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0. ABREVIACIONES

%CV = porcentaje de coeficiente de variacion
%EBA = Porcentaje de entradas a brazos abiertos
%PBA = Porcentaje de permanencia en brazos abiertos
Abs = absorbancia

cm = centimetros

CMA = Concentracion de Muestra Analitica

D = dosis

DZP = Diazepam

g = gramos

HPLC = High Performance Liquid Cromatography
IR = Infrarrojo

MA = Muestra Analitica

mg = miligramos

mL = mililitros

mta = muestra

ng = nanogramos

R? = coeficiente de correlacion

Rf = Ratio front / Constante de retencion

SB = Salvia de bolita

SNC = Sistema Nervioso Central

UV = Ultravioleta

ug = microgramos

pL = microlitros




1. INTRODUCCION

Existen diversas enfermedades mentales que para la percepcién de muchos no son
notorias e inclusive para algunos no son consideradas enfermedades mentales, sin
embargo, una parte considerable de la poblacion suele experimentar estos tipos de
males psiquiatricos. Los ma&s comunes son el estrés y la ansiedad. El estrés se
presenta mediante tension fisica o emocional, en donde el sujeto se vuelve
intolerante al medio fisico o emocional, como pensamientos que generen frustracion
o la presencia de ambientes que no resultan agradables para el mismo, mientras
gue la ansiedad, se describe como una sensacion de miedo, preocupacién o un
derivado de la excitacion emocional. Una limitante que tiene esta enfermedad para
su estudio, es que los factores que conducen a ella no siempre son los mismos y
tampoco son constantes, es decir, que a diferentes personas les genera ansiedad
diferentes situaciones. Algo que si se ha definido es que éstas pueden ser
igualmente fisicas 0 emocionales, pues un individuo puede presentar ansiedad ante
problemas o sucesos en la vida, asi como, a la estancia en diversos lugares fisicos
gue suelen ser desconocidos para él mismo (Larzelere, 2008).

En México, las patologias psicolégicas mas frecuentes son los sindromes ansiosos
y depresivos. Se realizaron (Virgen, R. 2005) estudios en la poblacion mexicana en
1999 donde se determiné que el 14.8% presentaba algun trastorno de ansiedad.
Existen estudios que demuestran una mayor incidencia de estas enfermedades en
gente de entre los 15 y los 45 afios de edad, con una proporcion mayor en las
mujeres que en los hombres, es decir, de 2 a 1 respectivamente.

Para tratar las enfermedades anteriormente mencionadas, existen farmacos
conocidos como ansioliticos, que son farmacos depresores del sistema nervioso
central (Mendoza, P. 2008), y los que actuan sobre la actividad de la serotonina.

Adicionalmente, a finales del siglo XX, se ha visto a nivel mundial, un incremento en
el uso de las medicinas complementarias y alternativas, dentro de éstas se
encuentra la medicina tradicional, por ejemplo, paises desarrollados como: Australia
un 48% de la poblacién que utiliza algin tipo de medicina complementaria y
alternativa, 70% en Canada, 42% en EE UU, y 75% en Francia, lo que se traduce
en ingresos de hasta 2300 millones de ddlares anuales, como es el caso de Canada.
(Organizacion Mundial de la Salud. 2002).

Considerando lo anterior, la alta incidencia de estas enfermedades, y la negligencia
ante el tratamiento de los pacientes, surge la necesidad de desarrollar farmacos con
mejor desempefio y de baja toxicidad, asi como farmacos que sean de sintesis poco
costosa o bien que se empleen las plantas medicinales como una alternativa para
estas patologias. Dentro de estas plantas contamos con la pasionaria (o flor de la




pasioén), los toronijiles (blanco, rojo y azul), las flores de azar, etc, también entre ellas
tenemos a la conocida como la salvia de bolita.

Existe también una tendencia a utilizar en conjunto las practicas medicinales
alopéticas y las tradicionales, por lo que surge una necesidad de estudiar tanto la
planta (o una parte de la planta) utilizada tradicionalmente, como su actividad de la
misma al usarse en conjunto con un medicamento alopatico, pues en caso de que
se presenten interacciones farmacoldgicas, o reacciones adversas, el profesional
de la salud se encontrard con una notable carencia de informacion que le permita
solucionar el problema de un paciente.

Existe una relacion medicina tradicional-alopatica donde la gente busca ocupar
ambas tendencias o conocimientos de dichas medicinas para tratar sus
enfermedades, por lo que surge una posible necesidad de aplicar los conocimientos
formales en tecnologia farmacéutica, con los de la farmacognosia, esto con el fin de
desarrollar productos fitoterapéuticos. El desarrollo de este tipo de productos se
puede volver atractivo en el pais si se considera lo rico que es en conocimientos de
plantas medicinales en variedad de especimenes. Sin embargo, a pesar de tener
una gran variedad de conocimientos en plantas medicinales, éstas no suelen ser
investigadas a profundidad o de una manera formal, como es el caso de la salvia de
bolita.

Por todo lo anteriormente planteado, en el presente proyecto se busca obtener
evidencia cientifica sobre el efecto ansiolitico de la salvia de bolita, pues no se
cuenta con evidencia documental y experimental de la efectividad de esta planta
para tratar problemas de ansiedad y/o estrés, y asi de esta forma se tenga un
panorama claro de futuras investigaciones en esta planta en caso de que sea
pertinente.
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2. MARCO TEORICO

2.1 La ansiedad vy el estrés

El término estrés fue introducido a las ciencias de la salud en 1926 por Hans Selye,
quien lo definié como la respuesta inespecifica del cerebro a una peticion de alguien
o por algo (National Institute of Mental Heatlh). El estimulo que provoque la
respuesta de estrés, se conocera como estresor, los cuales pueden ser de tipo
psicosocial o biogénicos. Sin embargo, existen otras definiciones de estrés, como:

e EIl estrés puede ser definido como una amenaza real o supuesta a la
integridad fisiolégica o psicolégica de un individuo que resulta en una
respuesta fisiolégica y/o conductual). En medicina, el estrés es referido como
una situacion en la cual los niveles de glucocorticoides y catecolaminas en
circulacién se elevan (McEwen, 2000).

e Elestrés como un estado de falta de armonia o0 una amenaza al homeostasis.
La respuesta adaptativa puede ser especifica, o generalizada y no
especifica. Asi, una perturbacién en la homeostasis resulta en una cascada
de respuestas fisiolégicas y comportamentales a fin de restaurar el balance
homeostatico ideal” (Chrousos, 1992).

El estrés se inicia ante un conjunto de demandas ambientales que recibe el
individuo, a las que debe dar una respuesta adecuada poniendo en marcha sus
recursos de afrontamiento.

Cuando la demanda del ambiente (laboral, social, etc.) es excesiva en relacién con
los recursos de afrontamiento que posee el individuo, desarrollara una serie de
reacciones adaptativas, de movilizacion de recursos, que implican activacion
fisiologica.

A su vez, esta reaccion se acompafa de una serie de emociones negativas
(desagradables), entre las que destacan la ansiedad, la ira y la depresion. El estrés
suele tener como manifestacion la ansiedad, en cuyo caso se trata de una respuesta
emocional provocada por un agente desencadenante (denominado agente
estresante) interno o externo (Figura 1).

La ansiedad, ademéas de ser una respuesta emocional al estrés, puede ser una
reaccion emocional de alerta ante una amenaza que puede originarse sin agentes
estresantes. El estrés produce ansiedad, pero el individuo que padece ansiedad no
necesariamente padece de estrés (http://assets.mheducation.es/, 6/10/2016).

El estrés afecta a una gran porcion de la poblacion mundial, sin embargo, a pesar
de tener una gran incidencia, mucha gente puede ser incapaz de reconocer cuando
lo presentan, éste puede afectar al individuo a nivel cognitivo y emocional. De
acuerdo al departamento de Salud y Servicios de EEUU (US Public Health, 1999),
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la ansiedad y el estrés contribuyen notablemente a la aparicién de enfermedades
mentales en personas de 18-54 afos, lo cual es un rango de edades bastante
considerable, otros trabajos, también sugieren que el estrés conlleva a
enfermedades fisicas.

El término “estrés” es imposible de medir de forma objetiva, pues no hay alguna
métrica que nos permita conocer cuanto estrés presenta un individuo, por lo que el
término no es muy Util en el @mbito cientifico, sin embargo, eso no quiere decir que
éste no se estudie, pues se suele investigar qué clase de factores fomentan a la
aparicion del mismo.

El estrés, tanto a nivel cotidiano, como experimental, puede ser inducido por
deberes socio-cognitivos o por la accion de hormonas de estrés. Este puede llevar
a cambios en la funcion de la corteza prefrontal y el sistema limbico, disminucién de
la atencién y la memoria. Investigaciones también han sugerido que el estrés esta
relacionado con sensaciones del miedo. El estrés agudo conlleva a la activacion del
sistema nervioso simpético, donde se libera cortisol a través de la activacion del eje
hipotalamico-hipofisiario adrenal (Kubota, 2014).

Muchas decisiones en la vida suelen conllevar a una situacion de estrés agudo, y
viceversa; también se ha buscado evaluar si el estrés agudo es capaz de afectar la
toma de decisiones de tipo moral (Starcke, 2011), sin embargo, los resultados han
sido negativos, lo que se ha logrado demostrar en cambio, es que elevadas
concentraciones de cortisol en humanos, efectivamente afectan la toma de
decisiones de tipo moral.

En cambio, los trastornos de ansiedad presentan un cuadro psicopatolégico diverso,
se caracterizan por molestias relacionadas o que son similares al miedo, como la
desesperacion, temor, preocupaciones excesivas, etc. Se estima que del 13.6% al
28.8% de la poblacién padecera un trastorno de ansiedad a lo largo de su vida
(Heinze, 2010).

Los pacientes que padecen algun trastorno de ansiedad suelen tener repercusiones
en su entorno social, pues se afecta la forma que interactia con su alrededor,
disminuye su eficiencia en el trabajo, entre otros.

