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1. RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto ansiolitico y sedante de los extractos
metandlicos de Psidium guajava y Psidium guineense, determinando la
presencia de terpenos y flavonoides en dichos extractos. Los extractos fueron
obtenidos mediante maceracion de las hojas con hexano, acetato de etilo y
metanol. El analisis fitoquimico de este ultimo extracto se llevd a cabo mediante
la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion para identificar terpenos y
flavonoides como posibles constituyentes bioactivos. Para la evaluacion del
efecto ansiolitico se utilizaron ratones macho CD1, a los cuales se les administré
por via i.p. las dosis de 1, 10, 30, 50 y 100 mg/kg de extracto y posteriormente
se realizaron los ensayos de campo abierto, tablero con orificios, brazos abiertos
y potenciacion la hipnosis inducida por pentobarbital sodico. También se
determiné la toxicidad agua (DLso). La evaluacion farmacoldgica del extracto de
P. guajava en el modelo de brazos abiertos, muestra un efecto ansiolitico
significativo con respecto al control en dosis bajas (1-10 mg/kg) y sedacién en
dosis altas. Referente a P. guineense todas las dosis evaluadas reducen la
exploracion de los ratones en brazos abiertos, observandose un efecto sedante.
En la prueba del pentobarbital sddico, las dos especies incrementan la duracién
del suefno de manera similar al farmaco de referencia (diazepam 0.1 mg/kg, i.p.).
El analisis cromatografico permitié identificar compuestos con actividad
ansiolitica y sedante: acido ursélico, a-amirina, B-sitosterol, acido oleandlico,
apigenina, naringenina, quercetina y rutina. Los resultados farmacoldgicos
muestran el efecto depresor sobre el sistema nervioso central de P. guajava y P.
guineense proponiendo su uso terapéutico para los trastornos de ansiedad. La
dosis letal cincuenta (DLso) sugiere que la administracion oral de los extractos

es segura al menos en dosis aguda.



2. INTRODUCCION

La ansiedad es uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes, aproximadamente
40 millones de adultos son afectados por este trastorno que con el tiempo también
puede causar o aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares y del
comportamiento (Weissman et al., 1990). Aproximadamente dos tercios de los
pacientes diagnosticados con ansiedad responden bien a los tratamientos
disponibles actualmente, pero la magnitud de la mejora es todavia decepcionante,
por otra parte estos tratamientos producen efectos secundarios sistémicos como la

dependencia y la tolerancia al tratamiento prolongado (Chatterjee et al., 2013).

En el tratamiento de los trastornos de ansiedad, las benzodiazepinas son ahora
reemplazados poco a poco por los antidepresivos, que no sélo son eficaces en la
depresion, sino también en el tratamiento agudo y a largo plazo de los principales
trastornos de ansiedad (Buller & Legrand, 2001). Las indicaciones clinicas para
muchos de los nuevos compuestos incluyen tanto la ansiedad y la depresién. Sin
embargo, debido a la eficacia limitada de los farmacos actuales, la necesidad de
nuevos tratamientos, mayor tolerancia y eficacia sigue siendo alta. Las terapias a
base de plantas podrian ser consideradas como medicina alternativa y/o

complementaria (Mora, et al. 2005).

Farmacopeas antiguas de diferentes regiones del mundo han registrado numerosos
medicamentos a base de hierbas con potencial psicotropico. Estos ofrecen un vasto
repertorio de sustancias potenciales que se pueden desarrollar en los productos
farmacéuticos psiquiatricos modernos. De hecho, casi el 25% de los medicamentos
convencionales de hoy en dia se originaron directa o indirectamente de las plantas;
muchas drogas psicoactivas valiosas, tales como la yohimbina, la efedrina,
tubocurarina, y la galantamina, se descubrieron a través de estudios etnobotanicos

o etnofarmacoldgicos (Zhang, 2004).

Un numero cada vez mayor de productos a base de hierbas, representada por
hierba de San Juan, el ginseng y el Ginkgo biloba, se han introducido en la practica

psiquiatrica en la ultima década. También hay muchos fitofarmacos cuyo potencial



terapéutico ha sido evaluado en una variedad de modelos animales y cuyos
mecanismos de accidon se han investigado a través de enfoques neuroquimicos.
Estos estudios han proporcionado informacién util para el desarrollo de nuevos
tratamientos farmacolégicos de plantas medicinales para su uso en la psiquiatria
clinica (Zhang, 2004).

Se considera fundamental la realizacion de estudios que identifiquen
oportunamente los trastornos de ansiedad en los pacientes afectados y sean
tratados adecuadamente para reducir su discapacidad laboral y funcional que
pueden llegar a presentar en su actividad diaria, ya que los principales
medicamentos utilizados tienen efectos secundarios como la sedaciéon vy
dependencia farmacoldgica. Por lo tanto, es necesario encontrar una alternativa
natural que ayude a disminuir los sintomas de la ansiedad para que no haya

repercusiones en la vida cotidiana de las personas diagnosticadas.

A pesar de que los medicamentos herbolarios se han usado durante muchos siglos,
solo una pequefia cantidad de plantas se ha estudiado para las posibles
aplicaciones médicas. Se dispone de datos sobre la seguridad y la eficacia de un

numero aun menor de plantas, sus extractos y principios activos.

La investigacion reportada por Pérez et al. en (2008), evalua los extractos de
hexano, acetato de etilo y metanol de las hojas de Psidium guajava, mostrando que
la administracién intraperitoneal del extracto de metanol, ocasiona en los ratones,
efectos similares a los narcéticos, incluyendo catalepsia, analgesia, cola de Straub,
movimientos respiratorios poco profundos y exoftalmos. Estos resultados sugieren
que los compuestos de naturaleza polar son depresores del sistema nervioso
central. Por ello, en este trabajo se realiz6 la evaluacion del efecto ansiolitico de los
extractos metandlicos de Psidium guajava y Psidium guineense, asi como la
identificacion y cuantificacion de terpenos y flavonoides presentes en dichos
extractos. Ademas, se pretende que la comunidad de Zacango, Guerrero, amplie
los usos de ambas plantas, ya que sélo se le reconoce a Psidium guajava por su

efecto en el aparato digestivo y la importancia comercial del fruto, y Psidium



guineense es reconocida por su uso en la elaboracién de dulces tipicos de la regién.
De esta manera, se propone su aplicacién como un tratamiento alternativo de los

trastornos de ansiedad.

3. ANTECEDENTES

3.1. Botanica

3.1.1 Descripcion botanica y distribucion de Psidium guajava L.

Arbustos o arboles pequefios, hasta de 10 m de altura y 60 cm de d.a.p.; fuste
generalmente retorcido; corteza lisa, pardo-rojiza, exfoliandose en escamas
delgadas, largas, grisaceas e irregulares, exponiendo una corteza interna de
amarillo-rosada a pardo-rosada O pardo oscura; ramas cilindricas, lisas, glabras,
generalmente retorcidas; ramitas jovenes pardo-verdosas, usualmente
cuadrangulares, en cada angulo con una ala diminuta; yemas vegetativas
densamente sedoso-plateado tomentosas; pelos en su mayoria adpresos, suaves,
plateado-grisaceos o palido-rojizos, hasta de 0.5 mm de largo. Hojas verde-claro o
verde amarillentas y opacas en el haz, gris-verdosas o pardo-grisaceas en el enves,
elipticas u oblongas, (4-) 6-14 cm de largo, (1.5-) 3-6 cm de ancho, finamente
pubescentes o glabras en el haz, densamente adpreso-pubescentes en el envés,
glandular-punteadas, apice obtuso o redondeado, algunas veces cortamente-
apiculado, base redondeada o truncada, nervio central profundamente acanalado,
glabro o generalmente pubescente a todo lo largo en el haz, prominente y
densamente tomentoso en el envés, nervios laterales 10-15 de cada lado, inmersos
en el haz, amarillentos y muy prominentes en el envés, paralelos y muy separados
entre si, con un angulo de inclinacion de 5-55 grados, nervio marginal poco
discernible, 1-5 mm del margen; peciolo acanalado, densamente gris-pubescente,
4-9 mm de largo, 1.5-2 mm de ancho. Flores generalmente solitarias u
ocasionalmente un dicasio con la flor central sésil; pedunculo pubescente, 1.5-3 cm
de largo, 1-1.5 mm de ancho; yemas piriformes, a la madurez de 13-16 mm de largo,

completamente cerradas en el apice, glandulosas, apiculadas en el apice;
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bracteolas subuladas o filiformes, 3-4 mm de largo, 0.2-0.3 mm de ancho, en las
yemas generalmente gris-pubescentes a glabras a la madurez; hipanto contraido
en el apice, densamente gris-pubescente, 5-7 mm de largo, 4-6 mm de ancho en el
apice; caliz completamente cerrado en las yemas, dividiéndose en la antesis en 4-
5 Iébulos o segmentos irregulares, hasta de 1 cm de largo, pubescentes
principalmente internamente; pétalos 4-5, blancos, obovados o elipticos, cuculados,
1.5-2 cm de largo, 0.9-1.2 mm de ancho, ciliados, glandulosos; estambres 200-275,
de 1-1.5 (-2) cm de largo; anteras linear-oblongas, 0.8-1.2 mm de largo; estigma
peltado, aplanado, hasta de 0.5 mm de ancho. Frutos de globosos a piriformes u
ovados, 2-6 cm de largo, 3-8 cm de diametro, de verdes a amarillos o amarillo-
rosados al madurar, glabros, coronados en el apice con los l6bulos del caliz;
pedunculo glabro o pubescente, 2.1-3 cm de largo; pulpa rosada o blanca, de sabor
dulce o agridulce; semillas numerosas, redondeadas, con la testa 6sea. (Fig. 1)
(Sanchez-Vindas, 1990).
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Fig 1. Psidium guajava. A, rama con hojas, inflorescencias y frutos
inmaduros; B, flor; C, estambre; D, ovario. llustracion tomada del
articulo: “Classification of Myrtiflorae: 9 Families | Dicotyledonae”,
disponible en http://www.biologydiscussion.com.
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Psidium guajava crece en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Stone,
1970). Se distribuye a todo lo largo de México; Centroamérica; Las Antillas; zonas
tropicales de Sudamérica; naturalizado y cultivado en los tropicos del Viejo Mundo
(Sanchez-Vindas, 1990).

