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RESUMEN

A nivel mundial, especies del género Tilia son ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional por sus propiedades tranquilizantes. En México Tilia americana var.
mexicana es conocida con los nombres comunes de “cirimbo”, “flor de tila”, “sirimo”,
“tiimo”, “jonote” y “tila de hoja”. De esta especie se han aislado e identificado
compuestos como el B-sitosterol, kaempferol, quercetina y glicdsidos de flavonoides.
Asimismo, se ha evaluado el efecto ansiolitico y sedante de extractos organicos,
acuosos y compuestos puros. También se conoce la accion de varios flavonoides con
afinidad a receptores benzodiacepinicos, pero poco se sabe del efecto ansiolitico del
triterpeno B-sitosterol y mucho menos de su mecanismo de accion. Es por ello, que
el presente trabajo tuvo como finalidad realizar la evaluacion del efecto ansiolitico del
B-sitosterol y analizar su posible mecanismo de accién mediante la participacion del
receptor GABAA /BDZ. Para la obtencion del 3-sitosterol, se realizé una cromatografia
en columna del extracto hexanico y su identificacion se hizo mediante la
determinacién del punto de fusion y cromatografia en capa fina en comparacion con el
estandar. EI  B-sitosterol se evalud en tres modelos de ansiedad en ratones: cruz
elevada (plus-maze), tablero con orificios (hole-board) y cilindro de exploracion. La
valoracion farmacologica del [B-sitosterol mostré6 que éste produce un efecto
ansiolitico significativo en dosis de 5-20 mg/kg y un efecto sedante en dosis de 30
mg/kg. El tratamiento de diazepan flumazenil y bicuculina receptor de GABAa- /
Benzodiacepina con y  B-sitosterol mostraron una disminucion en la actividad
exploratoria en brazos abiertos en comparacién con la administracion del 3-sitosterol
solo. Con respecto a los otros modelos, no se observa un efecto significativo en el
numero de exploraciones en el tablero con orificios ni en el numero de
levantamientos, en el tratamiento de [(-sitosterol con diazepam se observa una
disminucién en la actividad en el modelo de brazos abierto. Estos resultados
muestran que el efecto ansiolitico del B-sitosterol esta relacionado con la
participacion de receptor GABAA/BDZ
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1. INTRODUCCION

Desde los tiempos mas remotos de la historia de la humanidad, la medicina
siempre ha sido considerada la ciencia principal. El uso de las plantas medicinales
ha estado presente desde el inicio en la practica curativa. Las plantas medicinales
son todas aquellas que contienen uno o mas principios activos, los cuales,
administrados con la dosis adecuada producen un efecto curativo de las
enfermedades en el hombre y los animales. El hecho de contener mas de un
principio activo hace que una planta medicinal pueda servir para tratar diferentes
afecciones o trastornos. Los productos naturales con propiedades terapéuticas
han sido muy utilizados en la medicina, muchos tienen como soporte su uso
tradicional, sin que existan datos que cientificamente demuestren su utilidad,
puesto que solo en afios recientes algunos se han evaluado siguiendo una sélida
metodologia cientifica. Sin duda, los extractos de plantas son una de las fuentes
de mayor interés para la obtencion de fitofarmacos. (Hall et al, 2001).

De las plantas mas utilizadas sobresalen aquellas cuyas propiedades curativas se
aplican a enfermedades neurolégicas, especialmente de tipo degenerativo,
reconociéndose a la ansiedad, la depresion, la epilepsia y el dolor como las que
mas aquejan a la poblacién. A pesar de ello el porcentaje de especies estudiada
desde un punto de vista fitoquimico es bajo y es menor aun el numero de aquellas
evaluadas farmacolégicamente para garantizar que el uso que se les da es el
adecuado y no presentan riesgos para la salud (Martinez, 2005). En México el uso
de las plantas medicinales data desde la época prehispanica, y en la actualidad es
una practica comun pero sin sustento cientifico (Linares et al, 1995)

Los trastornos de ansiedad son los mas prevalentes y cronicos en la poblacion
mexicana, con un porcentaje aproximado de 13 al 15% (Constantino-Casas et al.,
2010). Los tratamientos con benzodiacepinas y otros farmacos son costosos y
ademas, éstos conllevan a problemas colaterales como nauseas, vomitos,
sedaciéon y dependencia. Por ello surge la necesidad del uso de nuevas
alternativas terapéuticas; tal es el caso de la medicina herbolaria que ha resultado
efectiva en el tratamiento de los trastornos de ansiedad, depresivos y demenciales
(Wong et al, 1998).

Una de las ventajas del uso de fitofarmacos (extractos) es que no tienden a causar
adiccion, dependencia fisica o psicologica, ni sindrome de abstinencia con la
misma intensidad que un compuesto puro. Esto se atribuye al sinergismo entre la
actividad de los componentes activos (Heinze y Ontiveros, 1998).

Tilia americana var. mexicana, conocida comunmente como “tila”, “tilia”, “zirimo”,
entre otros, es utilizada para, aliviar célicos menstruales, resfriados, inflamaciones
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musculares, vomito, tos, epilepsia, tensién nerviosa y estrés (Martinez, 1969;
Estrada, 1985; Aguilar et al., 1994; Argueta et al., 1994). En estudios fitoquimicos
de Tilia americana var mexicana se han aislado principalmente acidos grasos, el
triterpeno B- sitosterol y flavonoides como la quercetina, el canferol y varios de
sus glicosidos. A la presencia de estos flavonoides se les atribuye la actividad
ansiolitica que posee esta especie (Aguirre-Hernandez et al., 2009)

El pB-sitosterol es un triterpeno sintetizado en las plantas, con una estructura
similar al colesterol y responsable en parte de ciertas actividades bioldgicas, tales
como: antiinflamatoria y anticancerigena, asi como su participacion en la
disminucién de los niveles de colesterol en la sangre (Pelletier et al., 1995;
Villaserior et al., 2002; Awad et al., 2003; Delporte et al., 2005). Con respecto a su
efecto sobre el sistema nervioso central se menciona su actividad ansiolitica y
sedante (Aguirre-Hernandez et al., 2007), pero se desconoce aun su mecanismo
de accion. Es por ello, que en el presente trabajo se describe el efecto ansiolitico y
sedante del B-sitosterol y su posible mecanismo de accidén con la participacion del
receptor GABAA/BDZ.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Botanica

