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EVALUACION DEL EFECTO DEPRESOR DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
ESPECIES DEL GENERO ANNONA EN MODELOS EXPERIMENTALES EN
RATONES.

RESUMEN.

En el presente estudio se describe el efecto depresor sobre el sistema
nervioso central (SNC) de extractos acuosos de especies del género Annona,
los cuales fueron obtenidos mediante procesos de infusién y decoccion. Los
modelos del campo abierto, tablero con orificios y de exploracion en cilindro
se utilizaron para evaluar el efecto ansiolitico y/o sedante de dichos
extractos; asi como el modelo de la potenciacion del suefio inducido con
pentobarbital sédico y el modelo de induccién de convulsiones agudas con
pentilentetrazol (PTZ) para evaluar su efecto como depresor y la actividad
anticonvulsiva, respectivamente. Lo anterior con la finalidad de acreditar
mediante la investigacion basica las propiedades terapéuticas como
depresores del SNC atribuidas a los extractos acuosos de las especies
Annona reticulata, A. cherimolia, A. purpurea y A. diversifolia. Para la
evaluacion del efecto ansiolitico y/o sedante y de la potenciacion del suefio
inducido con pentobarbital sédico se utilizaron ratones machos Taconic (25-
35 g), mientras que para la evaluacién de la actividad anticonvulsiva se
utilizaron ratones hembras Taconic (SW) (25-35 g). La evaluacién en el
modelo del campo abierto, del tablero con orificios y de exploraciéon en
cilindro se realizé 60 = 2 min después de la administracion de los extractos
acuosos (30, 100, 300 mg/Kg, i.p., n=6), del farmaco de referencia
buspirona (10 mg/Kg, i.p., n=6) o del flavonoide rutina (20, 100 y 300
mg/Kg, i.p., n=6). El efecto ansiolitico y/o sedante se manifesté por una
disminucién en el nUmero de rectangulos explorados, de orificios explorados
o de levantamientos realizados para el modelo del campo abierto, del

tablero con orificios y de exploracidon en cilindro, respectivamente. Después
VIII



de las pruebas antes mencionadas, los ratones fueron administrados con 42
mg/Kg i.p. del sedante-hipnético pentobarbital sddico. Una disminucién
significativa en la latencia de sedacion y de hipnosis, o el aumento
significativo en la duracion de la hipnosis fueron indicativos de actividad
depresora y potenciacion del efecto central de otro depresor. Sesenta min
después de la administracion de los extractos acuosos (30, 100, 300 y 1000
mg/Kg, i.p., n=6), del farmaco de referencia etosuximida (3, 10, 30, 100 y
300 mg/Kg, i.p., n=6) o del flavonoide rutina (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.,
n>6) se indujeron las crisis convulsivas con una dosis de 80 mg/Kg via i.p.
del agente convulsivante PTZ. La respuesta anticonvulsiva se demostré por
un incremento significativo en la latencia a la primer mioclonia, a la primera

crisis generalizada (clénico-ténica) y a la crisis ténica.

Tanto la infusién como la decoccion de cada uno de los extractos evaluados
produjeron, desde la dosis de 30 mg/Kg, una disminucién significativa en las
diferentes conductas de exploracién respecto al control sugiriendo que
dichos extractos producen un efecto ansiolitico-sedante. Por otra parte, los
extractos mostraron un aumento significativo en el suefo inducido con
pentobarbital sdédico, el cual en la mayoria de los casos también fue
significativo a partir de dicha dosis. El farmaco de referencia buspirona (10
mg/kg) y el flavonoide rutina (300 mg/Kg) produjeron efecto ansiolitico y
sedante, asi como potenciador del suefio de manera significativa con

respecto al control en los respectivos ensayos bioldgicos.

Cada uno de los extractos produjo aumento significativo con respecto al
grupo control en la latencia a las diferentes conductas de crisis convulsivas.
En general las dosis de 100 y 300 mg/Kg fueron las mas eficaces, tanto en
infusiones como en decocciones, mientras que en la mayoria de los casos,
en la dosis de 1000 mg/Kg se presentaron reducciones en el retardo de las
latencias, lo cual puede ser asociado a efectos de inespecificidad producidos

con el incremento de la dosis. La etosuximida y la rutina produjeron sus
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efectos de manera dosis-dependiente y significativa con respecto al control
en la dosis de 300 mg/kg.

Con el fin de averiguar sobre la naturaleza de los compuestos presentes en
los diferentes en los extractos acuosos de las 4 anonas se realizd un analisis
cualitativo mediante cromatografia en capa fina y en presencia de
reveladores especificos para alcaloides y flavonoides. Las placas reveladas
con la solucién del reactivo 2’-aminoetildifenilborato al 1% metanol (NPR),
el cual forma complejos coloreados con compuestos de naturaleza fendlica
como los flavonoides fue positiva, donde el R, de una de las manchas
obtenidas con los diferentes extractos fue similar al del flavonoide de
referencia rutina sugiriendo su presencia en los extractos acuosos de las 4
especies del género Annona preparadas como infusién y decoccién en este

proyecto.



1. MARCO TEORICO.

1. MARCO TEORICO.

Psiquiatria y salud mental son términos que con frecuencia se emplean para
referirse a un conjunto de actividades para atender los desdrdenes del
sistema nervioso central (SNC). La psiquiatria es una especialidad médica a
la que se atribuye la responsabilidad de atender los trastornos mentales, en
tanto que el término “salud mental” tiene una acepcion mucho mas amplia,
y se refiere a una condicién peculiar de bienestar y desarrollo de las
potencialidades individuales y colectivas. La atencidn psiquiatrica consiste
entonces en el conjunto de principios cientificos, métodos, tendencias vy
recursos para contender con las llamadas enfermedades mentales,
aceptadas como tales por la Organizacién Mundial de la Salud (Benassini,
2001).

La Décima Revision de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE -
10, Organizaciéon Mundial de la Salud, 1992) contiene en su capitulo V,
dedicado a los “Trastornos Mentales y del Comportamiento”. Estos
trastornos producen en quienes los padecen diversos grados de
discapacidad, y el déficit adaptativo consecutivo en uno o mas ambitos de
su actividad y de su desarrollo, el evidente malestar subjetivo y el deterioro
de su calidad de vida, influyen notablemente en la forma en que perciben su

estado de salud (Benassini, 2001).

Es necesario aclarar que México dispone de muy poca informacién
epidemioldgica. Durante la realizacion de la primera Encuesta Nacional de
Adicciones (1988) se llevd a cabo la Encuesta Nacional de Salud Mental en
una sub-muestra probabilistica compuesta por 2 025 adultos de entre 12 y
65 afos de edad, que respondieron a un cuestionario estandarizado que

exploraba importantes areas de psicopatologia. Algunos de sus resultados
1



1. MARCO TEORICO.

destacan la magnitud e importancia de los problemas psicéticos, la

epilepsia, la depresién y los trastornos obsesivos (Benassini, 2001).

1.1 ANSIEDAD.

1.1.1 DEFINICION Y NATURALEZA DE LA ANSIEDAD.

La ansiedad es una sensacion desagradable de tensién, aprensién o
incomodidad, un miedo que parece proceder de un origen desconocido. La
respuesta de miedo normal ante los estimulos amenazadores consta de
varios componentes, tales como comportamientos defensivos, reflejos
auténomos, estado de excitacidon y alerta, secrecidon de corticosteroides vy
emociones negativas. En los estados de ansiedad, estas reacciones ocurren
con caracter anticipatorio y son independientes de los estimulos externos.
No existe un limite claro que permita separar el estado de ansiedad
patoldgico del normal, aunque podria establecerse en el punto en que los
sintomas interfieren en las actividades productivas cotidianas (Mycek et al.,
2006).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA DE LOS TRASTORNOS DE ANSIEDAD

1.1.2.1 Prevalencia de los trastornos de ansiedad en la poblacion

general.

Una serie de estudios primarios han establecido que los trastornos de
ansiedad son muy comunes en la poblacion general. Junto con los
trastornos afectivos y el abuso de sustancias son los mdas comunes
desordenes mentales. Tanja y cols. (2007) realizaron una detallada revision
de los mas recientes e importantes estudios epidemioldgicos que examinan

los trastornos de ansiedad en la poblacion general de paises occidentales.
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En estos estudios, la tasa de prevalencia a lo largo de la vida (proporcién de
personas de una muestra representativa de la poblacién que ha
experimentado el trastorno en algun momento de su vida, anterior al
momento de la evaluacién) vario de 13.6 % a 28.8 %. Por otra parte las
tasas de prevalencia a los 12 meses (proporcién de la muestra que ha
experimentado el trastorno en un periodo de 12 meses anteriores al
estudio) varian de 5.6 % a 19.3 %, son un poco mas bajas en comparacién
a las tasas de de prevalencia a lo largo de la vida, lo cual indica que la
etiopatogenia es, en la mayoria de los casos pero en todos, de naturaleza

crénica (Tanja et al., 2007).

1.1.2.2 Edad de inicio.

En general, los trastornos de ansiedad se desarrollan relativamente
temprano en la vida de los pacientes. En 80-90% de los casos, el desorden
se manifiesta antes de los 35 afios, y el periodo 10 a 25 afos de edad
parece ser de alto riesgo para desarrollar algun trastorno de ansiedad. Sin
embargo, hay diferencias significativas entre los diferentes trastornos de

ansiedad, en lo que se refiere a la edad de inicio.

> Las fobias especificas o sociales con frecuencia inician en nifios o
adolecentes y, en general, se han manifestado antes de la edad de 20
anos.

> El trastorno de ansiedad generalizada tipicamente se desarrolla al final
adolescencia y al principio de la vida adulta; el promedio de la primera
manifestacion se encuentra entre los 25 y los 35 afios. El trastorno de
ansiedad generalizada es el Unico trastorno de ansiedad que muestra un
incremento de prevalencia en las personas de la tercera edad.

> El trastorno obsesivo-compulsivo caracteristicamente se desarrolla entre

los 15 y 39 afios de edad.
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> El inicio del trastorno de estrés postraumatico es mas variado, ya que

depende de la edad en la cual el trauma ocurrid (Tanja et al., 2007).

1.1.2.3 Comorbilidad.

En los Estados Unidos un estudio nacional encontré que tres cuartas partes
de las personas que han experimentado un trastorno de ansiedad en algin
momento de su vida (prevalencia a lo largo de la vida), presentaron
también algun otro desorden mental. Los resultados de este estudio se

muestran en la Tabla No. 1.

Tabla 1. Tasas de comorbilidad en personas que han experimentado un

trastorno de ansiedad en alguin momento de su vida.

Trastorno. Tasa de comorbilidad (%).
Cualquier trastorno de ansiedad. 74.1
Trastorno de panico. 92.2
Agorafobia. 87.3
Fobia social 81.0
Fobia especifica. 83.4
Trastorno de ansiedad generalizado. 91.3
Trastorno de estrés postraumatico 81.0

1.1.3 CLASIFICACION DE LOS TRASTORNOS DE ANSIEDAD

» Trastorno de ansiedad generalizado (o estado constante de ansiedad
excesiva que no obedece a una razén u origen claro).

» Trastorno de angustia (crisis de miedo abrumador asociadas a
importantes sintomas somaticos tales como sudoracidon, taquicardia,
dolor toracico, temblores, sensacién de ahogo, etc.); estas crisis pueden
desencadenarse en personas normales con infusién de lactato sodico y

parece que el cuadro tiene un componente genético.
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> Fobias (temor intenso a cosas o situaciones especificas, p. e€j.,
serpientes, espacios abiertos, volar, relaciones sociales).
> Trastorno de estrés postraumatico (ansiedad desencadenada por el

recuerdo insistente de una experiencia estresante anterior).

Es necesario mencionar que el tratamiento de estos trastornos consiste, en
general, en métodos psicoldgicos en primer lugar o en la combinacién con la
administracion de farmacos no solo ansioliticos, sino ademas, antidepresivos

y antipsicoticos (Rang et al., 2003).

1.1.4 MECANISMOS NEUROQUIMICOS EN LOS TRASTORNOS DE
ANSIEDAD.

1.1.4.1 El papel del GABA

Diversas alteraciones en el sistema GABAérgico han sido relacionadas a la
fisiopatologia de los trastornos de ansiedad. Es ampliamente aceptado que
pacientes que sufren de trastornos de ansiedad presentan una reduccién en
la unién de las benzodiacepinas a su sitio receptor en varias regiones del
cerebro, en comparacion con los grupos control (Lydiard et al., 2003).
Consistentemente con la hipdtesis de una regulacidon a la baja del sistema
GABAérgico, se han encontrado bajos niveles del GABA en pacientes que
padecen de trastorno de panico (Tiihonen et al., 1997; Malizia et al., 1998).
Sin embargo, los resultados de estudios en los cuales se midié la
concentracion del GABA en plasma y en el fluido cerebroespinal son
contradictorios, lo cual en parte se debe a diferencias en el disefo,
metodologia, sitio de obtencion de la muestra bioldgica y pacientes
utilizados. Ademas los resultados obtenidos en dichos estudios sugieren que

no hay diferencias basales en los niveles del GABA entre los pacientes con
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trastornos de panico e individuos sanos, ya sea en fluido cerebroespinal o
en plasma. Por lo tanto, la relacidn entre las concentraciones del GABA en el
cerebro, plasma y fluido cerebroespinal y el grado en el que dichas
concentraciones individual o colectivamente reflejan la actividad del GABA

en el SNC sigue siendo incomprendida (Lydiard et al., 2003).

1.1.4.2 El papel de los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico.

Las publicaciones sugieren que diversas anormalidades en los sistemas
noradrenérgico y serotoninérgico juegan un papel clave en la fisiopatologia
de la depresién y los trastornos de ansiedad. La mayoria de dichos estudios
sugieren una activacién deficiente del sistema serotoninérgico y una
compleja desregulacion del sistema noradrenérgico, mas consistentemente,

una sobreactivacion de este sistema (Kerry et al., 2000).

