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RESUMEN

Los frutos de varias especies del género Ternstroemia son usados en la medicina
tradicional mexicana para aliviar la ansiedad, desordenes del suefo y convulsiones.
Ternstroemia sylvatica y Ternstroemia pringlei son las especies mas comunes del género
Ternstroemia usadas en la medicina tradicional. Comunmente se les denomina como “Flor
de Tila”, ya sea en mezcla o por separado.

El objetivo de este trabajo fue investigar las propiedades neurofarmacoldgicas de los
frutos de T. pringlei y T. sylvatica e identificar a sus principios activos. Los extractos crudos
de T. pringlei mostraron efecto sedante, de los cuales el extracto acuoso fue el mas activo
(DEsp = 78.9 £ 17.2 mg/kg). Los extractos crudos de los frutos de T. sylvatica, separados en
semillas y pericarpio, también mostraron efecto sedante, el extracto metandlico (DEsy =
13.81 + 1.74 mg/kg) y el acuoso (DEsg = 4.93 + 0.77 mg/kg) de las semillas los mas activos.
Los extractos metandlicos y acuosos de semillas de T. sylvatica también mostraron
actividad anticonvulsivante, ansiolitica y miorrelajante, disminuyen la actividad motora y
alteran la coordinaciéon motora, mientras que los extractos de T. pringlei no presentaron
actividad importante en estas pruebas.

Los extractos metandlicos y acuosos de ambos frutos también presentaron toxicidad, los
extractos de T. sylvatica fueron los mas toéxicos (DLsg = 3.77 + 2.55 mg/kg para el
metandlico y, 4.96 + 1.44 mg/kg para el acuoso). Ademas, el extracto acuoso de las
semillas de T. sylvatica (10 - 100 mg/kg, i.p.) disminuye significativamente el nimero de
plaguetas en ratas en una relacién dependiente de la dosis y el tiempo. Los valores tan
cercanos de DEsg y DLsg sugieren que el efecto de los frutos de T. sylvatica de debe mas a
un efecto toxico que a un efecto neurofarmacologico.

El nuevo producto natural, el 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol, se identificd
como el principal componente de una mezcla de saponinas responsable de los efectos
sedante y toxico.

Con respecto a T. pringlei los resultados obtenidos difieren de los reportados al no
comprobarse su actividad sedante y en su lugar, encontrar actividad toxica.
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ABSTRACT

Fruits of several species from Ternstroemia genus are commonly used in the Mexican
traditional medicine to alleviate anxiety, sleep disorders and seizures. Ternstroemia
sylvatica and Ternstroemia pringlei are the most common Ternstroemia species used in
folk medicine are commonly named as “Flor de Tila”.

The aim of this study was to investigate the neuropharmacological profile of Ternstroemia
sylvatica and T. pringlei fruits and to identify their active components. Crude extracts of
Ternstroemia pringlei showed sedative effect, being the aqueous extract the most active
(EDsg = 78.9 + 17.2 mg/kg). Crude extracts of Ternstroemia sylvatica fruits, separated in
seed and pericarp, also showed sedative effect in mice, being the methanol (EDso = 13.81
+ 1.74 mg/kg) and aqueous (EDso = 4.93 + 0.77 mg/kg) seed extracts the most active.
Methanol and aqueous extracts also showed anticonvulsant, anxiolytic and myo-relaxant
effect, decreased locomotor activity and disrupted motor coordination, whereas crude
extracts of T. pringlei did not show significant activity.

Methanol and aqueous extracts from both fruits showed toxicity; the crude extracts of T.
sylvatica were the most toxic (LDsg = 3.77 + 2.55 mg/kg for aqueous extract and 4.96 +
1.44 mg/kg for methanol extract). In addition, aqueous extract from T. sylvatica seeds (10
- 100 mg/kg, i.p.) significantly decreased, in a dose- and time-dependent manner, the
platelet count in rats. The close values of EDsy and LDsg suggest that T. sylvatica fruits
effects are due more to a triterpene saponins that showed the sedative and toxic effect.

The results obtained of T. pringlei differed from the results reported in previous studies.
We found toxicity instead of sedative activity.
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INTRODUCCION

Varias especies vegetales del género Ternstroemia, denominadas comunmente como Flor
de Tila se utilizan ampliamente en la Medicina Tradicional Mexicana para el tratamiento
de algunos desordenes del SNC como la excitacién, trastornos del suefio como el
insomnio, convulsiones y ansiedad. Ternstroemia sylvatica y Ternstroemia pringlei son dos
de las especies mas importantes de las denominadas como Flor de Tila.

En México, Ternstroemia sylvatica Schl. & Cham. y Ternstroemia pringlei (Rose) Standley
son utilizadas para disminuir la ansiedad y el insomnio. Sin embargo, algunos estudios han
permitido establecer que T. sylvatica tiene efecto sedante en ratas (Molina et al., 1999) y
que T. pringlei produce efectos sedante y anticonvulsivante en estos roedores (Aguilar-
Santamaria et al., 1996). En ambos estudios no se describen las ventanas de actividad
farmacoldgica ni las sustancias responsables de dichos efectos. Un estudio mas reciente
encontrd que la jacaranona, una quinona, es una de las sustancias responsables del efecto
sedante de T. pringlei (Lozada-Lechuga et al., 2010).

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de los extractos de ambas especies en
varios modelos experimentales que implican efecto sobre el Sistema Nervioso Central.
Posteriormente, se realizé un estudio biodirigido con la finalidad de identificar los
principios activos mediante un estudio biodirigido, con el objetivo de identificar las
sustancias responsables de dichos efectos. Asimismo, se evalud la toxicidad aguda en
ratones y el efecto de los extractos sobre los valores de pardmetros hematoldgicos en
ratas. Este proceso condujo a la identificacion del 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R1-
barrigenol, como el principal componente de una mezcla de saponinas que muestra los
efectos sedante y toxico en las semillas de T. sylvatica.
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MARCO TEORICO

1. Plantas con actividad en el Sistema Nervioso Central

Las enfermedades y desérdenes del Sistema Nervioso Central (SNC) son algunas de las
dolencias mds comunes que afectan a la humanidad y se estima que el 32% de la
poblacién de Estados Unidos sufre de un desorden del SNC una vez en su vida, y el 15% de
la poblacion mayor de 18 afios sufre de un desorden del SNC cada mes. En México, el 18%
de la poblacion urbana entre los 18 y 64 aifios sufre algun trastorno del SNC
principalmente depresion y ansiedad. Los problemas de salud del SNC en la infancia no
son identificados por lo que no se solicita atencidn al respecto, no obstante se calcula que
un 70% de la poblacién entre los 3 y los 12 afios de edad se encuentra afectada (Clement
etal., 2004, Gomez et al.,, 2011).

El uso de productos naturales para aliviar los desordenes del SNC o para generar un
estado mental alterado, probablemente se remonta a los albores del tiempo, cuando los
primeros ensayos de acierto y error, realizados por los chamanes y otros humanos,
permitid el descubrimiento de ciertas plantas con efectos en el SNC (Clement et al., 2004).

La busqueda de nuevas moléculas que actian en el SNC y que pueden ser usadas con fines
terapéuticos comienza con varios estudios en el siglo XIX. De hecho, los primeros
remedios usados en el tratamiento de condiciones patoldgicas del SNC se basaban en
fuentes naturales, especialmente plantas (Gomes, 2009).
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1.1 Clasificacion de las plantas por su accion en el SNC.

De acuerdo al sistema Francés, se pueden reconocer tres grandes clases de plantas por su
“actividad mental” o efecto sobre el SNC (Shepherd, 1972; Carlini, 2003). En el Cuadro 1, se
definen estas clases y se proporcionan algunos ejemplos.

Cuadro 1. Clasificacion de las plantas de acuerdo a su efecto en el SNC
(Shepherd, 1972; Carlini, 2003)

Definicién Ejemplos

Plantas psicoanalépticas Grupo capaz de provocar una elevacion del Ephedra sinica
tono mental, aunque su accion puede mejorar  Ephedra spp.
la actividad intelectual o incrementar la alerta.  Paullinia sp.

Se utilizan principalmente por su actividad Thea sinensis
anoréxica y sus propiedades reductoras del llex paraguariensis
peso corporal. Catha edulis
Plantas psicodislépticas Grupo que provoca desviacién de la actividad Banisteriopsis caapi
mental y distorsidn de la apreciacion de la Psychotria viridis
realidad. Tabernanathe iboga
Plantas psicolépticas Grupo que provee una disminucion en el tono

mental, su principal accién es mantener una
reduccion de la actividad intelectual, o la
disminucién de la alerta.

Plantas analgésicas Tienen propiedades analgésicas. Papaver somniferun
Cannabis sativa
Salix alba

Plantas ansioliticas Minimizan la tensién, stress y la ansiedad. Passiflora incarnata

Valeriana officinalis
Piper methysticum




1.2 Plantas con actividad neurofarmacologica documentada.
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Existen una gran cantidad de plantas cuya actividad sobre el Sistema Nervioso Central ha sido

documentada, en el Cuadro 2 se enumeran algunas de las mas relevantes.

Cuadro 2. Plantas mas relevantes con actividad neurofarmacoldgica.

Nombre comuin

Nombre cientifico

Actividad

Referencia

Valeriana

Pasiflora

Ldpulo

Kava-kava

Amapola de
California
Carpintera
Calderona amarilla

Planta de San Juan

Ginseng

Ginkgo

Lavandula

Ilama zapote

Flor de tila

Valeriana officinalis
Valeriana wallichii
Valeriana edulis

Pasiflora incarnata

Humululus lupulus

Pyper methysticum

Eschscholzia californica
Justicia pectoralis

Galphimia glauca

Hypericum perforatum

Panax quinquefolium
Panax ginseng

Ginkgo biloba

Lavandula stoechas
Lavandula officinalis
Annona diversifolia

Ternstroemia pringlei
Ternstroemia sylvatica

Depresora del SNC
Antiespasmadica

Ansiolitica
Hipnética
Espasmddica

Sedante-hipndtica

Sedante-hipnética
Miorrelajante
Anticonvulsivante
Analgésica

Sedante hipndtica
Ansiolitica
Hipnética
Espasmolitica

Ansiolitica
Antidepresiva

Estimulante del SNC

Analgésica
Antiinflamatoria
Depresora del SNC
Analgésica
Antiinflamatorios

Sedante-hipnética
Antiepiléptica

Sedante
Anticonvulsivante

Hendriks et al., 1985

Speroni et al., 1988

Lépez-Luengo et al.,
1999

Pittler et al., 2000

Salay Vallés, 1993

Fernandez et al., 1989
Tortoriello y Romero,
1992

Di Carlo et al., 2001
Barnes et al., 2001

Attele et al., 1999

Klein et al., 1997

Gilani et al., 2000

Gonzdlez-Trujano et al.,
2006

Molina et al., 1999
Aguilar-Santamaria y
Tortoriello, 1996

De las plantas mencionadas en el Cuadro 2, destaca la “Flor de Tila” como una de las mas usadas

en el pais por su efecto “tranquilizante” y que es el objeto de este estudio.
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2. Familia Ternstroemiaceae.

Las Ternstroemiaceae es una familia de plantas vasculares con una amplia distribucion mundial,
tradicionalmente ha sido incluida dentro de la familia Theaceae Mirb. Pero por evidencias
morfoldgicas, moleculares y embrioldgicas, se considera que no se ajustan a un solo grupo
monofilético (Luna, 1997).

Las especies de Ternstroemiaceae son arbustos o arboles pequefos a gran tamafio, con una
amplia distribucidn en los trépicos y subtrdpicos; algunos de los géneros exclusivamente habitan
Asia oriental (Adinandra, Anneslea, Archboldiodendron, Eurya y Euryodendron), Africa (Balthasaria
y Visnea), América (Freziera y Symplococarpon), o dos (Cleyera) o mas continentes. (Luna et al.,
2004)

Sélo cuatro géneros se encuentran en México: Cleyera, Freziera, Symplococarpon y Ternstroemia,
que incluyen a aproximadamente 11 especies (Boom, 1989; Luna et al., 2004).

2.1 Género Ternstroemia Mutis ex L.f.

El género Ternstroemia Mutis ex L.f. comprende alrededor de 130 especies ampliamente
distribuidas en el mundo (Asia, Africa, América y Australia) principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. En los neotrdpicos se encuentran la mayoria de
las especies, principalmente en el norte de Sudamérica. (Boom, 1989; Luna et al., 2004)

Las especies de este género se encuentran frecuentemente en temperaturas de condiciones de
montafia, como los bosques nublados y los bosques humedos de roble, especialmente a 1000-
2700 metros de altitud. (Alcantara et al., 2002; Luna et al., 2004)

En México, se encuentran en los bosques de pino y roble de la Sierra Madre Oriental, de las
Serrania Meridionales Transistmicas (Alcantara et al., 2002).

Once especies del género Ternstroemia se han descrito en nuestro pais a lo largo de todo su

territorio. (Luna, 1997) En el Cuadro 3 se muestran las especies reportadas en México y en el
Mundo.

-10 -
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Cuadro 3. Especies del género Ternstroemia Mutis ex. L.f. encontradas en México y en el

Mundo (Luna, 1997).

Especie, Subespecie y Variedad

Pais del Mundo en que se

Estado de México en que se

encuentra encuentra

T. brasiliensis Camb. Brasil -

T. circunsissilis Bolivia -

T. denstisepala Bartholomew México Jalisco

. China

T gymnanthera (Wight et Arn.) Sprague Japén -

T. hartii Krug & Urb. Jamaica -

T. hemsleyi Hochr. México Oaxaca
Veracruz

T. heptasepala Krug & Urb Puerto Rico -

T. huasteca Bartholomew México Hidalgo

T. impressa Lundeii México Chiapas

. . China

T. japonica Thumb. Japén -

T. japonica Thumb. var. wighii Dyer China -

T. jelskii (Szyszyl) Melchior Peru -

T. klugiana Kobuski Peru -

T. kwangtungensis Merr. China -
Jalisco

T. lineata DC. ssp. lineata México Esj(ado d(,e México
Michoacédn
Oaxaca

T. lineata DC. ssp. chalicophila (Loes) México Chiapas

Bhartolomew

T. oocarpa (Rose) Melchior México Chiapas

. Dominica

T. penduncularis DC Republica Dominicana i

T. pendoliflora Kobuski Peru -
Jalisco

T. pringlei (Rose) Standley México Estado de México
Michoacan

T. pseudoverticillata Merr & Chun China -

T. punctata (Aubl.) Sw. Brasil -

Guatemala Chiapas
T. seemanii Triana & Planc Honduras Oaxaca
México Veracruz

T. stahlii Krug & Urb Puerto Rico -

T. sylvatica Schldl. & Cham. México Hidalgo
Veracruz

T. tepezapote Schldl. & Cham. México Veracruz

T. cf. toquian Filipinas -

11
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2.2 Flor de Tila.

Algunas especies de género Ternstroemia se les conocen en México como “Tila” o “Flor de Tila".
La decoccion de la “Flor de Tila” se usa tradicionalmente y con bastante frecuencia en tratamiento
de los “nervios” o “calmante de los nervios”, como emoliente, sedante y para tratar el
reumatismo. Los frutos secos, que tienen forma de flor, son las partes mas utilizadas. (Rzedowski y
Rzedowski, 1985)

Dos de las especies de Ternstroemia, pertenecientes al conjunto de Flor de Tila, que se encuentran
a lo largo de nuestro pais son: T. pringlei (Rose) Standley y T. sylvatica Schl. & Cham. A
continuacion de describiran algunas de las caracteristicas de cada una de ellas.

2.2.1 Ternstroemia pringlei (Rose) Standley
Nombres comunes. Charapiti ucu (purépecha), Cucharillo, Jaboncillo, Tila, Tila grande, Trompillo.

Descripcion. Arbusto o arbol de 1.5 a 15 metros de alto, flores blancas y fruto duro de color café
parecido a una flor, flores axilares, solitarias situadas en la base del cdliz, pétalos blancos,
orbiculares de 1 a 1.5 cm de largo y ancho, unidos muy en la base; semillas de 8 mm de largo por 5
mm de ancho, rodeadas por un arillo consistente de papilas o pelos carnosos (Rzedowski y
Rzedowski, 1985).

Uso artesanal. El tallo se emplea en la elaboracion de cucharas, molinillos, guitarras y cuentas de
collares (Semarnat, 2006).

Uso medicinal. La infusidn de la flor tiene una accién sedante por lo que se recomienda para
calmar los nervios. Se cuece la flor de tila y canela en 250 mL de agua durante 10 minutos,
dejandose reposar por 5 minutos, se toma por la noche para curar la tos. El cocimiento de las
hojas se utiliza en bafios contra los dolores reumaticos. El té preparado con la parte aérea de la
planta, tila, té de limdén, manzanilla y valeriana se recomienda para los nervios alterados. Contra el
insomnio, se toma un té después de la cena; también se prepara en tintura y se toman ocho gotas
disueltas en agua (Rzedowski y Rzedowski, 1985).

Habitat. Se desarrolla en bosques de pino-encino en bosques mixtos con latifoliadas, a una de
altitud de 2120 metros.

Comercializacion. Se emplea en autoconsumo y se comercializa en seco, mezclado con otras

plantas o sola. Se vende tanto en puestos ambulantes, mercados publicos, como en puestos de
venta de productos naturales.
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Distribucion.

Guerrero: Coyuca de Catalan, Alcozauca de Guerrero. Jalisco: Cuautitlan. Michoacdn: Acuitzio,
Uruapan, Zinapecuaro, Zitacuaro, Coalcoman de Vazquez Pallarez, Cotija, Aguililla, Charapan,
Charo, Hidalgo, Indaparapeo, Madero, Angangueo, Morelia, Nuevo Parangaricutiro, Ocampo,
Patzcuaro, Aporo, Querendaro, Quiroga, Los Reyes, Salvador Escalante, Tingambato (Semarnat
2006).

Figura 1. Ternstroemia pringlei (Rose) Standl.

2.2.2 Ternstroemia sylvatica Schl. & Cham.

Nombres comunes: Trompillo, hierba del cura, Tila grande. (Rzedowski y Rzedowski, 1985; Reiche,
1977; Sanchez, 1979; Semarnat, 2006)

Descripcion. Arbusto o arbol de 1.5 a 5 metros de alto, flores con pétalos blancos, suborbiculares
de 6 a 6.5 mm de largo, por un poco menos de ancho unidos muy en la base, fruto cénico u ovoide
de 1.5 cm de largo excluyendo el estilo persistente; semillas de 1 cm de largo por 0.6 de ancho,
rodeadas por un arillo consistente de pelos carnosos; flores blancas o blanco-cremosas; hojas
alternas oblongo-ovaladas de 4-6 cm de largo por 2-2.5 cm de ancho. (Rzedowski y Rzedowski,
1985; Reiche, 1977; Sanchez, 1979)

Uso medicinal. Los frutos se utilizan para hacer té con propiedades relajantes y para el
tratamiento de los nervios.

Hadbitat. Planta muy comun en las zonas boscosas del noreste de la zona del Bajio, en pinares,
encinares, bosques de Cupressus y mesdfilos de montaiia, a una altitud de 1200-2700 metros.
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Distribucion. Principalmente hacia la vertiente del Golfo de México, sobre la Sierra Madre oriental,
Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Distrito Federal, México, Puebla,
Veracruz y Oaxaca. (Semarnat, 2006)

Figura 2. Ternstroemia sylvatica Schl. & Cham.
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3. Estudios realizados a plantas del género Ternstroemia.

3.1 Estudios fitoquimicos.

Estudio farmacoldgico y quimico de la Flor de Tila

Pocas especies del género Ternstroemia han sido estudiadas fitoquimicamente. Los metabolitos

secundarios aislados de plantas del género corresponden principalmente a:

e Monoterpenoides

e Carotenoides y compuestos alifaticos

e Compuestos aromaticos

e Triterpenoides tipo ursano, oleanano y saponinas

En el Cuadro 4 se enumeran algunas de las sustancias aisladas de plantas del género Ternstroemia.

Asimismo, en la Figura 3 se muestran sus estructuras.

Cuadro 4. Metabolitos aislados de plantas del género Ternstroemia.

Parte de la
Sustancia Tipo Especie plantay/o Estructura Referencia
extracto
Derivados de Hoias Tori et al
Terpenoides monoterpenoides, T. gymnanthera taIIJos y 1-7 288: ats
sesquiterpenoides
Saponinas glicosiladas Extracto Hee et al
P . & Triterpenos T. japonica MeOH de 8 ceetat,
y agliconas 2003
frutos
Lactona del acido 3- 9
epi-corosolico Extracto
Acido 3-epi- MeOH de Ikuta et al.
Triterpenos T. gymnanthera 10 ’
ternstroemico Iterp gy cultivos de 2003
Acido ternstroémico callos 11
Acido gymnanterarico 12
Jacaranona 13
3?h.|dro.X|_2'3_ Derivados de Extracto 14
dihidrojacaranona monoterpenoides  T. japonica MeOH de loetal,
3-metoxi-2,3- P -Jap 2005
e frutos 15
dihidrojacaranona
Acido ursélico Triterpeno 16
Acido oleandlico 17
Primulagenina A Extracto - .
Dihidroprimulagenina Triterpenos T. japonica MeOH de Yoshioca
P g P -Jap ; - etal., 1972
A semillas
A;-Barrigenol -
Kikuchi y
. . . . , Extracto .
Ternstroemiaxantina Carotenoide T. japonica , . 18 Yamaguchi,
acetodnico
1974
Derivado de . ) Extracto Lozada-
Jacaranona . T. pringlei 13 Lechuga
monoterpenoide MeOH
etal., 2010
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Figura 3. Estructuras de algunos metabolitos aislados de plantas del género Ternstroemia.

-16 -



3.2 Estudios Farmacologicos.

Estudio farmacoldgico y quimico de la Flor de Tila

Las plantas del género Ternstroemia presentan una amplia variedad de actividades farmacoldgicas

comprobadas en estudios preclinicos, tanto en animales como en estudios in vitro. En el Cuadro 5

se mencionan las actividades farmacoldgicas mdas importantes que se les ha determinado.