2.2 Ansiedad vy estrés en México

Estudios de Medina Mora y cols. (2003), reportaron que el 28.6% de la poblacion
mexicana ha presentado alguno de los 23 trastornos mentales de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades (CIE). Ellos concluyen que 6 de cada 20 mexicanos
han tenido trastornos psiquiatricos en algin momento de su vida, 3 de cada 20 en
los ultimos 12 meses, y 1 de cada 20 en los ultimos 30 dias. Mas concretamente, el
14.3% de la poblacidon mencioné que ha tenido un trastorno de ansiedad alguna vez
en su vida, el 8.1% los ultimos 12 meses, y el 3.2% en el ultimo mes.
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Figura 1- Diferencias entre ansiedad y estrés. En ella se observa los gestos que representa la conducta en
cada una de las patologias.

La causa del estres La ansiedad es el estrés

es la presencia de un que continta después de
“factor estresante” que el factor estresante

ha desparecido

En ese mismo estudio, se demostré que solo el 6.9% de los pacientes con algun
trastorno de ansiedad han sido atendidos por un especialista en salud mental, y
4.8% por un médico general, mientras que el 0.8% de la poblacién atendieron a la
medicina alterna, como yerbero, quiropractico, cura, espiritista, etc.

De acuerdo a encuestas realizadas en el 2010 por el Instituto Nacional de
Psiquiatria (INP), el 6.4% de la poblacion mexicana padece de ansiedad, es una de
las enfermedades mentales con mayor incidencia en la poblacion, y presenta una
prevalencia del 18% aproximadamente a lo largo del ultimo afio (Heinze Martin &
Camacho Segura, 2010).

En cuanto a estrés concierne, como se habia comentado antes, no es medible por
su subjetividad, porque no es considerada una enfermedad y porque los afectados
del padecimiento, no lo consideran un motivo de consulta médica (Valderrama,
2012).

2.3 Ansioliticos

El cerebro contiene alrededor de 1x10*! neuronas y alrededor de 15x10*2 sinapsis,
gue son los sitios de unién entre neuronas. Es ahi donde sustancias quimicas,
llamadas neurotransmisores llenan el espacio que existe entre las uniones para que
se produzca un potencial de accion o impulso nervioso y que éste cruce de una
neurona a otra, hasta llegar a su sitio en donde se ejerce el efecto biolégico o
fisioldgico, que pueden ser muy variables.

En fisiologia, el estudio de lo anterior se llama neurotransmision y consiste en una
diversidad de pasos, que se inician en la captura del precursor del neurotransmisor,
su transporte al sitio de sintesis, su sintesis como tal, su transporte a la vesicula,
etc., hasta terminar con su desactivacion o bien su recaptura hacia la presinapsis
(Silbernagl. S., Despopoulos, A. 2008). Esta sustancia llamada neurotransmisor va
a ligarse o unirse a una macromolécula que se localiza en la membrana o en el
nacleo de la célula y que se le da el nombre de receptor. En el caso de los
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ansioliticos, los receptores donde se van a ligar son preferentemente el receptor
GABAa y 5 HT1, cuyos ligandos son GABA (4cido gama amino butirico y serotonina
respectivamente) y se localizan en la membrana de la célula.

Ya que GABA es un neurotransmisor inhibidor y serotonina en este caso también lo
es, se define a los ansioliticos como aquellas sustancias utilizadas para tratar la
ansiedad y con ello ayudar al estrés, las cuales no producen sedacion o suefio
semejante al fisiolégico (Randal, 2012).

Un farmaco ansiolitico efectivo debe reducir la ansiedad y tener un efecto calmante,
afectando poco o nada las funciones motoras y mentales. Este grupo de farmacos
a su vez se clasifican en barbitaricos y benzodiazepinas principalmente, pero
existen los no benzodiazepinicos; sin embargo, en la actualidad las mas utilizadas
son las benzodiazepinas y por ello hablaremos un poco mas de ellas.

Las benzodiazepinas usadas en la clinica ejercen en forma cuantitativa efectos
similares, importantes diferencias cuantitativas en sus espectros farmacodinamicos
y sus propiedades farmacocinéticas han llevado a patrones variables de aplicacién
terapéutica.

Las benzodiazepinas ademas de producir el efecto ansiolitico pueden producir una
serie de diferentes acciones farmacoldgicas y existe una razén para creer que hay
distintos mecanismos de accion que contribuyen en grado variable a los efectos
sedantes-hipndéticos, de relajacion muscular, ansioliticos y anticonvulsivantes de las
benzodiazepinas, ademas del ansiolitico.

El término benzodiazepina se refiere a la porcion de la estructura compuesta por un
anillo de benceno (A) fusionado a un anillo de diazepina de 7 miembros (B). Sin
embargo, dado que todas las benzodiazepinas importantes contienen un
sustituyente 5-arilo (en el anillo C) y un anillo 1,4- diazepina, el vocablo significa en
realidad 5-arilo-1,4-benzodiazepina.

Por ultimo, se debe mencionar que existen otros farmacos que se han utilizado para
los trastornos de ansiedad como los antihistaminicos o los beta bloqueadores (estos
ultimos sobre todo para controlar las manifestaciones autonémicas de la ansiedad).
La clonidina (un antihipertensivo) también se ha utilizado para tratar algunos
trastornos de ansiedad, pero todos ellos en menor frecuencia (Rosalba, M.).

2.3.1 Biotransformacion
El metabolismo hepatico es el principal medio de depuracion o eliminacion de las
benzodiazepinas. Este metabolismo tiene dos fases:

1. En la primera la mayoria de estos farmacos sufren oxidacion microsomal, y
2. En la segunda estos metabolitos son conjugados por glucorosiltransferasas
gue generan compuestos glucuronidos que son excretados en la orina.
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Muchos de los compuestos que se generan en la primera fase son también
compuestos activos, que pueden tener vidas medias incluso mayores que del
farmaco original.

2.4 Modelos farmacoldgicos para evaluar el grado de ansiolisis en
animales

El uso de modelos farmacoldgicos para evaluar el efecto terapéutico de sustancias
con efecto en el Sistema Nervioso Central ha presentado algunos retos, pues
algunos de los problemas que se tratan de erradicar pueden llegar a ser complejos,
y en ocasiones, estos no pueden ser replicados en animales de laboratorio. Estos
retos han llevado a la Farmacologia (Neurofarmacologia, o Farmacologia
Conductual) a integrar conceptos de la Psicologia. Las areas de investigacion en la
Farmacologia Conductual con mayor interés son desordenes psiquiatricos, dentro
de los cuales se incluye la ansiedad, pues como se ha mencionado anteriormente,
es un problema que puede afectar a un gran numero de individuos.

El descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas con efecto en el SNC generd una
necesidad de generar modelos farmacologicos mas confiables, por lo que, de
acuerdo a Lapa, J.A., y cols, se introdujo el término “validez” a estos modelos con
el fin de asegurar la confiabilidad de los mismos. Por validez los autores describen
que es “La relaciéon entre los resultados de un experimento de comportamiento y las
observaciones clinicas del disturbio modelado”. Existen tres niveles de validez, la
validez predictiva (predictive validity), la validez objetiva (face validity), y la validez
constructiva (construct validity).

2.4.1 Modelo de plus-maze

Este modelo lo propuso por vez primera en 1985 por Sharon Pellow, es un modelo
de ansiedad incondicionada. Pero fue Lister quien lo uso por primera vez, este test
0 modelo incluye dos brazos cerrados y dos abiertos, situados perpendicularmente.
Las medidas de las que consta son las siguientes: situacion a 38,5 cm de altura, 30
cm de largo por 5 cm de ancho para los brazos y 15 cm de alto para las paredes de
los brazos cerrados (Figura 2). Se asume que en los brazos abiertos del laberinto
se produce una combinacion de miedo: a) a un ambiente no familiar; b) a un espacio
abierto intensamente brillante, y c) a una situacion de equilibrio en una superficie
relativamente angosta y situada a una considerable altura.

La iluminacion que recibe el modelo es a través de dos bombillas de 60 W de color
rojo. La duracion de la sesion es de 5 min. En su inicio, se coloca al animal en el
centro del laberinto, suspendido por la cola, de cara a uno de los dos brazos
abiertos, al tiempo que da comienzo la videograbacién o la evaluacion.
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Figura 2 - . Modelo de Plus-Maze. (Biopsychology Laboratory, 2015) En esta se aprecia el modelo que consta
de dos brazos abiertos y dos cerrados.

Respecto a los parametros evaluados, se toman dos tipos de medidas: las
denominadas "espacio-temporales” o "clasicas", y las "etologicas".

A. Parametros espaciotemporales:
a) Numero de entradas en los brazos abiertos.
b) Numero de entradas en los brazos cerrados.
c) Tiempo que pasa el animal en los brazos abiertos.
d) Tiempo que pasa en los brazos cerrados.
e) Tiempo que pasa en el centro del laberinto.
f)  Numero total de entradas en los distintos brazos.

B. Parametros etoldgicos:

Desde hace unos afios, algunos autores vienen llamando la atencion sobre
la necesidad de tomar en consideracion otros parametros, ademas de los
clasicos, para mejorar la sensibilidad del test, su fiabilidad y su validez
ecolégica. Los nuevos indices van a ser el resultado de observar qué
conductas son las que desarrolla el animal normalmente en el test y su
localizacion fisica (paradas o limpiezas y bolos fecales) (Cardenas, 2002).

2.4.2 Modelo de traccion

Este test, utilizado para medir la actividad relajante muscular (Boissier, et al. 1961),
consiste en suspender los ratones por sus patas delanteras de una barra metalica
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horizontal de 1cm de didmetro y 15 de longitud, posicionado a 20cm de altura que
se encuentra entre dos soportes. Un raton normal trata de poner sus patas traseras
sobre la barra en menos de 10 segundos (Figura 3). Si un animal es incapaz de
sostenerse del alambre antes del tratamiento, debe ser descartado.