La hipdtesis catecolaminérgica inicial propuso que una baja disponibilidad de
noradrenalina podria conducir a un estado de depresidén, mientras que una
elevada disponibilidad de la misma podria conducir a un estado de euforia y
ansiedad (Schildkraut, 1965). Después de afios de investigacion, varios
estudios demostraron que esta simple dicotomia claramente no es cierta.
Mas bien parece haber una compleja desregulacion en los niveles de
noradrenalina y secrecién de esta misma en el locus coeruleus, en estados
de depresion y ansiedad, lo que puede conducir a un incremento o
decremento en la liberacion de noradrenalina junto con una alterada
sensibilidad de los receptores postsinapticos y presinapticos (Kerry et al.,
2000). Histdéricamente, la medicion de la noradrenalina y sus metabolitos
fue la manera mas directa para evaluar la funcionalidad del sistema
noradrenérgico. Generalmente incrementos en los niveles de MHPG han
tenido una buena correlacion con los trastornos de ansiedad (Sevy et al.,

1989). Una hipersecrecion de noradrenalina en plasma vy fluido
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cerebroespinal fue reportada en pacientes que sufren de trastornos de
ansiedad (Sevy et al., 1989). Otro estudio reportd alteraciones en la
densidad y sensibilidad de los receptores adrenérgicos a, y B (Meana et al.,
1992).

Por lo tanto, la combinacién de incrementos o decrementos en la liberacidn
de noradrenalina con los incrementos o decrementos en la sensibilidad de
sus receptores sugiere que una variedad de mecanismos de desregulacion
pueden conducir a los mismos cambios funcionales (Kerry y Nemeroff,
2000). Por otra parte, algunos estudios sobre los trastornos de ansiedad
han encontrado disminuciéon de los niveles de serotonina (5-HT) en el fluido
cerebroespinal (Brewerton et al., 1995). Otro estudio reportd una reduccion
de la uniéon de la 5-HT a su transportador en trastornos de ansiedad
generalizada (Iny et al., 1994). En general los datos son bastante
consistentes, indicando que el sistema serotoninérgico exhibe una

disminucién general en su actividad (Kerry y Nemeroff, 2000).

1.1.5. FARMACOS ANSIOLITICOS E HIPNOTICOS.

Los ansioliticos son los farmacos que se prescriben con mayor frecuencia y
son utilizados de manera regular hasta en un 10% de la poblacion en la
mayoria de los paises desarrollados (Rang et al., 2003). Se han fabricado y
ensayado miles de compuestos, de los cuales se utilizan clinicamente unos
20, los cuales son esencialmente de tipo benzodiacepina y algunos de los

mas empleados se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de las benzodiacepinas en el ser humano

Farmaco. Semivida del | Metabolito Semivida del | Duracion Aplicaciones mas
farmaco activo. metabolito. global de la | importantes.
original (h). (h). accién (h).
Triazolam*, 2-4. Derivado 2. Ultracorta Hipndtico,
midazolam. hidrolizado. (<6). midazolam se usa
como anestésico
intravenoso.
Loracepam, 8-12. No. Corta (12- | Ansiolitico,
oxacepam, 18). hipndtico.
temacepam,
lormetacepam.
Alprazolam. 6-12. Derivado 6. Media (24). Ansiolitico,
hidrolizado. antidepresivo.
Nitracepam. 16-40. No. Media. Hipndtico,
ansiolitico
Diacepam, 20-40. Nordacepam. | 60. Larga (24- | Ansiolitico,
clordiacepodxido. 48). relajante
muscular.
Diacepam se usa
como
anticonvulsionante
por via
intravenosa.
Fluracepam. 1. Desmetil- 60. Larga. Ansiolitico.
fluracepam.
Clonacepam. 50. No. Larga. Anticonvulsivante,

ansiolitico.

*Triazolam se retiro del mercado britéanico debido a sus efectos secundarios. Tomada de Rang et al.,

2003.

1.1.5.1 Benzodiacepinas.

Las benzodiacepinas son el grupo mas importante de farmacos utilizados

como ansioliticos e hipndticos. Actian de manera selectiva sobre los

receptores GABAa, que intervienen en la transmisidon sinaptica inhibidora

rapida de todo el SNC. Las benzodiacepinas potencian la respuesta al GABA,

facilitando la apertura de los canales de Cl™ activados por éste. Se unen de

manera especifica al lugar regulador del receptor, que es distinto del lugar
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de union del GABA, y actiuan de forma alostérica produciendo un aumento

en la afinidad del GABA por su receptor (Rang et al., 2003).

1.1.5.2 Buspirona.

La buspirona es un agonista parcial de los receptores 5-HTia que se utiliza
en al tratamiento de diversos trastornos de ansiedad. También se une a los
receptores de dopamina, pero es probable que las acciones relacionadas con
la 5-HT sean las mas importantes en cuanto a la supresion de la ansiedad,
ya que otros compuestos ansioliticos similares (ipsapirona, gepirona)
muestran una gran especificidad por los receptores los receptores 5-HTia,
autoreceptores inhibidores que reducen la liberacion de 5-HT y otros
mediadores. También inhiben la actividad de las neuronas noradrenérgicas
del locus coeruleus y, por tanto, interfieren en las reacciones de excitacion.
Sin embargo, la buspirona tarda dias o semanas en producir sus efectos en
el ser humano, lo que apunta hacia un mecanismo de accién indirecto y mas
complejo. La buspirona es ansiolitico, pero carece de efecto sedante

apreciable (Rang et al., 2003).

1.1.5.3 Barbituricos.

En la actualidad estan practicamente abandonados a favor de las
benzodiacepinas y solo se utilizan en anestesia y en el tratamiento de la
epilepsia. En dosis altas provocan la muerte por depresidén respiratoria y
cardiovascular, lo que es una de las principales razones para que en la
actualidad sean muy poco usados como ansioliticos e hipndticos. Los
barbitlricos comparten con las benzodiacepinas la capacidad de potenciar la
accion del GABA,, pero su lugar de union es distinto y su accion menos

especifica (Rang et al., 2003).
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1.1.5.4 Otros farmacos utilizados como ansioliticos

> Antagonistas del receptor B adrenérgico (propanolol).

> Antidepresivos triciclicos (impiramina, amitriptilina).

» Inhibidores de la monoaminooxidasa (fenelzina).

Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (fluvoxamina,

paroxetina). (Argyropoulos et al., 2000).

1.1.6 MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

1.1.6.1 Modelo del campo abierto

Hall (1934) originalmente describié el modelo del campo abierto (“open-field
test”) para el estudio de las emociones en ratas. El procedimiento consiste
en someter a un animal, usualmente un roedor, a un ambiente desconocido
del cual no puede escapar. El aparato de Hall consiste de un soporte circular
iluminado de aproximadamente 1.2 m de diametro, el cual se divide en dos
anillos por una linea y esta cerrado por una pared de 0.45 m de alto. Las
ratas fueron colocadas individualmente en el anillo exterior del aparato y su
comportamiento se observd por 2 min. La evaluacién se realizé algunas
veces después de 24 o 48 h de privacién de alimentos, donde se observéd
que las ratas caminaban mas cuando eran privadas de alimentos. Por lo
tanto, las ratas que tuvieron acceso a los alimentos cruzaron menos la linea
que dividia ambos anillos en comparacion a las ratas que fueron privadas de
alimentos. El modelo del campo abierto es ahora uno de los mas populares
procedimientos en los estudios de psicologia animal. Actualmente se
dispone de diferentes versiones, en cuanto a la forma geométrica del
ambiente (circular, cuadrada o rectangular), iluminacidn (iluminacion desde
arriba con un foco sobre el campo abierto o iluminacion desde abajo con

una bombilla colocada bajo la superficie transparente del campo abierto,
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algunas veces es usada luz roja), la presencia de objetos dentro del aparato
como plataformas, columnas, tuneles, etc. El animal se coloca en el centro o
cerca de las paredes del aparato y los siguientes elementos de su
comportamiento son registrados por un periodo que va de 2-20 minutos:
locomocidn horizontal (numero de cruzamientos de las lineas marcadas en
la superficie), actividad vertical (frecuencia de levantamientos) y si el
animal defeca durante el periodo de la evaluacién. En tal situacién, los
roedores prefieren espontaneamente la periferia del aparato a la actividad
en la parte central del campo abierto. De hecho los ratones y las ratas
caminan cerca de las paredes, un comportamiento llamado tigmotaxis. Un
aumento en el tiempo que los roedores pasan en la parte central del aparato
sin modificacion de la locomocién total o una disminucion en el niumero de
cruzamientos de las lineas marcadas en la superficie y de la actividad

vertical son indicadores de sedacién (Hall, 1934).

Los efectos de muchos diferentes farmacos han sido estudiados en el
modelo de open-field. En general los estudios muestran que el modelo de
open field solo es sensible a los efectos ansioliticos producidos por
benzodiacepinas clasicas y agonistas del receptor 5-HT;a. Por otra parte el
modelo de open field no muestra sensibilidad a algunos otros farmacos
ansioliticos como son alprazolam vy los inhibidores selectivos de la

recaptacion de la serotonina (Prut y Belzung, 2003).

1.1.6.2 Modelo del tablero con orificios.

El modelo del tablero con orificios (“hole-board test”), el cual fue utilizado
por primera vez por Boissier y Simon (1962), ofrece una manera simple
para medir la respuesta de un animal a un ambiente desconocido. Una de
las ventajas de este modelo es que varias conductas pueden ser facilmente

observadas y cuantificadas, lo cual hace posible una descripcién detallada
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del comportamiento de los animales. Sin embargo, al igual que en otros
modelos animales para el estudio de la ansiedad, en el modelo del tablero
con orificios los diversos estimulos ansiogénicos provocados por la
manipulacion pueden variar mucho entre los animales, lo cual puede afectar

drasticamente el comportamiento de los mismos (Takeda et al., 1998).

El aparato original utilizado para llevar a cabo el modelo del tablero con
orificios consistido de un tablero cuadrado con un area de 40 cm cuadrados y
un grosor de 1.8 cm, perforado con 16 orificios de 3 cm de didametro
igualmente distribuidos. Un ratéon fue colocado en el centro del tablero. El
observador registro el nimero de veces que el raton introdujo la cabeza en
alguno de los orificios, conducta conocida como “head-dipping” (Crawley,
1985).

Diversos trabajos han estudiado el efecto de farmacos ansioliticos utilizando
el modelo del tablero con orificios. Algunos autores como Crawley (1985)
reportaron incrementos en el “head-dipping” después de que estos fueron
tratados con farmacos ansioliticos, mientras que otros autores como
Martinez y cols. (2006) reportaron decrementos de la misma conducta
después de la administracién de farmacos ansioliticos. Dicha controversia en
estos trabajos se pudiera deber al nivel de estrés de los animales utilizados
en cada estudio. Takeda y cols. (1998) reportaron que dosis de 0.05-0.5
mg/kg, i.p. de diazepam aumentaron el "“head-dipping”. En el mismo
estudio se reporto que el diazepam en una dosis de 0.1 mg/kg, i.p.
disminuyo el “head-dipping” cuando los animales fueron estresados
previamente a la evaluacion. Por otra parte, Bilkei-Gorzd y Gyertyan (1996)
reportaron que el farmaco ansiolitico clordiazepéxido mostro actividad
inhibitoria cuando los animales se encontraban en un ambiente aversivo
(iluminacion), mientras dicho farmaco no presento actividad en ambientes

NO aversivos.
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1.1.6.3 Modelo de exploracion en cilindro.

Otro modelo utilizado para la busqueda o estudio de farmacos con actividad
ansiolitica es el modelo de exploracién en cilindro. Dicho modelo resulta de
gran utilidad para medir la actividad vertical de roedores previamente
administrados con un determinado farmaco, y se basa en la asunciéon de
que una disminucidon en el nimero de levantamientos espontaneos sobre los
miembros posteriores implica un efecto ansiolitico (Hiller y Zetler, 1996;
Olivia et al., 2004; Ugalde et al., 2005; Martinez et al., 2006).

1.2 EPILEPSIA.
1.2.1 EPIDEMIOLOGIA DE LOS TRASTORNOS EPILEPTICOS

Actualmente la proporcién estimada de la poblacion mundial con epilepsia
activa (es decir crisis convulsivas continuas o necesidad de tratamiento) se
encuentra entre 4 a 10/1000 personas. Sin embargo, algunos estudios en
paises en desarrollo sugieren que la proporcién se encuentra entre 6 a
10/1000 personas. Alrededor de 50 millones de personas en el mundo
sufren epilepsia. En paises desarrollados la tasa de nuevos casos anuales
se encuentra entre 40 a 70/1000 personas en la poblacién general. Cerca
del 90 % de los casos de epilepsia en el mundo son encontrados en
regiones en desarrollo. Alrededor del 70 % de los pacientes que padecen
trastornos epilépticos responden favorablemente al tratamiento, sin
embargo, se estima que tres cuartas partes de las personas afectadas en los
paises en desarrollo no reciben el tratamiento que necesitan (WHO.
Epilepsy. Fact sheet N°999).

13
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1.2.2 DEFINICION Y ETIOLOGIA DE LAS CRISIS EPILEPTICAS.

La epilepsia se define como un trastorno cerebral caracterizado por una
permanente predisposicion a sufrir crisis epilépticas y por las consecuencias
neurobioldgicas, cognitivas, psicosociales y sociales de esta afeccion. Para
definirla como epilepsia requiere la ocurrencia de al menos una crisis

corroborada mediante analisis electroencefalografico (Fisher et al., 2005).

Una crisis epiléptica es una ocurrencia transitoria de signos y /o sintomas
debidos a una excesiva actividad o sincronizacién neuronal en el cerebro
(Fisher et al., 2005).

La descarga neuronal caracteristica de la epilepsia es consecuencia de
descargas eléctricas de una pequena poblacién de neuronas en algun lugar
especifico del cerebro conocido como foco primario. Desde el punto de vista
anatdmico, esta regiodn tiene un aspecto por completo normal. Casi nunca
hay causa identificable de la epilepsia, aunque ciertas areas sufren
alteraciones funcionales que pueden demostrarse mediante el
desencadenamiento de la actividad epileptégena con diferentes factores
ambientales, como la modificacion de los gases en la sangre, pH, electrdlitos

o disponibilidad de glucosa (Mycek et al., 2006).
1.2.3 CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS.

La clasificacidon clinica de la epilepsia distingue dos categorias principales de
crisis: parciales y generalizadas, aunque con algunas superposiciones y
muchas variantes en cada una de ellas. Las dos formas se dividen a su vez
en simples (sin pérdida de consciencia) y complejas (con pérdida de

conciencia) (Berg et al., 2010).
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1.2.3.1 Crisis parciales.

Las crisis parciales son aquellas en las que las descargas comienzan de
forma local y, a menudo, asi permanecen. Los sintomas dependen de las
regiones encefdlicas afectadas y consisten en contracciones musculares
involuntarias, experiencias sensitivas o descargas autébnomas anormales o
efectos sobre el estado de animo y el comportamiento, por lo que con
frecuencia se habla de epilepsia psicomotora. En este tipo de epilepsia, la
descarga EEG suele limitarse a un solo hemisferio. Las crisis parciales a
menudo se atribuyen a lesiones cerebrales locales y su incidencia aumenta
con la edad. En las crisis parciales complejas, la pérdida de conciencia
puede suceder al comienzo del episodio o algo después, cuando la descarga
se extiende desde el lugar de origen a la sustancia reticular del tronco

encefalico (Berg et al., 2010).
1.2.3.2 Crisis generalizadas.

