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RESUMEN

Erytrhina americana Mill. es una especie endémica mexicana utilizada en la
medicina tradicional por sus efectos tranquilizantes. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto ansiolitico del extracto metandlico de semillas desengrasadas de
E. americana (ExtoMeOH). El extracto metandlico de las semillas previamente
desengrasadas, se obtuvo por extraccién con metanol en Soxhlet. Posteriormente,
se realiz6 el analisis preliminar fitoquimico (APFQ) y una cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) para la identificacion de &cidos fendlicos, flavonoides,
terpenoides y alcaloides. Ademas, se determind la capacidad antioxidante (ICso) del
ExtoMeOH con el método del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo (DPPH). En
todas las pruebas farmacologicas se emplearon ratones macho ICR (CD-1). La
toxicidad aguda del ExtoMeOH (10-5000 mg/kg) se estimd siguiendo el método
descrito por Lorke. El efecto ansiolitico se evalu6 usando el modelo de Laberinto en
Cruz Elevado. Los animales se distribuyeron al azar en grupos independientes (n=9)
para recibir ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 6 80 mg/kg i.g.), el farmaco ansiolitico
Diazepam (1 mg/kg i.p.), vehiculo (NaCl 0.9 % i.g.) y se incluyé un grupo sin
tratamiento (INT). Para descartar el posible deterioro motor ocasionado por los
tratamientos, se evaluo la actividad motora de los sujetos en el modelo de Campo
Abierto. EI APFQ detectdé la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos, quinonas, azucares reductores y glucésidos cardiacos y el HPLC identificd
acidos fendlicos: galico, clorogénico, vainillinico, p-hidroxibenzoico, cafeico y p-
cumarico; flavonoides: apigenina, floretina, florizidina, miricetina y naringenina;
terpenoides: &cido ursolico, carnosol, estigmasterol, a-amirina y B-sitosterol; y
alcaloides: erisodina, B-eritroidina, erisopina y erisovina. En el ensayo de capacidad
antioxidante, la concentracion inhibitoria media (ICso) del ExtoMeOH fue de 3.405
mg/mL. El ExtoMeOH no resulté téxico aun en dosis de 5 000 mg/kg. Las dosis de
40 y 60 mg/kg del ExtoMeOH tuvieron efecto ansiolitico semejante al Diazepam sin
deteriorar la actividad motora horizontal de los animales. El efecto ansiolitico
observado, puede estar mediado por la interaccion quimica de los componentes
identificados en el ExtoMeOH. Este estudio evidencié el potencial de Erythrina
americana como fuente de agentes ansioliticos y proporciona un soporte cientifico
del uso empirico de esta planta como tratamiento efectivo en padecimientos
relacionados con la ansiedad. Este es el primer reporte de actividad ansiolitica con
E. americana.
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I. INTRODUCCION

Los padecimientos relacionados con desérdenes neuropsiquiatricos (trastornos
mentales y neuroldgicos) han sido identificados como un problema de salud publica;
estos se encuentran entre las primeras causas de morbilidad a nivel mundial
(Murray et al., 2013). Un trastorno mental se describe como una alteracién
clinicamente significativa del estado cognitivo, la regulacibn emocional o el
comportamiento del individuo que refleja una disfuncion de los procesos
psicoldgicos, biologicos o del desarrollo que subyacen en su funcion mental,
habitualmente van asociados a un estrés significativo o a discapacidad, ya sea
social, laboral o de otras actividades importantes (American Psychiatric Association,
2014).

En México, la ansiedad y la depresion son las formas de psicopatologia mas
frecuentes (Virgen et al., 2005). Los trastornos de ansiedad son todos aquellos que
comparten caracteristicas de miedo y ansiedad excesivos, asi como alteraciones
conductuales asociadas. Se diferencian entre si segun el tipo de objeto o
situaciones que inducen el miedo, la ansiedad o las conductas evitativas, y segun
la cognicion asociada (American Psychiatric Association, op.cit.). La ansiedad se ha
definido como la tensa e inquieta anticipacion de un evento impreciso pero
amenazante, la sensacion de suspenso incomodo (Rachman, 2004); un estado de
animo orientado hacia el futuro en el que se dispone a hacer frente a situaciones

potencialmente aversivas (Barlow, 2002).

Actualmente, son reconocidas dos grandes lineas de tratamiento en
padecimientos relacionados con la ansiedad: la psicoterapia y la farmacoterapia.
Esta Ultima se basa en el uso de antridepresivos (inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina, ISRS; inhibidores de la recaptacion de serotonina y
noradrenalina, ISRSN; inhibidores de la monoaminooxidasa, IMAO), azapironas, -
bloqueadores y benzodiacepinas. No obstante, su administraciéon conlleva efectos
antagonicos, generalmente, del tipo patoldgico (nocivo, toxico, farmacologico, etc.)
(Farach et al., 2012).
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Si bien, el uso de ansioliticos ha sido efectivo en el tratamiento general de los
trastornos de ansiedad, es necesario descubrir y/o desarrollar nuevos farmacos con
mayor o similar eficacia que los actuales, pero con menos efectos adversos. A nivel
mundial, hay un interés creciente por el uso de plantas medicinales para la
prevencion y tratamiento de muchas enfermedades. La poblacién en general
percibe el uso de hierbas medicinales como seguro debido a su origen natural, su
eficacia y su largo uso en la medicina tradicional. Sin embargo, muchas de ellas se
utilizan en la medicina popular sin considerar su toxicidad (Alonso-Castro et al.,
2015). Las importantes propiedades demostradas a un amplio numero de plantas
han incrementado el interés por conocerlas desde el punto de vista quimico y
farmacoldgico (Osti-Castillo et al., 2010). La busqueda de una nueva farmacoterapia
a partir de plantas medicinales en el tratamiento de enfermedades psiquiatricas ha
progresado significativamente en la ultima década; gran numero de extractos
vegetales con potencial psicoterapéutico han sido evaluados en una extensa
variedad de modelos animales (Zhang, 2004).

El género Erythrina (Familia Fabaceae) comprende 115 especies distribuidas
a través de las regiones tropicales del mundo, 25 de ellas se encuentran en México
(Neill, 1988), algunas son ampliamente utilizadas de manera empirica para tratar
diferentes afecciones (fiebre, dolor agudo, diarrea, célicos, inflamacién, entre otras).
Especies de este género se emplean en la medicina tradicional para el tratamiento
de distintos desordenes del sistema nervioso central destacando sus propiedades

narcoticas, sedativas e hipnaéticas entre otras (Araujo-Junior et al., 2012).

Erythrina americana Miller especie endémica de México, ha demostrado en
diversos ensayos preclinicos tener efecto sobre el sistema nervioso central:
disminucion de la conducta agresiva (Garin-Aguilar et al., 2000; Garcia-Mateos et
al., 2000); y la participacion de compuestos aislados en la consolidacion de la

memoria (Garin-Aguilar et al., 2009; Ruiz-L6pez, 2012).

E. americana conocida en algunos estados como “colorin” o “pichoco” en
Veracruz o “pemoche” cultivado en San Luis Potosi, es utilizada de manera empirica

por los indigenas de la zona huasteca en la preparacion de infusiones con las flores
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inmaduras para combatir el insomnio (Alcorn, 1984 citado en Garin-Aguilar et al.,
2009). En la biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana se menciona su uso
popular en los estados de Guerrero, Michoacan, Morelos y Puebla; donde
generalmente emplean la corteza del tallo en la preparacion de infusiones para el
tratamiento de padecimientos relacionados con el dolor, insomnio y ataques

(enfermedad reconocida por la presencia de convulsiones).

Hasta el momento de la revision bibliografica, no existen estudios que
evallen experimentalmente el efecto ansiolitico de la especie E. americana, a pesar
de que existen reportes empiricos de su uso. Esta carencia plantea un vacio en el
conocimiento actual sobre las propiedades terapéuticas de esta planta. Por lo que
en este estudio se planted evaluar el efecto ansiolitico del extracto metandlico de
semillas desengrasadas de E. americana Miller. Este enfoque experimental
permitira esclarecer el efecto de esta especie en el contexto de la ansiedad,
ofreciendo asi una base cientifica que respalde o refute los informes empiricos

previos y siente las bases para futuras lineas de investigacion.
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Il. MARCO TEORICO
I1.1. ANSIEDAD

La ansiedad o estado de ansiedad, se define como el conjunto de respuestas
adaptativas esenciales para la supervivencia que son emitidas por diferentes
especies animales frente a un peligro real o potencial. Este estado, con importancia
evolutiva, corresponde a un complejo sistema de alerta que aparece cuando el
individuo detecta un peligro o amenaza o ante la presencia de estimulos ambiguos,
innatos o aprendidos (Becerra-Garcia et al., 2007; Darwin, 1998; Pérez de la Mora,
2003). Partiendo de lo anterior, se entiende que la ansiedad es un mecanismo
orientado hacia el futuro, que en condiciones normales advierte protege y prepara
al individuo de situaciones aversivas mediante una serie de reacciones cognitivas,
fisiolégicas y conductuales. No obstante, cuando se sobrepasa la capacidad
adaptativa del sujeto, evocando falsas alarmas y/o percibiendo constantemente
amenazas magnificadas que provoquen elevados niveles de ansiedad, se
desencadena un trastorno patolégico que interfiere en las funciones fisicas,
psicolégicas y conductuales (Barlow, 2002; American Psychiatric Association, 2014,
Cambra & Camarillo, 2015).

[1.1.1. Epidemiologia

A nivel mundial, cerca del 30% de las enfermedades son del tipo mental y
neurolégico (Murray et al., 2013). La ansiedad es el trastorno mental mas comdun,
afecta a mas de 264 millones de personas, representando el 3.6% de la poblacién
mundial. La prevalencia de la ansiedad varia segun la regién del mundo; en Europa,
la prevalencia es del 4.4%, mientras que en América es del 3.7%, Asia cuenta con

la prevalencia mas baja con un 2.8% (WHO, 2022).

En México, segun la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica de
2005, los trastornos de ansiedad son las psicopatologias mas comunmente
diagnosticadas, impactando aproximadamente el 12-15% de la poblacion en algun
momento de sus vidas. La ansiedad muestra una prevalencia mas alta en las
mujeres que en los hombres y tiende a manifestarse durante la nifiez o la

adolescencia, persistiendo en la edad adulta, una etapa critica en términos de
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relaciones afectivas, desempefio laboral y participacion social (Medina-Mora, 2005,
Virgen et al., 2005). Esta informacion se ve respaldada por datos mas recientes
proporcionados por la Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado en 2021,
donde se revela una prevalencia de ansiedad en México del 14.3%. Estos datos
remarcan la persistencia e importancia de los trastornos de ansiedad en la poblacion
mexicana, lo que demuestra la necesidad de una atencion continua y efectiva en el
ambito de la salud mental para abordar este problema de manera integral y

garantizar el bienestar emocional de la sociedad (INEGI, 2021).

El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales V (DSM-V),
referente mundial en salud mental, describe a los trastornos de ansiedad como
aquellos que comparten caracteristicas de miedo y ansiedad excesivos, asi como
alteraciones conductuales relacionadas. Se pueden diferenciar entre si segun el
objeto, situacion y cognicion asociada; actualmente se reconocen siete principales

categorias tal y como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Resumen de los principales criterios de diagnostico para Trastornos de Ansiedad
(TA) de acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-5)
(American Psychiatric Association, 2014; Tortella-Feliu, 2014).

Diagnostico Caracteristicas

Miedo o ansiedad excesivos, persistentes y asociados a la
separacion o rompimiento del vinculo con una persona. Se
TA por consideran al menos tres aspectos clinicos minimos para su
separacion diagnostico, se incluyen: preocupacion, malestar psicoldgico
subjetivo, sedentarismo y asilamiento, presencia de pesadillas
o sintomas fisicos posteriores al evento.

Inhibicion y/o incapacidad de la expresion oral frente a una
Mutismo situacion social especifica. De caracter persistente, se
selectivo presenta en individuos que en condiciones comodas Yy
relajadas suelen expresarse libremente.

Fobia Temor intenso y ansiedad persistentes que surgen como
respuesta a la exposicion a un objeto o situacion especifica

especifica (estimulo fébico).
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Miedo o ansiedad intensos que aparecen en relacion a una o
mas situaciones sociales en las que el sujeto se expone. Esta

TA social conducta generalmente conlleva a comportamientos de
evitacion y aislamiento.
Aparicién inesperada y recurrente de ansiedad exagerada
Trastorno de (crisis de angustia), generalmente se presentan episodios
angustia menores a un mes. En ocasiones llega a ocurrir durante el
suefio incrementando la inquietud y preocupacion.
Asareiekia Temor excesivo e irracional que surge por la exposicion a
9 lugares abiertos y/o desconocidos. Muy similar al TA social.
Ansiedad y preocupacion excesivas persistentes con dificultad
TA de controlar. Algunos de los sintomas caracteristicos son:
generalizada alteraciones del suefio, dificultad para concentrarse,

fatigabilidad, inquietud, irritabilidad y tension muscular.

Presencia repentina de crisis de angustia y ansiedad. Estos
sintomas son derivados de los efectos secundarios fisiol6gicos
directos por el consumo de alguna droga o farmaco.

TA inducido por
sustancias

Ansiedad, crisis de angustia, irritabilidad y miedo que surgen
TA por . e o . -
como consecuencia fisiopatolégica directa de algun

enfermedad padecimiento subyacente.

TA Se car_acterizan por la presencia de sintomas clinicog dg algan
TA; sin embargo, solo cumplen con algunos criterios de
diagnostico. Se detalla la razén especifica del incumplimiento
de los criterios.

especificados

Se caracterizan por la presencia de sintomas clinicos de algun
TA no TA; sin embargo, solo cumplen con algunos criterios de
especificados diagndstico Debido a la falta de informacion se desconocen
las causas del episodio (ingreso a urgencias médicas).

Para el estudio de la ansiedad en el area de las neurociencias se han
propuesto teorias de tipo neuroquimico y geneético, por lo tanto, se asume que la
ansiedad tiene un sustrato neural que puede diferir de acuerdo al tipo de ansiedad
(Cruz-Morales et al., 2003).
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[1.1.2. Neuroquimica de la ansiedad
[1.1.2.1 Estructuras cerebrales

La ansiedad es un fenémeno neurofisiolégico complejo que involucra una red de
centros nerviosos en el Sistema Nervioso Central (SNC) que participan tanto en su
produccion como en su modulacion. No existe una region Unica responsable de la
integracion de la ansiedad, sino que se trata de un proceso que implica multiples
estructuras cerebrales interconectadas (Pérez de la Mora, 2003).

Histéricamente, estas estructuras cerebrales implicadas en la regulacion de
las emociones se han asociado con el "sistema limbico". El sistema limbico incluye
la corteza limbica, que a su vez comprende la corteza insular y la corteza cingulada
(Figura 1). Con base en la informacién vertida por Pérez de la Mora (2003) y Martin
et al. (2009), entre las regiones cerebrales destacadas en la respuesta de ansiedad

se encuentran:

e Corteza cerebral: Esta regién es fundamental en la percepcion y el
procesamiento de estimulos relacionados con la ansiedad. Recoge
informacion de los 6rganos de los sentidos y diversos receptores.

e Septo lateral: Produce una serie de neurotransmisores que estan
involucrados en la regulacion de la ansiedad. Su activacion puede reducir la
ansiedad, mientras que su inactivacion puede aumentarla.

e Amigdala: Es una estructura critica en la respuesta de ansiedad. Su
deterioro puede llevar a una disminucion de la ansiedad.

e Hipocampo: Aunque esta mas asociado con la memoria, también
desemperia un papel en la respuesta de ansiedad.

e Hipotalamo: Algunas porciones del hipotdlamo participan en la modulacion
del sistema nervioso autbnomo, que esta involucrado directamente en la
respuesta ansiosa.

e Sustanciagris periacueductal, ntcleo del rafe dorsal y Locus coeruleus:

Estas areas también tienen influencia en la ansiedad y su regulacion.

La informacion relacionada con la ansiedad es recopilada por los 6rganos de los

sentidos y diversos receptores, que luego informan al SNC. Este impulso viaja a
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través de vias nerviosas especificas hacia regiones especializadas de la corteza
cerebral, pasando a veces por el tdlamo y/o la amigdala para su procesamiento
previo. La informacion procesada y codificada se envia luego a las regiones
cerebrales encargadas de integrar la respuesta de ansiedad (Pérez de la Mora,
2003; Goémez-Restrepo et al., 2018). Los sintomas relacionados con trastornos
emocionales y de ansiedad se originan principalmente debido a una alteracién en el
equilibrio de la actividad en las areas emocionales del cerebro en lugar de las &reas

cognitivas superiores, como se ha sefialado previamente (Martin et al., 2009).

Corteza ~
anterior 7y <
cingulada \

A l
Corteza ® ®
prefrontal Amigdala
ventromedial
f
. > Corteza Insular

Yy

Hipocampo —J “—)

Fig. 1. Regiones cerebrales implicadas en la modulacion de la ansiedad. (Modificado de
Craske et al., 2017).