Se presenta principalmente en suelos con problemas de drenaje, tanto de origen
calizo como metamorfico o igneo, y es muy abundante en vegetaciones sabanoides
dedicadas a pastoreo o en pastizales inducidos, donde el fuego favorece su
presencia, y como componente de casi todos los tipos de vegetacion de la zona
tropical. Su area de distribucion ha sido normalmente ampliada por el cultivo.
Prospera desde el nivel del mar hasta los 1 500 o 1 700 m de altitud (Fig 2)
(Pennington & Sarukhan, 2005).
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Fig. 2 Mapa de distribucion de Psidium guajava en México.



3.1.2 Descripcion y distribucion de Psiduim guineense Sw.

Generalmente son arbustos, pequefios, 1-3 m de altura, ocasionalmente como
arboles hasta 7 m de altura; ramas cilindricas, grisaceas o pardogrisaceas,
diminutamente fisuradas, glabras; ramas jovenes de cilindricas a aplanadas, muy
pubescentes; pelos erectos o adpresos, suaves, flexuosos, palido-grisaceos o
cobre-rojizos, hasta 1 mm de largo. Hojas pardooscuras (material seco), de
ampliamente elipticas a ovadas u ovado-elipticas, algunas obovadas, 6-11.5cm de
largo, 4-7.5cm de ancho, coriaceas, glabras o glabradas en el haz, densa y
persistentemente pardo a gris-pubescentes en el envés, glandulas poco evidentes,
excepto en hojas jévenes, apice redondeado a agudo, algunas veces cortamente
apiculado, base generalmente redondeada o cuneiforme, nervio central
escasamente inmerso y pubescente a todo lo largo del haz, prominente y muy
pubescente en el envés, nervios laterales 6-10 de cada lado, muy separados entre
si, fuertemente ascendentes, poco evidentes en el haz, prominentes en el envés,
nervios laterales 6-10 de cada lado, muy separados entre si, fuertemente
ascendentes, poco evidentes en el haz, prominentes en el envés, con un angulo de
inclinacion de 55-65 grados, nervio marginal poco discernible, 1-2 mm del margen;
peciolo acanalado, 5-10 mm de largo, 1-2 mm de ancho, persistentemente
pubescente. Inflorescencia variando de un dicasio con la flor central sésil o subsésil
y las laterales con pedicelos de 8-16 mm de largo, o en algunas plantas todas las
flores solitarias; pedunculo 17-35 mm de largo, 1-2 mm de ancho cerca del apice,
pubescente; bractéolas filiformes o subuladas, caducas, pubescentes 2-3 mm de
largo; yemas completamente cerradas o algo abiertas del apice, piriformes u ovadas
al madurar, de 8-12 mm de largo, 5-6 mm de ancho; hipanto de 4-5 mm de largo,
contraido en el apice persistentemente gris-pubescente; caliz casi o completamente
cerrado en las yemas, en la antesis dividiéndose irregularmente en 4-5 I6bulos,
externamente pilosos, densamente gris-pubescente internamente, 7-9 mm de largo,
5-6 mm de ancho; pétalos blancos, elipticos, glandulosos, cuculados, 10-14 mm de
largo, 5-7 mm de ancho; estambres 150-200, hasta de 10 mm de largo; anteras

lineal-oblongas de 1.2-2.2 mm de largo; ovario 5-6 locular; estilo glabro, hasta de 12



mm de largo. Fruto globoso o piriforme, 1-2.5 cm de largo y diametro, de verde a
amarillo al madurar, de glabro a pubescente principalmente en la base, coronado
en el apice con los |6bulos del caliz, comestible, pero de sabor no muy agradable
cuando es inmaduro; semillas numerosas, con la testa 6sea (Fig 3) (Sanchez-
Vindas, 1990) .

Fig 3. Psidium guineense. A, rama con hojas e inflorescencias; B, flor
durante la antesis; C, flor vista por arriba luego de la antesis; D, yema
floral; E, fruto (Sanchez-Vindas, P. E., 1990).



Psidium guineense se distribuye a todo lo largo de México en una altitud de 300-
1200 m, en los tipos de vegetacion de bosque de encino; selva baja caducifolia. El

periodo de floracién es de diciembre a julio (Fig. 4) (Sanchez-Vindas, 1990).
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Fig. 4 Mapa de distribucion de P. guineense en México.



3.2 Etnobotanica

3. 2. 1 Nombres comunes de Psidium guajava

Se le conoce con un gran numero de nombres comunes en Meéxico, pero
principalmente son: guayabo para hacer referencia a la planta y guayaba al fruto
(Sanchez-Vindas, 1990).

3. 2. 2 Usos de Psidium guajava

La madera de P. guajava no tiene usos industriales, ya que los arboles nunca
alcanzan un diametro de consideracion. El fruto es el principal producto util de ésta
especie, por lo que existen plantaciones de la misma con fines comerciales
(Pennington & Sarukhan, 2005).

Es utilizada con frecuencia contra enfermedades gastrointestinales como diarrea,
disenteria, dispepsia, y dolores de estomago, asi como vértigo, nausea y para
regular los periodos menstruales mediante la infusion de las hojas tres veces al dia
0 como agua de uso. Por otro lado, se recomienda para la caries, hinchazon, bilis,
escarlatina, hemorragia vaginal, heridas, fiebre y deshidratacién. Los extractos
alcohdlicos de hojas y flores han demostrado actividad antibiética (Gram-) contra
Escherichia coli, Salmonella enteriditris y Shigella flexneri. La corteza se usa para
cicatrizar heridas de la piel (Ilagas y ulceras). La raiz para curar hidropesia. El fruto

inmaduro es laxante y tiene propiedades hipoglicémicas (Pérez et al., 2008).

3. 2. 3 Nombres comunes de Psidium guineense

En la localidad de Zacango, en el municipio de Olinala, Guerrero se le conoce

popularmente con el nombre de tlahuanca.
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3. 2. 4 Usos de Psidium guineense

Psidium guineense Sw. se diferencia de Psidium guajava por ser una planta mas
pequefia. Se usa como planta medicinal en el interior de Brasil, en una decoccion
de las raices para tratar enfermedades urinarias, diarrea y disenteria. En Costa Rica
se dice que reduce venas varicosas Yy Ulceras en las piernas. Una decoccion de la

hoja se toma para eliminar frios y bronquitis (Chavarria, 1998; Akerele, 1991).

Durante la realizacion de la investigacion, se recopilé informacion sobre los usos
que le dan a P. guineense en la comunidad donde se colectoé el material vegetal, en
la localidad de Zacango cercana al municipio de Olinala en el estado de Guerrero;

siendo la realizacion de dulces tipicos de la region vy licor, principalmente del fruto.

3.3 Quimica

3.3.1 Compuestos presentes en Psidium guajava

El trabajo realizado por Araujo et al. en (2015), reportan acidos fendlicos y
flavonoides identificados en el extracto metandlico del fruto de P. guajava, los cuales
estan sefialados en el cuadro 1. De acuerdo con las investigaciones de Pérez et al.
en (2008) y Zhu et al. en (2013), mencionan los flavonoides identificados en los
extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y agua de las hojas, observados en
el cuadro 2. Los autores antes mencionados, también indican la presencia de
terpenos, acidos fendlicos y flavonoides en el extracto metandlico de las hojas,
ubicados en el cuadro 3. Pérez et al. en (2008) reporta compuestos en el extracto

metandlico del botdn floral, sefialados en el cuadro 4.
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Cuadro 1. Compuestos presentes en frutos de P. guajava (Araujo et al., 2015).

Acidos fenolicos

Acido cafeico

Glicésido de kaempferol
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Cuadro 2. Compuestos presentes en hojas de P. guajava (Pérez et. al., 2008: Zhu
et al., 2013)

Hojas Flavonoides

Quercetina-3-0-B-D-galactopirandsido Quercetina-3-0-B-D-arabinopirandsido

L] OH
<] OH
HO 0 HO 0
| |
g g
HO 04 ~OH HO 0 4

LOH

Extracto OH

metanolico
<) OH

. . , 2,4,6-trihidroxi-3,5-
Quercetina-3-0-a-L-arabinofurandsido

dimetilbenzofenona 4-0-(6"-0-galioil)-
OH
OH
HO O
| | HO
T;VH(KO
JOH
HO O 0
OH

OH

B-D-glucopirandsido

OH
OH
0
|
™0
HO O /k LoH
O\,_i

HO-. & OH
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Cuadro 3. Compuestos presentes en el extracto metandlico de hojas de P.
guajava (Pérez et. al., 2008: Zhu et al., 2013)

Hojas Triterpenos

Acido guavanoico Acido guavacoumarico

Extracto

metanolico

B-sitosterol Acido ursélico
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Acidos fenolicos

Acido gélico Acido cafeico
COOH
oH )
HO oH =
o
i | =
.___,-"'
COOH HO
oH
Flavonoides
Miricetina Catequina
Extracto
metandlico OH
=~ HO O
HO 0
g8 mw
OH OH
OH 0
Epicatequina Rutina
OH
OH

HO o
OH

HO

HO 0.
mo
OH 0 /k
o .OH
~~OH
v O 0 OH
OH

OH

OH

OH
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Continua cuadro 3

Quercitrina OH Isoquercitrina
OH S
T
HO 0.
| HO 20
o P OH
OH ] /'\ © | o
OH
0 =
HO 2
w " “OH
OH
Quercetina Kaempferol
Extracto HO
metandlico OH
o
HO 0 . HO
OH
HO 0
Luteolina
OH Apigenina
P O P OH
HO o o HO 0 T |
OH Q0 OH
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Cuadro 4. Compuestos en botdn floral de P. guajava (Pérez et. al., 2008)

Botén floral Flavonoides
Miricetina Apigenina
OH
OH
=
sul
HO 0
= OH
OH
OH o
Quercetina Kaempferol
HO
OH
OH e
# |
Extracto | HO 0 T
HO O
metandlico | | R |
OH ||
HO 0 o ©
Luteolina
OH
OH
o
HO o e
COH o

Actualmente no se cuenta con informacion fitoquimica ni farmacolégica de Psidium

guineense.
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3.5. Farmacologia de Psidium guajava L.