Las crisis generalizadas afectan a todo el encéfalo, incluido el sistema
reticular, con una actividad eléctrica anormal de los dos hemisferios. Se
caracteriza por una perdida inmediata de la conciencia. Existen dos grupos
importantes, las crisis ténico-clénicas (gran mal) y las ausencias (pequefio
mal). La crisis ténico-cldonica consiste en una fuerte contraccion inicial de la
totalidad de la musculatura que produce un espasmo rigido en extension. La
respiracion se detiene a menudo y el paciente defeca, orina o segrega gran
cantidad de saliva. Esta fase tdnica dura alrededor de un minuto, tras lo
cual aparece una serie de sacudidas violentas y sincrénicas que van

cediendo de forma gradual entre 2-4 min (Berg et al., 2010).

En los nifios aparecen crisis de ausencia, que son mucho menos
exageradas, pero que surgen con mas frecuencia (muchos episodios cada
dia) que las crisis tonico-clonicas. El paciente interrumpe bruscamente la

actividad que esta llevando a cabo, a veces deja de hablar en medio de una
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frase, y permanece ausente durante algunos segundos, pero con escasas O
nulas alteraciones motrices. No es juicioso de lo que lo rodea y se recupera

de manera brusca sin efectos posteriores (Berg et al., 2010.).

La Clasificacion Internacional de las Crisis Epilépticas (Comisién para la
Clasificacion y Terminologia de la Liga Internacional contra la Epilepsia
(ILAE-1981: International League Against Epilepsy) ha propuesto una
clasificaciéon en cuanto a los diferentes tipos de sindromes epilépticos
(Yusta, 2005; Engel, 2006), una forma resumida de los tipos de epilepsia se

presenta en la figura 1.

Ténico-cldnica
(gran mal).
Tonica.
Convulsiva.
Cldnica.
Generalizada.
De ausencia
No convulsiva. (pequefio mal).
. U Atdnica.
Crisis epilépticas.
Compleja.
Mioclodnica.
Secundariamente
Parcial o generalizada. Espasmos
focal. infantiles.

Simple.

Figura 1. Clasificacién de las crisis epilépticas de acuerdo con la “"Commission on Classiffication and

Terminology of International League Against Epilepsy”, 1981, 1989.
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1.2.4 MECANISMOS NEUROQUIMICOS DE LA EPILEPSIA.

1.2.4.1 Hipotesis GABAérgica.

Esta hipotesis refiere que la reduccion de la inhibicidon GABAérgica promueve
el trastorno epiléptico mientras que un aumento de la misma origina efecto

antiepiléptico (Engelborghs et al., 2000).

El &cido gamma-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor mas
abundante del cerebro de los mamiferos, estimandose que
aproximadamente un tercio de las sinapsis del sistema nervioso central
(SNC) son GABAérgicas. La mayoria de las neuronas que utilizan este
neurotransmisor parecen estar implicadas en circuitos locales, aunque
también se conocen algunas proyecciones GABAérgicas. La sintesis de GABA
es a partir del acido glutamico que deriva de la glucosa, con la participacion
de la enzima acida glutamico-descarboxilasa (GAD), presente en el SNC y
organos periféricos (higado, rifidn y pancreas). Cuenta con diferentes tipos
de receptores, tanto centrales como periféricos, y su metabolizacion se
realiza a través de la GABA-aminotransferasa (GABA-T), enzima
mitocondrial especifica del SNC. La accién del neurotransmisor inhibidor
GABA esta mediada, al menos, por tres tipos diferentes de receptores, el
GABAA, GABAg y GABAc. Respecto a los dos primeros, existe abundante
informacién acerca de su estructura, distribucion y farmacologia; sin
embargo, aln no es mucho lo que se conoce acerca del receptor GABAc, un
nuevo miembro de la familia de receptores GABAérgicos. Los tres subtipos
de receptores difieren tanto en sus perfiles farmacoldgicos como en su
distribucién y, en algunos casos, en la sensibilidad a los iones, aunque la
estimulacién de GABA resulta casi siempre en inhibicion neuronal en los tres
subtipos de receptores (Lopez y Navarro, 1997). Los receptores GABAA son
pentaméricos, constituidos en mayor parte por tres subunidades distintas

(a, B, y), cada una de las cuales puede adoptar entre 3 y 6 subtipos
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moleculares. Los receptores GABA,, de localizacion postsinaptica,
intervienen en la inhibicidn post-sindptica rapida, un canal con
permeabilidad selectiva para el idon cloro. Como el potencial de membrana
en equilibrio para el i6n cloro suele ser negativo en relacion con el potencial
de reposo de la célula, el aumento de la permeabilidad al i6n cloro

hiperpolariza la célula y reduce su excitabilidad (Bradford, 1995).

Varios estudios han mostrado que el GABA esta involucrado en la
fisiopatologia de la epilepsia, tanto en modelos experimentales con animales
como en pacientes que sufren de trastornos de epilepsia. Los niveles del
GABA vy la actividad de GAD mostraron estar reducidos en focos epilépticos
extirpados quirdrgicamente (De Deyn et al., 1990). Por otra parte, se
reporta una reduccién de la unién de [*H]-GABA en tejido cerebral humano
de pacientes con trastornos de epilepsia, mientras estudios PET demuestran
una reduccion de unién al receptor para benzodiacepinas en focos
epilépticos humanos. El grado de reduccién de la union al receptor para
benzodiacepinas mostro una correlacidén positiva con la frecuencia de crisis

epilépticas (Savic et al., 1996).

Varios convulsivantes enddégenos (compuestos guanidino) y exdgenos
(bicuculina, picrotoxina, penicilina, pilocarpina, pentilentetrazol) inhiben la
transmisiéon GABAérgica a través de la inhibicidon de la sintesis del GABA o a
través de la interaccion con distintos sitios del receptor post-sinaptico
GABA, (D'Hooge et al., 1999). Por otra parte, varios farmacos
anticonvulsivos que son analogos del GABA (vigabatrina, tiagabina,
valproato) bloquean su metabolismo o facilitan sus efectos post-sinapticos
(Engelborghs et al., 2000).
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1.2.4.2 Hipoétesis glutamatérgica.

El L-glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC, en el cual
se distribuye de manera ubicua (Hollmann et al.,, 1994). Los estudios
efectuados con agonistas y antagonistas selectivos permiten distinguir
cuatro tipos principales de receptores para aminoacidos excitatorios: NMDA,
AMPA, kainato y receptores metabotropicos, todos los cuales se han clonado
y estudiado con gran detalle (Dingledine et al., 1999). Los tres primeros son
receptores ionotrépicos, con nombres derivados de sus antagonistas
especificos. Los receptores metabotropicos son receptores monomeéricos
acoplados a una proteina G, relacionados con los sistemas de segundos
mensajeros intracelulares (Bruno et al., 2001). Los estudios de fijacidon
demuestran que los receptores de glutamato son mas abundantes en la
corteza, los nucleos de la base y las vias sensitivas. En general los
receptores NMDA y AMPA ocupan las mismas localizaciones, mientras que la
distribucién de los receptores de tipo kainato es mucho mas limitada
(Bradford, 1995).

La sinapsis glutamatérgica juega un papel critico en la fisiopatologia de la
epilepsia. La activacion de receptores postsinapticos ionotropicos vy
metabotrdpicos a glutamato es proconvulsivante. Antagonistas del receptor
NMDA han mostrado ser poderosos anticonvulsivos en varios modelos
animales de epilepsia. Por otra parte hay evidencia de alteraciones en la
funcién del receptor NMDA en estudios de epilepsia adquirida, tanto en
modelos animales como en humanos. Tal es el caso de la incrementada
sensibilidad a la accidén del glutamato en receptores NMDA fue vista en el
hipocampo de ratas tratadas crdonicamente con agentes quimicos
convulsivantes y en focos corticales de humanos que sufren de trastornos

epilépticos (Engelborghs et al., 2000).
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1.2.4.3 Catecolaminas.

En varios modelos genéticos de epilepsia se han reportado anormalidades
en los niveles de catecolaminas presentes en el SNC. En ratas con epilepsia
espontanea se encontré que los niveles de dopamina decrecieron en el
nucleo caudado mientras los niveles de noradrenalina mostraron un
aumento en el mesencéfalo y el tronco cerebral (Hara et al., 1993). En otro
estudio se encontraron valores disminuidos de dopamina en focos
epilépticos de pacientes que sufren epilepsia (Mori et al., 1987). En modelos
animales de ausencia epiléptica, las crisis convulsivas son exacerbadas por
antagonistas de dopamina mientras los ataques epilépticos son aliviados por
agonistas del mismo neurotransmisor (Snead, 1995). En otro modelo animal
de ausencia epiléptica con ratones se demostré que la destruccion del
sistema ascendente noradrenérgico en el nacimiento previene la aparicién
de dicho sindrome (Meldrum, 1994).

1.2.4.4 Péptidos opioides.

En estudios experimentales, los opiaceos y péptidos opioides mostraron
propiedades tanto convulsivantes como anticonvulsivantes. Los agonistas
del receptor k suprimieron las descargas epilépticas en un modelo animal de
ausencia epiléptica. Por otra parte péptidos agonistas del receptor p inducen
crisis epilépticas cuando se administran intraventricularmente, lo cual
posiblemente se deba a la inhibicidon de interneuronas inhibitorias
(Przewlocka et al., 1995). En pacientes con crisis parciales complejas,
estudios PET seflalan que la densidad del receptor py es incrementada en la

corteza temporal (Mayberg et al., 1991).
1.2.5 FARMACOS ANTICONVULSIVOS
Los farmacos antiepilépticos mas frecuentemente usados y su mecanismo

de accion son resumidos en la tabla 3.
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Tabla 3. Mecanismos de accién de farmacos antiepilépticos

Agente antiepiléptico.

Mecanismo(s) de accidn

Benzodiacepinas.

Mejoran la accion del GABA.
Reducen sostenidamente ataques repetitivos.

Carbamazepina.

Bloquea canales de sodio voltaje-dependientes.

Etosuximida.

Reduce corrientes de Ca?* tipo T.

Felbamato.

Inhibicion de la neurotransmision glutamatérgica (reduce la accion del
NMDA, bloquea el sitio de unién a glicina en el receptor de NMDA).

Gabapentina.

Anadlogo del GABA pero no actla sobre los receptores GABAérgicos ni se
convierte o metaboliza en GABA.

Incrementa las sinapsis GABAérgicas: ¢activacion de GAD?

Puede bloquear el transporte de los aminoacidos.

Se une a canales de Ca?" voltaje-dependientes reduciendo la
concentracién de Ca?* intraneuronal.

Lamotrigina.

Reduce la liberacidon de glutamato.
Inhibe las corrientes de Ca?* voltaje-dependientes, bloquea canales de
Nat voltaje-dependientes.

Levetiracetam.

Mecanismo de accion desconocido.

Oxcarbazepina.

Inhibicion de canales de Na* voltaje-dependientes.
Inhibicién de corrientes de Ca?* voltaje-activadas.

Pentobarbital. Mejora la accion del GABA.
Reduce corrientes de Ca?* voltaje-dependientes.
Fenitoina. Bloquea canales de Nat voltaje-dependientes.
Reduce corrientes de Ca?*.
Primidona. Bloquea corrientes de Na' voltaje-dependientes.
Progabida. Agonista de los receptores GABA-A y GABA-B.

Remacemida.

Antagonista del receptor NMDA.
Inactivacién de los canales de Na*.

Tiagabina. Inhibidor de la recaptura neuronal del GABA.
Topiramato. Bloquea los canales de Na*.
Reduccidén de las corrientes de Ca?* tipo L.
Potenciacion del GABA en el receptor GABA-A: aumento del flujo de Cl™.
Inhibicion de la neurotransmision glutamatérgica: bloqueo de los
receptores AMPA/kainato.
Inhibicién de la anhidrasa carbdnica.
Valproato. Incrementa la sintesis y reduce el catabolismo del GABA.
Bloquea las corrientes de Ca?* tipo T.
Aumenta la inactivacién de los canales de Na®.
Vigabatrina. Inhibidor de la GABA-transaminasa.
Inhibe la recaptura del GABA.
Zonisamida. Bloquea los canales de Na*.

Bloquea canales de Ca?* tipo T.
Mejora la accion de GABA.
Inhibe la anhidrasa carbodnica.

Tomada de Engelborghs et al., 2000.
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1.2.5.1 Mecanismos de accion de farmacos anticonvulsivos.

La mayoria de los farmacos anticonvulsivos actualmente usados fueron
descubiertos por “screening”, sin fundamento en cuanto al mecanismo de
accion. Ya que el conocimiento en cuanto a la fisiopatologia de la epilepsia
ha crecido considerablemente en los ultimos afios y los mecanismos de
accion de la mayoria de los farmacos antiepilépticos son al menos
parcialmente entendidos, es claro que la mayoria de dichos farmacos
ejercen sus propiedades anticonvulsivas a través de solo unos pocos
mecanismos neuroquimicos, que son precisamente los mecanismos
fisiopatolégicos basicos, que se piensa, causan las crisis epilépticas
(Macdonald y Kelly, 1995). La asociaciéon entre los mecanismos de la
epileptogénesis y la terapia farmacoldgica anticonvulsiva es presentada en

la Tabla 4.

Tabla 4. Relacion entre mecanismos de epileptogénesis y mecanismos de accion de

farmacos antiepilépticos.

Mecanismo de epileptogénesis. Mecanismo de accion de farmacos
antiepilépticos.
GABA Reduccion del GABA en la corteza. Incremento en la funcionalidad del GABA
Reduccion de wunidn al receptor para (vigabatrina, tiagabina).
benzodiacepinas en el nlcleo taldamico Mejora en la inhibicion GABAérgica
medial. (benzodiacepinas).
Reduccion de la densidad del receptor Actividad agonista en los receptores GABA-
para benzodiacepinas en la region Ay GABA-B(progabida)
CA1. Propiedades GABAérgicas débiles
Reduccion de los niveles del GABA y la (pentobarbital, gabapentina, topiramato,
actividad de la GAD en focos valproato, zonisamida).
epilépticos.
GLU. Regulaciéon a la baja de receptores Inhibicion de la liberacién de glutamato
ionotropicos a glutamato. (lamotrigina).
Anticuerpos anti-gluR3. Bloqueo del sitio de union a glicina en el
Incremento de los niveles de receptor NMDA (felbamato).
glutamato en plasma.
Na*t Mutaciones en los canales de sodio Reduccion de las corrientes de sodio
voltaje-dependientes. voltaje-dependientes. (carbamazepina,
felbamato, lamotrigina, oxcarbazepina,
fenitoina, topiramato, valproato,
zonisamida).
Ca?** Reduccion del flujo de calcio mediado Reduccién de las corrientes de Ca?* tipo
por acetilcolina. “T"” (etosuximida, valproato).