Cuadro 5. Actividades farmacoldgicas determinadas de plantas del género

Ternstroemia.
. .- . Responsable de la .
Actividad farmacolégica Especie P .. Referencia
actividad
Anticonvulsivante " Aguilar-
D ., . . Extracto metandlico ,
Inhibicidn de la contraccién en  T. pringlei Santamariay

ileon de cobayo

Anti VIH

Antioxidante

Sedante

Adhesivas
Astringente

Insecticida contra termitas

Citotoxica

Sedante

T. gymnanthera

T. japonica

T. sylvatica

T. gymnanthera
T. gymnanthera

T. japonica

T. gitingensis

T. pringlei

de flores

Acido oleandlico

Jacaranonay
derivados

Extracto acuoso de
flores

Taninos

Taninos

Saponinas

Extracto metandlico

de raices

Jacaranona

Tortoriello, 1996

Tori et al., 2005

Jo etal., 2005

Molina, 1999

Luo et al., 1994
Chen et al., 1989
Saeki et al., 1968

Horgen et al.,
2001

Lozada-Lechuga
et al., 2010
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3.2.1 Estudios farmacoldgicos realizados a T. pringlei y T. sylvatica.

En México, Ternstroemia sylvatica y Ternstroemia pringlei son recomendadas para disminuir la
ansiedad y el insomnio.

En trabajos experimentales previos se ha encontrado que Ternstroemia sylvatica tiene efecto
sedante en ratas (Molina, 1999); mientras que Ternstroemia pringlei produce efectos sedante y
anticonvulsivante en ratas (Aguilar-Santamaria y Tortoriello, 1996). En ambos estudios no se
determinaron las ventanas de actividad, efectos téxicos y las sustancias responsables de dichos
efectos.

En nuestro grupo de investigacion se establecié que el extracto acuoso de T. pringlei interacciona
con varios tipos de farmacos sedantes (buspirona, pentobarbital, diacepam, difenhidramina y
haloperidol) para producir un efecto superaditivo y, con etanol un efecto subaditivo, sin embargo,
aun no se ha establecido el o los mecanismos por los cuales interacciona (Balderas et al., 2008).

Lozada-lechuga y cols. (2010), utilizando el ensayo de potenciacion de la hipnosis inducida por
pentobarbital, logrd aislar a la jacaranona (estructura 13, Figura 3) del extracto metandlico de T.
pringlei como una de las sustancias responsables del efecto sedante de la planta (DEs; = 25
mg/kg), y que muestra actividad téxica (DLs, = 150-200 mg/kg). Asimismo, determinaron que el
extracto acuoso y el metandlico promueven la liberacién de GABA.
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4. Sedacion.

Los términos sedante, hipndtico y tranquilizante no son sindnimos, aunque cualquiera de ellos
puede iniciar los efectos de cualquier otro. El término sedacion implica una disminucién lenta del
funcionamiento cognitivo, mientras que hipnosis especialmente significa induccion del suefio por
si mismo. Tranquilizacion, de otra manera, significa una calma emocional, que puede o no llevar al
suefio, pero no induce el sentimiento de somnolencia (Wheatley, 2005).

Ademas, se usa el término sedacién para designar a la supresién leve de la vigilia y la conducta,
con reduccion moderada del estado de alerta y de las respuestas a los estimulos (Kalant y
Roschlau, 2002).

El concepto de farmaco sedante no corresponde a una accion farmacoldgica exacta. Las moléculas
sedantes son definidas como sustancias que disminuyen, con frecuencia en correspondencia al
incremento de la dosis, el desempefio psicomotor en animales asi como en seres humanos. Dichas
sustancias son farmacos psicotrépicos que pertenecen a la familia de los hipnéticos, neurolépticos,
ansioliticos, antidepresivos y antihistaminicos. No se conoce por completo el mecanismo de
sedacion producido por los farmacos sedantes debido a la complejidad de sus acciones (Bourin et
al., 2002; Kalant y Roschlau, 2002).

Los farmacos sedantes poseen varias caracteristicas importantes (Kalant y Roschlau, 2002):

1. Actuan sobre vias postsinapticas.
Suelen aumentar la inhibicién presinaptica.
Las diferentes partes del encéfalo tienen sensibilidades distintas a ellas (selectividad y
especificidad regionales).

4. Aumentan los efectos presinapticos del GABA.

Con frecuencia en la clinica, la sedacion es un efecto secundario no deseable después de la
utilizacion de esos farmacos. Esta es la razdn por la que los farmacos sedantes son usados en pre-
anestesia o agitacién, o hasta en fendmenos de agresividad (Bourin et al., 2002).

4.1 Medicion de la actividad sedante.

Las propiedades sedantes de farmacos son probadas principalmente en ratas y ratones midiendo
su actividad motora espontanea. Su actividad motora espontanea depende de varios factores,
tales como situacion social (uno o mas animales), familiaridad con el ambiente de la prueba, luz y
temperatura. El término actividad espontanea incluye diferentes tipos de movimientos tales como
locomocidn, levantamiento, olfateo, comer y beber (Vogel y Vogel, 2008).
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En el Cuadro 6 se enumeran los métodos generales de medicidon de la actividad sedante en
animales y seres humanos.

Cuadro 6. Métodos para medir la actividad sedante (Bourin et al., 2002, Oliva, et al.,

2004)
Animales Seres Humanos
e Medicidn de la actividad motora e Prueba de sustitucion de simbolo-digito
espontdnea e Tiempo de reaccién de seleccidon

e Potenciacion del efecto de barbituricos e Fusidn de parpadeo critico
e Cilindro de exploracion e Valoracidn subjetiva
e Cuestionario de efectos secundarios
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HIPOTESIS

Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica poseen metabolitos secundarios de la familia de los
terpenoides con actividad farmacoldgica sedante, la cual puede ser detectada mediante pruebas
de actividad neurotrdpica en ratdn para llevar a cabo un aislamiento biodirigido.

OBIJETIVOS

General

Realizar los estudios farmacoldgico y quimico biodirigido de los extractos de Ternstroemia pringlei
y de Ternstroemia sylvatica para aislar e identificar a los metabolitos secundarios responsables de
la actividad sedante.

Especificos

1. Evaluar el efecto sedante de los extractos obtenidos con disolventes organicos y con agua
de Ternstroemia pringlei y de Ternstroemia sylvatica por medio de la prueba del cilindro
de exploracién en ratones.

2. Determinar el perfil neurofarmacoldgico a los extractos mas activos, para determinar la
existencia de actividad a nivel del sistema nervioso central y tipo de actividad.

3. Aislar, identificar y elucidar la estructura de los metabolitos secundarios activos presentes
en los extractos de ambas especies de Ternstroemia.

4. Determinar la toxicidad (DLso) de la administracion aguda de los extractos y/o compuestos
en ratones.
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PARTE EXPERIMENTAL

Animales

a) Ratones

Todos los experimentos de comportamiento se realizaron en ratones adultos machos ICR (25-34 g,
Centro UNAM-Harlan, Harlan México, S.A. de C.V.). Los grupos experimentales consistieron de al
menos 6 animales. Los animales se mantuvieron en una habitacién a temperatura constante (22
2°C) y sometidos a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno con libre acceso a agua y
alimento. Todas las evaluaciones del comportamiento se llevaron a cabo entre las 10:00 y 14:00
horas.

b) Ratas

Todas las evaluaciones de pardmetros hematoldgicos se realizaron en ratas adultas machos Wistar
(180-200 g, Centro UNAM-Harlan, Harlan México, S.A. de C.V.). Los grupos experimentales
consistieron de al menos 4 animales. Los animales se mantuvieron en una habitacién a
temperatura constante (22 £ 2°C) y sometidos a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno con
libre acceso a agua y alimento. Todas las evaluaciones hematoldgicas se llevaron a cabo entre las
8:00y 11:00 horas.

Todos los experimentos que involucraron animales asi como su mantenimiento y cuidado, se
llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y de acuerdo con las
normas internacionales de cuidado y uso de animales de laboratorio.

Colecta del material vegetal.

Los frutos secos de Ternstroemia sylvatica y Ternstroemia pringlei se colectaron en junio del 2007
en Pahuatlan, Estado de Puebla, México. La homogeneidad y autenticidad de los frutos fueron
certificadas por el Herbario de la FES Iztacala, UNAM por la Bidloga Edith Lopez. Muestras de las
plantas de depositaron en este herbario con los nimero de registro IZTA42169 para T. pringlei e
IZTA42170 para T. sylvatica. Los frutos se almacenaron hasta su estudio en un lugar fresco y seco.
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Preparacion de los extractos.

a) Ternstroemia pringlei

Después de moler los frutos secos con un molino manual, una muestra de 443 g se extrajeron por
maceracidon a temperatura ambiente con hexano (3 veces con 2 L por 24 horas cada uno),
posteriormente con diclorometano (3 veces con 2 L por 24 horas cada uno), y por ultimo con
metanol (3 veces con 2 L por 24 horas cada uno). Después de la evaporacion de los disolventes a
presion reducida se obtuvieron 0.94 g (0.21% de rendimiento) de extracto hexanico, 2.1 g de
extracto de diclorometano (0.47% de rendimiento) y 152.7 g de extracto metandlico (34.46% de
rendimiento). El extracto acuoso se prepard con 10 g de frutos secos y molidos en 90 mL de agua a
ebullicidn por 10 minutos. Posteriormente el extracto se filtrd por gravedad y concentrado por una
corriente de aire a temperatura ambiente (22 = 2°C) obteniéndose 1.52 g (15.2% de rendimiento)
de un sélido cristalino rojizo.

El esquema general de la preparacién de los extractos se ilustra en la siguiente Figura.

Frutos secos de
Ternstroemia pringlei

|

Extraccion sélido-liquido
conagua

A4

Extracto acuoso
v

. Extraccidn solido-liquido
| Extracto hexanico |<— q
con hexano

7y
Material vegetal
residual

}

. o - Extraccidn solido-liquido
Extracto diclorometanico |<— . 9
con diclorometano

A
Material vegetal
residual

}

- Extraccidn solido-liquido
Extracto metandlico |<— q
con metanol

Figura 4. Esquema de preparacion de los extractos organicos y acuoso de Ternstroemia pringlei.
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a) Ternstroemia sylvatica

Los frutos secos de Ternstroemia sylvatica fueron separados manualmente en semillas y
pericarpio. Después de triturar con un molino manual, 56.2 g de semillas y 374 g de pericarpio se
extrajeron por maceracion a temperatura ambiente con hexano (3 veces con 2 L por 24 horas
cada uno), posteriormente con diclorometano (3 veces con 2 L por 24 horas cada uno), y por
ultimo con metanol (3 veces con 2 L por 24 horas cada uno). La evaporacién de los disolventes a
presion reducida se obtuvieron 1.44 g de extracto hexdnico (0.39% de rendimiento), 2.01 g de
extracto de diclorometano (0.54% de rendimiento) y 50.17 g de extracto metandlico (13.41% de
rendimiento) para pericarpio y 17.59 g de extracto hexanico (31.30% de rendimiento), 5.51 g de
extracto de diclorometano (9.81% de rendimiento) y 3.80 g de extracto metandlico (6.76% de
rendimiento) para semillas. Los extractos acuosos se prepararon con 10 g de semillas o con 10 g de
pericarpio en 90 mL de agua en ebullicién por 10 minutos. Posteriormente los extractos se
filtraron por gravedad y concentrados por una corriente de aire a temperatura ambiente (22  2°C)
obteniéndose 1.40 g (13.99% de rendimiento) de un sélido cristalino rojizo para el pericarpio y
1.42 g (14.23% de rendimiento) de un sélido rojo palido para semillas.

El esquema general de la preparacién de los extractos se ilustra en la siguiente Figura.

Frutos secos de
Ternstroemia sylvatica

==
v v

Extraccion sélido-liquido
conagua

Extracto acuoso

A4

Extraccion solido-liquido
conagua

| Extracto hexanico |<—

Extraccion sélido-liquido
con hexano

l

Material vegetal
residual

l

Extracto diclorometanico |<—

Extraccion sélido-liquido
con diclorometano

Extracto acuoso

A4

| Extracto hexanico |<—

Extraccion sélido-liquido
con hexano

l

Material vegetal
residual

l

Extracto diclorometanico |<—

|

Material vegetal
residual

l

Extracto metandlico

|4_

Extraccion sélido-liquido
con metanol

Extraccion sélido-liquido
con diclorometano

|

Material vegetal
residual

l

Extracto metandlico |<—

Extraccion sélido-liquido
con metanol

Figura 5. Esquema de preparacion de los extractos organicos y acuoso de Ternstroemia sylvatica.
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Farmacos y sustancias.

El diacepam se adquirio de Roche S.A. (México). El tween 80 se adquirié de Sigma-Aldrich
(México). El pentobarbital sédico (Anestesal) fue adquirido de Pfizer S.A. de C.V. (México) como
solucién farmacéutica de uso veterinario.

Los extractos hexanicos y de diclorometano, y el diacepam se suspendieron en una solucién de
0.5% de Tween 80 en disolucién salina (0.9%). Los extractos acuosos y metandlicos se disolvieron
en disolucién salina (0.9%). Las disoluciones de farmacos y extractos se prepararon momentos
antes de cada sesién experimental y se administraron por via intraperitoneal o por via oral en un
volumen de 0.1 mL/10 g de peso. Los animales de los grupos control recibieron el mismo volumen
de vehiculo (0.5% de Tween 80 en disolucion salina o sélo disolucidn salina).

Pruebas farmacoldgicas.

a) Cilindro de exploracion (Exploratory Cylinder Test)

El aparato consiste en un cilindro de vidrio (30 cm de alto y 11 cm de didmetro interno con
paredes de 3 mm). El cilindro es colocado sobre un papel filtro en un sitio con iluminacion
constante y aislado del ruido externo, como se muestra en la Figura 6 (Hiller y Zetler, 1996; Oliva
et al., 2004; Ugalde et al., 2005).

11 cm d.i.

30 cm

Figura 6. Esquema del dispositivo para la prueba del cilindro de exploracidn.
Un ratdn novato (naive) se colocd dentro del cilindro sobre el papel filtro y el nimero de

levantamientos en un periodo de 5 minutos fue registrado. La cara interna del cilindro se limpid
con disolucién alcohdlica al 20% vy el papel filtro fue cambiado entre cada sesiéon de prueba de
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cada animal (Oliva et al., 2004). Los extractos y farmacos se administraron a diferentes dosis 30
minutos antes de la prueba. Durante el periodo de observacidn, el experimentador permanecio
quieto cerca del cilindro y siempre en el mismo lugar. La reduccién del nimero de levantamientos
mostrado por un ratén naive después de ser colocado en un ambiente no familiar revela un efecto
sedante (Hiller y Zetler, 1996; Rolland et al., 1991; Oliva et al., 2004).

b) Toxicidad aguda (DLs)

La toxicidad aguda de los extractos fue estimada por via intraperitoneal y por via oral usando los
mismos grupos de ratones que se utilizaron en las determinaciones del cilindro de exploracién. Los
ratones, después de las sesiones experimentales, se mantuvieron bajo observacién por los
siguientes 14 dias en una habitacidon a temperatura ambiente (22 + 2°C) y se sometieron a ciclos
de luz/oscuridad por periodos de 12 horas y con libre acceso a alimento y agua. Sus pesos se
registraron diariamente diariamente y al final del estudio se sacrificaron los ratones sobrevivientes
y se realizé una evaluacién macroscdpica de los tejidos.

c) Prueba de campo abierto (Open Field Test)

Treinta minutos después de la administracion de los extractos, cada ratdn se colocd en una caja de
acrilico con el fondo dividido en 12 Cuadros (4 x 4 cm) con lineas de 2 cm de ancho. El nimero de
Cuadros explorados por cada ratén en un intervalo de 2 minutos se registr6 como actividad
exploratoria. El esquema del modelo puede observarse en la Figura 7.

20cm

26 cm
Figura 7. Esquema del dispositivo para la prueba de campo abierto u Open Field Test.
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d) Inhibicién de las convulsiones producidas por pentilentetrazol.

El pentilentetrazol (PTZ) a una dosis de 120 mg/kg por via intraperitoneal se administré 32
minutos después de la administraciéon de los extractos e inmediatamente después del
experimento de campo abierto. Se registrd la latencia de aparicion de la primera convulsién
clénica y tonica. A los animales del grupo control sélo se les administré el vehiculo antes de la
administracion del PTZ. Si en un tiempo limite de 30 minutos no se presentaron convulsiones y/o
muerte, los animales se consideraron como protegidos de las convulsiones. El diacepam se utilizé
como farmaco de referencia (Swinyard et al., 1989).

e) Prueba del tablero de hoyos (Hole Board Test).

Treinta minutos después de la administracién de los extractos por via intraperitoneal, cada ratén
se colocd en un tablero de 40 cm x 40 cm x 2 cm con 16 orificios centrados y equidistantes de 3 cm
de didmetro interno. El tablero se levantd por dos soportes de aluminio a 25 cm del nivel del piso.
El nimero de hoyos explorados (nose-poking) se midié durante 3 minutos. Una disminucién en el
numero de hoyos explorados revela una actividad ansiolitica. El esquema del modelo puede
observarse en la Figura 8 (Vogel y Vogel, 1997).

40 cm

25cm

Figura 8. Esquema del dispositivo para la prueba del tablero de hoyos o Hole board Test.

f) Hipnosis inducida por pentobarbital.

El pentobarbital sédico a una dosis de 60 mg/kg se administrd por via intraperitoneal 33 minutos
después de la administracién de los extractos e inmediatamente después de la prueba del tablero
de hoyos. Cada ratdn se observd y se registré el tiempo al que perdié el reflejo de enderezamiento
(latencia de hipnosis) y el tiempo al cual recuperd el mismo reflejo. El tiempo entre la pérdida y la
recuperacion del reflejo de enderezamiento se registr6 como duracion de la hipnosis (Gonzélez-
Trujano et al., 2006).
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g) Efecto sobre la coordinacion motora (prueba de Rota-rod).

Para esta prueba sélo se utilizaron los animales que demostraron la habilidad para permanecer en
el cilindro giratorio por al menos 120 segundos. Los ratones se colocaron inmediatamente después
de la administracion intraperitoneal de diacepam, extractos o el vehiculo en el cilindro del aparato
de prueba (Rota-rod; Ugo Basile) a 16 rpm, para registrar la actividad por 120 segundos. La
actividad del ratén en el cilindro fue registrada cada 10 minutos para un total de 120 minutos. El
efecto sobre la coordinacién motora se consideré cuando el ratén permaneci6 menos de 120
segundos en el cilindro giratorio. El esquema del modelo puede observarse en la Figura 9.

Figura 9. Esquema del dispositivo para la prueba de Rota-rod.

h) Prueba de miorrelajacion (Grip Strenght Test).

La prueba de miorrelajacion se realizdé usando una barra metdlica de 2 mm de diametro y 60 cm de
largo, colocado horizontalmente a una altura de 40 cm. Los ratones se colgaron con sus patas
delanteras por 30 segundos y se agarrd su cola de manera que no pudiera utilizar sus patas
traseras para sujetarse. Solo los ratones que cumplieron con este criterio se incluyeron en la
prueba. Después de la administracién de los extractos, del diacepam o del vehiculo, e
inmediatamente después de la prueba de rota-rod, los ratones fueron colocados en la barra
metadlica y su actividad se registré por 30 segundos cada 10 minutos hasta completar 120 minutos.
El efecto en la funcidn neuromuscular se considerd cuando el ratén cae de la barra metilica antes
de los 30 segundos. El esquema del modelo puede observarse en la Figura 10 (Vogel y Vogel,
1997).
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60 cm

40cm

Figura 10. Esquema del dispositivo para la prueba de miorrelajacion.

Efecto en los parametros hematolagicos.

Los parametros hematoldgicos Hemoglobina, Hematocrito, NUm. de glébulos rojos, Volumen
Corpuscular Medio, Hemoglobina Corpuscular Media, Concentracion de Hemoglobina Corpuscular
Media, Num. de plaquetas, Num. de leucocitos y Volumen Plaquetario Medio, se evaluaron en
ratas macho tratadas por via intraperitoneal con el extracto acuoso de ambas plantas. Las
muestras de sangre (0.2 a 0.4 mL) fueron colectadas por puncién cardiaca directa en las ratas
previamente anestesiadas con éter etilico a los 30, 60 y 90 minutos después de la administracion
de los extractos o del vehiculo. Las muestras de control se colectaron antes de la administracidn
de los extractos. Los valores de los parametros hematoldgicos de las muestras se obtuvieron en un
analizador hematoldgico Sysmex KX21.

Analisis estadistico.

Los resultados son expresados como la media + error estdndar de la media (eem) con grupos de al
menos 6 unidades experimentales. Las diferencias estadisticas se determinaron por medio de un
analisis de varianza de una via seguida por una prueba post hoc de Dunnett. Un valor de P<0.05
fue considerado como significativo para la existencia de diferencias. Para el analisis de los
parametros hematoldgicos se utilizé un analisis de varianza de dos vias seguida por una prueba
post hoc de Bonferroni con un valor de significancia de P<0.05.
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Estudio Quimico.
a) Acido 3-epi-ursélico (1).

De las fracciones 53-65 eluidas con una mezcla de CH,Cl,:AcOEt (8:2), del extracto metandlico de
los frutos completos de Ternstroemia pringlei, se obtuvieron 31 mg de un sélido de color blanco
recristalizado con MeOH y hexano, con punto de fusidon 243-245°C (no corregido). Rendimiento:
7.49% (de un total de 413.8 mg de extracto). Esta sustancia fue identificada como el acido 3-epi-
ursoélico (1) por comparacién de los datos de espectroscopia de IR (pelicula), RMN-'H (400 MHz,
CDCl;+DMSO-ds) y de espectrometria EM(IE) con los reportados para este triterpenoide
(Mukherijee et al., 1982; Jo et al., 2005)

o
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Figura 11. Acido 3-epi-ursdlico (1).

Asimismo, de la fraccién 2 eluida con una mezcla de CH,Cl,:AcOEt (1:1), de la percolacion del
extracto metandlico del pericarpio de Ternstroemia sylvatica, fue detectada la presencia del acido
3-epi-ursolico.

IR (pelicula) vmax: 3422, 2930, 1721, 1611, 1391, 1373, 1265, 1076, 1045.

EM(IE) m/z (%): 456 (1.77) [M], 410(3.10) [M - HCOOHT", 300 (3.54), 248 (100), 207 (38.50), 203
(76.99) [248 - COOH]", 189 (21.24) [207 - H,0]", 147 (12.39), 133 (52.65), 119 (19.47).

RMN-'H (400 MHz, CDCl;+DMSO-dj): 5.24 (m, 1H, 12-H), 3.18 (t, 1H, J = 7.8 Hz, 3-H), 1.08 (s, 3H,

Me-27), 0.98 (s, 3H, Me-25), 0.94 (d, 3H, J = 6 Hz, Me-29), 0.92 (s, 3H, Me-24), 0.85 (d, 3H,J =6.4
Hz, Me-30), 0.83 (s, 3H, Me-23), 0.77 (s, 3H, Me-26).
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b) 28-O-[B-L-6-ramnopiranosill-R,-barrigenol (Il).