]
Béarcenas Correa Josué Daniel 8



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

11.1.2.2. Sistemas de neurotransmision

Para entender el mecanismo fisioldgico de tipo neuroquimico de la ansiedad, se han
propuesto diferentes modelos explicativos que se basan en modificaciones de

varios sistemas de neurotransmision (Pérez de la Mora, 2003).

Los neurotransmisores son sustancias quimicas que las neuronas utilizan
para comunicarse entre si. Se liberan de una neurona presinaptica, se difunden a
través de la sinapsis (espacio entre dos neuronas) y se unen a receptores
especificos de una neurona postsinaptica. Esta unién provoca una respuesta en la

neurona receptora, que puede ser excitatoria o inhibitoria (Anand & Charney, 2000).

La accion de los neurotransmisores depende del tipo y caracteristicas de
cada uno, algunos de ellos son: acetilcolina, acido glutdmico, noradrenalina,
serotonina, colecistoquinina y el acido gamma-aminobutirico. Este ultimo destaca
por poseer, dentro de su sistema GABAEérgico, receptores especificos para las
benzodiacepinas; farmacos con efectos ansioliticos, anticonvulsivos, amnésicos,
hipnéticos y sedantes (Nemeroff, 2003; Pérez de la Mora, 2003; Gomez-Jarabo et
al., 2012).

La modulacién de la ansiedad es consecuencia del trabajo conjunto de las
neuronas presentes en los sitios nerviosos que participan en este proceso; a través
de su disparo, seguido y en conjunto de la liberacibn de neurotransmisores,
permiten al sujeto prepararse y/o responder de manera adaptativa ante una

amenaza.
11.1.2.2.1 Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que se sintetiza en las neuronas
colinérgicas, por accién de las enzimas colinoacetilasa. Esta enzima une un grupo
acetil a la colina, un aminoalcohol que se encuentra en todas las células del cuerpo
(Goémez-Jarabo et al., 2012).

La ACh esta involucrada en la respuesta al estrés y la ansiedad. La
acetilcolina ayuda a preparar el cuerpo para una respuesta de "lucha o huida". En

situaciones estresantes, la liberacion de ACh aumenta la frecuencia cardiaca, la
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presion arterial y la respiracion. También aumenta la atencion y la concentracion
(Guzman-Gutiérrez & Lépez-Mufioz, 2010; Lopez-Valdés, 2020).

Los niveles bajos de ACh se han relacionado con sintomas de ansiedad,
como la inquietud, la irritabilidad y la dificultad para concentrarse. Estudios con
animales, han demostrado que la administracion de farmacos que aumentan los
niveles de ACh, reduce los niveles de ansiedad. Investigaciones con humanos, han
evidenciado que los pacientes con trastornos de ansiedad tienen niveles mas bajos

de acetilcolina en el cerebro que los individuos sanos (Zeng & Li, 2020).
1.1.2.2.2. Acido glutamico

El 4cido glutamico es un aminoacido no esencial que se encuentra en todas las
células del cuerpo. Es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en el cerebro
y desempefia un papel importante en la funcién cognitiva, incluidos la memoria, el
aprendizaje y la atencion (Wang & Wu, 2019). La ansiedad se asocia con un
aumento de la actividad en el sistema nervioso central, incluido el aumento de la
liberacion de neurotransmisores excitatorios (Bergink et al., 2004; Guzman-
Gutiérrez & Lopez-Mufioz, 2010).

Investigaciones preclinicas con animales han permitido demostrar que la
administracion de farmacos que bloquean los receptores de acido glutamico reduce
los niveles de ansiedad. Por el contrario, la administracion de farmacos que
estimulan los receptores de acido glutamico aumenta los niveles de ansiedad (Li &
Xu, 2019).

Estos hallazgos sugieren que el acido glutamico desempefia un papel en la
regulacion de la ansiedad. Los niveles altos de acido glutdmico pueden contribuir a

la aparicion de sintomas de ansiedad.
11.1.2.2.3. Dopamina

La dopamina (DA) se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina en las neuronas
dopaminérgicas. Se encuentra en todo el cerebro, pero se concentra principalmente
en el area tegmental ventral, la sustancia negra y el nicleo accumbens (Gémez-
Jarabo et al., 2012).
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La DA esta implicada en la regulacion de la atencién y la concentracion,
ademas de participar en los procesos de memoria. Los niveles altos de DA se han
relacionado con sintomas de ansiedad, como la inquietud, la irritabilidad y la
dificultad para concentrarse (Guzman-Gutiérrez & Lépez-Mufioz, 2010; Lépez-
Valdés, 2020).

Investigaciones con animales, han demostrado que la administracién de
farmacos que bloquean los receptores de DA reduce los niveles de ansiedad;
farmacos antipsicoticos como la clozapina y la risperidona reducen los niveles de
ansiedad en animales sometidos a estrés. Estudios con humanos, han evidenciado
que los pacientes con trastornos de ansiedad tienen niveles mas altos de DA en el
cerebro en comparacion con individuos sanos (Zeng & Li, 2020).

11.1.2.2.4. Noradrenalina

La noradrenalina (NA) es un neurotransmisor perteneciente a la familia de las
catecolaminas. Es liberada por las neuronas noradrenérgicas, por lo que se
encuentran en todo el cerebro y la divisibn simpatica del sistema nervioso
autonomo, principalmente en el Locus coeruleus (Charney & Deutch, 2003). La NA
ayuda a preparar el cuerpo para una respuesta de "lucha o huida". En situaciones
estresantes, la liberacion de NA aumenta la frecuencia cardiaca, la presion arterial
y la respiracion (Bremner, 2006). Los niveles altos de NA se han relacionado con
sintomas de ansiedad, como la inquietud, la irritabilidad y la dificultad para
concentrarse. Los receptores adrenérgicos pueden tener efectos tanto excitadores
como inhibidores, aunque generalmente la liberacion de noradrenalina tiende a

producir excitacion al inducir despolarizacién neuronal (Carlson, 2014).

Una de las principales funciones de las neuronas noradrenérgicas es
aumentar el estado de alerta o vigilancia. Estudios en animales han demostrado que
la administracion de farmacos que bloquean los receptores de noradrenalina reduce

los niveles de ansiedad (Hahn & Liberzon, 2006).
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11.1.2.2.5. Serotonina

La serotonina es un neurotransmisor de tipo indolamina, sintetizado en las neuronas
serotonérgicas del tronco encefélico y en las células enterocromafines del intestino
delgado (Carlson, 2014). Los niveles bajos de 5-HT se han relacionado con una
variedad de trastornos de ansiedad, incluyendo el trastorno de ansiedad
generalizada, el trastorno de panico, el trastorno de ansiedad social y el trastorno
obsesivo-compulsivo (Simpson & Nutt, 2005).

La 5-HT, actua en el cerebro regulando las respuestas al estrés y la ansiedad;
ayuda a mantener el equilibrio entre la activacién y la inhibicién del sistema nervioso
central. Los niveles bajos de 5-HT pueden conducir a una mayor activacién del
sistema nervioso central, lo que puede provocar sintomas de ansiedad. Estudios
preclinicos con animales han demostrado que la administracion de 5-HT o de
farmacos que aumentan los niveles de 5-HT reducen los niveles de ansiedad. Por
el contrario, la administracion de farmacos que bloquean los receptores de 5-HT
aumentan los niveles de ansiedad. Se ha confirmado que los niveles bajos de 5-HT
pueden contribuir a la aparicion de trastornos de ansiedad (Blier & Montigny, 1994;
Anand & Charney, 2000).

11.1.2.2.6 Colecistoquinina

La colecistoquinina (CCK) es una hormona secretada en el intestino delgado en
respuesta a la ingesta de alimentos ricos en grasas y proteinas. Tiene una amplia
variedad de funciones donde se incluyen: la estimulacion de la liberacién de
enzimas pancreéticas y biliares, la contraccion de la vesicula biliar y la regulacién
del apetito (Chen et al., 2019).

Recientemente, se ha demostrado la implicacion del péptido CCK en la
ansiedad. Estudios en animales han demostrado que la administraciéon de CCK
aumenta los niveles de ansiedad, mientras que la administracion de antagonistas
de la CCK reduce los niveles de estos. Sin embargo, el mecanismo fisiologico por
los que la CCK modula la ansiedad no estdn completamente claros, pero se ha

planteado que esta relacionado con la activacion del sistema nervioso autbnomo y
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la liberacion de neurotransmisores como la noradrenalina y la serotonina (Kimura &
Nakamura, 2017; Liu et al., 2018).

1.1.2.1.7. Acido gamma-aminobutirico

El &cido gamma-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibidor sintetizado
en las neuronas GABAérgicas que se encuentran en todo el cerebro. La union de
GABA a sus receptores en las neuronas provoca una disminucion de la actividad
neuronal, lo que ayuda a inhibir la ansiedad (Guzméan-Gutiérrez & Lépez-Mufioz,
2010; Lopez-Valdés, 2020).

Los niveles bajos de GABA pueden provocar una mayor sensibilidad al
estrés, dificultar la concentracién y la consolidacion de la memoria. Se le ha
relacionado directamente con el trastorno de ansiedad generalizada, el trastorno de
panico y el trastorno de estrés postraumatico (Martin et al., 2009).

Numerosas investigaciones preclinicas con animales han demostrado que la
administracion de farmacos que aumentan los niveles de GABA reducen los niveles
de ansiedad; farmacos antiepilépticos como el valproato y la lamotrigina reducen los
niveles de ansiedad en roedores sometidos a estrés. Los estudios clinicos con
humanos también han evidenciado que los niveles de GABA estan relacionados con
la ansiedad; individuos con trastornos de ansiedad tienen niveles mas bajos de
GABA en el cerebro que los reportados para pacientes sanos (Lépez-Valdés, 2020;
Zeng & Li, 2020).

11.1.3. Modelos animales en el estudio de la ansiedad

Diversas disciplinas cientificas han evidenciado que la estructura y funcién cerebral
se encuentran evolutivamente vinculadas en diferentes especies. La relacion
establecida durante el proceso evolutivo entre los mamiferos ha favorecido el uso
de modelos animales para el estudio del comportamiento humano (Darwin, 1998;
Gbémez et al., 2002). Se estima que la investigacion preclinica en el area de la
ansiedad utiliza cerca de 30 modelos animales que permiten observar y cuantificar
conductas de diversa indole dependientes al tratamiento con compuestos

ansioliticos y/o ansiogénicos.
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Estos modelos se pueden clasificar como respuestas condicionadas y no

condicionadas (Cardenas & Navarro, 2002; Gomez et al., 2002). Ver Cuadro 2.

Los modelos de respuesta condicionada recurren a conductas especificas

dependientes de estimulos estresantes generalmente dolorosos. Este tipo de
modelos facilitan al experimentador el control de los niveles de conducta basal; sin
embargo, a menudo se requiere que los sujetos sometidos a experimentacion
tengan un entrenamiento previo. Otras limitaciones son las posibles modificaciones
en los parametros y las variantes de cada modelo (Polanco et al., 2011; Vijender et
al., 2013).

Los modelos de respuesta no condicionada engloban paradigmas basados

en la etologia e involucran las reacciones espontaneas y/o naturales ante estimulos
de estrés independientes de dolor e incomodidad explicita. Estos modelos cuentan
con las ventajas de poseer validez etolégica, son mas econémicos, cuentan con
sensibilidad bidireccional, son independientes de entrenamiento previo, no recurren
a procedimientos que impliquen la exposicion a estimulos dolorosos y no requieren

privacién de alimento o agua (Cardenas & Navarro, 2002; Polanco et al., 2011).

Cuadro 2. Principales modelos utilizados en el estudio de la ansiedad. (Tomado de
Rodgers, 1997 en Gémez et al., 2002).

Modelos animales en el estudio de la ansiedad

Respuestas condicionadas Respuestas no condicionadas

1. Pruebas exploratorias
Laberinto Elevado en Cruz
Transiciones luz/oscuridad
Campo Abierto

1. Pruebas de conflicto
Prueba de Geller-Seifter
Prueba de Voguel

2. Otras

Evitacion activa/pasiva

Supresion condicionada a la ingesta de
liquidos.

Respuesta emocional condicionada.

Vocalizaciones ultrasénicas condicionadas.

2. Pruebas sociales

Vocalizaciones ultrasonicas inducidas por
separacion.

Interaccion social.

3. Otras
Hiponeofagia.
Conducta defensiva de enterramiento.
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De acuerdo con Cruz-Morales, et al (2002) estos modelos deben cumplir de forma

general con los siguientes criterios:

1. Validez: Debe tomar como base alguna caracteristica Unica y/o
predominante de la patologia, por ejemplo, el condicionamiento de
miedo en la produccién de conductas de ansiedad o evitacion.

2. Similitud conductual: Debe reproducir las mismas caracteristicas
conductuales mostradas en la psicopatologia humana.

3. Analogia bioquimica: La manifestacion patolégica debe estar
relacionada directamente con el sustrato neuronal en términos de
estructura, interacciones farmacoldgicas y reacciones bioquimicas.

4. Valor predictivo terapéutico: La implementacion del modelo podria
sugerir y/o esclarecer el uso de un farmaco.

5. Especificidad de los criterios en funcion de la probleméatica abordada:

Es decir, que se induzca y/o presente la misma sintomatologia.
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[1.1.3.1. Laberinto en Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test)

El Laberinto en Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test) es uno de los modelos de
ansiedad mas populares en la actualidad. Esta ubicado en el grupo de pruebas
basadas en el estudio de conductas incondicionadas o espontaneas. Tiene como
fundamento los estudios sobre conducta exploratoria en callejones abiertos y
cerrados realizados por Montgomery (1995) donde se establecié que la exposicion
de los sujetos a estimulos novedosos provoca comportamientos de evitacion.
Partiendo de lo anterior, Handley & Mithani (1984) fabricaron un laberinto elevado
con cuatro brazos dispuestos en X, dos brazos abiertos y dos opuestos con paredes.
Las adecuaciones posteriores han permitido su implementacion en especies como
ratas, ratones, gerbos (Pellow et al., 1985; Lister, 1987). La prueba aprovecha el
comportamiento natural de exploracion espontanea a nuevos ambientes por parte
de los sujetos; el desplazamiento y permanencia en areas cerradas y oscuras es
favorecido debido a que existe una tendencia de evitar espacios abiertos y elevados,
principalmente cuando estan iluminados. Este conflicto de aproximacion-evitacion
genera una serie de comportamientos vinculados con el aumento en los indicadores
de estrés fisioldgico en relacion con el miedo y que resultan en un comportamiento
ansioso (Bailey & Crawley, 2009; Green & Hodges, 1991).

Céardenas & Navarro (2002) al referirse al Laberinto elevado en cruz sefialan
gue este aparato goza de “validez ecolégica” debido al uso de estimulos naturales
capaces de inducir ansiedad en seres humanos. Es decir, este modelo garantiza
que las teorias y los hallazgos se apliquen a comportamientos humanos reales. Se
asume que la exposicion a los brazos abiertos produce una combinacién de miedos
en el roedor donde se incluyen: el miedo a un ambiente no familiar, el miedo a un
espacio abierto e iluminado y el miedo a una situacién de equilibrio en una superficie
relativamente estrecha y elevada. Se ha teorizado que estos miedos podrian ser
analogos a la agorafobia y el vértigo. En contraste, los brazos cerrados del laberinto
estan diseflados con paredes altas que proporcionan seguridad contra posibles

amenazas.
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El aparato se compone por dos brazos abiertos (BA), dos cerrados (BC), un
area central y se encuentra elevado por encima del suelo. El sujeto de prueba se
coloca en el centro del aparato, permitiéndole la libre exploracion del area por un
periodo de tiempo determinado (Polanco et al., 2011).

Los parametros principales para considerar son los espaciotemporales:
namero de entradas y tiempo dedicado en los brazos, generalmente se expresan
como el porcentaje o proporcion del total de entradas y relacion de tiempo dedicado
en todos los brazos, respectivamente. Los indicadores generales de ansiedad son
el aumento en la entrada y el tiempo dedicado en los brazos abiertos. Es decir,
cuanto menor sea la ansiedad existirA mayor exploracion en estos brazos. Lo
anterior se ha explicado en términos del conflicto de permanecer en los brazos mas
protegidos y con pocos estimulos (BC) que explorar los brazos potencialmente
amenazadores y con mayor cantidad de estimulos (BA) (Handley & Mithani, 1984;
Lister, 1987; Polanco, 2010).

[1.1.4. Tratamientos para la ansiedad

Los tratamientos para la ansiedad son intervenciones terapéuticas y estrategias
disefiadas para ayudar a las personas que experimentan trastornos de ansiedad a
manejar sus sintomas y mejorar su calidad de vida. Los tratamientos para la
ansiedad pueden incluir una combinacion de enfoques terapéuticos, cambios en el

estilo de vida y, en algunos casos, farmacoterapia (NIMH, 2022).

La eleccidén del tratamiento para la ansiedad depende de varios factores,
incluyendo el tipo y la gravedad de la ansiedad, las preferencias del paciente y la
opinion del profesional de la salud. En algunos casos, puede ser necesario combinar
la psicoterapia y la farmacoterapia para obtener los mejores resultados (WHO,
2022).