La quercetina obtenida del boton floral muestra actividad antidiarreica significativa
en la contraccién de ileon de cobayo in vitro y en el movimiento peristaltico del
intestino delgado del raton. La quercetina y quercetina-3-arabindsido, extraidas de
los brotes y las hojas de P. guajava en concentraciones de 1.6 ug/ml tienen una
inhibicion similar a la morfina en la liberacion de acetilcolina en el ileon estimulado
coaxialmente, junto con un incremento inicial en el tono muscular, seguido de una

disminucién gradual (Pérez et. al., 2008).

Una decoccidon de las hojas de P. guajava se utiliza en todo el mundo para el
tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias, como el reumatismo. A los
numerosos polifenoles, triterpenoides y otros compuestos quimicos presentes en la
planta, se le atribuyen los efectos antiinflamatorios y analgésicos de los extractos
acuosos de hojas. La propiedad antiinflamatoria del extracto acuoso de hojas se
realizd en ratas, utilizando el edema intraplantar (pata), inducido por albumina de
huevo fresco, mientras que el efecto analgésico del extracto de la planta se evalué
mediante los modelos de placas calientes y acido acético en ratones. El extracto
acuoso de las hojas de P. guajava (50-800 mg/kg, i.p.) produjo una inhibicion dosis-
dependiente significativa de la albumina de huevo fresco, inducida por la inflamacion
aguda (edema) en las ratas. El extracto de hojas (50-800 mg/kg, i.p.) también
produjo efectos analgésicos dependientes de la dosis y contra el dolor nociceptivo

inducido térmicamente y quimicamente en ratones (Pérez et. al., 2008).

Se encuentran registros en donde los extractos acuosos y alcohdlicos de hojas de
P. guajava producen efectos antimicrobianos sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Proteus spp., Shigella spp. y Escherichia coli
(Pérez et. al., 2008).

Los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de las hojas de Psidium guajava
mostraron actividad en el sistema nervioso central en ratones. Los tres extractos

exhibieron principalmente efectos antinociceptivos en pruebas quimicas y térmicas
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de analgesia. Los extractos también produjeron una prolongacion dependiente de
la dosis del tiempo de suefio inducido por pentobarbital. Poco después de la
administracién intraperitoneal de este extracto de metanol, se observaron efectos
similares a los narcoéticos, incluyendo catalepsia, analgesia, cola de Straub,
movimientos respiratorios poco profundos y exoftalmos. Estos resultados dan
credibilidad farmacolégica a los usos de la planta en el manejo y/o control de

condiciones dolorosas, artriticas e inflamatorias (Pérez et. al., 2008).

Las fracciones metandlicas de las tres etapas de maduracion del fruto de P. guajava
demostraron capacidad para neutralizar el DPPH (1,1-difeneil-2-picril-hidrazilo) de
los radicales libres, mostrando que en la etapa madura tiene los mejores resultados.
En una prueba adicional con iones Fe?*, las fracciones metandlicas de las tres
etapas de maduracién del fruto demostraron capacidad para quelar dichos iones
(Araujo et al., 2015).

El extracto metandlico de las hojas de P. guajava presentdé compuestos polifendlicos
y actividad antioxidante revelada por los ensayos de FRAP (poder antioxidante
reductor del hierro) y DPPH. Sin embargo, los compuestos polifendlicos son
ampliamente conocidos por sus atributos anticancerosos, pero en el estudio, el
extracto de metanol con dichos compuestos tuvo baja actividad citotdxica in vivo y
mala actividad antitumoral in vitro. En cambio, se observaron excelentes actividades
antitumorales in vitro y citotoxicas in vivo en el extracto de hexano, que podrian
atribuirse al perfil de otros componentes bioactivos, tal como se identifico mediante
el estudio GC-MS (cromatografia de gases-espectrometria de masas). Los
resultados sugieren que la naturaleza quimica del disolvente de extraccion tiene una
fuerte influencia sobre los atributos bioldgicos y ayudarian a determinar la eficacia
de las hojas de P. guajava para su uso potencial en neutraceuticos (Ashraf, et. al.,
2016).

La capacidad antioxidante de los extractos acuosos, metandlicos, etandlicos e
hidroetandlicos de las hojas de Psidium guajava, se evalud con base en el radical
DPPH y las capacidades de barrido del radical 2,2'-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-

6-acido sulfénico). Los resultados demostraron que la capacidad antioxidante de los
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extractos de hojas de Psidium guajava tiene una fuerte relacion con el contenido de
compuestos fendlicos, mas que con el contenido de flavonoides. El contenido de
compuestos fenolicos de las hojas de Psidium guajava extraidas con agua fue
mayor en comparacion con los extractos de etanol y metanol. Sin embargo, el
contenido de compuestos fendlicos extraidos usando disolvente hidroalcohdlico fue
mayor que el agua, por lo tanto fue el disolvente mas eficaz, ya que mostré una alta

capacidad antioxidante (Seo et al., 2014).

Los extractos acuoso y acetona-agua (30:70) de las hojas en P. guajava, mostraron
que el acido galico y las catequinas presentes en éstos extractos, poseen
propiedades antinflamatorias, antimicrobianas y analgésicas en modelos bioldgicos

en ratones (de Araujo et al., 2014).

3.6. Ansiedad

La ansiedad puede ser una emocion normal y un trastorno psiquiatrico, dependiendo
de su intensidad y de su repercusion sobre la actividad de la persona. La ansiedad
se convierte en patolégica cuando en lugar de favorecer el comportamiento,
interfiere en él, y cuando alcanza tal protagonismo que el individuo desplaza hacia
ella toda su atencion. En términos patoldgicos, la ansiedad puede describirse como
un sentimiento de amenaza, de expectacion tensa ante el futuro y de alteracion del
equilibrio psicosomatico en ausencia de un peligro real o, por lo menos,

desproporcionada en relacion con el estimulo desencadenante (Florez et al., 2008).

3.6.2 Clasificaciéon y epidemiologia

La Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica 2003 en México muestra que
los Trastornos de Ansiedad son los Trastornos Mentales mas frecuentes,
encontrandose que los subtipos con prevalencias mas altas son la Fobia Especifica
(FE), la Fobia Social (FS) y el Trastorno de Estrés Postraumatico (TEP) y en todos
ellos la prevalencia es mayor en mujeres que en hombres. Suelen iniciar en la
adolescencia y tienen su maxima prevalencia en la etapa mas productiva de la vida

laboral, social y afectiva. Con base en lo anterior se considera esencial que se
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realicen estudios de ansiedad para que se identifiquen los trastornos oportunamente
a los pacientes afectados y sean tratados adecuadamente para asi reducir la

discapacidad laboral y funcional para la actividad diaria (Medina-Mora, 2003).

En México existen estudios que muestran una mayor prevalencia entre los 15 y los
45 afos de edad, con una proporcién mayor para las mujeres que para los hombres,
de 2 a 1 respectivamente. Es comun que coincidan con trastornos depresivos y esto
complique aun mas su manejo, viéndose esto en aquellas personas con tratamiento
tardio (Virgen et al., 2005).

Los trastornos de ansiedad, dependiendo de la intensidad y duracién de sus

sintomas se clasifican de la siguiente manera:

1) Trastorno de ansiedad generalizada y agorafobia. La agorafobia comunmente
acompana a la ansiedad generalizada, se caracteriza por presentar una
preocupacion y temor intensos a encontrarse en lugar muy concurridos o en

espacios abiertos (Virgen et al., 2005).

2) Crisis de panico. Se presentan episodios de ansiedad intensa, desproporcionada
o sin motivo aparente que duran relativamente poco tiempo (normalmente menos
de una hora) y se acompafan de sintomas somaticos, es decir, se experimenta
sensaciones desagradables o dolorosas en alguna parte del cuerpo, como

palpitaciones o taquipnea (respiracién rapida) (Virgen et al., 2005).

3) Fobia social. Se experimenta miedo a sentirse avergonzados ante los demas,
temen o evitan situaciones en las que podrian interactuar con otras personas o que

estas puedan detectar y ridiculizar su ansiedad (Virgen et al., 2005).

4) Fobia especifica. Difieren de las anteriores en el elemento desencadenante de
dicha sintomatologia, siendo este muy diverso (animales, objetos, situaciones,
etc.)(Virgen et al., 2005).

5) Trastorno obsesivo compulsivo. El trastorno obsesivo-compulsivo se caracteriza
por obsesiones, que son pensamientos, impulsos o imagenes recurrentes y
persistentes que se experimentan como inapropiados y causan ansiedad o malestar
(Virgen et al., 2005).
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6) Trastorno de estrés postraumatico. Se genera posterior a que la persona ha
estado expuesta (ya sea en platica o personalmente) a un acontecimiento
caracterizado por muertes o0 amenazas para su integridad fisica o la de los demas.
La persona entonces responde con un temor u horror intensos, siendo esto
reexperimentado persistentemente a través de recuerdos recurrentes del evento,
suefos, flashbacks, una forma de actuar nuevamente el acontecimiento y a la

exposicion de estimulos que evoquen tal situacion (Virgen et al., 2005).

En cuanto a la etiologia de estos trastornos se han propuesto los procesos que
explican cdmo se generan los sintomas ansiosos se basan en hipotesis, entre las
cuales destacan las siguientes: anomalias en la funcién respiratoria, alteracién en
la funcién del Locus Coeruleus, un punto donde se concentran los
neurotransmisores noradrenérgicos en el cerebro, disfuncion serotoninérgica y
adenosinérgica; tanto la noradrenalina, la serotonina y la adenosina son receptores
neuronales que modulan normalmente las respuestas emocionales, afectivas y

cognocitivas en el cerebro (Virgen et al., 2005).

3.6.3 Farmacos usados en el tratamiento de la ansiedad

En la actualidad, las benzodiazepinas (BZD) son los medicamentos mas
comunmente empleados para la ansiedad. Las BZD producen sus acciones
farmacolégicas a través de sitios de unidon de alta afinidad especificos en un
complejo supramolecular compuesto de GABA-a y un receptor BZD junto con un

canal de iones cloruro (Chatterjee et al., 2013).