Con una muestra de 200 gramos de semillas de Ternstroemia sylvatica y 250 mL de agua, se
prepard un extracto acuoso el cual se extrajo con n-butanol (2 L). Ambos extractos fueron
concentrados a presion reducida, obteniendo 13.28 g (6.64%) de la fraccion acuosa y 12.83
(6.42%) de la fraccidn n-butandlica. Una muestra de la fraccién n-butandlica (10 g) se
cromatografié usando Sephadex lipofilico LH-20 y eluida con metanol para obtener 20 fracciones
de 500 mL. De la fraccidn 2, se obtuvo un precipitado de color blanco muy polar que revela para
triterpenos con el reactivo de anisaldehido/4cido sulfurico. Por medio de HPLC y EM-FAB
(negativo), se observa que dicho precipitado es una mezcla de al menos 3 triterpenos glicosilados.

Una muestra de esta mezcla (20 mg) se hidrolizé con HCI 2N por 2.5 horas a reflujo y por 48 horas
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se neutralizdé con Na,CO; (10 % p/v en agua) y se
obtuvo un precipitado blanco que fue identificado por EM(IE) y RMN-'H como la aglicona R;-
barrigenol (Ill), (Fu et al., 2005). Otra muestra de la mezcla (20 mg) se hidrolizd por 2 horas a
reflujo con HCl 2 N, la mezcla de reaccion se neutralizé con Na,COs (10 % p/v en agua) y se obtuvo
un precipitado de color blanco-amarillento, con punto de fusion de 288-290°C, que fue
identificado como 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol  (ll), por sus propiedades
espectroscopicas (1D y 2D) y espectrométricas. La identificacion del carbohidrato se realizé
secando a vacio el sobrenadante y tratandolo con 40 pL de Sigma-Sil-A a 60°C por 10 minutos y
analizando la mezcla de reaccidn por CG/EM, con estandares de carbohidratos tratados de manera
similar.

HO

.
),
%,

%,
%

Figura 12. Ry-barrigenol (ll1).
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HO'

Figura 13. 28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R,-barrigenol (ll).

EM-FAB (negativo) m/z: 651 (M-H), 505 (M-H-Rha)".

RMN-3C (Py-ds, 100 MHz): § 47.92 (C-1), 41.57 (C-2), 78.13 (C-3), 39.41 (C-4), 55.72 (C-5), 19.22
(C-6), 36.9 (C-7), 42.11 (C-8), 39.36 (C-9), 37.53 (C-10), 24.14 (C-11), 124.58 (C-12), 144.86 (C-13),
54.58 (C-14), 67.51 (C-15), 72.48 (C-16), 48.21 (C-17), 47.51 (C-18), 47.58 (C-19), 36.52 (C-20),
78.45 (C-21), 77.2 (C-22), 16.74 (C-23), 17.72 (C-24), 16.06 (C-25), 28.82 (C-26), 21.19 (C-27), 72.28
(C-28), 30.71 (C-29), 19.54 (C-30), 102.79 (C-1'), 72.87 (C-2’), 73.96 (C-3'), 67.78 (C-4"), 69.69 (C-5'),
18.71 (C-6').

RMN-'H (Py-ds, 400 MHz): & 1.48 (2H, dd, J=4, 12 Hz, 1-H), 2.82 (2H, m, 2-H), 3.06 (1H, t, J=12 Hz,
3-H), 0.97 (1H, m, 5-H), 1.66 (2H, m, 6-H), 2.17 (2H, m, 7-H), 1.89 (1H, m, 9-H), 1.98 (2H, m, 11-H),
5.55 (1H, t, J=4 Hz, 12-H), 4.46 (1H, m, 15-H), 4.98 (1H, m, 16-H), 1.84 (3H, m, 18-H, 19-H), 4.85
(1H, d, J=12 Hz, 21-H), 4.63 (1H, d, J=12 Hz, 22-H), 1.88 (3H, s, 23-H), 1.08 (3H, s, 24-H), 1.01 (3H, s,
25-H), 1.25 (3H, s, 26-H), 1.14 (3H, s, 27-H), 4.51 (2H, m, 28-H), 1.37 (3H, s, 29-H), 1.41 (3H, s, 30-
H), 5.12 (1H, d, J=4 Hz, 1’-H), 4.44 (1H, dd, J=4, 8 Hz, 2’-H), 4.26 (1H, t, =8 Hz, 3'-H), 4.13 (1H, m,
4’-H) 3.63 (1H, m, 5’-H), 1.64 (3H, d, J= 8 Hz, 6-H).
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RESULTADOS Y DISCUSION

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Los porcentajes de rendimiento de cada uno de los extractos se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Extractos obtenidos, g (rendimiento)

T. sylvatica

Extracto T. pringlei

(fruto completo) pericarpio semillas
Hexano 0.94 (0.21%) 1.44 (0.39%) 17.59 (31.30%)
Diclorometano 2.1(0.47%) 2.01 (0.54%) 5.51(9.81%)
Metanol 152.7 (34.46%) 50.17 (13.41%)  3.80 (6.76%)
Acuoso 1.54 (15.38%) 1.4 (13.99%) 1.42 (14.23%)
Cantidades originales (g) para los extractos organicos:
T. pringlei 443.0¢g
T. sylvatica (pericarpio) 374.0¢g
T. sylvatica (semillas) 56.2 g

Para los extractos acuosos se pesaron 10 g de frutos, semillas o pericarpio.

Figura 14. Fotografias de T. pringleiy T. sylvatica
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PARTE FARMACOLOGICA

a) Prueba del cilindro de exploracion (Exploratory Cylinder Test).

Se evaluaron en el cilindro de exploracion. Los resultados de la evaluacién de los extractos de T.
pringleiy T. sylvatica para actividad sedante se muestran en el Cuadro 8. Se utilizé diacepam como
farmaco de referencia.

Cuadro 8. DE;, sedante para los extractos de T. pringlei y T. sylvatica por via i.p.

PLANTA PARTE EXTRACTO DEs, + eem (mg/kg) MORTALIDAD*
Hexano 446.7 £ 81.2 No
Diclorometano 345.7 +140.5 No
T. pringlei Fruto completo
Metanol 232.9+30.3 Si
Acuoso 78.9+17.2 Si
Hexano 752.1+208.4 No
Diclorometano 743 £208.3 No
Pericarpio
Metanol 61.9+6.4 Si
Acuoso 41.5+19.9 Si
T. sylvatica
Hexano 1270.1 + 260.8 No
Diclorometano Sin efecto No
Semillas )
Metanol 13.8+1.7 SI
Acuoso 49+0.8 Si
Diacepam 3.04+1.14

* Todos o algunos animales murieron tiempo después de terminado el experimento.

Los resultados muestran que los extractos metandlicos y acuosos de T. sylvatica fueron los mas
activos, e inclusive el extracto acuoso de semillas tienen una actividad comparable a la del
diacepam. Sin embargo, estos extractos y los extractos metandlico y acuoso de T. pringlei,
presentaron muerte en los ratones utilizados después de 1-2 h de la administracién, lo cual indica
que los extractos tienen toxicidad por via i.p. Por ello, se decidié determinar el efecto sedante por
via intragdstrica y la determinacion de las DLsy para cada extracto metandlico y acuoso tanto por
via i.p. e intragastrica.
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Efecto sedante por via intragdstrica. La administracion de los extractos acuosos de T. pringlei por
via p.o. no muestran efecto sedante. Los extractos acuosos de T. sylvatica muestran un pequefio
efecto no dosis-dependiente y la administraciéon continua por 5 dias (una dosis por dia) del
extracto acuoso de semillas muestra efecto sedante, no dosis-dependiente, a dosis mayores de
300 mg/kg, ademas de toxicidad (Figura 15, Cuadro Al del Apéndice I). Esto nos indica que
posiblemente los metabolitos que se encuentran en la planta no son bien absorbidos o sufren
efecto de primer paso (biotransformacidn intestinal y hepatica).

A. B.
8 80+ 8 80-
‘= 604 = 604
g g
c [
S 404 * 3 404
8 3
(]
3 204 S 204
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: £
Z 0+ 0
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Figura 15. Efecto sedante por via p.o. en una administracién Unica de los extractos acuosos de T. pringlei (A),
semillas (C) y pericarpio (E) de T. sylvatica, y efecto sedante después de una administracion diaria por via
intragastrica por 5 dias de los extractos acuosos de T. pringlei (B), semillas (D) y pericarpio (F) de T. sylvatica.
*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via
seguida por una prueba de Dunnett.
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b) Toxicidad aguda.

Via intraperitoneal.

Se determiné la toxicidad aguda de los extractos a una dosis Unica por via i.p. y un periodo de
observacion de 14 dias. Se utilizaron los grupos de ratones que se utilizaron en la determinacién
del efecto sedante en la prueba del cilindro de exploracion.

Después de los 14 dias de observacion, los ratones que sobrevivieron, presentaron una pérdida de
peso con respecto al grupo control. Asimismo los ratones que murieron entre el dia 2 y el dia 5,
presentaron una disminucién de hasta el 60 % de su peso con respecto a su peso inicial. No hubo
muertes después de los 5 dias. El examen post mortem a nivel macroscépico no mostraron
deformaciones o dafio en los drganos internos de los animales.

Las DLsg calculadas en el estudio de toxicidad aguda se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. DLs, de los extractos administrados por via i.p.

PLANTA EXTRACTOS LDs, £ eem (mg/kg)
Metanol >> 2000
Ternstroemia pringlei
Acuoso 300.0 £ 46.5
Ternstroemia sylvatica Metanol 365.9+120.2
(pericarpio) Acuoso 380.4 +191.3
Ternstroemia sylvatica Metanol 3.8+2.6
(semillas) Acuoso 50+1.4

Como puede observarse, todos los extractos con excepcion del extracto metandlico de T. pringlei
presentaron toxicidad, ademas, la DLs, del extracto metandlico de semillas de T. sylvatica es
menor a su DEsg, y en el extracto acuoso de las semillas es practicamente el mismo. Cabe sefialar
que la actividad sedante se mide en 30 minutos, mientras que el efecto téxico en un periodo de 14
dias.

Un grupo independiente de ratones (n=6) se administraron con una dosis de 100 mg/kg del

extracto acuoso de semillas de T. sylvatica presentaron las siguientes caracteristicas de toxicidad

antes de su muerte, la cual sucede en un periodo de 90-100 minutos después de la administracién:
1. Piloereccidn.

2. Movimiento intestinal intenso.
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Dificultad al respirar (jadeos).

Pérdida de la actividad exploratoria y estado de alerta.

Pérdida del reflejo de escape.

Pérdida del color de la piel en las extremidades y cola (palidez).
Pérdida de la miccién y defecacién al manejo.

Aumento de la frecuencia respiratoria.

L o N kW

Disminucién de la temperatura corporal.

10. Disminucion del consumo de alimento y agua (s6lo en aquellos que sobreviven mas de 12
h).

11. Muerte

12. Colapso de los pulmones y diafragma.

13. Extravasacion en la cavidad peritoneal.

14. Retencidn urinaria (vejiga llena de orina)

15. Sangrado en la cavidad peritoneal.

Un grupo independiente de ratones (n=6) se administraron con una dosis de 316 mg/kg del
extracto acuoso de semillas de T. sylvatica presentan las mismas caracteristicas, sin embargo la
muerte del ratdn ocurre entre 30 y 40 minutos.

Algunas caracteristicas mencionadas son semejantes a las presentadas por sustancias depresoras
del SNC, inclusive la muerte de los animales parece deberse a una depresién respiratoria (el
examen post mortem mostré dafio en pulmones y diafragma) o a un sangrado interno (el examen
post mortem mostré extravasacion y sangrado en la cavidad peritoneal). Algunos signos
observados en los ratones concuerdan con efectos agonistas de los receptores GABA, o
moduladores de los mismos como lo hacen las benzodiacepinas o los barbituricos (dificultad para
respirar, pérdida de los reflejos de escape, sedacidn, hipotermia, etc.) asimismo, otros signos
concuerdan con un efecto depresor provocado por antagonistas H; (extravasacion, sedacién) o por
anticolinérgicos (retencidn urinaria, depresidn respiratoria). Sin embargo, ninguno de estos
mecanismos explica la totalidad de los efectos encontrados por lo que podria deberse a la accidn
de dos o mdas mecanismos simultaneamente.

De lo anterior, podemos generar dos hipotesis:
1. El efecto sedante observado y el efecto tdxico son el mismo, y por lo tanto los metabolitos
contenidos en la planta son téxicos.
2. Tanto el efecto sedante como el efecto téxico son independientes, y son diferentes las
sustancias presentes en la planta las que los generan.

Para comprobar o refutar cada una de las hipédtesis se decidid realizar mas pruebas de actividad en

el sistema nervioso central, para encontrar una relacion farmacoldgica entre ellas que nos indique
que los efectos son independientes.
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Via intragdstrica.

Por via intragastrica a una sola dosis, no se observa ningln signo de toxicidad en los ratones en un
rango de dosis de 10 a 1333 mg/kg. Dosis mas altas ya no se probaron. Este comportamiento
indica que existe un componente importante farmacocinético a nivel de absorciéon que determina
la toxicidad en los roedores.

c) Prueba de campo abierto (Open Field Test).

En el Figura 16, se muestran las graficas de los resultados de la prueba de campo abierto, donde se
puede observar que todos los extractos ensayados tienen algun grado de actividad en la inhibicidn
de la actividad motora: los extractos acuoso y metandlicos de T. pringlei tienen efecto a partir de
una dosis establecida (177 y 100 mg/kg respectivamente) y de ahi se mantiene constante, por lo
qgue no hay una relacidn dosis-respuesta. Los extractos acuosos de semillas y pericarpio de T.
sylvatica presentan este mismo comportamiento no dependiente de la dosis, aunque el efecto es
mayor en el acuoso, principalmente debido a que se presentan los efectos téxicos en los ratones
(Cuadro A2 del Apéndice I).

El extracto metandlico de las semillas de T. sylvatica mostré un comportamiento dosis-
dependiente de la inhibicién de la actividad motora, construyendo la curva dosis-respuesta
correspondiente y realizando el ajuste al modelo del efecto maximo sigmoide, nos da un valor de
DE;, = 6.062 + 0.998 mg/kg, sin embargo, los efectos téxicos se presentaron en las mismas dosis
en las cuales se ve un efecto.
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Figura 16. Efecto sobre la actividad motora por via i.p. en una administracién Unica de los extractos
metandlicos de T. pringlei (A), semillas (C) y pericarpio (E) de T. sylvatica, y de los extractos acuosos de T.
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d) Prueba del tablero de hoyos (Hole Board Test).

La evaluacidn de los extractos mostraron que el extracto metandlico de T. pringlei tiene un efecto
pequefio (menor al 50%) no dependiente de la dosis (Figura 17, Cuadro A4 del Apéndice I),
mientras que su extracto acuoso no presenta efecto a las dosis probadas. Lo que significa que muy
probablemente estos extractos no tengan efecto ansiolitico, lo que podria corroborarse aplicando
otros experimentos para actividad ansiolitica como la prueba de nado forzado o la cruz elevada.
Ademas, ya se habia informado que a una dosis Unica no se encontrd efecto ansiolitico en ratas
(Molina, 1999).

Tanto el extracto metandlico y acuosos de las semillas de T. sylvatica indujeron efecto
dependiente de la dosis con una DE;, = 10.75 + 1.98 mg/kg para el extracto metandlico, y DEs, =
20.78 *+ 2.43 mg/kg para el extracto acuoso. Sin embargo a las dosis altas se presentaron los
signos de toxicidad en los animales.

Los extractos metandlico y acuoso del pericarpio de T. sylvatica, provocaron una disminucién del
numero de hoyos explorados no dependiente de la dosis, aunque este menor al 50% y a dosis
altas, por lo que podemos concluir la ausencia de efecto ansiolitico en los extractos.

En este experimento podemos concluir que se presentd el efecto en los extractos de las semillas

de T. sylvatica, acompafiado del efecto toxico (mortalidad), por lo que no se descarta, hasta este
momento, que sean el mismo efecto.
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Figura 17. Efecto sobre la actividad ansiolitica en el tablero de hoyos por via i.p. en una administracidn unica

de los extractos metandlicos de T. pringlei (A), semillas (C) y pericarpio (E) de T. sylvatica, y de los extractos

acuosos de T. pringlei (B), semillas (D) y pericarpio (F) de T. sylvatica. *Diferencia estadistica significativa,

P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.
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e) Prueba de coordinacién motora en Rota-Rod.

En la evaluacion de los extractos de T. pringlei sobre la coordinacion motora nos indica que el
extracto metandlico ejerce un pequefio efecto, sin embargo, no es dependiente de la dosis;
mientras que en el extracto acuoso, sélo a dosis altas como 562 mg/kg se encuentra un efecto,
aunque no importante. Lo anterior no concuerda con lo encontrado en la evaluacion sedante, ya
que este efecto siempre viene acompafnado de una disminucion de la coordinacién motora, es
decir, T. pringlei presenta efecto sedante sin pérdida de la coordinacidn motora (Figura 18).

Con respecto a la evaluacidn de los extractos de semilla de T. sylvatica se encontré que ambos
extractos presentan efecto sobre la coordinacién motora, pero sdlo el extracto metandlico de
semillas de T. sylvatica, el efecto fue dosis dependiente con un DEs, = 52.21 + 4.45 mg/kg, y en
ambos extractos en las concentraciones mas altas hubo muerte de ratones, inclusive en el extracto
metandlico no se completd la curva con las Ultimas concentraciones. Nuevamente observamos
que el efecto que se evalla se presenta sélo en conjunto con el efecto tdxico.
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Figura 18. Efecto sobre la coordinacion motora en Rota-Rod por via i.p. en una administracion unica de los
extractos metandlicos de T. pringlei (A), semillas (C) y pericarpio (E) de T. sylvatica, y de los extractos
acuosos de T. pringlei (B), semillas (D) y pericarpio (F) de T. sylvatica. Diferencia estadistica significativa,
P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.
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f) Prueba sobre la funcién neuromuscular (Grip Strenght).

El extracto metandlico de T. pringlei no provocé miorrelajacidon, mientras que el extracto acuoso
de la misma planta indujo un pequefio efecto no dependiente de la dosis, asimismo los extractos
acuosos de semillas y de pericarpio, y el metandlico del pericarpio de T. sylvatica presentaron un
efecto miorrelajante de alrededor del 20-30%, sin embargo este efecto no fue dosis dependiente y
en las dosis mas altas probadas, los ratones presentaron los signos de toxicidad, ya anteriormente
sefialados (Figura 19).

El extracto metandlico de las semillas, fue el Unico extracto que presento un efecto miorrelajante
bien definido y dependiente de la dosis, la dosis inhibitoria calculada por el modelo lineal-
logaritmico fue DEsy = 45.39 + 5.85 mg/kg. Cabe sefialar que aunque este extracto presento efecto
miorrelajante, los ratones también presentaron signos de toxicidad y en las dosis mas altas hubo
muerte de algunos ratones. Nuevamente observamos que al presentarse un efecto
neurofarmacolégico viene acompafiado el efecto téxico y en algunos casos sélo podemos ver el
efecto tdxico como en el extracto acuoso de semillas.
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Figura 19. Efecto miorrelajante por via i.p. en una administracion Unica de los extractos metandlicos de T.
pringlei (A), semillas (C) y pericarpio (E) de T. sylvatica, y de los extractos acuosos de T. pringlei (B), semillas
(D) y pericarpio (F) de T. sylvatica. *Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control,
después de un ANOVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.
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g) Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital.

Al administrar pentobarbital sddico a ratones previamente tratados con los extractos metandlicos
y acuosos de T. pringlei y pericarpio de T. sylvatica, no se observa un cambio estadisticamente
significativo en la latencia de inicio de la hipnosis, ni en la duracién de la hipnosis misma,
comparados con un grupo de ratones que fue previamente tratados sélo con disolucidn salina; por
lo que se puede afirmar que estos extractos no potencializan el efecto del pentobarbital como se
observa en grupos de ratones previamente tratados con diacepam (Figura 20, Cuadro A5 del
Apéndice 1). Lo anterior nos indica que posiblemente no hay efecto de estas plantas a nivel del
SNC.

Sin embargo, a grupos previamente tratados con diferentes concentraciones del extracto
metandlico y acuoso de semillas de T. sylvatica, que aunque no observa un cambio significativo en
las latencias del efecto hipndtico, los ratones al caer en el efecto hipndtico, poco tiempo de
después se presenta la muerte del mismo a partir de la dosis de 56 mg/kg (Figura 20). En este caso
se observa no una potenciacién del efecto hipndtico del pentobarbital, sino la potenciacién del
efecto tdxico de los extractos de semillas. Podemos suponer que el efecto téxico ejercido por los
extractos de semillas tienen un componente a nivel del SNC, es decir, parte o completamente
efecto téxico es a nivel del SNC (Gonzalez-Trujano et al., 2006).
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Figura 20. Efecto de la administracion i.p. de los extractos metandlicos (A) y acuosos (B) de T. pringlei, T.
sylvatica y diacepam, en la latencia y duracién de la hipnosis del pentobarbital sédico. *Diferencia
estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via seguida por una
prueba de Dunnett.
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h) Inhibicion de las convulsiones inducidas por pentilentetrazol.

Al administrar pentilentetrazol (PTZ) a ratones previamente tratados con los extractos acuosos de
T. pringlei y pericarpio de T. sylvatica, no mostraron efecto sobre la latencia de aparicién de las
convulsiones clénicas y tdnicas, con respecto al grupo tratado sdlo con disolucidn salina, ni
tampoco hubo efecto protector (todos los animales murieron por el efecto del PTZ). Los extractos
metandlicos de T pringlei y pericarpio de T. sylvatica mostraron un aumento en la latencia de las
convulsiones tdnicas, sin embargo este efecto no es significativo y no dependiente de la dosis
(Figura 21, Cuadro A3 del Apéndice 1), ademads de que no protegen a los ratones (Gonzalez-Trujano
et al., 2006).

Los extractos metandlico y acuoso de las semillas de T. sylvatica, presentaron un aumento en la
latencia de las convulsiones tanto clénicas como tdnicas y en el caso del extracto metandlico, de
manera dependiente de la dosis. Sin embargo, en ningun caso iguala la actividad del diacepam ni
su funcion protectora presentada a la dosis de 5.6 mg/kg. Con estos datos podemos observar que
el efecto depresor ejercido por los extractos no es suficiente para detener la accién del PTZ, por lo
gue el mecanismo de la depresion ejercida por los extractos, y por lo tanto su accidn todxica, puede
ser diferente a la del diacepam.
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Figura 21. Efecto anticonvulsivante de los extractos metandlicos (A) y acuosos (B) de T. pringlei, T. sylvatica y

diacepam, administrados por via i.p. *Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control,
después de un ANOVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.
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i) Efecto sobre los parametros hematoldgicos.