Tomada de Engelborghs et al., 2000.
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Los farmacos anticonvulsivos establecidos decrecen la excitabilidad de la
membrana neuronal, interactuando con canales idnicos o con complejos
receptores a neurotransmisores. Los farmacos antiepilépticos que decrecen
la excitabilidad de la membrana neuronal a través de la interaccidon con
canales idnicos, actuan en canales de sodio y calcio. La mayoria de los
farmacos que interactian con complejos receptores a neurotransmisores
promueven la inhibicion GABAérgica aunque algunos farmacos mas
recientes actuan también a través de la neurotransmisidn excitatoria
(Engelborghs et al., 2000). Gracias al incremento en el uso de modelos
animales de epilepsia, al mayor conocimiento en cuanto a la fisiopatologia
de dicho trastorno y los mecanismos de accion de farmacos anticonvulsivos,
el disefio racional de dichos farmacos mostro un aumento considerable en la

década pasada (Engelborghs et al., 2000).

1.2.6 MODELO DE INDUCCION DE CONVULSIONES AGUDAS CON
PENTILENTETRAZOL

El uso de modelos animales de epilepsia es esencial para el descubrimiento

y desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de las crisis epilépticas.

A finales de 1940 y principios de 1950 varios documentos describen las
propiedades del agente convulsivante PTZ en modelos animales. Desde
entonces, tanto el modelo “kindling” inducido con PTZ como la induccion de
convulsiones agudas inducidas con el mismo convulsivante han sido
utilizadas para identificar la mayoria de agentes actualmente utilizados en el

tratamiento contra las crisis epilépticas (Kupferberg, 2001).

El PTZ es un derivado tetrazol con una consistente accién convulsivante en
ratones, ratas y primates. Cuando es dado por via parenteral el PTZ
inicialmente produce mioclonias y posteriormente puede conducir a crisis

generalizadas cldonico-tdnicas. Los EEGs muestran descargas de espiga-onda
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y poliespiga. Un ejemplo de un EEG de un raton administrado con 85 mg/Kg

de PTZ via i.p. es mostrado en la figura 2.

BASAL. PTZ 85 mg/kg
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Figura 2. Crisis epilépticas inducidas en un ratén administrado con 85 mg/Kg de PTZ via i.p. El EEG
basal es mostrado a la izquierda. El panel central muestra dos segmentos del EEG separados en

tiempos de 45 s después de la administracion del PTZ (Krauss et al., 1989).

Los modelos animales con PTZ se adoptaron como pruebas de deteccién de
farmacos antiepilépticos, lo cual en parte se debid6 a que el agente
anticonvulsivo etosuximida no alter6 los umbrales convulsivos en el modelo
del electroshock maximo. En contraste, algunos farmacos efectivos contra
crisis inducidas mediante el modelo del electroshock maximo, tales como
fenitoina y carbamazepina, son inefectivos contra las crisis inducidas con
PTZ. Por otra parte algunos farmacos como pentobarbital, acido valproico y
diazepam responden efectivamente contra las crisis inducidas por ambos
modelos (Fisher, 1989).

Aunque los modelos animales basados en la administracién de PTZ, es decir
“kindling”, convulsiones agudas y umbral de las crisis inducidas con PTZ,
han sido y aun son ampliamente usados para la busqueda de farmacos, el
mecanismo por el cual el PTZ actia no es del todo entendido. Un
mecanismo generalmente aceptado por el cual se piensa que el PTZ ejerce

su accién, es actuando como un antagonista en el sitio de unién a la
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picrotoxina del complejo receptor GABAx (Ramanjaneyulu y Ticku, 1984).
Estudios mas recientes indican que el PTZ y la picrotoxina interactuan con
superposicidon pero en distintos dominios del receptor GABAA (Huang et al.,
2001). Pellar y Wilson (1977) mostraron que el PTZ reduce principalmente
la conductancia del i6n cloruro y en menor medida las de los iones potasio y

sodio.
1.3 EL GENERO ANNONA.

El nombre de la familia Annonaceae es derivado del latin y significa /a
cosecha anual. Esta familia es econdmicamente importante por la venta de
sus frutos y por la produccién de aceites esenciales utiles para la industria
de la perfumeria (Estrada, 1994) y muchas de ellas son empleadas en la
medicina tradicional como infusiones de la corteza, hojas o raices de
algunas de ellas, ya sea como analgésico o antiinflamatorio, para aliviar
fiebres o para el tratamiento de desdérdenes intestinales tales como la
disenteria, diarrea y cdlicos; para aliviar malestares por dislocaciones o
torceduras, como agente cicatrizante y en el tratamiento de la diabetes
(Ruiz y Morett, 1997). Ademas se describe su uso como antiprotozoario y
antineoplasico (Villamar et al., 1994) y como ansiolitico-sedante vy

anticonvulsivo (N "Gouemo et al., 1997).

En México, las anonas se cultivan en hortalizas familiares, principalmente en
los estados de Colima, Guerrero y el Estado de México (Ruiz y Morett,
1997). Estas son utilizadas para tratar la ansiedad y la epilepsia se han
tratado frecuentemente con los remedios herbolarios. Gill en 1948 reporto
que la decoccién de plantas pertenecientes a las familias Annonaceae,
Loganiaceae, Proteaceae y Rubiaceae eran usadas como antiepilépticos.
Mientras que el grupo de N Gouemo (1997) describen que el extracto de
Annona muricata L. conocida comunmente como “Guanabana” disminuye las
crisis convulsivas en ratones. Lopez-Ruvalcaba et al., (2006) reportaron los

efectos como ansiolitico de la A. cherimolia. Mientras que de la A.
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diversifolia Saff. (ilama), un miembro de esta familia que es endémica de
las montafas y laderas de México, Guatemala y El salvador, se han descrito
su actividad como sedante y ansiolitico (Gonzalez-Trujano et al., 1998;
2006a), anticonvulsivo (Gonzalez-Trujano et al., 1998; 2006b; 2009) y
antinociceptivo (Carballo-Villalobos et al., 2010).

1.3.1 BOTANICA.

Las especies del género Annona presentan numerosas caracteristicas en
comun, especialmente en lo relativo a la altura de las plantas, el sistema de
las raices, la corteza, los tallos, la flora bioldgica, la polinizacién y en el
cuajado y tipo de fruto. Por otra parte hay importantes variaciones entre
plantulas que pertenecen a la misma especie, afectando no solo el follaje
maduro y la productividad de las plantas, sino también el tamafio del fruto,
la forma, el color, la calidad, y el nimero de semillas en el fruto. Estas
variaciones son a menudo bastante pronunciadas, lo cual resulta en el
hecho de que una especie tenga varios nombres botanicos (Ochse et al.,
1974; Geurts, 1981; Leodn, 1987).

En general, las anonas son arbustos o pequefos arboles, cuya altura varia
de 5 a 11 m dependiendo de varios factores, tal como la especie, el clima, el
suelo y el manejo de los cultivos. Dichas plantas son erectas, con corteza de
color café-grisaceo, la cual comunmente es aspera y corrugada.
Generalmente, los tallos de las anonas son de color gris-ferruginoso, y
tomentosos cuando son jovenes, posteriormente se vuelven glabros. Las
flores de las anonas son hermafroditas, usualmente fragantes, solitarias o
en fasciculos con 2 o 4 flores, con tres sépalos verdes y seis pétalos
dispuestos en dos verticilos. El verticilo externo tiene tres pétalos de color

amarillo-verdoso y el interno tiene tres pétalos amarillos (Ledn, 1987).
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La floracién comienza cuando la planta tiene 3 o 4 afos de edad, aunque
ocasionalmente esta puede presentarse mas temprano, dependiendo de las

condiciones ambientales (Pinto et al., 2005).

La polinizacidon es principalmente llevada a cabo por insectos o algunas
veces por el viento. El hecho de que las flores sean protéginas (los pistilos
maduran antes de que el polen sea liberado por las anteras) sugiere que la
autopolinizacién no es una regla para las anonas. Debido a que las flores
son protdginas, el cuajado de los frutos puede ser deficiente cuando la
poblacion de insectos polinizadores es pequena, pudiéndose producir frutos
pequefios y asimétricos, ya que el tamafo y forma de los frutos depende del
numero y posicion de oévulos fertilizados. Como resultado, el niumero de
frutos por planta, y la forma y tamafo de los mismos son altamente
dependientes de la abundancia de insectos polinizadores o a la polinizacion
manual en lugares donde los dichos insectos son escasos (Pinto et al.,
2005).

Figura 3. Hojas y fruto de la A. purpurea (a), la A. reticulata (b), la A.cherimolia (c) y la A. diversifolia

(d).
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1.3.2 FITOQUIMICA.

En las ultimas dos décadas se han aislado varios compuestos como
metabolitos de las especies del género Annona. La mayoria de dichos
metabolitos pertenecen al grupo de las acetogeninas y de los alcaloides (ver
Apéndice A). Al igual que en otros organismos, en las plantas los
metabolitos se pueden clasificar como primarios y secundarios. Se llama
metabolismo primario de las plantas a los procesos quimicos que
intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion
de las plantas. Son procesos quimicos pertenecientes al metabolismo
primario de las plantas: la fotosintesis, la respiracién, el transporte de
solutos, la translocacién, la sintesis de proteinas, la asimilacién de
nutrientes, la diferenciacién de tejidos, y en general la formacion de
carbohidratos, lipidos y proteinas que intervienen en estos procesos o son
parte estructural de las plantas. Son metabolitos primarios de las plantas los
compuestos quimicos que intervienen en los procesos mencionados: los
aminoacidos destinados a la formacién de proteinas, los nucleétidos, los
azucares, los acilglicéridos. El concepto de metabolitos primarios fue creado
en contraposicion al de "metabolitos secundarios de las plantas", que no
cumplen un rol directo en la supervivencia de la planta y por lo tanto su
ausencia no es letal para ésta, aunque si cumplen importantes roles de

defensa, atraccion de polinizadores, entre otros (Singer et al., 2003).
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2. PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A pesar de los vertiginosos avances de la ciencia en general, y de la
medicina en particular, se sigue buscando el tratamiento idoneo de diversas
enfermedades, entre ellas las que afectan el SNC, ya sea por sintesis o
derivados de origen natural como las plantas o animales. No obstante, es
mayor la esperanza de encontrar nuevos medicamentos al indagar entre los
recursos milenarios, como los utilizados en la dieta comun, hacia los que se
han enfocado los estudios cientificos en busca de la quimioprevencién de
enfermedades multiples. Por lo tanto, es imperante recuperar y revalorar el
saber tradicional popular con respecto al uso de plantas, aprovecharlas
como recurso, asi como revalorizar y analizar las relaciones hombre-planta,

desde el punto de vista antropoldgico, ecoldgico, botanico y medicinal.

Dentro de los padecimientos del SNC que aquejan a la poblacion mexicana
se pueden mencionar la ansiedad y la epilepsia (Adams et al., 1999). En
México, la ansiedad y la epilepsia se han tratado frecuentemente con los
remedios herbolarios, dentro de los cuales destacan las especies del género
Annona, de las cuales algunos estudios ya han reportado propiedades
sedantes y/o ansioliticas o anticonvulsivas, (Gill, 1948; N Gouemo et al.,
1997; Lépez-Ruvalcaba et al., 2006; Gonzalez-Trujano et al., 1998; 2006a;
2006b; 2009). A pesar de la informacion referida sobre los efectos sobre el
SNC de las especies del género Annona (Estrada, 1994), ninguno de los
reportes da evidencia del efecto de los extractos acuosos de estas especies,
que es la forma de preparacién como la gente lo utiliza, de tal manera que
el presente estudio se propone hacer una valoracién de los efectos de los
extractos acuosos de cuatro especies del género Annona mas comunmente
utilizadas en la poblacién mexicana para conocer su espectro de actividad
sobre el SNC y comparar su eficacia y potencia farmacoldgica entre especies

del mismo género preparadas por los procesos de infusion y decoccidn.
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3. HIPOTESIS.

Especies del género Annona se usan en la medicina tradicional por sus
propiedades sedantes, ansioliticas y anticonvulsivas; por lo tanto, se espera
que los extractos acuosos de las mismas preparados por infusion y
decoccién produzcan un efecto depresor sobre el SNC en modelos

experimentales en ratones.
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4. OBJETIVOS.
4.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar del efecto depresor de extractos acuosos de especies del género

Annona en modelos experimentales en ratones.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

> Preparar los extractos acuosos por proceso de infusidn y decoccion de
las hojas de especies del género Annona tales como: Annona

diversifolia, A. reticulata, A. cherimolia y A. purpurea.

» Evaluar la actividad depresora del SNC de los extractos acuosos de 4
especies del género Annona seleccionadas mediante el uso de

diferentes modelos experimentales.

> Realizar el analisis comparativo de la eficacia y potencia farmacoldgica

sobre el SNC entre 4 especies de Annona y un farmaco de referencia.

> Determinar la naturaleza de los compuestos que estan presentes en
los diferentes liofilizados de los extractos acuosos de las 4 especies de

Annona mediante técnicas de cromatografia en capa fina (CCF).
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5.1

5.1.1

5.1.2

MATERIALES Y METODOS.
MATERIALES.

EQUIPO.
Balanza analitica (Sartorius BL 2105).

Balanza para el pesado de los animales (Ohaus triple beam 700/800
series).

Cronémetros (Diager).

Cajas de acrilico (20x30x15 cm).

Cajas de acrilico (23x40x20 cm)

Jeringas de 1 mL con agujas de 0.40 mm x 13 mm (BD Plastipak).
Lampara de luz ultravioleta (Spectroline CX-20).

Placas de silica gel con indicador de fluorescencia UV 254 nm
(Mackerey-Nagel) de 10 x 15 cm y 0.25 mm de espesor.

Aplicador automatico para cromatografia de capa fina (CAMAG
TLC4).

Densitometro para cromatografia de capa fina (CAMAG TLC
Scanner3).

FARMACOS Y REACTIVOS.