Un farmaco ansiolitico es aquel que alivia o suprime el sintoma de ansiedad, sin
producir sedacion o sueio. Las benzodiazepinas se acercaron al ansiolitico ideal
porque, aunque a dosis elevadas producen sedacion y sueio, es posible manejarlas
con mayor eficacia y menor riesgo. Un enorme paso adelante en la definiciéon de la
accion ansiolitica ha sido poder diferenciar subtipos de receptores GABA
responsables de las acciones ansiolitica e hipnotica de benzodiacepinas que,
ademas, esta permitiendo el disefio de nuevas moléculas con accion ansiolitica

mucho mas selectiva (Flérez et al., 2008).
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Desde un punto de vista funcional, los ansioliticos se clasificaron de la siguiente

manera:

I.  Farmacos moduladores del receptor GABAA: benzodiazepinas.
Il.  Farmacos agonistas de receptores 5-HT1A: las azaspirodecanodionas:
buspirona, ipsapirona y gepirona.
[ll.  Farmacos con accién antidepresiva: Benzodiazepinas y derivados (Florez et
al., 2008).

a) Benzodiazepinas.

Estos medicamentos a dosis terapéuticas, no alteran la realizacion de ejercicios
fisicos 0 mentales, pero a dosis mayores y en funcion del ambiente y del producto
empleado causan sopor, letargia, suefio, ataxia y debilidad muscular. En los
pacientes con ansiedad alivian tanto la tension subjetiva como los sintomas
objetivos: sudor, taquicardia, molestias digestivas, etc. En ciertas personas, a la vez
que alivian la ansiedad, pueden aumentar los signos objetivos de irritabilidad y
hostilidad (Florez et al., 2008). Las benzodiazepinas son los farmacos de eleccion
para el tratamiento a corto plazo de los trastornos de la ansiedad generalizada (Fig.
5) (Flérez et al., 2008).

Fig. 5 Estructura quimica de las benzodiacepinas.
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La principal ventaja clinica de las benzodiacepinas como ansioliticos es la rapidez
de la respuesta en contraposicion con el efecto retardado de la buspirona y los
antidepresivos. Practicamente todas las benzodiacepinas presentan la misma
eficacia, pero el modo de utilizarlas varia en funcién de la duracion del efecto y de
la relacion o posibilidad de separacién del efecto sedante. Por eso es preciso ajustar
el tipo de benzodiazepina y su dosis a la forma clinica y la gravedad del cuadro
ansioso. Los estados de panico pueden ceder con ansioliticos, como el alprazolam.
La fobia social generalizada puede responder a benzodiazepinas como clonazepam

o alprazolam (Florez et al., 2008).

El diazepam (Fig. 6) y otras benzodiazepinas producen relajacion de la musculatura
esquelética. La accidn miorrelajante se ejerce sobre el sistema nervioso central a
varios niveles: a) en la propia médula espinal, donde facilita fenomenos de inhibicion
presinaptica; b) en la formacion reticular activadora descendente del tronco del
enceéfalo; c) en los ganglios basales, y d) en el cerebelo. En la practica, la accién
miorrelajante se observa con dosis que también producen sedacién, lo que puede
limitar su utilidad (Flérez et al., 2008).

Fig. 6 Estructura quimica del diazepam.

Las acciones de las benzodiazepinas, con frecuencia se acompanan de efectos
colaterales como la sedacion, somnolencia, ataxia, disartria, incoordinacién motora

e incapacidad de coordinar movimientos finos o de responder verbal o
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motodricamente a estimulos que requieren una respuesta rapida. Pueden producir
amnesia anterograda, es decir, limitada a hechos que suceden después de la
inyeccion. Mas que a alteraciones en la percepcion, se debe a alteraciones en los
procesos de consolidacion y almacenamiento. Las benzodiazepinas mas potentes,
como el lorazepam, tienen un potencial mas elevado de producir amnesia (Flérez et
al., 2008).

b) Azaspirodecanodionas

Representan un nuevo grupo de ansioliticos cuyo principal representante es la
buspirona, junto con la gepironay la ipsapirona (Fig. 7) (Flérez et al., 2008). Su perfil
farmacoldégico es distinto al de las benzodiazepinas, pues su mecanismo de accion
no esta vinculado al receptor GABA y carecen de accion hipnaética, anticonvulsivante
y miorrelajante. Mas que sedacién producen insomnio. No alteran la memoria, ni
provocan trastornos cognitivos o psicomotores. No interactuan con el alcohol ni
otros depresores del SNC. Su eficacia ansiolitica es similar a la de las
benzodiazepinas, pero su principal inconveniente es la lentitud con que comienza
su actividad terapéutica, tardando hasta mas de dos semanas en instaurarse la
accion ansiolitica (Florez et al., 2008). Su principal indicacion terapéutica en este
momento es el trastorno de ansiedad generalizado. También se ha confirmado su

actividad antidepresiva a determinadas dosis (Florez et al., 2008).
o
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Fig. 7 Estructura quimica de la buspirona.

Aunque estos farmacos son eficaces en la mayoria de los casos, también poseen
efectos secundarios como nauseas, mareos, vértigo, dolor de cabeza, boca seca,
estrefimiento, diarrea, etc. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de un farmaco

que posea una mayor eficacia, efectos indeseables menores con minima o ninguna
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tolerancia y la dependencia. A fin de superar estos efectos adversos, las
investigaciones se han ampliado para la busqueda de nuevas y mejores moléculas

biocompatibles de origen vegetal (Chatterjee et al., 2013).

3. 7 Herbolaria

Las plantas son ampliamente aceptadas como fuentes medicinales, que
desempefian un papel importante en el programa de cuidado de la salud en todo el
mundo (Verma et al., 2010). La busqueda de nueva farmacoterapia de las plantas
medicinales para enfermedades psiquiatricas ha progresado significativamente en
la ultima década y su potencial terapéutico ha sido evaluada en una variedad de
modelos animales (Carlini, 2003; Zhang, 2004; Chatterjee et al, 2012).

Las hierbas medicinales tienen una serie de medidas psicoterapéuticas que pueden
incluir efectos antidepresivos, ansioliticos, nootropicos (mejora cognitiva), sedantes,
hipnéticos y analgésicos (Spinella, 2001). Otros efectos comprobados
tradicionalmente que no puede seguir la terminologia estandar incluyen acciones
"ténicas", que se postularon para proporcionar una mayor adaptacion a los factores
estresantes exdgenos mediante efectos complejos sobre la neuroquimica y el
sistema endocrino "adaptdégeno" (Panossian y Wikman, 2009). Estas acciones
pueden ser clinicamente relevantes para una amplia gama de trastornos
psiquiatricos, como los trastornos del humor, ansiedad y del suefio, que son

condiciones prevalentes (Kessler et al., 2005).

En nuestro pais desde la época prehispanica se cuenta con un amplio conocimiento
de las propiedades terapéuticas que tienen las plantas en muchos padecimientos
que afectan a la poblacion mexicana, debido a esto se propone a la medicina
tradicional como wuna alternativa confiable para el tratamiento de muchas
enfermedades que dafan no sélo a la poblacion mexicana, sino a la del mundo. A
pesar del extenso uso medicinal que se tiene de la diversidad vegetal mexicana,
aun falta mucho por estudiar, ya que se desconoce la composiciéon quimica de

muchas plantas utilizadas ancestralmente, lo cual podria ocasionar un riesgo a la
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poblacién que recurre a la herbolaria, ya que no se garantiza la seguridad y eficacia
de cualquier especie que no cuente con estudios quimicos, toxicolégicos y

farmacologicos.

El uso de productos a base de plantas medicinales ha existido desde la época
precolombina y ha subsistido hasta nuestros dias, en cada mercado popular, a lo
largo y ancho del territorio mexicano. Se pueden encontrar expendios de plantas
medicinales de diversa indole contra cualquier padecimiento humano. El INEGI
menciona que en México existen alrededor de 10 millones de indigenas, sin acceso
a la medicina “occidental”, quienes recurren a la Medicina Tradicional para curar sus
afecciones. De igual manera, mas de 80 millones de mestizos, han conservado el
uso de medicinas a base de hierbas medicinales, salvaguardados por las mujeres y
los hombres campesinos, que por cientos de afios han reconocido las diferentes
hierbas y han heredado a sus hijos tales conocimientos acerca de las plantas
silvestres utiles, comestibles o medicinales y aun de las tdxicas o peligrosas
(Figueroa, 2009).

Por otro lado, en México, a los productos derivados de las plantas se les ha dado el
denominador absurdo de “complementos alimenticios” y se ha evitado a toda costa
incluirlos en el rubro de medicamentos, correctamente de medicamentos
herbolarios o de fitofarmacos, con la excepcion de algunas decenas presentes en
la “Farmacopea herbolaria”. Tal situacion ha propiciado el abuso por parte de los
comerciantes, quienes han inundado el mercado nacional con una serie de
productos que escapan a las regulaciones sanitarias a que son sometidos los
medicamentos de patente y carecen de un control de calidad estricto, de métodos
de conservacidn que erradiquen la presencia de hongos y de esporas en los

productos simples como los preparados para tés (Figueroa, 2009).

3.7.1. Principios activos aislados de plantas con actividad ansiolitica

El cuadro 5 muestra los principales ansioliticos vegetales, sus especies productoras,
mecanismos de acciodn, aplicaciones clinicas (Sarris et. al., 2011; Lopez-Rubalcava
& Estrada-Camarena, 2016).
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Cuadro 5. Ansioliticos vegetales reportados en la literatura

Ansioliticos vegetales: mecanismos de accion y aplicaciones clinicas

Plantas
medicinales

Mecanismos de Accion

Aplicacion clinica
potencial

Componentes
activos
principales
(ver cuadro 6)

Hierba de San
Juan

Inhibicién no selectiva de la recaptacion de la
serotonina, dopamina, norepinefrina.