Con respecto al efecto de los extractos en los parametros hematoldgicos, este se realizd en ratas
debido a que los efectos mostrados en ratones también se presentan en las ratas con la ventaja de
tener un volumen sanguineo mayor para las tomas de muestra. Se escogio el extracto acuoso para
la evaluacién, y se manipularon dos variables: el tiempo desde la administracién del extracto y la
concentracién del mismo. Los limites para el tiempo y la dosis fueron de 90 minutos y 316 mg/kg,
ya que a partir de un tiempo mayor de 90 minutos o una dosis mayor a 316 mg/kg, el animal
muere rapidamente.

El extracto acuoso de las semillas de T. sylvatica disminuye significativamente el nimero de
plaquetas (con respecto al control que recibié sélo el vehiculo). La trombocitopenia inducida por
este extracto resultd ser dosis- y tiempo- dependiente, y los valores del conteo de plaquetas
llegaron hasta una disminucién del 90% en 90 minutos a una dosis de 100 mg/kg: una disminucion
muy grande de plaquetas en un tiempo relativamente corto (Cuadro 10, Figura 21 y Cuadros A6,
A7 y A8 del Apéndice I).

Este mismo efecto de disminucién del valor, no fue observado en ningin otro parametro
hematoldgico o por lo menos no de manera estadisticamente significativa.

El efecto trombocitopénico es importante debido a que no hay sustancias conocidas que
produzcan el efecto en un tiempo tan corto como el extracto. Generalmente la trombocitopenia es
un efecto adverso de diversos farmacos como la rifampicina (Lee y Lee, 1989), algunos
antiepilépticos como la oxcarbacepina (Mahmud et al., 2006), fenobarbital (Knutsen et al., 1984),
fenitoina (Tennis et al., 1997) o el acido valproico (Tichy et al., 2003), el inhibidores de la recaptura
de serotonina como la fluoxetina, paroxetina y sertralina (ADRAC, 1998; Calhoun y Calhoun, 1996)
y el antimaldrico quinina (George y Aster, 2009). Y como efecto adverso, este aparece después de
varios dias o incluso semanas de tratamiento con el fdrmaco, a una frecuencia del 18 al 30% de los
pacientes, asimismo, estos se recuperan al retirarse el farmaco. Ademas, alin no se conoce con
exactitud el mecanismo por el cual se produce este efecto, aunque se piensa que existe supresion
de la médula ésea (ADRAC, 1998; George y Aster, 2009).

La trombocitopenia inducida por plantas medicinales también ha sido reportada: Jui, una medicina
herbolaria china, la cual estd compuesta por la mezcla de Sinomeni caulis et rhizoma, Glycyrrhizae
radix, Aralia elata, Glechomae herba, y Taxus cuspidate induce aguda y reversiblemente la
trombocitopenia (Azuno et al., 1999; Ohmori et al., 2004). No se conocen aun las causas de la
trombocitopenia producida por dichas plantas.
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Cuadro 10. Parametros hematoldgicos determinados después de la administracion del extracto

acuoso de semillas de T. sylvatica.

Tiempo Planta Parametro " Dosis (me/ke)
Vehiculo 10 32 100
Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 7.92+0.42 6.98+0.33 7.32£0.3 6.84+0.6
.. Hemoglobina, HGB (g/dl) 15.18+0.53 14.17 £0.45 14.6+0.47 13.74%1.39
Ternstroemia pringlei )
Hematocrito, HCT (%) 47.9+1.46 44.43+2.12 45.43+1.55 42.18+4.03
Plaquetas, PLT (x10°/mm?®) 771.25+42.36  794.67+12836  818.5+38.09 506.6 + 187.34
8 . . Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 7.92+0.42 6.92+0.22 7.38+0.17 7.23+0.3
2 Terntroemia sylvatica | 0| bina, HGB (g/dl) 15.184+0.53 13.76£0.27 14.86+0.31 14.6+0.71
E (pericarpio) Hematocrito, HCT (%) 47.9+1.46 42.96+1.15 44.98£0.98 43.8£2.22
Plaquetas, PLT (x10°/mm?®) 771.25+42.36  549.6+137.14 738.6+53.85 816.25 +90.61
Gldbulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 7.92+0.42 7.14+0.13 7.51+0.27 7.27+0.18
Terntroemia sylvatica Hemoglobina, HGB (g/dl) 15.18+0.53 14.7+0.23 13.2+1.76 14.56 +0.39
(semillas) Hematocrito, HCT (%) 47.9+1.46 45.68+0.8 45.63+0.95 44.12+1.2
Plaquetas, PLT (x10°/mm?) 771.25+42.36  773.8+42.58 742.33+93.81  623.41155.42
Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 6.72+0.25 6.52+0.15 6.69+0.29 5.66+0.54
.. Hemoglobina, HGB (g/dl) 13.16£0.48 12.97 £0.41 13.92+0.37 11.54+1.01
Ternstroemia pringlei )
Hematocrito, HCT (%) 40.32+1.95 39.93+0.9 43.28+13 34.64+3.67
Plaquetas, PLT (x10°/mm?®) 428.6+153.99 711.33+107.16  515+184.18 193.6+99.13
2 Globulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 6.72+0.25 6.31+0.35 6.96+0.52 6.2+0.6
3 Terntroemia sylvatica ~ Hemoglobina, HGB (g/dl) 13.1610.48 12.58+0.65 13.56£0.73 12,48 £1.02
E (pericarpio) Hematocrito, HCT (%) 40.32+1.95 39.43+1.78 41.78+2.41 37.8+3.87
™ Plaquetas, PLT (x10°/mm?) 428.6+153.99  671.75+88.17 458.8+163.98  350%201.89
Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 6.72+0.25 6.9+0.46 7.54+0.21 6.68+0.57
Terntroemia sylvatica Hemoglobina, HGB (g/dl) 13.16+0.48 14.18+0.74 14.7+0.43 13.48+0.94
(semillas) Hematocrito, HCT (%) 40.32+1.95 43.73+2.59 45.68+1.77 40.3+3.06
Plaquetas, PLT (x10*/mm®) 428.6+153.99 579.5+177.81 519.6+208.21  272+214.36
Glébulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 6.92+0.46 5.52+0.67 6.13£0.31 7.01£0.45
.. . Hemoglobina, HGB (g/dl) 13.44+0.7 10.98 +1.08 12.7£0.62 11.5+1.22
Ternstroemia pringlei )
Hematocrito, HCT (%) 41.16+1.94 34.18+3.73 39.4+2.18 42.23£3.69
Plaquetas, PLT (x10°/mm?) 498.6+181.87 234.25:126.86  315.25:+186.52  302.33£253.55
a Glébulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 6.92+0.46 6.55+0.73 5.53+0.36 5.93+0.43
E Terntroemia sylvatica Hemoglobina, HGB (g/dl) 13.44+0.7 12.9+131 10.87+0.29 11.83+0.66
E (pericarpio) Hematocrito, HCT (%) 41.16+1.94 40.68 +4.42 32.57+1.16 36.28+1.84
© Plaquetas, PLT (x10*/mm?) 498.6+181.87  285.2+169.1 168.33+145.86  424.25+194.01
Globulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 6.92+0.46 7.15+0.62 7.1+£0.4 7.36+0.55
Terntroemia sylvatica ~ Hemoglobina, HGB (g/dI) 13.44+0.7 14.6 +1.07 14.7+0.72 13.6 £0.65
(semillas) Hematocrito, HCT (%) 41.16+1.94 45.4+3.99 45.97 +2.44 41+1.99
Plaquetas, PLT (x10*/mm?®) 498.6+181.87  782.25+30.82 537.67 £439.48  109.75 +49.68
Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 6.14+0.61 5.8+0.56 5.50+0.42 6.54+0.43
. . Hemoglobina, HGB (g/dl) 12.25+0.95 11.44+0.9 11.84+0.68 10.33+1.97
Ternstroemia pringlei )
Hematocrito, HCT (%) 38.35+2.75 36.22+3.37 36.3%2.3 40.27 £3.22
Plaquetas, PLT (x10°/mm?®) 411+340 354+173.52 316.8+155.59  319.67+242.13
2 Globulos Rojos, RBC (x10°/mm?) 6.14+0.61 6.02+0.73 6.06+0.31 5.54+0.55
3 Terntroemia sylvatica ~ Hemoglobina, HGB (g/dI) 12.25+0.95 11.83+1.36 12.23£0.55 11.4+0.67
E (pericarpio) Hematocrito, HCT (%) 38.35+2.75 37.53+4.57 37.03+1.3 34.33+1.77
o Plaquetas, PLT (x10*/mm?®) 4114340 199.5 +160.12 242 +187.36 231.33+180.87
Glébulos Rojos, RBC (x10%/mm?) 6.14+0.61 6.64+0.64 7.7£0.52 7.13£0.31
Terntroemia sylvatica ~ Hemoglobina, HGB (g/dl) 12.25+0.95 13.53+1.2 15.27 +1.47 14.13+0.75
(semillas) Hematocrito, HCT (%) 38.35+2.75 41.83+4.17 47.47+4.77 43.17+1.93
Plaquetas, PLT (x10°/mm?) 411+340 410.75+181.4 381.33+£196.88  69.33+26.27
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Con estos datos, podemos concluir que el extracto acuoso de las semillas de T. sylvatica presenta
un efecto tdxico caracterizado, entre otros efectos como la depresién del SNC, por una
trombocitopenia aguda. Aunque estos resultados no se pueden extrapolar a los seres humanos, se
requiere de mas estudios de toxicidad y del mecanismo de accidn por el cual se ejerce.

Figura 21. Efecto de la administracion del extracto acuoso de las semillas de T. sylvatica en el conteo de
plaquetas (PLT). Las barras representan el promedio de al menos 6 animales. * P<0.05 diferencia
estadisticamente significativa con respecto al vehiculo después de un ANOVA de dos via seguida por la
prueba de Bonferroni para comparaciones multiples.
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1.1) Evaluacion microscdpica de los eritrocitos

De acuerdo con los datos anteriores, se decidid realizar frotis de muestras de sangre de ratas que
fueron previamente administradas (90 min) con dosis de 100 mg/kg de los extractos acuosos de
las plantas para averiguar si existian cambios en los eritrocitos. Los frotis se tifieron mediante la
tincidn de Wright y se observaron al microscopio a un a aumento de 40x (Figura 22).

Los resultados indican que no se encontraron cambios en la forma, color, o tamafo de los glébulos
rojos, comparados con una muestra control. Cabe sefalar, que ha reportado que existen
saponinas que alteran morfolégicamente los eritrocitos y en algunos casos los hemolizan
provocando una disminucién del conteo de los mismos (Santos et al., 1997), sin embargo, estos
dos efectos no los provocan los extractos de las plantas estudiadas.

Figura 22. Frotis de muestras de sangre de ratas administradas con una dosis de 100 mg/kg de los extractos
acuosos de las plantas después de 90 minutos. Los frotis se tifieron mediante la tincién de Wright y se
observaron a un aumento de 40x.
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PARTE QUIMICA
a) Acido 3-epi-ursélico.

El extracto metandlico del fruto completo de Ternstroemia pringlei, se tomé una muestra de 413
mg y se le realizé una cromatografia abierta. De las fracciones 53-65 eluidas con una mezcla de
CH,Cl,:AcOEt (8:2), se obtuvieron 31 mg de un sélido de color blanco que fue purificado por
recristalizacién con MeOH y hexano. Su punto de fusién no corregido fue de 243-245°C con
rendimiento del 7.49% (Figura 23).

Extracto metandlico
de T. pringlei
413 mg

!

Cromatografia
en columna abierta

t—]

Fraccién 53-65
CHCI,:AcOEt

(8:2) Acido 3-epi-ursélico
Sélido amorfo blanco 7 (ERLEEE)

p.f. 243-245°C
31 mg (7.49%)

Figura 23. Esquema de aislamiento del acido 3-epi-ursdlico.

La sustancia en cuestién presenta en el espectro de IR (Apéndice 2, espectro 1) una banda de
absorcién en 3422 cm™ correspondiente a un grupo hidroxilo, asi como una banda a 1721 cm™
caracteristica de un grupo carbonilo y una banda a 1611 cm™ correspondiente a un doble enlace.

En su espectro de masas por impacto electréonico (Apéndice 2, espectro 2), EM(IE), se observa el
idn molecular a un m/z de 456, para una formula molecular de C3;H4505, ademas se observan los
fragmentos a m/z 248 y m/z 207, caracteristicas de un rompimiento por una reaccion retro Diels-
Alder de triterpenoide de tipo oleanano o ursano (Mukherjee, et al., 1982). Las fragmentos en m/z
410 [M-HCOOH]* y m/z 203 [248-COOH]" indican la presencia de un grupo carboxilo en los anillos
C*DE, mientras que el fragmento m/z 199 [207-H,0]" indican la presencia de un hidroxilo en los
anillos ABC* (Figura 24).

En su espectro de RMN'H, se observan 5 singuletes correspondientes a 5 metilos terciarios a &
1.08 (s, 3H, Me-27), 6 0.98 (s, 3H, Me-25), 6 0.92 (s, 3H, Me-24), § 0.83 (s, 3H, Me-23), 6 0.77 (s,
3H, Me-26); y 2 sefiales dobles correspondientes a 2 metilos secundarios a 6 0.94 (d, 3H, J = 6 Hz,
Me-29), 6 0.85 (d, 3H, J = 6.4 Hz, Me-30). Asimismo, se observa una sefal multiple a 6 5.24 (m, 1H,
Hi,) correspondiente a un doble enlace endociclico. Estos datos, nos indican que la sustancia tiene
un esqueleto pentaciclico del tipo urs-12-eno, es decir un esqueleto de ursano con un doble
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enlace en Cy,, un carboxilo en Cyg y un hidroxilo en el anillo A, estructura semejante a la del acido
ursolico (Mukherjee et al., 1982; Seebacher et al., 2003; Smati et al., 2007).

_ : i
"HCOOH
o
ACidO 37epj ursglico — m,z 410 —
_ ) et
'COOH
H Retro Diejs Alder
o
_ . 14
— m,z 456 [M]* -
— - /
+ COOH
CH,
L m/z 248 .
i Pico pase
HOT S "COOH
L m /Z 207 _
_ . 7+
- CH. +
H2 2
7 c
H
m,z 189 m,z203

Figura 24. Patrén de fragmentacién del 4cido 3-epi-ursdlico

Comparando los datos informados para el acido ursélico y la sustancia en cuestidn; se observa en
la sustancia aislada a 6 3.18 (t, 1H, J = 7.8 Hz, H-3) una sefial triple que se asigna al hidrégeno base
del hidroxilo de la posicion 3 del anillo A. En el acido ursdlico esta sefial se encuentra a un
desplazamiento quimico de 6 3.44 con una multiplicidad doble de doble (dd) y es asignada a un
hidrégeno en configuracion a y por lo tanto, el hidroxilo del C-3 es un hidroxilo B (Figura 25). Por lo
gue se puede entonces concluir que en la sustancia en discusidn, el hidrégeno de la posicion 3
tienen una configuracién B y el hidroxilo una configuracion a, lo cual corresponde al epimero del
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acido ursdlico, el acido 3-epi-ursdlico (l); afirmacion corroborada comparando los datos del acido
3-epi-ursdlico con los informados en la literatura (Youngmi et al., 2005; Mukherjee et al., 1982)

H H
Hg HO
H H
H Hs
H, 8318 (t) H, 8 3'44 (dd)
acido 3_Epi_urSé|iCO aCido ursgjico

Figura 25. Configuracion del H-3 en el acido 3-epi-ursdlico y acido ursdlico.

Figura 26. Estructura del acido 3-epi-ursélico (I).

Asimismo, del extracto metandlico del pericarpio de T. sylvatica, al ser separada por
cromatografia, de la fraccién 2 eluida con una mezcla de CH,Cl,:AcOEt (1:1), fue detectada la
presencia del dcido 3-epi-ursélico.

Al ser evaluado el acido 3-epi-ursdlico junto con los extractos de los cuales se aisld, se encontrd
que el acido 3-epi-ursélico presentd menos actividad sedante en el cilindro de exploracién que los
extractos de origen, a una dosis de 100 mg/kg y comparado con el control su actividad es apenas
del orden del 30-40% (Figura 27). Por lo que esta sustancia no es la responsable del efecto sedante
ni del efecto téxico presente en las plantas. Dicho efecto sedante, de acuerdo con la Figura 28, se
va “concentrando” en las fracciones mas polares de los extractos (sombreadas con negro), por lo
que las sustancias responsables de los efectos son mucho mds polares que el acido 3-epi-ursélico.
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T
Vehiculo

Ext. metandlico
pericarpio 3-epi-ursoélico

de T. sylvatica

T T
Acido

Ext. acuoso de
T. pringlei

Figura 27. Efecto sedante a una dosis de 100 mg/kg en el cilindro de exploracién del vehiculo, extracto

metandlico de T. sylvatica, extracto acuoso de T. pringleiy del acido 3-epi-ursdlico. *Diferencia estadistica

significativa, P<0.05, con respecto al vehiculo, después de un ANOVA de una via seguida por una prueba de

Dunnett.

Extracto metanolico
de T. sylvatica (pericarpio)

|

Acido 3-epi-ursolico

3069
1
! ) J ! |
Fracciona Fraccion 2 Fraccion3 Fraccion 4 Fracciong Fraccion 6
CH.Cl, | |CH,Cl:AcOEt| | AcOEt | YSo]RAY oSN | MeOH | | MeOH:Agua
(100%) (2:2) (100%) (2:2) (100%) (aEa))
I
Fraccion4-1 || Fracciong-2 || Fraccion4-3 || Fraccion4-4 |(NEEEEGUPAIE Fraccion 4-6
CH,Cl, || CH,Cl:AcOEt || AcOEt || AcOEt:MeOH |[IVISOISIMI MeOH:Agua
(100%) (2:2) (100%) (2:2) (1200%) (2:1)
Fraccion 61 Fraccion 38 Fraccion 1o Fracciones
AcOEt:MeOH || AcOEt:MeOH || AcOEt:MeOH polares
(2:2) (7:3) (9:1)

Figura 28. Esquema de aislamiento del acido 3-epi-ursdlico a partir de extracto metandlico del pericarpio de

T. sylvatica y fracciones mas activas en la prueba de cilindro de exploracidon (sombreadas de negro).
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b) 28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R,-barrigenol y su aglicona R;-barrigenol.

De 200 g de semillas pulverizadas de T. sylvatica y 1.8 L de agua destilada se prepard por
decoccién por 10 min, el extracto acuoso obteniendo un total de 28.46 g (14.23%) de un sdlido
beige palido. Este extracto se particiond con 2.0 L de n-butanol. Ambas fases fueron concentradas
y se obtuvieron 12.28 g (43.15% de rendimiento) de fase acuosa y 12.83 g (45.08% de
rendimiento) de fase de n-butanol. Ambas fases se probaron para su actividad en el cilindro de
exploracion y toxicidad a una dosis de 100 mg/kg y se mostré que ambas fases conservan la
actividad sedante y téxica. Se decidid trabajar con la fase de n-butanol debido a que tenia menor
pigmentacién, aunque en CCF ambas fases mostraban complejidad en su composicion.

Para disminuir la complejidad de la fase de n-butanol, se realizaron una serie de reacciones sobre
los grupos hidroxilo de las sustancias contenidas en el extracto (Figura 29), sin embargo, la
complejidad de la muestra se hacia mayor a la inicial, tal vez porque las reacciones no son
completas debido a la complejidad de los compuestos presentes. Por lo que se decidié continuar la
separacion por métodos cromatograficos.

REACCIONES:

Acetilacidncon anhidrido acéticoy Py
Acetilacioncon cloruro de acetilo
Benzoilacion

Hidrolisis acida con HCI 3 N
Metilacion con diazometano

Fase de n-Butanol } > Mezcla mas compleja

Figura 29. Reacciones realizadas a la fase de n-butanol.

Una muestra de 1 g de la fase de n-butanol, se colocéd en una columna de 10 g de Sephadex
lipofilico LH-20 (400 x 40 mm) y se eluyd con metanol en fracciones de 50 mL. En las fracciones 3-5
precipitdé una sustancia amorfa de color blanco (200 mg). Esta mezcla revela en CCF para
triterpenos con el revelador de anisaldehido/acido sulfurico, no revela en luz UV (254 nm).

Tanto en CCF (placa no mostrada) y por HPLC con detector de indice de refraccion (IRR) se
detectan por lo menos 3 sustancias en la mezcla en diferentes proporciones (Figura 30).
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200.00

Columna Xterra RP 18 5micras 4.6 x 150 mm
Elucién: Metanol:acetonitrilo (1:1)

Flujo: 0.4 mL/min

Detector: Indice de refraccidn

Temperatura: 25°C

150.00

100.00

>
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5000
o™
[+e] M~
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kr___//
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Figura 30. Cromatograma de la mezcla de triterpenos.

Una muestra de la mezcla de triterpenos fue colocada en una columna de fase reversa y eluida con
H,0:MeOH:CH;CN (2:1:1) obteniendo 20 mg de un polvo blanco-amarillento con un punto de
fusion de 288-290°C. En el esquema de la Figura 31, se resume el aislamiento de la sustancia.
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Frutos de Ternstroemia sylvatica

]
v v

Pericarpio semillas
| |

—

Preparacion de los extractos

v

Pruebas del perfil
neurofarmacolégico

—

Extracto acuoso

I Extraccién con n-butanol

v v

Fase acuosa Fase de n-buthanol

‘l; Cromatografia en Sephadex

Fracciones 3-5

l Precipitacion

Hidrdlisis acida Cromatografia en fase reversa
Mezcla de triterpenos

28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R,-barrigenol

y

Pruebas del perfil
neurofarmacolégico

Figura 31. Esquema del aislamiento del 28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R,-barrigenol

Dos muestras de 20 mg de la mezcla de triterpenos fueron hidrolizadas independientemente en
dos diferentes condiciones:
a) Hidrdlisis A. Hidrdlisis con HCI 2 N a reflujo por 2.5 h y a temperatura ambiente por 48
h, y posterior neutralizacién con Na,CO; (10 % p/v en agua) y extraccidn con
diclorometano.
b) Hidrdlisis B. Hidrélisis con HCl 2 N a reflujo por 2 h, y posterior neutralizacion con
Na,CO; (10 % p/v en agua) y extraccion con diclorometano.