Una hora después de haber realizado el tratamiento, se vuelve a ejecutar la prueba.
Si el raton cae del alambre, o no logra sostenerse con sus patas posteriores
después de tres intentos, se considera la respuesta como positiva de relajamiento
muscular.

Figura 3 — Modelo de Traccion. (Fotografia por: David |I. Gonzalez. 2016. Facultad de Estudios Superiores C.)
2.4.3 Modelo de escalera

Este test consiste en una escalera con 5 peldafios. Al animal se le permite explorar
libremente el compartimiento, dirigiéndose la exploracion del animal en torno a la
escalera, subiendo y bajando escalones (Figura 4).

La evaluacion en esta prueba se apoya en dos indices conductuales: a) frecuencia
de ‘rearings’ (limpiezas y estiramientos), y b) nUmero de veces que sube y baja por
la escalera, se trata también de un modelo incondicionado y su duracion es de 5
minutos. La premisa en la que se basa este modelo es que las sustancias
ansioliticas disminuiran el nimero de rearings, mientras que no se va a ver afectada
la frecuencia con que sube y baja la escalera. Pero se sabe también que los
farmacos ansioliticos aumentan el nimero de escalones explorados por el animal
(Steru, 1987; Cardenas, 2002).
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Figura 4 — Modelo de Escalera (Fotografia por: David I. Gonzalez. 2016. Facultad de Estudios Superiores C.)

2.5 La Medicina Tradicional y su impacto en la sociedad

La medicina tradicional tiene una larga historia. Es la suma total de los
conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no, utilizadas
para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades
fisicas y mentales (Organizacion Mundial de la Salud, 2013). Con base a esto, es
importante sefalar que la medicina tradicional y las plantas medicinales no son lo
mismo, pero si existe una relacion muy estrecha entre ambas.

En México, la medicina tradicional se ha distinguido por su historia, la cual puede
ser debida a diversos factores como su diversidad cultural o la notoria biodiversidad
del pais, donde incluso, México es el pais con mayor flora medicinal de
Latinoamérica. El uso de plantas medicinales se hereda desde culturas
prehispanicas; Francisco Hernandez, médico enviado al pais por Felipe Il, realizé
una obra con mas de tres mil plantas, donde la mayoria eran medicinales en base
a informacion que le proporcionaban médicos indigenas del centro del pais. Con el
paso de los afos, la medicina tradicional (y por ende, el conocimiento de plantas
medicinales) se fue enriqueciendo de otras culturas meédicas, como la humoral,
proveniente de Europa (Zolla, 2012).

En la actualidad, seria I6gico asumir que la medicina alopatica ha desplazado
notoriamente a la tradicional, esto tal vez podria ser cierto, sin embargo, se deben
de considerar una serie de factores que se interrelacionan entre si para comprender
el estado actual de la medicina tradicional en el mundo:

1) No toda la gente tiene acceso a los servicios publicos de salud.
2) El alto costo de los medicamentos o terapias, los cuales no siempre pueden
ser costeados en su totalidad por la poblacién, ni el gobierno.
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3) La negligencia de la poblacion para acceder a los servicios de salud
alopaticos.
4) Diversos factores sociales, entre otros.

Se han realizado trabajos que buscan tanto demostrar la exclusién de la medicina
tradicional frente a la alopética, como los que buscan evidenciar su coexistencia vy,
hasta cierto nivel, una dependencia mutua. Se han realizado trabajos en distintas
comunidades del mundo en donde se pone a prueba el conocimiento de la poblacién
sobre diversas enfermedades, su origen, y su cura, en los que se manifestd que la
mayor parte de la poblacion desconoce del tema, algunos otros que sus propias
creencias son incompatibles con la evidencia cientifica y otros mas que favorecen
el uso de la medicina alopatica cuando ésta esta disponible (Seathre, 2007)
(Vadebroek y cols., 2004).

En su contraparte, se han realizado investigaciones en multiples sectores del mundo
en donde el resultado, es distinto al mencionado anteriormente, ya que se encontrd
gue la medicina tradicional suele usarse en conjunto con la alopatica, o que la
poblacion esta consciente de la existencia del tratamiento tradicional y el alopatico
(Scrimshaw & Cosminsky, 1980); inclusive, en una region de Nigeria Etkin y
colaboradores (1990) descubrieron que los medicamentos usados en la terapia
alopatica son utilizados para la terapia tradicional, un fenémeno al que nombré como
“‘indigenizacion de los medicamentos”.

Este tema ha sido de interés para multiples investigadores, como en el trabajo de
Peter Giovannini y colaboradores (2011), en el que puntualizaron que, como en
algunos otros trabajos previos, los conocimientos de la medicina tradicional y la
alopética coexisten entre si, ya que los habitantes de la region conocian en su
mayoria tanto las plantas medicinales que se les presentaba, como algunos
medicamentos comerciales y su uso. Este es un resultado interesante, pues la
comunidad se encuentra notablemente alejada de una farmacia y/o un hospital. En
esta investigacién también resalta una interesante tendencia, en la cual, conforme
aumenta el grado de escolaridad, disminuye el uso de las plantas medicinales y
aumenta el de los medicamentos alopéticos. También resalta un caso particular
donde la hija de un curandero, relata que su padre hacia uso de los medicamentos
alopaticos junto con las plantas medicinales. Esto lleva a concluir a los
investigadores, que inclusive en poblaciones remotas, ambas practicas han sido
utilizadas en conjunto. Finalmente, proponen que, en lugar de medir el conocimiento
0 uso de cada tipo de medicina por separado, se deberian evaluar ambos
conocimientos en conjunto como “interés general en conocimientos meédicos”
(Giovannini P., et al., 2011).
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2.6 Plantas medicinales y su potencial en la investigacion de
nuevos farmacos y tratamientos terapéuticos

Para iniciar esta parte de nuestro estudio, es necesario mencionar qué es la
Fitofarmacologia, Hernandez Abel lo define como: “Rama de la farmacologia que se
orienta al estudio de los extractos estandarizados de las plantas medicinales...” -
Hernandez Chavez Abel, (2013).

En las dltimas décadas se ha observado un incremento en el nimero de pacientes
gue recurren a las plantas como recurso terapéutico lo que conlleva al riesgo en el
uso indiscriminado y sin fundamento cientifico. Las plantas medicinales conforman
un potencial de posibilidades para el tratamiento de distintos padecimientos, pero
su uso debera ser sostenido por dos pilares, denominados seguridad y eficacia, que
garantizan la calidad del recurso fitoterapéutico utilizado.

Si bien es cierto que ya existen productos con actividad terapéutica hechos a base
de plantas, estos suelen carecer de un desarrollo adecuado o investigacion clinica
basica, fomentando asi a la aparicion de los “productos milagro”, los cuales, las
entidades de salud gubernamentales han tratado de detener (El Economista, 2015).

La forma de evitar que estos actos continlen sucediendo, es mediante la
“formalizacion” de la industria de los productos hechos a base de plantas; uno de
los requisitos para lograr esto es mediante la estandarizacién tanto de las materias
primas (materia vegetal, extractos, etc.), como del producto fitoterapéutico.

2.7 La estandarizacibn como paso clave para la elaboracion de
productos fitoterapéuticos

Para lograr que la medicina alternativa sea aceptada tanto a nivel nacional, como
internacional, es necesario llevar a cabo una actualizacion de la medicina herbolaria.
Una de las formas mas ldgicas de lograr esto es mediante la implementacion de
sistemas de calidad, asi como la estandarizacion, esto aplica tanto para los
materiales vegetales a emplear, como a los procesos realizados para obtener el
producto final. Dada la complejidad quimica de las plantas, es necesario cerciorarse
gue siempre que se provea a algun paciente de un remedio herbolario o
fitoterapéutico, éste sera efectivo y seguro. Solo mediante la estandarizacion y la
validacion de procesos se logrard esto. En un extracto, por ejemplo, se debe de
asegurar que éste tenga una concentracion minima de ciertos compuestos (Mandal,
Mandal, & Kumar Das, 2015).

La estandarizacion de los productos fitoterapéuticos es la descripcion y reunion de
un conjunto de caracteristicas rigurosamente controlables que llevaran a constituir
una monografia oficial para la propuesta de una preparacion de una forma medicinal
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a base de una planta. La monografia debera reunir una serie de caracteristicas
normalizadas de una preparacion de droga o extracto con su perfil especifico
farmacognadstico, quimico, biolégico y farmacéutico.

Algunas adversidades que presentan los productos fitoterapéuticos es que no se
cuenta con un numero adecuado de pruebas farmacopéicas que permitan tener un
nivel de seguridad deseable en los productos terminados, también lo es la carencia
de buenas practicas de manufactura que estén bien definidos y regulados. La falta
de atencion a la calidad de los fitoterapéuticos esta comprometiendo el verdadero
potencial de los remedios herbolarios, donde el problema principal pareciera ser la
falta de métodos analiticos simples y confiables.

La estandarizacion en la industria de fitoterapéuticos engloba buenas practicas de
agricultura, de laboratorio (tanto para caracterizacion, extraccion y aislamiento),
validacién de métodos analiticos y buenas practicas de manufactura.

Como se puede apreciar, la estandarizacion requiere un alto nivel de conocimientos
en fitoquimica, analisis quimico, farmacognosia y tecnologia (como de procesos,
farmacéutica, entre otras adecuadas), ya que solo asi se asegurara la calidad
requerida de un producto terapéutico.

2.8 Salvia de bolita. Una planta mexicana desatendida

La Buddleja perfoliata HBK es un arbusto de un metro de altura. Tiene muchas
ramas y muchos tricomas estrellados, es de color verde-amarillento. Las hojas son
lanceoladas oblongas y aterciopeladas en ambas caras. Las flores son amarillas y
tienen un olor agradable. Es originaria de México. Género nativo de los tropicos y
subtrépicos de Norteamérica y Sudamérica.

La Buddljea perfolitata HBK se distribuye en su mayoria en los estados de San Luis
Potosi, Querétaro, Hidalgo y Puebla. Los nombres populares con los que se conoce
son “salvia de bolita” o “salvia real”’, sin embargo, en el mercado de Sonora, la
identifican mayoritariamente como “salvia de bolita”.

