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Resumen

Las plantas medicinales han sido empleadas durante muchos afos para aliviar
sintomas asociados a la ansiedad y la depresion, en los denominados “sindromes
culturales”, como “nervios” o “tristeza”. Calea zacatechichi es un arbusto endémico
de México que es empleado por chamanes chontales de Oaxaca en la
oniromancia. Los reportes cientificos de la planta sugieren que podria tener
propiedades como ansiolitico y/o antidepresivo, aunque no se han realizado
estudios sistematicos para comprobarlos. El objetivo fue determinar si Calea
zacatechichi produce efectos ansioliticos y/o antidepresivos en modelos animales.
Ratas macho Wistar fueron tratadas con el extracto acuoso (3.125-50 mg/kg, v.0.)
y evaluadas en: a) pruebas de laberinto elevado en cruz (LEC) y enterramiento
defensivo (ED), para detectar efectos ansioliticos, b) prueba de nado forzado
(PNF), para detectar efecto antidepresivo, y ¢) pruebas de campo abierto y rota-
rod, para identificar alteraciones de la actividad y coordinaciéon locomotriz. El
extracto (25-50 mg/kg v.0.) incrementd el tiempo que pasaron los animales en el
brazo abierto del laberinto, asi como el nimero de inmersiones de cabeza. En la
prueba de ED, no provoco efectos ansioliticos, cambios en la nocicepcién o en el
tiempo de reaccion al estimulo adverso. En la PNF el extracto (25-50 mg/kg, v.0.)
disminuyé la inmovilidad y aumenté el escalamiento. Estos efectos no fueron
atribuidos a alteraciones de la actividad general o la coordinacién locomotriz. Los
resultados revelan que Calea zacatechichi produce efectos de tipo ansiolitico y
antidepresivo, que respaldan su potencial para ser usado en el tratamiento de la

ansiedad y la depresion.



Introduccioén
1.1 Plantas medicinales en México

Mas del 90% de los mexicanos emplean plantas medicinales para el tratamiento
empirico de muchas enfermedades (V). Los motivos por los que la gente las usa en
forma de remedios herbolarios es por tradicion, eficacia y bajo costo ). Estas
plantas ademas tienen las ventajas de que, a menudo, son de baja toxicidad, y se
tiene un conocimiento empirico amplio de sus efectos, por lo que es posible

incluso calcular las dosis efectivas con base en tales datos empiricos/anecdoéticos

3).

La utilizacion popular de las plantas se divide en 2 lineas principales: Chamanismo
y Herbolaria. EI chamanismo trata con enfermedades de origen espiritual cuyos
sintomas son un inexplicable dolor interno y son, en general, padecimientos
severos ¥, los que incluyen sindromes culturales ®). Mientras que la herbolaria
ayuda a tratar enfermedades cuya etiologia es de causas "naturales" tales como

heridas 6 infecciones 4.

Los pueblos indigenas en el chamanismo usan especies vegetales que contienen
compuestos con actividad a nivel del sistema nervioso central (SNC). La
importancia de estudiarlas, es que el conocimiento cientifico podria conducir al
descubrimiento de nuevas moléculas para el tratamiento de enfermedades
psiquiatricas como las adicciones, el trastorno obsesivo compulsivo, la ansiedad o

la depresion 6. 7.8.9,10,11),



1.2 Los sindromes culturales

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha calculado que para el 2020 la
depresion sera la principal causa de incapacidad laboral en México (2. Por otro
lado, los trastornos de ansiedad son actualmente el principal motivo por el cual la
poblacion mexicana solicita atencion psiquiatrica (*3). La principal herramienta con
la que cuentan actualmente los médicos psiquiatras para atender estos malestares
son farmacos que, si bien producen los efectos esperados, la tasa de remision es
del 70 % en el caso de la depresion, o producen efectos adversos que provocan el
abandono del tratamiento (p.ej. algunos antidepresivos), o incluso inducen signos
de adiccion (p.ej. las benzodiacepinas). Es por ello que surge la necesidad de
encontrar nuevos tratamientos que puedan emplearse para mejorar la terapéutica.
Los sindromes culturales son enfermedades psicosomaticas que afectan a una
cultura especifica, muchas veces estas enfermedades son en realidad desérdenes
mentales como la depresion (tristeza, tiricia) o la ansiedad (mal de espanto, susto,

nervios) ©).

El presente estudio tiene como fin explorar en el laboratorio los efectos de Calea
zacatechichi, una planta que se utiliza en rituales de adivinacion a través de los
suenos (oniromancia) por los indigenas chontales de Oaxaca, de la cual se han
realizado pocos estudios cientificos acerca de sus efectos farmacoldgicos ©@). Entre
los reportes se indica que Calea zacatechichi provoca un aumento en el niumero
de suefios, y una sensacion de tranquilidad que dura varios dias ('*). Sobre este
ultimo aspecto, no existen a la fecha estudios cientificos que confirmen las

propiedades antidepresivas o ansioliticas de esta especie.



Marco teodrico
Calea zacatechichi Schdl.

2.1 Descripcion botanica.
La Calea zacatechichi (figura 1) es un arbusto que pertenece a la familia de las
“asteraceas”, misma a la que pertenecen la lechuga (L. sativa) y la manzanilla (M.
recutita) ('%); mide de 1-1.5 m de altura, tiene muchas ramas de tipo oviforme y
hojas opuestas de 3-5 cm de largo y 2-4 cm de ancho. Las hojas muestran bordes
aserrados, terminaciones puntiagudas y un peciolo corto, son rugosas Yy
pubescentes. La inflorescencia es pequefia y densa, con los pedicelos mas cortos
que las cabezas (1%). Esta especie no se encuentra registrada en la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza por lo que no es

considerada una especie en peligro de extincion (17,

Figura 1. Foto de la planta Calea zacatehichi ('® Fuente: Weber, 2009.



A continuacion, se muestra la clasificacion taxondmica de Calea zacatechichi.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Neurolaeneae
Género: Calea

Especie: Calea zacatechichi Schdl (19
2.2 Descripcion geografica

Calea zacatechichi crece desde México hasta Costa Rica ©); en la Republica
Mexicana la planta vegeta principalmente en los estados de Morelos, Veracruz y
Oaxaca @), En la figura 2, se indica en verde la distribucion de la planta, adaptada
del sitio de The global biodiversity information facility 2% en la cual se observa su

presencia también en Guatemala, Belice, El Salvador, Honduras y Nicaragua.

Figura 2. Distribucién de Calea zacatechichi %21, Adaptado de EOL y GBIF 2013.



2.3 Cultivo

Calea zacatechichi es plantada en lugares soleados con riego moderado, tolera
casi cualquier tipo de suelo, pero prefiere sustratos bien drenados, crece bien en

sombra o en sol; no se recomienda el sobre riego 2.
2.4 Sinonimia

La palabra "Zacatechichi" es de origen nahuatl y significa "pasto amargo" (23,

A esta especie también se le conoce como: xikin, ahuapahtli, chichixihuitl, "zacate
amargo", thle-pela-kano, "zacate de perro", "hoja madre", "hoja de dios" @ 23y
“betonica” (24).

2.5 Uso etnofarmacologico

La planta entera (hojas, tallo y raiz) es empleada en la medicina popular como
aperitivo, remedio para los desordenes gastrointestinales, para la tos y el asma
(25) colagogo, catartica, antidisentérico y febrifugo ?4. Ademas, es empleada
como laxante, astringente, antidiarréico, "para el higado", y para producir aversion

al tabaco ®3),
2.6 Uso chamanico

En la region de Oaxaca, México, esta planta forma parte de la medicina tradicional
chamanica de los indigenas Chontales desde la época precolombina (29),

Los Chontales bebian una infusion de las hojas secas de Calea zacatechichi,
luego fumaban cigarrillos de la misma planta, tras lo cual tenian visiones en sus

suenos; esto con el propdsito de recibir mensajes de tipo adivinatorios,



manifestados en forma de ensofaciones 23 27-28) en donde dicen recibir mensajes
donde ven el futuro, la ubicacion de objetos perdidos o el diagndstico de
enfermedades ("% Por tales efectos algunos investigadores han propuesto que la
planta contiene alcaloides psicoactivos como metabolitos secundarios. Sin
embargo, los estudios fitoquimicos conducidos a la fecha han revelado que no los

contiene (29),

Para las culturas mesoamericanas los suefios ocurren en un plano de la realidad
suprasensorial, por lo que los creen capaces de llevar mensajes. El empleo de
plantas para producir o aumentar los suefios de naturaleza adivinatoria constituye

una categoria etnofarmacoldgica llamada "oniromancia" (39,

La Calea zacatechichi es muy importante a nivel cultural y tiene una funcion
valiosa para los Chontales y otros grupos indigenas, ya que ellos deciden actuar o
no con base en la interpretacion de los suefios que obtienen al consumirla 23,
Actualmente existen usuarios modernos de Zacatechichi, los cuales reportan

también haber experimentado suefios premonitorios "),
2.7 Estudios previos

Segun estudios de Datos para la materia médica mexicana “no resulté ser toxica
para el humano, produce efectos purgantes y algunas veces provoca vomitos, no
modifica favorablemente los fendmenos quimicos de la digestién, disminuye la
fiebre, pero no cura el paludismo” 2, aunque afios mas tarde demostré poseer

actividad antileishmanica 3 y antiplasmadica (34).
Ademas, diversos estudios hechos a la planta Calea zacatechichi, demostraron su

/



actividad antiinflamatoria ©% 36 y se ha demostrado también su efecto

hipoglicémico ©7),
2.8 Estudios previos de sus efectos en el SNC

Se han hecho pocos estudios de los efectos de la planta en el SNC; solamente
existen los reportes de dos investigadores: José Luis Diaz ("% 23 publicd los
estudios preliminares de autoexperiencias en humanos, y luego Lilian Mayagoitia
(30) analiz6 sus efectos en la conducta y actividad cerebral de gatos, asi como en

individuos sanos durante la vigilia y el suefo.

De acuerdo con Diaz (' |a planta bebida en infusion e inhalada durante la vigilia,
produce una “sensacion de bienestar” y un gran “relajamiento” que conduce a una
somnolencia y finalmente al suefio. EI consumo ancestral podria guardar relacion
con estas propiedades tranquilizantes ©@8. En la figura 3, se representa el estudio
de Diaz ?® en donde reporta los efectos de la especie en dos grupos de
voluntarios que fueron expuestos a dos formas de consumo de Calea

zacatechichi: bebida como infusion y fumada, durante el dia o la noche.

En el primer grupo, que ingiri6 una infusién e inhalé la planta antes de dormir,
Calea zacatechichi provocd suenos vividos por la noche. El otro grupo de
individuos que consumio poca infusion durante la vigilia, y fumo varios cigarros de
la planta, refirié experimentar una sensacion de bienestar y dificultad para recordar

cosas, entre otros efectos, en la tabla 1, se resumen los resultados de este estudio

(23),



Figura 3. Representacion grafica de los estudios de Diaz 1979

Tabla 1. Efecto de Calea zacatechichi en voluntarios sanos: Reportes de experiencias

Contexto Horario Numero.de DOS'.S yvia .c!e Efectos
voluntarios administracion

-Somnolencia
Rural, bajo la

-Suefio nocturno
L Momentos L . . . .
supervision de un Infusion bebida e inhalacion particularmente
S antes de 4 .
indigena Chontal ; moderadas tranquilo
dormir ~ L
transculturado -Suefios vividos
por la noche

-Sensacion de

bienestar
. -Somnolencia
Urbano sin L .
o Varias inhalaciones e -Mareo
supervision del Durante la . -
P 5 ingesta moderada de -Dificultad para
Chontal vigilia. . »
infusion recordar
transculturado .,
-Intensificacion
de las
imaginerias

hipnagégicas

La tabla fue elaborada con los datos de Diaz 1979.



En la figura 4, se ejemplifica el estudio realizado por Mayagoitia y cols. % quienes
probaron la planta en extractos hexanico y metandlico. Los extractos se
administraron a gatos en forma de capsulas con el fin de analizar sus efectos
sobre la conducta, y de comparar éstos con los de varios farmacos disociativos. El
método de evaluacion fue mediante electroencefalograma para analizar la
actividad eléctrica del sistema limbico, y asi obtener informacion de posibles
efectos toxicos. En el mismo estudio se administré el extracto a voluntarios sanos
para analizar sus posibles efectos hipnéticos y los efectos subjetivos en el suefio
durante la siesta y el suefio normal. Los resultados en ambos sujetos de

investigacion son descritos en las tablas 2 y 3.

R
W —> Ml —)Mﬁh-)f+ :
W

Figura 4. Representacion grafica de los estudios de Mayagoitia 1986.

Tabla 2. Efecto de Calea zacatechichi (extractos metanodlico y hexanico) en gatos
Prueba y objetivo Resultados Conclusiones

- A partir de la dosis equivalente -Posibles propiedades hipnéticas
de 1g/kg de material seco provoco
somnolencia y suefio.

Conducta

Obijetivo: Detectar posibles -Efectos conductuales similares a

e -A partir de la dosis equivalente de los observados con farmacos
efectos toxicos : . S
4g/kg de material seco produjo disociativos como el tolueno y
ataxia y cabeceos dopaminérgicos

-Durante la somnolencia se -El extracto no posee efectos tipo
Electroencefalograma registraron trazos caracteristicos alucinégenos 6 disociativos, son

de sueino de ondas lentas, y en aparentemente efectos del tipo
Objetivo: Comparar su efecto con general no hubo similitud con los “inductores del suefio” solamente

compuestos disociativos. trazos registrados con las

sustancias disociativas probadas. -Se decide probarlo en humanos

La tabla fue elaborada con los datos de Mayagoitia 1986.
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Tabla 3. Efecto de Calea zacatechichi (extractos metanodlico y hexanico) en voluntarios sanos

Prueba y objetivo Resultados Conclusiones

. L . . -El extracto metandlico demuestra -El extracto no es alucinégeno
Tiempo de reaccion y Estimacion

de lapso de tiempo poseer el mayor efecto en los
P P tiempos de ambas pruebas -Posible efecto hipnoético
Objetivo: Med!r Io's.p03|bles -Los sujetos no reportan efectos -Los compuestos se hallan en
efectos hipnéticos . . -
alucinatorios. mayor proporcion en la fase polar.
Siesta -Ligero aumento en la frecuencia  -Posible presencia de compuestos
respiratoria estimulantes 6 analépticos
Objetivo: Ver los efectos’e_n siesta -Se observé un aumento en la -Mayor efectividad de los
del extracto metandlico . .
vigilia quieta con el extracto compuestos que se hallan en la
metanolico fase polar

Suefio -El extracto metandlico produjo

una mayor cantidad de suefios
que el placebo y suefios de mayor
contenido colorido

-Posible de aumento de la
frecuencia de episodios REM en
suefo

Objetivo: Medir los efectos del
extracto en el numero y calidad de
suenos

La tabla fue elaborada con los datos de Mayagoitia 1986.