[1.1.4.1. Psicoterapia

De acuerdo con la Asociacion Americana de Psiquiatria (2022), la psicoterapia es
un proceso colaborativo en el que un terapeuta o profesional de la salud mental

ayuda al paciente a comprender y cambiar los pensamientos, las emociones y los
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comportamientos que contribuyen a la ansiedad. Los tipos de psicoterapia mas

utilizados para tratar la ansiedad incluyen:

a) Terapia cognitivo-conductual: Se centra en ayudar a las personas a
identificar y cambiar los pensamientos y comportamientos que contribuyen a
la ansiedad (Hofmann et al., 2012).

b) Terapia de exposicion: Ayuda a las personas a enfrentar sus miedos de
manera gradual y segura (Foa et al., 2006).

c) Terapia de aceptacion y compromiso: Permite a las personas a aceptar sus
pensamientos y emociones ansiosos y a centrarse en vivir una vida plena
(Hofmann et al., 2010).

[1.1.4.2. Farmacoterapia

La farmacoterapia es un enfoque de tratamiento que utiliza medicamentos para
tratar los diferentes tipos de trastornos de ansiedad y sus sintomas. Implica la
prescripcion y el uso de medicamentos especificos para mejorar la calidad de vida
del individuo. Actualmente se reconocen varios tipos de medicamentos donde se
incluyen: antidepresivos, inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina,
Inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina, inhibidores de la
monoaminooxidasa, azapironas, B-blogueadores y benzodiazepinas (Farach et al.,
2012).

La eleccion del medicamento y la dosis dependeran del tipo de trastorno, la
gravedad de los sintomas y las necesidades individuales del paciente. Cabe
destacar que, la farmacoterapia a menudo se combina con la psicoterapia para un

enfoque integral en el tratamiento de la ansiedad.
11.1.4.2.1. Antidepresivos

Los antidepresivos son una clase de medicamentos disefiados para tratar los
trastornos del estado de animo, como la depresion mayor y algunos tipos de
ansiedad. Actuan de diferentes maneras, dependiendo de su clase. La mayoria de
los antidepresivos se enfocan en aumentar la disponibilidad de neurotransmisores
como la serotonina, la noradrenalina y la dopamina en el cerebro (Delgado, 2004;
Nierenberg & DeCecco, 2007).
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11.1.4.2.1.1. Inhibidores selectivos de larecaptura de serotonina

Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) son un tipo de
medicamentos que se utilizan para tratar la depresion, los trastornos de ansiedad y
otras afecciones del estado de animo. Los ISRS funcionan inhibiendo la recaptura
de serotonina por las células nerviosas, promoviendo un aumento en los niveles de

serotonina en el cerebro (WHO, 2023).

Algunos ejemplos comunes de ISRS incluyen: fluoxetina, sertralina,
paroxetina, citalopram y escitalopram. Los ISRS suelen ser bien tolerados, pero
pueden causar algunos efectos secundarios, como: nauseas, diarrea,
estrefiimiento, sedacion, insomnio, disminucion del apetito, aumento de la

sudoracién, disfuncién sexual, entre otros (Chavez-Leon et al., 2008).
11.1.4.2.1.2. Inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina

Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina y noradrenalina (ISRN) son
una clase de medicamentos que se utilizan en el tratamiento de trastornos del
estado de animo, como la depresion mayor, el trastorno de ansiedad generalizada,
el trastorno de ansiedad social y el trastorno de dolor crénico, entre otros (Mayo
Clinic, 2023).

Los ISRN actian sobre tanto la serotonina como la noradrenalina, inhibiendo
la recaptura de estos neurotransmisores por parte de las células nerviosas, lo que
lleva a un aumento en la disponibilidad de 5-HT y NA en el espacio sinaptico (Trivedi
et al., 2006). Ejemplos de algunos farmacos de este tipo son: venlafaxina, duloxetina
y desvenlafaxina. Su uso puede llevar a efectos secundarios que incluyen:
reacciones alérgicas, nduseas, sudoracién excesiva, insomnio o somnolencia, boca
seca, estrefiimiento o diarrea, aumento de la presién arterial, mareos o vértigo,
dificultades sexuales, irritabilidad y dolor de cabeza, por mencionar algunos
(Chavez-Leon et al., 2008).

11.1.4.2.1.3. Inhibidores de la monoaminooxidasa

Los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) son un tipo de farmaco

antidepresivo que actia blogueando la accion de la enzima monoaminooxidasa
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(MAO). La MAO descompone los neurotransmisores serotonina, norepinefrina y
dopamina. Al bloquear la accion de la MAO, los IMAO promueven el aumento de los
niveles de estos neurotransmisores en el cerebro (Stahl, 2003).

Los IMAO se han utilizado en el tratamiento de la depresién resistente a otros
medicamentos, trastornos de ansiedad, trastornos del suefio y migrafias, entre
otros. Sin embargo, los IMAO tienen interacciones significativas con ciertos
alimentos y otros medicamentos, lo que puede llevar a efectos secundarios graves
y potencialmente peligrosos. Algunos de sus efectos secundarios incluyen:
hipotensién ortostatica (disminucién de la presion arterial al ponerse de pie),
confusion. Mareos, nauseas, diarrea, aumento de la sudoracion, aumento del

apetito, aumento de peso, entre otros (Pini et al., 2003).
11.1.4.2.2. Azapironas

Las azapironas son una clase de medicamentos para tratar trastornos de ansiedad
y algunos trastornos del estado de &nimo. Su mecanismo de accioén es diferente de
otros tipos de medicamentos ansioliticos y antidepresivos mas comunes, ya que
actuan principalmente como agonistas parciales de los receptores de serotonina (5-
HT1a) en el cerebro. Esto significa que aumentan la actividad de la serotonina en
ciertas areas del cerebro, lo que puede tener un efecto ansiolitico y, en algunos
casos, mejorar el estado de animo. Ademas, actlan como agonistas del receptor
GABAAa. Al aumentar la actividad del GABA, las azapironas reducen la actividad

neuronal y alivian los sintomas de ansiedad (Rickels & Rynn, 2022; Stahl, 2003).

Las azapironas suelen ser bien toleradas, pero pueden causar algunos
efectos secundarios, como: confusion, dolor de cabeza, fatiga, inquietud, insomnio,
malestar gastrointestinal, mareos, nauseas, somnolencia, aumento en la salivacion
y/lo sequedad bucal, entre otros. Es importante sefialar que las azapironas
generalmente no causan somnolencia ni tienen el potencial de adiccion asociado
con otros medicamentos ansioliticos, como las benzodiazepinas. Sin embargo, su
mecanismo de accién regularmente es lento y pueden no ser tan efectivas en casos

graves de ansiedad (Rickels & Rynn, 2022).
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1.1.4.2.3. B-Bloqueadores

Los B-bloqueadores, también conocidos como bloqueadores beta, son farmacos
que se utilizan comunmente para tratar diversas condiciones médicas,
especialmente trastornos cardiovasculares y otras afecciones relacionadas con el
sistema nervioso. EI mecanismo principal de accién de los B-bloqueadores es
bloguear los receptores beta-adrenérgicos en el cuerpo. Estos receptores son parte
del sistema nervioso simpatico y estan involucrados en la respuesta del cuerpo al
estrés y la estimulacion adrenérgica, que incluye la liberacion de la hormona
epinefrina (adrenalina). Los [-blogueadores bloquean selectivamente los
receptores beta en las glandulas suprarrenales, controlando la respuesta al estrés
y la ansiedad (Brunton et al., 2018).

Aungue, los farmacos B-bloqueadores son generalmente bien tolerados,
pueden causar efectos secundarios como: cambios en la glucosa en sangre, fatiga
y debilidad, mareos o vértigo, problemas gastrointestinales, trastornos del suefio,

entre otros (Frishman, 2018).
11.1.4.2.4. Benzodiazepinas

Las benzodiazepinas (BZD) representan un grupo de medicamentos que se utilizan
comunmente para tratar una variedad de condiciones que incluyen trastornos de
ansiedad, insomnio, epilepsia y otras afecciones neuroldgicas. Estos medicamentos
son conocidos por su capacidad para inducir sedacion, relajacion muscular, alivio

de la ansiedad y reduccion de la excitabilidad cerebral (Brunton et al., 2018).

El mecanismo principal de accion de las BZD es aumentar la actividad del
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) en el cerebro. Este
neurotransmisor es inhibidor y ejerce un efecto calmante sobre la actividad cerebral
al reducir la excitabilidad neuronal. Las BZD se unen a receptores especificos en el
cerebro que estan asociados con el GABA, lo que resulta en una mayor inhibicion
neuronal y una reduccion de la excitabilidad cerebral (Ashton, 2002).

A pesar de la eficacia de las BDZ, su uso conlleva efectos secundarios donde
se incluyen: dependencia, tolerancia y pérdida de la accion farmacoldgica,

abstinencia, dificultades cognitivas, estrefiimiento o problemas gastrointestinales,
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problemas de coordinacion, somnolencia y sedacion. Es importante resaltar que el
uso de BZD puede aumentar el riesgo de ideacion e intentos suicidas en personas

con trastornos del estado de animo (Brunton et al., 2018).
11.1.4.3. Busqueda de nuevos tratamientos para los trastornos de ansiedad

A nivel mundial, hay un creciente interés en utilizar plantas medicinales como
complemento en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, incluida la
ansiedad. Aunque algunas plantas han demostrado propiedades para aliviar los
sintomas de la ansiedad, su eficacia varia y no deben considerarse sustitutos
directos de los ansioliticos convencionales (Sarris et al., 2011; Alonso-Castro et al.,
2015). La percepcion general de la poblacion sobre la seguridad de las hierbas
medicinales se basa en su origen natural y su larga historia en la medicina
tradicional, pero es crucial tener en cuenta la posible toxicidad de estas hierbas, ya

gue a menudo se utilizan sin considerar este factor.

El aumento en la investigacién quimica y farmacolégica de diversas plantas
ha llevado a evaluar extractos vegetales en modelos animales, ofreciendo
perspectivas para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas en trastornos
psiquiatricos, incluida la ansiedad (Osti-Castillo et al., 2010; Zhang, 2004). Sin
embargo, es importante que la investigacion se realice con rigor cientifico,
evaluando cuidadosamente tanto los beneficios como los posibles riesgos
asociados con el uso de plantas medicinales en el tratamiento de la ansiedad y otras

afecciones psiquiatricas.
11.1.4.3.1. Plantas medicinales usadas en el tratamiento de la ansiedad

La medicina tradicional son saberes empiricos con los que cuentan los grupos
humanos para atender los trastornos primarios de salud y se transmiten de forma
oral de generaciébn en generacion; esto significa que se fundamenta en ideas
culturalmente definidas y no en conocimientos cientificos (Lozoya & Lozoya, 1982).
El efecto curativo de las plantas se atribuye a los llamados productos naturales,
especies quimicas derivadas del metabolismo primario y/o secundario de las
plantas, estos desempefian funciones ecolédgicas especificas y se encuentran

distribuidos de forma diferencial entre grupos taxonémicos (Avalos & Pérez-Urrutia,
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2009). El potencial terapéutico de dichos metabolitos esta en virtud de su estructura
quimica ya que de ello depende su interaccion en procesos fisioldgicos de interés

en los sistemas vivos.

En el Atlas de la Medicina Tradicional Mexicana se detallan diversas especies
utilizadas para sintomas estrechamente relacionados con la ansiedad como
desesperacion, estrés, hipervigilancia, insomnio, nerviosismo, pérdida o aumento
en el apetito y en ocasiones debilidad. Entre estas plantas se mencionan el toronjil
morado (Agastache mexicana Kunth), toronjil blanco (Agastache mexicana subsp.
xoloxotziana Bye, E. Linares & Ramamoorthy), toronjil azul o chino (Dracocephalum
moldavica L.) canela (Cinnamomum sp. Schéffer), flor de manita (Chiranthodendron
pentadactylon Lam.), tila (Ternstroemia sp. Mutis ex L.f.), azahar (flores de diversas
especies de Citrus), hinojo (Foeniculum vulgare Mill.), tumbavaquero (Ipomoea
stans Cav.) entre otras.

En este Atlas también se destaca el uso de especies endémicas del género
Erythrina en el tratamiento de diversos desordenes del sistema nervioso central.
Erythrina coralloides Moc. & Sessé ex DC., por ejemplo, se emplea en el estado de
Morelos para tratar la neuritis. Asimismo, Erythrina americana es utilizada en varios
estados, como Guerrero, Michoacéan, Morelos y Puebla, donde se aprovecha la
corteza del tallo en infusiones para tratar ataques, afeccion reconocida por la
presencia de convulsiones. Asi mismo, en la region noreste del pais, E. americana
se utiliza de manera empirica para preparar infusiones con inflorescencias
inmaduras para combatir el insomnio (Hastings et al., 1990; Alcorn, 1984 citado en
Garin-Aguilar et al., 2009).
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[ll. ANTECEDENTES
[ll.1. Antecedentes experimentales con el género Erythrina

Diversos grupos de investigacion alrededor del mundo interesados por esclarecer
los efectos que producen las plantas del género Erythrina, han evaluado su actividad
sobre el sistema nervioso central. Entre los que destacan el de Onusic et al. (2002),
quienes, utilizando los modelos de Laberinto en T Elevado, Transicion Luz-
Oscuridad y Test Olor de Gato, evaluaron el potencial ansiolitico del extracto
hidroalcohdlico de inflorescencias de E. mulungu Mart. ex Benth (100, 200 y 400
mg/kg) en ratas Wistar. Los autores reportaron que la dosis de 200 mg/kg fue capaz
de reducir las respuestas relacionadas con ansiedad en los modelos de laberinto T
Elevado y Transicién Luz-Oscuridad, efecto comparable con el obtenido por el
farmaco Diazepam (4mg/kg). Sin embargo, ningun tratamiento alteré la conducta de

los sujetos en respuesta a la prueba Olor de Gato.

Continuando con la linea de investigacioén anterior y empleando el modelo de
laberinto T Elevado, Onusic et al. (2003) midieron respuestas de evitacion o escape,
pardmetros relacionados con ansiedad y memoria; reportando que dosis agudas
(200 y 400 mg/kg) y cronicas (9 a 14 dias: 50 y 200 mg/kg) mostraron deterioro de
las respuestas de evitacion similares al farmaco de referencia, Diazepam (10
mg/kg).

Dantas et al. (2004) evaluaron el efecto del extracto acuoso de hojas de E.
velutina Willd. en el sistema nervioso de roedores. La administracion intraperitoneal
del extracto en ratones Swiss aumentd el tiempo de suefio inducido por
Pentobarbital con las dosis de 50 y 200 mg/kg. La dosis de 10 mg/kg registré una
disminucién en la actividad motora de los sujetos durante la prueba de Campo
Abierto. Por otro lado, la administracion intraperitoneal de 10 mg/kg en ratas Wistar

inhibio la adquisicion de la tarea en el modelo de Evitacion Inhibitoria.

Ribeiro et al. (2006), administraron dosis agudas (100, 200 y 400 mg/kg) y
cronicas (21 dias; 50, 100 y 200 mg/kg) de los extractos hidroalcohdlicos de E.
mulungu y E. velutina para evaluar su efecto ansiolitico y antidepresivo en ratas

Wistar. Reportaron que la administracion, aguda (400 mg/kg) y crénica (200 mg/kg),
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de E. velutina presenté latencias similares a las del farmaco Diazepam (10mg/kg)
en la prueba de Laberinto T Elevado. No obstante, ambos extractos no redujeron
los tiempos de inmovilidad en comparacion al referente Imipramina (20 mg/kg)
durante la prueba de Nado Forzado. En adicion, la exposicién de los sujetos al
modelo de Campo Abierto permitié a los autores concluir que dicho efecto ansiolitico

no se atribuye a alteraciones motoras.

Vasconcelos et al. (2004) estudiaron el efecto sobre el Sistema Nervioso
Central de los extractos hidroalcdlicos de la corteza de tallo de E. mulungu y E.
velutina en ratones Swiss hembra. Encontrando que, con la administracion
intraperitoneal de ambos extractos (200 y 400 mg/kg) se redujo la actividad motora
y se disminuyd la frecuencia en el nUmero de entradas en ambos brazos en los
modelos de Campo Abierto y Laberinto en Cruz Elevado respectivamente. Sin

embargo, la coordinaciéon motriz no se vio afectada en la prueba de Varilla Rotatoria.

Vasconcelos et al. (2007), continuando con el estudio previo, evaluaron el
efecto de los extractos hidroalcohdlicos de corteza de tallo de E. mulungu y E.
velutina en ratones sometidos a los modelos de suefio inducido por Pentobarbital y
convulsioén Inducida por Estricnina. No se encontraron diferencias significativas en
las latencias de suefio con las dosis de 200 y 400 mg/kg de los extractos de E.
velutina y de E. mulungu respecto al control Diazepam. Sin embargo, en la prueba
de Convulsion Inducida por Estricnina, estas mismas dosis registraron un
incremento en los tiempos de latencia y muerte. Los autores concluyeron que la
administracion oral de los extractos hidroalcoholicos de corteza de tallo de E.

velutina y E. mulungu ejercen accion depresora del sistema nervioso central.