Se reporta que la salvia de bolita se emplea como antisudorifico, diurético, para
desinfectar heridas, y contra las infecciones gastrointestinales. Otros usos que se
reportan son para tratar los mareos, nervios y soplos del corazon (Universidad
Nacional Autébnoma de México, 2009).

A pesar de los amplios usos que se le da, y a lo ampliamente distribuida que se
encuentra en la region, la Salvia de bolita carece de estudios, siendo el mas reciente
un estudio por el Dr. Avila Acevedo José Guillermo, en 2002, quien elaboré un
estudio fitoquimico de ésta y evalud su actividad antibacteriana y fotoprotectora.
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Esto adquiere mas impacto al considerar que en los puestos callejeros se puede
conseguir esta planta simplemente con el nombre de “Salvia”.

2.9 Métodos de extraccidon en muestras vegetales

Una de las etapas iniciales clave en el analisis quimico y/o farmacolégico de
materiales vegetales, es elegir el proceso de extraccion, los cuales tienen como
finalidad extraer una serie de compuestos de una matriz biolégica, como de las
células. (Mandal, Mandal, & Kumar Das, 2015). Para el proceso de extraccion se
puede utilizar materiales secos triturados o frescos. Esto sera dependiente del tipo
de metabolitos que se desea extraer, pues en materiales frescos se puede fomentar
a que haya reacciones enzimaticas que degraden los metabolitos mismos (Villar,
1999).

Cuando se conoce la ubicacion de algun metabolito dentro del material vegetal, y/o
cuando se saben la naturaleza quimica del metabolito o metabolitos de interés, la
seleccién del método de extraccion se vuelve mas sencilla, sin embargo, esto no
implica que no se deba seleccionar un método adecuado de una forma logica. Se
debe tener como méaxima prioridad el obtener un extracto con los metabolitos
deseados con un alto rendimiento.

Sin embargo, existen ocasiones en las que simplemente no se tiene conocimiento
de ninguna de estas caracteristicas. Por las cuestiones mencionadas en el subtema
de “Salvia de bolita. Una planta mexicana desatendida”, ese fue el caso de este
proyecto, en especial porque el efecto farmacologico que se buscaba no estaba
estudiado. Cuando se presenten estos casos, la mejor forma de proceder con el
andlisis es mediante la extraccion de metabolitos secundarios utilizando diferentes
disolventes y mediante diferentes métodos de extraccion, identificando cuéales dan
mejores rendimiento y mayor variedad de metabolitos.

El alcohol es por lo general un solvente de muchos componentes de las plantas, por
lo que puede llegar a presentar adversidades al momento de aislar compuestos o
cuando se desea extraer un grupo de metabolitos especifico. Sin embargo, cuando
no se conocen las caracteristicas quimicas de los metabolitos secundarios
presentes en una planta es un buen disolvente de partida para realizar las
extracciones de la misma (Evans, 2009).

En la actualidad existen diversos métodos de extraccion, sin embargo, todos tienen
la misma finalidad: extraer la mayor cantidad posible de metabolitos secundarios de
interés de una matriz en particular.

22



2.9.1 Maceracion

La maceracion, es un método de extraccion simple el cual es utilizado
preferentemente cuando se tienen materiales volatiles o termolébiles. Se realiza sin
temperatura y se utiliza cualquier solvente. Es uno de los métodos mas utilizados
porque es de muy bajo costo y permite obtener un numero determinado de
compuestos, dependiendo de las condiciones que se le impongan, como aceites
esenciales (Anup , Vivekananda, & Subhash, 2015).

En este método, el solvente penetra las células gradualmente y disuelve el
contenido de la célula o provoca la ruptura de la célula, liberando su contenido.

Usualmente durante este proceso, se tiene el solvente y la materia prima en
agitacion ligera para favorecer la penetracion del solvente en el material vegetal. Es
un método que requiere que el solvente y materia prima estén en contacto por
suficiente tiempo, por lo que puede durar de pares de horas, hasta dias.

A continuacién, se muestra el proceso ideal de maceracion:

.. . Colocar la .. .
Acondicionamiento = Adicionar el .| Montar el sistema
—>» muestraenun —» . > .
/ de la muestra disolvente al matraz de reflujo

matraz de bola

Concentrar

Centrifugar

\ 4

Filtrar

Poner en
agitacion el
tiempo pertinente

Diagrama 1 Procedimiento Genérico de Extraccion por Maceracion (Anup , Vivekananda, & Subhash, 2015)

2.9.2 Extraccion asistida por microondas

El microondas calienta las moléculas de cualquier objeto por un mecanismo dual de
conducciéon iénica y rotacion de dipolo. Los microondas son las ondas
electromagnéticas no-ionizantes situadas entre el espectro electromagnético de las
ondas de radio y el infrarrojo con una frecuencia entre 300MHz y 300GHz. Los dos
tipos de campos oscilantes perpendiculares que generan microondas son el
eléctrico y el magnético.

El principio de la extraccién por microondas radica en la humedad remanente en el
material vegetal seco, pues dicha humedad se calienta dentro de las células de la
planta, hasta que ésta se evapore, cuando esto sucede se genera una elevada
presion sobre la pared de la célula, haciendo que ésta se estire, y finalmente, sufra
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una ruptura, favoreciendo la salida de compuestos de las células rotas hacia el
solvente en el que se calienta. Esto permite aumentar en la mayoria de los casos el
rendimiento del proceso de extraccion (Anup , Vivekananda, & Subhash, 2015).

Se puede mejorar el proceso de extraccion si la planta se humedece con solventes
con una mayor eficacia de calentamiento, es decir, que liberan mas energia
conforme son mas calentados. Esto se debe a que se favorece la hidrolisis de las
uniones éter de la celulosa en la pared celular, disminuyendo la resistencia
mecanica de la pared y favoreciendo a que el solvente ingrese mas facilmente a la
célula y arrastre compuestos.

Uno de los inconvenientes que presenta este método de extraccién es que el
aumento de temperatura puede afectar la integridad de algunas de las moléculas
gue son extraidas, sin embargo, esto se puede solucionar con diversos aditamentos
para el equipo, como generando una atmaosfera inerte para que no se oxiden los
compuestos, o generando un vacio para que la temperatura no se eleve demasiado
y que esto no comprometa la eficiencia de la misma.

2.10 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de moléculas pertenecientes al grupo de los
polifenoles (Marin, et al. 2002), con una gran variedad de usos, como biolégicos,
nutrimentales, entre otros. Estos compuestos se derivan del metabolismo por la via
del &cido shikimico y de las acetogeninas.

Los flavonoides se clasifican en: flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles,
flavanonas, antocianinas, y proantocianidinas (Merken & Beecher, 2000).

Estos son un grupo de metabolitos secundarios de biosintesis mixta con una
estructura basica caracteristica formada por un esqueleto carbonado C6-C3-C6;
éstos pueden contener un anillo central, que son los mas abundantes, o una
estructura abierta como las chalconas, que son los precursores de los ciclicos.
(Kohlheimer, 2003). Los flavonoides en las plantas se encuentran mayoritariamente
unidos a una azucar, como la glucosa.

Estas sustancias se encuentran en una gran variedad de fuentes naturales, como
plantas, frutas, vegetales, semillas, etc. Presentan una buena actividad antioxidante
y se pueden encontrar facilmente en la dieta de un humano. Ha surgido un creciente
interés para su uso como nutracéuticos; aunque es importante precisar que también
existe un extenso interés farmacologico por estas sustancias, como actividad
anticancerigena (in vitro), antiviral, anti-inflamatoria, etc (Dangles, et al. 2001).
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2.10.1 Cuantificacién y deteccion

Considerando la amplia distribucién de estos compuestos en la naturaleza, y la
aplicacion de los mismos en diversos productos alimenticios y/o terapéuticos, surge
la necesidad de tener métodos analiticos que permitan detectar y cuantificar estas
sustancias con precision y seguridad.

Existen diversos métodos de cuantificacion, pero la gran mayoria se fundamenta en
las sustituciones —OH, la aromaticidad de los anillos, o los grupos carbonilo para
generar una respuesta analitica.

Dangles y cols. (2001), muestran algunos métodos de cuantificacion por medio de
espectroscopia de fluorescencia, uno de los métodos es utilizado para cuantificar
flavonoides unidos a albumina, existen métodos similares donde se utiliza
guercetina como indicador, pues ésta permite identificar los sitios de unién de los
flavonoides ante la albumina.

Merken y Beecher (2000) desarrollaron un meétodo para cuantificar diversos
flavonoides en su forma de aglicona presentes en algunos alimentos de consumo
comun. La técnica analitica empleada fue a través de HPLC de fase reversa. La
fase movil consistié en agua, metanol, y acetonitrilo. EI método tiene un limite de
deteccion de 9.3 a 44.8ng.

Pieta y Mauri (2001), sugieren que, para asegurar la precision y confiabilidad de los
resultados, se debe de hacer uso de técnicas como HPLC vy electroforesis capilar
acoplada a UV y/o espectrometria de masas. En su trabajo se realizan algunos
comentarios sobre el comportamiento de los flavonoides al ser utilizados en técnicas
de HPLC, especificando que los tiempos de retencibn aumentaran conforme
aumente el numero de grupos —OH presentes en la molécula.

Si bien existen métodos novedosos de analisis instrumental, como la cromatografia
liguida de alto rendimiento, espectrometria de masas, etc., es importante recordar
gue, como se mencionaba previamente, una limitante que presenta la industria de
los fitoterapéuticos es la carencia de métodos analiticos simples, confiables y
baratos, por lo que un andlisis por medio de espectrofotometria de UV-Visible es
una buena alternativa para satisfacer dicha necesidad.