Hidrdlisis A. De las condiciones descritas en (a) se obtuvo un sélido blanco (7 mg) con un punto de
fusién mayor a 300°C. En su espectro de masas por impacto electrénico (Apéndice Il, espectro 4)
se observa un i6n molecular [M-1]" a m/z 505 correspondientes a una formula molecular de
C30Hs00s que indica que posiblemente es una molécula triterpénica altamente hidroxilada. Los
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fragmentos en m/z 207 y m/z 298 corresponden al rompimiento por una reaccion retro Diels-
Alder, el primer fragmento corresponde a los anillos ABC* con un grupo hidroxilo, confirmado por
la pérdida de un fragmento de 18 unidades para dar el fragmento m/z 189. Mientras que el
segundo fragmento, m/z 298, corresponde a los anillos C*DE con 5 grupos hidroxilos y sin
presencia de carboxilo en C-28, afirmacidn corroborada por el fragmento m/z 458 [M-CH,0OH]" que
indica que en C-28 existe un grupo -CH,OH. En la Figura 32, se observa el patron de fragmentacion
sugerido para la sustancia.

M,z 489

+
OH

+
OH CH, CH,

cH,

OH o

m/? 189 m,z 207

|: H
HO
+
OH H,0 OH
. +
OH
OH
CH, OH
OH “ CH,OH
H . OH
OH H
m/z 471 m/z298
OH
CH,OH
OH
g &, o
HO
C

Mz 505

=z CHSOH
OH
OH, |+ CH,OH H
' m,z281
o m;z 267
/ H
tv H,0 '
m/z 475 H,0 X OH
2 on <L Z CH oH
Z € ort OH
OH OH H
m/z 231 H m/z 280

m/z 249

Figura 32. Patron de fragmentacidn del Ry-barrigenol.

En su espectro de RMN'H se observan las sefiales caracteristicas de un triterpeno: a & 5.88 un
multiplete correspondiente al hidrégeno vinilico de la posiciéon 12; 5 singuletes (6 1.01, § 1.14, &
1.20, 6 1.55 y 6 1.6) que integran para 3 hidrégenos cada uno y un singulete (6§ 1.48) que integra
para 6 hidrégenos, correspondientes a 7 metilos que indican un esqueleto de tipo oleanano; 6
sefiales correspondientes a hidrogenos base de hidroxilo (a & 3.19, 63.88, § 3.92, 6 4.1, 64.27 y &
4.57). Comparando estos resultados con los informados en la literatura se concluye que el
producto de la hidrdlisis es la triterpeno R;-barrigenol, Il (Fu et al., 2005).
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HO

Figura 33. Estructura del R1-barrigenol (ll).

Hidrdlisis B. De las condiciones descritas en el punto (b) se obtuvo el mismo polvo blanco obtenido
por cromatografia de la mezcla de triterpenos, cuya elucidacion estructural se describe a
continuacion.

En su espectro de masas por FAB negativo (Apéndice Il, espectro 6) se observa un fragmento a m/z
651 correspondiente al idon cuasi molecular [M-H] que revelé una formula molecular de CsgHgoO19
mientras que el fragmento observado a m/z 505, [M-H-146] revela la pérdida de una 6-
desoxihexosa, y revelar una aglicona con el mismo peso molecular que el R;-barrigenol.

En su espectro de RMN'H (Apéndice Il, espectro 7) se observan 7 singuletes que corresponden a 7
grupos metilo (a 6 1.88, 6 1.08, 6 1.01, 6 1.25, 6 1.14, 6 1.37 y & 1.41) y un hidrogeno vinilico a §
5.55 (t, J = 4 Hz) que revela un esqueleto base de oleanano. También se observan 5 hidrégenos
base de hidroxilo a 6 3.06 (t, J=12 Hz), 6 4.46 (m), 6 4.98 (m), 6 4.85 (d, J=12 Hz) y 6 4.63 (d, J=12
Hz), y un metileno base de hidroxilo § 4.51 (m). Esta ultima sefial fue asignada a H-28, mientras
que la sefial triple a 6 3.06 fue asignada a H-3.

En su espectro de RMN™C (Apéndice II, espectro 8) se observan un total de 36 carbonos, de los
cuales 36 corresponden al esqueleto del triterpeno y los 6 restantes a la desoxihexosa observada
en el EM(FAB) negativo. La correlacion entre las sefiales de 'H y *C se realiz6 mediante el
experimento de correlacion heteronuclear HSQC (Apéndice I, espectro 9).

La asignacion total de las sefiales a sus correspondientes hidrégenos y carbonos se realizd
mediante los experimentos de correlacion homonuclear COSY (Apéndice Il, espectro 10), TOCSY
(Apéndice I, espectro 11) y de correlacidn heteronuclear HMBC (Apéndice I, espectro 12).

La sefial que aparece en 6 3.06 (t, J = 12 Hz) que fue asignada al hidrogeno base de hidroxilo H-3,

en el espectro COSY se observa la interaccion de esta con la seiial de 6 2.82 (m) y ésta a su vez con
6 1.48 (dd, J = 4, 12 Hz), estas mismas interacciones se observan en el espectro TOCSY, por lo que
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se asignaron las sefiales a H-2 y H-1 respectivamente, de esta manera la interaccién en TOCSY de
los singuletes a 6 1.88 y 6 1.08 con H-3, indican que estas sefiales corresponden a los metilos C-23
y C-24.

Asimismo, se observa la interaccidon por COSY de H-12, § 5.55 (t, J = 4 Hz), con la sefial de 6 1.98
(m) que se asignd entonces a H-11. La interaccidn en COSY de las sefiales base de hidroxilo a 6 4.46
(m)y 64.98 (m), y las sefiales 6 4.81 (d, ) = 12 Hz) y 6 4.63 (d, J = 12 Hz), indican la presencia de
dos dioles vecinales. Las interacciones observadas en TOCSY del diol en 6 4.46 — 6 4.98 con H-28 y
a un singulete en § 1.25, permitieron establecer que el diol se encuentra en las posiciones C-15 y
C-16, y el singulete corresponde al metilo C-26; mientras que el segundo diol, en 6 4.85 - & 4.63
interaccionan en TOCSY con los singulete 6 1.37 y § 1.41, lo que permitio la asignacion del diol a
las posiciones C-21 y C-22, y los singuletes a los metilos C-29 y C-30. Las correlaciones por HMBC
corroboraron las asignaciones anteriores.

Las interacciones observadas tanto en COSY como en TOCSY de las sefiales en § 1.64 (d, ] =8 Hz), 6
3.63 (m), 6 4.13 (m), 4.26 (t, )= 8 Hz) y 4.44 (dd, J = 4, 8 Hz), permitieron asignar estas sefiales a los
hidrégenos de la hexosa en las posiciones H-6’, H-5’, H-4’, H-3’ y H-2’ respectivamente, ademas la
multiplicidad de esta ultima corrobora que se trata de una desoxihexosa. La interaccion en HMBC
de la sefal de H-28 en 6 4.51 con la sefial en 5.12 (d, J = 4 Hz), que es el hidrégeno anomérico de la
desoxihexosa, indican que la desoxihexosa se encuentra unida en C-28. Los datos de
espectroscopia de la desoxihexosa, asi como la derivacién de del hidrolizado con SigmaSil a 60°C
por 15 minutos y su comparacidn por CG-EM, permitieron identificar a la desoxihexosa como la L-
Ramnosa (Kartal et al., 2006).

En la Figura 34, se muestran las principales interacciones de los experimentos COSY, TOCSY y
HMBC.

3}“““"'
alln
T

e H-1H COSY A TOCSY - "§ HMBC

Figura 34. Principales correlaciones de 28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R,-barrigenol.
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La configuracidn relativa de los metilos y los hidrégenos base de los hidroxilos se realizé mediante
el espectro de correlacion homonuclear NOESY (Figura 35).

CH
*  oH
OH

OH

CH
OH

OH

OH

Figura 35. Correlaciones en el espectro NOESY de tipo a (A) y 8 (B) de 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-
barrigenol

Los datos de espectroscopia permitieron identificar a la sustancia como 28-O-[6-L-6-
ramnopiranosil]-R;-barrigenol, un producto natural novedoso y muy posiblemente la responsable
de los efectos toéxicos de las semillas de T. sylvatica, debido a que es la sustancia mayoritaria de la
mezcla de triterpenos (Figura 13). Para corroborar, la presencia del triterpeno, se eluyeron
muestras en HPLC del extracto, de la mezcla de triterpenos y el triterpeno aislado (Figura 36).
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Figura 36. Cromatograma del triterpeno aislado, mezcla de triterpenos y el extracto acuoso de semillas de T.

sylvatica.
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Los resultados de la evaluacién neurofarmacolégica del 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol
por via intraperitoneal se resumen en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Pruebas del perfil neurofarmacolégico del
28-0-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol.

Prueba Valor determinado

Cilindro de exploracion DEsp = 0.120 + 0.01mg/kg
Tablero de hoyos DE;, = 1.020 + 0.01mg/kg
Campo abierto DEs, = 0.351 £ 0.11 mg/kg
Toxicidad aguda DLso =1.110 £ 0.23 mg/kg

Los resultados anteriores permiten afirmar que el triterpeno aislado posee actividad tanto sedante
como toxica, sin embargo, los valores tan pequefios y cercanos entre si, permiten plantear la
hipétesis de que lo que se observa en realidad como efecto sedante es un efecto tdxico leve o los
primeros signos de toxicidad.

Cabe seiialar que no se han encontrado reportes de toxicidad de Ternstroemia sylvatica en seres
humanos por ingerir la infusién de los mismos, por lo cual, los resultados obtenidos en nuestro
estudio nos permiten realizar las siguientes hipoétesis:
1. Latoxicidad esta restringida sélo a los roedores, mientras que en humanos sdlo se observa
el efecto sedante/tranquilizante.
2. Tanto en humano como en roedores existe la toxicidad, sin embargo, el indice terapéutico
en humanos es mayor que en roedores.
3. Tanto en humanos como en roedores existe la toxicidad, sin embargo, los signos de
toxicidad en humanos no se le han atribuido a la planta sino a otros factores.

Por ello, es necesario continuar con un estudio clinico, semejante a los realizados en la Fase | del
desarrollo de farmacos, para estudiar los efectos téxicos y/o adversos al ingerir el extracto o
decoccidn de los frutos de las especies de Ternstroemia estudiadas, para descartar o confirmar los
efectos observados en los animales de laboratorio. Hasta entonces se podra afirmar si los frutos
de estas especies son o0 no téxicos para el consumo humano.
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CONCLUSIONES

Las semillas de Ternstroemia sylvatica contienen un triterpeno con actividad téxica, 28-O-[B-L-6-
ramnopiranosil]-R,-barrigenol. Esta accién principal de los frutos de la planta y los efectos
neurofarmacolégicos reportados en éste y otros estudios pueden ser una manifestaciéon temprana
de la toxicidad.

Con respecto a Ternstroemia pringlei, no se pudo aislar un metabolito secundario responsable de
la actividad toxica presentada, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que sea un triterpeno
de estructura similar presente en las fracciones mas polares de los extractos.

Ademas, el efecto sedante ni el téxico no se presentan por administracién intragastrica en

roedores, lo que significa que existe un componente farmacocinético importante en los efectos,
este componente puede contribuir a que no se observe dicho efecto en humanos.
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ANEXO 1. TABLAS DE RESULTADOS COMPLETAS

Cuadro Al. Actividad sedante y mortalidad de los extractos por via p.o. en ratones.

Dosis Unica Dosis repetida por 5 dias
Levantamientos/5
. min + EEM . Levantamientos/5 .
Planta Dosis (mg/kg) Mortalidad min + EEM Mortalidad
Vehiculo -- 55.17+3.91 0/24 52.65+ 3.72 0/17
Ternstroemia pringlei 100 47.17 +3.85 0/6 55.83 + 5.22 0/6
316 52.83+3.73 0/6 42,51 5.82 0/6
1000 52.33+4.53 0/6 46.17 £ 3.96 0/6
1333 52.83 £6.44 0/6 46 + 4.51 0/6
1778 34.0+5.89 * 0/6 42.67 £ 8.29 0/6
Ternstroemia sylvatica 100 49.3313.58 0/6 55.67 £ 3.83 0/6
(pericarpio) 316 40.17 £5.19 0/6 53.33+ 7.34 0/6
1000 50.5+4.37 0/6 55.33+ 6.47 0/6
1333 40.5 £ 6.45 0/6 46.17 £ 4.69 0/6
1778 30.67+4.36 * 0/6 47 + 5.30 0/6
Ternstroemia sylvatica 56 32.0£5.74 * 0/6 63+ 3.531 0/6
(semillas) 10 38.0+2.98 0/6 60.17 + 6.794 0/6
100 40.17 £6.33 0/6 55.5+ 7.676 0/6
316 35.75+7.78 0/6 39.67 £ 20.92 3/6
1000 37.33+5.55 0/6 30+ 0 5/6
1333 35.83+11.68 0/6
1778 35.17+6.54 0/6

*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via
seguida por una prueba de Dunnett.
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Cuadro A2. Actividad exploratoria en la prueba de campo abierto.

Planta Dosis Actividad exploratoria (cuadros/2 min)
(mg/kg) Ext. Metandlico Ext. Acuoso Diacepam
Vehiculo -- 62.2+3.5
Ternstroemia pringlei 32 80 +£8.6 47.7£8.9
56 63.2 +8.1
100 63.2+7.1 33.8+8.1*
178 28.2 +8.2*
316 25.3 + 3.8% 44.2 £ 8.7
562 28.2 +3.8* 255+36*
Ternstroemia sylvatica 32 29.3+47* 47.5 £5.3
(pericarpio) 56 36.7+6.1*
100 37.7+79* 37.2+ 6.6 *
316 222+32%* 26.3+6.0*
562 13.5+ 2.2 * 49.8+11.4
Ternstroemia sylvatica (semillas) 3 42.7+59*
10 29.4+5.1%* 54.8+5.6
32 11.7+44* 26.7+4.7 *
56 3.0£2.2*% 55+19*
100 1.5+06* 42+08*
178 0.8+0.6*
316 0 1.2+04*
Diacepam Vehiculo 88.0+10.2
0.32 67.8+£6.6
1 66.5+4.4
3.2 65.8£10.6
5.6 53.5+10.5 *

*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una

via seguida por una prueba de Dunnett.
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Cuadro A3. Efecto anticonvulsivo sobre convulsiones producidas por PTZ en ratones.

Ext. Metandlico Ext. acuoso
Planta mas Dosis ) ) ) -
PTZ (mg/ke) Latencia a las convulsiones (s) Mort. Latencia a las convulsiones (s) Mort.
Cldnicas Tonicas Cldnicas Tonicas
Vehiculo - 35.0+£1.3 41319 34/34
Ternstroemia 32 38.7+15 59.3+6.8 6/6 41.7+2.3 50.8+ 2.8 6/6
pringlei 56 51.5+9.1 58.7 £ 8.8 6/6
100 77.5+17.7* 140.5+37.6* 6/6 49.8+4.9 63.7+8.4 6/6
178 46.6 £ 2.6 60.6 +6.9 6/6
316 56.7+9.4 * 75.7 £ 14.8 6/6 76.0+27.6* 86.2+ 269 * 6/6
562 55.3+ 3.4 * 66.5+4.6 6/6 442+ 3.0 59.7+ 7.5 6/6
Ternstroemia 32 60.5+11.6 * 83.5+149* 6/6 55.0+ 2.9 * 70.8+4.6 * 6/6
sylvatica 56 53.3+36* 70.0+6.8 * 6/6
(pericarpio) 199 442+3.4 62.0£6.6 * 6/6 580%5.7 68.0£5.8 * 6/6
316 478+14% 56.7+£2.3 6/6 457+3.6 % 64.0+ 5.4 % 6/6
562 46.2+0.9 543+1.8 6/6 64.2+89* 84.7+16.1* 6/6
Ternstroemia 3 42.5+3.8 53.3+5.5 6/6
sylvatica 10 57.2+3.2 73.4+8.8% 6/6 448 +3.7 575+ 7.8 6/6
(semillas) 32 102.0+8.1*  133.2+132* 6/6 585%29 79.7+4.6 6/6
56 346.7+359* 407.8+38.0* 6/6 260.0+25.5* 374.8+188* 6/6
100 461.8+106.7 * 714.2+133.3* 6/6 238.0+53.3 * 299.0+62.7* 6/6
178 835.2+209.5* 899.0+376.0* 2/6¥%
316 # # 6/6 369.3+62.6 * 782.3+100.4* 4/6x
Diacepam Vehiculo 33.0+1.7 425+7.3 6/6
0.32 42.8+3.5 56.8 £6.8 1/6
1 51.2+29 89.2+ 19.7 * 0/6
3.2 96.8+6.3 * 123.8+10.4* 0/6
5.6 177.2+13.2* & 0/6

*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via
seguida por una prueba de Dunnett.
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Cuadro A4. Efecto ansiolitico en el tablero de hoyos en ratones.

Hoyos explorados en 3 min.

Planta Dosis (mg/kg)
Ext. Metandlico Ext. Acuoso
Vehiculo -- 36.6+3.2
Ternstroemia pringlei 32 44.8+4.9 31.0t£6.2
56 422+54
100 30346 36.2+3.8
316 16.3+3.0*
562 20.8+25*
Ternstroemia sylvatica 32 43.814.6 33.7£44
(pericarpio) 56 23.7+4.1
100 323+3.8 27.0+1.4
316 14.2+35*
562 15.3+3.8*
Ternstroemia sylvatica 3 185+3.9*
(semillas) 10 27.0+5.3 30.2+3.3
18 148+2.6*
32 53+15* 16.3+2.9*
56 45+10*
100 32+09* 3.7+11*%
Diacepam Vehiculo 32.3+3.6
0.32 25.7+5.8
1 19.7+34*
3.2 15.2+3.4*
5.6 18.0+3.9 *

*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via
seguida por una prueba de Dunnett.
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Cuadro A5. Potenciacién del efecto hipndtico del pentobarbital en ratones.

Extracto metandlico

Extracto acuoso

Grupo mas Dosis Latencia a la Duracién de la Latencia a la Duracién de la
pentobarbital (mg/kg) hipnosis (s) hipnosis (s) Mort. hipnosis (s) hipnosis (s) Mort.
Vehiculo - 227.7£8.0 1944.9 £ 237.9 0/6
Ternstroemia
pringlei 32 256.8+7.7 % 2394.0 £354.0 0/6 222.3+13.8 3720.5+2146* 0/6
56 209.7 £15.3 2642.3£259.3 0/6
100 302.0+37.3* 2468.0+372 0/6 223.8+19.3 3305.3+181.8* 0/6
316 251.5+26.8* 3127.7+443.2* 0/6
562 228.5+18.2* 33743+1219* 0/6
Ternstroemia 32 243.7+47.2  2672.5+1429 0/6 257.3+12.3 2537.0+203.7 0/6
sylvatica 56 247 £13.7 1892.8 + 337.2 0/6
(pericarpio) 149 4123+179.2 2847.0+365.0 0/6 194.0+19.1 2781.5+327.4 0/6
316 194.7 £ 24.5 2573.2 £78.7 0/6
562 199.3+7.9 3167.3 £+699.0 * 2/6
Ternstroemia 3 227.3+25.6 2928.5 £ 184.5 0/6
sylvatica 10 293.2+82.1 3745.2+331.6* 0/6 308.0+78.7 3589.7+3174* 1/6
(semillas) 18 2040+17.7  3251.5+219.1% 0/6
32 340.8+£22.4 # 6/6 239.0+13.1 3502.7+142.8* 0/6
56 356.2+81.2 # 6/6
100 745.7+925%* # 6/6 325.0+34.8 # 6/6
Diacepam Vehiculo 232.5+14.7 2178.3+474.9 0/6
0.32 1245+4.4 % 3814.7 +512.3* 0/6
1 168.5+10.7 * 4410.3+337.0* 0/6
3.2 159.3+8.6 * 6534.5+151.8* 0/6
5.6 135.2+6.1 % 6652.6 +398.3* 0/6

*Diferencia estadistica significativa, P<0.05, con respecto al control, después de un ANOVA de una via

seguida por una prueba de Dunnett.
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ANEXO 2. ESPECTROS DE LAS SUSTANCIAS AISLADAS

Espectro 1. Espectro de IR (pelicula) del acido 3-epi-ursdlico.
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Espectro 2. Espectro EM (IE) del acido 3-epi-ursélico.
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Espectro 4. Espectro EM (IE) del R;-barrigenol.
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Estudio farmacoldgico y quimico de la Flor de Tila: Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica.

Espectro 6. Espectro EM (FAB negativo) del 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol.
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Estudio farmacoldgico y quimico de la Flor de Tila: Ternstroemia pringlei y Ternstroemia sylvatica.

Espectro 8. Espectro de RMN™C (200 MHz, Py-d) del 28-O-[B-L-6-ramnopiranosil]-R;-barrigenol.
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Ethnopharmacological relevance: The decoction of dried fruits of Ternstroemia pringlei (Rose) Standl.
(Theaceae), commonly known as “Flor de Tila", is used in the Mexican traditional medicine to diminish
insomnia and fear.
Aim of the study: To examine the sedative effects of the dried fruits of Ternstroemia pringlei and investigate
a possible synergistic pharmacodynamic interaction between the sedative effect of aqueous extract of this
plant and six central nervous system (CNS) depressant drugs.
Materials and methods: The sedative effect was performed using the exploratory cylinder test in ICR mice.
The extracts and drugs were intraperitoneally administered 30 min before testing in different doses, with
exception of ethanol and buspirone which were administered 5 and 20 min before testing, respectively.
An isobolographic analysis was used to characterize the interaction between Ternstroemia pringlei extract
and six CNS depressant drugs.
Results: The intraperitoneal administration of the hexane, dichloromethane, methanol and aqueous
extracts of Ternstroemia pringlei showed a dose-dependent sedative effect. Ternstroemia pringlei aque-
ous extract combined with buspirone, diazepam, diphenhydramine, haloperidol or pentobarbital exerted
a super-additive (synergistic) sedative interaction. Whereas the combination Ternstroemia pringlei extract
plus ethanol resulted in a sub-additive (attenuate) sedative interaction.
Conclusions: These findings are in agreement with the traditional use of Ternstroemia pringlei in the treat-
ment of insomnia, however it is a plant that interacts in a complex form with CNS depressant drugs. It
may represent an advertence on the use of this plant concomitantly with other neuroactive drugs.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Alcantara et al., 2002). Several species of Ternstroemia that grow
in México, commonly known as “Flor de Tila”, are reputed to pos-

Ternstroemia is the largest genus in the Theaceae family with
an estimated 130 species worldwide. The species are distributed
almost equally between the eastern and western hemispheres
and are tropical and subtropical in distribution (Boom, 1989). The
species of Ternstroemia are very frequent in the cloud forest, oak for-
est and pine-oak forest of the “Sierra Madre Oriental”, “Serranias
Meridionales”, and “Serranias Transistmicas” of México with ele-
vations above 1000 m over the sea (Alcantara et al., 2002). It has
been reported that nine species occur in México (Boom, 1989;

* Taken in part from the PhD work of JL Balderas.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 5 622 52 91; fax: +52 555 622 53 29.
E-mail address: anavarrt@servidor.unam.mx (A. Navarrete).