En conjunto, los resultados sugieren la presencia de uno 6 varios compuestos
presentes en Calea zacatechichi con las siguientes propiedades: a) Hipndticas,
por la dificultad para recordar eventos 3, y por el aumento en el tiempo de
reaccion y estimacion de lapso de tiempo ©9, b) Analépticas, por el aumento en la
frecuencia respiratoria 30, ¢) Potenciador de la fase “rapid eye movements”
(REM), por el aumento en el numero de sueiios coloridos @9 y d) Tranquilizantes
y/o mejoradoras del estado de animo por los reportes de "sensacion de bienestar”
y "relajamiento" ?®. De acuerdo con estos efectos, Calea zacatechichi esta

clasificado como un depresor débil del SNC (23.30),
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2.9 Fitoquimica de Calea zacatechichi

Calea zacatechichi contiene diversos compuestos entre los cuales se incluyen:
Sesquiterpenos, flavonoides, alqueninos, monoterpenos, heterociclos oxigenados,
triterpenos, esteroles y un poliprenoide 9. No se ha aislado de esta planta ningun

compuesto alucinégeno, ni alcaloides (3 1429, 30),

Las sesquiterpenlactonas son compuestos amargos que se encuentran en las
flores y en las partes aéreas de las plantas, su estructura quimica esta formada
por una cadena de 15 carbonos, la mayoria de estos compuestos poseen un anillo
de lactona en el carbono 6. Algunos de los efectos de las sesquiterpenlactonas en
el SNC incluyen efectos de: sedacion “9), ansidlisis y antidepresivos “'). Las
sesquiterpenlactonas que contiene Calea zacatechichi son del tipo
germacrandlidas, cuya biosintesis y estructura son similares a la de las hormonas
esteroideas. De la planta se aislé un germacrandlido llamado caleicina (figura 5);
otras sustancias con la estructura basica de esta molécula han sido aisladas en
variedades reportadas como “no activas”, refiriéndose a que carecen del efecto
tipo onirico (14.23),

En varias fuentes se menciona que Calea zacatechichi posee ademas calaxina y
ciliarina; esto probablemente sea una confusién ya que en el estudio de Ortega “2)
en donde supuestamente se menciona que estas moléculas fueron aisladas de
Calea zacatechichi, no se menciona en absoluto a la especie, y se reportan en
cambio otras especies que fueron: C. axillaris en donde se hallé a la calaxina, y H.

ciliaris para la ciliarina “2).
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Caleinas

R R1
A Ac Ang
B Ang Ac
C Ac Mac
D Mac Ac
E H Mac
F H Tg

0 1-oxo-acetoxizacatechinoélido

R R1
Budleina A Tigl OH

Analogo de
la budleina "3b" MeAcr OH

Sesquiterpenlactonas o
R
1la  MeAcr

1 Tigl fo)

Sesquiterpenlactona | Zexbrevina

1-a-acetoxi-zacatechindlido Acetilerioflorina [o}

Figura 5. Estructuras de algunos sesquiterpenoides lacténicos aislados de Calea zacatechichi.

En la figura 6, se muestran las estructuras de algunos compuestos flavonicos
aislados de Calea zacatechichi. Los flavonoides son metabolitos secundarios de
las plantas, cuya estructura general es un esqueleto de 15 carbonos, que consiste
de 2 anillos fenilicos y uno heterociclico “3).
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Poseen actividades antioxidantes que previenen el estrés oxidativo, el cual es un
proceso que se cree es una de las causas de desdrdenes que afectan al SNC “4);
también poseen actividades vasodilatadoras %), algunos son antidepresivos como
el hiperosido aislado de Hypericum perforatum y otros, ansioliticos como el
tilirésido, aislado de Tila americana var. mexicana “6 47, Los flavonoides al igual
que las sesquiterpenlactonas son farmacos con pocos o nulos efectos téxicos, lo
que los hace muy atractivos para ser empleados en el tratamiento de los

trastornos mentales o algunos de sus sintomas.

Caleocromenos

0—Ri1
o]
H G~ R )m
CH
4,7-dimetil éter R R1 . ’
de la apigenina R .

OH oL 1 Acacetin H Me A Me
CH, OH CHy  7-O-metilacacetin  H Me B AcO

Figura 6. Estructuras de algunos flavonoides aislados de Calea zacatechichi.
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Los trastornos mentales

Un trastorno mental se define como el sindrome, patrén conductual 6 psicolégico
de significancia clinica, que aparece asociado a: a) un malestar (p. €j.: dolor), b)
una discapacidad, c) un riesgo significativamente aumentado de morir, d) un

riesgo significativamente aumentado de sufrir dolor, 6 e) a la pérdida de la libertad

(5).

De acuerdo con datos de la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica, en
México aproximadamente 1 de cada 4 adultos que viven en un ambiente
urbanizado ya tiene una historia de trastornos mentales, siendo los trastornos de
ansiedad los mas frecuentes de la poblacion, seguidos por los trastornos afectivos
(depresion mayor es el mas frecuente), y estos a su vez por los de abusos de

sustancias “9),

Para los fines de esta tesis proporcionaremos informacion acerca de la ansiedad y
la depresion, dos de las entidades psiquiatricas mas comunes en México. Ambos
trastornos son discapacitantes, y la OMS calcula que para el afno 2020 la
depresion sera la primera causa de incapacidad laboral (2. Por otro lado, la
incidencia de la ansiedad es del 14.3% siendo éste el desorden mental mas
frecuente en la nacion ('3, ademas se sabe que padecer trastornos de la ansiedad
podria incrementar el riesgo de otros problemas de salud mental, principalmente
depresion, y de consumir drogas de abuso como alcohol, tabaco, marihuana 6

sustancias ilegales “9).
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3.1 Trastornos de ansiedad

La ansiedad en el humano es una respuesta emocional normal de miedo o
aprension ante situaciones nuevas, de peligro, o ante una amenaza real,
anticipada o imaginada, que posee un doble componente fisico y psiquico, y que
provoca una conducta de ataque 6 huida 9. Los sintomas fisicos mas comunes
son la tensién motora, vigilancia, e hiperactividad autonoma ©"). Cognitivamente
una persona podria engancharse en pensamientos catastroficos, hipervigilancia,
aprension, reflexion y preocupacion excesivas 2. Ademas de una emocion

normal, la ansiedad es la patologia psiquiatrica mas frecuente (3,

Como entidad patolégica se caracteriza por intranquilidad, desesperacion, temor y
preocupaciones excesivas (®); se considera que es un trastorno cuando ha
persistido por al menos 6 meses ©®). Existen varias categorias principales de los
trastornos de ansiedad que incluyen: fobias especificas, fobias sociales,
desordenes de panico, trastorno generalizado de la ansiedad, trastorno obsesivo

compulsivo, sindrome de estrés post-traumatico, trastorno de estrés agudo, etc.

(54)
3.1.1 Etiologia de los trastornos de la ansiedad

La ansiedad es causada principalmente por estresores ambientales (p. e;.
problemas socioecondémicos); sin embargo, su origen esta relacionado
evolutivamente a la emocion de miedo y a la respuesta de “lucha-huida” en
mamiferos que ocurre después de percibir un evento adverso, como ataques 6

amenazas. La respuesta inicial ante dichos estimulos se caracteriza por una
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descarga generalizada del sistema nervioso simpatico con la que se prepara al
sujeto para huir 6 luchar. Esto ocurre mediante la secrecion de la hormona
liberadora de corticotropina y arginina vasopresina hacia la glandula pituitaria para
estimular la secrecién de la hormona adrenocorticotropina al torrente sanguineo.
Esta ultima es conducida hacia las glandulas suprarrenales, en las cuales estimula
la secrecion de cortisol, que interacciona con receptores a glucocorticoides
ubicados en varias areas del sistema limbico. Por su parte, el sistema nervioso
autonomo a través de la secrecion de las catecolaminas adrenalina vy
noradrenalina causa varios efectos en el organismo tales como: elevacion del
ritmo cardiaco, estimulacion de los musculos y la liberacidon de opioides

analgésicos endogenos (55 56.57),

Se sabe que en la ansiedad hay una persistencia del sistema de alarma que
ocurre de forma desproporcionada al estimulo adverso. Ademas del ambiente,

contribuyen al padecimiento los factores genéticos vy los fisioldgicos.
3.1.2 Fisiopatologia de la ansiedad

En la ansiedad se involucran una serie de sistemas de neurotransmision y
neuromodulacién. Entre los mas estudiados de forma farmacoldgica se encuentran
el sistema gabaérgico y los monoaminérgicos ©8). El acido y-aminobutirico (GABA)
€s un neurotransmisor con acciones inhibitorias, por lo que controla los estados de
excitabilidad en todas las areas del cerebro. Su existencia en el tejido nervioso en
interneuronas garantiza el equilibrio entre la excitacion (actividad principalmente

glutamatérgica) y la inhibicion neuronal (actividad gabaérgica), un requisito
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fundamental en la funcidn sensitiva, cognitiva y motora. Si el balance de la
actividad se encuentra favorecido por una mayor actividad de las vias
gabaérgicas, entonces aparece sedacion, amnesia y ataxia. Pero una reduccion
en la actividad del sistema gabaérgico resultara en excitacién, ansiedad,
intranquilidad, insomnio y reactividad exagerada 9. Restaurar la funcion
gabaérgica mediante medicamentos, tales como las benzodiacepinas, permite
afirmar que alteraciones en la funcion gabaérgica son algunos de los sustratos
fisiologicos de diversos trastornos de ansiedad (€9

Otros sistemas de neurotransmision relacionados con la ansiedad son el
noradrenérgico y el serotonérgico.

La noradrenalina es una catecolamina que incrementa sus niveles plasmaticos en
situaciones de alerta. En el cerebro, las neuronas noradrenérgicas tienen sus
somas en el locus coeruleus, estructura ubicada en el tronco encefalico y que
recibe conexiones de la sustancia gris periacueductal, del nucleo del rafe dorsal, la
sustancia gris periacueductal, el cerebelo, el nucleo paraventricular, el area pre-
Optica, la hipdfisis anterior, la region parabraquial, la amigdala, la corteza
prefrontal medial y el nucleo paragiganto celular; y emite eferencias a la médula
espinal, la corteza prefrontal, la corteza motora primaria, la corteza
somatosensorial, el hipocampo, el cerebelo y los nucleos del rafe dorsal, entre
otros ®"). La liberacion de noradrenalina conduce a la ansiedad a través de una
excitacion excesiva o disfuncional. Su papel en el trastorno ha sido evidenciado

por medio de farmacos que regulan la actividad noradrenérgica, que cuando se
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administran durante periodos prolongados logran controlar el disparo de las
neuronas noradrenérgicas produciendo efectos ansioliticos (62 63),

La serotonina es una indolamina cuyos cuerpos neuronales se ubican en los
nucleos del rafe dorsal. Estos nucleos reciben la mayoria de sus aferencias del
campo tegmentario lateral, el locus coeruleus, el tuber cinereum y la amigdala; y
envian proyecciones a la corteza prefrontal, la corteza frontal, la corteza motora, la
amigdala, el hipocampo y el septo ®' 84 La serotonina esta implicada en
funciones como la alimentacion, el suefio, la vigilia y las respuestas de temor. Este
neurotranmisor esta implicado en la ansiedad, puesto que farmacos que causan la
liberacién aguda de serotonina producen efectos ansiogénicos 5. A su vez,
medicamentos que inhiben la recaptura de serotonina, aunque incrementan de
forma aguda la ansiedad, después de un tratamiento de largo plazo producen
efectos ansioliticos después regularizar el disparo de las neuronas serotonérgicas
(64)

3.1.3 Tratamientos farmacoldgicos para la ansiedad

El tratamiento para los trastornos de la ansiedad mas elegido por los médicos es
el farmacoldgico, ya que ha demostrado ser mas efectivo y rapido que las terapias
psicologicas (). Las benzodiacepinas y los antidepresivos son consumidos por
pacientes de todas las edades, y su tasa de efectividad es del 50% ®©") sin
embargo, una de las mas grandes limitantes para su uso son los efectos adversos;
las benzodiacepinas producen sedacién, amnesia, mareos y depresién, ademas
de tolerancia y sindrome de abstinencia, entre otros sintomas, y los antidepresivos

cansancio, vision borrosa, insomnio y disfunciones sexuales 3. Los principales
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farmacos empleados para tratar los trastornos de la ansiedad se enlistan en la
tabla 4 49, Los efectos adversos de los psicofarmacos a menudo provocan que los
pacientes dejen de seguir su tratamiento, esto ha generado la necesidad de
herramientas herbolarias,

emplear que se cree producen pocos efectos

secundarios 8, aunque no existe evidencia de esto.

Tabla 4. Principales terapias farmacoldgicas de los trastornos de la ansiedad

Tipo Ejemplos | Mecanismo de accién | Efectos adversos
Disminucién de la
. . atencion, amnesia
. . Diazepam, Clonazepam  Aumentan el rendimiento . i
Benzodiacepinas anterdgrada, fatiga,

y Alprazolam entre otros.  del receptor de GABA.

mareo y depresion entre
muchos otros.

Son farmacos
antidepresivos de
diversas clases
(triciclicos, inhibidores de
la recaptura de
serotonina, agonistas 5-

Su indicacién terapéutica
y su toxicidad estan

Antidepresivos
ansioliticos

Bloqueadores
B-adrenérgicos

Imipramina,
Desipramina, Fluoxetina,
B-carbolinas, etc.

Propranolol.

HT-1A e inhibidores de
la monoamino oxidasa),
que poseen, ademas de
su efecto antidepresivo,
un efecto ansiolitico
moderado.

El propranolol es un
bloqueante B-
adrenérgico, que sirve
para disminuir los
sintomas fisicos de la
ansiedad principalmente.

determinadas por el
mecanismo de accion
que poseen.

Efectos colaterales
menores como
extremidades frias,
trastornos

gastrointestinales,
disturbios del suefio,
laxitud y fatiga son a

menudo pasajeros y
algunos pacientes
presentan  alteraciones

del estado de animo.

Adaptada de Rodriguez, 1998.