Flausino et al. (2007a), utilizando los modelos de Laberinto en T Elevado y
Campo Abierto evaluaron en ratones Swiss el efecto ansiolitico del extracto
hidroalcohdlico crudo y de tres alcaloides aislados de inflorescencias de E. mulungu.
Se demostro que la administracion oral aguda de 200 y 400 mg/kg de extracto crudo,
10 mg/kg de 11-a-hidroxieritravina, 3 y 10 mg/kg de eritravina y 3 y 10 mg/kg de a-
hidroxierisotrina incrementaron el tiempo de permanencia en los brazos abiertos,

datos similares a los obtenidos con el farmaco Diazepam (2mg/kg). De manera
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adicional, no reportaron diferencias significativas en el Test de Campo Abierto. Los
autores atribuyen que el efecto ansiolitico del extracto crudo se debe en parte, a la
presencia de los alcaloides aislados.

En adicion al trabajo anterior, Flausino et al. (2007b) reportaron que en el test
Transicion Luz-Oscuridad la administracion de 100 y 200 mg/kg de extracto crudo,
10 mg/kg de 11-a-hidroxieritravina y 3 y 10 mg/kg de eritravina, incrementaron el
tiempo de permanencia en el compartimiento iluminado. Ademas 11-a-
hidroxieritravina (3 mg/kg) aumento el nimero de transiciones entre las dos areas
del modelo. Por otro lado, la administracion oral del extracto crudo de
inflorescencias de E. mulungu no evidenci6 efecto ansiolitico en el Test de Laberinto
en Cruz Elevado. Los autores sugieren que las diferencias reportadas se deban a

la naturaleza y sensibilidad de cada prueba utilizada.

Raupp et al. (2008), evaluaron en ratones Swiss el efecto ansiolitico y
antidepresivo de la administracién aguda (5, 10, 25, 50 y 100 mg/kg) y crénica (23-
26 dias: 50 y 100 mg/kg) del extracto hidroalcohdlico de la corteza de tallo de E.
velutina por via oral. Usando el modelo de Laberinto en Cruz Elevado, la dosis
cronica de 100 mg/kg aumenté en el porcentaje de entradas al brazo abierto, dato
similar al del referente Clordiazepoxido (7.5 mg/kg). Sin embargo, durante la prueba
de Nado Forzado, la administracién del extracto no redujo los tiempos de
inmovilidad en comparacion con el farmaco Imipramina (25 mg/kg). Los autores
concluyeron que la administracion cronica del extracto hidroalcohdlico de la corteza

de tallo de E. velutina provoco Unicamente efectos del tipo ansiolitico.

Teixeira-Silva et al. (2008), usando el modelo de Laberinto en Cruz Elevado,
evaluaron el efecto ansiolitico del extracto etandlico de hojas de E. velutina en
roedores Swiss y Wistar; reportando que la administracién oral de 20 mg/kg produjo
un aumento en el porcentaje de entradas e incremento el tiempo de permanencia
en el brazo abierto, lo que sugirié actividad ansiolitica. Asi mismo, para evaluar las
implicaciones en los procesos de memoria y aprendizaje, encontraron que la
administracion oral de 10 mg/kg inhibié la adquisicion de la tarea en el modelo de

Evitacion Inhibitoria.

Béarcenas Correa Josué Daniel 26



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

Pitchaiah et al. (2010) observaron el efecto del extracto acuoso de la corteza
de E. variegata L. en ratones Swiss y ratas Wistar sometidos a tres modelos
diferentes de ansiedad. Los autores reportaron que 200 y 400 mg/kg incrementaron
el tiempo transcurrido en la zona clara, asi como el nUmero de transiciones entre
las zonas de luz-oscuridad. En el modelo de campo abierto se registré6 aumento del
tiempo dedicado a la deambulacion. Finalmente, en el modelo de Laberinto en Cruz
Elevado se presentd un incrementé en el nimero de entradas y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos, evidenciando asi la actividad ansiolitica del

extracto.

Aparecida et al. (2011) evaluaron en ratas Wistar (implantadas con canulas
dirigidas al ventriculo lateral derecho), el efecto anticonvulsivo de los alcaloides
eritravina y 11-a-hidroxieritravina obtenidos de las inflorescencias de E. mulungu.
Reportaron que la administracién de eritravina en dosis 2 y 3 ug/uL fue capaz de
inhibir las convulsiones evocadas por Pentilentetrazol y Acido kainico; por su parte,
11-a-hidroxi-eritravina en dosis de 1y 2 ug/pL bloqued el efecto de los convulsivos

Bicuculina, NMDA y Acido kainico.

Rodrigues et al. (2011), estudiaron el efecto ansiolitico de los alcaloides
aislados del extracto etandlico de las flores de E. suberosa Roxb. en ratones Swiss,
encontrando que, la administracion oral de erisodina (10 mg/kg) favorecio la
frecuencia de entradas y tiempo de permanencia en brazos abiertos en el modelo
de Laberinto en Cruz Elevado. Cabe resaltar que no se registrd afectacion de
actividad motora (numero de entradas a brazos cerrados). Por otro lado, erisodina
y erisotrina (10 mg/kg) aumentaron el tiempo de permanencia en el compartimiento
iluminado y namero de transiciones en el modelo de Transicion Luz-Oscuridad. Los
autores atribuyeron que la presencia de los alcaloides erisodina y eritrovina son los

responsables del efecto ansiolitico de E. suberosa.

Usando el modelo de Laberinto en Cruz Elevado y la prueba de Campo
Abierto, Nagaraja et al. (2012) valoraron en ratones Swiss el efecto ansiolitico de
los extractos cloroformico y etandlico de la corteza del tallo de E. mysorensis Gamb.

y con la prueba de Varilla Rotatoria evaluaron la coordinacion motriz.
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Los autores reportaron que la administracion oral de 200 y 400 mg/kg de los
extractos cloroférmico y etandlico de E. mysorensis presentaron actividad ansiolitica
tanto en la prueba de Laberinto Elevado en Cruz como en la de Campo Abierto, los
datos fueron comparables con los del Diazepam (1mg/kg). Con las mismas dosis se
registrd una reduccion en el tiempo de caida de los sujetos en la prueba de Varilla
Rotatoria, lo que sugiere un efecto relajante en el musculo esquelético. Los autores
indican que probablemente los efectos observados en su estudio, sean el resultado
de la accion sinérgica de alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos y otros
metabolitos que en investigaciones previas se ha reportado estan presentes en la

corteza de E mysorensis.

Santos et al. (2012), evaluaron en ratas Wistar el efecto anticonvulsivo y
potencial ansiolitico del alcaloide erisotrina aislado del extracto hidroalcohdlico de
inflorescencias de E. mulungu, la administracién se realiz6 en sujetos previamente
implantados con canulas dirigidas al ventriculo lateral derecho. Reportaron que la
administracién de erisotrina (2 y 3 pg/uL) inhibié las convulsiones provocadas por
Bicuculina, Pentilenotetrazol y Acido N-metil-D-aspartico. Por otro lado, en el
modelo de Laberinto en Cruz Elevado erisotrina (0.5 ug/pL) aumentoé el numero de
entradas a los brazos abiertos, pero no el tiempo de permanencia en los mismos.
Ademas, no se observaron alteraciones durante la prueba de Campo Abierto.
Finalmente, para el ensayo neuroquimico, se demostrd que erisotrina (0.001- 10

ug/uL) no alterd la captacion sinaptosémica de 3H-glutamato y 3H-GABA.

Bonilla et al. (2013), evaluaron en ratones NIH la actividad toxica, sedante y
ansiolitica del extracto acuoso liofilizado de las inflorescencias de E. berteroana Urb.
La toxicidad del extracto fue valorada via oral con una dosis limite 2000 mg/kg
durante un periodo de 28 dias. El efecto sedante se estimé utilizando la prueba de
suefio inducido por Pentobarbital y la actividad ansiolitica se midié con las pruebas
de Enterramiento de Esferas, Suelo Agujereado y Laberinto en Cruz Elevado. Para
todas las pruebas conductuales se administraron dosis de 100, 200 y 500 mg/kg via
oral. Los resultados mostraron que el liofilizado de inflorescencias de E. berteroana

no provoco alteraciones serias en el estado de salud de los animales; es decir, que

Béarcenas Correa Josué Daniel 28



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

el extracto no posee efectos sedantes, pero si una leve actividad ansiolitica no

significativa.

Dias et al. (2013), evaluaron el efecto neurologico y citotoxico del extracto
etandlico de hojas de E. falcata Benth. (100, 300 y 500 mg/kg) en ratas Wistar. La
actividad conductual fue valorada con los modelos de Campo Abierto y Laberinto en
Cruz Elevado. El efecto citotoxico se estimo de acuerdo con el modelo de Comet.
Se reportd que la administracion intraperitoneal disminuyd el nUmero de cruces y
estiramientos; sin embargo, se registré6 un aumento en la latencia de inicio para la
locomocion en la prueba de habituacion con el modelo de Campo Abierto. No se
reportaron alteraciones durante la exposicion al Laberinto en Cruz Elevado. Por otro
lado, la administracion del extracto no exhibié aumento en el indice de dafio en DNA
con muestras de sangre y cerebro, lo que indica un nulo efecto genotoéxico. Los
autores sugirieron que, al ser evidenciada la afectacion motora y exploratoria,
ademas de la ausencia de los efectos relacionados con la ansiedad, es probable
que el extracto etandlico de las hojas de E. falcata ejerza una posible accién

depresora del Sistema Nervioso Central.

Oliveira et al. (2014), reportaron que la administracion oral a ratas Wistar del
extracto hidroalcohdlico (30-70) crudo de corteza de tallo de E. falcata (250 y 500
mg/kg) o la subfraccion butandlica (20-45 mg/kg) mejoraron la adquisicion de la
memoria del miedo en el modelo de Evitacion Inhibitoria. Sin embargo, sujetos
tratados con la fraccion de flavonoides (0.65 y 0.9 mg/kg) y las flavonas vitexina,
isovitexina y 6-C-glucésido-diosmetina (0.1-10 mg/kg) mostraron una reduccion
gradual en la respuesta de miedo condicionado durante la sesién de evaluacion de
extincion a las 48h después del condicionamiento. Los autores sugieren que las
flavonas aisladas y/o la fraccién de flavonoides pueden proporcionar un nuevo

enfoque terapéutico para padecimientos cognitivos.

Sarmiento et al. (2018), evaluaron el efecto sedante y ansiolitico del extracto
metandlico de las hojas de E. edulis Triana ex Micheli en ratones Swiss. Reportaron
gue la administracion intraperitoneal de los tratamientos (125, 250 y 500 mg/kg)

incrementd el numero de cruces en el Test de Campo Abierto y aumento6 el nimero

Béarcenas Correa Josué Daniel 29



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

de entadas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el Test de Laberinto
en Cruz Elevado, lo que evidencia su efecto ansiolitico. No se observé deterioro de
la actividad motora con el modelo de la varilla rotatoria, ni hubo efecto sedante con
la prueba de suefio inducido con Pentobarbital. Los autores sugieren que los efectos
observados podrian estar mediados por la presencia de alcaloides anteriormente

reportados para especies del género Erythrina.

Chu et al. (2019), estudiaron la actividad antidepresiva y ansiolitica del
extracto hidroalcohdlico de corteza de E. variegata en ratones Kunming.
Encontraron que en el modelo de Laberinto en Cruz Elevado las dosis administradas
por via oral de 50, 100 y 200 mg/kg, aumentaron el nimero de entradas y tiempo
de permanencia en los Brazos Abiertos. Asi mismo, se incrementd el tiempo de
permanencia en el compartimiento iluminado en la prueba de la Caja Luz Oscuridad.
En las pruebas de Nado Forzado y Suspensién por Cola el extracto logré prolongar
los tiempos de inmovilidad lo que indica su efecto depresor. Los autores sugieren
que este efecto se debe principalmente a la alteracion en los niveles de los

neurotransmisores GABA y glutamato de los sujetos tratados con el extracto.

En 2020 Martins & Brijesh evaluaron en ratones Swiss la actividad
antidepresiva del extracto etandlico de E. variegata y determinaron el posible
mecanismo de accibn a través de la regulacion de la actividad de la
monoaminooxidasa en homogeneizados de cerebro de ratén. Reportando que, la
administracion oral aguda (50, 100 y 200 mg/kg) y crénica (14 dias: 100 y 200
mg/kg) redujo los tiempos de inmovilidad en las pruebas de nado forzado y
suspensién por cola. Los autores proponen que el extracto etandlico tiene efecto
inhibidor sobre las enzimas MAO (A y B). La MAO-A realiza la degradacion de

serotonina y noradrenalina, MAO-B esta asociada con la eliminaciéon de dopamina.
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[l1.2. Antecedentes experimentales con la especie Erythrina americana Miller

En diversos ensayos preclinicos se ha demostrado que Erythrina americana,

especie endémica de México, tiene efecto sobre el sistema nervioso central.

Garin-Aguilar et al. (2000) reportaron que la administracion intraperitoneal de
3 mg/kg de las fracciones de alcaloides libres en hexano, alcaloides libres en
metanol o la fraccion de alcaloides liberados obtenidos de las semillas de E.
americana disminuyeron la conducta agresiva en ratas en el modelo de aislamiento
visual. Dichas respuestas fueron similares a las del farmaco de referencia Diazepam
(2 mg/kg). Siguiendo la misma linea de investigacion, se reportd que la
administracion intraperitoneal de 2 mg/kg del alcaloide, aislado de semillas de E.
americana, B-eritroidina y su hidroderivado, dihidro-B-eritroidina disminuyeron la

conducta agresiva (Garcia-Mateos et al., 2000).

También existe evidencia del papel que tienen diferentes alcaloides aislados
del género Erythrina como antagonistas de receptores nicotinicos neuronales

implicados en el proceso de aprendizaje y memoria.

Garin-Aguilar et al. (2009) administraron a ratas Wistar (implantadas con canulas
dirigidas al hipocampo dorsal) el alcaloide erisodina (1 y 2 ug/pL) y el derivado
dihidro-B-eritroidina (2 ug/pL) obtenidos de semillas de E. americana. Los autores
reportaron un deterioro en la consolidacion de la memoria con el modelo de
Evitacién Inhibitoria y sugieren que estos resultados se pueden explicar en términos
del bloqueo que ejercen estos alcaloides sobre los receptores nicotinicos a432 y a7

del hipocampo dorsal.

También hay reportes de la actividad toxica y antioxidante de E. americana.
Garcia-Mateos et al (1999), evaluaron la toxicidad aguda y subcronica de extractos
de E. americana. Demostraron que la fraccion de alcaloides liberados resulto ser la
mas toxica en modelos con Daphnia magna, Artemia salina, Bacillus cereus y
Panagrellus redivivus. Los autores atribuyen dicha actividad a los alcaloides

erisopina, erisodina y erisovina.

Continuando con la linea de investigacion anterior, Garcia-Mateos et al

(2004), evaluaron el efecto téxico de las fracciones alcaloideas y de los alcaloides
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liberados erisovina y B-eritroidina obtenidos de las semillas de E. americana en
larvas del mosquito Culexquinque fasciatus. Reportaron que la fraccion de
alcaloides libres mostro alta toxicidad (88% de mortalidad). Por su parte, los
resultados de la evaluaciéon insecticida mostraron que erisovina y [(-eritroidina
causaron 60% de mortalidad y una CLso de 225 y 394 mg/L, respectivamente. Los

autores concluyeron que el alcaloide B-eritroidina es mas toxico que erisovina.

Finalmente, Ibarra et al (2011) utilizando el método del radical estable 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por espectroscopia UV-Visible, determinaron la
capacidad antioxidante de las fracciones de alcaloides libres (FAL), libres hexanicos
(FALM), libres metandlicos (FALH) y erisodina obtenidos de semillas de E.
americana. Reportando a la fraccién de alcaloides liberados con mayor actividad
antioxidante, I1C50=0.1593 mg/mL + 0.0305. Por su parte, para el alcaloide erisodina
se report6 una ICso= 0.0212 mg/mL + 0.008, dato comparable al del referente Acido
ascorbico (0.0068 mg/mL + 0.0007).

Béarcenas Correa Josué Daniel 32



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

IV. JUSTIFICACION

Como se ha mencionado anteriormente, a nivel global existen reportes
cientificos sobre el efecto ansiolitico de diversas plantas del género Erythrina
pertenecientes a diferentes regiones del mundo. Hasta el momento de la revision
bibliografica, son pocas las investigaciones realizadas con especies endémicas
mexicanas. Es importante sefialar que para el continente americano se han descrito
70 especies de este género, siendo México el pais con mayor niumero de registros
con 27 especies (Neill, 1998). Las investigaciones preclinicas realizadas
especificamente con la especie E. americana sefialan que tiene propiedades
antiinflamatorias (Montafio-Reyes, 2016), antimicrobianas (Mata-Gonzalez),
antinociceptivas (Cervantes-Flores, 2016), antiveneno (Colis-Torres, 2017),
antioxidantes (Ibarra-Estrada et al., 2018) y en particular, efectos sobre el sistema
nervioso central como disminucion de la conducta agresiva (Garin-Aguilar et al.,
2000; Garcia-Mateos et al., 2000), actividad antidepresiva (Antonio-Vazquez, 2018)
y efecto sobre la consolidacion de la memoria (Ruiz-Lopez, 2012). Sin embargo, no
existen reportes cientificos que sustenten el uso empirico de esta planta en el
tratamiento de afecciones relacionadas con trastornos de ansiedad, por lo que es
necesario explorar, comprender y profundizar la actividad ansiolitica de E.

americana.
V. PREGUNTA CIENTIFICA

¢ El extracto metandlico de semillas desengrasadas de Erythrina americana Miller

tendra efecto ansiolitico?
VI. HIPOTESIS

Hallazgos experimentales han evidenciado el potencial ansiolitico de diversos
extractos de plantas del género Erythrina. Dado que, la especie endémica Erythrina
americana Mill es reconocida en la medicina tradicional mexicana por sus
propiedades tranquilizantes y en investigaciones preclinicas ha demostrado tener
efecto sobre el sistema nervioso central, es probable que el extracto metanélico de
semillas de esta especie presente un efecto ansiolitico, por tal motivo para este

estudio se planteé el siguiente objetivo.
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VII. OBJETIVOS

VII.1. Objetivo general

Evaluar el efecto ansiolitico del extracto metandlico de semillas desengrasadas de

Erythrina americana Miller.