Deterioro cognitivo

(Hypericum Liberacion neuronal inhibidores de glutamato. Ansiedad 1,2
perforatum) Modulacion neuroendocrina. Depresion
Antidepresivo y ansiolitico actividad en modelos Agotamiento
animales.
Milenrama Receptores GABAA/BZD
Achillea Depresion 1
millefolium L. Ansiedad
Amapola de La afinidad de unioén con los receptores de GABA
California (flumazenilo antagonista). Ansiedad
(Eschscholzia | Ansiolisis en modelos animales (pruebas anti- Insomnio 1,2
californica) conflicto y ambiente familiar). Miedo
Manzanilla La unién a los receptores de GABA. Ansiedad
(Matricaria Modula la neurotransmisién de monoaminas. Insomnio 1,2
recutita) Modulacion neuroendocrina. Estrés
La modulacién de las vias colinérgicas y Discapacidad
Ginkgo monoaminas. Cognitiva 1,2
(Ginkgo Antioxidantes, anti-inflamatorios. Ansiedad
biloba) Efectos GABAérgicos. Depresion
Cola de Gato La inhibicién de la GABA-transaminasa. Ansiedad 1
(Centella Los modelos animales han demostrado efectos Estrés
asiatica) ansioliticos (laberinto elevado, campo abierto y Discapacidad
pruebas de interaccion social). Cognitiva
Kava (Piper Modulacion de canal GABA (estructura de la 1,2
methysticum) | membrana lipidica y la funcién del canal de sodio). | Ansiedad
Débil union GABA (aumento del efecto sinérgico Depresion
de [3H] muscimol a receptores GABA-a) comoérbida Insomnio
Regulacion a la baja (-adrenérgico. ansioso
Inhibicién de la monoamina oxidasa B TDAH
Toronjil Potente inhibidor in vitro en cerebro de rata de la Ansiedad 1,2
(Melissa GABA Estrés agudo
officinalis) transaminasa (GABA-T) Depresion
Inhibicién de la MAO (monoamina oxidasa)
Administracion de dosis aguda favorecio la
disminucion de la actividad
Pasiflora Ansiolitico mediado por el sistema GABA. Ansiedad 1,2
(Passiflora Agonista parcial del receptor de benzodiacepinas. | Insomnio
spp.) Modelos de comportamiento en animales han
demostraron efectos ansioliticos, no sedantes
(laberinto elevado, las pruebas de caja
luz/oscuridad).
Escutelaria Postula afinidad de unién GABA-a. Ansiedad 1,2
(Scutellaria Ansiolitico en el modelo de laberinto. Agotamiento
lateriflora) Insomnio
Tila Ansiedad 1,2, 3
Tilia
americana L.
var. mexicana | Aumenta la liberacion GABA
(Schitdl)
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Continua cuadro 5

Zapote
Annona
diversifolia
Saff.

No determinado

Ansiedad

En el siguiente cuadro se presentan los compuestos activos de las especies

vegetales mencionadas en el cuadro 5 (Sarris et. al., 2011; Lépez-Rubalcava &
Estrada-Camarena, 2016).

Cuadro 6. Compuestos activos de los vegetales ansioliticos

Planta

Compuesto / Estructura quimica

Hierba de San
Juan

HO
HO

0

9
oS
N/

1) Hipericina

2) Hiperforina

OH OH
1) Apigenina
s | oH
HO 0 o
Milenrama |
oH ©
2) Queilantifolina
1) Escolidina
Amapola de
California
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Continta cuadro 6

1) Apigenina 0H| 2) a-Bisabolol
=
Ho.._/
HO 0 | ™
Manzanilla S £ |
I
oH O
1) Ginkgolido 2) Bilobalido
Q OH
B T
Ginkgo _-0 0
0 e O =
~, OH
'." “ \O 0/
0 Z / :
T HO OH
1) Asiaticdsido
HO O\\f OH
0~ No o o
Cola de gato 0 OH
OH
OH
\
OH
1) Kawaina 2) Dihidrokawaina
ﬁ o
- \M\ \/}\-/”\
| H
N
1) Geraniol 2) Crisina v
.
Toronijil I
HO 0
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Continlla_ cuadro 6

1) H
) Harmano 2) Citronelal
VA .
Pasiflora hnO
H
1) Baicalina 2) Escutelatina A
Escutelaria
- HO
1) Glucdsido 2) Quercetina OH
de kaemferol e O 2
HO 0 . | HO 0 e
HO
. HO
Tila
=
3) Tilirssido T 9
e
(0] 0] | =
/“\\)ko £ 0H
HO
1) PB-sitosterol
Zapote
HO




4. HIPOTESIS

Si Psidium guajava y Psidium guineense sintetizan terpenos y flavonoides con
actividad depresora sobre el SNC, entonces potenciaran la hipnosis inducida por el
pentobarbital sédico y aumentaran la actividad de los ratones produciendo efecto
ansiolitico y/o sedante; lo cual permitira proponer el uso de ambas especies como
agentes terapéuticos en el tratamiento de la ansiedad, enfermedad recurrente en la

poblacion mexicana.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto ansiolitico y sedante de los extractos metandlicos de Psidium

guajava y Psidium guineense y realizar el analisis fitoquimico de dichos extractos.

Objetivos particulares

1. Identificar y determinar la concentracion de los terpenos (usando estandares de
carnosol, acido ursolico, acido oleandlico, a-amirina, -amirina, B-sitosterol y
estigmasterol) y flavonoides (estandares de kaempferol, floretina, florizidina,
galangina, miricetina, apigenina, quercetina, rutina, luteolina y naringenina)
presentes en los extractos metanodlicos de las hojas de P. guajava y P.
guineense mediante cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).

2. Evaluar el efecto ansiolitico de los extractos metandlicos mediante el uso de dos
modelos experimentales (cruz elevada y tablero con orificios) y su actividad
exploratoria.

3. Determinar el efecto depresor del SNC de los extractos metandlicos de P.
guajava y P. guineense en la potenciacion a la hipnosis inducida por
pentobarbital sddico.

4. Establecer la dosis letal (DLso) producida por la administracion via

intraperitoneal y esofagica de los extractos activos.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material biologico y obtencion de los extractos

Se colectaron las hojas frescas de P. guajava y P. guineense en la localidad de

Zacango, municipio de Olinala en el estado de Guerrero, México, el 25 de febrero

de 2012. Se prepararon ejemplares de herbario, los cuales fueron depositados en

el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

Las hojas de Psidium guajava y Psidium guineense fueron secadas a temperatura

ambiente y molidas. Posteriormente, se le realizaron tres extracciones por

maceracion, en un tiempo de 24 horas cada una, utilizando tres disolventes de

distinta polaridad creciente (hexano, acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH)).

En el diagrama 1, se muestra la obtencion de los extractos organicos de ambas

especies.

Hojas frescas de
ambas especies

Secado y molido

Psidium guajava:
116 g de hojas

Psidium guineense:
75 g de hojas

Eliminacion de
disolvente con
rotavapor

Filtracion de
extractos

Maceracion con
hexano, 3
consecutivas de 24
horas cada una

Maceracion del
residuo vegetal con
AcOet, tres
consecutivas por 24
horas cada una

Filtracion de extracto
y evaporacion del
disolvente

Maceracién del
residuo vegetal con
MeOH, tres
consecutivas por 24
horas cada una

Filtracion de extracto
y evaporacion del
disolvente

Diagrama 1. Obtencion de los extractos organicos de Psidium guajava y Psidium

guineense.
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El exceso de disolvente de los extractos fue eliminado mediante evaporaciéon a
presion reducida en un rotavapor Yamato BM 500 (Fig. 8).

Fig. 8 Evaporacion del disolvente

6.2 Fraccionamiento cromatografico de los extractos metandlicos de P. guajava y
P. guineense.

La separacion de los compuestos de los extractos metandlicos de Psidium guajava
y Psidium guineense se realizé por cromatografia en columna (CC). La columna se
empaco con silica gel para cromatografia en capa fina. Como fase moévil se
emplearon los disolventes (hexano, acetato de etilo, metanol y mezclas de éstos)
de polaridad creciente: hexano (100 %), mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1,
8:2,7:3, 1:1), acetato de etilo (100 %) mezclas de acetato de etilo-metanol (9:1,8:2,
7:3, 1:1) y metanol (100 %) (Figura 9).

Fig. 9 Columnas cromatogréficas de P. guajava y P. guineense.

35



Se colectaron fracciones de 50 mL de cada una, obteniendo un total de 151 de
Psidium guajava y 119 de Psidium guineense. Todas las fracciones de ambas
especies se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) y aquellas fracciones

que mostraron el mismo patron cromatografico se reunieron.

6.3 Analisis por CLAR de los extractos metandlicos de P. guajava y P. guineense

La determinacion y cuantificacion de terpenos y flavonoides de los extractos
metandlicos de ambas especies se realizé en un cromatografo marca Agilent serie

1100 equipado con un detector de arreglo de diodos.

6.3.1. Analisis de terpenos.

Para la identificacion y cuantificacion de terpenos se utilizé una columna Zorbax
Eclipse XDB-C8 (125 x 4.0 mm de diametro interno y 5 ym de tamafio de particula)
con una fase movil de acetonitrilo (A)-agua (80:20), el flujo fue de 1 ml/min y una
temperatura de 40 °C. El equipo se calibré a una longitud de onda de 215y 220 nm,
el tiempo de analisis fue de 21 minutos. Los terpenos de los extractos de metanol
de Psidium guajava y tlahuanda fueron identificados y cuantificados al compararlos
con estandares de carnosol, acido ursélico, acido oleandlico, a-amirina, B-amirina,

B-sitosterol y estigmasterol de los laboratorios Sigma-Aldrich.

6.3.2. Analisis de flavonoides

Para la identificacion de flavonoides se utilizd una columna C18 Hypersil ODS (125
mm x 4 mmde diametro interno y 5 ym de tamafo de particula). El flujo de la fase
movil se mantuvo a 1 ml/min y consisti6 de agua (A) a pH 2.5 con &cido
trifluoroacetico y acetonitrilo (B) con el siguientes gradiente: 0-10 min, A:B 85:15; 20
min, A:B 65:34; 25 min, A:B 65:35. La temperatura fue de 30 °C. El equipo se calibré
para detectar longitud de onda de 365, 316 y 254 nm. El tiempo de analisis para
este método fue de 25 minutos. Para identificar y cuantificar los flavonoides

presentes en los extractos se usaron estandares de kaempferol, floretina, florizidina,
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galangina, miricetina, apigenina, quercetina, rutina, luteolina, naringina vy

naringenina marca Sigma-Aldrich, mediante su tiempo de retencion.

6.3.3. Preparacion de las muestras para inyecciéon en el CLAR

Se pesaron 4 mg de los extractos secos y estandares y se disolvieron cada uno de
ellos por separado en 1 mL de metanol grado CLAR, dichas disoluciones se filtraron
mediante discos de nylon de 0.45 ym de poro y se inyectaron 20 yL de cada

muestra.