3.1.4 Remedios herbolarios para la ansiedad

Muchos remedios herbolarios son empleados para la ansiedad a menudo en forma
de infusion, aunque no todos poseen una alta potencia farmacoldgica o se
los mas usados se

encuentran validados por estudios cientificos. Entre

20



encuentran: Pasiflora (Passiflora sp.), Melisa (Melissa officinalis), Toronijil
(Agastache mexicana), Valeriana (Valeriana officinalis), Manzanilla (Matriacaria
recutita) y Ginko (Gingko sp.), entre otras ©° 79, El tnico remedio herbolario que
ha demostrado poseer potencia, eficacia clinica y que esta recomendado por la

OMS es el rizoma pelado del Kava (Piper methysticum) (62 68,69, 70),
3.2 Trastornos depresivos

La depresion es un sindrome con varios subtipos (Distimia, depresion mayor y
trastorno depresivo no especificado, principalmente) que consiste en grupos de
sintomas o signos que reflejan el deterioro de una variedad de procesos afectivos,
somaticos y cognitivos 4 71, Se caracteriza por un descenso en el estado de
animo (tristeza), agitacion 6 retardo psicomotriz, disminucién de la capacidad de
concentracion, incapacidad para experimentar placer (anhedonia), disminucion de
la persistencia, sentimientos de culpa, perturbaciones en la ingesta de comida y
alteraciones del suefio y la alimentacién (/2. El sintoma mas alarmante son las
ideas de muerte o suicidio, y la consumacion de éste. La depresion es un trastorno
cronico y discapacitante que genera disfuncidén social, e incrementa el riesgo de

padecer enfermedades como el Alzheimer o las cardiovasculares ©),
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3.2.1 Etiologia de los trastornos depresivos

La etiologia de la depresion es multifactorial, ya que en su desarrollo y curso
participan factores como los genéticos, los del medioambiente social y cultural, y

los fisiologicos (73).

Se cree que a nivel fisiolégico la depresion tiene sus origenes es una baja
concentracion de neurotransmisores monoaminérgicos provocada por herencia, o

eventos altamente estresantes (74).

Sin embargo, evidencias recientes sugieren que el comienzo de la depresién
podria deberse en parte a problemas en el procesamiento de la informacién dentro
de las redes neuronales y que posiblemente los farmacos antidepresivos inducen

cambios plasticos en la conectividad neuronal (7%).
3.2.2 Fisiopatologia de la depresion

La principal hipoétesis del origen fisiologico de los trastornos de la depresion, es la
teoria monoaminérgica que indica que una baja concentracion de monoaminas en
los espacios sinapticos podria ser la causa de la depresiéon en humanos y que el
uso de farmacos que aumentan la disponibilidad de estos neurotransmisores
ayuda al paciente a recuperar un estado de animo balanceado, como se explica

en la figura 7 (75.76),
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Postsinaptica

Figura 7. Mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos. a) Los neurotransmisores
monoaminérgicos (amarillo) son liberados en el espacioé presinaptico y se unen a los receptores de la neurona
post-sinaptica; La transmision finaliza cuando las monoaminas son recapturadas. b) En la depresion hay una
baja concentracion de monoaminas disponibles. ¢) Los farmacos (gris) que bloquean los sitios de recaptura de

las monoaminas aumentan la concentracion de neurotransmisores disponibles. Fuente: Castrén, 2005.

En la figura 8, se esquematiza la hipotesis de las redes neuronales en la
depresion, que dice que las fallas en el procesamiento de la informacién podrian
ser la causa de la depresion, y que el uso de farmacos aumenta la conectividad en
estas redes neuronales a través de cambios plasticos. Estas redes son finalmente

estabilizadas por medio de la poda neuronal (9.

a) Sano b) Deprimido c)Durante el tratamiento d)Recuperado
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Figura 8. Hipotesis de redes neuronales de la depresién. a) En el cerebro sano la informacién es
procesada en redes neuronales parcialmente traslapadas. b) En la depresion, este procesamiento no funciona
adecuadamente en algunas redes. c) El tratamiento con antidepresivos mejora la conectividad en redes
neuronales. d) Por medio de una poda neuronal se seleccionan y estabilizan las sinapsis y redes que estan
activas. Castrén, 2005.
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3.2.3 Tratamientos farmacologicos para la depresion

Se ha propuesto que las disfunciones y anormalidades de las vias de los
neurotransmisores y receptores de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) vy
dopamina (DA), dan origen a distintas formas de la depresion. Asi por ejemplo los
trastornos depresivos mas leves como la distimia estan asociados a fallas en el
sistema serotonérgico, los trastornos depresivos que incluyen alteraciones
psicomotoras como aletargamiento general podria ser causado principalmente por
fallas en las vias noradrenérgicas y finalmente un fallo en las vias dopaminérgicas

provocaria estados depresivos con rasgos psicoticos (/7).

Para el tratamiento de las variantes mas severas de la depresion se emplea una
combinacion de intervenciones psicologicas y farmacoldgicas, que pueden incluir
alguno de los siguientes 4 tipos de medicamentos: Antidepresivos triciclicos
(ATC), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), inhibidores
de la recaptura de noradrenalina y serotonina (IRNS), e inhibidores de la
monoamino oxidasa (IMAO) su indicacion terapéutica y toxicidad esta determinada
por el mecanismo de accion que poseen (®). En general, todos estos farmacos
incrementan de forma selectiva, preferencial, o mixta, a las monoaminas
cerebrales. Los inhibidores selectivos actuan sobre las proteinas transportadoras
de cada monoamina, bloqueando la actividad de recaptura de la sinapsis a la
presinapsis. Mientras que los IMAO inhiben la actividad de la enzima mitocondrial
que presinapticamente degrada a las monoaminas. El resultado en ambos casos
es una mayor concentracion de la monoamina en la sinapsis. Lamentablemente,

estos farmacos no son efectivos en todos los casos, de todos los pacientes que
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logran responder al tratamiento, un 25%-50% tendran sintomas residuales y en su
gran mayoria recaeran en la enfermedad, es por eso que se necesita tener mas
medicamentos incluyendo remedio herbolarios y aquellos que se consideran

alternativos (78),
3.2.4 Remedios herbolarios para la depresion

El principal remedio herbolario empleado en la clinica es el Pericon 6 Hierba de
San Juan (Hypericum perforatum) /% 79), El mecanismo de accion de este remedio

herbolario es como inhibidor de la recaptacion de monoaminas ©9),
3.2.5 Comorbilidad con ansiedad

Se sabe que los trastornos depresivos tienen comorbilidad con los trastornos de la
ansiedad en el 50% de los sujetos con depresion mayor @ muchos de los
sintomas de ambos trastornos mentales son compartidos, mientras que otros son
exclusivos de cada desorden (tabla 5). En estos pacientes el tratamiento ideal
seria aquel que pudiera reducir la gravedad de ambos sindromes, para evitar

recaidas.
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Tabla 5. Dimensiones conductuales traslapadas en ansiedad y depresion

Dimensiones traslapadas

Ira, fatiga,
irritabilidad,
Presente en hostilidad, baja
ansiedad y concentracion,
depresion sentimiento de
pérdida de control,
angustia.
Tristeza,
M3 . desesperacion,
as comun -
en depresion culpa,_ser)t_|m|ento
de inutilidad,

ideacion suicida.

Miedo, impotencia,
inquietud, ansiedad,

Mas comin . o
. terror, impulsividad,
en ansiedad -
reactividad
excesiva.

Dimensiones de la depresion

Mas comun
en depresion

Anhedonia, falta
de interés, lucha
con el ambiente
externo, retardo
psicomotriz,
sentimiento de
impotencia.

Dimensiones de la ansiedad:
“Hiperestimulaciéon”

Falta de aliento,

mareos, asfixia,

dolor de pecho,
Mas comun palpitaciones,

en nauseas,

ansiedad sudoracion,
temblores,
escalofrios,
bochornos.

Adaptada con datos de Frazer, 2005.

A la fecha continua la investigacion de nuevas moléculas que pudiera ser de

utilidad en el tratamiento de estos desdrdenes comorbidos.

3.2.6 Trayectoria de atencion seguida por pacientes con ansiedad y depresion en

México

La mayoria de las personas con trastornos de la ansiedad y la depresion en

México establecen el primer contacto con un meédico general, como se indica en la

figura 9 y casi todos los casos concluyen su camino asistencial con el uso de los

recursos proporcionados por las medicinas alternativas o la medicina tradicional

(82) es por eso que es importante estudiar de manera formal estos recursos, que

incluyen remedios herbolarios, empleados como tratamiento complementario o

alternativo.
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Especialista en
salud mental

Medicina
general

Medicina
tradicional

Religioso

Medicina
alternativa

Figura 9. Diagrama de la trayectoria de atencion seguida por la mayoria de los pacientes con ansiedad

y depresion en México.
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Pruebas en animales para el estudio de trastornos mentales

Los animales de laboratorio se emplean para conocer la etiologia, diagndstico y
tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano @384 ya que por razones
éticas es imposible realizar investigacion de este tipo en seres humanos. Las
similitudes entre el SNC de la especie humana con el de otros mamiferos permite
que los resultados obtenidos en ratas, ratones o monos, conduzcan al
planteamiento de hipétesis del fendmeno de la depresion o la ansiedad en
humanos. Los modelos animales de ansiedad o depresion son preparaciones
experimentales desarrolladas y validadas en una especie animal, con el objetivo
de estudiar la fisiopatologia o los tratamientos para estos desordenes. Se usan
como pruebas de deteccién de nuevos farmacos o intervenciones, o para la

elucidacién de mecanismos de accion asociados a los efectos farmacoldgicos (72).
4.1 Validacion de pruebas conductuales para uso en la investigacion

Aunque los ensayos conductuales en animales no sean totalmente congruentes
con la condicion humana, dado que los trastornos mentales son sindromes
complejos, es conveniente emplear pruebas que modelen sdlo algunas de sus
dimensiones conductuales "), Para el uso en experimentacion, las pruebas en
animales deben cumplir con criterios minimos para ser considerados validos (),

cada parametro de validacién ha sido definido brevemente en la tabla 6.
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Tabla 6. Validacion de pruebas conductuales en animales para la investigacion de los trastornos

mentales

Criterio

Definiciéon

Validez de apariencia

Validez de predicibilidad

Validez etiologica

Validez de mecanismo

Se refiere a que los animales presenten signos que sean
analogos a los presentes en el trastorno

Es cuando el modelo es capaz de responder positivamente a los
tratamientos que son efectivos en la clinica y que, inversamente,
no responde a los tratamientos que son inefectivos, para el
farmacologo industrial es el parametro de validacion mas
importante.

Que los estimulos empleados para generar las conductas sea la
misma en el modelo animal y en el ser humano.

Existe cuando el modelo involucra procesos neuroquimicos
similares a los presentes en el ser humano.

Adaptada de Anisman, 2005.

4.2 Pruebas en animales para el estudio de la ansiedad y la depresion

Los modelos animales de ansiedad se basan principalmente en medir conductas

de ataque/huida que son provocadas y medidas en las ratas mediante estimulos 6

eventos estresantes tales como: espacios abiertos, precipicios y objetos que

tengan corriente eléctrica moderada, entre otros ). De esta manera se generan

respuestas bioquimicas y conductuales semejantes a las presentadas por sujetos

con ansiedad @), En el presente estudio se emplearon como pruebas de ansiedad

la prueba de LEC y la prueba de ED, y para detectar el efecto tipo antidepresivo se

empled la PNF. En la tabla 7, se explican los fundamentos de cada modelo animal,

asi como los efectos de algunos farmacos sobre la conducta modelada.
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4.3 Pruebas en animales para el estudio de la actividad locomotriz

El actimetro y el rota-rod son empleados para evaluar la locomocion de los

animales bajo los efectos de farmacos ©8).

La prueba de actividad locomotriz (AL) en actimetro recaba informacion que nos
sirve para medir cuantitativamente la actividad espontanea del animal, y asi
descartar posibles efectos estimulantes o sedantes del farmaco. El Rota-rod es util
para cuantificar posibles efectos colaterales de farmacos, en el balance y la
coordinaciéon motora en general por medio de la cuenta del numero total de caidas

de un rollo giratorio ©9),
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Tabla 7.

Rota-Rod

Laberinto elevado en
cruz

v
7

Enterramiento defensivo

4

Nado Forzado

Fundamento de las pruebas conductuales realizadas

Se emplea para detectar deterioros en la actividad motriz provocados por el farmaco
al que se le esta realizando el escaneo. La prueba es un indicador sensible a
traumas inducidos por dafio cerebral en la ratas, como por ejemplo el alcohol, el cual
discapacita notablemente a la rata en esta prueba; permite detectar si un farmaco
afecta la coordinacion motora del animal contando el nimero de caidas de un rollo
giratorio en un lapso corto de tiempo ©8),

Se basa en que se esta introduciendo a la rata en un ambiente novedoso para el
animal, diferente a su caja de alojamiento, por lo que el animal puede experimentar
“agorafobia”. En esta prueba se mide la actividad exploratoria y/o ambulatoria al
ambiente nuevo. La prueba sirve para detectar efectos sedantes, estimulantes o
estereotipias (©8),

Esta prueba es usada como herramienta para evaluar el efecto ansiolitico de nuevos
farmacos. Se basa en que las ratas tienen de manera natural miedo a los espacios
abiertos. En el laberinto se expone al animal a un conflicto entre permanecer “a
salvo” en brazos cerrados, 6 explorar un ambiente novedoso. El tiempo que el
roedor permanece en los brazos abiertos esta asociado a una disminuciéon en la
ansiedad, ya que los farmacos ansioliticos son capaces de aumentar esta conducta
exploratoria (),

Una de las respuestas innatas de lucha de las ratas hacia una amenaza incluye la
accion de enterrar el estimulo adverso, con el fin de que ya no represente un riesgo.
En el laboratorio el estimulo adverso es un electrodo que libera corriente eléctrica, y
que estimula la expresién de la conducta de enterramiento. Los farmacos
ansioliticos son capaces de reducir el tiempo que pasa el roedor enterrando estos
objetos. Esta prueba permite ademas detectar la presencia de efectos sedantes,
analgésicos y/o amnésicos que son indeseables (72 88,91, 92),

Cuando se fuerza a las ratas a nadar en pequefos cilindros de los cuales no hay
escape, se vuelven rapidamente inmoviles después de un periodo inicial de
actividad vigorosa en el que intentan escapar, esta conducta se denomina
“indefension aprendida”. La inmovilidad se interpreta como evidencia de que los
sujetos de experimentacion han aprendido que el escape es imposible y han perdido
toda esperanza. La inmovilidad, asociada a la indefension aprendida, es reducida
significativamente por numerosos antidepresivos efectivos en la clinica, por eso esta
prueba es empleada ampliamente para pruebas de escaneo de actividad
antidepresiva (93 94),

Tabla elaborada con datos de Fernandez 1999, Rodgers 1997, Treit 1981, Wiliner 1991, De Boer 2003,