VII.2. Objetivos particulares

Obtener el extracto metanodlico crudo de semillas desengrasadas de
Erythrina americana.

Detectar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en el
extracto metandlico de semillas de Erythrina americana.

Determinar por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) la presencia
de acidos fendlicos, flavonoides, terpenoides y alcaloides en el extracto

metanolico de semillas de Erythrina americana.

Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de semillas de
Erythrina americana por medio de la reduccion del radical 2,2-Difenil-1-
Picrilhidracilo (DPPH).

Determinar la toxicidad aguda (LDso) del extracto metandlico de semillas de
Erythrina americana.

Evaluar la actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de
Erythrina americana utilizando el modelo de Laberinto en Cruz Elevado
(EPMT).

Evaluar la actividad motora del extracto metandlico de semillas de Erythrina

americana utilizando el modelo de Campo Abierto (OFT).
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VIll. MATERIALES Y METODOS
VIIl.1. Material Vegetal

Las semillas de Erythrina americana Miller Fabaceae, fueron obtenidas en la
Alcaldia Gustavo A. Madero, Ciudad de México. La colecta y el procesamiento de
los ejemplares botanicos se realiz6 siguiendo los lineamientos propuestos por Lot &
Chiang (1986). El material y los datos de colecta correspondientes fueron
depositados en el herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala

donde se realiz6 la determinacion taxondmica.
VIII.1.1. Extraccion

Las semillas, secas y trituradas (500 g) se extrajeron sucesivamente por reflujo con
hexano y posteriormente con metanol. Los extractos crudos hexanico (ExtoHx) y
metanolico (ExtoMeOH) se obtuvieron mediante la eliminacién de los disolventes
a vacio (40°C). El ExtoMeOH de semillas desengrasadas de Erythrina americana

se almaceno en viales color &mbar para los ensayos posteriores.
VIII.1.2. Ensayo fitoquimico
VIII.1.2.1. Deteccion cualitativa de metabolitos secundarios

El analisis preliminar fitoquimico para la deteccion de compuestos presentes en
ExtoMeOH se realiz6 siguiendo el método descrito en el Manual de Préacticas de
Productos Naturales (Valencia & Garin, 2010):

= Alcaloides. - Reactivo de Dragendorff, reactivo de Sonnenschein.
» Flavonoides. - Reactivo de Shinoda, reaccién con hidréxido de sodio.

» Glucosidos cianogénicos. - Reactivo de Grignard.

= Azucares reductores. - Reactivo de Fehling.

= Saponinas. - Reactivo de Rosenthaler.

= Taninos. - Reactivo de gelatina, reaccion con cloruro férrico, reaccién con
ferrocianuro de potasio 1%.

= Quinonas. - Reaccién con hidroxido de amonio, reaccion con acido sulfarico.

= Cumarinas. - Reaccion de Erlich, reaccién con hidréxido de amonio.

» Glucésidos cardiacos. - Reaccion de Legal, reaccion de Baljet.
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= Sesquiterpenlactonas. - Reaccion con hidréxido férrico.

VIII.1.2.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance Liquid
Chromatography: HPLC)

Para la identificacion de acidos fendlicos, alcaloides, flavonoides y terpenoides se
utilizé un cromatografo de liquidos Hewlett Packard® serie 1100, equipado con un
inyector automético (Agilent®, Serie 1200 Mod. G1329A) y un detector de arreglo
de diodos Hewlett Packard® serie 1100.

VIII.1.2.2.1. Preparacion de la muestra

Para la cuantificacién de acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides: se pesaron
0.008 g de ExtoMeOH. Con respecto a la determinacion de alcaloides, se colocaron
0.0206 g de la fraccion de alcaloides libres en metanol (FALM) y 0.0259 g de la
fraccion de alcaloides liberados por hidrélisis acida (FALH), ambas obtenidas de
ExtoMeOH. Todas las muestras se disolvieron en metanol grado HPLC y se
incubaron a 60°C en bafio de agua por 1 h. Posteriormente, el contenido fue filtrado
utilizando Acrodiscos PVDF 0.45 mm y colocado en viales &mbar; se mantuvieron

en refrigeracién hasta su uso.
VIII.1.2.2.2. Acidos fenolicos

El analisis se llevo a cabo utilizando una columna Nucleosil C18 (5 mm, 4 mm x 125
mm, 100 A’), mientras que el detector de arreglo de diodos se configurd para operar
a una longitud de onda de 280 nm. La fase movil consisti6 en una mezcla de
soluciones, A (H20 con acido trifluoroacético, pH 2.5) y B (Acetonitrilo). El sistema
de gradiente operd: 0 min (A= 85%, B=15%); 20 min (A=65%, B=35%); 23 minutos
(A=65%, B=35%). El método cromatografico tuvo un tiempo de ejecucion de 25 min
(velocidad de flujo= 1 mL/min). El volumen de inyeccién fue de 20 pL. Los
estandares que se utilizaron fueron: acido cafeico, acido clorogénico, acido ferdlico,
acido galico, acido siringico, acido vainillinico, acido p-cumarico y acido p-

hidroxibenzodico.
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VIIl.1.2.2.3. Flavonoides

El analisis se realiz6 en una columna Hypersil ODS (5 mm, 4 mm x 125 mm, 100
A’), el detector de arreglo de diodos se configur6 a tres longitudes de onda
diferentes: 254, 316 y 365 nm. La fase movil estuvo compuesta de una mezcla de
soluciones, A (H20 con acido trifluoroacético, pH 2.5) y B (Acetonitrilo). El sistema
de gradiente oper6: 0 min (A= 85%, B=15%); 20 min (A=65%, B=35%); 25 minutos
(A=65%, B=35%). El método cromatografico tuvo un tiempo de ejecucion de 25 min
(velocidad de flujo= 1 mL/min). El volumen de inyeccion fue de 20 pL. En este
analisis se consideraron los siguientes estandares: apigenina, floretina, florizina,

galangina, miricetina, naringenina, quercetina y rutina.
VIII.1.2.2.4. Terpenoides

La cromatografia se realizé en una columna Zorbax Eclipse XDB C-8 (5 mm, 4 mm
x 125 mm), las longitudes a las que se ajusté el detector de arreglo de diodos fueron
215y 220 nm. La fase mavil consistié en una mezcla de soluciones, A (Acetonitrilo)
y B (H20). El sistema de gradiente oper6 con flujo constante (A= 80%, B=20%). El
analisis tuvo un tiempo de ejecucion de 25 min (velocidad de flujo= 1mL/min).
Volumen total de inyeccion fue de 20 pL. Los estandares empleados para este
analisis fueron: acido oleandlico, acido ursolico, carnosol, estigmasterol, a-amirina

y B-sitosterol.
VIIl.1.2.2.5. Alcaloides

El método cromatografico se llevé a cabo en una columna Lichrosorb RP-18 (5 mm,
4.7 mm x 250 mm, 100 A"), para este analisis el detector de arreglo de diodos fue
configurado a una longitud de onda de 230 nm. La fase movil consistié en una
mezcla de soluciones: A (0.1% Acetato de amonio), B (Metanol) y C (Acetonitrilo).
El sistema de gradiente funcioné de la siguiente manera: 0 min (A=75%, B=20%,
C=5%); 10 min (A=50%, B=45%, C=5%); 15 min (A=50%, B=45%, C=5%). La
duracion total del analisis fue de 25 minutos, con una velocidad de flujo de 1 mL/min.

Se inyect6 un volumen de 2.5 pL.
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VIII.1.2.3. Determinacién de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de ExtoMeOH se determiné siguiendo el método de
reduccion del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) descrito por Antolovich
et al. (2002) con ligeras modificaciones. Se elabord una solucion estandar de DPPH
en metanol al 80% grado HPLC (6x10° M). Posterior, se construyé una curva de
calibracion a partir de la medicion de la absorbancia de una solucién estandar de
acido ascorbico (0.24 mg/mL) en presencia del radical DPPH. La absorbancia inicial

se midié a 515 nm.

Para la preparacion de ExtoMeOH se tomaron 10 mg que posteriormente se
disolvieron en 1 mL de H20, se tomaron alicuotas con los volimenes indicados en

el Cuadro 3.

Cuadro 3. Volumenes contenidos en tubos problema para prueba de capacidad
antioxidante.

Tubo ExtoMeOH H20 desionizada DPPH 6x10° Volumen final

(ML) (ML) (uL) (uL)
1 5 95 2000 2100
2 10 90 2000 2100
3 20 80 2000 2100
4 40 60 2000 2100
5 50 50 2000 2100
6 100 0 2000 2100

Béarcenas Correa Josué Daniel 38



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

VIII.5. Evaluacion farmacologica
VIII.5.1. Sujetos de estudio

Ratones macho ICR (CD-1) (25-35 g) procedentes del Bioterio de la FES lztacala
UNAM se trasladaron al Laboratorio de Farmacobiologia. Los sujetos fueron
alojados en cajas individuales y mantenidos en condiciones controladas de luz-
oscuridad (12/12 h), temperatura (21+2°C), con acceso de comida y agua ad libitum

excepto una hora antes y durante los experimentos.

El manejo de los animales se realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial

Mexicana NOM 062-Z00-1999: Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio; y los lineamientos éticos en el cuidado
y uso de animales no humanos en la investigacion: Guidelines for Ethical Conduct

in the Care and Use of Non human Animals in Research (APA, 2012).

VIII.5.2. Toxicidad aguda (LDso)

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Lorke (1983) que consta
de dos partes desarrolladas en un periodo de 48 horas; la segunda fase es

dependiente del resultado de la primera.

Para la preparacion de los tratamientos fue indispensable la determinacién del
vehiculo, se indag6 en sustancias con reportes de baja o nula toxicidad, es decir;
que no interfirieran con el desarrollo de la prueba. Para todos los casos se utilizé

solucién salina al 0.9% como vehiculo de ExtoMeOH.

= Etapa 1: Grupos independientes de ratones (n=3) fueron administrados via
oral con dosis de 10,100 6 1000 mg/kg de ExtoMeOH, realizandose el
registro de mortalidad por 24 horas.

» Etapa 2: La seleccién de las dosis se establecié segun los resultados
obtenidos en la primera etapa; se requiere Unicamente un sujeto por dosis.
Al igual que en la fase anterior, las observaciones se llevaron a cabo por 24

horas.
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Cuadro 4. Etapas del método de Lorke (1983); dosis administradas y nimero de muertes
vs numero total de sujetos por dosis.

1° Etapa 2° Etapa
Dosis mg/kg Dosis mg/kg
10 100 1000
0/3* 0/3 0/3 1600 2900 5000
0/3 0/3 1/3 600 1000** 1600 2900
0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
0/3 0/3 3/3 140 225 370 600
0/3 1/3 3/3 50 100** 200 400
0/3 2/3 3/3 20 40 80 160
0/3 3/3 3/3 15 25 40 60
1/3 3/3 3/3 5 10** 20 40
2/3 3/3 3/3 2 4 8 16
3/3 3/3 3/3 1 2 4 8

El célculo de la LDso se obtiene a partir de la media geométrica entre la dosis maxima

administrada con sobrevivencia y la dosis minima que produjo mortalidad.

Xg = %Xz

X:=Dosis maxima con sobrevivencia

X>=Dosis minima con mortalidad
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VIII.5.3. Laberinto en Cruz Elevado (Elevated Plus Maze Test: EPMT)
VII1.5.3.1. Descripciéon del Aparato

El Laberinto en Cruz Elevado esta fabricado de plexiglas blanco y consta de dos
brazos abiertos lineales (BA) (30 cm x 5.5 cm) y dos cerrados (BC) (30 cm x 5.5 cm)
en posicion perpendicular a los brazos abiertos. Las paredes de los BA tienen una
alturade 2 cmy las de los BC 15.5 cm. El laberinto esta elevado a 45 cm del piso y
ubicado en una habitacion con una ldmpara de luz blanca de 30 W colocada en la
parte superior y al centro de este. También, al centro del aparato y por debajo de la
lampara, se instalé una camara de video (Canon FPS100) con la que se realizo la

grabacion de los parametros espaciotemporales y etoldgicos durante la prueba.

—)

s

“ 30cm 30cm

15.5¢cm

w> sp

Figura 2. Esquema del aparato usado en la prueba Laberinto en Cruz Elevado (Elevated
Plus Maze) (Modificado de Nelson, 2002).

Barcenas Correa Josué Daniel 41



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

VIII.5.3.2. Procedimiento

El ensayo de ansiedad se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Pellow et
al. (1985), con ligeras modificaciones. Se permitio la adaptacion de los animales al
entorno del laboratorio (2 semanas) antes de iniciar los estudios conductuales,
mismos que se realizaron en una habitacion libre de ruidos y con iluminacién

controlada en un horario de 8:00-17:00 h.

Grupos independientes de ratones (n=9) se les administré por via
intragastrica: ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 6 80 mg/kg) o vehiculo (solucién salina
0.9%; VEH); por su parte, el farmaco de referencia DZP (1.0 mg/kg) se administrd
por via intraperitoneal. Un grupo adicional de sujetos fue probado en el laberinto sin
recibir tratamiento (intacto: INT). Una hora después de la administracién de las dosis
de ExtoMeOH y vehiculo o treinta minutos después de la administracion de DZP
cada animal fue colocado en el centro del laberinto frente a uno de los brazos

abiertos realizdndose registro durante 5 minutos.
Los pardmetros considerados durante el ensayo fueron:

e Espaciotemporales: NiUmero de entradas en los brazos abiertos, nimero de

entradas en los brazos cerrados, numero total de entradas en ambos brazos,
tiempo de permanencia en los brazos abiertos, tiempo de permanencia en
los brazos cerrados y tiempo de permanencia en el centro del aparato
(Handley & Mithani, 1984; Lister, 1987).

Para todos los casos, se registr6 como entrada cuando el sujeto coloca las 4 patas
dentro de un brazo o centro del aparato.

Los efectos ansioliticos son indicados por el incremento en la frecuencia de
entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos, aumento en la
exploracion y distribucion espacial no protegida; descenso en las conductas de
riesgo como postura erguida y vuelta o regreso al brazo cerrado, y una reduccion
del tiempo de permanencia en los brazos cerrados y centro del aparato. Por otro
lado, se observan efectos ansiogénicos cuando se presenta la disminucion en el

namero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos, asi como la
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presencia y aumento constante de conductas de riesgo. Conductas como el auto-
aseo, olfateo, distribucion espacial protegida, defecacion, latencia, vuelta o regreso
al brazo cerrado son considerados patrones generales de actividad (Handley &
Mithani, 1984; Pellow et al., 1986; Lister, 1987; Cardenas & Navarro, 2002; Rodgers
& Johnson, 1995).

Después de cada prueba, el laberinto fue limpiado cuidadosamente con una

solucién de etanol al 30%. Todas las sesiones fueron videograbadas.
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VIII.5.4. Campo Abierto (Open Field Test: OFT)

Esta evaluacion se realizo con la finalidad de descartar posibles implicaciones en la
actividad motora ocasionados por los tratamientos y/o la exposicién al aparato en

los sujetos.
VIII.5.4.1. Descripcion del Aparato

El Campo Abierto es una caja fabricada en madera blanca con una superficie
rectangular (44 x 33 x 30 cm) delimitada por muros que impiden el escape de los
sujetos. En su base cuenta con lineas guia que delimitan cierto ndmero de
cuadrantes (12). El aparato fue ubicado en una habitacion con una lampara de luz
blanca de 30 W colocada al centro de este. Al centro del aparato y por debajo de la

lampara, se instal6 la camara de video.