Pentilentetrazol (SIGMA).

Etosuximida (SIGMA)

Clorhidrato de buspirona (SIGMA).

Pentobarbital (Sedalphorte)

Tween 80 (SIGMA).

Extractos acuosos de las hojas de especies del género Annona.
Solucién salina isoténica al 0.9 %

Acido acético glacial (J.T BAKER).
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Acido férmico (3.T BAKER).
Metanol (J.T BAKER).

Acetato de etilo (J.T BAKER).
Rutina (SIGMA).
2’-aminoetildifenilborato (SIGMA).
Quercetina (SIGMA).

5.1.3 MATERIAL BIOLOGICO.

Ratones machos y hembras de la cepa Taconic (SW) (25-30 g. de peso
corporal) mantenidos a temperatura controlada de 22+2°C con ciclo de
luz/obscuridad de 12 hrs. Con libre acceso a alimento y agua (ad libitum).
Los experimentos se realizaron siguiendo las especificaciones emitidas por
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente

para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

5.1.4 MATERIAL VEGETAL.

Las hojas de las especies de Annona reticulata, A. purpurea, A. diversifolia y
A. cherimolia previamente recolectadas por el personal del Laboratorio de
Neurofarmacologia de Productos Naturales del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz en localidades del Estado de Morelos,
Guerrero y Chiapas en el 2010 se utilizaron en este estudio. Los numeros de
referencia del espécimen de herbario son: pendiente, 26580; AN9702 vy

L1269901, respectivamente.
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5.2 METODOLOGIA.
5.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO.

Cada lote de material vegetal consté de 50 g de hoja seca y molida, los
cuales se prepararon por proceso de infusién y decoccidon en 500 ml agua.
Los extractos acuosos se liofilizaron para conocer el rendimiento y permitir
el pesado del material para la administracion de las diferentes dosis

evaluadas.

Tabla No 5. Rendimiento obtenido para cada uno de los extractos de

Annona.
Rendimiento (g).
Especie. - -
Infusion Decoccion.
A. reticulata 1.65 (3.30 %) 0.65 (1.30 %)
A. cherimolia 1.17 (2.34 %) 0.62 (1.24 %)
A. purpurea 0.99 (1.98 %) 0.46 (0.92 %)
A. diversifolia 1.11 (2.22 %) 1.07 (2.14 %)

5.2.2 PREPARACION DEL EXTRACTO Y LOS FARMACOS.

Los extractos acuosos, el pentobarbital (Nembutal®), el pentilentetrazol
(Sigma), la buspirona (Sigma), asi como los flavonoides de referencia rutina
(sigma) y quercetina (sigma) se disolvieron en el vehiculo que consistid de
solucion salina (s.s.) al 0.9%. La etosuximida (Sigma) se prepard como una
suspension con tween 80 al 0.5 % en s.s. Todos los compuestos se
administraron por via intraperitoneal (i.p.) y en reciente preparacion en

cada ensayo bioldgico. Los controles consistieron de s.s. o tween 80.

5.2.3 GRUPOS EXPERIMENTALES.

En cada uno de los ensayos bioldgicos los grupos constaron de al menos un
minimo de 6 ratones cada uno. Los extractos se evaluaron en las dosis de
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30, 100, 300 y 1000 mg/Kg; la etosuximida en las dosis de 3, 10, 30, 100 y
300 mg/Kg; la rutina en dosis de 20, 30, 100 y 300 mg/Kg y la buspirona
en dosis Unica de 10 mg/Kg. Para cada uno de los tratamientos, se utilizo
un volumen de 0.1-0.2 ml/10 g de peso corporal. La rutina se utilizd como
metabolito de referencia y es representado en todos los graficos de
respuesta depresora en la dosis de 300 mg/kg a la cual produjo efectos
significativos. Sesenta = 2 min después de la administracion del extracto,
rutina, buspirona, o etosuximida, se iniciaron las pruebas. Antes de llevar a
cabo la evaluacion del efecto ansiolitico de los extractos acuosos y el
farmaco de referencia los ratones se evaluaron para conocer su actividad

ambulatoria mediante el modelo de campo abierto.
5.2.4 MODELO DEL CAMPO ABIERTO.

Los ratones se colocaron individualmente en una caja de acrilico
(23x40x20cm) cuyo base interior esta dividida en 12 rectangulos (9.5 cm x
7 cm). El nimero de rectangulos explorados por cada ratén se registré en
un intervalo de tiempo de 2 min. Una disminucidon significativa en el
numero de cuadros explorados (reduccidon de la actividad ambulatoria) se

tomo como referencia de un efecto sedante (Prut y Belzung, 2003).

Figura 4. Modelo del campo abierto
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5.2.5 MODELO DEL TABLERO CON ORIFICIOS.

Los ratones se colocaron individualmente sobre la superficie de una caja de
madera (24x24x20cm). Dicha superficie esta perforada con 16 orificios de 3
cm de didametro igualmente distribuidos y se delimita por paredes de acrilico
trasparentes de 20 cm de alto. El nUmero de veces que el ratdon introduce la
cabeza en alguno de los orificios se registra en un intervalo de tiempo de 3
min. La disminucién significativa de la exploracion de los orificios con
respecto al control es indicativa de efecto como ansiolitico (Clark et al.,
1997).

Figura 5. Modelo del tablero con orificios

5.2.6 MODELO DE EXPLORACION EN CILINDRO.

Los ratones se colocaron individualmente dentro de un cilindro de vidrio (18
cm de altura x 12 cm de diametro). El numero de levantamientos
espontaneos sobre ambas extremidades anteriores se registra durante 5
min. La disminucion significativa del nimero de levantamientos con respecto
al control es indicativa de efecto ansiolitico (Hiller y Zetler, 1996; Olivia et
al., 2004; Ugalde et al., 2005; Martinez et al., 2006).
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Figura 6. Modelo de exploracién en cilindro

5.2.7 POTENCIACION DE LA HIPNOSIS INDUCIDA CON
PENTOBARBITAL SODICO.

Los ratones son administrados con 42 mg/Kg del sedante-hipnético
pentobarbital sddico (PS) y se colocan de manera individual en una caja de
acrilico para registrar el inicio de incoordinacion motora (latencia de
sedacion), seguida del registro del tiempo en que inicia la pérdida del reflejo
de enderezamiento (latencia de hipnosis) y finalmente, del registro de
tiempo en que se da la recuperacion del reflejo de enderezamiento
(recuperaciéon de la hipnosis). La diferencia entre el tiempo registrado como
inicio de la pérdida del reflejo de enderezamiento y recuperacién del mismo
es el dato de la duracion de la hipnosis. Una disminucion en las latencias o
un aumento significativo en la duracion de la hipnosis es indicativa de
actividad depresora y potenciacion del efecto central del depresor PS

(Gonzalez Trujano et al., 1998).
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Figura 7. Prueba de potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sédico

5.2.8 MODELO DE INDUCCION DE CONVULSIONES AGUDAS
CLONICO-TONICAS CON PENTILENTETRAZOL.

Transcurridos 60 min de la administracion del extracto, el agente
convulsivante pentilentetrazol (PTZ, 80 mg/kg, i.p.) se administré para
inducir crisis convulsivas de tipo clonico-ténico. Inmediatamente después de
la inyeccidn de PTZ los ratones se colocaron en cajas de acrilico trasparente
(20x30x15 cm) para la observacion y registro de la latencia a la primer crisis
mioclénica, a la primer crisis generalizada o clonico-téonica y a la crisis
tonica. El registré se realizdé durante 30 min después de la administracion del
PTZ (Kupferberg, 2001).

=

Figura 8. Crisis generalizada (a) y tdnica (b) inducidas con PTZ
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5.2.9 ANALISIS CUALITATIVO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF).

La determinacion cualitativa de la naturaleza de los compuestos que estan
presentes en los diferentes liofilizados de los extractos acuosos de las
annonas se realizé mediante la técnica de CCF. Las soluciones de cada uno
de los extractos acuosos y el compuesto de referencia rutina se prepararon a
una concentracién de 1 mg/mL. Tanto para los liofilizados como para los
compuestos de referencia el disolvente empleado fue agua destilada.
Mediante el uso de un aplicador automatico se aplicé un volumen de 22y 5
ML para cada extracto o compuesto de referencia, respectivamente, en
bandas de 6 mm espaciadas por 5 mm de longitud. La fase movil utilizada
fue acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-metanol-agua
6.5:1.0:1.0:1.0:0.5 (v/v). Una vez que las placas se corrieron en la fase
movil, éstas se secaron a temperatura ambiente en una campana de
extraccion por aproximadamente 15 min. Posteriormente las placas fueron
reveladas con una solucion del reactivo 2'-aminoetildifenilborato al 1%
metanol (NPR), la cual fue agregada por aspersiéon. Las placas se dejaron a
temperatura ambiente en una campana de extraccidon por un tiempo de 5
min para permitir que se evaporara el exceso de reactivo e inmediatamente
después fueron observadas y fotografiadas dentro de un gabinete con
ldmpara de luz UV a 365 nm. Las placas se analizaron en un densitdmetro
para CCF en el modo de fluorescencia y utilizando una lampara de deuterio,
los valores de R¢ y los espectros de absorcién de las muestras se obtuvieron

en un rango de longitud de onda de 200-500 nm.
5.2.10 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se presentan como la media % el error estandar de la media (EEM)
y se analizaron mediante el analisis de varianza (ANDEVA) de una via
seguido de la prueba de Dunnett o ANDEVA por rangos seguida de la prueba

de Dunn, en el caso de que los datos no pasaran la prueba de normalidad,
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en comparaciéon contra el grupo control. La significancia estadistica se

considerd para una P<0.05.
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6. RESULTADOS.

6.1 ACTIVIDAD ANSIOLITICA Y/O SEDANTE DE LOS EXTRACTOS
ACUOSOS DE ANNONA.

6.1.1 Annona reticulata

En la figura 9 se observa que en el modelo de campo abierto, tanto la
infusion como la decoccion de la A. reticulata, disminuyen significativamente
la actividad ambulatoria en todas las dosis ensayadas (Fig. 9A). En el
modelo de tablero con orificios, para la decoccién se observa una reduccién
significativa en el nUmero de orificios explorados en 100 (22.33+4.77) y 300
mg/Kg (11.6+2.36) y Unicamente en 300 mg/Kg (7.5+0.99) para la infusion
(Fig. 9B). En el modelo de exploracién en cilindro, el numero de
levantamientos disminuyd significativamente en la dosis de 100 y 300
mg/Kg tanto en infusién (4.33+1.56 y 0.00+0.00, respectivamente) como
en la decoccidn (3.83+2.09 y 1.40+1.17, respectivamente) (Fig. 9C). Tanto
la buspirona (10 mg/Kg) como el flavonoide rutina (300 mg/Kg) redujeron
significativamente las conductas evaluadas en cada uno de los modelos (Fig.
9A-9C). El efecto ansiolitico y/o sedante de los extractos acuosos de A.
reticulata en 300 mg/Kg fue similar a lo observado con buspirona (10

mg/kg) y rutina (300 mg/kg).

6.1.2 Annona cherimolia.

En la figura 10 se observa que tanto la infusidon como la decoccién de la A.
cherimolia disminuyeron significativamente la actividad ambulatoria y el No
de orificios explorados en todas las dosis probadas comparado con el control
(Fig. 10A-B). En el modelo de exploracién en cilindro, una disminucion
significativa en el numero de levantamientos se present6 en 30 y 300 mg/Kg
de la infusién (0.00+0.00 y 1.00+0.52, respectivamente) y de 100 a 300
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mg/Kg de la decoccidon (0.50+0.22 y 3.17+1.38, respectivamente). El efecto

de los extractos en 300 mg/Kg fue similar a lo obtenido con la buspirona (10

mg/Kg) y la rutina (300 mg/Kg) (Fig. 10C).
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Figura 9. Evaluacion de la actividad ansiolitica y/o sedante de los extractos acuosos de
la A. reticulata (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por infusién y decoccién), buspirona
(10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en comparaciéon con el grupo control. El
grafico muestra datos del modelo de campo abierto (A), tablero con orificios (B) y
cilindro (C). Las barras representan el promedio = EEM. *P<0.05 vs. control.
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Figura 10. Evaluacion de la actividad ansiolitica y/o sedante de los extractos acuosos
de la A. cherimolia (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por infusién y decoccion),
buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en comparacién con el grupo
control. El grafico muestra datos del modelo de campo abierto (A), tablero con
orificios (B) y cilindro (C). Las barras representan el promedio £ EEM. *P<0.05 vs.
control.
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6.1.3 Annona purpurea.

En la figura 11 se observa que tanto la infusidn como la decoccion
disminuyen significativamente la actividad ambulatoria en todas las dosis
ensayadas (Fig. 11A).
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Figura 11. Evaluacion de la actividad ansiolitica y/o sedante de los extractos acuosos
de la A. purpurea (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por infusién y decoccién), buspirona
(10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en comparacion con el grupo control. El
grafico muestra datos del modelo de campo abierto (A), tablero con orificios (B) y
cilindro (C). Las barras representan el promedio £ EEM. *P<0.05 vs. control.

44



6. RESULTADOS.

Mientras que una reduccidn significativa fue observada en los orificios
explorados en todas las dosis de la infusién y en las dosis de 30
(13.00+2.21) y 300 mg/Kg (2.33+1.45) para la decoccion (Fig. 11B). En el
caso del cilindro la disminucién significativa en los levantamientos se obtuvo
a las dosis de 100 y 300 mg/Kg, tanto en la infusién (7.83+1.00 vy
0.20+0.20, respectivamente) como en la decoccién (0.67+£0.50 vy
0.00+0.00, respectivamente) (Fig. 11C). El efecto ansiolitico y/o sedante de
los extractos acuosos de la A. purpurea, en la dosis de 300 mg/Kg, fue
mayor al alcanzado por la buspirona y la rutina en cada uno de los modelos

evaluados.