2.1.1. Descripcion botanica del género Tilia L.

Desde el afio 1837, el botanico aleman Shlechtendal hizo una descripcién
botanica de Tilia mexicana basada en ejemplares colectados en Chiconquiaco,
Veracruz (Bush, 1929).Las tilias son arboles grandes de madera blanca, corteza
lisa, que alcanza los 30 m de altura y presenta un follaje vistoso. Hojas con
laminas ovadas, oblongo-lanceoladas o elipticas, 5-nervadas, con pubescencia de
tricomas simples y estrellados, de consistencia papiracea, apice acuminado,
margen aserrado o dentado-mucronado, base cordado, obtusa u oblicua; estipulas
caducas. Inflorescencias dispuestas en cimas terminales o axilares,
pedunculadas, acompafiada por una bractea foliacea, membranacea, oblonga.
Caliz con 5 sépalos ligeramente cuculados en botén, libres verdes, ovados,
pubescencia, con apice acuminado; corola con 5 pétalos, libres, blancos o
amarillos, glabros; estambres numerosos, connados en la base; filamentos
simples; anteras dorsifijas, con cinco estaminodios, petaloides; gineceo 5-carpelar;
ovario globoso, 5-locular, con pubescencia de tricomas simples y estrellados, 2
ovulos por I6bulo, estigma 5-lobado, placentacion axilar. Fruto una nuez globosa,
densamente estrellado-pubescente; pedicelo estrellado-pubescente. Semilla una o
dos por l6culo, ovoides negras. Numero cromosémico 2n=82 (Hardin, 1990

Figura 1. Inflorescencias de Tilia americana var. mexicana
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2.1.2. Clasificacion taxonomica

En el reino vegetal se calcula que existen cerca de 250,000 especies de plantas
superiores, de las cuales las angiospermas comprenden aproximadamente 415
familias y 59 ordenes (APG lll, 2009). La clase magnoliopsida (eudicotiledénea)
esta representada por 165,000 especies de hierbas, arbustos, y arboles. La
subclase Dilleniidae comprende 13 ordenes, 78 familias y cerca de 25,000
especies e incluye al orden Malvales que abarca 5 familias y 3,500 especies; en
este orden se ubica la familia Tiliaceae, con aproximadamente 50 géneros y 450
especies (Cronquis, 1988), que alberga al género de Tilia con 50 especies.

Bush (1929) reporto 15 especies de Tilia en México (T. ambigua, T. arsenei, T.
coahuilana, T. floridana, T. houghi, T. longipes, T. mexicana, T. moreliana, T.
nelsoni, T. occidentalis, T. pertomentosa, T. pringle, T. roseana, T. rotunda, y T.
sargentiana,) considerando caracteristicas morfoléogica de la hoja como son:
forma y tamafio de la lamina, longitud del peciolo, tipo de base, margen, apice y
variaciéon de la pubescencia.

Jones (1968), con base en diferencias en la cantidad y tipo de pubescencia en el
envés de la hoja, agrupa a todas las Tilias mexicanas en una sola especie: Tilia
mexicana.

Posteriormente, Hardin (1990), reduce el numero de especies de Estados Unidos
y México a solamente una: Tilia americana con cuatro variedades (americana,
heterophylla, caroliniana, y mexicana).por lo tanto, unicamente Tilia americana L
var. mexicana es reconocida para México. Hardin considera que las caracteristicas
morfolégicas vegetativas presentan una alta plasticidad fenotipica como una
respuesta a factores del ambiente. Por ello su clasificacibn se basa en la
morfologia de tricomas, ya que dicha morfologia esta controlada genéticamente, y
por ello proporciona la mejor evidencia para reorganizar los taxa. De esta forma
actualmente se considera que el género Tilia esta conformado por 24 especies,
de las cuales 17 se distribuyen en Asia, 6 en Europa y 1 en Norteamérica (Tang y
Zhuage, 1996).

2.1.3. Distribucion del género Tilia

El género Tilia consta de un numero de alrededor de 25 a 80 especies, se
distribuye en Europa, Asia, Siberia Occidental, América del Norte y México.

Tilia americana var. mexicana se distribuye en 16 estados de México, abarca al
Norte los estados de Chihuahua y Coahuila y al sur Guerrero y Oaxaca. Esta
especie crece en bosque mesofilo de montafia, el cual constituye
aproximadamente el 0.5 % del territorio mexicano (Rzedowski, 1978).
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2.2. Etnobotanica

A nivel mundial la familia Tiliaceae ha sido utilizada en la herbolaria, la infusion de
las flores es usada como sedante, antiespasmaodico, diaforético, anticatarral,
diurético y antirreumatico (Volak y Stodola, 1990; Wichtl, 2004).

En Meéxico, Tilia americana var. mexicana es utilizada para aliviar cdlicos
menstruales, resfriados, epilepsia, inflamaciones musculares, vomito, tos, fiebre,
insuficiencia renal, insomnio y calmar los nervios. Esta planta es utilizada con
frecuencia en los estados del centro de la Republica Mexicana como Hidalgo,
Michoacan, Morelos, Puebla, Tlaxcala y Veracruz (Martinez 1969; Estrada 1985;
Aguilar et al., 1994; Argueta et al., 1994). En Jalapa, Ver. la infusién de flores de
tilia es usada para tratar la enterocolitis, gastroenteritis, hemorroides, colicos
hepaticos y nefriticos, dolores por vejiga inflamada y problemas del corazén
(Pavon, 2000; Monroy-Ortiz et al., 2007).

Tilia americana var. mexicana tiene varios hombres comunes de acuerdo a la
region. En Michoacan y Jalisco se le conoce como “cirimo”, “tila”, “tilia”. En
Oaxaca, se le llama “yaca” y “yaco”, finalmente en Morelos e Hidalgo se le conoce
como “tilia” (Martinez, 1979).

2.3. Quimica

2.3.1. Metabolitos secundarios presentes en el género Tilia

En inflorescencias de Tilia americana var. mexicana se han aislado e identificado
acidos grasos, terpenoides y flavonoides (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios identificados en Tilia americana var. mexicana

Grupo de | Compuesto Referencia
metabolitos

secundarios

Acidos grasos Acido palmitico Aguirre-

Hernandez et al.,
2007

Terpenoides

B-sitosterol

Aguirre-
Hernandez et al.,
2007

Flavonoides

Quercetina-3,7-O-dirramnésido, kaenferol-
3,7-O-dirramndsido quercetina-3-0O-
glucdsido  (isoquercitrina), kaenferol-3-O-
glucosido (astragalina), kaempferol 3-O- (6-p-
coumaril)-glucésido (tilirésido), kaenferol-3-O-

Herrera-Ruiz et
al., 2008; Pérez-
Ortega et al,
2008; Aguirre-
Hernandez et al.,

ramnaosido, quercetina-3-O-ramndsido | 2010
(quercitrina),  quercetina-3-O-  rutindsido
(rutina).