Figura 3. Esquema del aparato usado en el Test de Campo Abierto (Open Field) (Elaborado
por Barcenas-Correa).
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VIIl.5.4.2. Procedimiento

El ensayo de Campo Abierto se realiz6 de acuerdo con el método, ligeramente
modificado, descrito por Hall (1934). Antes de iniciar todos los estudios
conductuales, se permitio la adaptacion de los sujetos al entorno del laboratorio (2
semanas). Los experimentos se llevaron a cabo en una zona libre de ruidos, con
iluminacién controlada y en un horario de 8:00-17:00 h. A grupos independientes de
ratones (n=9) se les administrd por via intragastrica: ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 6 80
mg/kg) o vehiculo (solucion salina 0.9% VEH); mientras qué, el farmaco de
referencia DZP (1.0 mg/kg) se administré por via intraperitoneal. Un grupo adicional
de sujetos fue probado en el laberinto sin recibir tratamiento (INT). Una hora
después de la administracion de las dosis de ExtoMeOH y vehiculo o treinta minutos
después de la administracion de DZP cada animal fue colocado en el centro del

aparato realizandose registro durante 5 minutos.
Durante el ensayo se reconocen los siguientes parametros:

e Espaciotemporales: NUmero de cruces y estiramientos con soporte y sin

soporte a la pared.

Se registré como cruce el momento en que el sujeto colocé las 4 patas dentro de
uno de los 12 cuadrantes del aparato. Al término de cada prueba, se realiz6 la
limpieza del aparato haciendo uso de una solucién de etanol al 30%. Cada sesién

fue videograbada.
VIII.5.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos durante la determinacion de la capacidad antioxidante fueron
procesados por regresion Probit para la estimaciéon de la ICso. Los valores
experimentales obtenidos en los ensayos conductuales se expresaron como la
media + el error estandar. Las diferencias significativas entre los tratamientos se
identificaron mediante ANOVA de una via con prueba post hoc de Duncan con
p<0.05.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION
IX.1. Material vegetal
IX.1.1. Datos de herbario de la planta E. americana

El material vegetal fue colectado en los alrededores de la Alcaldia Gustavo A.
Madero dentro de la Ciudad de México, se identifico en el herbario IZTA de la FES-
Iztacala donde se depositd un ejemplar como aval de esta investigacion (Figura 4
y Cuadro 5). Esta especie es utilizada ampliamente como arbol ornamental,
ademas de proporcionar sombra y materia organica a los cultivos La distribucion de
E. americana incluye la zona centro del pais (Garcia-Mateos et al., 2001; Flores,
2002; CONABIO, 2023).

Cuadro 5. Datos de herbario de Erythrina americana.

Nombre comun Colorin

Especie Erythrina americana Mill.
Familia Fabaceae

Numero de registro 2515

Figura 4. Ejemplar de Erythrina americana Mill.
depositado en el Herbario IZTA.

Barcenas Correa Josué Daniel 46



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

IX.1.2. Rendimiento de los extractos

La seleccion de las semillas como parte vegetal para la obtencion del ExtoMeOH se
bas6 en los estudios previos realizados por Garcia-Mateos et al. (1999) y en los
reportes farmacologicos de Garin-Aguilar et al. (2000 y 2009). En dichos trabajos
se sefala el efecto que tienen fracciones y metabolitos aislados de las semillas de

E. americana sobre el sistema nervioso central.

Las semillas son el 6rgano vegetal mas utilizado en investigaciones
preclinicas realizadas con especies del género Erythrina. Ademas, esta parte de la
planta es la principal fuente para el aislamiento de metabolitos secundarios (Pino-
Rodriguez et al., 2004).

A partir de 400 g de semillas molidas de E. americana se obtuvieron 60.43 g
de extracto hexanico y 72.61 g de extracto metandlico libre de grasas (Cuadro 6).
Es importante mencionar que el rendimiento del ExtoHx (15.11%) fue menor en
comparacion con el reportado para el ExtoMeOH (18.15%). El rendimiento superior
obtenido con metanol en la extraccion de las semillas de E. americana podria
explicarse por varias razones respaldadas por Taborda et al. (2018). En una
extraccidn sucesiva en Soxhlet, el metanol es capaz de extraer eficazmente los
componentes polares que no son arrastrados por el hexano. Asimismo, el metanol
por su polaridad puede extraer el remanente de lipidos después de la extraccion
hexanica. Esto contribuye al aumento en la cantidad de material extraido, lo que

resulta en un rendimiento superior en la extraccion.

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos obtenidos de E. americana.

Parte Material Rendimiento Rendimiento
Muestra T vegetal Extracto
utilizada (9) (%)
()]
Ervihri Hexanico 60.43 15.11
ryt nna Semillas 400
americana .
Metandlico 72.61 18.15
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IX.1.3. Deteccion cualitativa de metabolitos secundarios

El andlisis fitoquimico del ExtoMeOH reveld la presencia de compuestos detectados
a través de pruebas coloridas. Estos compuestos incluyen alcaloides, flavonoides
(auronas y chalconas), azucares reductores, saponinas triterpenoides, taninos
derivados de acido galico, compuestos fendlicos, quinonas y glucosidos cardiacos

como se detalla en el Cuadro 7.

Esta diversidad de compuestos quimicos identificados en el extracto
metandlico esta respaldada por investigaciones previas con especies de Erythrina.
Jesupillai et al. (2008), reportaron la presencia de flavonoides y glucosidos en el
extracto etandlico de hojas de E. indica. Por otro lado, Carvalho et al. (2009)
identificaron una amplia variedad de compuestos que incluyen, alcaloides,
catequinas, esteroides, flavonoles, flavonoides, fenoles, saponinas, taninos,

triterpenoides y xantonas en el extracto acuoso de hojas de E. velutina.

Por su parte, Tanaka et al. (2001), encontraron isoflavonoides y varios
alcaloides del tipo erytriniano en la madera de E. poeppigiana. En otro estudio,
Etcheverry et al. (2003) describieron la presencia de alcaloides en los extractos
polares hidroalcéholico y metandlico de las partes aéreas de E. crista-galli. Se ha
reportado que los alcaloides son las sustancias activas predominantes en especies
del género Erythrina (Folkers & Major, 1937; Pino-Rodriguez et al., 2004).

Los resultados de este estudio y los de las investigaciones experimentales
mencionadas, indican la presencia de una rica y variada composicion quimica de
sustancias de interés biologico y farmacoldgico en las especies del género Erythrina

incluido el extracto metandlico de las semillas de E. americana.
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Cuadro 7. Resultados del analisis preliminar fitoquimico del extracto metandlico de las
semillas de Erythrina americana.

Metabolito Reactivo Presencia/Ausencia
Reactivo de Dragendorff +++
Alcaloides
Reactivo de Sonnenschein -
. . ++
Reactivo de Shinoda
Auronas
Flavonoides
Reaccién con hidroxido de ++
sodio Chalconas
Glucésidos . .
: o Reactivo de Grignard -
cianogénicos
Azlcares reductores Reactivo de Fehling +
. . ++
Saponinas Reactivo de Rosenthaler . .
Triterpenoides
Reactivo de gelatina -
) Reaccion con cloruro +++
Taninos férrico Derivados de &cido gélico
Reaccioén con ferrocianuro ++
de potasio Compuestos fendlicos
Reaccion con hidroxido de _
amonio
Quinonas
Reaccién con acido +++
sulfarico Antraquinonas
Cumarinas Reaccion de Erlich -

Glucosidos cardiacos

Reactivo de Piridina

Reactivo de Baljet

++

++

Nota: + Presencia escaza, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia
abundante, - No detectado.
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IX.1.4. Cromatografia liquida de alta resolucién
IX.1.4.1. Acidos fendlicos

El andlisis por HPLC del ExtoMeOH revel6 la presencia de diversos é&cidos
fendlicos. Estos compuestos incluyen: &acido galico, acido clorgénico, &acido
vainillinico, acido p-hidroxibenzéico, acido caféico, acido p-cumarico, como se
muestra en la Figura 5. De estos compuestos, se destaca la presencia del acido
clorogénico como el mas abundante, con una concentracion de 22.60 ug por
miligramo de extracto metandlico (ung/mg ExtoMeOH), seguido del acido cafeico con
una cantidad de 10.01 ug/mg ExtoMeOH y el acido p-hidroxibenzoéico con una

concentracion de 3.04 yg/mg ExtoMeOH (Cuadro 8).

Cuadro 8. Analisis cuantitativo de los acidos fendlicos presentes en ExtoMeOH.

[ug] Ac. )
fenolicos en 1 [ug] Ac.
. mg de Exto. fenolicosenlg Tiempo de . "
Esitnler MeOH de Semillas de E. retencion (min) e AU
Semillas de E. americana
americana

Ac. galico 2.5104 0.4557 2.1923 320.4631
Ac. clorogénico 22.6031 4.1030 4.2783 376.7894
Ac. vainillinico 1.7096 0.3103 5.3113 113.9506
Ac. p-hidroxibenzoico 3.0362 0.5511 5.8317 301.3913
Ac. cafeico 10.0091 1.8169 6.5003 496.2395
Ac. p-cumarico 0.2909 0.0528 9.7630 38.4830

La presencia de estos acidos fendlicos en el ExtoMeOH cobra relevancia ya
gue existen reportes previos sobre la actividad ansiolitica de estos compuestos y su
posible mecanismo de accién. Estos informes respaldan la exploracion de los
efectos ansioliticos de los acidos fendlicos y sus aplicaciones potenciales en la

investigaciéon de la ansiedad y el sistema nervioso central.

Bouayed et al. (2007) encontraron que la administracion aguda de 20 mg/kg
de acido clorogénico en ratones suizos, produjo un aumento significativo en el
namero de entradas y el tiempo de permanencia a los Brazos Abiertos durante la
prueba de Laberinto en Cruz Elevado Este efecto ansiolitico fue bloqueado por el

farmaco Flumazenil, lo que sugiere que la reduccion de la ansiedad mediada por el
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acido clorogénico podria estar relacionada con la activacion del receptor de
benzodiazepinas. Ademas, el acido clorogénico protegio in vitro a granulocitos

sometidos a estrés oxidativo provocado con especies reactivas de oxigeno.

Por su parte, Pereira et al. (2006) utilizando ratas Wistar, reportaron que la
administracion intraperitoneal de 1 mg/kg de acido cafeico aumentd el numero de
entradas y el tiempo dedicado en los brazos abiertos del Laberinto en Cruz Elevado.
Estos resultados indican un efecto ansiolitico de dosis bajas de acido cafeico, sin
aparentes efectos adversos en la locomocion y exploracion de las ratas, tal y como
se evidencio en la prueba del Campo Abierto. Los autores sugirieron que este efecto
ansiolitico podria estar relacionado con la modulacion indirecta del sistema de
receptores adrenérgicos a1A y la modulacion directa de un sistema de segundo
mensajero que actla a través de receptores de glutamato o receptores
GABAérgicos.

En un estudio realizado a cabo por Khan et al. (2015), se observé que la
administracion cronica por via oral del acido p-hidroxibenzdico a una dosis de 5
mg/kg en ratas Wistar, no produjo un efecto ansiolitico significativo en la prueba del
Laberinto en Cruz Elevado. En contraste, se reportdé que el isobmero acido 2-
hidroxibenzéico, asi como su presentacion comercial Aspirina, mostraron un efecto
ansiolitico similar al farmaco Diazepam. Estos resultados resaltan las diferencias en
el efecto ansiolitico que pueden presentar diferentes isdmeros del acido
hidroxibenzéico y sugieren la posibilidad de que algunas variantes de este

compuesto puedan tener un potencial terapéutico en la reduccion de la ansiedad.

Por otro lado, en el ExtoMeOH ademas de los 4cidos fendlicos previamente
mencionados, también fueron identificados otros compuestos acidos, aunque en
concentraciones menores. Entre ellos se encuentran el acido galico (2.5104 ug/mg
ExtoMeOH), el acido vainillinico (1.7096 pg/mg ExtoMeOH) y el acido p-cumarico
en (0.2909 ug/mg ExtoMeOH). Algunos de ellos cuentan con reportes previos que

sugieren gue podrian estar relacionados con la actividad ansiolitica.

De acuerdo con Mansouri et al. (2014) en ratas Wistar, se observo que la

administracion aguda del acido galico en dosis de 30 y 300 mg/kg por via
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intraperitoneal, generé un marcado aumento en el tiempo de permanencia y
entradas a los Brazos Abiertos del Laberinto en Cruz Elevado. Este efecto fue
comparable con los datos obtenidos con los farmacos Diazepam (1 mg/kg) y
Buspirona (1 mg/kg). Para dilucidar el posible mecanismo de accion del acido gélico,
los autores también utilizaron el antagonista de Benzodiazepinas Flumazenil y el
antagonista WAY-100635 del receptor 5-HT1a. Los resultados sugieren que la
actividad ansiolitica del &cido galico estd mediada principalmente por los receptores

5-HT1a pero no por los receptores de benzodiazepinas.

Khoshnam et al. (2018) reportaron que el acido vainillinico present6 efecto
ansiolitico en la prueba de Laberinto en Cruz Elevado y mejoré los signos
sensomotores durante su exposicion al Campo Abierto en ratas previamente
sometidas a oclusion transitoria bilateral de la arteria cardtida comun. Este
procedimiento se utiliza para inducir comportamientos de ansiedad y déficits
neurolégicos mediante la hipoperfusion cerebral. Los autores sugieren que el &cido
vainillinico podria ser un agente de pretratamiento prometedor en la hipoperfusion

cerebral.

Scheepens et al. (2014) observaron que la administracion oral a ratas Wistar
de dosis de 30 y 90 mg/kg de acido p-cumarico generé un efecto que fue
comparable al obtenido con el farmaco Diazepam en la prueba del Laberinto en
Cruz Elevado. Para comprender mejor el mecanismo subyacente de este efecto
ansiolitico, realizaron un ensayo in vitro donde encontraron que el acido p-cumarico

actia como un agonista del receptor GABA.

Esta revision bibliografica, permite contextualizar a los acidos fendlicos
identificados en el ExtoMeOH en términos de su relevancia en investigaciones
cientificas previas, respaldando asi la posible contribucién de estos compuestos en

la propiedad ansiolitica observada en este estudio.
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I1X.1.4.2. Flavonoides

En el extracto metandlico (ExtoMeOH) se identificaron varios flavonoides,
incluyendo apigenina, florizidina, miricetina, naringenina y floretina (Cuadro 9 y
Figura 6). De estos flavonoides, se destacaron por su abundancia la miricetina, con
una concentracion de 399.23 ug/mg ExtoMeOH, seguida de la naringenina con una
cantidad de 105.21 pg/mg ExtoMeOH vy la florizidina con 20.82 pg/mg ExtoMeOH.

Cuadro 9. Analisis cuantitativo de los flavonoides presentes en ExtoMeOH.

[ug] Flavonoides

en1gdeExto. [ug] Flavonoides Tiempo de

Estandar MeOH de en 1 g Semillas - ; Area [mAU*s]
; : retencion (min)
Semillas de E. de E. americana
americana

Apigenina 1.0667 0.1936 14.6447 82.6874

Floretina 6.5193 1.1834 13.0613 77.4512
Florizidina 20.8157 3.7786 7.0050 144.6921
Miricetina 399.2322 72.4706 7.9627 5053.4326
Naringenina 105.2113 19.0985 12.1027 330.5745

Se han realizado investigaciones previas que sugieren efectos ansioliticos de
estos flavonoides. En un trabajo realizado por Vissiennon et al. (2012) reportaron
que la administracion oral e intraperitoneal de miricetina aumentd el nimero y
tiempo de permanencia a los brazos abiertos en ratones C57BL/6 expuestos al
Laberinto en Cruz Elevado. Sin embargo, este efecto no fue estadisticamente
significativo en comparacion con el farmaco de referencia Diazepam. En contraste,
sus isomeros kaempferol y quercetina administrados por via oral en dosis de 0.5y
1 mg/kg, si presentaron un efecto similar al del farmaco de referencia. No obstante,
la administracién oral de 2 mg/kg de ambos flavonoides disminuyé su efecto
ansiolitico, indicando una actividad en forma de U invertida. Los autores sugieren,
que los flavonoides actuan como precursores de metabolitos activos, es decir,
funcionan como profarmacos que deben someterse previamente a un proceso

metabdlico para mostrar su actividad biologica.

Por su parte, en un estudio realizado por Olugbemide et al. (2021) se
encontré que la administracion oral de naringenina en dosis de 25-50 mg/kg mejoré

la hipolocomocion y los comportamientos similares a la depresion y la ansiedad en
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ratones previamente sometidos a estrés por hipoxia. Para comprender mejor el
mecanismo subyacente, los autores informaron que la naringenina redujo el
aumento de las expresiones de INOS (6xido nitrico sintasa inducible) y NF-kB (factor
nuclear kappa B), asi como la pérdida de células neuronales en la amigdala. Estos
hallazgos sugieren gque la naringenina modula las agresiones oxidoinflamatorias y

las expresiones de NF-kB/BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro).

Otro compuesto identificado por HPLC fue la florizidina con una
concentracion de 20.82 pg/mg ExtoMeOH. La florizidina se describe como un
derivado glucosidico de la floretina (Kumar et al. 2019), un flavonoide también
identificado en el ExtoMeOH con una cantidad de 6.52 uyg/mg ExtoMeOH. Hasta el
momento de la revision bibliogréfica, no existen informes que evallen los posibles
efectos ansioliticos de ambos flavonoides. Sin embargo, se ha demostrado que la
administracion intraperitoneal de floretina, presenta actividades nootropicas
neuroprotectoras y neurotroficas en ratones con amnesia inducida con

Escopolamina (Ghumatkar et al., 2015).