0378-8741/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jep.2008.05.035

sess sedative, anxiolytic and anticonvulsant effects (Tortoriello and
Romero, 1992; Aguilar-Santamaria and Tortoriello, 1996). Aque-
ous extracts of dried fruits of Ternstroemia pringlei (Rose) Standl.
synonym Ternstroemia lineata DC (Kobuski, 1942; Bartholomew
and McVaugh, 1997) and Ternstroemia sylvatica Schltdl. and Cham.,
which are the two major Ternstroemia species, are used as decoc-
tions in the Mexican traditional medicine to diminish insomnia and
fear (Molina et al., 1999). Pharmacological studies have showed that
Ternstroemia pringlei (Aguilar-Santamaria and Tortoriello, 1996)
and Ternstroemia sylvatica (Molina et al., 1999) produce seda-
tive effects in rats. No chemical studies have been performed on
these two species; however, from Asian species of Ternstroemia
(principally Ternstroemia japonica and Ternstroemia gymnanthera)
oleanane- and ursane-type triterpenoids, triterpenoid saponins,


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
mailto:anavarrt@servidor.unam.mx
dx.doi.org/10.1016/j.jep.2008.05.035

48 J.L. Balderas et al. / Journal of Ethnopharmacology 119 (2008) 47-52

carotenoids, monoterpenoids, tannins and other aromatic com-
pounds have been identified (Kikuchi and Yamaguchi, 1974; Ikuta
et al., 2003; Shin et al., 2003; Jo et al., 2005; Tori et al., 2005).

On the other hand, drug-drug interactions and drug-dietary
supplements, including herb-drug interactions are emerging as
important issues to consider in the evaluation of new drug can-
didates. However, herb-drug interaction studies are very limited
(Fugh-Berman and Cott, 1999; Fugh-Berman and Ernst, 2001;
Huang and Lesko, 2004). There is a dearth of well-documented
data in this area and there are few studies that have specifically
evaluated herb-drugs interactions (Rotblatt and Ziment, 2002).

Both preclinical and clinical studies of the drug interactions have
been performed using the isobolographic analysis. This analysis
offers a rigorous evaluation of the interactions between two drugs
that act together to produce overtly similar effects (Tallarida, 2000).
The effect of the combination may be a simple addition of the indi-
vidual effects (additivity). In contrast, the effect of the combination
can be exaggerated or even attenuated. The exaggerated effect is
termed super-additive or synergistic, whereas the attenuated effect
is termed sub-additive (Tallarida et al., 1997).

Several commercial products contain mixtures of the Tern-
stroemia species that grow in México, however there are no
studies related to the potential interaction between these prod-
ucts and central nervous system (CNS) depressant drugs. Therefore
in continuation with our studies on the potential pharmacologi-
cal interaction between Mexican medicinal plants with reputed
CNS depressant effect and commonly prescribed CNS depressant
drugs (Ugalde et al., 2005), this study was designed to investi-
gate a possible synergistic pharmacodynamic interaction between
the sedative effect of aqueous extract of Ternstroemia pringlei
and six CNS depressant drugs (diazepam, ethanol, pentobarbital,
buspirone, haloperidol and diphenhydramine) by use of an isobolo-
graphic analysis in the exploratory cylinder test, a model to test
sedative effect in mice (Ugalde et al., 2005; Gonzalez-Trujano et al.,
2006).

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The dried fruits of Ternstroemia pringlei were acquired from a
local market (Mercado de Sonora, México City) in January 2004. The
homogeneity and authenticity of the plant material were certified
by one of the authors (A. Aguilar), botanist from the Herbarium of
the Instituto Mexicano del Seguro Social. A sample was deposited
in this herbarium with the voucher number IMSSN117.

2.2. Extraction and isolation

After grinding, using a manual miller, 443 g of fruits were
extracted at room temperature with hexane (3 x 2L, 24h each),
then with CH;,Cl, (3 x 2L, 24 h each) and finally with MeOH (3 x 2 L,
24h each); evaporation of the solvents in vacuum gave 0.94g
(0.21%yield), 2.1 g(0.47% yield) and 152.7 g (34.46% yield) of syrupy
residues, respectively. Aqueous extract was prepared with 10 g of
dried and powdered fruits by boiling in 90 ml of distilled water
for 10 min. Afterwards, the extract was filtered by gravity and
concentrated through air current at room temperature (22 + 2 °C)
obtaining 1.52 g (15.2% yield) of a breakable reddish solid.

2.3. Drugs
Haloperidol, diphenhydramine, buspirone and Tween 80 were

purchased from Sigma Co. (Sigma St. Louis, MO). Absolute ethanol
was of HPLC grade (Fisher Scientific). Sodium pentobarbital

(Anestesal™) was purchased from Pfizer S.A. de C.V., México, as
a pharmaceutical solution for veterinary use.

2.4. Animals

All experiments were performed on adult male ICR mice
(25-34g; Centro UNAM-Harlan, Harlan México, S.A. de C.V.).
Procedures involving animals and their care were conducted in
conformity with the Mexican Official Norm for Animal Care and
Handing (NOM-062-Z00-1999) adopted in our laboratory, and in
compliance with international rules on care and use of laboratory
animals.

The experimental groups consisted of six (interaction study) or
ten animals (calculus of EDsg of individual drug). They were main-
tained at constant room temperature (22 + 2 °C) and submitted to
a 12 hlight/dark cycle with free access to food and water. All behav-
ioral evaluations were carried out between 10:00 and 14:00 h.

Diazepam (Roche S.A.) and the organic extracts were suspended
in 0.5% Tween 80 in saline solutions, all other compounds, includ-
ing the aqueous extract, were dissolved in saline solution (0.9%).
The drugs were freshly prepared each time and intraperitoneally
injected in a volume of 0.1 ml/10g body weight. Control animals
received the same volume of vehicle (0.5% Tween 80 in saline or
saline solution only).

2.5. Procedure

The apparatus consisted of a glass cylinder (30cm in height,
11 cm in diameter, with wall of 3 mm). The cylinder is placed on
filter paperin aroom with constant lighting and isolated from exter-
nal noise (Hiller and Zetler, 1996; Oliva et al., 2004; Ugalde et al.,
2005).

An individual naive mouse was put on the filter paper-covered
floor of the glass cylinder; the number of rears performed over a
5-min period was recorded. The inner side of the apparatus and
floor were cleaned with alcoholic solution and filter paper was
changed between each animal test session (Oliva et al., 2004). The
crude organic and aqueous extracts were tested for activity at dif-
ferent doses (10-1000 mg/kg i.p.) in the exploratory cylinder assay.
The aqueous extract showed the major sedative activity. There-
fore, the aqueous extract was used in the interaction study and it
was freshly prepared each time in the same day of the experimen-
tation. The aqueous extract and drugs were administered 30 min
before testing in different doses, with exception of ethanol and
buspirone which were administered 5 and 20 min before testing,
respectively (Ugalde et al., 2005). When drugs were given in com-
bination, aqueous extracts were injected first in the right side of
the peritoneum, followed by the injection of the test drug in the
left side. When only one of the drugs was given, the missing drug
injection was substituted with the injection vehicle. During obser-
vation, the experimenter stood next to the apparatus always at
the same place. The observations were made without prior knowl-
edge of the experimental conditions applied to the animal. Reduced
exploratory rearing showed by naive mice after placement in an
unfamiliar environment reveals a sedative effect (Rolland et al.,
1991; Hiller and Zetler, 1996; Oliva et al., 2004).

Dose-response curves were constructed to assess the seda-
tive effect of Ternstroemia pringlei extracts and the other CNS
depressant drugs using ten animals at each of at least five
doses. The ranges of doses used of the CNS depressant drugs
were: diazepam (0.3-7.5 mg/kg), ethanol (1000-4000 mg/kg), pen-
tobarbital (2.5-40 mg/kg), buspirone (0.15-10 mg/kg), haloperidol
(0.1-3 mg/kg) and diphenhydramine (10-25 mg/kg). The dose that
produced 50% of sedation (EDsy, 50% of reduction in the rears
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Table 1
EDsg values and 95% confidence limits of the sedative effect induced by Ternstroemia
pringlei extracts and different central nervous system depressant drugs in mice

Drug EDso (mg/kg, i.p.) CL 95%

Hexane extract 446.68 307.70-648.3
Dichloromethane extract 345.93 150.20-795.6
Methanol extract 232.80 178.40-304.1
Aqueous extract 77.58 50.21-124.1
Buspirone 1.04 0.73-1.46
Diazepam 1.22 0.97-1.49
Diphenhydramine 17.05 15.70-18.53
Ethanol 1938.83 1617.65-2323.77
Haloperidol 0.42 0.30-0.55
Pentobarbital 11.86 10.53-13.34

number with respect to control group) and its associated 95% con-
fidence intervals were calculated using standard linear regression
analysis of the log dose-response (Tallarida, 2000).

2.6. Analysis of the interaction

An isobolographic analysis was performed to characterize the
interaction between Ternstroemia pringlei extract with diazepam,
ethanol, pentobarbital, buspirone, haloperidol and diphenhy-
dramine. The theoretical additive doses (Z,44) with their S.E.M. for
each combination in the same component ratio (1:1) were com-
puted from the median effective doses (EDsq) of the single drugs,
according to the method described by Tallarida (1992) to satisfy the
equation:

Zyga=fA+(1-f)B

where A was the EDsq of Ternstroemia pringlei extract and B was
the EDs5q of the CNS depressant drug. For a 1:1 fixed ratio, fin this
case was 0.5 and (1 — f) was also 0.5. The value fA = a represents the
fraction of the EDsq of the Ternstroemia pringlei extract in the com-
bination and (1 —f)B=b represents the fraction of EDsg of the CNS
depressant drug in the combination (Tallarida, 2000). Z,44 repre-
sents a total additive dose of the drugs, theoretically providing a
50% of reduction in the rear number with respect to the control
group. Zexp is an experimentally determined total dose of a mix-
ture of two component drugs, which was administered at a 1:1
fixed-ratio combination sufficient to reduce the number of rear-
ings by 50% with respect to the control group. The Zexp values (with
their 95% confidence limits) were determined from the respective
drug-dose effect curves of combined drugs, according to standard
linear regression analysis of the log dose-response curve (Tallarida,
2000), and subsequently, the 95% confidence limits were trans-
formed into S.E.M. Experimentally determined Zexp was statistically
compared with the theoretically calculated Z,4q doses with the use
of Student’s t-test, according to procedures previously described by

Table 2

Fig. 1. Dose-response curves plotting % of rearing with respect to its control
represented on the y-axis for the sedative effect of hexane, dichloromethane,
methanol and aqueous extracts of Ternstroemia pringlei fruits. Values are expressed
as mean + S.E.M. of 10 mice. Doses (mg/kg) are represented logarithmically on the
X-axis.

Tallarida et al. (1989), who has proposed the use of this statistical
test for analyzing the data in isobolography. Zexp values that were
lower than Z,44 value, with a p <0.05 for the differences in both the
X and Y directions, were interpreted as a significant super-additive
interaction. Values of Zex, that were higher than Z,44 values, with
a p<0.05 for the differences in both the X and Y directions, were
interpreted as a significant sub-additive interaction. When there
were no statistical differences between the values Zexp and Z,qg4,
this was interpreted as no interaction and an additive relationship
(additivity) was established in the combination (Tallarida, 2000).
Graphical representation of the observed interactions in the
shape of isoboles (iso-effect curves or isobologram), which is a
simple form of visualization of interactions, facilitated the inter-
pretation of interactions between Ternstroemia pringlei extract and
each CNS depressant drug studied. The isobologram was con-
structed by connecting the EDsq of Ternstroemia pringlei extract on
the abscissa with ED5 of the combined CNS depressant drug on the

Theoretical (Z,q4) and experimental (Zexp ) EDsg values + S.E.M. for combinations of Ternstroemia pringlei aqueous extract with central nervous system depressant drugs and

magnitude of the interaction values

Combination Zaaa (mg/kg)

Zexp (Mg/kg) Magnitude of the interaction®

Ternstroemia pringlei extract:buspirone 39.31 £5.82
Ternstroemia pringlei extract:diazepam 39.40 + 5.82
Ternstroemia pringlei extract:diphenhydramine 4732 +5.83
Ternstroemia pringlei extract:ethanol 1008.21 + 63.45
Ternstroemia pringlei extract:haloperidol 39.00 + 5.82
Ternstroemia pringlei extract:pentobarbital 44.72 + 5.83

20.85 =+ 5.382 0.524
22.76 + 3.612 0.574
20.65 + 1.982 0.434
1938.83 + 167.96" 1.92¢
16.33 + 1.212 0.41¢
21.06 + 2.402 0.444

2 Zexp value was statistically lower than Z,qq value with a p<0.05.

b Zexp value was statistically higher than Z,qq value with a p<0.05.

¢ According to the relation: a/A+b/B, (see Section 2).

Super-additive interaction a/A + b/B was statistically <1.0 (p <0.05).
¢ Sub-additive interaction a/A +b/B was statistically >1.0 (p <0.05).
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Fig. 2. Isobolograms for the intraperitoneal co-administration of Ternstroemia pringlei aqueous extract with central nervous system depressant drugs. (A) Ternstroemia
pringlei:buspirone; (B) Ternstroemia pringlei:diazepam; (C) Ternstroemia pringlei:diphenhydramine; (D) Ternstroemia pringlei:ethanol; (E) Ternstroemia pringlei:haloperidol;
(F) Ternstroemia pringlei:pentobarbital. The individual EDsq values in each combination (M), the theoretical calculated EDs, for an additive effect (Z,q4) in a fixed ratio 1:1 (@),
and the experimentally found EDsq values (Zexp, A) are represented in the graphs. Horizontal and vertical bars indicate S.E.M. The values of Zey, were close to Z,q4, indicating

an additive relationship for all the combinations studied.

ordinate to obtain the additivity line (Tallarida, 2000). The amounts
of each component in combination (experimental (Zexp) and theo-
retical additive (Z,4q) doses) were also plotted in the same graph.
The theoretical additive point lies on a line connecting the EDsq
values of the individual drugs. Experimental values that lie below
and to the left of this additive line are considered to be synergistic
or super-additive, whereas values that lie above and to the right of
the line demonstrate an attenuated or sub-additive interaction.

To obtain a value describing of the magnitude of the interaction,
afractional analysis was performed for each combination, using the

EDsq of the Ternstroemia pringlei extract, the CNS depressant drug
and their combination according to:

a b

AtB

where A and B are the EDsg when each drug (Ternstroemia pringlei
extract and CNS depressant drug) acts alone and a and b are the
amounts when each drug acts in the combination. These total
fraction values measure the divergence between the experimen-
tal dose (Zexp) of the combination and the theoretical (Z,qq)
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additive dose (Tallarida, 2000). Statistical difference demonstra-
tion (p<0.05) of 1 for the relation a/A+b/B was interpreted as
super-additive interaction if a/A + b/B was <1.0 and as sub-additive
interaction if a/A+b/B was >1.0; the absence of a statistical differ-
ence (p>0.05) was interpreted as additive effect (Tallarida, 2000).

3. Results

Intraperitoneal administration of the organic and aque-
ous extracts of Ternstroemia pringlei fruits resulted in a
dose-dependent decrease of the number of rearings in the
exploratory cylinder model (Fig. 1). The order of sedative effect for
these extracts was (EDsg): aqueous (77.58 mg/kg)>methanol
(232.80 mg/kg) > dichloromethane (345.93 mg/kg) > hexane
(446.68 mg/kg). The CNS depressant drugs also showed a dose-
dependent sedative effect in this model. The values of the effective
dose 50 (EDsq) and 95% confidence limits (CLgs) for Ternstroemia
pringlei extracts and the other drugs appear in Table 1. The inter-
action study between this plant and the CNS depressant drugs
was performed only with the aqueous extract since it was the
most active sedative extract. All drug combinations were applied
at dose-fixed ratios of 1:1. Theoretical (Z,4q) and experimental
(Zexp) EDsq values for each combination tested are given in Table 2.
The Zexp values when Ternstroemia pringlei aqueous extract was
simultaneously administered with buspirone, diazepam, diphen-
hydramine, haloperidol or pentobarbital were statistically lower
(p<0.05) than Z,4q value. In addition, the fractional analysis for
these combinations demonstrated that the relation a/A+b/B was
statistically <1.0 (p<0.05), indicating a super-additive or syner-
gistic interaction for each one of these combinations (Table 2). In
contrast, for the simultaneous injection of Ternstroemia pringlei
aqueous extract plus ethanol the Zeyp value (1938.83 mg/kg) was
significantly higher (p <0.05) than the Z,4q value (1008.21 mg/kg)
and the relation a/A + b/B was statistically >1.0 (p <0.05), indicating
a sub-additive interaction for this combination (Table 2).

The isobolograms of the simultaneous injection of Ternstroemia
pringlei aqueous extract + buspirone (Fig. 2A), Ternstroemia pringlei
aqueous extract + diazepam (Fig. 2B), Ternstroemia pringlei aqueous
extract + diphenhydramine (Fig. 2C), Ternstroemia pringlei aqueous
extract + haloperidol (Fig. 2D) and Ternstroemia pringlei aqueous
extract + pentobarbital (Fig. 2E) depict also a super-additive inter-
action because the experimental points lay below the additive line
(Tallarida, 2000). Whereas the combination Ternstroemia pringlei
aqueous extract + ethanol gave an experimental point lying in the
sub-additive region (Fig. 2F) and the sub-additive interaction was
statistically demonstrated (p <0.05) based on the comparison of
theoretical and experimental data as stated above.

From the methanol extract of Ternstroemia pringlei a white amor-
phous powder was spontaneously precipitated (mp 243-245°C);
after crystallization from a methanol/hexane mixture) that was
identified as epi-ursolic acid by comparison of their IR (film) and
proton NMR (400 MHz, CDCl3; + DMSO-dg ) spectroscopy and MS (EI)
data with those reported for this triterpene (Mukherjee et al., 1982;
Jo et al.,, 2005). This compound was suspended in 0.5% Tween 80
in saline solutions and tested at 100 mg/kg, i.p. in the exploratory
cylinder model in mice (n=8), however it did not show sedative
effect.

4. Discussion

The present study revealed clearly that Ternstroemia pringlei
extracts exerted sedative effect. The activity of the extracts was
increasing with the polarity of the solvents used to prepare such
extracts, the aqueous extract being the most active of them with

an EDsq value of 77.58 mg/kg. Aguilar-Santamaria and Tortoriello
(1996) reported the sedative effect for this plant using the prolon-
gation of sleep time induced by pentobarbital as sedative model;
however, no EDsg value was provided in that study to compare
with the value obtained in the present work. The validity of the
exploratory cylinder model for testing sedative drugs is well estab-
lished (Rolland et al., 1991; Hiller and Zetler, 1996; Oliva et al., 2004;
Ugalde et al., 2005). In this model the rearing numbers decrease
with an increase of the doses of sedative drugs, and allows the
construction of dose-response curves and the calculus of effective
doses for individual drugs and in combination (Ugalde et al., 2005).

It is logical to think that a CNS depressant drug may potenti-
ate the effect of other depressant drugs. However, we found an
attenuation of the sedative effect for the case of the combination
of ethanol with Ternstroemia pringlei extract (Table 2; Fig. 2F). This
sub-additive effect is difficult to explain; however, the existence
of triterpene saponins has been reported in other species of Tern-
stroemia genus (Shin et al., 2003). It is known that these kinds of
compounds have activity in the central nervous system (Ren et al.,
2006), and also that they are able to modify the activity of some
isoforms of cytochrome P450 enzymes (Henderson et al., 1999),
thereafter the ethanol metabolism alteration should not be dis-
carded as a possible explanation in the attenuation of the sedative
effect of ethanol observed by the co-administration of Ternstroemia
pringlei extract. This observation requires experimental support to
give a convincing explanation of these facts.

The super-additive effect shown by the simultaneous adminis-
tration of Ternstroemia pringlei extract with pentobarbital (Fig. 2F) is
in agreement with the report of Aguilar-Santamaria and Tortoriello
(1996) that showed a prolongation of the pentobarbital-induced
sleeping time in rodents.

The present study is the first work that investigates the effect
on the sedative activity of the simultaneous administration of
Ternstroemia pringlei extract with buspirone, diazepam, diphenhy-
dramine, ethanol and haloperidol, therefore there are no previous
works to contrast our results. Also the absence of phytochemi-
cal studies of this plant does not allow establishing a correlation
between the components and the activities reported for them. In
relation with this, the major component isolated from methanol
extract, the epi-ursolic acid, showed no sedative effect, but the
major activity showed by the aqueous extract suggests that the
active compound or compounds should have more polarity than
epi-ursolic acid. The analysis of the aqueous extract of this plant by
thin layer chromatography demonstrated that epi-ursolic acid is not
present in this extract. So the identification of the active principle
remains to be defined in this plant.

Considering all the above-mentioned facts, it is clear that this
plant has hard non-predictive interactions with CNS depressant
drugs; thereafter the combination of this plant with CNS depressant
drugs should be avoided. The use of Ternstroemia pringlei should
be regulated by health authorities, since several herbal prepara-
tions contain extracts made from the crude drug. Those commercial
products are promptly accessible in the cities of México where the
use of CNS depressant drugs by medical prescription is possible.
The plant-drug interactions are less important in rural and indige-
nous regions where the concomitant use of medicinal plants and
drugs are less frequent.

A final point to highlight is that the common name as “Flor
de Tila” for this plant is frequently confounded with European
Tilas that in Spanish have the same name, and the latter corre-
spond to another genera and another botanical family (Tilia sp.;
Family Tilaceae).In addition, in the labels of some commercial prod-
ucts it is declared that they contain Tilia sp. when in reality they
contain Ternstroemia sp. Therefore it is important that National
Health Authorities notify to local consumers as well as to national
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and international traders about the potential risk of using this plant
concomitantly with CNS depressant drugs.