2.3.2. Farmacologia y principios activos de Tilia americana var. mexicana

En México, la infusidn de las inflorescencias de Tilia americana var. mexicana es
utilizada para diversos fines terapéuticos, pues poseen actividades ansioliticas,
sedantes, antiespasmddicas, diuréticas y estomaticas. Dichas propiedades
medicinales se asociacion con la presencia de principios activos como los
terpenoides y flavonoides (Aguirre-Hernandez et al., 2007; 2010; Herrera-Ruiz et
al., 2008; Pérez-Ortega et al., 2008).Aguirre-Hernandez et al. (2007) mencionan
por primera vez el efecto ansiolitico y sedante del B-sitosterol, triterpeno aislado
del extracto hexanico de Tilia americana var. mexicana. Pérez-Ortega et al. (2008)
reportan que el extracto acuoso de inflorescencias de Tilia americana var.
mexicana potencia el suefio en ratones en el modelo de potenciacion de la
hipnosis inducida por pentobarbital sodico, lo cual indica un efecto hipnético en el
que esta implicado el neurotransmisor GABA. También dicho extracto posee un
efecto ansiolitico similar al producido por el diazepam. Asimismo, Herrera-Ruiz et
al. (2008) menciona el efecto ansiolitico y sedante de una mezcla de flavonoides
obtenida del extracto metandlico de Tilia. Por otro lado se reporta la actividad
ansiolitica de la quercetina y el kaenferol (Aguirre-Hernandez et al., 2010).
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2.4. Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso humano se compone de dos subsistemas principales: sistema
nervioso central SNC y sistema nervioso periférico SNP. El SNC esta formado por
el encéfalo y médula espinal los cuales integran y correlacionan diversos tipos de
informacion sensorial, ademas es la fuente de pensamientos, emociones y
recuerdos (Fig.2)

SISTEMA NERVIOSO

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ‘/\‘ SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

NEURONAS SENSITIVAS
(aferentes)

ENCEFALO <+——» NERVIOS CRANEALES

F 3

NEURONAS MOTORAS
(eferentes)
NEURONAS SENSITIVAS
v/ (aferentes)
MEDULA
— :
ESPINAL NERVIOS RAQUIDEOS

A
\ NEURONAS MOTORAS

(eferentes)

Figura 2. Organizacion del Sistema Nervioso (Deutsch, 1993)

El sistema nervioso periférico (SNP) esta constituido por nervios craneales,
nervios espinales o raquideos y ganglios. De estos existe la divisidn sensitiva
(neuronas aferentes) y la division motora (neuronas eferentes). La division
sensitiva informa al sistema nervioso de lo que pasa dentro del cuerpo, y la
division motora es la responsable de enviar informacién del sistema nervioso
central a los distintos efectores del cuerpo como respuesta a la informacion
procedente de la division sensitiva (Deutsch, 1993).
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2.4.1. Neuronas

Las neuronas son, de todas las células excitables del organismo, las que poseen
la capacidad de comunicacion mas rapida. EI cambio informativo entre las
neuronas se realiza a nivel de una union especializada denominada sinapsis

El sistema nervioso esta formado por mas 100 000 millones de neuronas y son
las que transmiten sefales a todo el organismo. El tejido nervioso esta constituido
por dos tipos de células: neuronas y neuroglias. Las neuronas son las unidades
funcionales del sistema nervioso central y participan en funciones como: pensar
sentir, movimiento, etc. Las células gliales proporcionan sostén, nutricion vy
proteccion a las neuronas (Snell, 1992) Las neuronas estan constituidas por tres
partes principales, 1) cuerpo celular (soma), 2) dendritas y 3) axon (Figura 3).

Soma
—» Dendritas

— | erminales
neuronales

urona

Figura 3. Partes constitutivas de una neurona (Snell 1992)
Las neuronas se clasifican funcionalmente en tres tipos:

1. Neuronas sensoriales o aferentes. Son las que recogen mensajes de los
organos sensoriales y los transmiten a la médula espinal o al el encéfalo.

2. Neuronas motoras: Son aquellas que llevan mensajes de la médula espinal y el
enceéfalo a los musculos y glandulas.
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3. Interneuronas o neuronas de asociacion. Son las que transmiten mensajes de
una neurona a otra (Liguarda, 1992)

2.4.2. Sinapsis

La informacién en el SNC es transmitida bajo la forma de potenciales nerviosos
(impulsos nerviosos) que pasan uno tras otro por una serie de neuronas. La
sinapsis o articulacion interneuronal, es un sitio de interaccién entre dos células
especializadas para la transmisién del impulso nervioso y sus componentes son:
superficie presinaptica, la cual conduce el impulso nervioso; espacio sinaptico,
lugar donde se libera el neurotransmisor y la superficie postsinaptica, quien recibe
el impulso nervioso. En este lugar se abren los canales ionicos y los segundos
mensajeros empiezan a funcionar dentro del cuerpo de la segunda neurona,
desencadenando un impulso nervioso (Azcoaga 1981).

Una neurona ejerce su influencia para excitar a otras neuronas mediante los
puntos de union o sinapsis. Cada union sinaptica esta formada por una parte de
una neurona (terminal pre-sinaptica) que conduce un impulso a la sinapsis y por
otra neurona (estructura postsinaptica) que recibe el impulso en la sinapsis (Barr,
1994). El impulso nervioso debe atravesar un espacio muy pequefo, ya sea una
hendidura sinaptica (quimica o unidn gap) que separa las estructuras pre y
postsinaptica y puede propagarse en cualquier direccion por la superficie de la
neurona. Sin embargo, la direccibn que toma ésta determinada por una
polarizacion constante que se hace en la sinapsis, donde la transmision
generalmente se efectua del axon de una neurona a una dendrita de otra neurona
(Nieto, 1991). Las sinapsis se clasifican en dos tipos, segun la transmision del
impulso, en sinapsis quimica y sinapsis eléctrica.

Sinapsis eléctrica. En este tipo de sinapsis los procesos pre y postsinaptico son
continuos, debido a la union citoplasmatica por moléculas de proteinas tubulares a
través de las cuales transita libremente el agua, pequefios iones y moléculas
conectores (Barr,1994). Si hay despolarizacion y la direccion de la transmision
esta determinada por la fluctuacién de los potenciales de membrana de las células
interconectadas los potenciales de accion que llegan terminal presinaptica pasan
a la posinaptica a través de los conectores despolarizandola, (Bradford, 1988).

Sinapsis quimica. La mayoria de las sinapsis que se utilizan para transmitir
sefales en el sistema nervioso central son quimicas. En este tipo de sinapsis no
hay continuidad estructural entre la membrana presinaptica y postsinaptica, por lo
que el neurotransmisor actua como puente entre las dos neuronas, difunde a
través de la hendidura sinaptica y se une a los receptores, que son moléculas
especiales de proteinas que se encuentran en la membrana postsinaptica
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(Bradford,1988). La naturaleza del neurotransmisor y la molécula del receptor
determina si el efecto producido sera de excitacion o inhibicién de la neurona
postsinaptica (Barr, 1994).

2.4.2.1. Mecanismos de excitacidon e inhibiciéon sinaptica

En la sinapsis quimica las células estan mas separadas dejando un espacio entre
ellas (espacio sinaptico). La transmision del impulso nervioso ocurre mediante la
liberacion de neurotransmisores al espacio sinaptico. El potencial de accion que
llega a la terminal, provoca la entrada de calcio al medio intracelular. El aumento
de calcio provoca que las vesiculas que contienen los neurotransmisores se
fusionen a la membrana plasmatica de la terminal axdnica exocitosis, esto
produce la liberacidon de neurotransmisores hacia el espacio sinaptico, estos se
unen a receptores especificos que existen en la membrana postsinaptica. Se
activan los canales idnicos para desencadenar o no un potencial postsinaptico que
pueda favorecer o inhibir la formacion de potencial de accién, (Agranoff, et al.,
1999).