6.1.4 Annona diversifolia.

En la figura 12 se observa que tanto la infusion como la decoccion de la A.
diversifolia en todas las dosis probadas disminuyeron significativamente la
actividad ambulatoria (Fig. 12A) en comparacidon con el control. Por otra
parte, se observa una reduccion significativa en el nimero de orificios
explorados (Fig. 12B) en todas las dosis evaluadas de la decoccién, y
Unicamente en 300 mg/Kg (1.17+0.83) para la infusién (Fig. 12C). En el
caso del cilindro la disminucidn significativa en los levantamientos se obtuvo
en 100 y 300 mg/Kg tanto en infusién (4.20+1.32 y 1.17+0.83,
respectivamente) como en decoccion (1.00+0.55 y 1.83+1.50,
respectivamente) (Fig. 11C). El efecto ansiolitico y/o sedante de los
extractos acuosos de la A. diversifolia en 300 mg/Kg fue mayor al alcanzado
por la buspirona (10 mg/Kg) y la rutina (300 mg/Kg) en el modelo del

campo abierto y en el de exploracion en cilindro (Fig. 12A y 12C).
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Figura 12. Evaluacion de la actividad ansiolitica y/o sedante de los extractos acuosos
de la A. diversifolia (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por infusién y decoccion),
buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en comparacién con el grupo
control. El grafico muestra datos del modelo de campo abierto (A), tablero con
orificios (B) y cilindro (C). Las barras representan el promedio £ EEM. *P<0.05 vs.

control.

6.1.5 RUTINA

En la figura 13 se muestra la evaluacién de la actividad ansiolitica y/o

sedante de del flavonoide rutina en comparacion con el grupo control. En
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estos graficos se observa que solo 300 mg/Kg de rutina producen reduccion
significativa en la actividad ambulatoria (18.30+4.88) y en el numero de
levantamientos (6.29+2.00). Ademas de una disminucién dosis dependiente
y significativa en el numero de orificios explorados para todas las dosis
evaluadas (Fig. 13C).
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Figura 13. Evaluacion de la actividad ansiolitica y/o sedante del flavonoide rutina (20,
100 y 300 mg/Kg, i.p.) en comparacion con el grupo control. El grafico muestra datos
del modelo de campo abierto (A), tablero con orificios (B) y cilindro (C). Las barras
representan el promedio £ EEM. *P<0.05 vs. control.
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6.2 POTENCIACION DEL SUENO INDUCIDO CON PENTOBARBITAL
SODICO EN PRESENCIA DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS
ANONAS.

6.2.1 Annona reticulata.

En la figura 14 se muestra que Unicamente la decoccidén de la A. reticulata
disminuyé significativamente la latencia de sedacién en las dosis probadas
(Fig. 14A) en comparacién con el control. Mientras que se presenta una
reduccion significativa en latencia de hipnosis en 100 mg/Kg, tanto en
infusién (2.55+0.07 min) como en decoccion (2.80+0.15 min) (Fig. 14B). En
tanto a la duracién de la hipnosis se observé un aumento significativo en 30
y 300 mg/Kg en el caso de la infusién (44.03+4.96 y 56.63+4.92 min,
respectivamente), y en las dosis probadas en el caso de la decoccion (Fig.
14C).

La buspirona (10 mg/Kg) y el flavonoide rutina (300 mg/Kg) produjeron
aumento significativo con respecto al control en la duracion de la hipnosis.
Ninguna disminuyd la latencia de sedacion o de hipnosis en las dosis
probadas. En el caso de la duracidon de la hipnosis, los extractos acuosos
(infusién y decoccidon) en 300 mg/Kg presentaron un efecto mayor al

producido con buspirona y rutina.
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Figura 14. Evaluacion de la potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sddico
de los extractos acuosos de la A. reticulata (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por
infusidon y decoccion), buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en
comparacién con el grupo control. En el grafico se muestra la latencia de sedacion
(A), la latencia de hipnosis (B) y la duracién de la hipnosis (C). Las barras
representan el promedio £ EEM. *P<0.05 ANADEVA vs. control.
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6.2.2 Annona cherimolia.
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Figura 15. Evaluacion de la potenciacion del sueno inducido con pentobarbital sédico
de los extractos acuosos de la A. cherimolia (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por
infusién y decoccion), buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en
comparacién con el grupo control. En el grafico se muestra la latencia de sedacién (A),
la latencia de hipnosis (B) y la duracién de la hipnosis (C). Las barras representan el
promedio £ EEM. *P<0.05 ANDEVA vs. control.

En la figura 15 se observa que solo 30 mg/Kg de la decoccién disminuyo

significativamente la latencia de sedacién (1.14+0.11 min) con respecto al
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control. Por otra parte, 100 mg/Kg de la infusién (2.77+0.23 min) redujeron
significativamente la latencia de hipnosis. En el caso de la duracién de la
hipnosis, un aumento significativo se produjo en las dosis evaluadas, tanto
en infusion como en decoccidn. La infusién en 300 mg/Kg presenté un efecto

mayor al de buspirona y rutina.

6.2.3 Annona purpurea.

En la figura 16 se observa que solo 100 mg/Kg de la infusiéon disminuyo
significativamente la latencia de sedacién (1.12+0.05 min) con respecto al
control (Fig. 16A). La dosis de 100 mg/Kg de la infusién (2.50+0.15 min) y
de la decoccién (2.68+0.15 min) redujo significativamente la latencia de
hipnosis (Fig. 16B). En el caso de la duracién de la hipnosis, se presenta un
aumento significativo en las dosis evaluadas, tanto en infusion como en
decoccién. Para esta evaluacién, la infusion en 300 mg/Kg (51.07+6.71
min) y la decoccién desde 100 mg/Kg (54.71+4.00 min) producen un efecto

mayor al de buspirona y rutina.

6.2.4 Annona diversifolia

En la figura 17 se observa que ninguna de las dosis evaluadas disminuyo
significativamente la latencia de sedacién con respecto al control (Fig. 17A).
Por otra parte, se observa con 300 mg/Kg de la decoccion (6.17+0.70 min)
un aumento significativo para latencia de hipnosis (Fig. 17B). Mientras que
un aumento significativo se presentd desde de 100 mg/Kg, tanto en infusion
(33.98+6.19 min) como en decoccidon (49.51+2.44 min) (Fig. 17C) en la
duracion de hipnosis. La infusién en 300 mg/Kg (47.94%+6.04 min) y la
decoccién en 100 mg/Kg produjeron un efecto mayor al alcanzado por

buspirona y rutina (Fig. 17C).
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Figura 16. Evaluacion de la potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sédico
de los extractos acuosos de la A. purpurea (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por
infusidén y decoccion), buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en
comparacién con el grupo control. En el grafico se muestra la latencia de sedacion (A),
la latencia de hipnosis (B) y la duracién de la hipnosis (C). Las barras representan el
promedio £ EEM. *P<0.05 ANADEVA vs. control.
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Figura 17. Evaluacién de la potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sddico
de los extractos acuosos de la A. diversifolia (30, 100, 300 mg/Kg obtenidos por
infusidon y decoccidén), buspirona (10 mg/Kg) y rutina (300 mg/Kg) via i.p. en
comparacién con el grupo control. En el grafico se muestra la latencia de sedacién
(A), la latencia de hipnosis (B) y la duracion de la hipnosis (C). Las barras
representan el promedio £ EEM. *P<0.05 ANDEVA vs. control.

6.2.5 EVALUACION DEL EFECTO DEL FLAVONOIDE RUTINA EN LA
POTENCIACION DEL SUENO INDUCIDO CON PENTOBARBITAL
sODICO.

En la figura 18 se observa que la latencia de sedacién y de hipnosis no se
modifican en presencia de rutina con respecto al control. La cual aumento
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significativamente la latencia de hipnosis en 300 mg/Kg (razén por la cual se

eligio ésta dosis para hacer la comparacion en eficacia con los extractos

acuosos de las annonas).
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Figura 18. Evaluacién de la potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sédico
del flavonoide rutina (20, 100 y 300 mg/Kg, i.p.) en comparacién con el grupo
control. En el grafico se muestra la latencia de sedacién (A), la latencia de hipnosis

(B) y la duracién de la hipnosis (C).
*P<0.05 ANDEVA vs. control.

Las barras representan el promedio £ EEM.
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6.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVA DE
EXTRACTOS ACUOSOS DE ESPECIES DE ANNONA.

6.3.1 Annona reticulata.
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Figura 19. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de los extractos acuosos de la A. reticulata (30,
100, 300 y 1000 mg/Kg obtenidos por infusion y decoccion), de etosuximida (300 mg/Kg) y rutina (300
mg/Kg) via i.p. en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg, i.p.).
En el grafico se muestra la latencia a la 1er. mioclonia (A), la latencia a la ler. crisis generalizada (B),
la latencia a la 1er. crisis tonica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras representan el promedio +
EEM. *P<0.05, ANDEVA vs. control.

La figura 19 muestra que el extracto acuoso de la A. reticulata obtenido por
infusion presenta un efecto significativo a partir de 100 mg/Kg (1.29+0.18
min) en la latencia a la 1er. mioclonia (Fig. 19A), y a partir de 300 mg/Kg
(2.63+£0.30 min) en la latencia a la ler. crisis generalizada (Fig. 19B). El

efecto fue significativo solo en 100 mg/Kg (26.54+3.56 min) en la latencia a
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la ler. crisis tonica (Fig. 19C), y en 30 (26.05+3.95 min), 100 (27.48+0.18
min) y 300 mg/Kg (28+2 min) en la latencia a la muerte (Fig. 19D).

En la decoccidn, el efecto fue significativo en 100 (1.14+0.07 min) y 300
mg/Kg (1.1+£0.11 min) en la latencia a la ler. mioclonia; de 300 mg/Kg en
la latencia a la 1er. crisis generalizada (2.91+0.73 min) y la 1ler. crisis tdnica
(27.94+£2.96 min); y de 30 (23.1£4.5 min), 100 (21.93£3.33 min) y 300
mg/Kg (30+0.00 min) en la latencia a la muerte. En la dosis de 1000 mg/Kg
se presenta una reduccion del efecto protector para la infusidén en la latencia
a la crisis generalizada y tdnica, y para la decoccién en todas las crisis

convulsivas evaluadas.

La rutina y la etosuximida en 300 mg/Kg, presentaron mayor eficacia que
los extractos acuosos de la A. reticulata, en la latencia a la ler. mioclonia y
crisis generalizada. En 100 y 300 mg/Kg de la infusion y 100 mg/Kg de la
decoccién mostraron mayor eficacia que la rutina, tanto en la latencia a la
ler. crisis generalizada como en la muerte, mientras que dicha eficacia es
igual a la que presenta la etosuximida (100% de eficacia). Los tratamientos

se compararon estadisticamente con su respectivo control.

6.3.2 Annona cherimolia.

La figura 20 muestra que la infusion produce efecto significativo a partir de
100 mg/Kg (1.28+0.18 min) en la latencia a la ler. mioclonia, y a partir de
30 mg/Kg (1.14+0.06 min) en la crisis generalizada. Por otro lado, dicho
efecto es significativo solo en 100 mg/Kg (27.13+2.87 min) en la latencia a
la ler. crisis ténica y en 100 (27.42+2.6 min) y 300 mg/Kg (23.75£4.1 min)
en la latencia a la muerte. En 1000 mg/Kg se muestra una reduccién no
significativa del efecto protector de la infusidn con respecto al control, tanto

en la latencia a la ler. crisis tonica como en la muerte.
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En el caso de la decoccidén, el efecto fue significativo en 100 mg/Kg
(1.87£0.45 min) en la latencia a la ler. mioclonia; y en 100 (3.54+0.92
min) y 1000 mg/Kg (2.35+0.29 min) en la crisis generalizada; y de 30 y 100
mg/Kg en la crisis ténica (24.32+3.82 y 25.89+3.66 min, respectivamente)
y la muerte (24.93+3.77 y 28.00+1.87 min, respectivamente). En 300 y
1000 mg/Kg se presenta una reduccién no significativa del efecto protector
de la decoccion con respecto al control (con excepcién de la crisis
generalizada, en la cual 1000 mg/Kg incrementan significativamente con
respecto al control).

>
=]

33

wa
=

Winfusion * W infusidn *

28 @ Decoccion. l B Decoccion. l

23

]
un

=]
=]

E
18
3
e
13
) D . I
03

35 . 35
Winfusion # B B Decoccion R % *

—
un

Latencia a la primer mioclonia (min).
=
=

wn

Latenciaa b crekE generalzada (min).

.
P s s

.
D-‘h-

Binfusion

=]

o
o

30 BDecoccidn. i

75 25

20 20
15 15

10 10

Latenciaa la crisk tanica (min).
Latencia a la muerte (min).

0 30 100 300 1000 Rutina  Etosuximida 0 30 100 300 1000 Rutina  Etosuximida
(300) 1300) {300 1300)
Dosis [mg/Kg). Dosis (mg/Kg).

Figura 20. Evaluacién de la actividad anticonvulsiva de los extractos acuosos de la A. cherimolia (30,
100, 300 y 1000 mg/Kg obtenidos por infusion y decoccién), de etosuximida (300 mg/Kg) y rutina
(300 mg/Kg) via i.p. en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg,
i.p.). En el grafico se muestra la latencia a la ler. mioclonia (A), la latencia a la 1ler. crisis
generalizada (B), la latencia a la 1ler. crisis tonica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras
representan el promedio = EEM. *P<0.05, ANDEVA vs. control.

La rutina y la etosuximida en 300 mg/Kg exhiben mayor eficacia que los

extractos en la latencia a la ler. mioclonia y crisis generalizada. Dicha
57



6. RESULTADOS.

diferencia en eficacia se reduce en la latencia a la 1ler. crisis toénica y a la
muerte. Incluso a 100 mg/Kg de la infusidon y decocciéon se observa una
mayor eficacia que la rutina, tanto en la latencia a la 1ler. crisis tonica como
a la muerte, mientras que dicha eficacia es igual a la que presenta la
etosuximida (100 % de eficacia).

6.3.3 Annona purpurea.

La figura 21 muestra que la infusién produce efecto significativo en 300 y
1000 mg/Kg en la latencia a la 1ler. mioclonia (1.28+0.13 y 1.2+0.11 min,
respectivamente) y a la crisis generalizada (1.64+0.18 y 1.93+£0.41 min,
respectivamente). Dicho efecto es significativo en 300 mg/Kg en la latencia
a la 1er. crisis ténica (15.82%+3.04 min) y a la muerte (25.25+4.75 min). En
1000 mg/Kg se presenta reduccién no significativa del efecto protector de la
infusidn con respecto al control, tanto en la latencia a la 1ler. crisis tonica

como a la muerte.

En el caso de la decoccidn, el efecto es significativo en 300 (2.02+0.53 min)
y 1000 mg/Kg (1.19+0.08 min) en la latencia a la ler. mioclonia; de 300
mg/Kg en la latencia a la 1ler. crisis generalizada (15.72+6.39 min), crisis
ténica (25.10+24.1 min) y a la muerte (27.33+£1.98 min). En 1000 mg/Kg,
se reduce no significativamente el efecto protector de la decoccidon con
respecto al control (con excepcion de la crisis mioclénica, en la cual 1000

mg/Kg producen un incremento significativo).