La presencia de un gran numero de flavonoides con diferentes combinaciones que
son posibles a través de las agliconas polihidroxiladas y su nimero limitado de mono
y disacaridos es estudiada por espectroscopia UV-Visible, debido a que la longitud
de onda a la que absorben es Unica para cada sustancia, por ejemplo, el espectro
UV de las flavonas y glicosidos relacionados presenta usualmente dos picos de
absorcion entre 300-380nm, y 240-280nm.
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la fraccidon hidrosoluble del extracto hidroalcohdlico de la planta salvia de
bolita (Buddleja perfoliata H.B.K.) a través de ensayos quimicos y farmacologicos
para contribuir al estudio basado en evidencias de las plantas medicinales
mexicanas.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e I|dentificar la planta en estudio, entregando una muestra del material vegetal a
emplear en el Herbario Etnobotanico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala para su identificacion y registro, de modo que provea la autenticidad de
la planta que se utilizara en el experimento.

e Estimar los posibles metabolitos que se encuentran presentes en la planta
mediante la realizacion de un tamizaje Fitoquimico que sirva como marco
guimico de referencia.

e Cuantificar los flavonoides presentes en un extracto de Buddleja perfoliata
mediante un método espectrofotométrico para ayudar a evaluar el rendimiento
del proceso de extraccion y evaluar la correlacion con el estudio farmacolégico.

e Evaluar y comparar el efecto ansiolitico del extracto del Buddleja perfoliata con
un farmaco de referencia y la quercetina (flavonol), mediante una curva dosis-
respuesta para comprobar si realmente posee dicho efecto.

e Plantear y estructurar un panorama para futuras investigaciones tanto
fitoquimicas como farmacologicas para la Buddleja perfoliata H.B.K. para
impulsar el estudio basado en evidencias. de la medicina tradicional mexicana.

5. HIPOTESIS

Si uno de los grupos metabdlicos del extracto hidroalcoholico de la planta Buddleja
perfoliata son los flavonoides, entonces al evaluar la cantidad de éstos en la planta,
asi como su actividad biologica, se podra comprobar y correlacionar su accion
ansiolitica.
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6. METODOLOGIA

6.1 Adquisicion del material vegetal

Se adquiri6 el material vegetal fresco en el Mercado de Sonora, delegacion
Venustiano Carranza, Ciudad de México. El comerciante lo vende Unicamente los
dias martes y proviene de Ozumba, Estado de México.

Se herborizaron tres muestras de material vegetal para ser enviadas al herbario
IZTA de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala.

6.2 Seleccion de las condiciones de extraccion

Para definir las condiciones de extraccién, se definieron como variables del
experimento: Tiempo de extraccion (2, 3 o 24 horas) y proporcion de los solventes
a utilizar (Mezclas agua alcohol 1:1, 2:1, o 1:2). La variable de respuesta fue la
cantidad de material extraible.

Se realizo este estudio con la intencion de definir cuales serian las condiciones que
brindaran de una mayor cantidad de material extraible y de manera constante para
asegurar que en el resto de los estudios, el método de extraccion no fuera una
variable potencial.

6.3 Proceso de extraccion y preparacion de extractos

Los extractos fueron preparados mediante el método de maceracion y extraccion
asistida por microondas, dependiendo de lo que fuera necesario. Estos extractos
fueron concentrados por destilacién a presion reducida utilizando un rotavapor
marca Blchi a 100rpmy T° de 32°C.

A menos de que el extracto fuera requerido para otra prueba, los extractos se
prepararon utilizando una mezcla 1:1 de agua destilada y etanol. EI método de
extraccion por maceracion se muestra en el diagrama 2.

‘Extraccién por. _ Acondicionamien Colocanla Adicionar el Montar sistema
‘ maceracic’)pn " todelamuestra ~ muestraenun g " dereflujo
Gty matraz de bola matraz !
Concentrar en Centrifugar a Poner en
<— 3000rpm por 10 « Filtrar < agitacion por 3
rotavapor :
minutos horas.
BN

Diagrama 2 — Metodologia de maceracion
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La extraccion asistida de microondas se realiz6 en un horno de microondas
comercial marca General Electric con una intensidad variable. El control de la
temperatura se llevé a cabo con un termémetro de infrarrojo marca Taylor.

El método para la extraccidon asistida por microondas se muestra en el diagrama 3.

v

-~ . Colocar la muestra .
\ Acondicionamiento . ray .| por intervalos de 20
; disolventes al recipiente » .
de la muestra ) segundos a no mas de
donde se extraera. 60°C

Accionar el microondas

\ 4

Separar el Centrifugar a
sobrenadante. | 3000rpm por 10 < Filtrar -
minutos

300 segundos

Calentar por un total de

Concentrar en |
rotavapor 4

Diagrama 3 — Metodologia empleada para extraer por microondas

6.4 Estudio fitoquimico preliminar

El estudio fitoquimico preliminar permite tener al analista una estimacion del tipo de
metabolitos que puede contener un extracto vegetal. La técnica es una marcha
analitica de caracter cualitativo, por lo que sus resultados se limitan a unicamente
indicar la clase de metabolitos presentes (polifenoles, alcaloides, etc), mas no
metabolitos especificos (quercetina, piperina, etc). El tamizaje se realizdé en un
extracto hidroalcohdlico de salvia de bolita obtenido por maceracion.

El tamizaje fitoquimico que se realizé se muestra en el diagrama 5.

6.5 Seleccidn del estandar para la cuantificacion

Durante el desarrollo del experimento, se comprendié que para tener una mejor
vision de los componentes que podia tener el extracto, y por ende lograr cuantificar,
se debia de identificar algunas moléculas que posiblemente estaban contenidas en
el mismo.

Dado que el extracto, con base al tamizaje fitoquimico preliminar que se realizo,
tentativamente contenia flavonoides, y que algunos de estos, como la quercetina
tienen efecto ansiolitico (D'Andrea, 2015), se decidié realizar cromatografias de
capa fina utilizando el extracto y los siguientes estandares: quercetina, hesperidina,
naringina y rutina. Los estandares fueron adquiridos con Sigma-Aldrich en el afio
2014.
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Si bien la cromatografia en capa fina es una técnica cualitativa considerablemente
antigua, su precio es notablemente bajo, es rapida de hacer y no requiere
habilidades especiales por parte del analista, por lo que result6 muy conveniente de
realizar dado el acceso que se tenia a recursos tecnolégicos y de insumos para los
andlisis.

Se utilizaron placas cromatogréficas de gel de silice 60 F254, no modificada marca

Merck de dimensiones de 20cm x 20cm, las cuales se activaban en una estufa a
60°C antes de ser utilizadas.

Las placas se colocaron en una mezcla BAW (n-butanol, Acido Acético, Agua) 5:1:4,
se aplicé una cantidad suficiente de muestras en cada punto inicial (1cm arriba del
borde inferior) y se dejo eluir hasta 1cm abajo del borde superior, para asi retirarlas
y permitir que se evaporaran los solventes. Posteriormente se reveld con yodo y se
realizaron las observaciones en una camara de luz UV. Las muestras de extracto
vegetal para esta prueba se prepararon por maceracion, extraccion asistida por
microondas y por fuerza mecanica empleando un Potter.

6.6 Cuantificacion de flavonoides

Se llevo utilizando el procedimiento descrito por Hongbin y cols. (2010) y que se
presenta en el diagrama 4. Las cuantificaciones se realizaron con un
espectrofotometro marca Dynamica modelo Halo XB-10 con un rango de longitud
de onda de 190 a 1000nm y celdas de cuarzo.

Transferir el

Pesar

. extracto a un -
Encender aproximadamente . | Adicionar 0.6mL
fotémetro | > bi idos | | . Mmatraz > de NaNO2 [10%]
espectrofotémetro ien conocidos volumétrico de 6

3.5mg de extracto 10mL

A\ 4

A 4

0 a A=508nm

: : Leer la
Agitar y dejar .
.| absorbancia en el
reposar por 15 > ~ 1
; espectrofotometr
minutos

Diagrama 4 — Procedimiento para cuantificar flavonoides. (Hongbin y cols., 2010)

Llevar a la linea Adicionar 3mLde)| _ Agitar y dejar § Adicionar 0.5mL Agitar y dejar
de aforo con NaOH [5%] | ¢ reposar 6 < de AI(NO3)3 reposar 6
agua destilada ) minutos [10%] minutos
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Diagrama 5 — Tamizaje Fitoquimico Preliminar

'y - 1mL —— Baljet
— — = Extracto etandlico |. -
: . Ll Iml b= FeCls
I LI ]
- 20mML CONCENTIAT  of = _I 1 v
: aseco 1 2 mlL —— 1mL - = Espuma |
I 1 S
Y : \
Fehling Resto del extracto 1 1mL — — —  Rosenthaler
- concentrar acasi [ ==
1 5eco
1 | P Hager
L 1 -7
Agregar _' e 3mL :____
10mL HCl al — Filtrar g : \\ = =M Nrasendnf
10% Calentar 1 T \
4 = S
Residuo Ajustar a pH =9 S Ac.
_: con amoniaco Silicotungstico
Borntrager 4= 1
g 1 *
1
1 Separar 2x10mL
Lieberman & == con Cloroformo
' I
|
Fase acuosa W= ¥
I Fase organica
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2mLShinoda [4= == ': +
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™
- b
7 e ~
Concentrar [ | * 4 Concentrar a
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6.7 Evaluacion farmacoléqgica

Antes del estudio farmacoldgico, los animales se tuvieron en condiciones
ambientales, con un ciclo luz - oscuridad de 12:12 horas, con comida y agua at
libitum durante 7 dias. El dia de la experimentacion los animales se colocaron en el
cuarto donde se realizaban las evaluaciones con luz roja, una hora antes de iniciar
la evaluacion, ésta se realizaba entre las 8:00 y 14:00 horas, en las mismas
condiciones ambientales. Todas las sustancias fueron administradas por via oral.
Finalmente, los modelos utilizados se limpiaban con un trapo humedecido con una
solucion de alcohol al 5% entre cada medicion.