Dependiendo del tipo de canal idnico activado, la sinapsis puede ser excitatoria o
inhibitoria. Si el neurotransmisor al unirse al receptor provoca la apertura de los
canales de sodio cierre de los canales de K (despolarizacion), genera un
potencial postsinaptico excitador. En la sinapsis inhibitoria, los neurotransmisores
abren canales de cloro y/o potasio. Si abren canales de potasio, sale potasio al
medio extracelular. Si abren canales de cloro, entra cloro al interior de la neurona.
En ambos casos se genera una hiperpolarizacion. Esta hiperpolarizacion genera
un potencial postsinaptico inhibidor. Provoca la detencion de la transmision del
impulso nervioso o reduccion de la frecuencia de potenciales de accién, (Agranoff,
etal., 1999).

10
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Figura 4. Sinapsis quimica

2.4.3. Neurotransmisores

Un neurotransmisor es una sustancia que lleva mensajes entre diferentes células
nerviosas o entre células nerviosas y musculos; capaz de alterar el funcionamiento
de otra célula de manera breve o duradera, por medio de la ocupacion de
receptores especificos y por la activacion de mecanismos idnicos y/o metabdlicos.

Los neurotransmisores excitadores desencadenan un impulso nervioso en la
célula receptora, mientras que los neurotransmisores inhibitorios evitan o
disminuyen la transmision de un impulso (Schwartz, 2000). Para que una
molécula sea considerada como neurotransmisor debe reunir los siguientes
criterios:

11
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1) ser sintetizado en la neurona

2) estar almacenado en la terminal presinaptica y ser liberado cuando recibe
estimulos en cantidades suficientes y ejercer una accion postsinaptica.

3) cuando se libera debe tener accidén del neurotransmisor hacia el receptor

4) inactivacion del neurotransmisor una vez que ha concluido su efecto (Schwartz,
2000).

Los neurotransmisores mas comunes se enlistan en el cuadro 2:

12
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Cuadro 2. Principales neurotransmisores

Neurotransmisor

Localizacion

Funciéon

Aminas Sinapsis con musculos y glandulas; | Excitatorio o inhibitorio
Acetilcolina varias partes del sistema nervioso | Relacionado con la memoria
central
Serotonina Varias regiones del sistema nervioso | Mayormente inhibitorio. ~ Funcién
central sobre el suefio y alertamiento.
Implicado en estados de animo y
emociones
Histamina Encéfalo Mayormente excitatorio. Interviene
en las emociones, regulacion de la
temperatura y balance de agua
Dopamina Encéfalo y sistema nervioso | Mayormente inhibitorio. Regula las
auténomo emociones (animo y la actividad
motriz )
Epinefrina Areas del sistema nervioso central y | Excitatorio o inhibitorio

division  simpatica del sistema
nervioso autbnomo

Norepinefrina Areas del sistema nervioso central y | Excitatorio o inhibitorio; regula
division  simpatica del sistema | respuestas emocionales
nervioso autbnomo

Aminoacidos Sistema nervioso central Neurotransmisor excitatorio

Glutamato

GABA Encéfalo Neurotransmisor inhibitorio

Glicina Médula espinal Neurotransmisor inhibitorio
Encéfalo; algunas fibras del sistema | Funcion en el sistema nervioso

Neuropéptidos nervioso autbnomo y sensoriales incierta

Péptido intestinal

vasoactivo

Colecistoquinina Encéfalo y retina Funcién en el sistema nervioso

incierta

Sustancia P Encéfalo, médula espinal, rutas | Mayormente excitatorio. Involucrado
sensoriales de  dolor, tracto | en las sensaciones de dolor
gastrointestinal

Encefalinas Varias regiones del sistema nervioso | Mayormente inhibitorias.  Actuan
central, retina y tracto intestinal como opiaceos para bloquear el

dolor
Endorfinas Varias regiones del sistema nervioso | Mayormente inhibitorias.  Actudan

central, retina y tracto intestinal

como opiaceos para bloquear el
dolor

Fuente: Bustamante 2004
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4.4. Acido gamma-amino butirico (GABA)

Los aminoacidos estan entre los neurotransmisores mas abundantes en el SNC.
El acido gama-amino butirico (GABA) y glutamato regulan la actividad de varias
neuronas en el cerebro; GABA como inhibidor y glutamato como excitador, por lo
tanto, estan implicados en importantes procesos fisiolégicos asi como
patofisiologicos.

La inhibicibn estda mediada por GABA por lo cual su estudio ha adquirido
importancia creciente por su rol en la génesis de la ansiedad y otras alteraciones
psiquiatricas. GABA se encuentra en todo el cerebro, pero su mayor concentraciéon
esta en el cerebelo. Las neuronas GABAérgicas estan localizadas en la corteza,
hipocampo y las estructuras limbicas.

La accion de las neuronas GABAérgicas es importante en neuropsiquiatria porque
un gran numero de ansioliticos, sedantes y anticonvulsivantes ejercen su accion
farmacoldgica al actuar sobre sus receptores (Bustamante, 2004).

2.4.41. Sintesis y degradacion de GABA.

GABA es sintetizado a partir de la descarboxilacion de glutamato, mediada por la
enzima glutamato descarboxilasa. Una vez sintetizado, el GABA es introducido en
vesiculas y esta listo para salir de la neurona presinaptica. Cuando se produce el
estimulo nervioso, GABA es liberado de la neurona presinaptica y llega hasta la
neurona postsinaptica donde es reconocido por los receptores GABAA y GABAg.
El GABA que no interacciona con los receptores es recapturado por la célula
presinaptica Una vez alli, mediante la GABA transaminasa es degradado a
semialdehido succinico que lo convierte a succinato (Figura 3). La GAD se halla
en interneuronas, rifidn, higado, pancreas, ganglios autbnomos, epifisis e hipofisis.

El receptor GABA, situado en la membrana plasmatica de la terminal post
sinaptico es la que se relaciona con los receptores de las benzodiacepinas (BZD).
Por su parte, los receptores GABAg y GABAc ubicados en la membrana
plasmatica de las terminales pre y post sinapticas no tienen relacion con los
receptores benzodiacepinicos. Los receptores GABAa abren canales de cloro, por
lo tanto, son inhibidores de la conduccion del impulso nervioso. Los receptores
GABAg, producen ya sea inhibicion de los canales de calcio (inhibidor
presinaptico) o activacion de los canales de K* (inhibidor postsinaptico). Aunque
GABA reconoce ambos tipos de receptores, existen agonistas de GABA que solo
reconocen uno de los dos. Los receptores GABA¢ consisten de un canal para los
iones cloruro, que provocan la hiperpolarizacién de la membrana.
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Actualmente se ha logrado determinar que los receptores GABAa contienen
multiples isoformas. Asimismo, se ha sugerido que los multiples receptores GABAg
son responsables de varias funciones metabotrépicas en el cerebro para la
transmision inhibitoria gracias a su acoplamiento con proteinas G ligan GTP
(trifosfato de guanocina) (Brailowsky, 1998).

Figura 5 .La sinapsis GABAérgicas

Una vez sintetizado GABA (1), éste puede liberarse hacia el espacio sinaptico
directamente o desde almacenes vesiculares (2), fuera de la terminal, GABA
puede ocupar receptores postsinaptico (3) (GABAA y GABAg).