Porsolt 1977 y Detke 1995.
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4.4 Efecto de farmacos ansioliticos y antidepresivos en las pruebas de LC, ED, y

nado forzado

En la literatura existe un gran numero de reportes sobre la efectividad y potencia
relativa de farmacos ansioliticos y/o antidepresivos en los modelos utilizados en la
presente tesis. Los trabajos reportan los efectos de tratamientos con efectividad
clinica cuyos efectos han sido bien caracterizados en dichos modelos, asi como
de terapias no farmacoldgicas como la privacion de suefio REM, el electrochoque
y la estimulacidon magnética transcraneal. En las tablas 8, 9 y 10 se citan algunos
ejemplos. Para el caso de la PNF se ha descrito su utilidad para elucidar
mecanismos de accién en los cuales participan las monoaminas. Asi, farmacos
con actividad serotonérgica o noradrenérgica, diferencialmente afectan las
conductas de esfuerzo (nado o escalamiento), ademas de reducir la indefensién

aprendida ©4)
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~ Tabla8. Efecto de los farmacos en la pruebade LEC

Ansiedad: Laberinto elevado en cruz
Farmaco TBA TBC TC EBA EBC CRS IC Referencias
Clordiazepoxido 1 - - 1 - - 1 95,96, 97, 98

Diazepam 1 - - 1 - - l 95,99, 100
Alprazolam 1 - - 1 - - 1 98
Buspirona 0 - - - - ! 1 101,102
Ipsapirona - - - - - l - 101, 102
Ketanserina - - - - - ! - 101
Imipramina - - - - - - - 101, 103
Desipramina - - - - - - - 104
Reboxetina 1 - - - - - - 105

1, aumento; |, disminucion; -, sin cambios ¢ sin datos disponibles, TBA, tiempo en brazo abierto; TBC, tiempo
en brazo cerrado; TC, Tiempo en centro; EBA, entradas a brazo abierto; EBC, entradas a brazo cerrado; CRS,
cruces; IC, inmersiones de cabeza; Las lineas horizontales agrupan los farmacos de acuerdo a su mecanismo
de accion.
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Tabla 9. Efecto de los farmacos en la prueba de ED

Ansiedad: Enterramiento defensivo
. : Tiem Acercamient .
Farmaco Latencia © po.de Choques cercamientos Referencias
enterramiento al electrodo
Diazepam ) ! - 1 91, 106, 107
Clordiazepoxido 1 ! 1 - 91, 108, 109, 110, 111, 112, 113
Midazolam - ! 1 - 114
Pentobarbital - ! 1 - 91,114
Etanol - l - - 114
Tolueno 1 ! - - 115
Buspirona - ! 1 - 91, 116,117,118
Flesinoxan - ! - l 119, 120
Ipsapirona ! ! - - 118,121, 122, 123
Imipramina - - - - 111
Desipramina - I - - 88, 124, 125
Yohimbina - - - - 114

1, aumento; |, disminucion; -, sin cambios 6 sin datos disponibles; *, en hembras ovarectomizadas 6 crénico;
Las lineas horizontales agrupan los farmacos de acuerdo a su mecanismo de accion.
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Tabla 10. Efecto de los farmacos en la PNF

Depresion: Nado forzado
Farmaco Inmovilidad Nado Escalamiento Referencias
94, 115, 126, 127, 128,
Fluoxetina 1 1 - 129, 130, 131, 132,
133, 134, 135, 136.
Sertralina ! 1 - 94
Paroxetina ! 1 - 94
Fluvoxamina l 1 - 137
Indorenato l 1 - 138, 139
94, 115, 124, 126, 127,
128, 129, 130, 131,
Desipramina 1 - 0 132,133, 134, 135,
136, 139, 140, 141,
142
Maprotilina ! - 0 94
Reboxetina 1 ! 1 143

1, aumento; |, disminucién; -, sin cambios 6 sin datos disponibles; Las lineas horizontales agrupan los
farmacos de acuerdo a su mecanismo de accion.
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Planteamiento del problema

Calea zacatechichi es una especie empleada en la medicina tradicional en México
para tratar diversos padecimientos entre los que destacan “curar los nervios”,
como “estimulante cerebral” y para “aguzar los sentidos” ('*4). Los estudios
cualitativos en humanos reportaron que su consumo produce posibles efectos
tranquilizantes e hipnoticos, y eleva el estado de animo. Estudios en animales
demostraron que extractos organicos de la planta modifican la actividad eléctrica
cerebral en gatos, en areas del sistema limbico, que se encuentra asociado a la
expresion y control de las emociones. Calea =zacatechichi contiene
sesquiterpenlactonas y flavonoides. Algunos compuestos de este tipo han
demostrado poseer actividad tipo ansiolitica y antidepresiva en roedores. Sin
embargo, se desconoce si esta planta es capaz de producir efectos de tipo
ansiolitico y/o antidepresivo. Hasta el momento no se han realizado estudios
sistematicos en los que se determine su actividad en modelos animales de
conducta depresiva o conducta ansiosa. Tampoco se ha analizado si los efectos
de esta planta pueden ser inducidos mediante un extracto acuoso, considerando

que ésta es consumida en diferentes comunidades principalmente en infusion.
Hipoétesis

Si Calea zacatechichi produce en humanos mejoria transitoria del estado de animo

y efectos tranquilizantes, entonces un extracto acuoso de esta especie producira

efectos semejantes a los de farmacos ansioliticos y antidepresivos convencionales

en modelos animales de estos trastornos.
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Objetivo general

Determinar si el extracto acuoso de Calea zacatechichi produce efectos ansiolitico

y/o antidepresivo en modelos animales.
Objetivos particulares

Determinar si el extracto acuoso de Calea zacatechichi produce un efecto tipo

ansiolitico en las pruebas de laberinto elevado en cruz y enterramiento defensivo.

Determinar si el extracto acuoso de Calea zacatechichi produce un efecto tipo

antidepresivo en la prueba de nado forzado.

Determinar si el extracto acuoso de Calea zacatechichi induce alteraciones en la

actividad y coordinacién motriz, en las pruebas de campo abierto y rollo giratorio.
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Material y métodos
6.1 Disefo experimental

Se realizé un estudio de acuerdo a la clasificacion de Sampieri, Fernandez y
Baptista (4% que es: a) experimental, por que se analizdo el efecto de un
tratamiento y diferentes dosis de éste (variable independiente) sobre variables
dependientes; y b) transversal, por que se recolectaron los datos en grupos

independientes de sujetos.
6.2 Poblacion de estudio

Se utilizaron 86 ratas macho de cepa Wistar, adultas (3-7 meses de edad), con un
peso promedio de 400 g de peso. Todos los animales fueron obtenidos del bioterio
del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiz. Los animales
fueron alojados en condiciones estandar de laboratorio segun la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 (146) en un cuarto con un ciclo invertido de luz-
oscuridad, de 12 x 12 h (luces a las 22:00 h), temperatura controlada (25 +1 °C) y
agua y alimento (Purina Rat Chow) ad libitum. Los animales fueron alojados en

grupos de 5 ratas por caja (50 x 40 x 20 cm).

6.3 Criterios de inclusion: Ratas macho albinas, de la cepa Wistar, en promedio
de 5 meses de edad, virgenes a tratamiento y manipulaciéon, excepto aquella para

su cuidado.
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6.4 Criterios de exclusion: Ratas que hayan adquirido enfermedades como otitis 6
infestaciones no tratadas de acaros, lesiones que les impida ser administradas

oralmente, defectos que les impida desempefiarse en las pruebas.

6.5 Criterios de eliminacion: Ratas con desempeno erratico en las pruebas
realizadas, asociado a enfermedad no identificada antes del inicio del

experimento.
Variables. Las medibles en cada prueba conductual realizado

p. €j.: inmovilidad, escalamiento y nado en la PNF.

Técnicas

6.6 Obtencion del material vegetal y preparaciéon del extracto acuoso de Calea

zacatechichi.

El material vegetal seco fue adquirido con el proveedor comercial Aztecasplants
de México, S.A. de C.V.; antes de su extraccion fue necesario realizar un
separado manual para retirar impurezas vegetales y minerales presentes en el
material adquirido. El extracto fue preparado moliendo 100 g de material seco de
las partes aéreas de la planta, calentandolo a 100 °C en agua destilada durante
10 minutos, filtrado por gravedad y liofilizado. Se obtuvo un rendimiento del
22.5996%. El extracto acuoso fue proporcionado por el laboratorio de
Fitofarmacologia del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz

(INPRFM).

El liofilizado del extracto acuoso de Calea zacatechichi fue disuelto en solucién

salina isoténica (S.S.l.) como diluyente (NaCl 0.9% m/v), para preparar las
39



diferentes dosis de la sustancia. Todos los animales fueron administrados
oralmente considerando un volumen de 1 mL/kg de peso corporal (47). Para el

grupo control se emple6 S.S.1.

6.7 Experimentos
6.7.1 Experimento 1. Estudio piloto mediante tamizaje farmacologico

Se administré oralmente a las ratas el extracto acuoso de Calea zacatechichi a
dosis de 1000 mg/kg, 100 mg/kg, 50 mg/kg, o SSI como control. Por cada dosis
se emplearon de 2-4 ratas. Inmediatamente después de la administracion, el
efecto del tratamiento agudo (una administracién) se evalué en una “arena” o
cilindro de acrilico de 90 cm de diametro por 50 cm de alto, con papel plastificado
en la parte inferior o con aserrin (figura 10). Se videograbd el comportamiento de
los sujetos por 2 h y cada video fue analizado de manera descriptiva anotando los
comportamientos que fueran indicativos de la presencia de actividad en el SNC
como son: somnolencia, ataxia, piloereccion, acicalamiento, estereotipias,

convulsiones e hiperactividad, entre otros (148 149),

Se realizaron las siguientes observaciones a algunos animales, a intervalos de
tiempo de 30, 60 y 90 minutos: a) prueba de rejilla invertida colocando al animal
sobre una reja de manera horizontal girandola 180° sobre su eje para buscar
posibles efectos del extracto sobre musculo, midiendo el tiempo que tarda en caer
la rata; b) registro de la temperatura corporal, con el fin de buscar posibles efectos
sobre el sistema nervioso auténomo; c) prueba de campo abierto, en una caja de

acrilico dividida en 9 recuadros se midié el numero total de cruces y de paradas
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en un periodo de 5 minutos; finalmente d) indice de diarrea propuesto por Malone

(149) 'y llevado a cabo en la “arena”.

Rata administrada

oralmente con Extracto . \/
acuoso de C. zacatechichi Videograbado por 2 horas
a dosis de 1000 mg/kg,

100 mg/kg y 50 mg/kg, y [T W
con S.S.1. % %

L"
| I
Analisis descriptivo de la
* conducta del sujeto durante
las 2 horas
Alos 30, 60 6 90 min.
-Prueba de "reja invertida"
-Temperatura corporal
-Campo abierto Deteccidn de dosis adecuada
-Indice de diarrea para el estudio

Figura 10. Tamizaje farmacolégico para deteccion de la dosis adecuada para el estudio.

Con el estudio piloto (tamizaje farmacolégico) se obtuvo informaciéon para las

dosis del estudio en las pruebas de conducta especifica.

6.7.2 Experimento 2. Caracterizacién del efecto terapéutico del extracto en

modelos animales de ansiedad o depresion

Para este experimento se usaron grupos independientes de ratas que fueron
tratadas con diferentes dosis del extracto. Se realiz6 un tratamiento subcrénico
(ver figura 11) que consistié en 3 administraciones (via oral) del extracto, a las 24,
5y 1 h antes de las pruebas de ansiedad o depresion. Esta administracion
subcronica 4 se eligid con base en su efectividad para producir efecto de tipo
antidepresivo en la PNF (133 136) | 5 administracion subcrénica de farmacos
también se ha utilizado para generar efectos ansioliticos en algunas pruebas

conductuales (190,
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Administracion triple o "subcroénica"

Bioensayos
conductuales

& L/t//_/\ﬁ
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I | | 1

-24 hrs. -5 hrs. -1hrs. Ohrs.

Administracién #1 Administracién #2 Administracion #3

Figura 11. Diagrama del tratamiento subcroénico adaptado del método de Martinez-Mota 2008.

6.7.3 Baterias de pruebas conductuales

Las ratas fueron evaluadas en una bateria, como se muestra en la figura 12, para
detectar los efectos ansioliticos, antidepresivos y motores. Se ha demostrado que
la aplicacion de pruebas de conducta en bateria no modifica de forma significativa

los resultados (8. 151),

10 min 10 min
%
Vi
' I '.;l e T
Laberint .
elaevzrcligo Enterramiento Actividad
en cruz defensivo motora

1 semana después

Depresion

Cilindro Nado
giratorio forzado

Figura 12. Esquema de baterias de pruebas para ansiedad y depresion.
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En una primera sesion, las ratas fueron evaluadas en las pruebas de LEC, ED y
AL con el fin de medir los efectos ansioliticos y sobre la actividad motriz
producidos por el extracto. Se permiti6 una semana de lavado antes de volver a
realizar la administracion del extracto de forma totalmente aleatorizada.

En la segunda fase las ratas fueron evaluadas en Rota-rod y PNF para detectar
los efectos sobre la coordinacibn motriz, asi como posibles efectos
antidepresivos.

El registro de las pruebas de ansiedad y de actividad locomotora se realizé en un
cuarto oscuro, iluminado con luz roja (10 W) y sonoamortiguado. El registro en el
rota-rod y la PNF se realiz6 en un cuarto iluminado con luz blanca fosforescente
(65 W) aislado parcialmente y con acceso al servicio de agua.

6.7.4 Prueba de laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz es un dispositivo de acrilico formado por 4 brazos de
50 x 10 cm cada uno, los cuales estan colocados en forma de cruz, sobre una
plataforma elevada 50 cm por encima del suelo. Dos brazos estan cerrados por
paredes de 40 cm de altura mientras que los otros dos carecen de proteccion. El
animal fue colocado en el centro del laberinto, con la cara dirigida a uno de los
brazos abiertos, a partir de ese momento su conducta fue videograbada por 10
minutos con una camara colocada por arriba del mismo. Se analizé el nimero de
veces que el animal entr6 a los brazos abiertos (EBA) y cerrados (EBC), asi como
el numero de cruces en el laberinto. También se registré el tiempo que pasé en
los brazos abiertos (TBA), cerrados (TBC), y en el centro del laberinto (TC). Se

considera que un animal ha entrado a uno de los brazos cuando posa las cuatro
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patas en ese espacio. Se analiz6é un parametro considerado etologico: El numero

de veces que realizo “inmersiones de cabeza” (IC), definido como los episodios en

los que el animal se coloca en el centro del laberinto e introduce la cabeza en el

espacio donde termina uno de los brazos abiertos y comienza uno de los cerrados

en actitud explorativa del vacio hundiendo su cabeza ®8 los resultados se

interpretaron de acuerdo a los datos indicados en la tabla 11.

Tabla 11. Interpretacion de las conductas medidas en la prueba de LEC

Conducta

Interpretacion

Tiempo en
brazo abierto

Tiempo en
brazo cerrado

Tiempo en el
centro.