Para la evaluacion farmacoldgica se utilizaron los modelos farmacoldgicos (Diagrma
6):

e Plus-maze

e Traccion:

e Escalera

e Pasividad

Las especificaciones de cada modelo fueron las siguientes:

e Modelo de traccion: El modelo fue realizado con una base de madera con dos
soportes de madera distanciados entre si por 18 cm y conectados por un
alambre a una elevacion de 20 cm.

e Modelo de Plus-Maze: El modelo empleado consté de una superficie de madera
elevada a 15 cm del suelo. Los brazos abiertos tenian una longitud de 35 cm y
un ancho de 5 cm. Los brazos cerrados adicionalmente a las dimensiones de los
brazos abiertos, tenian paredes de 30 cm de alto pintadas de color negro.

¢ Modelo de escalera: EI modelo fue elaborado con madera; tiene 10 cm de ancho
y 45 cm de largo, cuenta con cinco escalones de 7.5 cm de largo cada uno y 9
cm de ancho, la altura de cada escaldn es de 2 cm. Las paredes internas fueron
pintadas de color negro.
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Diagrama 5 — Procedimiento experimental para evaluar el efecto ansiolitico




/. RESULTADOS

7.1 Certificacion del material veqgetal

El material vegetal se identific6 como Buddleja perfoliata H.B.K. (Figura 5 y 6) con
el nimero de registro 2397 el dia 26 de agosto del 2014.

7.2 Optimizacion de las condiciones de extraccion

Se varid el tiempo de extraccion en intervalos de 2 horas, 3 horas y 24 horas,
esperando que entre mas tiempo estuviera el material vegetal en el proceso de
extraccion, mayor seria el rendimiento. También se varié la proporcion de
disolventes a emplear, siendo estos, etanol y agua destilada, donde las

proporciones variadas fueron 2:1, 1:1 y 1:2 respectivamente.

En la tabla 1 se muestra el resultado de material extraible promedio de 3 extractos
a los tres diferentes tiempos y las 3 proporciones diferentes, a partir de 2g de

material vegetal.

Tabla 1 — Resultados del disefio experimental para identificar las mejores condiciones de extraccion

Proporcion de Tiempos de Extraccion (horas)
disolventes etanol - agua 2 3 24
1:2 0.679 0.678 0.705
1:1 0.624 0.647 0.692
2:1 0.631 0.639 0.687
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Figura 5 — Espécimen herborizado y registrado ante el Herbario IZTA.
(Fotografia por: Sergio Moreno. 2015. Facultad de Estudios Superiores 1.)

Figura 6 — Ficha obtenida del herbario IZTA.
(Fotografia por: Sergio Moreno. 2015. Facultad de Estudios Superiores |.)
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7.3 Estudio fitoquimico preliminar

Los resultados del estudio fitoquimico preliminar se muestran en la tabla 2. Todas
las pruebas fueron realizadas con el mismo extracto, en el mismo dia y con reactivos
que fueron preparados al momento exclusivamente para ser usados en estas
pruebas.

Tabla 2 — Resultados del tamizaje fitoquimico preliminar

Nombre de laprueba | Resultado
Extracto
Baljet (++)
Rosenthaler (-)
Espuma (+++)
FeCls (+++)
Gelatina (+)
Grignard (+++)
Fehling (+++)
Acido Silicottingstico (+++)
Draggendorff (+++)
Hager (+)
Shinoda (+++)
Amoniaco (++)
Fase organica
Shinoda (-)
Bortranger (-)
Baljet (++)
Fase acuosa
Bortranger (-)
Liebermann (++)

Los resultados se reportan de acuerdo a los criterios de Dominguez (1988):

(-) indica resultado negativo
(+/-) dudoso.

( +) indica resultado escaso

( ++) indica resultado moderado
( +++) abundante
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7.4 Seleccion del estandar para la cuantificacion

En la tabla 3, se muestran los Rf obtenidos de las muestras de rutina, naringina,
guercetina, hesperidina y el extracto hidroalcohdlico.

Tabla 3 — Valores de Rf para los estandares de flavonoides y extracto.

Muestra | Rf |
Rutina 0.68
Naringina 0.14
Quercetina 0.93
Hesperidina 0.29
Extracto 0.38, 0.69, 0.75, 0.92

Como se puede apreciar en la tabla 3 y la figura 7, la quercetina y la rutina
presentaron valores de Rf muy similares a dos de los cuatro puntos del extracto, por
lo que fueron seleccionados como candidatos para la cuantificacion.

También se realiz6 una corrida cromatografica, para identificar si el método de
extraccion (microondas, maceracion y expresion [por Potter]) fomentaba alguna
variacion sobre los componentes que se podian observar en la placa
cromatografica, sin embargo, no se aprecié ninguna diferencia aparente (Figura 8).

Durante el desarrollo de esta etapa del experimento, se not6 que el extracto, se
descomponia relativamente de forma rapida, pues se comenzaba a apreciar una
banda café oscuro con un Rf aproximado de 0.4, lo cual los resultados que se
observaban en las placas, por lo que todos los extractos analizados fueron frescos.
Como se observa en las figuras 9 y 10, el extracto obtenido de salvia de bolita no
es muy estable, en la placa cromatografica se nota que con el tiempo aparecian
otros componentes a diferencia del extracto recién preparado, también se aprecié
gue, con el tiempo, precipitaban cristales, los cuales tenian un punto de fusion
>300°C. En las figuras 9y 10 se puede observar la forma en la que se descomponia
el extracto.
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Figura 7 — Izquierda: Estandar de rutina (A). Centro:
Extracto hidrolacohélico. Derecha: Estandar de
Quercetina (B).

Figura 8 — Placa cromatogréfica de extractos de salvia
de bolita. De izquierda a derecha: 1) Extraccion por
microondas. 2) Extraccion por maceracion. 3)
Extraccién por expresion.
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Figura 9 — Extracto hidroalcohélico
preparado por maceracion y revelado
con yodo 0, 24 y 48 horas después de
Su preparacion.

Figura 10— Extracto hidroalcohdlico sin
revelar. Placa izquierda: Control. Placa
derecha: Extracto aplicado 24 horas
después de aplicar el control.

Con base a la figura 7, se determiné que tanto la rutina y la quercetina podian ser
utilizadas para la cuantificacion, sin embargo, se eligio rutina por tener una mayor
cantidad de esta sustancia disponible en el laboratorio.

7.5 Cuantificacion de flavonoides

Para cuantificar flavonoides, se realizd una curva de calibracién con rutina utilizando
el método descrito en la seccion 7.8 (diagrama 4), pero en vez de extracto, se utilizé
estandar de rutina. Los sistemas se prepararon a partir de una solucion stock de
rutina con una concentracion de 957.6 ug/mL. En la tabla 4 se detalla la preparacién
de la curva de calibracion.

La curva de calibracién (grafica 1) presentd un valor de R? ~0.9990 y un %CV de
1.8355. Los resultados a detalle se muestran en la tabla 5.
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Tabla 4 — Preparacion de la curva de calibracion

Preparacion mL de NaNO:2 Al(NO3)3 NaOH 5% | Aforo (mL)
Muestra rutina 10% (mL) 10% (mL)  (mL) |

Blanco 0 0.6 0.5 3 10
Mta 1 0.44 0.6 0.5 3 10
Mta 2 0.67 0.6 0.5 3 10
Mta 3 0.89 0.6 0.5 3 10
Mta 4 1.12 0.6 0.5 3 10
Mta 5 1.34 0.6 0.5 3 10

Tabla 5 — Resultados de la curva de calibracién de rutina
i4 Abosrbancia
“mussa ugiml) | (=50nm) | Abs/ Muestral

42.134 0.541 0.01283
64.159 0.807 0.01257
85.226 1.066 0.01250
107.213 1.347 0.01256
128.3284 1.565 0.01219

Promedio=|0.012537016

STD=|0.000230126

%CV=|1.8355

Curva de calibracién de flavonoides
1.6 .
1.4
L

o 1.2
[8)
5 .
2 1
S y =0.01201x + 0.03906
2 08 * R? = 0.99899

0.6

L
0.4
35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135
Concentracién de la muestra (ug/mL)

Gréafica 1 — Curva de calibracion de rutina.
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Posteriormente, para identificar el mejor método de extraccion, se cuantificaron tres
extractos obtenidos mediante extraccion asistida por microondas (muestras MAM1,
MAM2 y MAM3) y maceracion (muestras MAC1, MAC2 y MAC3). La preparacion de
los extractos se describe en los diagramas 2 y 3, los extractos se obtuvieron a partir
de 1g de salvia de bolita utilizando 100mL de la mezcla de disolventes y los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 6. La extraccion por microondas se
hizo a una temperatura promedio de 54°C.

Las concentraciones (en ug/mL) de la muestra analitica se calculan con base a la
ecuacion de la recta de la curva de calibracion (grafica 1) y con la ecuacion 1.

Abs
Concentracién de la mta analitica (CMA) = 001201 0.03906

Ecuacién 1 — Calculo de concentracién de mta analitica

La cantidad de flavonoides en el extracto se calcul6 con las ecuaciones 2y 3.

9 ) (10mL)
1000ug

mg de flavonoides en mta analitica = CMA (

Ecuacion 2 — Célculo de flavonoides en la muestra analitica

mg de flavonoides mta x peso del extracto

Flavonoides totales del extracto =

mg de mta analitica

Ecuacion 3 — Calculo de flavonoides presentes en el extracto

Tabla 6 — Resultados de cuantificacion al extraer por maceracion y microondas.