5. Conclusions

The intraperitoneal administration of organic and aqueous
crude extracts of fruits of Ternstroemia pringlei showed sedative
effect in the exploratory cylinder model in mice. Through an
isobolographic analysis it was observed that the co-administration
of the aqueous extract of Ternstroemia pringlei fruits potenti-
ate the sedative effect of buspirone, diazepam, diphenhydramine,
haloperidol or pentobarbital and produce an attenuation of the
sedative effect of ethanol. According to the results obtained, Tern-
stroemia pringlei is a plant that interacts in a complex form
with CNS depressant drugs and it may represent an advertence
on the use of this plant concomitantly with other neuroactive
drugs.
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ABSTRACT

Insomnia is one of the most common sleep disorders around the world. Species of
plants such as Citrus sinensis, Citrus limon, Ternstroemia pringlei, Ternstroemia syl-
vatica, Casimiroa edulis, Galphimia glauca and Cymbopogon citratus are traditionally
and widely used in Mexico as sleep aids. The aim of this work was to evaluate the
sedative effect of different extracts of these plants by using the exploratory cylinder
model in mice. Different doses of the hexane, dichloromethane, methanol or hy-
droalcoholic extracts were intraperitoneally administered 30 min before testing in
order to obtain their sedative ED  values. The most active extracts were Galphimia
glauca methanol extract (ED,, = 22.06 + 5.6 mg/kg) and Cymbopogon citratus hexane
extract (ED, =27.01 +2.9 mg/kg), followed by methanol extract obtained from the
Citrus sinensis leaves (ED_, = 38.48 + 8.0 mg/kg) and flowers (ED_, = 47.04 + 12.0
mg/kg); whereas, Ternstroemia sylvatica methanol extract (ED,, = 61.88 £ 6.42 mg/
kg), Galphimia glauca hexane extract (ED_, = 76.85 + 20.9 mg/kg) and Cymbopogon
citratus dichloromethane extract (ED, = 77.11 £ 15.0 mg/kg) show lower sedative
activity. Other extracts showed an ED, value over 100 mg/kg or were inactive. Our
results give evidence of the popular use of these medicinal plants as sleep aids.

Key words: Sedative effect; Mexican traditional medicine; Sleep aids; Sedative
plants.

RESUMEN

El insomnio es el desorden del suefio mas comun en el mundo. Las especies Citrus
sinensis, Citrus limon, Ternstroemia pringlei, Ternstroemia sylvatica, Casimiroa
edulis, Galphimia glauca y Cymbopogon citratus son utilizadas ampliamente y
tradicionalmente en México como inductoras de suefno. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto sedante de diferentes extractos de las plantas antes mencio-
nadas utilizando el modelo de cilindro de exploraciéon en ratones. Para obtener los
valores de DE, sedante se administraron por via intraperitoneal varias dosis de los
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extractos de hexano, de diclorometano, de metanol o hidroalcoholico, 30 minutos
antes de ser evaluados. El extracto mas activo fue el metanélico de Galphimia glauca
(DE,, = 22.06 £ 5.6 mg/kg), seguido del extracto hexanico de Cymbopogon citratus
(DE,, =27.01 £ 2.9 mg/kg), los extractos metanolicos de hojas (DE,, = 38.48 £ 8.0
mg/kg) y de flores (DE, = 47.04 £ 12.0 mg/kg) de Citrus sinensis, el metanolico de
Ternstroemia sylvatica (DE_, = 61.88 + 6.42 mg/kg) y el extracto de diclorometano
de Cymbopogon citratus (DE_, = 77.11 + 15.0 mg/kg). Los otros extractos presen-
taron un valor de la DE_, mayor a 100 mg/Kg. Nuestros resultados dan soporte al
uso popular de las especies estudiadas como inductoras de suefio.

Palabras clave: Efecto sedante, Medicina tradicional mexicana, inductor del sueno,

plantas sedantes

INTRODUCTION

Insomnia is a frequent problem that affects
people of all the ages around the world. It
is a prevalent and potentially serious con-
dition that adversely affects the diurnal
functioning, health status and life quality
of people of all of age (Edinger and Means,
2005). Stress, anxiety and depression could
trigger insomnia. As well as cough, chronic
pain, apnea, circadian rhythm disorders
and neural diseases are conditions also
associated with insomnia (Harvey, 2001).
Insomnia is treated pharmacologically and
non-pharmacologically or with a combina-
tion of both (Benca, 2005). Benzodiaze-
pines, zolpidem, zopiclone, zaleplon, have
been used for the treatment of insomnia
(Gottesmann, 2002). The over the counter
(OTC) medicines containing the H, antago-
nist diphenhydramine, are also used for
treatment of occasional insomnia (Shige-
moto et al., 2004). Relaxation, stimulus
control, sleep restriction and sleep hygiene
are common behavioral therapies for in-
somnia (Nau et al., 2005).

Medicinal plants constitute another op-
tion to treat insomnia. Around the world
have been used several plants like sleep
inducers, such as Valerian, Passion flower,
Melissa, Hops and Kava-Kava (banned)
(Wheatley, 2005). Some of the plants more
commonly used in Mexico as tranquilizers
and sleep aids are “valeriana” (Valeriana

edulis ssp procera), flowers and leaves of
Citrus sp, “flor de tila” (Ternstroemia pringlei
and Ternstroemia sylvatica), “zapote blanco”
(Casimiroa edulis), “té limon” (Cymbopogon
citratus), “toronjil” (Agastache mexicana),
“calderona amarilla” (Galphimia glauca),
“ruda” (Ruta chalepensis) and “limon” (Cit-
rus limon) (Balderas et al., 2008; Instituto
Nacional Indigenista, 1994; Tortoriello and
Romero, 1992; Ugalde et al., 2005).

The present work describes the screen-
ing study of the sedative activity of different
extracts of Casimiroa edulis, Citrus limon,
Citrus sinensis, Cymbopogon citratus,
Galphimia glauca, Ternstroemia pringlei
and Ternstroemia sylvatica, using the ex-
ploratory cylinder test in mice, with the
aim to provide experimental support to its
traditional use.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The fruits of Ternstroemia pringlei were
collected in Zirahuato, Michoacan, Mexico
and fruits of Ternstroemia sylvatica were
collected in Montellano, Puebla, Mexico;
Citrus sinensis flowers and leaves were
obtained from orange producers from El
refugio, Ciudad Fernandez, San Luis Po-
tosi, Mexico. The leaves of Cymbopogon
citratus and seeds of Casimiroa edulis were
acquired from a local market (Mercado So-
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nora, Mexico City). The homogeneity and
authenticity of the plant materials were
certified by one of the authors (A. Aguilar),
botanist from the Herbarium of the Insti-
tuto Mexicano del Seguro Social. Samples
of these materials were deposited in the
Herbarium of Instituto Mexicano del Seguro
Social. Galphimia glauca was collected in
Tehuetlan, Hidalgo, Mexico. A sample of
this material was deposited at Herbarium
of the Universidad Auténoma Chapingo.
Voucher numbers for each plant sample
are indicated in Table 1. The dry peel of Ci-
trus limon was donated by Deshidratadora
Tecomense S.A de C.V., Colima, Mexico. A
commercial sample of powdered roots of
Valeriana edulis ssp procera was donated
by Laboratorios Mixim, Mexico. The dry
extract from roots of Valeriana officinalis
were acquired from Amax NutraSource Inc.,
USA. Both valerian species were used as
sedative plants references.

Preparation of the extracts

The air-dried and powdered plant materials
(100 to 300 g) were successively extracted
with hexane (3x2 L), dichloromethane (3x2
L) and methanol (3x2 L) by maceration at
room temperature (22 + 2 °C) for one day
period. The extracts were filtered by gravi-
ty and the solvents were evaporated in
vacuum. For seeds of Casimiroa edulis, a
hydroalcoholic extract was prepared with
400 g of dried seeds and 2 L of a mixture of
ethanol-water (7:3) for a 3 days period. The
commercial powdered roots of Valeriana
edulis ssp procera (100 g) and Valeriana
officinalis (100 g) were extracted with 500
mL of a mixture of ethanol-water (7:3) for a
3 days period. The hydroalcoholic extracts
were filtered by gravity and concentrated
through stem air current at room tempera-
ture (22 = 2 °C).

Chemicals and Drugs

Diphenhydramine and Tween 80 were pur-
chased from Sigma Co. (Sigma St. Louis,
MO). Absolute ethanol was of analytical
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grade and was purchased from Mallinck-
rodt Baker (Mexico). The other reagents
were of analytical grade.

Animals

All experiments were performed on adult
male ICR mice (25-34 g; Centro UNAM-
Harlan, Harlan Mexico, S.A. de C.V.). Pro-
cedures involving animals and their care
were conducted in conformity with the
Mexican Official Norm for Animal Care and
Handling (NOM-062-ZO0-1999) adopted
in our laboratory, and in compliance with
international rules for care and use of labo-
ratory animals. The experimental groups
consisted of six animals. They were main-
tained at constant room temperature (22° +
1 °C) and submitted to12 h light/dark cycle
with free access to food and water.

Procedure

Diphenhydramine and hydroalcoholic ex-
tracts were dissolved in saline solution (0.9
%). All other extracts were suspended in 0.5
% Tween 80 in saline solution (0.9 %). The
solutions and the suspensions were freshly
prepared each time and intraperitoneally
injected in a volume of 0.1 mL/10 g body
weight. Control animals received the same
volume of vehicle (0.5 % Tween 80 in saline
or saline solution only). The diphenhydra-
mine (used as sedative reference drug) and
extracts were administered 30 minutes
before testing at different doses.

The apparatus consisted of a glass cy-
linder (30 cm in height, 11 cm in diameter,
with wall of 3 mm) set in a vertical position.
The cylinder was placed over a flat surface
covered with a filter paper in a room with
constant lighting and isolated from external
noise. An individual naive mouse was put
on the paper covered floor of the glass cylin-
der; the number of rearings performed over
a S minutes period was recorded. The inner
side of the apparatus was cleaned with al-
coholic solution and the paper was changed
between each animal test session (Ugalde et
al., 2005; Hiller and Zetler, 1996). During
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observation, the experimenter stood next to
the apparatus, always in the same place.
The observations were made without prior
knowledge of the experimental conditions
applied to the animal. Reduced exploratory
rearing showed by naive mice after place-
ment in an unfamiliar environment reveals
a sedative effect (Ugalde et al., 2005; Hiller
and Zetler, 1996; Oliva et al., 2004).

Dose-Response curves were constructed
for each extract using five different levels
of doses. The dose that produced 50 % of
sedation (ED,,, 50 % of reduction in the
rears number with respect to control group)
and its SEM was calculated using standard
linear regression analysis of the log dose-
response (Tallarida, 2000).

RESULTS AND DISCUSSION

Intraperitoneal administration of the or-
ganic and hydroalcoholic extracts of the
species tested resulted in a dose-dependent
decrease of the number of rearings in the
exploratory cylinder model (Fig. 1). The
purpose of evaluating extracts with diffe-
rent polarity was to locate the extract with
the major activity of each plant to continue
its study to identify the active compounds
by a bio-guided fractionation. The most
active extract was methanol extract of
Galphimia glauca (ED,, = 22.06 £ 5.6 mg/
kg), followed by hexane extract of Cymbo-
pogon citratus (ED_, = 27.01 £ 2.9 mg/kg),
methanol extract of leaves of Citrus sinen-
sis (ED,, = 38.48 * 8.0 mg/kg), methanol
extract of flowers of Citrus sinensis (ED,,
= 47.04 + 12.0 mg/kg), methanol extract
of Ternstroemia sylvatica (ED,, = 61.88
+ 6.42 mg/kg), dichloromethane extract
of Cymbopogon citratus (ED_, = 77.11 %
15.0 mg/kg). Other extracts showed ED;
values over 100 mg/kg (Table 2), whereas
the hexane and dichloromethane extracts
of Citrus limon peel, the hexane and dichlo-
romethane extract of flowers and dichloro-
methane extract of leaves of Citrus sinensis,
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methanol extract of Cymbopogon citratus
and dichloromethane extract of Galphimia
glauca were inactive. On other hand, hy-
droalcoholic extract of Mexican valerian
(Valeriana edulis ssp procera) showed a
more potent sedative effect (ED_, = 182.62
+ 11.62 mg/kg) than Valeriana officinalis
hydroalcoholic extract (ED,, = 452.01 £
47.45 mg/kg) in the exploratory cylinder
model. Diphenhydramine showed an ED;
value of 17.06 +2.04 mg/kg. This drug was
used as sedative reference drug considering
that both diphenhydramine and medicinal
plants are used as sleep aids in a similar
way. In addition the ED, sedative values in
the exploratory cylinder model for this drug
is within of the range of those ED, sedative
values showed by the vegetal extracts.
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Figure 1. Dose-response curves plotting % of rearing
with respect to its control represented on the y-axis
for the sedative effect of methanol extracts of flow-
ers of C. sinensis (o), fruits of T. sylvatica (m), leaves
of C. sinensis (A), aereal parts of G. glauca (x) and
hexane (V) and dichloromethane extracts (¢) of C.
citratus. Values are expressed as mean = S.E.M. of
6 experiments. Doses (mg/kg) are represented in a
logarithmic scale on the x-axis.
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The validity of the exploratory cylinder
model for testing sedative drugs has been
well established (Rolland et al., 1991; Hiller
and Zetler, 1996; Ugalde et al., 20035; Oliva
et al., 2004; Balderas et al, 2008). In this
model the rearings number decrease with an
increase of the doses of sedative drugs, and
allows the construction of doses-res-ponse
curves and the calculus of effective doses for
individual drugs (Ugalde et al., 2005).

In a previous work, Tortoriello and
Lozoya (1992) describe the sedative effect
for Galphimia glauca methanol extract
based on the prolongation of sleep time
induced by pentobarbital. This effect has
been attributed to Nor-seco-triterpenoid
Galphimine B, isolated from methanol ex-
tract (Tortoriello and Ortega, 1993). In the
present work, both methanol and hexane
extracts showed sedative effect in the ex-
ploratory cylinder model, suggesting that
Galphimia glauca contains others non-polar
sedative compounds in the hexane extract
in addition to Galphimine B, that result
interesting to identify.

The activity of Cymbopogon citratus on
central nervous system (CNS) has already
been investigated; the antinociceptive effect
has been reported for essential oil and for
the infusion prepared from fresh leaves of
Cymbopogon citratus (Viana et al., 2000;
Lorenzetti et al., 1991); Carlini and cowor-
kers did not observe effect on the motor
activity and rota-rod tests in rodents for the
infusion of Cymbopogon citratus (Carlini et
al., 1986) and a double blind study with
50 health voluntaries indicated that the
infusion did not have anxiolytic-like activity
(Leite et al., 1986). In contrast, in the present
work a clear sedative effect was observed for
hexane extract of this species, suggesting
that the active compounds are of nonpolar
type including the essential oil. The latter
is supported for the low activity of the di-
chloromethane extract and the absence of
sedative activity for the methanol extract.
Cymbopogon citratus has high content of
citral, a natural mixture of two isomeric
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aldehydes, neral and geranial (Leite et al.,
1986), therefore it is not possible to dis-
card the participation of these components
in the sedative activity of hexane extract,
because the intraperitoneal administration
of citral (100 mg/kg) was able to decrease
the rearings in the open field test in a
previous work (Carlini et al.,, 1986) and
recently has been reported also that intra-
peritoneal administration of the essential
oil obtained from this medicinal plant in
mice induces sedative effect (Blanco et al.,
2009).

It has been reported the enhancement of
sleeping time induced by sodium pentobar-
bital, the anxiolytic activity in elevated plus
maze model and anticonvulsant activity for
essential oil from peel and hydroalcoholic
extract of leaves from Citrus aurantium in
rodents (Carvalho-Freitas and Costa, 2002;
Pultrini et al., 2006). In addition, in the
present work the methanol extracts from
leaves and flowers of Citrus sinensis showed
sedative activity, suggesting that the active
compounds should be polar compounds.
Recently we identified the hesperidin as one
of the active sedative compounds in flowers
of Citrus sinensis (Guzman-Gutiérrez and
Navarrete, 2009); however, there are not
additional phytochemical or pharmacologi-
cal studies for flowers and leaves of this
species. Studies in progress are running
in our laboratory to investigate other active
components of the flowers and leaves of
methanol extract of Citrus sinensis.

The sedative, anxiolytic and anticon-
vulsant effects for leaves (Mora et al., 2005;
Molina-Hernandez et al., 2004) and the an-
ticonvulsant activity for seeds (Garzon-de la
Mora et al., 1999) of Casimiroa edulis have
already been reported. However the mode-
rate sedative effect for the seeds of Casimiroa
edulis is reported here for the first time.

The sedative effect observed for Terns-
troemia pringlei and Valeriana edulis ssp
procera are in agreement with previous
works (Balderas et al., 2008; Ugalde et
al., 2005). For Ternstroemia sylvatica it
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has been reported its sedative activity in
rat using simple and repeated intraperito-
neal administration once a day for a week.
However, these treatments failed to show
anxiolytic activity in elevated plus maze
model (Molina et al., 1999). Commercial dry
extract of Valeriana officinalis showed low
sedative activity in the exploratory cylinder
model (ED_, = 452.01 £47.45 mg/kg), even
lower than the sedative effect showed for
the commercial extract of Valeriana edulis
ssp procera (ED_, = 182.62 £ 11.62 mg/kg).
These species are reputed to possess a
well demonstrated sedative effect. In this
respect, some of the extracts tested here
showed sedative activities at lower doses
than those showed by Valeriana species,
indicating a promissory sedative effect.

CONCLUSION

Using the exploratory cylinder test, it was
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possible to perform a quantitative com-
parison of the sedative effects of several
medicinal plants commonly used in Mexico
as sleep aids. In this way, plant species
with promising sedative activity can be ef-
fectively screened and selected for further
investigations, including the isolation of
active compounds. In addition some spe-
cies showed more potent sedative effect
than valerian species, plants with a very
well recognized sedative effect.
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Toxic rather than neuropharmacological effect of Ternstroemia sylvatica
fruits and identification of 28-O-[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R,-barrigenol

as a new compound with toxic effects in mice*
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Abstract

Context: Fruits of Ternstroemia sylvatica Schltdl. and Cham. (Theaceae) are used in Mexican
traditional medicine to alleviate anxiety, sleep disorders and seizures; however, the active
principles have not been identified.

Objective: To identify the neuroactive principles of T. sylvatica fruits using neuropharmaco-
logical tests on mice.

Materials and methods: The methanol and aqueous extracts of pericarp or seeds of T. sylvatica
fruits were intraperitoneally administered (1-562 mg/kg, single doses) to mice. The exploratory
cylinder, hole board, open field, Rota-rod and sodium pentobarbital-induced hypnosis tests
were used to evaluate the CNS depressant effect after 30 min single administration of extracts.
From aqueous seeds extract, triterpene glycoside 28-O-[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol
was isolated an active compound.

Results: Crude extracts of T. sylvatica fruits, separated from seed and pericarp, showed sedative
effect in mice. The aqueous (EDso=4.9 + 0.8 mg/kg) seed extracts is the most active among
them. This extract also decrease locomotor activity and disrupt motor coordination of mice.
This extract was also the most toxic extract (LDso=5.0+1.4mg/kg; ip.). The triterpene
glycoside 28-O-[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol was identified in this extract as one
of the active sedative compounds (EDso=0.12+0.01mg/kg) also with toxic effect
(LDso = 1.11 £ 0.23 mg/kg).

Conclusion: The results suggest that T. sylvatica fruits has toxic activity rather than CNS
depressant activity in mice and that this effect might be related to the presence of 28-O-[p-L-6-
rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol, one of the active principles of T. sylvatica fruits with sedative
and toxic effect.
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Introduction

Ternstroemia is the largest genus in the Theaceae family with
an estimated 130 species worldwide. It has been reported that
12 Ternstroemia species occur in México (Boom, 1989).
Fruits of several species from Ternstroemia are commonly
known in México as ‘‘Flor de Tila”’, and they are used
in Mexican traditional medicine to alleviate anxiety, sleep
disorders and seizures (Aguilar-Santamaria & Tortoriello,
1996; Molina et al., 1999; Tortoriello & Romero, 1992).

*Taken in part from the PhD work of J. L. Balderas.

Correspondence: Dr. Andrés Navarrete, Facultad de Quimica,
Departamento de Farmacia, Universidad Nacional Auténoma de
México, Ciudad Universitaria, Coyoacan 04510, México D.F., México.
Tel: +(55) 5 622 52 91. Fax: +(55) 5 622 53 29. E-mail: anavarrt@
unam.mx

Ternstroemia pringlei (Rose) Standl. (synonym Ternstroemia
lineata DC) and Ternstroemia sylvatica Schltdl. and Cham.
are the two major Ternstroemia species used as decoctions
in Mexican traditional medicine to treat insomnia and fear
(Molina et al., 1999). The T. sylvatica fruits contain 40% of
seeds and 60% of pericarp. Traditionally, the decoctions of
these plants are prepared from their whole ground fruits.
Pharmacological studies have shown that fruits of 7. pringlei
(Bartholomew & McVaugh, 1997; Kobuski, 1942) produce
sedative and anticonvulsive effects in rats (Aguilar-
Santamaria & Tortoriello, 1996), and interact in a complex
form with CNS depressant drugs (Balderas et al., 2008).
Fruits of T. sylvatica have sedative effects more than
anxiolytic effects in rats. (Aguilar-Santamaria & Tortoriello,
1996; Molina et al., 1999; Tortoriello & Romero, 1992).
Recently, the isolation of jacaranone as a sedative sub-
stance from 7. pringlei was reported (Lozada-Lechuga et al.,
2010).  Phytochemical studies of Ternstroemia species
have reported the isolation of oleanane- and ursane-type
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triterpenoids, triterpenoid glycosides, triterpenoid saponins,
carotenoids, monoterpenoids, tannins and other aromatic
compounds (Balderas et al., 2008; Ikuta et al., 2003; Jo
et al., 2005; Kikuchi & Yamaguchi, 1974; Shin et al., 2003;
Tori et al., 2005). However, there are no additional reports
concerning neuropharmacological effects of 7. sylvatica
fruits. Therefore, this study was undertaken to evaluate the
neuropharmacological effects of 7. sylvatica fruits using
several experimental models to identify the active principle(s)
of this medicinal plant. However, the experimentation led to
the identification of a toxic effect greater than the neuro-
pharmacological effect of this plant and to the identification
of a new glycoside triterpenoid as one of the toxic compounds
from T. sylvatica.