La etosuximida en 300 mg/Kg exhibe mayor eficacia que las dosis probadas
de los extractos en el retardo de la latencia a la ler. mioclonia y crisis
generalizada. Dicha diferencia en eficacia se reduce en la latencia a la
muerte, en donde la eficacia de los extractos en 100 mg/Kg, tanto en
infusion como decoccion, es igual a la de etosuximida (100 % de eficacia).
Por otra parte, 300 mg/Kg de la decoccién presento eficacia mayor a la
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alcanzada por la misma dosis de rutina en el retardo de la latencia a la 1er.

mioclonia y crisis generalizada.
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Figura 21. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de los extractos acuosos de la A. purpurea (100,
300 y 1000 mg/Kg obtenidos por infusidn y decoccidon), de etosuximida (300 mg/Kg) y rutina (300
mg/Kg) via i.p. en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg, i.p.).
En el grafico se muestra la latencia a la 1er. mioclonia (A), la latencia a la ler. crisis generalizada (B),
la latencia a la 1er. crisis tonica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras representan el promedio +
EEM. *P<0.05, ANDEVA vs. control.

6.3.4 Annona diversifolia.

La figura 22 muestra que la infusion produce efecto significativo en 300 y
1000 mg/Kg en la latencia a la ler. mioclonia (1.20£0.06 y 1.71+0.24 min,
respectivamente) vy crisis generalizada (2.39%+0.77 y 9.63%£4.28 min,
respectivamente). Por otro lado, dicho efecto es significativo solo en 100

mg/Kg en la latencia a la muerte (25.35+4.65 min).

Por otra parte, la decoccion muestran un efecto significativo en 300 y 1000

mg/Kg en la latencia a la ler. mioclonia (1.15+0.04 y 1.65£0.09 min,
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respectivamente) y crisis generalizada (4.41£0.52 y 5.76+0.84 min,
respectivamente); y de 30 (14.71+£0.74 min), 100 (21.02+3.6 min) y 300
mg/Kg (18.6+1.74 min) en la latencia a la muerte.
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Figura 22. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de los extractos acuosos de la A. diversifolia (30,
100, 300 y 1000 mg/Kg obtenidos por infusion y decoccion), de etosuximida (300 mg/Kg) y rutina (300
mg/Kg) via i.p. en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg, i.p.).
En el grafico se muestra la latencia a la 1er. mioclonia (A), la latencia a la ler. crisis generalizada (B),
la latencia a la 1er. crisis tonica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras representan el promedio +
EEM. *P<0.05, ANDEVA vs. control.

Etosuximida en 300 mg/Kg exhibe mayor eficacia que las dosis probadas de
los extractos en las crisis convulsivas evaluadas. En la latencia a la 1ler.
crisis generalizada, 1000 mg/Kg de la infusién y decoccion produjeron

mayor eficacia a la alcanzada por la rutina.

60



6. RESULTADOS.

6.3.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVA DEL
FARMACO DE REFERENCIA ETOSUXIMIDA.

En la figura 23 se muestra un comportamiento dosis-dependiente vy
significativo en 300 mg/Kg para etosuximida (razén por la cual se uso ésta
dosis para hacer la comparacion en eficacia con los extractos acuosos de las

anonas).
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Figura 23. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva del farmaco de referencia etosuximida (3, 10, 30,
100 y 300 mg/Kg, i.p.) en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg,
i.p.) En el grafico se muestra la latencia a la 1er. mioclonia (A), la latencia a la 1er. crisis generalizada
(B), la latencia a la 1er. crisis ténica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras representan el
promedio £ EEM. *P<0.05, ANDEVA vs. control.

6.3.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVA DEL
FLAVONOIDE RUTINA.

En la figura 24 se observa un comportamiento dosis dependiente vy

significativo en la dosis de 300 mg/Kg (razén por la cual se eligidé ésta dosis
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para hacer la comparacién en eficacia con los

annonas).
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Figura 24. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva del flavonoide rutina (30, 100 y 300 mg/Kg, i.p.)
en comparacion con el grupo control en las crisis inducidas con PTZ (80 mg/Kg, i.p.). En el grafico se
muestra la latencia a la ler. mioclonia (A), la latencia a la ler. crisis generalizada (B), la latencia a la
ler. crisis tonica (C) y la latencia a la muerte (D). Las barras representan el promedio + EEM.

*P<0.05, ANDEVA vs. control.

6.4 PRESENCIA DE COMPONENTES DE NATURALEZA FLAVONOIDE

EN LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE ESPECIES DEL GENERO ANNONA.

En la figura 25 se observa que todas las muestras de los extractos, a

excepcion de la decoccidon de la A. cherimolia y A. reticulata, presentan una

mancha en comun con valor de R, similar al obtenido para rutina (Tabla 6).

Mientras que su aglicona quercetina se desplazo con el frente del disolvente.
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ADd. ACd. ACi. ARd. ARi. APd. APi.

Figura 25. Cromatografia en capa fina de extractos acuosos de especies del género Annona obtenidos
por infusidon y por decoccidon: quercetina (Quer), rutina (Rut), infusion A. diversifolia (ADi), decoccion
A. diversifolia (ADd), decoccidn A. cherimolia (ACd), infusion A. cherimolia (ACi), decoccion A.
reticulata (ARd), infusion A. reticulata (ARi), decoccidon A. purpurea (APd) e infusion A. purpurea
(Api) después de la derivatizacion con el revelador para flavonoides NPR.

Tabla 6. Valores de Ry correspondiente a la placa mostrada en la figura 25.

Muestra. Valor de R;.
ADd. 0.62
ADi. 0.63
ACi. 0.62
ARi. 0.65
APd. 0.60
APi. 0.60
Quer. 1.00
Rut. 0.63
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All tracks at 200 nm

Figura 26. Intensidad de la absorcién a una longitud de onda de 200 nm de de extractos acuosos de
especies del género Annona (A), los cuales fueron observados mediante CCF (B): decoccion A.
diversifolia (1), infusion A. diversifolia (2), infusién A. cherimolia (3), decoccion A. cherimolia (4),
decoccidn A. reticulata (5), infusidn A. reticulata (6), decoccidn A. purpurea (7), infusidon A. purpurea
(8) y rutina (9), después de la derivatizacién con el revelador para flavonoides NPR.
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Tabla 7. Valores de R, correspondientes al maximo valor de % A.

Muestra. Valor de R;. % A.
0.70 21.72

2 0.63 14.60

3 0.58 23.00

4 0.62 13.65

5 0.66 12.43

6 0.61 19.40

7 0.65 8.17

8 0.62 11.7

9 0.64 19.70

En la figura 26 se muestra la intensidad de la absorcion de cada uno de los

extractos acuosos y los compuestos de referencia rutina, quercetina y

canferol a una longitud de onda de 200 nm (A); asi como la placa

cromatografica correspondiente (B). El espectro de absorcidn se realizd

para cada uno de los extractos y los compuestos de referencia en un rango

de longitud de onda de 200 -500 nm. Sin embargo, debido a que tanto los

extractos como la rutina presentaron maximos de porcentaje de area en

valores de R, muy similares a la longitud de 200 nm (tabla no 6), solo se

muestra en el grafico de intensidad de la absorcién (en unidades de

absorbancia, AU) en funcién del R, a 200 nm.
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7. DISCUSION.

En México la ansiedad y la epilepsia se han tratado frecuentemente con los
remedios herbolarios, dentro de los cuales se encuentran varias especies del
género Annona y de las cuales anteriormente se menciond que existen
algunos estudios realizados con los extractos organicos hexanico y/o
etandlico que reportan propiedades sedantes, ansioliticas y/o
anticonvulsivas (Gill, 1948; N Gouemo et al., 1997; Lopez-Ruvalcaba et al.,
2006; Gonzalez-Trujano et al., 1998; 2006a; 2006b; 2009; Rején-Orantes
et al., 2011). A pesar de la escasa pero referida informacion de los efectos
sobre el SNC de especies de Annona (Estrada, 1994), en nuestro
conocimiento ninguno de los reportes da evidencia sobre el efecto de los
extractos acuosos de estas especies, que es precisamente la forma de
preparacion como la gente las utiliza, de tal manera que el presente
proyecto de tesis describe los efectos de dichos extractos preparados como
infusidn y decoccidon y de uno de los metabolitos presentes en 4 especies del
género Annona tales como: A. cherimolia, A. diversifolia, A. reticulada y A.
purpurea como las mas comunes de la poblacion mexicana, las cuales se

evaluaron utilizando diferentes modelos experimentales como sigue:

Para evaluar los efectos ansioliticos y/o sedantes se utilizaron tres modelos
validados y ampliamente descritos en la literatura para determinar actividad
depresora sobre el SNC, principalmente para sustancias ansioliticos-
sedantes (Prut y Belzung, 2003; Martinez et al., 2006; Ugalde et al., 2005).
Primeramente el modelo del campo abierto (“open-field test”, (Hall, 1934))
permite observar la actividad locomotora de los ratones, cuyo aumento en
el tiempo que los roedores pasan en un solo cuadrante del aparato sin
modificacion de la locomocién total o una disminucion en el nimero de
cruzamientos de las lineas marcadas en la superficie y de la actividad

vertical son indicadores de un efecto ansiolitico y sedante (Prut y Belzung,
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2003). El efecto de farmacos depresores del SNC y sus mecanismos de
accion ha sido reportado utilizando el modelo de campo abierto y
adicionalmente el modelo del tablero con orificios (Pérez-Ortega et al.,
2008). Martinez y cols. (2006) entre otros (Aguirre-Hernandez et al., 2007;
Pérez-Ortega et al., 2008) reportaron que una disminucién en la conducta
de “head-dipping” es observada cominmente con la administracién de
farmacos ansioliticos. Sin embargo, Crawley (1985) reportd que es posible
observar un aumento en dicha conducta después del tratamiento con
farmacos ansioliticos sugiriendo que el tipo de especie y el nivel de estrés
de los animales utilizados en el estudio podria ser un factor en la respuesta
conductual en el modelo. Con la finalidad de corroborar los efectos
ansioliticos y/o sedantes se trabajé también el modelo de exploracién en
cilindro (Hiller y Zetler, 1996; Oliva et al., 2004; Ugalde et al., 2005). En
este modelo, debido al espacio limitado al que se expone al ratén, éste
manifiesta su conducta de ansiedad mediante la exploracidon vertical del
cilindro al colocar sus extremidades anteriores sobre la pared de vidrio
denominadas levantamientos o erguimientos, donde la disminucion en el
nimero de levantamientos espontdaneos implica un efecto ansiolitico y/o
sedante (Martinez et al., 2006; Gonzalez-Trujano et al., 2006; Aguirre-
Hernandez et al., 2007; Pérez-Ortega et al., 2008). En general, la
disminucidn significativa de la actividad ambuladora del ratéon el modelo de
campo abierto sugiere una actividad depresora mayor a la que un farmaco
ansiolitico podria producir, sugiriendo un efecto ansiolitico y sedante. Dicho
efecto se corrobora con la disminucién significativa en la conducta en los
modelos de exploracién de orificios y levantamientos en el cilindro, los
cuales permiten ademas conocer y comparar la eficacia de los tratamientos

de prueba en comparacién con la de uno o mas ansioliticos de referencia.

Los resultados del estudio de las diferentes especies de Annona probadas

demuestran que tanto la preparacién en infusion como en decoccion de cada
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uno de los extractos produce disminucion significativa en las diferentes
conductas evaluadas en comparacion con el control desde la administracion
i.p. de la dosis de 30 mg/Kg. Esta disminucién no sélo se observa en los
modelos de exploracion sino también en el modelo de campo abierto, lo cual
sugiriere que todos los extractos evaluados possen actividad sedante. Estos
efectos son parecidos a los observados con el farmaco de referencia
buspirona en la dosis de 10 mg/Kg. La buspirona es un agonista parcial de
los receptores 5-HT;a, ampliamente utilizado como ansiolitico con un efecto
sedante poco apreciable (Rang et al., 2003). Por lo que es posible sugerir
que los extractos acuosos exhiben actividad como ansiolitico en dosis bajas

que conforme se incrementan promueven el efecto de sedacion.

De manera preliminar se realizd, mediante cromatografia en capa fina, el
anadlisis de la presencia de componentes de tipo flavonoide y para ello se
utilizdé como referencia de flavonoides a la rutina. Este flavonoide nos
permitid corroborar que el revelado era especifico para éste tipo de
compuestos y ademas nos permitid analizar si existia la presencia del
mismo en las muestras evaluadas. Nuestra placa reveld positiva a contenido
de flavonoides de acuerdo con los diferentes valores de Rf, entre los cuales
se encontro que efectivamente la rutina, como estandar de referencia, corre
con un Rf de 0.64 y que es parte de los metabolitos que se presenta en
todas las muestras de las anonas estudiadas. Se sabe que los extractos
acuosos al ser de naturaleza polar permitiran extraer en su mayoria
componentes de tipo polar. Los flavonoides constituyen una familia
relativamente diversa de moléculas aromaticas que son derivadas de
fenilalanina y malonil-CoA. A lo largo de esta via pueden formarse muchos
productos tales como los flavonoles, los flavandioles, las antocianidas, las
proantocianidinas (taninos) y una serie de otros polifenoles diferentes
(Kodan et al., 2002) Ademas de funcionar como pigmentos en flores, frutos,

semillas y hojas, los flavonoides también tienen un papel clave en la
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sefalizacion entre las plantas y los microbios, en defensa como agentes
antimicrobianos, en la disuasion de la alimentacidén en algunos parasitos, en
la proteccién contra los rayos UV (Pietta et al., 2000) y como productos

naturales con actividad terapéutica (Winkel, 2001).

La presencia de rutina se observé en las placas de CCF como posible
constituyente, lo cual se refuerza con una publicacién reciente de Annona
squamosa en la que se describe la presencia de éste flavonoide (Desai et
al., 2011) como uno de los posibles compuestos activos, tanto en la
preparacion por infusion como por decoccion, el efecto de la rutina se
evalud en los diferentes modelos y se observé que produce efecto como
ansiolitico en un rango de dosis de 20 a 100 mg/kg y como sedante en la
dosis de 300 mg/Kg. Estos datos sugieren que la rutina es responsable
parcial de la actividad como ansiolitico-sedante de los extractos acuosos de
las especies de Annona evaluadas. Al revisar en la literatura se encontro
que estudios previos han reportado la actividad depresora del SNC para la
rutina (Viola et al., 1995; Paladini et al., 1999).