. Material Muestra . Flavonoides en
SEWED : " Absorbancia
Muestra pesada (g) extraido analitica de la MA la muestra
(mg) (mg) (mg)
MAC1 1.0219 179.0 3.1 1.469 70.6043
MAC2 1.0202 186.5 3.1 1.358 68.0023
MAC3 1.0157 173.5 3.1 1.570 73.1416
MAM1 1.0020 204.7 3.8 1.657 74.3003
MAM2 1.0054 195.2 3.5 1.795 83.3335
MAM3 1.0028 209.9 3.4 1.508 77.4920

Cantidad de flavonoides promedio al extraer por maceracion: 70.5828 mg
Cantidad de flavonoides promedio al extraer por microondas: 78.3753 mg

Utilizando la ecuacion 4, se puede determinar la cantidad de flavonoides estimada
por gramo de extracto, teniendo asi una cantidad promedio de 385.5787mg/g de
flavonoides.

mg de flavonoides totales x 1g de extracto

Flavonoides(g) de extracto =

mg de mta de extracto

Ecuacion 4 — Caélculo de flavonoides por gramo de extracto.
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7.6 Evaluacion farmacologica

En las tablas siguientes, se muestran los resultados resumidos de las pruebas de
plus-maze (tablas 7, 8 y 9), escalera (tablas 10, 11 y 12) y traccion (tablas 13, 14 y
15).

7.6.1 — Resultados de prueba de Plus-Maze

El analisis ANOVA para el %EBA, %PBA y namero de bolos, entre los ratones
administrados con Diazepam (D=0.5 mg/Kg), y los administrados con quercetina y
el extracto, indica que no existen diferencias significativas entre los resultados
(P>0.05), sugiriendo que tanto la quercetina como el extracto, muestran un efecto
ansiolitico comparable al del Diazepam, sin embargo, es importante notar que la
guercetina tiene una tendencia a tener un efecto mayor, mientras que la dosis de
extracto de 400 mg/Kg muestra en general un comportamiento similar a la dosis de
0.5 mg/Kg de Diazepam.

El andlisis ANOVA para el numero de estiramientos entre el lote de Dizepam (D=0.5
mg/Kg) y el lote de extracto, indica que hay diferencias significativas (P<0.05) en las
dosis de 200 mg/Kg (P<0.05 [*]) y 400 mg/Kg (P<0.01 [**]).

Tabla 7 — Tabla de datos resumidos de la prueba de plus-maze de ratones administrados con extracto

EXTRACTO
t t brazos t
Pacily | farpes abiertos | centro Enitrerts | il Bolos | Estiramientos | %PBA %EBA
(mg/Kg) | cerrado BA BC
g | (508) | (se8)
100 225.6 30.2 442 1.6 6.4 0.5 2.4 11.9319 | 20.7738
200 198 66.2 35.8 1.3 3.1 0.5 1.3 24.1634 | 38.8175
400 2111 74.1 14.8 1.3 2.4 0.8 0.6 25.7651 | 44.1905

Tabla 8 - Tabla de datos resumidos de la prueba de plus-maze de ratones administrados con quercetina

QUERCETINA
t t brazos t
Riels || s abiertos | centro Eireks | EiEes Bolos | Estiramientos | %PBA %EBA
(mg/Kg) | cerrado BA BC
o) | (5e8) | (seg)
0.5 165.3 97.9 36.8 1.4 3.2 0.5 2.2 35.5162 | 50.6667
1.0 139.2 123.9 36.9 1.4 4.1 0.2 2.8 43.4986 | 45.4722
2.0 147.7 109.6 42.7 1.6 4.5 0.3 3.7 39.9795|41.5357
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Tabla 9 - Tabla de datos resumidos de la prueba de plus-maze de ratones control y administrados con Diazepam

DIAZEPAM Y CONTROL NEGATIVO

(rE;)/SLSg) 'i:::;; tatl;::::; t?::;;o Entg;das Entéacdas Bolos | Estiramientos [ %PBA | %EBA
(seg) (seg)

0.5 203.0000 | 75.545 | 21.4545 | 1.0909 3.6364 |0.2727 4.5455 25.8054 | 52.7622

0.3 223.4545 | 42.0909 | 34.4545 | 2.2727 5.0909 |0.4545 4.8182 15.9813 | 29.9423

0.1 219.7273 | 26.8182 | 53.4545 | 1.3636 49091 |0.2727 5.3636 11.3654 | 24.7835

Ctrl (-) |252.1667 | 30.8333 | 17.0000 | 1.5000 | 7.0000 |0.5000 4.8333 10.8094 | 18.3405
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Gréfica 2 — Porcentajes de PBA promedio en modelo de Plus-Maze
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Gréfica 3 — Porcentajes de EBA promedio en modelo de Plus-Maze
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Grafica 4 — Nimero de bolos promedio en modelo de Plus-Maze
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Grafica 5 — Numero de estiramientos promedio en modelo de Pluz-Maze

7.6.2. Resultados de prueba de escalera

En este caso, el analisis ANOVA muestra que no existen diferencias significativas
(P>0.05) para el numero de escalones recorridos con respecto al Diazepam (D=0.05
mg/Kg), lo que sugiere que el numero de escalones recorridos por los ratones

administrados con las otras sustancias es similar al de un farmaco ansiolitico.

El analisis ANOVA del nimero de bolos indica que la variacién entre los resultados
es significativa (P<0.025), mientras que el ANOVA del nUmero de estiramientos
indica que hay diferencias extremadamente significativas (P<0.001, ***) entre la
dosis de Diazepam 0.5 mg/Kg y la de 400 mg/Kg de extracto.

Tabla 10 — Tablas de datos resumidos de la prueba de Escalera de ratones administrados con Extracto

EXTRACTO
. Escalon | Escalones
Estirami
Dosis (mg/Kg) | Avance |Retroceso Einal | Recorridos Bolos | Estiramientos
100 3.4706 3.2941 | 1.4706 6.7647 |1.0588 3.6471
200 3.9412 | 3.2353 |1.2941| 7.1765 |0.5294| 4gy3s
400 4.4706 3.6471 | 1.0588 | 8.1176 |0.1765 0.6471
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Tabla 11 - Tablas de datos resumidos de la prueba de Escalera de ratones administrados con Quercetina

QUERCETINA
. Escalén | Escalones .
Dosis (mg/Kg) | Avance | Retroceso Einal | Recorridos Bolos | Estiramientos
0.5 3.8 35 1.8 7.3 1.3 4.9
1.0 4.5 4.0 2.1 8.5 0.6 3.8
2.0 3.8 3.3 2.1 7.1 0.7 4.0

Tabla 12 - Tablas de datos resumidos de la prueba de Escalera de ratones control y administrados con diazepam

DIAZEPAM Y CONTROL NEGATIVO

. Escalon | Escalones .
Dosis (mg/Kg) | Avance | Retroceso Einal | Recorridos Bolos | Estiramientos
0.1 5.0000 | 4.5714 1.8571 9.5714 |0.5714 2.2857
0.3 3.0000 | 2.5714 1.5714 5.5714 |0.5714 2.1429
0.5 44286 | 3.8571 | 1.8571 8.2857 |0.5714 4.4286
Control (-) 5.000 45714 | 1.8750 47500 |0.1250 5.6250
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Gréfica 6 — Numero de escalones explorados promedio
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7.6.3 Resultados de la prueba de traccion

El analisis ANOVA sugiere que existen diferencias significativas entre los resultados
de % de relajacion del Diazepam (D=0.5 mg/Kg) y los que se obtuvieron del extracto
D=100 mg/Kg (P<0.01 [**]), extracto D=200 mg/Kg (P<0.05 [*]) y quercetina D=2.0
mg/Kg (P<0.01 [**]).

Tabla 13 — Tablas de datos resumidos de la prueba de traccién de ratones administrados con extracto

EXTRACTO
. Tiempo inicial prom. | Tiempo final prom. | Tf-Ti |, ..
Dosis (Mg/Kg) (seg) (seg) (seg) % de relajacion
100 3.0973 9.1176 6.0204 25.9008
200 3.1371 8.7843 5.6473 25.9104
400 4.9016 9.2941 4.3925 33.1804

Tabla 14 — Tabla de datos resumidos de la prueba de traccién de ratones administrados con quercetina

QUERCETINA
. Tiempo inicial prom. | Tiempo final prom. | Tf-Ti |, Sy
Dosis (mg/Kg) (seg) (seg) (seg) % de relajacion
0.5 3.0990 6.5330 3.4340 34.34
1.0 2.9990 8.7967 5.7977 57.9766
2.0 2.3650 8.8660 6.5010 65.0100

Tabla 15 — Tabla de datos resumidos de la prueba de traccion de ratones control y administraos con diazepam

DIAZEPAM Y CONTROL NEGATIVO

. Tiempo inicial prom. | Tiempo final prom. | Tf-Ti 9 a2
Dosis (mg/Kg) (seg) (seg) (seg) % de relajacion
0.1 3.2118 6.6667 3.4548 34.5484
0.3 3.0239 6.4618 3.4379 34.3787
0.5 4.5145 7.3627 2.8482 28.4818
Control ( -) 2.0492 2.1785 0.1292 1.2923
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Grafica 9 — Porcentajes de relajacion del modelo de traccion

8. ANALISIS DE RESULTADOS

Toda investigacion con plantas medicinales requiere de especificar la calidad del
material vegetal con informacién como el lugar de procedencia, compra en algin
lugar, entre otros; de igual manera se requiere conocer el modo de preparacion,
todo ello debido a que los estudios realizados en ella, puedan ser corroborados por
otros investigadores (Villar, 2016), es por ello que la salvia de bolita se identificd en
el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, obteniendo el registro
#2397.

Cuando se desea realizar una evaluacion fitofarmacologica al extracto de una
planta, también es de importancia considerar el tipo de disolvente que se empleara
para la prueba, pues se debe asegurar que el disolvente empleado no interfiera con
la respuesta farmacologica a evaluar. Una posible forma de demostrar que el
disolvente no interfiere con las pruebas, es evaluando igualmente un lote control de
ratones al cual se le administren cantidades adecuadas del disolvente empleado.
Con esto en mente, Unicamente se decidid utilizar la fraccion hidrosoluble de un
extracto hidroalcohdlico.