Finalmente, para completar la descripcion de los flavonoides presentes en el
extracto metandlico, se identificd la apigenina en una concentracion de 1.07 ug/mg
ExtoMeOH. En estudio llevado a cabo por Kumar & Sharma (2006) se evidencio
gue la administracion de apigenina, aislada de la planta Turnera aphrodisiaca Ward,
a una dosis de 2 mg/kg por via oral, mostré un efecto ansiolitico en la prueba del

Laberinto en Cruz Elevado.

Las investigaciones previas reportadas con los flavonoides identificados por
HPLC en el ExtoMeOH respaldan la posible contribucién de estos compuestos a la

propiedad ansiolitica reportada en este estudio.
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IX.1.4.3. Terpenoides

El analisis por HPLC detectdé los terpenoides: &acido ursolico, carnosol,
estigmasterol, a-amirina y B-sitosterol, tal y como se muestra en la Figura 7. Los
terpeneoides mas abundantes en el ExtoMeOH fueron a-amirina 34.51 pg/mg
ExtoMeOH y carnosol 15.50 ug/mg ExtoMeOH, seguidos por 3-sitosterol con 8.70
pg/mg ExtoMeOH y el estigmasterol 5.56 ug/mg ExtoMeOH y en menor proporcién
el acido ursolico con 5.49 yg/mg ExtoMeOH (Cuadro 10). Estos terpenoides han
demostrado su capacidad para ejercer efectos ansioliticos en investigaciones

anteriores.

Cuadro 10. Analisis cuantitativo de los Terpenoides presentes en ExtoMeOH.

[ug] Terpenoides

en1gdeExto. [ug] Terpenoides Tiempo de

Estandar MeOH de en 1 g Semillas 4 . Area [mAU*s]
; . retencion (min)
Semillas de E. de E. americana
americana
Ac. ursélico 5.4886 0.9963 2.5895 30.1387
Carnosol 15.5035 2.8143 2.8640 110.9728
Estigmasterol 5.5554 1.0084 2.8235 10.3261
a-amirina 34.5088 6.2642 6.6070 11.6513
B-sitosterol 8.6927 1.5779 20.0590 27.1800

Aragao et al. (2006), encontraron que la administracion oral de una mezcla
de a y B amirina en dosis de 10 y 25 mg/kg, presenté un efecto ansiolitico en la
prueba de Laberinto en Cruz Elevado. Asi mismo, la administracion de estas dosis
produjo un efecto sedante en la prueba de Campo Abierto y un aumento significativo
en el tiempo de suefo inducido por pentobarbital. Los autores sugieren gue los
efectos ansiolitico y sedante de la mezcla de estos terpenoides, esté asociado al

receptor GABAA.

En un trabajo realizado por Khan et al. (2016), se evallo en ratones suizos el
efecto de los terpenoides carnosol, acido ursolico y acido oleandlico aislados de la
planta Artemisia indica. Y demostraron que la administracion intraperitoneal de
estos terpenoides en dosis de 30 y 100 mg/kg, aumentaron el nimero de entradas
y tiempo de permanencia en los Brazos Abiertos y ademas presentaron efectos

anticonvulsivos y antidepresivos. Utilizando el farmaco Flumazenil, demostraron
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que tanto el carnosol como el acido ursélico y el acido oleandlico, actian como

moduladores positivos de los receptores a1p32y2L GABAA.

Por su parte Karim et al. (2021) utilizando ratones suizos expuestos a los
modelos de Laberinto en Cruz Elevado, Caja Luz Oscuridad y convulsiones
inducidas por Picrotoxina, demostraron que la administracion por via intraperitoneal
de estigmasterol en dosis de 0.5-3.0 mg/kg, ejercieron efectos ansioliticos y
anticonvulsivos significativos comparables con el neuroesteroide Alopregnanolona.
Estos resultados sugieren que el mecanismo de accion del estigmasterol esta
relacionado con la modulacion de la sefalizacion GABAérgica, un mecanismo

central en la regulaciéon de la ansiedad y la excitabilidad neuronal.

Para finalizar la descripcion de los terpenoides presentes en el ExtoMeOH,
se demostré que la administracién intraperitonial de 100 mg/kg de B-sitosterol
aumento significativamente la distancia recorrida y el tiempo de permanencia en los
Brazos Abiertos. Ademas, se observd un efecto ansiolitico sinérgico cuando se
combinaron dosis subeficaces de [-sitosterol y el inhibidor selectivo de la

recaptacion de serotonina Fluoxetina (Panayotis et al., 2021).

Los informes previos sobre los terpenoides presentes en el ExtoMeOH,
proporcionan un marco de referencia que respalda la posible implicacién de estas

especies quimicas en las propiedades ansioliticas encontradas en este estudio.
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I1X.1.4.4. Alcaloides

Para realizar el analisis por HPLC de los alcaloides presentes en el ExtoMeOH fue
necesaria la obtencién de fracciones a partir de una extraccion acido-base. Este
procedimiento se realizé considerando las particularidades de la columna utilizada

para la identificacion de estos compuestos.

Las Figura 8 y Figura 9 muestran que en la Fraccion de Alcaloides Libres en
Metanol (FALM) estan presentes los alcaloides erisodina, B-Eritroidina, erisopina y
erisovina; mientras que en la Fraccion de Alcaloides Libres por Hidrolisis (FALH)
estuvieron los alcaloides erisodina y B-Eritroidina. Es importante destacar que, tanto
en la FALM como en la FALH, los alcaloides mas abundantes fueron erisodina y -
eritroidina tal y como se observa en el Cuadro 11y en el Cuadrol12.

Cuadro 11. Analisis cuantitativo de los Alcaloides presentes en FALH.

[mg]

- [mg]
,:Lclalr%ldgz Alcaloides [ug]
9 enlgde Alcaloides  Tiempo de "
p FALH del > Area
Estandar Exto. MeOH enlg retencion "
Exto. MeOH de semil Semilias d . [MmAU*s]
de Semillas e Semillas emillas de (min)
de E de E. E. americana
. americana
americana
EALH Erisodina 0.1729 9.4149 0.0314 9.6210 55.8062
B-Eritroidina 0.1286 7.0030 0.0233 7.2300 58.0218
DAD1 A, Sig=230,16 Ref=2360,100 ALCALOIDES
mAL -
50 4
25 4
0
25 4
50 .g ©
75 H g
100 é S
425 3 ~
[1] 5I 1:3 1I5 2:3 min|

Figura 8. Cromatograma de HPLC de Alcaloides realizado a la Fraccion de Alcaloides libres
por Hidrdlisis de ExtoMeOH.
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Cuadro 12. Analisis cuantitativo de los Alcaloides presentes en FALM.

[mg]
Alcaloides [mg_]
Alcaloides [pg]
en 1 mg de d Alcaloid . d
) FALM del enlgde caloides Tlempq, e
ESTANDAR Exto. MeOH enlg retencion  Area [mMAU*s]
Exto. MeOH - . .
i de Semillas Semillas de (min)
de Semillas d )
de E e.E. E. americana
o americana
americana
Erisodina 1.9959 108.6974 0.3623 9.6480 255.2709
FALM B-Eritroidina 5.5196 300.5970 1.0020 7.0565 2946.2640
Erisopina 0.6648 36.2056 0.1207 11.8210 1414.1587
Erisovina 1.6171 88.0657 0.2936 10.4545 352.5711

[ DAD1 A, Sig=230,16 Ref=360,100 (ALCALOIDESDEERYTHRINAVILCALOIDESERYTHRINA 2018-07-03 13-51-27\ALCAD00011.D)

mAL
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Figura 9. Cromatograma de HPLC de Alcaloides realizado a la Fraccion de Alcaloides
Libres en Metanol de ExtoMeOH.

Existen reportes que evidencian el efecto ansiolitico de algunos de estos alcaloides,
entre los que destacan el estudio realizado por Decker et al. (1995), donde se evalué
el efecto de la nicotina y el alcaloide erisodina aislado de semillas de especies del
género Erythrina. Los autores reportaron que la administracion intraperitoneal de
nicotina (6.2 pymol/kg) disminuy6 la ansiedad en la prueba de Laberinto en Cruz
Elevado. En contraste, el alcaloide erisodina (30 pmol/kg) no afectdé este
comportamiento. Sin embargo, la administracién previa de erisodina bloqued el
efecto ansiolitico de la nicotina. Los autores sugieren que el alcaloide erisodina

actua como un antagonista de receptores nicotinicos colinérgicos cerebrales.
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En otra investigacion realizada por Rodrigues et al. (2011), se evaluo el efecto
ansiolitico de los alcaloides erisodina y erisotrina aislados de las inflorescencias de
E. suberosa. Reportaron que solo la administracion oral de erisodina (10 mg/kg)
aumento el numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos del
Laberinto en Cruz Elevado. Mientras que en la prueba de Transicion Luz-Oscuridad,
los dos alcaloides en dosis de 10 mg/kg aumentaron el tiempo de permanencia y
namero de transiciones en el compartimiento iluminado. Cabe mencionar que la

administracion de estos alcaloides no afecto la actividad locomotora de los sujetos.

Otros alcaloides también del tipo eritriniano 11-a-hidroxieritravina, eritravina
y a-hidroxierisotrina, aislados a partir de las inflorescencias de E. mulungu, también
presentaron efecto ansiolitico cuando se administraron via oral a ratones Swiss y
se evaluaron en el Laberinto en T Elevado (Flausino et al., 2007a). También 11-a-
hidroxieritravina y eritravina tuvieron efecto ansiolitico en el Test de Transicion Luz-
Oscuridad (Flausino et al., 2007b).

La revision de la literatura que se hizo sobre las propiedades biolégicas de
los metabolitos secundarios detectados por HPLC en el ExtoMeOH de semillas
desengrasadas de Erythrina americana, dejan en claro el amplio espectro de sus
efectos sobre el sistema nervioso central. La diversidad de estos compuestos y los
reportes previos sobre su actividad bioldgica, sugieren la posibilidad de que el efecto
ansiolitico del ExtoMeOH observado en este estudio, sea el resultado de una accion

sinérgica entre ellos.

]
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IX.1.6. Capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante del ExtoMeOH de Semillas de E. americana.
La concentracion inhibitoria media (ICso) del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo
(DPPH) del ExtoMeOH fue de 3.405 mg/mL tal y como se muestra en la Figura 10.

125 -
©
2
s 100 -
©
©
[
2 75 4
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= 0.
S 0O
20
o 50 # IC;,= 3.404768 mg/mL
©
2]
.
o 25
2
o
o
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Concentracion pg/pL
Figura 10. Capacidad antioxidante del Extracto metandlico de Semillas de E. americana.

Esta propiedad de captacion del radical DPPH puede explicarse en funcién de los
compuestos quimicos presentes en el ExtoMeOH. Cada grupo de compuestos
contribuye a esta propiedad antioxidante a través de distintos mecanismos de
accion. En primer lugar, los acidos fendlicos son conocidos por su capacidad
antioxidante. Esto se debe a que en su estructura quimica presentan un anillo
fendlico estabilizado por resonancia, lo que les permite donar protones (atomos de
H*). Esta donacion de protones es fundamental en la captacién de radicales.
Ademas, los 4cidos fendlicos también pueden eliminar radicales al donar electrones
y suprimir la presencia de oxigeno molecular (O2), lo que afiade otro nivel de eficacia

en su actividad antioxidante (Kumar & Goel, 2019).

Por su parte, los flavonoides presentan actividad antioxidante mediante la

supresion de especies reactivas de oxigeno a partir de mecanismos que incluyen la
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captacion de radicales y la quelacion de metales. Los flavonoides presentan en su
estructura quimica un grupo hidroxilo (OH) unido a un anillo aromético plano y
estable. Esta estabilidad ayuda a que el grupo hidroxilo sea altamente reactivo y

pueda donar un atomo de hidrégeno (*H) a un radical libre (Pietta, 2000).

Los terpenoides con su estructura quimica que contiene dobles enlaces
conjugados acttan como extintores del oxigeno molecular, desactivando el exceso
de energia del oxigeno molecular y liberandolo en forma de calor. Esto restablece
el oxigeno molecular a un estado no excitado y permite que el terpenoide se recicle
como antioxidante. Algunos terpenoides también pueden funcionar como quelantes,
particularmente en la captacion de metales que estan implicados en la oxidacién de
lipidos (Gutiérrez-Del-Rio et al. 2021).

Por otro lado, numerosos alcaloides han demostrado actividad antioxidante
en estudios in vitro frente al radical DPPH. Sin embargo, el mecanismo exacto que
subyace a la actividad antioxidante de los alcaloides parece depender del nUmero
de grupos hidroxilo presentes en cada uno de ellos. Esto sugiere que no existe un
mecanismo general que explique el efecto antioxidante de los alcaloides (Macakova
et al. 2019).

Asi mismo, la capacidad antioxidante de extractos, fracciones y metabolitos
aislados de especies de Erythrina frente al radical DPPH ha sido objeto de
investigacién, respaldando la actividad antioxidante reportada en el ExtoMeOH en
este estudio. Juma & Majida (2004), aislaron 14 alcaloides del tipo eririnalina de las
flores y vainas de E. lysistemon y evaluaron su capacidad antioxidante con el radical
DDPH. Encontraron que Unicamente los compuestos 11 y 12 mostraron actividad

con valores de ICso de 150 y 200 pg/mL después de 30 minutos, respectivamente.

Janbaz et al. (2012) utilizando el extracto metandlico crudo de las
inflorescencias de E. suberosa, reportaron que el extracto inhibié en un 89.15% el
radical DPPH a una concentracion de 0.5 mg/mL, dato comparable con la

guercetina, un flavonoide de referencia, que mostré una inhibicién del 96.46%.

Por su parte, Ibarra-Estrada et al. (2011) evaluaron la capacidad antioxidante

mediante el método de DPPH, de las fracciones de alcaloides libres hexanicos,
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libres metandlicos, liberados metandlicos y del alcaloide erisodina obtenidos a partir
de extractos de diferente polaridad de las semillas de E. americana. Encontraron
que todas las fracciones alcaloideas inhibieron mas del 50% el radical DPPH, siendo
la fraccibn de alcaloides liberados la que presentd una mayor capacidad
antioxidante con una ICso de 0.1593 mg/mL. Por su parte con el alcaloide eridosina,
aislado a partir de la fraccion de alcaloides liberados se report6 una ICso de 0.0212

mg/mL.

Estos resultados respaldan el encontrado con el ExtoMeOH, donde se obtuvo
una ICso de 3.4048 mg/mL. La diferencia podria atribuirse a la presencia en el
ExtoMeOH de &cidos fendlicos, flavonoides, terpenoides y alcaloides, que podrian
actuar sinérgicamente proporcionando una propiedad de captacion del radical
DPPH. La combinacion de estos diversos compuestos quimicos presentes en el
Extracto Metandlico de Semillas desengrasadas de E. americana sugiere una
relevancia significativa en su potencial antioxidante. La interaccion y la diversidad
de mecanismos de accion entre los acidos fendlicos, flavonoides, terpenoides y

alcaloides enfatizan la complejidad y rigueza quimica de este extracto.

]
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IX.1.6. Toxicidad aguda

El ensayo de toxicidad aguda se realizé a partir del método propuesto por Dietrich
Lorke (1983). Esta metodologia tiene la ventaja de utilizar un nimero minimo de
sujetos en un tiempo relativamente corto, lo que lo hace eficiente y practico para
evaluar la toxicidad aguda de sustancias. Esta técnica se realizé en dos etapas

independientes que se describen a continuacion.

= Primera etapa

Durante la primera fase, se evaluaron las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg de
ExtoMeOH tal y como se muestra en el Cuadro 13. Posteriormente, se realizé el
registro de la supervivencia de los sujetos 24 h después de la administracion oral
de ExtoMeOH (Cuadro 14).

Cuadro 13. Primera etapa de la prueba. Administracién de las 3 dosis en funcién del peso.

Grupo Dosis (mg/kg) Peso (g)

33
1 10 29
26

34
2 100 28
27

35
3 1000 29

25

]
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Cuadro 14. Primera etapa de la prueba: registro de mortalidad.

Sujeto 10 mg/kg 100 mg/kg 1000 mg/g
1 VIVO VIVO VIVO
2 VIVO VIVO VIVO
3 VIVO VIVO VIVO

Como se muestra en el Cuadro 14 la administracion oral aguda de las tres
dosis del ExtoMeOH no condujo a la muerte de los sujetos y tampoco fueron

evidentes signos o sintomas téxicos en los animales tratados.

Seqgunda etapa

Con base en los datos de sobrevivencia y mortalidad obtenidos en la primera etapa,
las dosis establecidas en la técnica para la segunda etapa son 1600, 2900 y 5000
mg/kg. Ver Cuadro 15 que también muestra el nimero de sujetos muertos para
cada una de las dosis. Se observa que la administracion oral de estas dosis tampoco
provoco la muerte en ninguno de los sujetos evaluados. Ademas de los parametros
de toxicidad y mortalidad, el peso corporal de los sujetos también fue registrado y
su analisis indic6 que este pardmetro se comporté de acuerdo con la curva de

crecimiento establecida para esta especie (Charles River Laboratories, 2023).