Entradas a
brazo abierto

Entradas a

brazos cerrados

Cruces

Inmersiones de

cabeza

Es el principal parametro usado para medir el efecto tipo ansiolitico de
farmacos en esta prueba, un aumento en el tiempo total que pasa el animal en
los brazos abiertos refleja una mayor actividad ansiolitica (95 101),

Una disminucion en el tiempo que pasa el animal en el brazo cerrado puede ser
un reflejo indirecto del efecto ansiolitico de un farmaco ©5).

Refleja de manera directa el tiempo que el animal pasa mostrando conductas
de evaluacion del riesgo, un aumento significar que el farmaco aumenta estas
conductas y no refleja necesariamente un efecto ansiolitico (0,

Un aumento de entradas a este brazo es un indicador de un efecto ansiolitico
(95, 101)

Una disminucién de entradas a brazo cerrado puede ser el reflejo de actividad
ansiolitica %),

El aumento en los cruces refleja un aumento en la conducta exploratoria del
animal o pueden ser indicio de un efecto estimulante. La disminucion del
numero de cruces sugiere efectos tipo sedativo (%5

La exploracién inmersiva del vacio es una conducta de evaluacion del riesgo
del tipo atrevida u osada, que es aumentada por ansioliticos, principalmente por
farmacos de accién serotonérgica, por lo que un incremento en el numero de
esta conducta se interpretara como un claro efecto ansiolitico (95 101,

Interpretacion de las conductas medidas en la prueba de Laberinto elevado en cruz. Elaborada con datos de
Griebel1997, Pellow 1985 y Rodgers 1997.

6.7.5 Prueba de enterramiento defensivo

Se colocé a cada animal, dentro de una caja rectangular de acrilico transparente,

de 25 x 30 cm superior y de 25 x 18 cm inferior, con tapa metalica. La caja tiene

un electrodo conectado a un estimulador que libera choques eléctricos de
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intensidad moderada (0.3 mA). El piso esta cubierto de una capa de viruta
finamente molida, de 5 cm de profundidad. Se introdujo al animal en una de las
esquinas contrarias al electrodo y se registréo su actividad en video durante 10
minutos. Las conductas analizadas en los videos registrados fueron: el tiempo que
tarda el animal en recibir el primer shock (LAT), numero total de choques
recibidos (CHO) y la suma de tiempo total que el animal pasé enterrando con
aserrin el electrodo (ENT), también se contaron los “acercamientos al electrodo”
(AE) que es cuando, después de haber recibido la descarga, el animal explora de
cerca olfateando el electrodo sin recibir descarga @) los resultados se

interpretaron de acuerdo a los datos indicados en la tabla 12.

Tabla 12. Interpretacién de las conductas medidas en la prueba de ED

Conducta Interpretacion

Es el principal parametro usado para medir el efecto tipo ansiolitico en esta
Tiempo total de  prueba. Una disminucion significa que el farmaco empleado estéd disminuyendo
enterramiento el miedo o la ansiedad que el animal expresa como evitacion activa del
estimulo adverso 1,92, 122),

La latencia de enterramiento se ve alargada por ansioliticos y no
necesariamente refleja un efecto tipo ansiolitico, mas bien puede reflejar una
disminucién de la reactividad del animal ante estimulos adversos 2).

Latencia de
enterramiento

El aumento en la exploracién dirigida hacia el electrodo después del primer
choque refleja de manera directa un incremento en el despliegue de conductas
de evaluacion del riesgo ©2),

Acercamientos
al electrodo

Un aumento en el numero de choques esta asociado a un efecto analgésico.
Choques Otros reportes indican que algunos agentes que dafian la memoria incrementan
drasticamente el numero de choques recibidos ©2),

Interpretacién de las conductas medidas en la prueba de enterramiento defensivo. Elaborada con datos de
Korte, 1991; Treit, 1981 y De Boer, 2003.
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6.7.6 Prueba de nado forzado

Las ratas fueron colocadas individualmente en cilindros de vidrio de borosilicato
de 21 cm de diametro x 46 cm de altura (Pyrex®), llenados a 30 cm de altura con

agua del grifo, a 23-25 °C. Los animales fueron colocados ahi por 15 minutos.
Esta primera sesion se denomina pre-prueba y es utilizada para inducir la
conducta de desesperanza (o indefension aprendida). Al finalizar las ratas fueron
secadas y colocadas en su caja-hogar. Después de 24 h se realizé la prueba,
colocando al animal en las mismas condiciones del cilindro, por 5 minutos. Esta
sesién de prueba fue videograbada y se registrd la conducta del animal desde
arriba del cilindro. La conducta fue analizada con una técnica de registro
instantaneo, mediante el cual se registra la actividad predominante en cada
intervalo de 5 s, pudiendo ser: inmovilidad (INM), nado (NAD) 6 escalamiento
(ESC). Inmovilidad se define como los movimientos minimos necesarios para
mantenerse a flote, nado son los movimientos activos de braceo, con
desplazamiento alrededor del cilindro, y escalamiento es una conducta activa
dirigida contra las paredes del cilindro con intentos de trepado de las paredes del
estanque, cuyos movimientos severos a menudo generan burbujeo (4 136) |os

resultados se interpretaron de acuerdo a los datos indicados en la tabla 13.
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Tabla 13. Interpretacion de las conductas medidas en la PNF

Conducta Interpretacién
La inmovilidad es directamente proporcional a la indefensién aprendida. Los
Inmovilidad farmacos antidepresivos que son efectivos clinicamente, disminuyen este
parametro de manera consistente (93. 94.152),
Los farmacos cuyo mecanismo de accion es de tipo serotonérgico, logran la
Nado disminucién en la inmovilidad de forma paralela a un aumento del nado. Un

Escalamiento

aumento en esta conducta refleja entonces que un farmaco en desarrollo
podria interaccionar con el sistema de la serotonina (115, 126, 152),

Los farmacos cuyo mecanismo de accion es de tipo noradrenérgico logran la
disminucién en la inmovilidad junto con un aumento del escalamiento. Un
aumento en esta conducta sugiere que un farmaco tiene actividad en la via
dopaminérgica, noradrenérgica, o en ambas (94 127. 152),

Elaborada con datos de Porsolt 1977, Cryan 2005, Olivares-Nazario 2015, Detke 1995, Lopez- Rubalcava
2000 y Martinez-Mota 2004.

6.7.7 Prueba de actividad locomotora en campo abierto

Se colocé a cada animal en un actimetro automatizado, que consiste en una caja

de acrilico (medidas) con monitor de actividad motora infrarrojo modelo LE 881 IR,

para registrar su actividad durante 5 minutos. Los resultados de numero de

paradas, actividad espontanea general y estereotipias ) se interpretaron de

acuerdo a la tabla 14.

Tabla 14. Interpretaciéon de la conducta en la prueba de CA

Conducta

Interpretacion

Ambulacion

Paradas

Estereotipias

Un descenso en el tiempo que pasa el animal moviéndose puede indicar
sedacion general (153 154; yn aumento en la ambulaciéon sélo representa un
efecto estimulante (154),

El nimero de paradas es un parametro que sirve para medir la actividad
vertical exploratoria del animal y su aumento indicaria un posible efecto
estimulante (154, 155),

Los movimientos estereotipados son una medida de la actividad del animal
durante los momentos en los que no se esta desplazando, descenso | esta
asociado a una sedacién general y un aumento 1 a un efecto estimulante (153,

Interpretacion de las conductas medidas en la prueba actividad motriz. Elaborada con datos de Roth 1979,
Todd 2009 y Prutt 2003.
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6.7.8 Prueba de rota-rod

Para esta prueba se emple6é un rodillo rotatorio que funciona con un motor
eléctrico, que giré a 11 rpm. Debajo del aparato se colocd una caja de acrilico con
aserrin que amortiguara las caidas de los animales. Las ratas se entrenaron para
caminar sobre el rodillo 24 y 48 h antes de la prueba, por lapsos de 10 min con lo
que se logré que el animal fuera capaz de mantenerse andando sin caer del
rodillo. El dia de la prueba se colocé al animal, se registréo el numero de caidas
que tuvo el sujeto durante 5 min, regresandolo al cilindro cada vez que se cayera
(88) A continuacion, en la tabla 15 se enlistan los materiales, instrumentos vy

reactivos minimos requeridos para poder llevar a cabo las pruebas conductuales.
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Tabla 15. Material de laboratorio, biolégico, instrumentos y reactivos

empleados por prueba

Actividad

General

Preparacion de

Soluciones

Pesado de
animales

Tamizado
farmacolégico

Rota-Rod

Actividad
locomotriz

Nado Forzado

Enterramiento
defensivo

Laberinto
elevado en cruz

Materiales

Bata, lentes de seguridad, guantes de nitrilo, guante antiderrapante,
cubrebocas, bitacora del proyecto, calendario o protocolo resumido, ratas,
boligrafo, reloj de pulsera, canulas intragastricas, émbolos de jeringa de 1 mL,
papel toalla, aserrin.

Frascos, etiqueta, papel, cinta adhesiva, plumin permanente, matraz aforado
10 mL, matraz aforado de 50 mL, balanza analitica, balanza granataria, pipeta
graduada 10 mL, embolo de succién, desecador, extracto liofilizado, cloruro de
sodio, agua destilada, papel glassine, tijeras, parafiim, espatula, sonicador
(Elma® Mod. Transsonic digital S), papel aluminio, papel toalla, bitdcora de
reactivos, calculadora, parrila de calentamiento y agitacion, magneto
recubierto de teflén, vaso de plastico con pico.

Balanza granataria con jaula, plumines permanentes, papel toalla, bitacora,
jabon, fibra.

Arena de acrilico de 50 cm de diametro, papel plastificado, videocamara, tripié
de la camara de video, rejilla de acero, termémetro infrarrojo, caja de acrilico
marcada en 9 areas, contador manual, cronémetro.

Rota-Rod, caja con aserrin, bolsa de plastico negro chica, cronédmetro, papel
toalla.

Computadora, software de actimetro (p.ej.: SeDaCom), actimetro con puerto
USB, monitor de actividad motora IR LE 881 IR, foco de vela (40 W), rollo de
papel toalla, caja chica con aserrin, reloj de pulsera 6 crondmetro, solucion
limpiadora (15 mL de etanol, 0.5 mL de amoniaco, 5 mL de isopropanol, 10 mL
de Pinol®, 10 mL extran, aforado a 1000 mL con agua desionizada).

Camara de video, cable de la camara, base fijadora, mesa, tornillo para base
de la camara, desarmador, cilindros de vidrio PYREX® 20 cm diametro interno
x 45 cm altura interna, cronémetro, manguera, cubeta, colador, trapos, papel
toalla, fibra suave, jabon, caja mediana con aserrin, foco de secado,
termémetro de inmersion parcial de -20 °C a 100 °C, agua a una temperatura
de 23-25 °C.

Camara de video, tripié de camara, caja con electrodo, tapa enrejada,
regulador de corriente, solucion limpiadora, aserrin, cronémetro.

Camara de video, laberinto elevado en cruz, solucién limpiadora, cronémetro,
pinzas para bolos, bolsa chica de plastico para bolos.
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6.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados como media y error estandar (+ E.E.M.).
Los datos de cada parametro fueron inicialmente analizados con una prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Los datos con una distribucion normal fueron
analizados con un analisis de varianza (ANOVA) de una via para grupos
independientes, y posteriormente con una prueba post-hoc de Holm-Sidak. Los
datos que no siguieron la distribucién normal fueron analizados con un ANOVA por
rangos (Kruskal-Wallis) seguida por la prueba post-hoc de Dunn. En ambos casos
las pruebas post-hoc fueron aplicadas unicamente cuando el analisis de varianza
mostré diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (156, El andlisis

estadistico y las graficas se realizaron con el programa SigmaPlot, Version 12.
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Resultados

7.1 Efecto del extracto acuoso de Calea zacatechichi en un screening

farmacoldgico

Comparados con el blanco (animales sin tratamiento) las ratas que recibieron el
extracto (50, 100 y 1000 mg/kg) no mostraron diferencias en el desempeiio en las
pruebas de reja invertida y campo abierto. El tratamiento tampoco produjo
cambios en la temperatura corporal. Sélo se observé diarrea moderada a la dosis
de 1000 mg/kg. En el analisis detallado de los videos se registré que a partir de 50
mg/kg los animales mostraron sefiales de somnolencia con episodios breves de
echado, que se presentaron con una latencia de 30 min a partir de la
administracién. Mientras que los animales tratados con 100 mg/kg mostraron
sefales de somnolencia con episodios prolongados de echado con una latencia de

15 min.

El analisis descriptivo permitid establecer la dosis de 50 mg/kg como la dosis
maxima para experimentos de conducta, en los cuales se busca que el animal

esté en vigilia y activo.

7.2 Efecto del extracto acuoso de Calea zacatechichi en la ansiedad y la depresién

experimentales

7.2.1 Laberinto elevado en cruz

El analisis de varianza de una via indicod que el tratamiento con Calea zacatechichi

modificd significativamente todos los parametros de ansiedad en el laberinto
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elevado, excepto el numero de entradas al brazo abierto. En la tabla 16 se

describen los resultados de la prueba estadistica.

Tabla 16. Resultados estadisticos de la prueba de LEC

Conducta Prueba de ANOVA Estadistico Prueba post-hoc
normalidad
Tiempo en brazo _ —E =
abierto SW (-) KW H=12.543, g.l.=5, p=0.028 Dunnett
Tiempo en brazo SW (+) Unavia | Fss5=5.520, p<0.001, g.l.=5 Holm-Sidak
cerrado
Tiempo en centro SW (+) Una via Fs55=4.166, p=0.003, g.l.=5 Holm-Sidak
Cruces SW (+) Unavia | g . 4283, p=0.002, g..=5 Holm-Sidak
Entradas a brazo Una via _ -
abierto SW (+) Fs55=1.895, p=0.110 N/A
Entradas a brazo Una via _ _ - ;
cerrado SW (+) Fs555=4.003, p=0.004, g.1.=5 Holm-Sidak
Inmersiones de SW (+) Unavia | 1_19 599, g..=5, p=0.002 Dunnett
cabeza

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, SW: “+” significa que los datos siguen una distribucion normal; (-)
significa que los datos no siguen una distribucion normal, por lo tanto el analisis de esos datos se hizo con una
prueba no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis, KW. La prueba pos hoc no fue incluida en los grupos de
datos que no alcanzaron la significancia estadistica con el analisis de varianza (N/A, no aplica).