El estudio fitoquimico preliminar indica que tentativamente, el extracto
hidroalcohdlico contiene agrupamientos lactonicos, saponinas, fenoles, taninos,
glucosidos cianogénicos, flavonoides, azlicares reductores, triterpenos y esteroides.
Estos resultados estan parcialmente en acorde con el estudio de Avila Acevedo en
2002, quien encontré que la planta contiene predominantemente verbascoésido y
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linarina, este mismo estudio indica que el aceite esencial de esta planta se compone
casi exclusivamente de a-pineno. Avila (2002) en su estudio menciona que no se
aislé ninguna saponina, y que sea probable que la especie no realice la sintesis de
este tipo de compuestos, lo cual entra en contradicciébn con los resultados de
nuestro estudio preliminar.

Para proceder a la optimizacién del extracto y su evaluacién farmacoldgica, se tenia
gue cuantificar al mismo, para esto, se seleccioné una técnica que se basa en el
uso de NaNOgz, AI(NO3s)3) y NaOH y en la sustitucién 3’,4’-dihidroxi (Figura 11),
molécula b) de la mayoria de los flavonoides. El ion aluminio se une al oxigeno de
la posicidon 4’ y forma un quelato color rojo en medio alcalino. Hongbin realizé la
propuesta mecanistica, la cual se muestra en la figura 11.

8]
. oM + NaNO, Oxidation 4{}0
3 1 2 3 : =
TS N v u orange
| E NaNO, —1 . HNO, »
6 i - 2A17°/3
: g7 | ~
: (o]
Nitrosylation o
§4<f:/§:0+ 113AF "+ HNO, Y <
. ) / - N—':_--O P
! | 24173
o g~ | ™ [ 2AP3
¢ ' ' 8] . 0’/ | .
e +NaOH Quino-structure 6
b N—"'-ED W
HN—0"
¢ red

Figura 11 — Propuesta mecanistica de Zhu Hongbin (2010). a) Estructura basica de los flavonoides. B)
Flavonoide con sustituciones 3’,4’-dihidroxi. ¢) Formacion del complejo de coordinacion con aluminio en medio
basico.

La curva de calibracién cumple con los pardmetros de calidad de la Guia de
Validacion de Métodos Analiticos (Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos de México A.C., 2000), pues presenta un valor de R?=0.9989, y el %CV de
ésta es menor al minimo requerido de 5.0% para métodos con muestras biologicas,
e inclusive se logré un valor menor a 2.0%, el cual se requiere para métodos
volumétricos, espectrofotométricos y cromatograficos, lo cual sugiere que este
método podria ser adaptado a diferentes tipos de analisis y conservar poder
predictivo. Adicionalmente, se evalud la precision y linealidad del método con las
mismas muestras que fueron cuantificadas, pues las seis muestras se prepararon
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de forma independiente e inclusive por métodos de extraccion diferentes y el %CV
de estas muestras fue de 0.2%, que es menor al 2.0% (3.0% para muestras
biologicas) y 1.5% requerido para las pruebas de precision, y linealidad
respectivamente. Si bien estos parametros dan relativa confianza de la
cuantificacion, el método requiere todavia mas pruebas para ser validado.

Se observl que la extraccién por microondas presenta un mayor rendimiento de
flavonoides que la extraccion por maceracion, lo cual se fundamenta en que al
generar una mayor ruptura de células, el material extraible se incrementa, con la
ventaja de que se puede hacer en mucho menor tiempo. Es importante considerar
gue la extraccién por microondas puede descomponer algunos compuestos, 0
fomentar la volatilizacion de los mismos si no se trabaja con precaucion (Anup ,
Vivekananda, & Subhash, 2015). Sin embargo, la cromatografia en capa fina que
se realizd, que bien no puede considerarse como una prueba confirmatoria, sugiere
gue este no es el caso.

Se obtuvo un valor curiosamente elevado de flavonoides, en primera instancia, se
creia que simplemente la salvia de bolita era muy rica en flavonoides, ya que se
conocen plantas que contienen casi el 30% de flavonoides en su extracto, como es
el caso del Ginkgo biloba (Keller B., 2009), sin embargo, para detectar desviaciones
en el método, se decidi6é poner a prueba dos sustancias mas bajo este tratamiento,
gue en este caso fueron acido galico y acido ascorbico. Estas sustancias se trataron
de la misma forma en la que se tratd a la muestra, con la excepcion de que el &cido
ascorbico se protegié de la luz durante el experimento. Ambas sustancias mostraron
absorbancia de la luz visible a una A=518nm para el &cido ascorbico, y 494nm para
el acido galico, lo cual nos lleva a pensar que el método realmente carece de
especificidad hacia los flavonoides, y en vez reaccionan todos los metabolitos
reductores, que, en nuestro caso, equivalen a 385.57mg/g de extracto.

En la evaluacion farmacolégica, con el modelo de plus-maze (graficas 2, 3, 4y 5),
se observé que el efecto ansiolitico del extracto y diazepam eran semejantes, pues
ambos fueron dosis dependientes. Es probable que las sustancias responsables del
efecto ansiolitico en el extracto sean los flavonoides, incluso el nucleo flavona posee
propiedades ansioliticas sin presencia de relajacién. El mecanismo de accion de
flavonoides lo reporta Fernandez y cols. (2003) quienes sugieren que éstos
compiten por el receptor GABAa, regulando por lo tanto el flujo de iones Cl en el
SNC, sin embargo, los flavonoides glicosilados no interactian de forma directa con
GABAAa, Sino que se cree que éstos al metabolizarse, se convierten en un flavonoide
libre con afinidad a GABAa. Esta idea se fortalece si consideramos el estudio
realizado por Zhen Ou-yang (2013), donde realizan el estudio farmacocinético de la
rutina, la cual, en un paso, pierde la rutinosa para convertirse en quercetina.

Estudios de Johnston y cols. (2006), demuestran que la linarina también genera un
efecto ansiolitico por interaccion con GABAa; otros estudios sugieren que la
relajacion muscular se puede justificar por la presencia de la linarina, la cual también
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se ha demostrado que tiene cierto efecto sedante e hipnético (Fernandez ,
Wasowski, Paladini, & Marder, 2003); si consideramos que el género Buddleja
presenta una gran cantidad de linarina, y que el extracto de la salvia de bolita genero
un efecto ansiolitico, se puede plantear la hipétesis de que parte del efecto del
extracto en el SNC puede tener relaciébn con esta sustancia, sin embargo, se
requieren mas estudios que profundicen y logren confirmar esto, pues en el presente
estudio no se evalud farmacoldgica, ni quimicamente a la linarina. Por lo tanto, se
podria asumir que la rutina, o la quercetina, o la linarina, o algun otro compuesto del
gue no se tiene conocimiento que esté presente en el extracto, o las interacciones
de ellos entre si, generaron el efecto ansiolitico.

En cuanto a la quercetina, en donde los valores obtenidos con el modelo de plus -
maze fueron muy variables, se cree, se debe a que de acuerdo a Vissiennon y
colaboradores (2012), esta posee un efecto de “vuelta en U”, debido a que la
concentracion de quercetina en el intestino delgado comienza a favorecer que ésta
sea absorbida sin ser metabolizada, lo cual se afirmé mediante el modelo de
escalera, en donde el efecto ansiolitico se observa con la disminucién de las
paradas y limpieza, en la tabla 7 se obtuvo dicha disminucion (Cardenas, 2002).

Con base a estos resultados, se puede considerar que la dosis ansiolitica efectiva
de la fraccion hidrosoluble del extracto hidroalcohdlico de la salvia de bolita es de
400mg/Kg. Si consideramos por lo tanto que esta dosis es la responsable del efecto,
y que, en promedio, el extracto seco posee aproximadamente 385.57mg/g de
metabolitos reductores, podemos hacer la estimacion de la dosis ansiolitica efectiva
(DAE) de los metabolitos equivalentes de rutina (ER) equivalentes a rutina (ecuacion
4).

Ecuacion 4 — Calculo para estimar la DAE de flavonoides

400mg extracto 1g 385.57mg ER 154.228mg

Kg (1000mg 1g extracto Kg
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9. CONCLUSIONES

Del presente trabajo, se llegaron a las siguientes conclusiones:

Se logré identificar a la planta salvia de bolita (Buddleja perfoliata H. B. K) en el
Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, quedando una muestra
de herbario como prueba de su identificacion.

Por medio de un tamizaje fitoquimico se encontré que los grupos metabdlicos
gue se encuentran en la planta son lactonas, azucares reductores, saponinas,
fenoles, taninos, glicésidos cianogénicos, flavonoides, triterpenos y esteroides.

Se determind que los extractos hidroalcohdlicos de Salvia de bolita. Contienen
en promedio 385.57mg de equivalentes de rutina, se encontré que a la dosis
efectiva de 400 mg/Kg de extracto, se encuentran aproximadamente 154.228 mg
de equivalentes de rutina.

El extracto de Buddleja perfoliata H.B.K. presenta efecto ansiolitico, siendo dosis
dependiente, de la misma manera se encontré que el efecto relajante disminuye
conforme se aumenta la dosis y no se presenta efecto sedante o hipnotico.

La investigacion bibliografica realizada es indicativa a que el ansiolitico es
atribuido en parte a la quercetina, algunos metabolitos caracteristicos del género
Buddleja, o en su defecto, a la combinacion de estos.
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10. PROSPECTIVAS

A continuacién, se presentan las prospectivas de este trabajo, las cuales se
presentan en una forma cronoldgica sugerida.

Dada la versatilidad de los componentes que presenta la Buddleja perfoliata
H.B.K., se propone que se caracterice y evalue farmacologicamente el aceite
esencial de ésta.

Estudiar la interaccién farmacolégica que presentan el extracto cuando se
consumen medicamentos prescritos para tratar la ansiedad, estrés, etc.

Hacer la validacion completa del método analitico y buscar uno mas que sea
preciso a los flavonoides.

Una vez lograda la validacion del método analitico, y caracterizado con mayor
profundidad el extracto o el aceite esencial, se propone estandarizar el
proceso de extraccion.

Explorar las posibles aplicaciones industriales que pueda tener la Salvia de
bolita, pues el verbascésido y la linarina presentan efectos muy variados que
pueden utilizarse para la prevenciéon de algunas enfermedades del SNC.
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