Por otra parte, la administracion de los diferentes extractos identificados en
los modelos con actividad depresora del SNC como ansiolitico-sedantes es
capaz de provocar la potenciacién en la actividad depresora conocida para el
pentobarbital sodico (42 mg/kg, i.p.) (Gonzalez Trujano et al., 1998) al
aumentar significativamente la hipnosis inducida en los ratones desde la
dosis de 30 mg/Kg. Incluso, en el caso de la A. reticulata se observd un
inicio mas rapido en el efecto sedante y con la A. cherimolia en 100 mg/kg
el efecto hipnético inducidos con el pentobarbital al reducir
significativamente la latencia de sedacién y de hipnosis, respectivamente. El
pentobarbital sédico pertenece al grupo de los barbituricos, los cuales son
derivados de la malonil urea (acido barbiturico) cuyo mecanismo depresor

involucra la facilitacion de las acciones del aminoacido inhibidor GABA, al
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unirse a su receptor ionotréopico GABAA Y aumentar la duracidén de apertura
del canal del ién cloruro en multiples regiones del SNC (Brunton, 2006),
aungue cabe senalar que los barbituricos son pocos selectivos en sus
efectos ya que deprimen acciones de los neurotransmisores excitadores y
ejercen efectos no sindpticos en la membrana en paralelo con la
neurotransmision del GABA, esto puede explicar la capacidad de producir
anestesia clinica completa, con efectos centrales muy pronunciados que dan
como resultado su estrecho margen terapéutico (Mendoza, 2008). Los
efectos de reduccion en la latencia a la sedacidon e hipnosis v,
principalmente el aumento en el tiempo de duracién del efecto del
pentobarbital sdédico corroboran los efectos depresores de los extractos

acuosos de las diferentes especies de Annona probadas.

Después de corroborar la actividad depresora, se evalué el efecto de los
extractos sobre la excitabilidad inducida por PTZ, que es posible observar
conductualmente manifestada en los ratones como convulsiones de tipo
mioclonia, clénico-tonico y tonica; ésta Uultima al producir depresion
respiratoria también puede provocar la muerte. En esta prueba se observod
gue todos los extractos producen incremento significativo en la latencia a la
primer mioclonia, a la primer crisis generalizada (clonico-ténica), y a la
crisis tonica inducidas en presencia del agente convulsivante PTZ, un
antagonista no selectivo del receptor GABAa. El cual de acuerdo con Pellar y
Wilson (1977) reduce principalmente la conductancia del ién cloruro y en
menor medida las de los iones potasio y sodio. Con el retardo del inicio de
las crisis se corrobora que los extractos acuosos también poseen actividad
anticonvulsiva. En la literatura se reporta que los habitantes de distintos
lugares en Africa, la India (Nadkarmi et al., 2000), e incluso en México
(Gonzalez-Trujano et al., 1998) usan las hojas de diferentes especies de
Annona para controlar las convulsiones y la epilepsia, preparadas en

infusién, decoccidén o incluso en vinagre (Estrada, 1985). En la India los
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médicos rurales piden a los pacientes con epilepsia mascar las hojas de A.
squamosa para controlar las convulsiones (Nadkarmi et al., 2000; Porwat y
Sharma, 2011). Y aunque diversos estudios indican que los extractos
etandlico y hexanico de las hojas de algunas especies producen actividad
anticonvulsiva en roedores. Ninguno ha descrito la actividad y los

metabolitos responsables de la actividad de los extractos acuosos.

La actividad anticonvulsiva de los extractos fue similar a la producida por la
etosuximida, un antiepiléptico de uso frecuente en la clinica para tratar la
epilepsia de pequeno mal, y con la de la rutina (300 mg/kg) que
posiblemente participa en combinacidén con otros constituyentes de la planta

para producir los efectos anticonvulsivos del extracto acuoso.
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8. CONCLUSION.

Los resultados del presente proyecto de tesis validan el uso de especies del
género Annona como ansiolitico-sedantes y anticonvulsivos, usados en la
medicina tradicional. Ademas, se describe que el flavonoide rutina es uno de

los metabolitos activos que participa parcialmente en la actividad atribuida a
estas cuatro especies.
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9. PERSPECTIVAS.

El presente estudio farmacoldgico corrobora el efecto depresor sobre el SNC,
de los extractos acuosos de cuatro especies del género Annona; esto
permite considerar a dichas especies como candidatas para estudios que
conllevan aislar compuestos puros de utilidad terapéutica en las afecciones

de este sistema. Los estudios a proponer son:

> Caracterizacion e identificacion de los compuestos activos contenidos en
los extractos acuosos de las hojas de las especies evaluadas.

> Cuantificacién del contenido de rutina en cada una de las muestras
mediante HPLC.

> Busqueda de los de los mecanismos de accién de los compuestos
activos.

> Busqueda de otras actividades terapéuticas.
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APENDICE A.

APENDICE A.

COMPONENTES QUIMICOS COMUNES ENCONTRADOS EN ANNONAS

Tabla 10. Algunos de los mas comunes compuestos quimicos encontrados

en diferentes partes de la Annona cherimolia, A. reticulata, A. muricata, A.

senegalensis y A. esquamosa.

COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r A.m A.se. | A.sq.
Acetogeninas.

4-deoxyannoreticuin Hopp et al., 1998 C
Cortés et al., 1993b;

Alumunequin r,s
Duret et al., 1994

Annocherin Woo et al., 2000 S

Annogalene Sahpaz et al., 1996 S

Annoncherimolin Kim et al., 2001 S

Annomolin Kym et al., 2001 S

Annomonicin Chang et al., 1993 h

Annomuracins A, B Wu et al., 1995 ac h

Annomuracin E Kym et al., 1998 h

Annonacin 10 one Wuetal, 1995 ac; h,s

Rieser et al., 1996

Annonacin A

Wu et al., 1995 ac

Annomuricatin B

cyclopeptide

Vhao-Ming et al.,
1998
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.
Annonastatin Nonfon et al., 1990 S
Annopentocin A, B, C Zeng et al., 1996 h

Chang et al., 1993;
Annoreticuin h,s
Chang et al., 1998
Annoreticuin 9 Hopp et al., 1997 C
Chang et al., 1993;
Annoreticuin 9 one h,s
Chang et al., 1998
Annosenegalin Sahpaz et al., 1996 s
Annosquamosins A, B Chao-Ming et al., c
cyclopeptides 1997
Anonacins Nonfon et al., 1990 S
Nonfon et al., 199 ;
Anonins S h,s S
Pinto & Silva, 1994
Arianacin Reiser, 1996 S
Aromin A Chen et al., 1999 t,h,s
Asimicin Nonfon et al., 1990 S
Li et al., 1990;
Hernandez & Angel,
Bullatacin S C,S
1997; Hang et al.,
1999
Li et al., 1990; Duret
et al., 1994;
Bullatacinone r C,S
Hernandez & Angel,
1997
Chermolin 1 Cortés et al., 1993 b S
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.
Cherimolin 2 Cortés et al., 1993 b s
Cis-4-deoxyannoreticuin | Hopp et al., 1998 C

Reiser, 1996;
Cis-annonacin S
Woo et al., 1999 a
Cis-annoarin 10 one Reiser, 1996 S
Cis-and trans
Kim et al., 1998 a h
annomuricin C,D,E
Wu et al., 1995 c;
Cis-goniothalamicin h,s
Rieser, 1996
Cis,trans-bullatacinone Chang et al., 1998 s
Cis,transisomurisolenin Chang et al., 1998 s
Cis,trans-murisolinone Chang et al., 1998 S
Cyclopeptide
yclopep Wu et al., 1995 ¢ S
muricatonins A,B
Donhexocin Yu et al., 1998 S
Epomuricenins A,B Roblot et al., 1993 S
Gigantetrocin A Wu et al., 1995 ¢ h,s
Isoannoreticuin Chang et al., 1993 h
Isocherimolin 1 Duret et al., 1994 r
Isomolvizarin 1 Duret et al., 1994 r
Isomolvizarin 2 Duret et al., 1994 r
Javoricin Reiser, 1996 S
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | A.m. | A.se. | A.sq.
Liriodenine Philipov et al., 1994 S
Laherradurin Cortés et al., 1993 b s
Molvizarin Hishamet al., 1994 ct
Muricapentocin Kim et al., 1998 a h
Muricatocins A,B,C Wu et al., 1995 ¢ h
Muricin Pinto &Silva, 1994 t,h,s
Muricinin Pinto &Silva, 1994 S
Muricatetrocins A,B Wu et al., 1995 b h,s
Muricoreacin Kim et al., 1998 b h
Murihexocin C Kim et al., 1998 b h
Murihexol Yu et al., 1998 S
Otivarin Cortés et al., 1993 a s
Panatellin Gleye et al., 1998 r
Reticulatacin Gleye et al., 1998 r
Reticulatacin 10 one Gleye et al., 1998 r
Reticulacinone Hisham et al., 1994 ct
Rolliniastatin Chang et al., 1993 H
Rolliniastatin 2 Hisham et al., 1994 ct
Sabedelin Gleye et al., 1998 r

Myint et al., 1991;
Solamin Chang et al., 1993; h,s r,s

Gleye et al., 1998
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.
Duret et al., 1994;
Squamocin Hernandez & Angel, R s S
1997
Li et al., 1990;
Squamone h C
Chang et al., 1993
Squamotacin Hopp et al., 1996 C
Uvariamicin I Gleye et al., 1998 r
Uvariamicin IV Gleye et al., 1998 r
2,4-cis, trans-
Woo et al., 2000 S
annocherinone
2,4-cis, trans- Wu et al., 1995 b; h
s
isoannonacin Woo et al., 1999 a
2,4-cis, trans-
_ Hopp et al., 1997 C
squamoxinone
2,4-cis, trans-mosinone
Hopp et al., 1997 C
A
Alcaloides.
Bhakuni et al., 1972;
Oliver-Bever, 1986;
Cassady, 1990; You
(-) Roemerine ) r h,s H H
et al., 1995; Chulia
et al., 1995; Fatope
et al., 1996
Yang & Chen, 1970;
Bhakuni et al., 1972; | r,ct,h,p
Anonaine r,C h r,h,c r,h,c
Fresno & Cafavate, ,C,S
1983; Bridg, 1984.
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.
Cassady, 1990;
Salluja et al., 1990;
Maeda et al., 1993;
Aporphine , r s H H
Chulia et al., 1995;
You et al., 1995;
Fatope et al., 1996
Benzyllioquinoline Maeda et al., 1993 s
Lizana & Reginato,
Caffeine s
1990
Corydine Oliver-Bever, 1986 h,s c,rt,s
Dehydroroemerine Chulid et al., 1995 r
o-Glaucine Oliver-Bever, 1986 c,r,t,s
Isoboldine Philipov et al., 1995 r,h,c
Isocorydine Oliver-Bever, 1986 c,rt,s
Leboeuf et al., 1981;
hlslrl
Isoquinoline Maeda et al., 1993 s
C
Fresno &Cafavate, ct,h,p,c
Lanuginosine
1983 ,S
Fresno &Cafavate,
ct,h,p,c
Liriodenin 1983; Morton, 1987; r,C S r,h,c
,S
Philipov et al., 1995
Norcorydine Oliver-Bever, 1986 c,rt,s
Norisocoryline Bhakuni et al., 1993 H
Pyrimidine-B-carboline Maeda et al., 1993 S
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c. A.r. | A.m. | A.se. | A.sq.

Otros compuestos.

B-farnesene essential oil | Leal, 1990 h

o-pirene essential oil Leal, 1990 H

B-pirene essential oil h

Aliphatic ketone You et al., 1995 h

Alkanes You et al., 1995 h

Alkanols You et al., 1995 h

Aminoacids You et al., 1995 C

Amyl caproic acid Pinto & Silva, 1994 p

Amyloids Kooiman, 1967 s

Annosquamosins A,B

diterpenoids Wu et al., 1996 S f,c

Cherimoline Chen et al., 1998 t,h

Cherinonaine Chen et al., 1998 t,h

Coclamine Khan et al., 1997 p

Couximine Khan et al., 1997 p

Cohibins A,B Gleye et al., 1997 r

Dihydroferuloyltyramine | Chen et al., 1998 t,h

Diterpenes Mukhophadhyay et r,ct

al., 1993
Ent-kaurenoides Fatope et al., 1996 cr,z,s,
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.
Bridg, 1964;
MaclLeod &
Essential oils (others) Pieris1981; Jivoretz h,s h,r f f s,h
et al., 1998
Idstein et al., 1984;
Esthers You et al., 1995 D
Cassady, 1990;
Flavonoids Langanson et al., h
1994
Geranyl caproic acid Pinto & Silva, 1994 h
Adeogan & Durodola,
1976; Maeda et al.,
Kaurane diterpenoids t,h S C f,r
1993; Wu et al.,
1996
Lactam amide Chen et al., 1998 t,h
Limorene essential oil Leal, 1990 S
Monoterpenoids You et al., 1995 h
Murisolin Khan et al., 1997 p
n-trans-caffeoyltyramine | Chen et al., 1998 t,h
n-cis-caffeoyltiramine Chen et al., 1998 t,h
n-cis-feruloyltyramine Chen et al., 1998 t,h
n-cysferuloyltyramine Chen et al., 1998 t,h
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | Aam A.se. | A.sq.

n-fatty acyl tryptamine
Maeda et al., 1993 S

n-p-coumaroyltyramine | Chen et al., 1998 t

n-trans

feruloylmethoxytyramin

e Chen et al., 1998 t,h

n-trans feruloyltyramine | Chen et al., 1998 t,h

Purine Chen et al., 1998 t

Reticulin Khan et al., 1997 p

Rhamnoside Salluja et al., 1990 h,s
Salluja et al., 1990;

Saponins Langanson et al., H S
1994

Sesquiterpenoids You et al., 1995 H

Stepharine Khan et al., 1997 p

Steroids Chen et al., 1998 t

Sterols You et al., 1995 H
Burkill, 1996;

Tannins Langanson et al., h h p H
1994

Trans orimene essential

oils Leal, 1990 s
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COMPUESTOS REFERENCIAS A.c A.r. | A.m. | A.se. | A.sq.
Volatiles (terpenes,
hydrocarbons, esters, Idstein et al., 1984. P

carbonyls).

Abreviaturas: r-raices; cr-corteza de raiz; t-tallo; ct-corteza del tallo; h-hoja; f-fruta; p-

pulpa; c-corteza; s-semilla.

A.c- A. cherimolia; A.r- A. reticulata; A.m- A. muricata; A.se- A. senegalensis y A.sq- A.

squamosa.

Tomada de Pinto et al., 2005.
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