El aminoacido puede recapturarse (4), o metabolizarse por la transaminasa del
GABA (6) (Brailowsky, 1998).

2.4.4.2. Estructura del receptor GABA,

Es un complejo oligomérico que tiene los siguientes sitios:
- Sitio para el canal i6bnico que es un canal de cloro.

- Sitios alostéricos adicionales de union de farmacos: benzodiacepinas,
barbituricos, esteroides, zinc y etanol.
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- Sitio del agonista endogeno GABA, donde se une el ligando endogeno
GABA, modulado por las farmacos que se unen a los sitios alostéricos
adicionales.

- Sitio de reconocimiento de baja afinidad preferentemente antagonizado por
las benzodiacepinas.

- Sitio de reconocimiento de alta afinidad que es una forma desensibilizada
del receptor.

- Sitio de las BZD, las cuales aumentan la union del GABA con el sitio de
reconocimiento del receptor GABAA.

- Sitio de los agonistas inversos, reducen el flujo de cloro inducido por GABA:
beta carbolinas.

- Sitio de los agonistas parciales, poseen afinidad y actividad menor que el
agonista total: ciclopirrolonas.

- Sitio del coagonista, es inhibitorio: glicina.

- Sitio de los antagonistas selectivos: bicuculina

- Sitio de los antagonistas no selectivos. Tienen afinidad pero su actividad es
nula, no influyendo sobre el canal de cloro, pero si antagonizan las acciones
de los agonistas: flumazenil (Bouton 2001).

2.5. Enfermedades del SNC

De las enfermedades del SNC, la ansiedad, la depresion, la epilepsia y el dolor
son las que mas aquejan a la poblacion.

2.5.1. La ansiedad como una alteracion del SNC

La ansiedad es una emocion natural, presente en todos los humanos, que resulta
muy adaptativa pues nos pone en alerta ante una posible amenaza; sin embargo,
a veces se vive como una experiencia desagradable (emocién negativa), cuando
sobrepasa el umbral emocional se vuelve patologica e interfiere de manera
negativa en las actividades cotidianas de quienes la padecen (Bouton, 2001).

Los trastornos de ansiedad se caracterizan por generar cambios motores como
irritabilidad, actitudes agresivas, vigilancia exacerbada y reacciones emocionales
exageradas ante una situacion de peligro (Cuadro 3). Todos estos sintomas son
persistentes a través del tiempo e independientes de los estimulos externos que
lo provocan, especialmente cuando alcanza una elevada intensidad, que se refleja
en fuertes cambios somaticos. Ademas, esta reaccion, cuando es muy intensa,
puede provocar una pérdida de control sobre nuestra conducta normal (Kaplan,
2002).
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Cuadro 3. Sintomas del trastorno de la ansiedad

Sintoma Caracteristicas

Sintomas cognitivos Preocupacion injustificada ,inseguridad, perdida
de la confianza en uno mismo, sentimientos de
inferioridad, problemas de concentracion

Sintomas motores Tartamudeo vy dificultad en la comunicacion
verbal, movimientos torpes, hiperactividad,
aislamiento social,

Sintomas psicofisiologicos | Temblores, fatiga, tension muscular, dolor de
cabeza, sequedad de boca, sudoracion excesiva,
mareos, palpitaciones, pulso acelerado, e
incremento de la tension arterial, molestias
gastrointestinales, nauseas, vomitos, sofoco, y
respiracion rapida.

Fuente: Nathan et al., 2002.

2.5.2. Clasificacion y epidemiologia de la ansiedad

La ansiedad es un trastorno con alta prevalencia en la poblacion general (12.5 a
15 %), se presenta ya sea como entidad primaria o acompafada de otras
afecciones psiquicas o somaticas. Constituye una respuesta del sistema nervioso
a estimulos externos o alteraciones enddgenas cerebrales, que se traducen en
sintomas somaticos y psicologicos (Constantino-Casas et al., 2010).

En un estudio sobre trastornos mentales, obtenidos de la Encuesta Nacional de-
Epidemiologia Psiquiatrica en México, se observo que una de cada cinco personas
presenta al menos un trastorno mental en un momento de su vida. Los trastornos
de ansiedad resultaron ser los mas prevalentes y cronicos. Los trastornos
individuales mas comunes fueron la depresion mayor, la fobia especifica y la fobia
social. Las ciudades de México, Guadalajara y Monterrey mostraron la prevalencia
mas elevada de trastornos de ansiedad (3.4%) (Medina-Mora et al., 2003).

2.5.3. Principales trastornos de la ansiedad

La Clasificacion Internacional de Enfermedades divide los trastornos de ansiedad
en ansiedad fobica (agorafobia, fobia social y especifica) y otros como panico;
ansiedad generalizada, mixto ansioso depresivo, obsesivo compulsivo; reacciones
a estrés grave; trastornos de adaptacion, disociativos, somatomorfos y otros de
tipo neurdtico:

- Trastorno por crisis de angustia. Aparicion temporal y aislada de miedo o
malestar intensos, acompanada de 4 o mas sintomas que se inician

17


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

bruscamente, como sudoracion, temblores o sacudidas, sensacion de
ahogo, nauseas o molestias abdominales.

- Agorafobia. Aparicion de ansiedad al encontrarse en lugares o situaciones
donde escapar le resulta dificil, miedo a viajar en autobus, avion, tren
(Constantino-Casas et al., 2010).

- Trastornos fébicos. Fobia social, se define como el temor causado por
una o mas situaciones sociales en publico, en las cuales el individuo se ve
expuesto frente a personas que no pertenecen al entorno intimo. Esta
persona teme actuar por miedo a ser humillado o avergonzado.

- Trastorno por ansiedad generalizada. Ansiedad y preocupacion
exagerada la mayor parte del tiempo, estado persistente de miedo y
aprension durante al menos seis meses. Presenta sintomas como tensién
muscular, fatiga, inquietud, mala concentracion, irritabilidad y problemas de
suefio

- Trastorno obsesivo compulsivo (TOC). Obsesiones persistentes y
recurrentes e impulsos (comportamiento repetitivo en respuesta a
obsesiones). Las obsesiones suelen acompafiar cada acto de la vida,
causando gran malestar e insidia (Carrién et al., 2001).

2.5.5. Mecanismo de accion de las benzodiacepinas

Las benzodiacepinas son ansioliticas a dosis bajas e hipnoéticas a dosis elevadas,
con un inicio de accion rapido. Estos farmacos actuan potenciando la accidn
inhibitoria del neurotransmisor GABA, que directa o indirectamente inhibe la
entrada de Ca®', aumenta la conductancia al K* y la permeabilidad del cloro que
hiperpolariza la neurona y disminuye su excitabilidad. Las benzodiacepinas se
combinan con los lugares reguladores de GABA, facilitando la union de este
neurotransmisor (Dodman, 1999).