6.3.4. Elaboracién de curvas patron

Para la cuantificacién de los terpenos y flavonoides presentes en los extractos
metandlicos de Psidium guajava y Psidium guineense se elaboraron curvas de
calibracion para cada uno de los estandares, se inyectaron 5 puntos desde 0.048
Mg hasta 0.4 ug de cada compuesto. Las interpolaciones se hicieron con el
programa Chem Station de Agilent Co. La variacién del area en unidades de
absorbancia de cada inyeccion fue utilizada para construir el modelo matematico de
regresion lineal con la formula Y= mX + b, la cual se compard posteriormente con

los extractos y de esta manera se determind la concentracién de cada compuesto.

6.4 Animales utilizados en los modelos experimentales

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 (proporcionados por el Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muhiz y la Facultad de Medicina de la
UNAM con un peso entre 25-30 g. Los sujetos experimentales se colocaron en cajas
de acrilico en grupos de seis animales, sin restriccion de alimento y agua,
manteniéndolos a una temperatura controlada de 22 + 1 °C con ciclo de
luz/oscuridad de 12 h y siguiendo las recomendaciones de los comités de ética e
investigacién cientifica y la NOM-062-Z00-1999 (Figura 10).
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Fig. 10 Ratones machos CD1

6.5 Preparacion de los extractos y farmacos

El pentobarbital sodico, el diazepam (farmaco de referencia) y los extractos de
metanol se disolvieron en solucion salina 0.9%. Tanto el farmaco como los extractos
se utilizaron el mismo dia de su elaboracidn. Para la obtencion de las curvas dosis
respuesta de los extractos metandlicos se probaron las dosis de 1, 10, 30, 50 y 100
mg/kg. Los tratamientos y los farmacos se administraron via intraperitoneal (i.p) en

un volumen de 10 mg/kg (Figura 11).

Fig. 11 Administracion de los ratones via intraperitoneal (i.p)
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6.6 Evaluacion farmacoldégica.

En cada uno de los tratamientos se utilizaron seis ratones. El diazepam y los
tratamientos fueron evaluados a los 30 min después de su administracion. Se
compararon con un grupo control (SS) y un grupo al que se le administré el farmaco
de referencia. Una vez terminadas las pruebas, los ratones fueron sacrificados por

dislocacion cervical.

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

Se administraron las diferentes dosis de los extractos a los ratones se evaluaron en
los diferentes modelos conductuales y 45 min después recibieron una dosis de 42
mg/kg de PS registrando la latencia de sedacion, latencia de hipnosis y duracion de

la hipnosis (Gonzalez-Trujano, 1998).

6.6.2 Evaluacion de la actividad exploratoria.

La prueba consistié en colocar individualmente a los ratones en una caja de acrilico
con 12 divisiones (cuadrados de 6 x 6 cm) y se registré durante 2 minutos el numero
de cuadros explorados por cada raton para analizar la capacidad ambulatoria (Fig
12).

Fig. 12 Modelo de campo abierto
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6.6.3 Efecto ansiolitico y/o sedante.

Para evaluar el efecto ansiolitico y/o sedante se utilizaron los siguientes modelos

experimentales:

1. El modelo de cruz elevada (plus-maze).

Este aparato esta hecho de madera y consta de una cruz elevada con dos brazos
abiertos de 30 x 5 cm y dos brazos cerrados de 30 x 5 x 15 cm. Dichos brazos se
extienden a partir de una plataforma central de 5 x 5 cm y se encuentran elevados
a 50 cm del suelo. Los ratones fueron colocados en la parte central y se cont6 el
tiempo que los animales permanecen en los brazos abiertos durante 5 minutos. La
exploracion incrementada en los brazos abiertos es indicativo del efecto ansiolitico
(Fig 13)(Lister, 1987).

Fig. 13 Modelo de cruz elevada

2. Modelo del tablero con orificios (Hole Board).

Este modelo consiste de una caja de acrilico con un piso de madera con orificios
distribuidos uniformemente. Los ratones fueron colocados sobre el tablero y se
contaron el numero de veces que los animales introdujeron su cabeza en los orificios
en un periodo de tres minutos. Una disminucion en el niumero de exploraciones sera
indicativo de efectos sedantes y/o ansioliticos (Fig 14) (Clark, 1997).
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Fig. 14 Modelo del tablero con orificios

6.7 Determinacion de la DLso

La toxicidad aguda de los extractos metandlicos de P. guajava y P. guineense se
estimo por via intraperitoneal (i.p.) y via esofagica (p.o.), mediante la metodologia
propuesta por la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OCDE). En dicha prueba, el extracto fue administrado en la mayor dosis
recomendada (2000 mg/kg) a tres ratones por grupo. Después de la administracion
se registraron los efectos toxicos tales como pérdida de la locomocion, temblores,
convulsiones, ataxia, paro respiratorio o muerte durante 30 min y cada 2 h el primer
dia y diariamente hasta completar 14 dias. El seguimiento del peso corporal de los
ratones administrados con los extractos y s.s. al grupo control se realizé durante 14
dias, posterior a los cuales, los animales fueron sacrificados y se les realizd una
necropsia para observar dafios a nivel macroscopico en eséfago, estbmago, rinones

e higado (Figura 15).

Fig. 15 Administracion de los extractos via i.p. y p.o.
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6.8 Analisis estadistico.

Los datos se presentaron como la media * el error estandar. Los resultados se
analizaron por medio de analisis de varianza (ANDEVA), seguido de la prueba de

Dunnett. Se utilizé el programa GraphPad Prism version 6.

7 RESULTADOS

7.1 Fitoquimica

7.1.1 Rendimiento

Se calculé el rendimiento de los extractos de ambas especies de plantas con base
en su peso seco. En el cuadro 7 se observa que el extracto metandlico de Psidium
guajava L. fue el que presenté mayor rendimiento. Asimismo, para ambas especies
los extractos metandlicos fueron los mayoritarios con 24% para Psidium guajava y
15% para Psidium guineense. En este mismo sentido, cabe mencionar que el

extracto de acetato de etilo obtenido de Psidium guineense fue el de menor

porcentaje (0.6%).

Cuadro 7 Rendimiento de los extractos de Psidium guajava y Psidium guineense

Planta Cantidad (Peso Extractos Rendimiento
seco) metandlicos
Psidium guajava L. 116 g 2759 24%
Psidium guineense Sw. 759 11.2g 15%
Cantidad (Peso Extractos Rendimiento
seco) acetato de etilo
Psidium guajava L. 25¢g 21%
Psidium guineense Sw. 05¢ 0.6%
Cantidad (Peso Extractos Rendimiento
seco) hexanicos
Psidium guajava L. 29 1.72%
Psidium guineense Sw. 19 1.33%
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7.2 Analisis por CLAR del extracto metandlico de P. guajava.

7.2.1 ldentificacion y cuantificacién de terpenos

En el extracto metandlico se identificaron los terpenos acido ursélico (157.66
ug/mg), acido oleandlico (16.03 ug/mg), estigmasterol (78.17 ng/mg), oa-amirina
(9.37 ug/mg) y B-sitosterol (86.53 ug/mg) (Figura 16).

AU No Tiempo de i

.~ Retencién Terpenos Hg'mg
Pico : Extracto
(min)

0.15 i 1 2.904 Ac. Ursdlico 157.66
2 4.386 Ac. Oleandlico 16.03
3 4.896 Estigmasterol 78.17
4 6.068 a-amirina 9.37

0,10 5 17.41 B-sitosterol 26.53

0,05

0,00

2 4 6 16 min

Tiempo de retencién (min)

B-sitosterol \]:/

Acido
ursolico

Acido
oleandlico

a-amirina
Fig. 16 Identificacion de terpenos presentes en el extracto metandlico de Psidium

guajava.

43



7.2.2 ldentificacion y cuantificacion de flavonoides

En este extracto se identificaron 7 flavonoides, el mas abundante fue la florizidina

(158.6 ug/mgq), seguido de rutina (4.24 ug/mgq) y apigenina (3.72 ug/mg) (Figura 17).

No. de Tl;r:ﬁc? :: Flavonoides pg/mg
pico {itiin) guayaba Extracto
1 4.366 Rutina 424
g

mAU ] 2 6482  Florizidina  158.6
200 (\ 3 7938  Miricetina  1.15
] | 4 11.106  Quercetina  2.41
150 - | 2 5 12475 Naringenina  1.61
i 2 6 14.845  Apigenina  3.72

7/ 21.878 Galangina 2.74

—-—

o

o
R I
R

o
o o
._L‘.ﬁ‘ _LL.,_

HO
OH O :
ia 5 HiCs, O O i
Miricetina U Riitiiia
Ho? Yy~ OH Z | OH
Z OH OH VZ HO OH /S
HO o S [ HO. OI\ l
| l |
HO
|06 X ot
O O 0 HO 50
Apigenina Galangina p OH o B Florizidina
HO (o) . |
OH

HO 0 Quercetina
Fig. 17 Identificacion de flavonoides presentes en el extracto metandlico de P.

guajava.
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7.3 Andlisis por CLAR de los extractos metandlicos de P. guineense.
7.3.1. Identificacion y cuantificacion de terpenos

En el extracto se identificaron los terpenos acido ursdlico (55.2 ug/mg) y acido

oleandlico (6.82 png/mg) (Figura 18).

AU T
- 1 2732 Ac. Ursélico 55.2
7 2 4374 Ac. Oleandlico 6.82
0,05
- 1
- 2
0,00
————r—r—r—r—r—7—r—r—r—r—
3.0 35 40 45 ™
Tiempo de retencién (min)
Acido Acido

oleandlico

ursolico

Fig. 18 Identificacion de terpenos presentes en el extracto metandlico de P.

guineense.
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7.3.2. Identificacion y cuantificacion de flavonoides.