Cabe destacar que las dosis administradas en la segunda etapa
corresponden a las mas altas propuestas en la metodologia descrita por Lorke
(1983); donde ademés se establece que el calculo de la LDso se obtiene a partir de
la media geométrica entre la dosis maxima administrada con sobrevivencia y la
dosis minima que produjo mortalidad. Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que, al no provocar la muerte de los sujetos, la LDso de la administraciéon

oral del ExtoMeOH es superior a 5000 mg/kg.
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Cuadro 15. Segunda etapa de la prueba: registro de mortalidad 24 h después de la
administracién de tratamientos.

Grupo Dosis (mg/kg) Peso (g9) ESTADO
1 1600 32 VIVO
2 2900 31 VIVO
3 5000 32 VIVO

De acuerdo con Kennedy et al. (1986), sustancias administradas por via
intragastrica que presentan una LDso superior o igual a 5000 mg/kg pueden ser
consideradas como no toxicas. Complementando lo anterior y de acuerdo con la
clasificacion propuesta por Loomis & Hayes (1996) sustancias con LDso
comprendidas entre 5000-15000mg/kg se consideran practicamente no toxicas. Por
lo tanto, es evidente que la administracion oral aguda de ExtoMeOH carece de

toxicidad.

Sin embargo, es importante hacer notar que, durante este ensayo, sélo en
los sujetos administrados con dosis superiores a 2500 mg/kg se observaron
sintomas que incluyeron hiperactividad (1 h después de la administracion) e
inmovilidad y sedacién (4 h después de la administracion). Es posible que dichos
efectos sean ocasionados por la presencia de alcaloides caracteristicos del género
Erythrina. Se ha reportado que algunos alcaloides presentes en especies de
Erythrina provocan una respuesta paralizante generalmente asociada a la accion

bloqueo-neuromuscular (Megirian et al., 1995).

Finalmente, aunque en este estudio se observo una nula toxicidad del
ExtoMeOH, se requieren estudios adicionales de toxicidad, curvas dosis-respuesta
y posibles efectos adversos a largo plazo para confirmar su seguridad y eficacia en

diferentes condiciones.
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IX.1.7. Laberinto en Cruz Elevado (EPMT)

En la Figura 11 se presenta la media tESM del porcentaje del numero de
entradas a los brazos abiertos (EBA). El analisis de varianza de una via mostré
diferencias significativas entre los tratamientos [F(7,71)=6.392, p=0.0001]. La prueba
post hoc de Duncan formo tres grupos: a integrado por INT, VEH y ExtoMeOH (10,
20, y 80 mg/kg); b formado por las dosis 40 y 60 mg/kg ExtoMeOH y; ¢ farmaco de
referencia DZP (1mg/kg). Los porcentajes registrados para las dosis de 10, 20, y 80
mg/kg de ExtoMeOH no difirieron del grupo que recibié el Vehiculo y el grupo testigo
Intacto. En contraste, con dosis de 40 y 60 mg/kg se increment6 el porcentaje en
EBA, evidenciando el efecto ansiolitico de ExtoMeOH. Si bien, el ExtoMeOH en
dosis de 40 y 60 mg/kg posee efectos ansioliticos similares, €stos no son superiores

a los obtenidos con el farmaco de referencia Diazepam (1 mg/kg i.p.).
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Figura 11. Media £ESM del porcentaje de Entradas a los Brazos Abiertos sobre el
comportamiento de los sujetos (n=9) durante la prueba de Laberinto en Cruz Elevado.
Letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas entre los grupos después de
la prueba post hoc de Duncan (p< 0.05).
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La Figura 12 muestra la media tESM del porcentaje del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (TBA). EI ANOVA indic6 diferencias
significativas entre los tratamientos [F(7,71)=6.560, p= 0.0001]. La prueba de Duncan
genero tres conjuntos: a incluyendo INT, VEH y ExtoMeOH (10, 20, y 80 mg/kg); b
compuesto por las dosis 40 y 60 mg/kg de ExtoMeOH; y ¢ incorporando el farmaco
de referencia DZP (1 mg/kg). Las medias observadas para las dosis de 10, 20 y 80
mg/kg de ExtoMeOH no mostraron diferencias significativas respecto al grupo que
recibio el vehiculo y el grupo testigo intacto. En contraste, con dosis de 40 y 60
mg/kg, se observdé un aumento en el porcentaje en EBA, indicando el efecto
ansiolitico del ExtoMeOH. Aunqgue el ExtoMeOH en dosis de 40 y 60 mg/kg exhibié
efectos ansioliticos similares, estos no fueron superiores a los obtenidos con el

farmaco de referencia Diazepam (1 mg/kg i.p.).
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Figura 12. Media £tESM del porcentaje de Tiempo de Permanencia en los Brazos Abiertos
sobre el comportamiento de los sujetos (n=9) durante la prueba de Laberinto en Cruz
Elevado. Letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas entre los grupos
después de la prueba post hoc de Duncan (p< 0.05).
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Al analizar las medias del porcentaje del nUmero de entradas al brazo abierto
como el porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos abiertos se observa
que solo las dosis de 40 y 60 mg/kg, presentaron efecto ansiolitico; mientras que
las dosis de 10, 20 y 80 mg/kg no lo presentaron, ya que se comportaron como los
grupos INT y VEH. Se observa un efecto de U invertida que puede explicarse con
base en el efecto ocasionado por la ocupacién y saturacion de los sitios de union

alostéricos de los receptores ionétropicos GABAa (Mercik et al., 2002).

Como era de esperarse, el farmaco de referencia Diazepam (1 mg/kg i.p.)
presentd el mayor efecto ansiolitico. Sin embargo, se debe considerar que el
ExtoMeOH es un extracto crudo y no una fraccion o sustancia pura. Es importante
sefalar que la via de administracion también juega un papel primordial en el efecto
de los farmacos, aqui los tratamientos fueron administrados por via intragastrica y
el Diazepam por via intraperitoneal. Se ha sefialado que la administracion parenteral
favorece la absorcion casi instantdnea de sustancias en la sangre, evitando la
inactivacion realizada por el higado cémo ocurre en el caso de la administracion por

via enteral (Vazquez-Cruz et al., 2014).

Existe evidencia experimental que respalda el efecto ansiolitico del
ExtoMeOH de E. americana encontrado en este estudio. Onusic et al. (2002) reporto
un aumento de entradas y permanencia en los brazos abiertos con la administracion
aguda de 20 mg/kg (i.g.) del extracto hidroalcohdlico de inflorescencias de E.
mulungu; mientras que Ribeiro et al. (2006) obtuvieron el mismo efecto con la
administracion de 20 mg/kg (i.g.) del extracto hidroalcohdlico de hojas de E. velutina.
El efecto ansiolitico también estuvo presente con dosis de 200 y 400 mg/kg via i.g.
del extracto acuoso de la corteza de E. variegata (Pitchaiah et al., 2010).

Con base en los resultados quimicos, los alcaloides erisodina, B-eritroidina,
erisopina y erisovina detectados en el ExtoMeOH pueden ser los responsables del
efecto ansiolitico observado. Ya se ha reportado la actividad ansiolitica de dos
alcaloides del tipo eritriniano aislados del extracto hidroalcohdlico de inflorescencias

de Erythrina mulungu (Flausino et al., 2007).
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En estudios previos con semillas de E. americana ya se ha reportado que,
extractos alcaloideos (Garin-Aguilar et al., 2000) y el alcaloide B-erythroidina, asi
como su derivado dihydro-B-erythroidina (Garcia-Mateos et al., 2000) destacan por
Su participacion en la disminucion de la conducta agresiva de ratas. Los autores
sugieren que existe un efecto sobre la modulacion de la acetilcolina sobre el sistema
GABAEérgico.

Ademas de los alcaloides, el efecto ansiolitico del ExtoMeOH podria también
estar relacionado con la presencia de flavonoides. Estos compuestos tienen la
ventaja de atravesar la barrera hematoencefalica y asi proteger las células
cerebrales (Martinez-Florez et al., 2002). En los ultimos 30 afios se ha realizado una
intensa investigacion sobre las acciones de los flavonoides en el sistema nervioso
central, entre las que sobresalen sus propiedades como sedantes, antidepresivos,
anticonvulsivos y ansioliticos. Demostrandose que estos efectos son mediados
principalmente por los receptores GABA, en particular los receptores GABAAa
(Hanrahan et al., 2015). Los flavonoides encontrados por HPLC en el ExtoMeOH,
como la miricetina y la naringenina, destacan por sus efectos ansioliticos y
anticonvulsivos en estudios previos. La complejidad de su mecanismo de accién
ademas de incluir a la modulacién de receptores GABAérgicos, también podria estar
involucrada la sefializacion serotoninérgica (Vissiennon et al., 2012; Ghumatkar et
al., 2015; Olugbemide et al., 2021).

En cuanto a los &cidos fenolicos encontrados en el ExtoMeOH destacan el
acido clorogénico y el &cido cafeico, que han demostrado efectos ansioliticos en
estudios preclinicos, posiblemente a través de la activacion de receptores de
benzodiazepinas y otros mecanismos asociados a receptores adrenérgicos al1A'y
la modulacién directa de un sistema de segundo mensajero que actla a través de
receptores de glutamato o receptores GABAérgicos. Esto respalda su potencial

como agentes ansioliticos (Bouayed et al., 2007; Pereira et al., 2006).

Por ultimo, los terpenoides presentes en el ExtoMeOH incluyendo a-amirina,
carnosol, acido ursolico, estigmasterol y B-sitosterol, también presentan efectos

ansioliticos significativos en modelos preclinicos. Ademas, algunos de ellos han
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mostrado sinergia con otros compuestos ansioliticos como los inhibidores selectivos
de la recaptura de serotonina (ISRS) (Aragéo et al., 2006; Khan et al., 2016; Karim
et al. 2021; Panayotis et al., 2021).

Los constituyentes identificados en el extracto metandlico de semillas
desengrasadas de E. americana ejercen su accion en el sistema nervioso central
activando diferentes receptores y vias de sefializacion. Los alcaloides, flavonoides
y terpenoides modulan principalmente los receptores GABAa, mientras que los
acidos fendlicos tienen interacciones sobre los receptores serotoninérgicos 5-HT1a,
adrenérgicos a1A y receptores de glutamato neuronales. Todos estos elementos

estan implicados en los procesos que subyacen a la ansiedad.
IX.1.8. Campo Abierto (OFT)

Si bien el modelo de Campo Abierto ha sido descrito para la evaluacién de la
ansiedad, en este trabajo se utilizd con la finalidad de descartar el deterioro motor

de los sujetos que pudiera ocasionar la administracion de los tratamientos.

La Figura 13 muestra el total del nUmero de cruces en los 12 cuadrantes del
aparato de Campo Abierto. El anadlisis de varianza de una via mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos [F(7,71)=2.604, p= 0.020]. La prueba post hoc de
Duncan formo 2 grupos: a integrado por DZP (1mg/kg); b formado por VEH, INT y
ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 y 80 mg/kg). Estos datos indican que el numero de
estiramientos registrados con las dosis de ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 y 80 mg/kg)
no fue diferente al de los grupos VEH e INT; es decir, que el extracto no deterioro la
conducta motora de los sujetos y por lo tanto no interfirié con la conducta requerida
en la prueba del Laberinto en Cruz Elevado. En contraste la actividad motora
obtenida con la administracion de Diazepam (DZP 1mg/kg) presentd un ligero
aumento en el numero de cruces respecto a los otros grupos. De acuerdo con
Zuluaga et al. (2005), un farmaco ansiolitico eficaz ejerce su efecto terapéutico sin

modificar la actividad locomotora espontanea del sujeto experimental.
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Figura 13 Media +tESM del total de cruces de los grupos (INT, VEH, DZP y ExtoMeOH)
sobre el comportamiento de los sujetos durante la prueba de Campo Abierto. Letras iguales
indican la ausencia de diferencias significativas entre los grupos después de la prueba post
hoc de Duncan (p< 0.05).

En la Figura 14 se muestra el total del niumero de levantamientos en el
aparato de Campo Abierto. EI ANOVA de una via no mostré diferencias
significativas entre los tratamientos [F,71=0.845, p= 0.555]. Esto significa que
ninguna de las dosis del ExtoMeOH ocasiond deterioro motor en los ratones y, por
lo tanto, los datos obtenidos en la prueba de ansiedad no son producto de

interferencia motora alguna.

Béarcenas Correa Josué Daniel 74



Actividad ansiolitica del extracto metandlico de semillas de Erythrina americana Mill. (Colorin)

90 - a
"1 ]
wn
e [ I [
o=
| { [ I [

° & 1 |1 I
£ |
[4+] 50 -
prar)
o=
T 40
> " 68.1 124 . 68.3
- 30 - 60.4 63.0 - 62.6
Q
=]
o 27
| S
g 10 -
=
= 0 -

INT VEH DZP 1 mgkg 10 20 40 60 80

(ip) mg/kg ExtoMeOH

Figura 14. Media £tESM del total de levantamientos sobre el comportamiento de los sujetos
(n=9) durante la prueba de Campo Abierto. Letras iguales indican la ausencia de diferencias
significativas entre los grupos después de la prueba post hoc de Duncan (p< 0.05).

La prueba de Campo Abierto demostr6 que ninguna de las dosis
administradas del ExtoMeOH (10, 20, 40, 60 y 80 mg/kg) provocé alteraciones
evidentes en el comportamiento motor, ya sea horizontal o vertical. Esto indica que
los efectos observados en la prueba de Laberinto en Cruz Elevado, no estan
influenciados por una alteracion motora inducida por el ExtoMeOH, fortaleciendo asi

la confiabilidad de los datos obtenidos en la evaluaciéon de la ansiedad.

Los resultados quimicos y conductuales de este estudio resaltan el potencial
de E. americana como una fuente prometedora de agentes ansioliticos, ya que
disminuy6 la ansiedad sin deteriorar la actividad motora y no present6 toxicidad en
las dosis administradas. Estudios complementarios dirigidos a la identificacion,
aislamiento y purificacion de los compuestos especificos involucrados en las
propiedades ansioliticas, junto con evaluaciones in vitro e in vivo, son esenciales

para dilucidar con mayor precisién el mecanismo de accion subyacente.
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Esta investigacion contribuye a las evaluaciones preclinicas ya publicadas
con especies del género Erythrina e invita a realizar estudios complementarios con

las plantas endémicas de este género descritas para México.
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X. CONCLUSIONES

e EIl extracto metandlico de las semillas de Erythrina americana no produjo
ningun sintoma evidente de toxicidad y mortalidad con el modelo agudo
propuesto por Lorke.

e El modelo de Laberinto en Cruz Elevado evidencio el potencial ansiolitico del
extracto metandlico de las semillas de Erythrina americana.

e No se encontro interferencia motora del extracto metandlico de las semillas
de Erythrina americana con el modelo de Campo Abierto.

e Este estudio proporciona un soporte cientifico del uso empirico, que en
nuestro pais se le da a esta planta para tratar padecimientos relacionados

con la ansiedad.
XI. PERSPECTIVAS

» |dentificar, aislar y purificar los compuestos presentes en el extracto
metandlico de semillas desengrasadas de E. americana, responsables del
efecto ansiolitico.

» Realizar evaluaciones in vitro e in vivo para dilucidar el mecanismo de accién
del extracto metandlico de semillas desengrasadas de E. americana.

» Evaluar el efecto antidepresivo del extracto metandlico de semillas
desengrasadas de E. americana.

» Realizar investigaciones cientificas con las especies endémicas del género
Erythrina descritas para México ya que cuentan con reportes de su uso en la
medicina tradicional para el tratamiento de otros padecimientos, ademas de
los relacionados con el sistema nervioso central como la ansiedad, la

depresion, el insomnio, entre otros.
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XIl. GLOSARIO

Actividad motora. - Movimiento voluntario de una persona, coordinado por la

corteza cerebral y estructuras secundarias que lo modulan.
Ansiogénico. - Sustancias que favorecen y/o aumentan los niveles de ansiedad.
Ansiolitico. - Sustancias que controlan y/o disminuyen los niveles de ansiedad

CD-1 (ICR). - Cepa de ratones (Mus musculus) provenientes del Institute of Cancer
Research. Esta cepa es de origen suizo, desciende directamente de dos machos y

siete hembras albinos no consanguineos.

Hipervigilancia. - Trastorno cuantitativo de la estructura de la conciencia en el que
existe un nivel aumentado (nivel 1) de la atencion y de la alerta, junto con una

exaltacion de la esfera sensorial, motora, cognitiva y afectiva.

Trastornos mentales. - Alteraciones en los procesos del razonamiento, el
comportamiento, la facultad de reconocer la realidad, las emociones o las relaciones
con los demas, consideradas como anormales con respecto al grupo social de

referencia del cual proviene el individuo.

Trastornos neuroldgicos. - Son enfermedades del sistema nervioso central y
periférico, es decir, del cerebro, la médula espinal, los nervios craneales y
periféricos, las raices nerviosas, el sistema nervioso autbnomo, la placa

neuromuscular, y los musculos.

Validez ecolégica. - Relacién funcional y predictiva que se establece entre la
ejecucion del sujeto en la exploracion neuropsicoldgica y la conducta de éste en

situaciones de la vida diaria.
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