El mensaje que GABA transmite es un mensaje de inhibicién, le comunica a las
neuronas con las que se pone en contacto que disminuyan la velocidad o que
dejen de transmitir. Alrededor del 40% de los millones de neuronas del cerebro
responden al GABA, esto significa que GABA tiene un efecto general
tranquilizante en el cerebro, de cierta forma, es el hipnético y tranquilizante natural
con que cuenta el organismo. Las benzodiacepinas aumentan esta accidén natural
del GABA, ejerciendo de esta forma una accion adicional (frecuentemente
excesiva) de inhibicion en las neuronas. La forma en que el GABA transmite su
mensaje inhibidor es a través de lo que podriamos llamar un inteligente dispositivo
electronico. Su reaccion con los sitios especiales (receptores GABA) ubicados en
la parte exterior de la neurona que lo recibe abre un canal, permitiendo asi que las
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particulas con carga negativa (iones de cloruro) entren en la neurona. Estos iones
negativos hiperpolariza la neurona, debilitando la respuesta de la misma a otros
neurotransmisores que, en condiciones normales, la excitarian. Las
benzodiacepinas también reaccionan en sus propios sitios especiales (receptores
benzodiacepinicos) que precisamente estan ubicados en los receptores GABA. La
combinacion de una benzodiacepina con su receptor potencia la accién del GABA,
lo cual permite que entre en las neuronas una mayor cantidad de iones de cloruro,
aumentando asi la resistencia de la neurona a la excitacion. Los distintos subtipos
de receptores benzodiacepinicos tienen acciones levemente distintas. Uno de
estos subtipos, el alfa 1, es el responsable de los efectos sedativos, otro el alfa 2
es el que ejerce efectos ansioliticos, mientras que ambos, el alfa 1 y el alfa 2,
como también el alfa 5, son los responsables de los efectos anticonvulsivos.
Todas las benzodiacepinas se combinan, en mayor o menor grado, con todos
estos subtipos y aumentan la actividad del GABA en el cerebro (Ashton, 2002).

Como resultado de este incremento de la actividad inhibidora del GABA causada
por las benzodiacepinas, disminuye la produccion cerebral de neurotransmisores
excitativos, incluso se reduce la produccién de norepinefrina (noradrenalina),
serotonina y dopamina. Estos neurotransmisores excitatorios son necesarios para
las funciones involucradas en el estado normal de vigilia y alerta, memoria, tono
muscular y coordinacion, respuestas emocionales, secreciones de las glandulas
endocrinas, control del ritmo cardiaco y de la tensién sanguinea. Estas funciones
pueden ser perjudicadas por las benzodiacepinas. Existen otros receptores
benzodiacepinicos, no relacionados con el GABA, que se encuentran en el rifidn,
colon, células sanguineas y corteza suprarrenal, y que pueden ser afectados por
algunas benzodiacepinas. Estos efectos directos e indirectos son responsables de
los efectos adversos causados por el uso de las benzodiacepinas (Ashton, 2002).
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3. JUSTIFICACION

En México, enfermedades como la ansiedad y la depresion, ocupan uno de los
primeros lugares de padecimientos del SNC. El interés actual en la busqueda de
compuestos activos aislados de plantas medicinales esta en relacién con la
obtencion de nuevos farmacos para el tratamiento de estos trastornos.

En estudios previos, se demostré que el triterpeno B-sitosterol aislado de Tilia
americana L. var. mexicana produce un efecto ansiolitico en diferentes modelos
experimentales de ansiedad en ratones (Aguirre-Hernandez et al., 2007). Sin
embargo, el mecanismo de accion responsable de dicho efecto no se ha descrito.
Existen reportes que indican que productos naturales como los flavonoides ejercen
su efecto ansiolitico debido a su unidén a receptores GABAA/BDZ; sin embargo,
poco se conoce acerca del mecanismo de accidn relacionado con el efecto
ansiolitico de los triterpenos. Es por esta razén que el objetivo de este proyecto
fue evaluar el efecto ansiolitico de B-sitosterol en ratones asi como evaluar la
participacion del receptor GABAA/BDZ en su mecanismo de accion.
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4. OBJETIVO E HIPOTESIS

4.1. Objetivos

Objetivo general

Analizar la participacion del receptor GABAA/BDZ como mecanismo de accion del
efecto ansiolitico de [B-sitosterol

Obijetivos particulares

1.- Aislar y purificar el B-sitosterol del extracto hexanico de T. americana var.
mexicana mediante cromatografia en columna

2.- Evaluar el efecto ansiolitico y sedante del B-sitosterol mediante el uso de tres
modelos experimentales (cruz elevada, tablero con orificios y cilindro)

3.- Demostrar el efecto depresor de [3-sitosterol en el SNC mediante el modelo de
potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico

4.2. Hipétesis

El efecto ansiolitico del -sitosterol es mediado a través del receptor GABAA/BDZ.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diseno Experimental

En la figura 6. Se ilustra la secuencia experimental realizada para lograr los
objetivos.

Inflorescencias Tilia americana var. mexicana

+ Extracto hexanico

» Cromatografia en columna

» Seleccion de la fraccion

* Purificacion del B-sitosterol por cristalizaciéon

» Evaluacion del efecto ansiolitico en modelos experimentales

Figura. 6 .pasos experimentales en el orden preciso para la obtencién de resultados.
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5.2. Identificacion y procesado del material vegetal

Las inflorescencias de T. americana var. mexicana se colectaron en el poblado de
Honey, Puebla a 1 km de la cabecera municipal de Honey, el 5 de junio de 2011.
El sitio se localiza en los paralelos 20°12'32” y 18°20°48” latitud norte y los
meridianos 98°11'18” y 98°17'42” longitud oeste. A una altitud de 2100 m. Un
ejemplar se depositd en el Herbario de la Facultad de Ciencias, con numero de
registro 131613.

5.3. Extracto hexanico

Las inflorescencias de Tilia americana var. mexicana (1.2 kg),se secaron a
temperatura ambiente y se molieron finamente . El polvo de las inflorescencias se
sometio a cuatro extracciones sucesivas mediante maceracion con hexano
durante 8 horas cada una. El disolvente se elimin6 mediante destilacion a presion
reducida para la obtencién del extracto.

5.4. Obtencién del B-sitosterol

El extracto hexanico (115 g) se separdé por cromatografia en columna
convencional sobre gel de silice, utilizando como disolvente hexano y polaridad
creciente con acetato de etilo, hasta eluir con acetato de etilo y posteriormente con
metanol. Las fracciones de 100 ml se colectaron en matraces y se concentraron
mediante destilacion a presion reducida. Por cromatografia en capa fina se
visualizo la complejidad y pureza de cada fraccion, permitiendo reunir las

fracciones semejantes.

Algunas fracciones se obtuvieron con cierto grado de pureza y en buena cantidad
por lo que se purificaron por cristalizacion con hexano-acetato de etilo. Su
identificacion se realiz6 mediante la determinacion del punto de fusion vy
cromatografia en capa fina en comparacion con el estandar de B-sitosterol marca
sigma con una pureza de 90%.