El método de flavonoides del extracto de metanol de Psidium guineense permitio la
identificacion y cuantificacion de 7 compuestos, de los cuales los mayoritarios fueron

la florizidina (21.05 pug/mg), rutina (12.95 ug/mg) y apigenina (6.88 ug/mg) (Figura

b .---
1 4.386 Rutina 12.95
AU 2 6.747 Florizidina 21.05
i ; 3 7.698 Miricetina  4.58
f 4 11167  Quercetina 4.8
1203 l 5 12250  Naringenina  0.13
100 : 6 14.661 Apigenina 6.88
80 I 7 21.913 Galangina 4.35
oi [\
40 (I \v\ " { : 2
|
204 [TVYV \ 3 45 6 [ 7
0_‘ | — ek f: e by———i.0), I; g
T T T T Pe— I T T Y T v - T y— -
25 ‘ 75 10 125 15, / 225 min

Tiempo de retencién (min)

p HO oH AN
s SO

X ot )
“ OH

OH

O\/
N HO n
Galangina OH Florizidina

HO ) S

H3C/,,,_” (0]
U & o Naringenina
HO ; “OH
OH
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Fig 19 Identificacion de flavonoides presentes en el extracto metandlico de P.
guineense.
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7.4. Concentracidon de metabolitos en los extiergteranetanoHedmge Psidium
guajava y Psidium guineense guayaba Extracto

El analisis CLAR permitié identificar cincd"ferlﬂéég@en ellé%tﬁécto metandlico de

Psidium guajava y dos en el extracto metanohco e ?’hs?glum gumeense En el cuadro
Stigmasterol

8 se observa que Psidium guajava presenta,mayQcpncenteacign de acido ursdlico

y acido oleandlico con respecto al extracto glgiRgithush guingersse.

Cuadro 8 Concentraciones de terpenos identificados en Psidium guajava y
Psidium guineense

Terpenos Mg/mg Terpenos pg/mg
guayaba Extracto tlahuanca Extracto

Ac. Ursodlico 157.66 Ac. Ursdlico 55.2

Ac. Oleandlico 16.03  Ac. Oleandlico 6.82
Estigmasterol 78.17
a-amirina 9.37
B-sitosterol 26.53

Se identificaron 7 flavonoides en los extractos metandlicos de ambas especies. En
el cuadro 9 se muestra que Psidium guineense presenta mayores concentraciones

de flavonoides en comparacion con los de Psidium guajava, excepto en la florizidina.

Cuadro 9 Concentraciones de flavonoides identificados en Psidium guajava y
Psidium guineense

Flavonoides  pg/mg Flavonoides  pg/mg
guayaba Extracto tlahuanca  Extracto

Rutina 4.24 Rutina 12.95

Florizidina 158.6 Florizidina 21.05
Miricetina 1.15 Miricetina 4.58
Quercetina 2.41 Quercetina 4.8
Naringenina 1.61 Naringenina 0.13
Apigenina 3.72 Apigenina 6.88
Galangina 2.74 Galangina 4.35
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7.5 Evaluacion farmacolégica del extracto metandlico de P. guajava

7.5.1 Efecto ansiolitico y actividad exploratoria del extracto administrado

En la figura 20 se observa que el extracto metandlico produjo un efecto ansiolitico
significativo en las dosis de 1 y 10 mg/kg (Figura 20 B y C) y un efecto sedante a
las dosis de 30, 50 y 100 mg/kg en los modelos experimentales: tablero con orificios
(B) y cruz elevada (C). También se observa una disminucion en la actividad
exploratoria en dichas dosis (A).
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Fig 20 Evaluaciéon del efecto ansiolitico y la actividad exploratoria del extracto
metandlico de Psidium guajava L. Modelo de actividad exploratoria (A), tablero con
orificios (B) y cruz elevada (C). Las barras representan el promedio + E.E.M. de seis
animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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7.5.2 Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico del extracto de
Psidium guajava

Como se puede observar en la Figura 21 A, solamente la dosis de 10 mg/kg del
extracto metandlico de las hojas de P. guajava modifica la latencia a la sedacion.
Los resultados de la duracién de la hipnosis (Fig. 21 C) muestran que todas las
dosis evaluadas incrementan significativamente la hipnosis en comparacién con el
grupo control, sin embargo, cabe destacar, el efecto hipnético mayor del extracto en

la dosis de 100 mg/kg.
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Fig. 21 Evaluacion del modelo de potenciacion de la hipnosis inducida por
pentobarbital sédico (42 mg/kg) del extracto metandlico de Psidium guajava (1, 10,
30, 50 y 100 mg/kg) y DZP (0.1 mg/kg) via i.p. Las barras representan el promedio
+ E.E.M. de seis animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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7.6 Evaluacién farmacolégica del extracto metandlico de P. guineense

7.6.1 Efecto ansiolitico y actividad exploratoria del extracto administrado

El extracto metandlico de Psidium guineense produjo una reduccion significativa de
la exploracion de los ratones en los tres modelos evaluados (Fig. 22). En la prueba
ambulatoria y en tablero con orificios se aprecia una disminucion significativa en la
actividad de los roedores en la dosis de 30 y 50 mg/kg (Fig. 22 Ay 22 B
respectivamente). En el modelo de brazos abiertos (Fig. 22 C), en todas las dosis
evaluadas se observa una mayor exploracion de los sujetos experimentales en

brazos cerrados, confirmando de esta manera, el efecto sedante del extracto.
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Fig 22 Evaluacion del efecto ansiolitico y la actividad exploratoria del extracto
metandlico de Psidium guineense Sw. Modelo de actividad exploratoria (A), tablero
con orificios (B) y cruz elevada (C). Las barras representan el promedio + E.E.M. de
seis animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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7.6.2 Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico del extracto de
Psidium guineense

En la Figura 23 A, el extracto metandlico de las hojas de Psidium guineense no
muestra modificacién en cuanto a la latencia a la sedacion. En este mismo sentido,
sélo las dosis de 10 y 50 mg/kg tienen un comportamiento similar al farmaco de
referencia y un efecto significativo con respecto al control (Fig. 23 B). Finalmente,
todas las dosis evaluadas, a excepcion de la de 1mg/kg, incrementan
significativamente la duracion del suefio, observandose un mayor efecto en las dosis
de 50 y 100 mg/kg (Fig. 23 C).
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Fig. 23 Evaluacién del modelo de potenciacién de la hipnosis inducida por
pentobarbital sddico (42 mg/kg) del extracto metandlico de Psidium guineense Sw.
(1, 10, 30, 50 y 100 mg/kg) y DZP (0.1 mg/kg) via i.p. Las barras representan el
promedio + E.E.M. de seis animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba de
Dunnett.
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7.7 Dosis letal 50

Los extractos metandlicos de ambas especies produjeron una mortalidad del 66.6%

en la dosis de 2000 mg/kg via i.p. Por el contrario, en la dosis de 1000 mg/kg no se

observaron efectos toxicos (pérdida de locomocion, paro respiratorio o muerte), ni

reduccion de peso significativo (Fig. 24). La evaluacion macroscépica de los

organos: estbmago, higado, rinones y corazon, realizada en los ratones, posterior

alos 14 dias de la administracion de los tratamientos, permitié apreciar que no hubo

cambios en los tejidos en éstos.
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Fig 24 Ganancia de peso en la prueba Dosis Letalso del extracto metandlico de
Psidium guajava y Psidium guineense en dosis de 1000 mg/kg y 2000 mg/kg
comparado con el testigo. Los puntos representan el promedio de peso + E.E.M. de
seis animales.
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8 DISCUSION

El analisis de CLAR permitié la identificacion de terpenos y flavonoides en los
extractos de ambas especies, difiriendo en el numero y concentracion de dichos
compuestos. Estudios previos, reportan la presencia de gran diversidad de
compuestos quimicos de extractos polares de P. guajava, los cuales varian en
presencia y cantidad dependiendo de la zona de colecta, clima, época del afio,
altitud y estado de crecimiento, siendo los flavonoides los compuestos de mayor

presencia en dichos extractos (Pérez et al., 2008).

Los terpenos representan una gran familia de compuestos y comprenden mas de
20,000 identificados, incluyendo acido ursélico (AU), el cual esta presente en P.
guajava y P. guineense, es un triterpeno, que existe, ya sea como acido libre o
glicosilado. En las ultimas décadas, ha habido una extensa investigacion para
explicar el potencial farmacoldgico de este compuesto, pues se ha informado que
tiene la capacidad de modular una variedad de vias asociadas con la supervivencia
y progresion del cancer, cardiovascular y lesiones neuronales de sefalizacion.
Ademas, los investigadores han sido capaces de sintetizar derivados de AU al hacer
modificaciones quimicas en la estructura basica que, ademas, conduce a mejorar

su potencial terapéutico y la dosis activa requerida (Kashyap et al., 2016).

P. guajava y P. guineense prensentan acido oleandlico (AO) que también es un
compuesto pentaciclico, ampliamente distribuido en todo el reino Plantae,
incluyendo plantas medicinales. EIl AO se aisl6 de mas de 1620 especies,
incluyendo Beta vulgaris L., Calendula officinalis L., Oleandra neriifolia L., Planax
ginseng, y muchos otras. Se han observado varias actividades farmacoldgicas de
dicho compuesto AO, tales como anti-inflamatorias, antioxidantes, contra el cancer,

y efectos hepatoprotectores (Melo, et al., 2016).

Ademas, se cuenta con un estudio en donde se demuestra que el AU y el AO

modulan los receptores GABA-A a través del sitio de unién de benzodiazepina. Asi
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mismo, demostraron actividad anticonvulsiva, ansiolitica y antidepresiva

significativa en los modelos evaluados en ratones (Khan et. al., 2016).

El extracto metandlico de Psidium guajava presenta fitosteroles, el estigmasterol y
el B-sitosterol. Al respecto, es bien sabido que los fitosteroles contribuyen a la
minimizacion del riesgo de las enfermedades coronarias del corazon, por lo tanto
se implementa en una variedad de productos alimenticios. El estigmasterol, en
particular, se aplica ampliamente en la industria farmacéutica aqui se emplea como
precursor de la vitamina D3, cortisona, andrégenos, estrégenos y progesterona.
Aparte de sus usos industriales conocidos, el estigmasterol se ha empleado
recientemente con éxito en muchos estudios de investigacion, donde se ha
demostrado que puede ayudar en la prevencidn de varios tipos de cancer, como de
ovario, préstata y mama. Jiménez (2013) reportd que al suministrar 3-sitosterol
aislado de Tilia americana var. mexicana en ratones y usar el modelo de cruz
elevada presenta efecto ansiolitico, ya que aumenta el tiempo de exploracion en
brazos abiertos y es mediado por el receptor GABAA/BDZ. También, Psidium
guajava cuenta con la presencia d a-amirina, la cual ha demostrado tener efectos
sobre el sistema nervioso central, al producir efectos anticonvulsivantes en el
modelo de pentilentetrazol (PTZ) y efectos ansioliticos en el tablero de brazos

abiertos de manera semejante al DZP (Mora-Pérez y Hernandez-Medel, 2015).