En las figuras 12 y 13 se muestra el efecto del extracto acuoso de Calea
zacatechichi en el laberinto elevado en cruz. El tratamiento con el extracto
incrementd el porcentaje de tiempo que las ratas permanecieron en el brazo
abierto, lo cual alcanzé significancia a partir de la dosis de 25 mg/kg (figura 13a),
sin cambios en cuanto a la magnitud del efecto con la dosis de 50 mg/kg. A partir
de la dosis de 6.25 mg/kg el extracto disminuyé significativamente el tiempo que
las ratas permanecieron en el brazo cerrado (figura 13b), y aumento el tiempo en
el centro del laberinto (figura 13c). En ambos casos el efecto maximo se produjo
con la dosis de 50 mg/kg. El tratamiento aumentd el numero de cruces totales en
el laberinto (figura 13d) y el numero de entradas al brazo cerrado (figura 14b), sin
modificar significativamente las entradas al brazo abierto (figura 14a). Los efectos

maximos se encontraron con la dosis de 12.5 mg/kg. Finalmente, el tratamiento
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con el extracto facilité de forma significativa el numero de inmersiones de cabeza,

cuando la rata se coloca en una de las orillas del brazo abierto. Este efecto se

produjo desde 12.5 mg/kg y se mantuvo hasta los 50 mg/kg.

a)
Tiempo en brazo abierto
40

Porcentaje de tiempo

SSI 3125 6.25 12.5 25.0 50.0
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Figura 13. Curvas dosis-respuesta del extracto acuoso de Calea zacatechichi en LEC. Se muestran los
resultados del tiempo que pasan las ratas en los brazos abiertos (a), brazos cerrados (b) o en el centro del
laberinto (c), asi como el nimero de cruces (d). Los datos estan expresados en media +E.E.M (error estandar
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de la media). Resultados de la prueba pos hoc * p<0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001 vs el grupo control vehiculo.
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Figura 14. Curvas dosis-respuesta del extracto acuoso de Calea zacatechichi en LEC. Se muestran los
resultados del el numero de entradas que hicieron las ratas a los brazos abiertos (a), a los brazos cerrados (b)
y el nimero de inmersiones e cabeza (c). Los datos estan expresados en media +E.E.M. Resultados de la
prueba pos hoc * p<0.05, ** p< 0.01 vs el grupo control vehiculo.

54



7.2.2 Enterramiento defensivo
El tratamiento produjo algunas variaciones en las conductas evaluadas en esta
prueba (figura 15), sin embargo, el analisis de varianza indica que el extracto no
modificd significativamente ningun parametro en la prueba de enterramiento

defensivo (tabla 17).

Tabla 17. Resultados estadisticos de la prueba de ED

Conducta Prueba de | ANOVA Estadistico Prueba post-hoc
normalidad
Tiempo de SW () KW H=9.796, g.I.=5, p=0.081 N/A
enterramiento total
Latencia de SW() KW H=14.349, g..=5, p=0.014 N/A
enterramiento
Numero de choques SW(+) Una via Fs47=0.834, p=0.532, g.I.=5 N/A
Acercamientos al SW () KW H=2.373, g..=5, p=0.795 N/A
electrodo

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, SW: “+” significa que los datos siguen una distribucion normal; (-)
significa que los datos no siguen una distribucion normal, por lo tanto el andlisis de esos datos se hizo con una
prueba no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis, KW. La prueba pos hoc no fue incluida en los grupos de
datos que no alcanzaron la significancia estadistica con el andlisis de varianza (N/A, no aplica).
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Figura 15. Curvas dosis-respuesta del extracto acuoso de Calea zacatechichi en ED. Se muestran los
resultados del tiempo que pasan las ratas enterrando el electrodo (a), la latencia de enterramiento (b), el
nuamero de veces que se acerco al electrodo (c), y el nimero de choques que recibié (d). Los datos estan

expresados en media + E.E.M.
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7.2.3 Nado forzado

El analisis de varianza (tabla 18) de una via indicé que el tratamiento con el
extracto acuoso de Calea zacatechichi modifico significativamente tanto la

inmovilidad como el escalamiento, pero sin modificar la conducta de nado.

Tabla 18. Resultados estadisticos de la PNF

Conducta NORM | ANOVA Estadistico Prueba post-hoc
Inmovilidad sw (+) | Unavia H=11.317, g.l.=5, p=0.045 Dunnett
Escalamiento sw(+) | Unavia | g =3.076, p=0.018, g.I.=5 Holm-Sidak
Nado SW () KW H=1.844, g..=5, p=0.865 N/A

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, SW: “+” significa que los datos siguen una distribucion normal; (-)
significa que los datos no siguen una distribuciéon normal, por lo tanto el analisis de esos datos se hizo con una
prueba no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis, KW. La prueba pos hoc no fue incluida en los grupos de
datos que no alcanzaron la significancia estadistica con el andlisis de varianza (N/A, no aplica).

El tratamiento con el extracto disminuyé de manera significativa la inmovilidad a
partir de la dosis de 25 mg/kg (figura 16a), sin cambios en cuanto a la magnitud
del efecto con la dosis mas alta utilizada. En el escalamiento, el extracto produjo

un unico incremento significativo a la dosis de 25 mg/kg (figura 16b).
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Figura 16. Curvas dosis-respuesta del extracto acuoso de Calea zacatechichi en PNF. Se muestran los
resultados del tiempo que pasan las ratas en inmovilidad (a), escalamiento (b) o en nado (c). Los datos estan
expresados en media +E.E.M. Resultados de la prueba pos hoc * p<0.05, vs el grupo control vehiculo.
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7.3 Efecto del extracto acuoso de Calea zacatechichi en la actividad motriz
7.3.1 Campo abierto

En la prueba de campo abierto, (tabla 19) el tratamiento no modific6 de forma
estadisticamente significativa ninguno de los parametros registrados en la prueba

de actividad locomotriz (ver figura 17).

Tabla 19. Resultados estadisticos de la prueba de CA

Conducta NORM ANOVA Estadistico Prueba post-hoc
Ambulacion sw(+) | Unavia | poo-0880, p=0.5, g.l.=5 N/A
Estereotipias sw(+) | Unavia | g, =1 136, p=0.351, g.1.=5 N/A

Paradas SW (9) KW H=2.814, g.1.=5, p=0.729 N/A

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, SW: “+” significa que los datos siguen una distribucion normal; (-)
significa que los datos no siguen una distribucion normal, por lo tanto el analisis de esos datos se hizo con una
prueba no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis, KW. La prueba pos hoc no fue incluida en los grupos de
datos que no alcanzaron la significancia estadistica con el analisis de varianza (N/A, no aplica).
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Figura 17. Curvas dosis-respuesta del extracto acuoso de Calea zacatechichi en la prueba de CA. Se
muestran los resultados del tiempo que pasan las ratas en actividad ambulatoria (a), el nUmero de veces que
se pararon (b) y el nimero total de estereotipias (c). Los datos estan expresados en media +E.E.M.
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7.3.2 Prueba de Rota-rod

En esta prueba encontramos que Calea zacatechichi administrado de forma

subcronica no provoco que las ratas se cayeran del rollo giratorio (ver tabla 20).

Tabla 20. Resultados obtenidos en la prueba de coordinaciéon locomotriz

Tratamiento Caidas*

Vehiculo

3.125 mg/kg

6.25 mg/kg

12.5 mg/kg

25 mg/kg

[elellelelole)]

50 mg/kg

*Expresado como la mediana

En la Tabla 21 se muestra un resumen de los efectos del extracto en los

parametros de cada prueba conductual.

Tabla 21. Resumen de resultados
' Laberinto elevado en cruz Enterramiento defensivo Nado forzado
W TBA TBC TC CRS EBA EBC IC ENT LAT AE CHO |INM NAD ESC

3.125 - - - - -- - - - - - - - - -
mg/kg

6.25
mg/kg
12.5
mg/kg
25.0
mg/kg

“1” significa que la dosis empleada de extracto aumentd de manera significativa el parametro respecto al
vehiculo; “|”significa que la dosis empleada de extracto disminuyé de manera significativa el parametro
respecto al vehiculo; “--” indica que no hubo diferencias en los efectos comparado con el vehiculo.
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Discusion
8.1 El extracto acuoso de Calea zacatechichi produce efecto ansiolitico en

modelos animales.

Estudios previos en humanos han demostrado que los extractos organicos de
Calea zacatechichi producen efectos depresores del SNC, que son mas potentes
cuando el extracto tiene una base acuosa ©). Calea zacatechichi parecia inducir
efectos tranquilizantes ya que cuando es ingerida en la noche antes de dormir
produce un “suefio nocturno particularmente tranquilo” y “sensacion de bienestar”
durante la vigilia ('*23), En el presente estudio se evalud la actividad ansiolitica del
extracto acuoso de Calea zacatechichi en ratas macho Wistar adultas en dos
pruebas de ansiedad ampliamente usadas en la investigacion preclinica, el LEC y

el modelo de ED.

En el LEC, el extracto a partir de la dosis de 25 mg/kg fue capaz de aumentar el
tiempo en brazo abierto, que es la principal medida empleada para detectar el
efecto ansiolitico de farmacos en este modelo % 191) asi como el niumero de
inmersiones de cabeza, otra medida relacionada directamente al efecto ansiolitico,
que el extracto logr6 aumentar a partir de la dosis 12.5 mg/kg. De manera
congruente con los cambios en el tiempo en brazos abiertos, Calea zacatechichi
también redujo el tiempo de permanencia en los brazos cerrados desde la dosis
de 6.25 mg/kg, lo cual es una medida indirecta del efecto ansiolitico %), En las
medidas de exploracién se encontré que Calea zacatechichi facilité el numero de
entradas al brazo cerrado (6.25 mg/kg) y el niumero de cruces totales en el

laberinto (12.5 mg/kg). Los resultados en conjunto sugieren que el extracto acuoso
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de Calea zacatechichi produce efectos de tipo ansiolitico. Los cambios en las
medidas de exploracion podrian sugerir efectos estimulantes, sin embargo, se
sabe que farmacos con estas propiedades, como la cafeina, el pentilentetrazol y la
anfetamina ), no aumentan el tiempo de permanencia en el brazo abierto.
Asimismo, los animales tratados con las dosis mas altas del extracto, no
mostraron incremento en la ambulacion total, en el numero de paradas o en el
numero de estereotipias en la prueba de campo abierto. Lo que permite sugerir

que el extracto produjo efectos ansioliticos especificos en el LEC.

El incremento en el tiempo de permanencia en brazo abierto en LEC, logra la
significancia a partir la dosis 25 mg/kg, sin embargo, el numero de inmersiones de
cabeza alcanza significancia desde la dosis 12.5 mg/kg. Esto podria indicar que el
efecto ansiolitico inicia débilmente en 12.5 mg/kg y se consolida a partir de 25
mg/kg dosis. En esta misma prueba, el tratamiento comienza a tener otros efectos
significativos desde la dosis 6.25 mg/kg, ya que aumenta el tiempo que pasan las
ratas en el centro del LEC, sin embargo, esta medida esta validada unicamente
como referencia de la conducta exploratoria del animal, por ello la dosis inicial

para lograr un efecto tipo ansiolitico en ratas es la de 12.5 mg/kg.

El efecto tipo ansiolitico del extracto alcanza su maximo efecto en la dosis 25
mg/kg y comienza a decrecer en la dosis 50 mg/kg, esto se aprecia tanto en el
tiempo en brazo abierto como en el numero de inmersiones de cabeza. Esto
sugiere la presencia de una curva en forma de U invertida de efectos ansioliticos,

como la presentan extractos ricos en compuestos flavonicos en LEC (157),
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En la prueba de enterramiento defensivo, la administracion del extracto no produjo
efectos farmacologicamente relevantes en las medidas que reflejan ansiedad o
reduccion del temor, por ejemplo, el tiempo total de enterramiento o los
acercamientos al electrodo. Sin embargo, los resultados negativos tanto en la
latencia de enterramiento como en la prueba de actividad motriz permiten
descartar que la falta de efecto ansiolitico en este modelo se asocie a efectos
sedantes, ya que las ratas bajo tratamiento no mostraron incremento de la latencia
para enterrar el electrodo, una conducta relacionada a la reactividad del animal
ante el evento adverso, ni reduccion de la actividad ambulatoria, el numero de
paradas o las estereotipias. Tampoco hubo un incremento significativo en el
numero de choques recibidos, lo que sugiere que el extracto no dafa la memoria
ni modifica el umbral de nocicepcién. Aunque este modelo no resultdé sensible a
los efectos ansioliticos del extracto, algunos resultados sugieren que éste no
afecta de manera inespecifica la atencion, la nocicepcion o la reactividad al

estimulo eléctrico.

8.1.1 Diferencias entre modelos

De acuerdo con los resultados el extracto acuoso de Calea zacatechichi fue activo
solo en el modelo de LEC. Esta diferencia en los efectos puede interpretarse
desde la perspectiva que cada prueba modela distintos aspectos de la ansiedad.
Mientras que el LEC esta propuesto como un modelo de miedo a los espacios
abiertos (agorafobia/acrofobia), la prueba de ED ha sido a su vez propuesta como

un modelo de ansiedad generalizada provocada por un estimulo nocivo (fobia
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especifica). En el LEC la ansiedad se ve expresada en las conductas que son: la
evitacion de los espacios abiertos, la evitacién de las alturas y una preferencia por
los espacios cerrados, esta es una forma de miedo natural, que hace que el
animal manifieste un mecanismo de defensa pasivo, que es la evitacion de los
brazos abiertos (158). En la prueba de ED se provoca un miedo condicionado a un
estimulo aversivo especifico, que puede generar un mecanismo de defensa de

tipo activo que es la conducta de enterramiento (72 159),

Cada especie animal posee un repertorio de conductas que le permite sobrevivir
en su ambiente natural, los animales poseen tipos de 2 estrategias de defensa,
pelear o huir. Una de las respuestas de lucha de las ratas hacia una amenaza
incluye la accion de enterrar el estimulo aversivo de peligro con el fin de que ya no
represente un riesgo °2). Por otro lado, las ratas tienen un miedo incondicionado a
los espacios abiertos, y huyen pasivamente de ellos, con reduccion de la
exploracion 9. Por lo que una explicacion alternativa, pero que no excluye a la
anterior, es que el tratamiento afecta formas de ansiedad que tienen que ver con

la exploracion de ambientes nuevos.