Materials and methods
Drugs and reagents

Tween 80 was purchased from Sigma Co. (St. Louis, MO),
diazepam (Valium™) was purchased from Roche S.A.
(México). The extracts were dissolved in saline solution
(0.9%) and the drugs were dissolved in 0.5% Tween 80 in
saline solution. All solutions were freshly prepared each time
and administered intraperitoneal or orally in a volume of
0.1mL/10g body weight in single administration. Control
animals received the same volume of vehicle (0.5% Tween 80
in saline solution or saline solution only).

Experimental animals

All experiments were performed on adult male ICR mice
(25-34 g; Centro UNAM-Harlan, Harlan México, S. A. de C.
V.). The experimental groups consisted of six animals.
The animals were maintained at constant room temperature
(22 +2°C) and subjected to a 12 h light/dark cycle with free
access to food and water.

To optimize the number of laboratory animals used,
exploratory cylinder and hole board tests and open field and
sodium pentobarbital-induced hypnosis tests were performed
consecutively.

Procedures involving animals and their care were con-
ducted in conformity with the Mexican Official Norm for
Animal Care and Handling (NOM-062-Z0O0-1999) adopted
in our laboratory, and in compliance with international rules
on care and use of laboratory animals. Furthermore, clearance
for conducting the studies was obtained from the Ethics
Committee for the Use of Animals in Pharmacological and
Toxicological Testing (CICUAL/020/11, 2011), Facultad de
Quimica, UNAM. Behavioral experiments were carried out
between 10:00 and 14:00 h.

Plant material

The fruits of 7. sylvatica Schltdl. and Cham. were collected
at Pahuatlan, Puebla, Mexico, in June 2007. The authenticity
of the plant materials was certified by M.E. Flores-
Villafranco, botanist of the FES Iztacala UNAM Herbarium.
Samples were deposited in this herbarium with the voucher
number IZTA42169. The fruits of T. sylvatica have an average
weight of 543 4+ 123 mg (n = 10); 40% of them correspond to
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seeds (221 81 mg). Therefore, we decided to test the
pericarp and seeds separately.

Preparation of extracts

The seeds and pericarp from dried fruits of 7. sylvatica were
manually separated. After grinding using a manual miller,
374 g of pericarp and 56.2 g of seeds were extracted separately
at room temperature with hexane (3 x 2L, 24 h each), then
with dichloromethane (3 x 2L, 24 h each) and, finally, with
methanol (3 x2L, 24h each); evaporation of the solvents
in vacuum gave 1.44g of hexane (0.39% yield), 2.01 g of
dichloromethane (0.54% yield) and 50.17g of methanol
(13.41% yield) extracts as syrupy residues from pericarp, and
17.59 g of hexane (31.30% yield), 5.51 g of dichloromethane
(9.81% yield) and 3.80g of methanol (6.76% yield) extracts
from seeds. Aqueous extracts were prepared with 200 g of
dried and powdered seeds or 200 g of pericarp by boiling them
in 1.8 L of distilled water for 10 min. Afterwards, the extracts
were filtered by gravity and concentrated through air current
at room temperature (22 4+ 2 °C) obtaining 27.9 g (13.9% yield)
of a breakable reddish solid for pericarp and 28.4¢g (14.2%
yield) of a pale beige solid for seeds.

Isolation of 28-O-[p-L.-6-rhamnopyranosyl]-R;-
barrigenol

The active aqueous seeds extract of 7. sylvatica (20 g) was
partitioned with n-BuOH (2L). Both aqueous and n-butanol
fractions were concentrated under reduced pressure (40 °C at
72 mbar for water and 40°C at 25 mbar for n-BuOH) to
obtaining 9.3 g and 9.0 g of aqueous and n-BuOH fractions,
respectively. A sample of the n-butanol soluble fraction (1.0 g)
was chromatographed using a Sephadex LH-20 column
(400 mm x 40 mm i.d.) and eluted with MeOH to give 20
fractions of 50 mL each. Fractions 3-5 (200 mg) were pooled
and subjected to an additional medium pressure RP-C;g silica
gel column chromatography (450mm x 25mm i.d.) eluted
with MeOH:H,O (9:1, 8:2, 7:3 and 5:5, each 30 mL) to afford
78.60 mg of white powder. A part of this powder (50 mg) was
applied to a medium pressure C;g column (450 mm X 25 mm
i.d.) and eluted with MeOH to afford 30mg of white
amorphous powder. A posterior purification by preparative
RP-TLC eluted with H,O:MeOH:CH3;CN (2:1:1) yielded
a pure white amorphous powder (20 mg) with a melting point
(m.p.) 288-290°C. This compound was identified as 28-O-
[B-L-6- rhamnopyranosyl]-R-barrigenol (1, Figure 1) by mass
spectrometry and nuclear magnetic resonance (Table 1). A
portion of this powder (15 mg) was refluxed with 2 N HCI for
3 h. After neutralization with Na,CO5 (10% w/v in water), the
reaction mixture was extracted with CH,Cl, (S mL x 3). The
aqueous phase was dried under vacuum and then treated with
40 pL of Sigma-Sil-A reagent at 60 °C by 10 min and analyzed
by GC/MS for sugars. The organic phase was washed with H,O
(2mL x 2) and evaporated to yield a pale yellow solid (7 mg).
From this, reaction mixture was separated by preparative silica
gel TLC (eluting with CH,Cl,:MeOH 9:1) a white solid with
am.p.>300°C. The MS and proton NMR (400 MHz, Pyridine-
ds) data corresponded to data previously reported (Fu et al.,
2005) for Ry-barrigenol (1a).
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Figure 1. Structure of compounds 1 and 1a.

Table 1. 'H NMR and '*C NMR spectral data for compounds 1 and 1a.

1 la
Position & (3C)* 5 ('H)° 5 (‘)P
1 47.92 148 dd (J=4, 12Hz)
2 4157  2.82m
3 78.13  3.06 t (J=12Hz) 3.19m
4 3941 - -
5 5572 097 m
6 1922 1.66 m
7 3690 217 m
8 211 - -
9 3936  1.89m
10 3753 - -
11 24.14 198 m
12 12458 555t (J=4Hz) 558 m
13 14486  — -
14 5458 - -
15 6751 446m 3.88 m
16 7248 498 m 457 m
17 4821 - -
18 4751 1.84 m
19 47.58
20 3652 - -
21 7845  4.85d (J=12Hz) 3.92d (J=6Hz)
22 7720  4.63d (J=12Hz) 427 dd (J=9, 6Hz)
23 1674 1.88s 120s
24 1772 1.08s 1.60 s
25 1606  1.01s 1.01 s
26 28.82 1255 1.14 s
27 21.19 114 1.55s
28 7228  451m 4.10 m
29 3071 137s 1.48 ws
30 19.54  141s
It 102.79  5.12d (J=4Hz) -
2 72.87 444 dd (J=4, 8Hz) -
3/ 7396 426t (J=8Hz) -
& 6778 413 m -
5 69.69  3.63m -
6 1871  1.64d (J=8Hz) -

2100 MHz, Pyridine-ds; 400 MHz, Pyridine-ds.

Pharmacological studies
Sedative activity in the exploratory cylinder test

The apparatus consisted of a glass cylinder (30 cm in height,
11cm in diameter, with wall of 3 mm). The cylinder was
placed on a filter paper in a room with constant lighting and
isolated from external noise. An individual naive mouse
was put on the filter paper-covered floor of the glass
cylinder; the number of rears performed over a 5 min period

was recorded. The inner side of the apparatus and floor were
cleaned with ethanol solution (10% v/v) and the filter paper
was changed between each animal test session. The extracts,
compounds or drugs were administered 30 min before testing
in different doses. During observation, the experimenter stood
next to the apparatus always at the same place. The observa-
tions were made without prior knowledge of the experimental
conditions applied to the animal. Reduced exploratory rearing
showed by naive mice after placement in an unfamiliar
environment reveals a sedative effect (Hiller & Zetler, 1996;
Oliva et al., 2004; Rolland et al., 1991; Ugalde et al., 2005).

Open field test

The locomotor behavior was assessed on open field test.
The open field was made with an acrylic cage of 20cm in
height. The floor of the open field, 26 cm in length and
18 cm in width, was divided into 12 squares (4cm x 4 cm)
with 2cm strips. Thirty minutes after the administration of
extracts or compounds, each mouse was placed individually
at the center of the apparatus and observed for 2 min to record
the locomotion as number of segments crossed with the four
paws (Walsh & Cummins, 1976).

Hole board test

Thirty minutes after the administration of extracts or com-
pounds, each mouse was placed into the hole board apparatus
(Ugo Basile 6650 Hole Board). The number of holes explored
was recorded automatically during 3 min. This test was used
to evaluate emotionality, anxiety and/or response to stress
in animals. A decrease in the number of head-dips reveals the
anxiolytic behavior (Boissier & Simon, 1962).

Sodium pentobarbital-induced hypnosis.

Sodium pentobarbital at a dose of 42mg/kg was intraper-
itoneally administered 33 min after the intraperitoneal admin-
istration of extracts. Each mouse was observed for the loss of
righting reflex (hypnosis) and duration of sleep. The time
between loss and recovery of the righting reflex was recorded
as sleeping time (Gonzalez-Trujano et al., 1998).

Effect on motor coordination on rota-rod test.

Mice which remained on the rod (Rota-rod Treadmills for
mice, constant speed model 7600, Ugo Basile; 4 cm diameter,
16 rpm) for at least 3min were selected and allocated to
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Table 2. Sedative effect in the exploratory cylinder test of Ternstroemia
sylvatica extracts after intraperitoneal administration in mice.

EDso £+ S.E.M.
Plant/Drug Extract (mg/kg)
Ternstroemia sylvatica (pericarp) Methanol 61.9+6.4
Aqueous 41.5+199
Ternstroemia sylvatica (seeds) Methanol 13.8+1.7
Aqueous 49+0.8
Diazepam - 3.04+1.14

groups of six animals each. Immediately after administration
extracts, diazepam or vehicle by intraperitoneal route, mice
were placed on the rod. The time each animal remained on
the rod (‘‘time-on-rod’’) was recorded every 10 min for a total
recording of 120min. Effect on motor coordination was
considered when mice remained on the rod for less than 2 min
(Gonzélez-Trujano et al., 1998).

Acute toxicity study (LDsg)

The acute toxicity of extracts was estimated by intraperitoneal
administration. Mice were kept under observation for the
following 14d after single administration of extracts
(1-316 mg/kg single doses) at constant room temperature
(22+2°C) and submitted to a 12h light/dark cycle with free
access to food and water. Their weights were registered daily,
and at the end of the study a macroscopic tissue evaluation
was done. The acute toxicity of 28-O-[B-L-6-rhamnopyrano-
syl]-R;-barrigenol was estimated by a single intraperitoneal
administration (0.1-10.0mg/kg) and observation for the
following 14 d in the same conditions described above.

Statistical analysis

Results are expressed as mean=+ S.E.M. of six repetitions.
Statistical differences between experimental and control
groups were performed by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Dunnett’s test. A value of p<0.05
was considered to be significant.

Results

The methanol and aqueous extracts of 7. sylvatica seeds
showed potent sedative effect in exploratory cylinder test after
intraperitoneal administration in mice (Table 2). The aqueous
seeds extract showed a sedative effect (EDsy=4.9 + 0.8 mg/
kg) like diazepam (EDsy=3.04 £ 1.14 mg/kg), which was
used as reference a sedative drug (Table 2). However, single
or repeated intragastric administration of aqueous extracts
did not show sedative effect (Table 3). In addition, the sodium
pentobarbital-induced hypnosis time was prolonged by the
intraperitoneal administration of methanol or aqueous extracts
of T. sylvatica seeds (Figure 2). However, higher doses of
methanol (32 and 100 mg/kg) or aqueous (56 and 100 mg/kg)
extracts of T. sylvatica seeds induced death of the animals
during sodium pentobarbital-induced hypnosis.

Aqueous extract of T. sylvatica seeds significantly
decreased the motor coordination of the animals in a dose-
dependent manner (ED5o=52.21 4+ 4.45 mg/kg) without recu-
peration in the rota-rod test (Figure 3). However at 100 mg/kg
this extract induced the death of all animals 70 min after
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Table 3. Sedative effect of Ternstroemia sylvatica aqueous extracts
in the exploratory cylinder test by acute and repeated intragastric
administration.

Single dose Repeat dose by 5 d

Rearings/ Rearings/
Dose (mg/kg) 5min+S.E.M. Mortality 5Smin+S.E.M. Mortality

Vehicle
- 552439 0/24 52.74+3.7 0/17
Ternstroemia sylvatica (pericarp)
100 493+3.6 0/6 55.7+3.8 0/6
316 40.24+5.2 0/6 53.3+7.3 0/6
1000 50.5+4.4 0/6 55.3+6.5
Ternstroemia sylvatica (seeds)
5.6 32.0+£5.7* 0/6 63.0+3.5 0/6
10 38.0+2.9 0/6 60.2+6.8 0/6
100 402+6.3 0/6 55.54+7.7 0/6
316 35.8+7.8 0/6 39.7+29 3/6
1000 37.3+5.6 0/6 30+0 5/6

Data represent mean £S.E.M. n=6. *p<0.05 significantly different
from vehicle; ANOVA followed by Dunnett’s test.

its administration. Methanol extract did not change the motor
coordination of the mice.

From the aqueous seeds extract, it was isolated as a white
amorphous powder (Compound 1) with a m.p. 288-290°C
(recrystallized from MeOH). This compound was identified
as  28-O-[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol by mass
spectrometry and nuclear magnetic resonance (Table 1). This
pure compound showed potent sedative activity in the explora-
tory cylinder test (ED5o=0.12 £0.01 mg/kg, Figure 4A) and
significantly reduced the nose-poking activity in the hole board
test (EDsp = 1.02 + 0.0 mg/kg, Figure 4B). Whereas the aque-
ous extract of seeds of T. sylvatica was less active (EDso=
8.81 £2.83mg/kg) than compound 1. Diazepam showed an
EDs5p=2.56 4 1.35 mg/kg in this test.

Compound 1 and aqueous extract of seeds from
T. sylvatica significantly decreased, in a dose-dependent
manner, the locomotor activity (EDsp=0.35+0.11 and
26.64 +2.37 mg/kg, respectively) in the open field test
(Figure 5).

T. sylvatica seed aqueous extract was the most toxic extract
by the intraperitoneal route (LDsyp=5.0=+1.4mg/kg).
T. sylvatica aqueous extract produced a weight loss of 15%
of the animals during observation period (14 d). Autopsy of
mice showed peritoneal extravasations and bleedings in
stomach and gut. The intragastric administration of the
aqueous extract up to 1000 mg/kg neither induced death nor
weight loss of the animals during the observation period
(14 d). But repeated intragastric administration of 316 mg/kg
of T. sylvatica seeds aqueous extract every 24h for 5d
induced 50% mortality, while the repeated intragastric
administration of 1000 mg/kg of T. sylvatica seeds aqueous
extract every 24 h for 5d induced 83% mortality (Table 3).

The 28-O-[B-L-6-thamnopyranosyl]-R-barrigenol showed
also high toxicity in mice (LDso=1.11 £0.23 mg/kg).

Identification of 28-O-[f-L.-6-rhamnopyranosyl]-R;-
barrigenol

In the negative ion FAB-MS of compound 1, quasi-molecular
ion peak was observed at m/z 651 (M —H)  and high-
resolution negative ion FAB-MS revealed the molecular
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Figure 2. Effect of methanol (A) and aqueous (A) 8000 +
(B) extracts of Ternstroemia sylvatica on
latency and duration of pentobarbital-induced . | atency . i
hypnosis in mice. Bars represent 3 Hypnosis o
mean + S.EM. n=6. *p < 0.05 significantly 6000 -
different from vehicle; ANOVA followed by
Dunnett’s test.
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1004 revealed the elimination of one 6-desoxyhexosyl moiety.
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B 75 o Contral accomplished through analysis of the 'H-'H COSY,
g = 10mgkg TOCSY, HSQC, HMBC (Figure 6) and NOESY (Figure 7)
§ . -+ 316 mgkg spectra. The "H NMR spectrum of 1 showed signals for seven
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~4- 100 mg/kg 1.01 (H-25), 1.25 (H-26), 1.14 (H-27), 1.37 (H-29), 1.41(H-
37 - Diazepam (2.5 mg/kg) 30)], one olefinic proton at 8H 5.55 (1H, t, J=4Hz, H-12),
five oxygen-bearing methyne protons at 3.06 (1H, t,
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Figure 3. Effect of aqueous extract of Ternstroemia sylvatica seeds
on motor coordination in the rota-rod test. Symbols represent
mean + S.EM. n=6.

J=12Hz, H-3), 4.46 (1H, m, H-15), 498 (1H, m, H-16),
4.85 (1H, d, J=12Hz, H-21) and 4.63 (1H, d, J=12Hz, H-
22), and one primary alcoholic function at 4.51 (2H, m, H-
28). In the NOESY experiment, cross-peaks between oH 4.46
(H-15) and 0H 4.98 (H-16), and between 6H 4.98 (H-16) and
OH 4.51 (H-28), allowed the location of two secondary
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Figure 4. Effect of 28-0-[B-L-6-rhamnopyr- (A)150
anosyl]-R;-barrigenol in Exploratory
Cylinder test (A) and hole board test (B) in
mice. Symbols represent mean = S.E.M. S
n=6. *p < 0.05 significantly different from =
vehicle; ANOVA followed by Dunnett’s test. E 100 ~
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Figure 5. Effect of 28-O-[B-L-6-rhamnopyr- (A)
anosyl]-R;-barrigenol (A) and aqueous 150
extract of seeds from Ternstroemia sylvatica
(B) in open field test in mice. Symbols =
represent mean +S.E.M. n=6. *p < 0.05 s
significantly different from vehicle; ANOVA 2 100 ~
followed by Dunnett’s test. %
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Figure 6. Selected key correlations in "H-'"H COSY, TOCSY and HMBC experiments of compound 1.

alcoholic functions at C-15 and C-16. The hydroxyl group at
C-15 was confirmed by a correlation between 6C 67.51 (C-
15) and 6H 1.14 (s) (H-27) in the HMBC experiment. In this
spectrum, it was also observed the correlation between C-21
at 5C 78.45 with the two methyl group signals at 6H 1.37 (s,
H-29) and 1.41 (s, H-30). A correlation in the HMBC
experiment between H-28 at 0H 4.51 and the anomeric signal
at 6C 102.8 suggested that a sugar was attached to C-28. The

sugar was identified as L-rhamnose with the help of 'H-'H
COSY and TOCSY spectra. The characteristic double signal
for C-6'of L-rhamnose appeared at 0H 1.64 (/=8 Hz, Table
1).

The relative configurations of C-3, C-15, C-16, C-21 and
C-22 of the R;-barrigenol unit were determined by the
multiplicity and the coupling constants of carbinol protons,
supported by the connectivity observed in the NOESY
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Figure 7. Selected key correlations in
NOESY experiment of compound 1. ( A)

28-0-[3-L-6-Rhamnopyranosyl]-R ;-barrigenol toxicity 7
CHs

OH

spectrum: H-3, H-5 and H-24; H-15, H-16, H-26 and H-28;
H-22 and H-30; and H-21 and H-29. On the basis of the above
results, the structure of 1 was elucidated as 28-O-[B-L-6-
rhamnopyranosyl]-R ;-barrigenol, a new glycoside triterpene.
Acid hydrolysis of 1 with 2N HCl yielded 1a as an aglycone,
together with L-rhamnose identified by GC/MS analysis of
their trimethylsilyl derivative (Kirmizigiil et al., 1995).
The structure of the aglycone of 1 was thus recognized to
be the triterpene R, barrigenol and it was in agreement with
the literature data (Fu et al., 2005).

Discussion

According to obtained results on the neuropharmacological
evaluation of 7. sylvatica fruits, it is not possible to consider
that this plant possesses a convincing CNS depressant effect.
Despite the aqueous and methanol extracts showed sedative
effect in two very well-known sedative models, and these
results apparently are in agreement with a previous work
(Molina et al., 1999). The aqueous extract obtained from
T. sylvatica seeds was the most active extract, but it was
also the most toxic extract for mice. The neurotoxicity was
also evidenced for this extract because it decreased the loco-
motor activity, disturbed the motor coordination and decreased
the exploratory behavior with signs of discomfort for the
animals. These results suggest that sedative effect for this plant
might be caused more by a toxic effect than by an effect on the
CNS. The fruits of 7. sylvatica are used to prepare the
decoctions used as sedative traditional remedies. These fruits
are constituted by 40% of seeds and 60% of pericarp. We were

interested in knowning if seeds or pericarp showed the same
activity; therefore, we studied separately seeds and pericarp,
finding that seeds are more active than pericarp.

From the aqueous seeds extract, the glycoside triterpenoid
28-0-[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol was isolated as
a new natural product. This substance showed also CNS
depressant and toxic effect (LDso=1.11=+0.23 mg/kg).
Therefore, these results suggested that this substance is
responsible for the sedative and toxic effects of 7. sylvatica
seeds. A preliminary HPLC analysis of the extracts of
T. sylvatica showed that this glycoside triterpenoid is present
in methanol and aqueous extracts of 7. sylvatica seeds but it
was not detected in the extracts of pericarp. Therefore, the
activity of this plant may be related to the presence of this
glycoside.

Previous pharmacological work did not report any toxic
effect for this species, probably since the evaluation was
performed in an acute single doses regimen and the experi-
ments were performed in a time less than 3 h (Balderas et al.,
2008). On the other hand, the repeated oral administration for
5d of aqueous extract was less active and less toxic than the
single intraperitoneal administration. These results suggest
this compound is poorly absorbed from the gastrointestinal
tract.

On the other hand, jacaranone was identified as the
sedative principle in 7. pringlei (Lozada-Lechuga et al.,
2010). However, Xu and coworkers reported neurotoxic
effects for this natural quinone that lead to death of mice in
30-90 min, with a LDsq of 150-200 mg/kg (Xu et al., 2003).
Here, we are reporting the triterpene glycoside 28-O-[p-L-6-
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rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol as a new natural product and
as the second one sedative and toxic principle in Ternstroemia
genus. Toxic effect seems to be the major effect of fruits of
these medicinal plants, and the neuropharmacological effects
observed here and those previously reported might be signs of
this toxic effect. These findings highlight the need to consider
not only the pharmacological effect to support the traditional
use of the medicinal plants but also to take in count their
toxicity.

In conclusion, we demonstrated that the aqueous extract
of T. sylvatica seeds, which represent 40% of the fruits, has
toxic activity rather than CNS depressant activity in mice
and that this effect might be related to the presence of 28-O-
[B-L-6-rhamnopyranosyl]-R;-barrigenol, a new triterpenoid
glycoside.
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