Los extractos metandlicos de hojas de Psidium guajava y Psidium guineense
cuentan con presencia de quercetina, o que coincide con lo reportado por Pérez, et
al. (2008) quienes registran su presencia en las hojas de P. guajava, en una
concentracion de (288.31 mg/kg), atribuyéndole la actividad antidiarreica. Debido a
esto, la empresa Genomma Laboratories México, S. A. de C. V. lanzé al mercado
un producto farmacéutico, el cual contiene 166.6 mg de extracto estandarizado de
hojas de P. guajava (flavonoides, equivalentes de 0.8 a 1.2 mg de quercetina)
llamado QG5®, esta indicado como auxiliar para el alivio de la colitis (Sll) y sus
sintomas como espasmo, inflamacién, dolor en el bajo vientre, gases y distension
abdominal. Asimismo, ayuda en el alivio de la diarrea aguda no infecciosa y el célico
menstrual de la dismenorrea primaria (DEF PLM, 2016).
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Por otro lado, se menciona que la quercetina, asi como algunos de sus glicosidos
identificados en especies del género Tilia, son potencialmente responsables de la
respuestas sedante y ansiolitica de este género (Aguirre-Hernandez et al., 2009;
Aguirre-Hernandez et al., 2010). Asi mismo, la quercetina ha mostrado efectos
ansioliticos y antidepresivos en experimentos con animales. No obstante, dicho
flavonoide en funcion de la dosis, aumenta el tiempo de interaccién social,
disminuyendo el tiempo de inmovilidad. También, minimiza los cambios en el
comportamiento de los animales, tales como la prueba de nado forzado o
inmovilizacién. Varios posibles mecanismos podrian explicar la capacidad de
quercetina para mejorar el estado de animo, ya que pruebas in vitro e in vivo indican
inhibe la monoamina oxidasa A, mientras que experimentos in vivo indican que
disminuye los niveles de estrés en el cerebro inducido por el factor liberador de
corticotropina (CRF), que esta asociado con la ansiedad y la depresion. Ademas, el
tratamiento de quercetina también reduce los aumentos inducidos por el estrés,
tanto de la corticosterona en plasma y la hormona adrenocorticotrépica (D'Andrea,
2015).

Otro flavonoide identificado en ambas especies fue la rutina. Se sabe que las
plantas aumentan la produccion de ésta aglicona glicosilada como mecanismo de
defensa (Rice-Evans, et. al., 1997). Esta propiedad de las plantas es también una
ventaja en la medicina popular, ya que pueden usarse como tranquilizantes, entre
otras propiedades terapéuticas. Con respecto a la importancia de la rutina como
compuesto ansiolitico y sedante, se ha demostrado que éste ademas de la
quecetina y el kaempferol tienen actividad sobre el Sistema Nervioso Central que
involucra al sistema inhibidor GABAérgico (Salgueiro et. al., 1997; Viola et. al., 1994;
Priprem et. al., 2008;). Asi mismo, el efecto ansiolitico de la mezcla de quercetina y
rutina son mediadas por sistemas GABAérgicos y serotoninérgicos (Nassiri-Asl et
al., 2008).

Hay evidencia de la presencia de flavonoides en Psidium guajava que han sido

reportados en otras especies medicinales, por ejemplo, la apigenina presente en
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especies pertenecientes a los géneros Matricaria, Passiflora y Perilla, comunmente
utilizadas por sus propiedades ansioliticas, sedantes y antidepresivas (Losi et al.,
2004). Aunque la apigenina no es el flovonoide mayoritario en Psidium guajava,
cuenta con estudios en donde la dosis de 1 mg/kg de ésta, administrada via i.p.,
aumenta el numero de entradas y el tiempo en los brazos abiertos de los ratones
(Avallone et al., 2000).

La naringenina (aglicona) identificada en ambas especies cuenta con estudios
sobre su participacion en los efectos ansioliticos y sedantes en ratones (Fernandez
et al., 2006, 2009). Este metabolito no mostrd efecto sobre la actividad locomotora
espontanea en una dosis de 15 mg/kg, i.p. (Fernandez et al., 2006), pero su
presencia se asocio a las respuestas ansioliticas y sedantes de Mentha aquatica
(100 mg/kg, i.p.) (Anderson et al., 2012). Lo anterior apoya los resultados obtenidos
en este estudio, ya que la naringenina produjo efecto ansiolitico en la prueba de
brazos abiertos y tablero con orificios sin alterar la actividad exploratoria en campo

abierto.

La galangina, florizidina y miricetina presentes en el extracto metandlico de P.
guajava y P. guineense no cuenta con estudios sobre sus efectos
ansioliticos/sedantes, sin embargo, de la galangina, se mencionan sus actividades
contra cancer de higado (Su et al., 2013) y para el tratamiento de la dermatitis
atopica. La mayoria de los estudios revisados, mencionan el uso de la florizidina
para tratar la diabetes, la obesidad, la hiperglucemia de estrés y su actividad
antioxidante (Gosch et al, 2010). Finalmente, para la miricetina se reporta su efecto
antioxidante (Hou et al., 2004).

En el analisis por CLAR de ambas especies, se presentan picos cromatograficos no
identificados, los cuales podrian ser compuestos que pueden tener algun efecto en
los modelos biologicos evaluados, por lo que es importante que se continie con

esta investigacion para identificar dichos compuestos activos.
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Los resultados farmacoldgicos obtenidos demuestran que los extractos metandlico
de las hojas de Psidium guajava y Psidium guineense, producen efectos depresores
sobre el SNC. Ambos extractos, administrados por via i.p. incrementaron el tiempo
de suefo en los ratones en la prueba de potenciacion de hipnosis inducida por PS.
En el caso de Psidium guajava, se observa una respuesta ansiolitica a dosis bajas
y efecto sedante a dosis mayor de 10 mg/kg en los modelos donde fue evaluada.
Dicha actividad ansiolitica del extracto se ratifica al comparar la respuesta obtenida
con la dosis de DZP, ya que anteriormente se ha demostrado que a ciertas dosis,
este farmaco aumenta el tiempo de exploracién en brazos abiertos (Ariza et al.,
2006) y disminuye la respuesta obtenida en el modelo de tablero con orificios
(Redolat et al., 2005). Por el contrario, Psidium guineense posee un efecto sedante
muy potente en todas las dosis evaluadas, reportado por primera vez en este
trabajo. Por lo tanto, produjo una disminucion significativa del tiempo de exploracion
en todas las dosis evaluadas, tanto en el modelo de cruz elevada como en el de

tablero con orificios.

El modelo de hipnosis inducida con pentobarbital sédico (42mg/kg, i.p.) se basa en
confirmar el efecto depresor de cualquier sustancia que esté a prueba, asi como
determinar si hay sinergia de potenciacion del efecto con dicho compuesto
sedante/hipnético (Gonzalez-Trujano et al., 1998). Los resultados senalan que los
efectos depresores de los extractos metandlicos de Psidium guajava y Psidium
guineense potencializan el efecto del pentobarbital sédico, probablemente por un
mecanismo de accion similar al del farmaco. Los resultados de Psidium guajava en
esta prueba, confirma el trabajo de Pérez et al. en 2008, quien utilizando extractos
de la misma naturaleza obtuvieron una respuesta similar, ya que produjeron una
prolongacion del tiempo de suefio dependiente de la dosis inducido por

pentobarbital sodico.

Los resultados obtenidos de P. guineense sefialan un efecto depresor del Sistema
Nervioso Central en todas las dosis administradas que se relaciona a la sedacion,
debido a la presencia de compuestos quimicos de diferente naturaleza, como la
quercetina, rutina y apigenina. El presente estudio muestra evidencia del potencial
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de esta especie para el tratamiento de la ansiedad, proporcionando una nueva
alternativa de uso en la Medicina Tradicional Mexicana. Ademas, es el primer
trabajo que muestra el perfil quimico de Psidium guineense y sus propiedades

sedantes.

P. guajava mostro efectos ansioliticos en dosis bajas, indicando una posible sinergia
entre los compuestos presentes como la quercetina, rutina, apigenina, a-amirina y
B-sitosterol, los cuales presentan evidencia de efectos ansioliticos. Los resultados
apuntan el uso de Psidium guajava como producto ansiolitico, complementario a

sus propiedades antidiarreicas, antibacterianas y antioxidantes ya reportadas.

Con base en lo mencionado anteriormente, se muestran diferencias en la
concentracion de flavonoides identificados en ambas especies y la presencia de
mayor cantidad de terpenos en Psidium guajava en comparacion con Psidium
guineense, lo que puede sugerir el efecto ansiolitico de Psidium guajava y el efecto
sedante de Psidium guineense, porque se menciona previamente que a-amirina y

B-sitosterol, ausentes en Psidium guineense, tienen propiedades ansioliticas.

En cambio, las altas concentraciones de flavonoides presentes en Psidium
guineense en comparacion con Psidium guajava, sugieren ser los principales
compuestos involucrados en el efecto sobre el sistema nervioso central, ya que se
observa una disminucion en la actividad exploradora en los diferentes modelos
evaluados, por tal motivo se considera que son los responsables de la actividad

sedante.

Con base en la DLso calculada, se sugiere el uso terapéutico de ambas especies en
dosis menores a 1000 mg/kg i.p. y 2000 mg/kg p.o., tomando en cuenta los modelos

bioldgicos empleados.
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9 CONCLUSION

Los resultados farmacolégicos muestran la actividad depresora sobre el SNC de P.
guajava y P. guineense, proponiendo su uso terapéutico para los trastornos de
ansiedad. La dosis letal cincuenta (DLso) sugiere que la administracién oral de los

extractos es segura al menos en dosis aguda.

Se identificaron principalmente terpenos y flavonoides en los extractos metandlicos
de ambas especies, y de acuerdo con las referencias bibliograficas se proponen

como los responsables de los efectos ansiolitico y sedante.
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10 RECOMENDACION

A la comunidad de Zacango, municipio de Olinala, Guerrero, se les propone el uso
terapéutico adicional de Psidium guajava como ansiolitico y Psidium guineense

como producto sedante, con base en los resultados obtenidos.
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12. ANEXOS

Cromatogramas del analisis por CLAR de los estandares de terpenos presentes en
Psidium guajava y Psidium guineense
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