En conjunto los resultados sugieren que el extracto acuoso de Calea zacatechichi
a partir de la dosis de 25 mg/kg es capaz de provocar un efecto tipo ansiolitico en
formas no condicionadas de la ansiedad, que se expresan como una mayor

exploracion de ambientes adversos.
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8.2. El extracto acuoso de Calea zacatechichi produce efecto de tipo antidepresivo

en la PNF

Estudios previos sugieren que Calea zacatechichi podria inducir un efecto
antidepresivo ya que sus efectos son percibidos como una “sensacién de
bienestar” 23, Asimismo, en los tiempos prehispanicos posiblemente ya se
empleaba como remedio para trastornos afectivos porque su uso se reporta como
tal: “la infusion es auxiliar para las emociones” 38). Para conocer el posible efecto
antidepresivo del extracto se utilizd la prueba de nado forzado ©%, que es un
modelo sensible a farmacos antidepresivos de varios tipos, que tiene una alta
validez de predicibilidad. Los resultados actuales indican que el extracto acuoso
podria tener potencial como antidepresivo, ya que a las dosis de 25-50 mg/kg,
notablemente disminuyo6 la conducta de inmovilidad. Este efecto no se relacion6
con posibles acciones estimulantes en la prueba de actividad motriz, por lo que es
posible sugerir la actividad especifica del extracto sobre la conducta tipo
depresiva. Asimismo, ya que el extracto no aumenta el numero de choques en la
prueba de ED, podemos sugerir que éste no dafia la memoria, esto es importante
ya que en la PNF se necesita que el animal adquiera la indefensién aprendida en

la sesion de pre-prueba (primera inmersion, de 15 min de duracién).

La PNF es una herramienta de gran utilidad para el farmacélogo, ya que es capaz
de distinguir entre antidepresivos que poseen un mecanismo de accion
serotonérgico de uno catecolaminérgico. El extracto utilizado en la presente tesis,

a las dosis que redujeron la conducta de inmovilidad, aument6 la conducta de
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escalamiento, sin modificar de forma significativa la conducta de nado. Tales
resultados invitan a pensar que el extracto acuoso de Calea zacatechichi produce
efectos de tipo antidepresivo por un mecanismo que podria involucrar a las
catecolaminas. Con los resultados actuales no podemos hacer una distincion entre
los efectos de tipo noradrenérgico, de aquellos de tipo dopaminérgico. Unicamente
podemos afirmar que, como se ilustra en la tabla 10, el extracto muestra un perfil
comparable al de los principios activos noradrenérgicos como la desipramina, la
maprotriptilina, y la reboxetina. EI mecanismo preciso debe ser elucidado en un

estudio disefiado para tal propésito.

Estudios previos (1% revelan que la sesién de pre-prueba en nado forzado provoca
algunos componentes de ansiedad, que podrian ser determinantes para la
expresion de la conducta de inmovilidad (conducta tipo depresiva). Los resultados
del presente trabajo sugieren que el tratamiento produce acciones duales (sobre la
ansiedad y la depresion) y que no es posible descartar la influencia de la actividad

ansiolitica del extracto sobre la prueba de depresion.
8.3. Posibles efectos toxicos de Calea zacatechichi

En estudios previos se demostré que Calea zacatechichi es un depresor del SNC,
pero no posee efectos tipo alucinégenos ni disociativos, y aunque se han
reportado que produce: mareos, alarga el tiempo de reaccion y la estimacion de
tiempo en humanos, estos efectos parecen estar mas asociados al efecto “inductor
del suefio” mas que a un efecto sedante @ 24, En este estudio se realizaron

pruebas en las que se miden conductas que estan relacionadas a efectos toxicos
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conocidos de farmacos ansioliticos y antidepresivos como son: ataxia, amnesia y
sedacion. La sedacion es un efecto secundario de farmacos ansioliticos como las

benzodiacepinas y antidepresivos triciclicos, entre otros farmacos 3.

Es posible detectar este efecto en animales en la prueba de AL como una
disminuciéon en el numero de paradas, en LEC como una disminucién en el
numero de cruces y en ED con un aumento en el nimero de choques (92 5. 154, 155),
La prueba de rota-rod es empleada para detectar farmacos que dificultan la
coordinacion motriz, es sensible a los efectos ataxicos del alcohol, de las
benzodiacepinas y a farmacos antidepresivos que producen este efecto
indeseable que es observable en la aparicion de caidas del cilindro giratorio (167, el
tratamiento no produjo alteraciones en ninguna de estas medidas evaluadas en las

pruebas.

Un aumento significativo en el numero de choques esta también asociado a
efectos analgésicos, ya que la analgesia dificultaria la capacidad del animal de
percibir la pequefia descarga que recibe del electrodo. Este dato contrasta con las
propiedades analgésicas del acacetin, un compuesto flavonico presente en una
gran variedad de plantas con actividad bioldgica (162), Acacetin y sus derivados fue
hallado previamente en las partes aéreas de la planta, sin embargo, parece ser
que a las dosis utilizadas (y poca abundancia en el extracto) no es capaz producir
efectos sobre la percepcion dolorosa. ElI aumento en el nimero de choques
también esta asociado a farmacos con conocidos efectos amnésicos, por ejemplo,

disolventes industriales como el tolueno que provocan un aumento de hasta 20
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choques en ED (183, Un dafio en las areas relacionadas a la memoria dificultaria la
capacidad del animal de evitar el contacto con el electrodo, sin embargo, el
extracto acuoso de Calea zacatechichi no aumentd el numero de choques. El
resultado contrasta con los estudios previos que reportan que Calea zacatechichi
provoca dificultad para recordar @ 23), Esto podria deberse a que los voluntarios en
ese estudio estaban experimentando los efectos de una dosis muy alta, o a que al
ser inhalada se hayan administrado compuestos que no estén presentes en la fase
acuosa ) por lo que en las dosis aqui empleadas es posible que no se presente
este efecto toxico (la maxima dosis 50 mg/kg equivale apenas a 13 g de material
seco). Una explicacion alternativa es que la rata es un animal que posee un
metabolismo mas rapido que el de los humanos; es posible que debido a esto no
sea detectado este efecto en las pruebas conductuales. Es necesario estudios
especificos, posiblemente con administracion repetida, que permitan medir los

efectos de Calea zacatechichi en la atencion y la memoria.
8.4 Posibles componentes responsables de los efectos hallados

Estudios previos de su fitoquimica han hallado en sus partes aéreas
sesquiterpenlactonas, flavonoides, alqueninos y esteroles de los cuales solamente
las sesquiterpenlactonas y los compuestos flavonicos han demostrado poseer

actividad en el SNC 40,41, 164)

Las sesquiterpenlactonas son un grupo de compuestos que han demostrado
poseer efectos tipo antidepresivos y tipo ansioliticos en estudios recientes donde

aumentan el tiempo en brazos abiertos en LEC y disminuyen la inmovilidad en la

69



PNF (“1.165 Se ha propuesto que algunas sesquiterpenlactonas, como podoandina
(aislada de Hedyosmum brasiliense) interaccionan con los sistemas de 5-HT y NA
para producir efectos antidepresivos, ya que las acciones en la PNF fueron
bloqueadas por antagonistas serotonérgicos 5-HT1a, 5-HT1ans y 5-HTs, vy
antagonistas de los adrenoceptores a-1 y a-2 “1. Asimismo, no se mostrd

participacion del sistema gabaérgico en tales efectos.

Calea zacatechichi es especialmente rica en variedad y concentracion de este tipo
de sustancias, de ella se han aislado de las artes aéreas al menos 13 moléculas
distintas de este tipo, entre las que se han hallado principalmente: Acetilerioflorina,
budleinas, caleinas, zacatechindlidos y zexbrevina (anexo 2). Hay que mencionar
que, aunque para su aislamiento y analisis se emplea comunmente una extraccion
inicial con disolventes no polares, estos compuestos se hallan también presentes
en las fracciones polares (1%6). por lo que estos compuestos podrian tener una
participacion en los efectos ansiolitico y antidepresivo demostrado en este estudio,

sumados a los conocidos efectos ansioliticos de la fraccion flavonica.

Los compuestos flavonicos que se han aislado de las partes aéreas de la planta
son 3: acacetin, 7-O-metil acacetin, caleocromeno A y 4,7-dimetil éter apigenina
(167, 168, 169, 170) En Calea zacatechichi se hallan en mayor concentracion estas
moléculas, recientemente se ha hallado que derivados del acacetin son capaces
de aumentar el tiempo en brazos abiertos en LEC en ratones ('"") lo que sugiere
que estos compuestos podrian ser los principales responsables del efecto tipo

ansiolitico del extracto. Recientemente se hall6 también que la apigenina es capaz
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de producir efectos tipo ansioliticos ('), por lo que es posible que el derivado
presente en la planta también sea responsable en parte de este efecto. Los
resultados del presente estudio podrian sugerir que Calea zacatechichi tiene cierto
parecido a los efectos de las benzodiacepinas en el LEC, sin embargo no reduce
el numero de cruces en laberinto ni las entradas al brazo abierto, tampoco afecté
la conducta en ED ni en AL, por lo que se descarta que el extracto actue por vias
gabaérgicas. Por otro lado, los resultados en la prueba de nado no sugieren
interaccidn con el sistema de la 5-HT. Sin embargo, este estudio es descriptivo y
se requiere mas investigacidon para conocer las interacciones de Calea
zacatechichi con los diferentes sistemas de neurotransmisién que regulan las
conductas depresivas y/o ansiosas en roedores.
8.4.1 Efectos de Calea zacatechichi en la ansiedad y la depresién

Calea zacatechichi es una planta de la que existen pocos estudios acerca de su
actividad biolégica. Se ha encontrado que sus extractos poseen varias actividades
farmacologicas entre las que se encuentran: Antiinflamatoria %, antileishmanica
(33), antiplasmoédica @4, hipoglucemiante ©7) e inductor del suefio G9. En este
estudio se aporté evidencia de que el extracto acuoso de Calea zacatechichi
posee potencial farmacolégico como antidepresivo y ansiolitico. Los efectos en la
ansiedad se comenzaron a presentar a dosis bajas, mientras que el efecto
antidepresivo se produjo a partir de 25 mg/kg. La principal ventaja de este extracto
acuoso es que podria emplearse como tratamiento para trastornos depresivos
comorbidos con ansiedad, sin producir la caracteristica sedacion de los farmacos

alopaticos.
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El margen de seguridad que demostré poseer Calea zacatechichi en este estudio
se encuentra en un rango de dosis que abarca hasta 50 mg/kg. Dosis en las
cuales se inician y mantienen los efectos terapéuticos sin alterar la motricidad o la
memoria de las ratas. En estudios en humanos usando dosis mas altas (60 g/kg
de planta seca) se comienzan a apreciar efectos sobre la memoria y la velocidad
de reaccidn, asi como efectos sobre el suefio 23, Estudios recientes del grupo de
colaboracion de investigacion de Calea zacatechichi sugieren que dosis cercanas
a 100 mg/kg inducen el suefio y cambios en la macroarquitectura del suefio en

ratas (172),
8.5 Perspectivas y limitaciones

El material vegetal empleado en este estudio fue proporcionado por un proveedor
comercial, y es posible que su composicidn fitoquimica sea distinta de la que se
ofrece comercialmente en otros establecimientos. Es importante tener en cuenta
que puede haber una gran variabilidad de la composicion quimica de acuerdo a la

época de recoleccion y su situacion geografica, entre otros factores ©),

De las posibles lineas de investigacion a seguir, la mas importante podria ser la
identificacion de las sesquiterpenlactonas que posean la mayor actividad
antidepresiva y/o ansiolitica. Con base en los estudios en humanos, también es
importante evaluar los efectos del extracto o compuestos puros sobre la memoria

y atencion, para identificar la dosis umbral para efectos secundarios.
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Este estudio se llevd a cabo en un esquema de tratamiento subcrénico. Sin
embargo, seria interesante evaluar el efecto del extracto o de las moléculas

activas en un tratamiento de crénico.

Otros usos tradicionales de Calea zacatechichi no han sido estudiados de manera
formal, un ejemplo es que esta planta es empleada para “causar aversion al
tabaco” 3, esto sugiere la presencia de compuestos con actividad anti-adictiva

que podrian explorarse en un modelo en rata de auto-administracion de nicotina.
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Conclusiones

1. La administracion sub-cronica del extracto acuoso de Calea zacatechichi
produce un efecto ansiolitico a las dosis de 25 mg/kg y de 50 mg/kg en la prueba

de LEC pero no en la prueba de ED.

2. La administracion sub-cronica del extracto acuoso de Calea zacatechichi
produce un efecto tipo antidepresivo a las dosis de 25 mg/kg y de 50 mg/kg, que
podria involucrar una interaccidon de sus componentes con el sistema de las

catecolaminas.

3. El extracto acuoso de Calea zacatechichi no altera la coordinacidén motriz, la

memoria, y no produce sedacion o abatimiento locomotor.
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Anexo 1. Composicion fitoquimica de Calea zacatechichi

A continuaciéon se listan en la tabla 4 los compuestos aislados de Calea

zacatechichi es importante tener en cuenta que puede haber una gran variabilidad

de los mismos de acuerdo a la época de recoleccion y su situacion geogréfica,

entre otros ©).

Tabla 22. Compuestos aislados de toda la planta de Calea zacatechichi

Nombre Tipo de estructura Tipo de extracto Concentracion Referencias
Caleina A Cloroférmico 0.00125% 170, 175, 176
Caleina B Cloroformico - 170, 175
Caleina C Cloroformico 0.00625% 170, 176
Caleina D Sesquiterpeno Cloroférmico - 176
Caleina E Cloroférmico 0.02359155% 169

. o 0.001408451% (VII)
Caleina F Cloroférmico 169, 170
0.002083% (II)
Caleocromeno A Heterociclico Hexanico 0.0179487% 174
Caleocromeno B oxigenado Hexanico -- 174
Escualeno Hexanico 0.08974359% 174
Triterpeno Hexani
Poliisopreno exanico -- 174
Tetradeca-4,6,10,12- Alguenino Hexanico . 174
tetraen-8-in-1-ol
Estigmasten-5-ol-3 Hexanico 0.0025% 167
Estigmasten-5,22-0l-3 Hexéanico 0.0055% 167
Esterol
Acetato de taraxasterol Hexanico - 174
4’ 7-dimetil éter de Flavonoide Hexanico N 34,174

apigenina, Genkwanina

Elaborada con datos de: Martinez 1988; Herz 1980; Martinez 1987a; Quijano 1977; Quijano 1978; Quijano

1979; Martinez 1987b; Bohlman 1977, Kohler 2002. Basado en Lara 1996.
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Tabla 23. Compuestos aislados de las partes aéreas de Calea zacatechichi
Nombre Tipo de estructura Tipo de extracto Concentracion Referencias
Budleina Cloroformico 0.000853% 170
Analogo dgtlja budleina Cloroférmico 0.000583% 170
Caleina A Cloroformico 0.00125% 170
Caleina C Cloroférmico 0.00000066% 170
Caleina F Cloroférmico 0.00000016% 170
Acetil erioflorina . Cloroférmico 0.003524267% 169
Germacreno A Sesquiterpeno Eter / Hexanos 2:1 0.04347826 177
1_q_ace.to’x|.- Eter / Hexanos 2:1 0.02173913% 177
zacatechindlido
1-oxo-zacatechindlido Eter / Hexanos 2:1 0.013043478% 177
Sesquiterpenlactona “I” -- 0.05325% 167
Sesquiterpenlactona Cloroférmico
“g" - 170
Sesquiterpenlactona Cloroférmico
“qb - 170
Zexbrevina Cloroférmico 0.00352127% (VII) 170, 169
0.20675% (l)
Acacetin He’éi”gﬁll (f‘g?stato 0.001% (Il) 167, 170, 168
Flavonoide ) 0.983018868%(l11)
7-O-metil acacetin Acetato de Etilo 0.7490566% (lII) 168
4 ,7-d|met|lleter de Hexano / Acgtato 0.068% 167, 1ll, 169
apigenina de etilo 4:1
Heptadeca-4,6-diino- ]
trans-8-trans-10,16- Eter / Hexanos 2:1 -- 177
tetraen-1-ol
Heptadeca-4,6-diino- : . )
trans-8-trans-10,16- Alquenino Eter / Hexanos 2:1 -- 177
tetraeno
Estigmasten-5-ol-3 Esterol Hexéanico 0.0025% 167
Estigmasten-5,22-0l-3 Hexénico 0.0055% 167

Elaborada con datos de: Martinez 1988; Herz 1980; Martinez 1987a; Martinez 1987b; Bohlman 1977. Basado

en Lara 1996.