EVALUACION FARMACOLOGICA

5.5. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones machos CD-1, con un peso corporal de 25-30 g. Los sujetos
experimentales se colocaran en cajas de acrilico en grupos de al menos seis,
mantenidos a una temperatura controlada de 22°C con ciclo de luz/oscuridad de
12:12 h con libre acceso al alimento y al agua (ad libitum)
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5.6. Preparacion del B-sitosterol y farmacos

El B-sitosterol y el diazepan (farmaco de referencia, Valium Roche) se
resuspendieron con tween 80 al 0.5% en solucién salina al 0.9%. El pentobarbital
(Sedal Vet®), el flumazenil y la bicuculina se diluyeron con solucién salina 0.9%.
El diazepan, el flumazenil y la bicuculina se evaluaron a los 30 min después de su
administracion. Las dosis del B-sitosterol a evaluar fueron de 5, 10, 20, 30
mg/kg para obtener una curva dosis-respuesta. La dosis de 10 mg/kg fue la
elegida para evaluar el mecanismo de accién. La dosis del flumazenil utilizada fue
de 2.5 mg/kg, y la bicuculina 0.2mg/kg. Todos los tratamientos fueron
administrados por via intraperitoneal (i.p.).

5.7. Evaluacién farmacolégica

5.7.1. Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico (PS)

Se administro  B-sitosterol (5-30mg/kg), una hora después los a animales
recibieron una dosis de 42 mg/kg de Pentobarbital Sodico para después registrar
la latencia de sedacion, latencia de hipnosis y duracién de la hipnosis (Gonzalez-
Trujano et al., 1998) (Fig. 7).

Figura 7. Potenciacion de la hipnosis inducida por Pentobarbital Sédico
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5.7.2. Evaluacion de la actividad motora (campo abierto).

La prueba consiste en colocar individualmente a los ratones en una caja de
acrilico con 12 divisiones (cuadrados de 6 x 6 cm) y registrar durante 2 minutos el
nuamero de cuadros explorados por cada raton (Fig. 8).

Figura 8. Modelo de actividad motora

5.7.3. Efecto ansiolitico y/o sedante

Para evaluar el efecto ansiolitico y/o sedante se utilizaran los siguientes modelos
experimentales:

1. Modelo de cruz elevada (plus-maze)

Este aparato esta hecho de madera y consta de una cruz elevada con dos brazos
abiertos de 30 x 5 cm y dos brazos cerrados de 30 x 5 x 15 cm. Dichos brazos se
extienden a partir de una plataforma central de 5 x 5 y se encuentran elevados a
50 cm del suelo. Los ratones son colocados en la parte central y se cuenta el
numero de entradas y el tiempo que los animales permanecen en los brazos
abiertos 6 cerrados durante 5 minutos. La exploracion incrementada en los brazos
abiertos es indicativo del efecto ansiolitico (Lister, 1987) (Fig. 9)
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Brazos cerrados

Figura 9. Modelo de cruz elevada

2. El modelo del tablero con orificios (hole-board)

Este modelo consiste de una caja de acrilico con un tablero de madera con
orificios distribuidos uniformemente. Los ratones son colocados sobre el tablero y
se cuenta el numero de veces que los animales introducen su cabeza en los
orificios durante un periodo de tres minutos. Una disminucion en el niumero de
exploraciones serd indicativa de efectos sedantes y/o ansioliticos (Fig.10).

Figura 10. Modelo de tablero con orificios
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3. Modelo de exploracioén en cilindro

En esta prueba el raton es colocado dentro de un cilindro de vidrio (20 cm de
altura x 13 cm de diametro x 5 mm de grosor) y se cuenta el numero de veces que
el animal se levanta sobre sus extremidades posteriores apoyando sus
extremidades anteriores en la pared del cilindro durante un periodo de 5 minutos
(Hiller y Zetler, 1996). (Fig. 11).

Figura 11. Modelo de Exploracion en cilindro

5.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se hizo mediante analisis de varianza (ANADEVA) seguido
de la prueba de Dunnett en la comparacion de los tratamientos contra el control.
Se utilizé el programa Sigma Stat version 3.5.
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6. RESULTADOS

6.1. Aislamiento del B-sitosterol

El fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico permitid la obtencion de
103 fracciones de 100 ml cada una, las cuales se reunieron segun su similitud
mostrada en los perfiles desarrollados mediante la  composicion  en
cromatografia en capa fina. De la combinacién de las fracciones 24-36 se aislé un
sélido blanco, el cual se cristalizé de hexano-acetato de etilo. Por medio del punto
de fusion y del Rf en comparacion con el estandar se identific6 como B-sitosterol,
previamente reportado en la literatura Aguirre-Hernandez et al., 2007 (Cuadro 4.
Fig. 12)

Cuadro 4. B-sitosterol aislado del extracto hexanico de inflorescencias de Tilia
americana var. mexicana.

NUMERO DISOLVENTE | COMPUESTO ASPECTO | CANTIDA PUNTO
DE DE ELUCION D DE
FRACCION (mg) FUSION
B-sitosterol
24-36 Hexano/acetat .\ | Solido 61.5 135°C
o de etilo L | blanco

7:3

1 2

Figura 12. Identificacion del B-sitosterol por cromatografia en capa fina: (1)
compuesto aislado del extracto hexanico y (2) estandar. Placa con una fase
estacionaria de silica gel y fase movil de hexano-acetato 7:3 v/v, revelada con el
reactivo de anisaldehido.
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6.2. EVALUACION FARMACOLOGICA

6.2.1. Curva dosis respuesta del B-sitosterol en el modelo de potenciacién de
la hipnosis inducida por Pentobarbital Sédico.

En la Fig. 13, A y B se observa que el (B-sitosterol no modifica la latencia a la
sedacion, ni la latencia a la hipnosis. Sin embargo este compuesto (5-30 mg/kg)

produce un incremento significativo en la duracidn de la hipnosis inducida por
Pentobarbital Sodico con respecto al grupo control, (Fig. 13 C).
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Figura 13. Evaluacién de la potenciacion de la hipnosis inducida por Pentobarbital
Sodico (42 mg/kg, i.p.).En presencia de B-sitosterol. Latencia a la sedacion (A),
latencia a la hipnosis (B) y duracion de la hipnosis (C). Las barras representan el
promedio + E.E.M. de seis animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de
Dunnett.
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6.2.2. Efecto ansiolitico y actividad exploratoria.

En la Fig. 14 A se observa que la administracion de B-sitosterol induce un
incremento en el tiempo de exploracion de los ratones en brazos abiertos en el
laberinto de cruz elevada, siendo significativo a las dosis de 5 y 10 mg/kg, con
respecto al modelo de tablero de orificios (Fig. 14 B) y el modelo de exploraciéon
en cilindro (Fig. 14 C) los ratones administrados con B-sitosterol mostraron una
reduccion significativa en la exploracion en las dosis evaluadas. Los datos
obtenidos en estos tres modelos experimentales sugieren que B-sitosterol posee
actividad ansiolitica.

En el modelo de campo abierto, la administracion de B-sitosterol produjo una
disminucién en la actividad motora en la dosis de 10 y 30 mg/kg, dicho efecto
mayor a la dosis de 30 mg/kg (Fig.14D). Estos resultados siguieren que B-
sitosterol también induce un efecto sedante.

