3 50 -
el b D 404
s £ 30
B0 | b b i 8
220 T T S 20
te; % .
20 . . . 0 ; : .
Vehiculo Hexano Acetato Metanol Vehiculo  Hexano Acetato Metanol

Extracto Tilia Puebla (100mg/kg.ip.)
Extracto Tilia Puebla (100 mg/kg, i.p.,

Figura 6 Evaluacién del efecto ansiolitico y de la actividad exploratoria de los tres extractos de
inflorescencias de T. americana var. mexican colectada en Puebla. Modelo de cruz elevada (A),
exploracion en cilindro (B), tablero con orificios (C) y actividad exploratoria (D). Las barras
representan el promedio £ E.E.M. de cinco animales. p<0.05, ANADEVA sequida de la prueba t de

Dunnett (a) y Tukey (b) contra vehiculo

La presencia de B-sitosterol en los extractos hexanicos y de acetato de etilo se
encuentra en mayor concentracion en el extracto hexanico de el genero Tilia
recolectada en el estado de Puebla y esto concuerda con la actividad ansiolitica
significativa observada en el modelo de cruz elevada. Estos resultados permiten
sugerir que el efecto ansiolitico del extracto hexanico esta relacionado con la
presencia y concentracion del B-sistosterol. Esto concuerda con lo ya reportado en

la literatura (Aquirre-Hernandez et al., 2007b).
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El analisis de las figuras de los modelos de ansiedad para brazos abiertos indican
que solamente el extracto metandlico de la tilia colectada en Morelos tuvo un
efecto significativo con respecto al control y precisamente es en esta tilia donde la
rutina se encuentra en mayor concentracion. De acuerdo a lo reportato por
Aquirre-Hernandez et al., 2010, el extracto metandlico de T. americana var.
mexicana es una mezcla de flavonoides glicosilados de kaenferol y quercetina y
al parecer, estos compuestos participan en el efecto ansiolitico y sedande de esta
especie. Dichos efectos podrian ser atribuidos a la afinidad que presentan algunos
compuestos de este tipo con el complejo receptor GABA/Benzodiazepinas (Viola
et al., 1994; Haberlein et al., 1994; Wolfman et al., 1998).

Los resultados de los perfiles cromatograficos muestran que si hay diferencias en
cuanto a la concentracién de flavonoides y terpenoides de acuerdo al sitio de
colecta. Esto se debe a que factores ambientales como la temperatura, la luz, el
agua, la altitud, el suelo, etc., influyen en la sintesis de los mismos (Min Chunga,
et al., 2006).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados farmacolégicos corroboran el efecto sedante y ansiolitico que se le

atribuye a T. americana var. mexicana en la medicina tradicional mexicana

Los resultados obtenidos del perfil cromatografico indican que la concentracién de
los metabolitos secundarios varia dependiendo del lugar de procedencia del

material vegetal, lo cual influye en la actividad farmacoléqgica.

Se corrobora la presencia de flavonoides y terpenoides en el género Tilia.
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