Tabla 24. Compuestos aislados de la raiz de Calea zacatechichi

Nombre Tipo de estructura Tipo de extracto Concentracion Referencias
Cimenol Monoterpeno Acetato de etilo <0.0034722% 167
Isobutirato de cimenol Acetato de etilo - 167
Timol Acetato de etilo <0.0034722% 167
Isobutirato de timol Acetato de etilo -- 167
Estigmasten-5-ol-3 Esterol Acetato de etilo <0.03229167% 167
Estigmasten-5,22-0l-3 Acetato de etilo <0.03229167% 167

Elaborada con datos de: Martinez 1988. Basado en Lara 1996.

98




Anexo 2. Historia del Zacatechichi
La historia de Calea zacatechichi posiblemente comience desde tiempos
prehispanicos, ya que en el libro Libellus de medicinalibus indorum herbis (ver
figura 18) aparece una planta bajo el nombre de Cochizxihuitl ('’8 (del nahuatl
kochmi “suefio”, y xiuitl “hierba”: hierba del suefio) cuya ilustracion, en apariencia,
comparte una mayor similitud anatdmica con Calea zacatechichi que con las
especies antes propuestas para su identidad, Bocconia integrifolia y Russelia
polyedra ('79), por aspectos como las flores amarillas en racimo y hojas de bordes
aserrados. En el codice ésta planta, combinada con otras dos plantas (una
aparentemente del género Datura sp. y otra aun sin identificar), se emplea para

elaborar un unguento para tratar el insomnio.
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Figura 18. Fragmento del cédice De la Cruz Badiano. La tercera ilustracion de izquierda a derecha bajo el
nombre de Cochizxihuitl aparece el dibujo de una planta que comparte caracteristicas anatémicas con Calea
zacatechichi.
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En el libro Nova plantarum, animalium et mineralium Mexicanorum de Francisco
Hernandez, existe una monografia descriptiva de una planta llamada Chamedri
mexicana cuyo nombre en nahuatl es “Ahuapatli”, que es descrita como una planta
de sabor amargo y de olor agradable. Se describen para esta planta propiedades
febrifugas, analgésicas, antidiarréicas y cuya infusion es conocida como auxiliar
en los problemas emocionales affectui infusa auxiliatur, traducido literalmente
como: “La infusion es auxiliar para las emociones”. Francisco Hernandez
menciona en otra ocasion el uso de esta hierba en infantes para producirles el
sueno: "Dicen que su jugo exprimido e instilado en la boca de los infantes les

produce suefio, de donde le viene el nombre" (39),

Figura 19. llustracion de Francisco Hernandez de Chamedri mexicana.
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En la figura 19 se muestra una ilustraciéon de la planta Chamedri mexicana, que es
aparentemente conocida a nivel botanico y farmacologico como auxiliar de los
problemas afectivos desde 1648, casi 2 siglos antes de que fuera “descubierta”
por el botanico aleman Diederich Franz Leonhard von Schlechtendal. En el afo
1834 este botanico publica su descripcidn en la revista Linnaea (ver figura 20) (19,

La planta a lo largo de su historia ha sido siempre confundida con muchas
especies distintas del mismo género u otros sin ninguna relacion aparente, ya sea
por su aspecto similar o por que otras especies reciben también los nombres de

“Zacachichic” 6 “Zacatechichi”, en comunidades que no son originalmente las

chontales (180),

DE PLANTIS MEXICANIS
A
G, SCHIEDE M. Dre
COLLKCTIR NUNTION ADFERT
D. F. L. BE SCHLECHTENDAL. |
(coNTINUATIO v, LN, VI, 136 380, VL 245, 513, IX. 262.)

mbrioatum . foliolis coneavia, In

ariose wndulatis, obtusis, integris

Figura 20. Fragmento de la descripcion botanica de Calea zacatechichi realizada por Schlechtendal
publicada en la revista Linnaea.

En 1846 en México, la Academia Farmacéutica de la Capital de la Republica,
publica la primera farmacopea mexicana, ahi se identifica errobneamente al
Simonillo (Conyza filaginoides comunmente conocido como zacachichic) con el

nombre de Calea zacatechichi. (180.181)
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En 1882, casi 50 afios después, Miguel Sandoval escribe su tesis para obtener el
titulo de médico cirujano, llamada "Breve estudio del Simonillo". En esta tesis
confunde el nombre botanico de la planta medicinal “Simonillo” (Conyza
filaginoides) con el de Calea zacatechichi, debido a que el Simonillo también es

conocido como “Zacachichic” de manera tradicional (189),

Anos mas tarde, en 1893 es estudiada por primera vez en México a nivel pre-
clinico y clinico por un farmacéutico llamado José Terrés del Instituto Médico
Nacional. La planta es ensayada en forma de extracto acuoso en perros (donde
demuestra tener efectos toxicos para los mismos) y posteriormente en humanos
con el fin de verificar su efectividad como antipaludico. En estos estudios se llegd
a la conclusion de que el extracto acuoso de Calea zacatechichi es util para

calmar las fiebres palustres, pero no es efectivo como agente antipaludico.

En los reportes pre-clinicos es probada en los conejos perros en los cuales
provoca fuertes sintomas digestivos, en los conejos incluso se menciona que
finaliza con su muerte, y no se menciona ningtin efecto en el SNC (180, En 1894 el
meédico del IMN “J. Ramirez” publica en la obra “Datos para la materia médica”
una fe de erratas acerca de la confusion provocada por el médico Miguel
Sandoval, y aclara la verdadera identidad botanica del Simonillo. En este
documento adjudica el error al médico Miguel Sandoval, pero curiosamente le
asigna errobneamente el titulo de “Sr. Farmacéutico” (sic). En esta misma
publicacién el artista Adolfo Tenorio publica también un dibujo (ver figura 21) que
él hizo de la planta de Calea zacatechichi, una de las primeras ilustraciones que

se hayan realizado de esta especie (180,
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Mat Med Mex, ZACATECHICHI.

CALEA ZACATECHICHI, Schl.

Figura 21. Calea zacatechichi, ilustracion de Adolfo Tenorio, 1894.

La planta Calea zacatechichi continuara siendo usada para tratar padecimientos
digestivos en general por indicaciones de la farmacopea mexicana y, posiblemente
por demostrar su ineficacia como agente antipaludico; su presencia es
desestimada por la comunidad cientifica por un lapso de 85 afos, hasta el afio de
1959, cuando Francisco Giral y Samuel Labadaum reportan que la especie Calea
zacatechichi, verificada como tal por el instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), es un “arbusto intensamente amargo”.

Estos investigadores aislaron el principio amargo con un rendimiento del 0.01%,
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identificando partes importantes de la estructura entre ellas la presencia de un
anillo lacténico y en sus experimentos de solubilidad demostraron que el principio
amargo es muy soluble en agua caliente ®4. Varios afios después, en 1968,
ocurre un evento que finalmente atraeria bastante la atencion hacia la planta,
cuando el botanico norteamericano llamado Thomas Baillie MacDougall, quien
trabajo durante mas de 40 afios en México clasificando botanicamente cactaceas
en las zonas de Chiapas y Oaxaca ('8, publica una nota corta en el Garden
Journal, acerca de su uso entre los chamanes chontales de Oaxaca como una
herramienta de adivinacién, en una ceremonia en donde era fumada y bebida en
té @7, Por entrevistas que se tuvo después con el informante de MacDougall se
sabe que aunque no estuvo presente en la ceremonia, se confirmd mas tarde que
la informacién obtenida era fidedigna. Autoexperiencias y mas participaciones en
ceremonias reveld que la planta era consumida con el fin de recibir mensajes de

tipo adivinatorio durante el suefio ¢ 23),

Figura 21. Foto del botanico Thomas Baillie MacDougall (183,

El intervalo de tiempo de 1960 a 1975 es un periodo interesante para la
fitoquimica en México: Es en estos afios cuando el Instituto de Quimica de la

UNAM comienza a realizar investigaciones mas profundas acerca de las plantas
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medicinales mexicanas, mediante una campafa de numerosos estudios
fitoquimicos enfocados en aislar y elucidar estructuralmente componentes activos
de plantas de la familia Compositae.

El fuerte interés de la maxima casa de estudios en esta familia de plantas se debié
a que notaron una enorme abundancia de plantas usadas en la medicina
tradicional mexicana agrupadas en ella. Se buscaban principalmente 3 tipos de
estructuras: Sesquiterpenos, alcaloides y esteroides. En los resultados de esta
investigacion, que duré aproximadamente quince afios, destaca que se hallaron
principalmente sesquiterpenlactonas como los metabolitos mas abundantes de las

plantas medicinales de la familia Compositae (173,

De 1977 hasta 1988 Calea zacatechichi fue investigada a nivel fitoquimico por
investigadores nacionales que lograron extraer y caracterizar una gran variedad de
de compuestos, cuya composicidn y concentracion varia considerablemente de

acuerdo a la época del afio y al lugar de recoleccion ©.

En estos anos se confirmd que el Zacatechichi es usado por los indios chontales
durante la noche para recibir informacion adivinatoria durante el ensuefio (4 23),
Mayagoitia en su viaje de recoleccion de material vegetal para estudio contacta al
mismo informante transculturado que ayudé a MacDougall y que le brinda
informacion acerca de que existen al menos 2 variedades de la planta: una activa
y otra inactiva. El informante le confia que los conocimientos secretos le fueron
heredados por su padre y otros ancianos, sin embargo €l no es curandero. En sus
autoexperiencias, el laboratorio de Diaz reporta que inhalar los humos del cigarro

de la planta seca producira un relajamiento que conduce a una somnolencia y
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finalmente al suefio, en donde los voluntarios coinciden en la misma apreciacion:
Hay muchas ensofiaciones vividas al ingerirla, también se menciona que los
voluntarios al final de la experiencia experimentan una sensacion de bienestar que
perdura varios dias. Aunque no se ha reportado la existencia de variedades de
Calea zacatechichi sin amargor, y que posean actividad onirdbgena, los reportes de
investigadores que obtuvieron la variedad “activa”, reportan que la variedad usada

posee un sabor amargo ©).

Lilia Mayagoitia y cols, en 1981 realizan los primeros estudios cientificos de Calea
zacatechichi en el cerebro, evaluan los efectos de la planta en extractos hexanico
y metandlico. Los extractos se administraron a gatos en forma de capsulas con el
fin de analizar sus efectos sobre la conducta, y de comparar éstos con los de
varios farmacos disociativos. ElI método de evaluacion fue mediante
electroencefalograma para analizar la actividad eléctrica del sistema limbico, y asi
obtener informacion de posibles efectos toxicos. En este estudio Calea
zacatechichi no produjo trazos similares a los de los farmacos disociativos, razén
por la cual se decidi6 administrarlo a humanos. Cuando el extracto fue
administrado a voluntarios sanos, produjo una disminucion en el tiempo de
reaccion y fallas en la estimaciéon del intervalo de tiempo. Con estos estudios se
demostré que Calea zacatechichi no posee efectos alucinatorios ni disociativos,
ademas de que posee efectos inductores del suefio y que posiblemente aumentan

los episodios REM ),

Los siguientes afos desde 1992 se comienzan a realizar diversos estudios a la
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planta de Calea zacatechichi: En 1992 el Dr. Rubén Roman Ramos, investigador
del Instituto Mexicano para el Estudio de las Plantas Medicinales (IMEPLAM),
demuestra que la decoccion de Calea zacatechichi administrada
intraperitonealmente produce un efecto hipoglucemiante en conejos con
hiperglucemia inducida con dextrosa al 50% administrada subcutaneamente ©7);
en la década de los 90°s comienza un gran interés de muchas empresas
farmacéuticas por hallar compuestos con actividad inhibitoria del factor “NF-kB”
(actividad antitumoral) ('®4), |o que origina que cientificos extranjeros emprendan
grandes esfuerzos en estudiar plantas mexicanas en la busqueda de estas
moléculas; Bork y Schmitz evaluaron la actividad inhibitoria del factor NF-kB, por
medio de un ensayo de cambio en corrida electroforética, del extracto etandlico de
las hojas de 54 plantas medicinales mexicanas, de entre las cuales Calea
zacatechichi produjo la inhibicion del factor NF-kB y también produjo un retraso en
el comienzo de las reacciones capilares en la membrana corioalantoidea del
embrion de pollo (HET-CAM) lo que indica que posee actividad antiinflamatoria (39,
afos mas tarde en el 2002 se publica un estudio realizado en la FES Iztacala, en
el cual el extracto acuoso de Calea zacatechichi previno la inflamacion inducida
por carragenina en ratas (®®). En este mismo afio, en un estudio de Kohler, la
planta produce efectos antiplasmddicos in vitro en Plasmodium falciparum, del
extracto lipofilico se aislan y ensayan en la misma prueba varias flavonas, de las
cuales la genkwanina y el 4,7-dimetil éter de la apigenina son las mas potentes
afios mas tarde en el 2011 Wu confirma la actividad antiplasmddica vy

antileishmanica (L donovanii) de 6 sesquiterpenlactonas aisladas de las partes
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aéreas (33,

Actualmente se estan estudiando cuantitativamente sus efectos en la
macroarquitectura del suefio en rata y en otras patologias en humanos (72, y en el
presente estudio se estudiaron sus propiedades en forma de extracto acuoso
como ansiolitico-antidepresivo a dosis de 25-50 mg/kg y se determiné su
incapacidad de alterar la motricidad en la misma posologia. Desde 1986 hasta el
2013 han pasado casi 30 anos sin que se continuara investigando formalmente los
efectos terapéuticos de la planta en el SNC a pesar de que se ha demostrado que

no es capaz de producir alucinaciones ).
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