A

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 ~

80 - [
60 -
40 - I

Exploracion en brazos abiertos (min)

20 -

0 5 10 20 30
B-sitosterol (mg/kg, i.p.)

31


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

No. levantamientos (5 min)

No. exploraciones (3 min)

40

35

30

25

20

15

10

80
70
60
50
40
30
20
10

10 20 30
B-sitosterol (mg/kg,i.p.)
*
T *
I
10 20 30

B-sitosterol (mg/kg,i.p.)

32


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

90 -
€ 80 -
£
N 70 -
o
c 60 N
o
L 50 - {
[72]
c
g a0
2 30 -
*
20 -
0
0 5 10 20 30

B-sitosterol (mg/kg,i.p.)

Figura 14. Evaluacion del efecto ansiolitico y la actividad motora del B-sitosterol.
Modelo de cruz elevada (A), tablero con orificios (B), cilindro (C) campo abierto
(D). Las barras representan el promedio + E.E.M. de seis animales *p<0.05,
ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.

6.2.3. Analisis de la participacion del receptor GABAA/BDZ en el efecto
ansiolitico de B-sitosterol.

La administracion de 10 mg/kg de B-sitosterol produce un efecto ansiolitico en el
modelo de cruz elevada. La dosis de 0.1 mg/kg de diazepam, (control positivo),
induce un aumento en la exploracion en brazos abiertos con respecto al grupo
control. El pretratamiento con flumazenil y bicuculina bloquea el efecto ansiolitico
inducido por f -sitosterol (antagonistas a receptores benzodiacepinicos). Ademas,
la combinacion de (-sitosterol y diazepam muestra una reduccion en el efecto
ansiolitico (Fig. 15 A). En contraste, en los otros modelos empleados no se
observa una reduccion significativa del efecto ansiolitico con el pretratamiento con
bicuculina y flumazenil (Fig. 15 B, C y D). Estos resultados sugieren que el efecto
ansiolitico inducido por la administracion de B-sitosterol esta relacionado con la
participacion del receptor GABAA /BDZ.
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Figura 15. Evaluacion de la participacion del receptor GABAA / BZD en el efecto
ansiolitico de B-sitosterol. Modelo de cruz elevada (A), tablero con orificios (B),
cilindro (C) campo abierto (D). B = B-sitosterol 10 mg/kg; DZP = diazepam, 0.1
mg/kg; FMZ = flumazenil, 2.5 mg/kg, Bicu = bicuculina 0.2 mg/kg Las barras
representan el promedio + E.E.M. de seis animales. ANADEVA seguida de la
prueba Dunnett.
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7. DISCUSION

Es importante la ampliacién de las investigaciones cientificas para conocer el
posible mecanismo de accién de los productos naturales derivados de plantas de
uso medicinal con el fin de obtener un medio alternativo para tratar los trastornos
de ansiedad.

A la fecha poco se sabe de los efectos de B-sitosterol sobre el SNC. En el
presente trabajo, los resultados obtenidos indican que la administracion de B-
sitosterol, un triterpeno aislado de Tilia americana var. mexicana produce un
efecto ansiolitico que es mediado por el receptor GABAA/BDZ. Este es el primer
trabajo donde se describe por primera vez el posible mecanismo de accion del B-
sitosterol.

Recientemente, se ha demostrado la actividad ansiolitica de los triterpenos o-y -
amirina presentes en Glaphinia glauca y Centella asiatica, en estos estudios se
comprobd una actividad ansiolitica a dosis bajas y sedativas a dosis altas en el
modelo de cruz elevada, adicionalmente se mostré que el efecto ansiolitico de
estos triterpenos puede estar asociado a mecanismos GABAérgicas (Brinkaus et.,
al, 2000, Herrera-Ruiz et., al, 2005).

En el modelo de exploracion en brazos abiertos se observa que el B-sitosterol y el
diazepam administrados individualmente presentan efecto ansiolitico al aumentar
el tiempo de exploracion en brazos abiertos, lo que nos indica que administrados
de manera individual presentan actividad ansiolitica.

El diazepam es una benzodiacepina utilizada para el tratamiento de la ansiedad y
frecuentemente usada como control positivo en modelos experimentales para
conocer los efectos ansioliticos de otros farmacos y poder esclarecer el
mecanismo de accion (Herrera-Ruiz et., al, 2006).

El flumazenil y la bicuculina administrados individualmente no presenta ninguna
actividad ansiolitica, en cuanto es administrado el flumazenil en asociacion con el
B-sitosterol en la dosis de 10mg/kg y el flumazenil en asociacion con el diazepam
este consigue revertir el efectos del diazepam y el B-sitosterol al disminuir en el
tiempo de exploracion en brazos abiertos, sugiriendo que ambos farmacos actuan
a través de un mecanismo similar que involucra al receptor GABAA/BDZ.

El pretratamiento con flumazenil y bicuculina bloquea el efecto ansiolitico de B-
sitosterol, lo que sugiere la participacion del receptor GABAA /BDZ en su efecto
ansiolitico, el flumazenil presenta alta afinidad por el receptor benzodiacepinicos
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actuando como antagonista de este receptor y también actua bloqueando los
efectos de otros farmacos sedantes hipnéticos del SNC como los opiodes vy
anestésicos (Kleinggeist, et., al, 1998). La bicuculina es un alcaloide antagonista a
receptores GABA, por lo tanto nuestros resultados muestran claramente que el
efecto ansiolitico del B-sitosterol involucra a dicho receptor (Aragao et., al, 2006).

Los efectos sedativos y ansioliticos del B-sitosterol fueron corroborados por la
potenciacion en la duracion de la hipnosis, el pentobarbital sodico disminuye la
transmision del acetilcolina y aumenta la transmision de neurotransmisores
inhibidores este barbiturico actua como depresor del SNC, su accion esta
relacionada con la capacidad de aumentar o disminuir la accién inhibidora del
GABA, como sedante hipndtico el pentobarbital sddico deprime la corteza
sensorial, disminuye la actividad motora, altera la funcién cerebral y produce
somnolencia, sedacion e hipnosis (Petty,1995). Trabajos realizados por Subarnas
y cols. (1993) mostraron que B-amirina en dosis de 5-20 mg/kg potencian la
hipnosis inducida por pentobarbital s6dico en ratones, otro triterpeno aislado de
Scoparia dulcis también prolongo el tiempo de suefio de los animales tratados con
pentobarbital sodico (Oliveira et., al 2004).
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8. CONCLUSIONES

1.

En el modelo de campo abierto el B-sitosterol administrado i.p., en las
dosis de 5 -20 mg/kg presenta actividad ansiolitica y en la dosis de 30
mg/kg presenta actividad sedativa.

El receptor GABAA/BDZ participa como mecanismo de accion en el efecto
ansiolitico de B-sitosterol.

En el modelo de campo abierto la administracion de B-sitosterol en
combinacion con diazepam, induce una reduccién en el efecto ansiolitico en
comparacion con los efectos individuales de ambos farmacos.

El pentobarbital en combinacion con el B-sitosterol potenci6 el tiempo de
suefo de los ratones, demostrando un efecto depresor del SNC.
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