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RESUMEN

Salvia semiatrata Zucc. (Lamiaceae) es una especie utilizada en la medicina tradicional
de Santiago Huauclilla, Oaxaca, México, como tranquilizante y para el alivio del dolor. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto ansiolitico y antinociceptivo de las partes
aéreas de S. semiatrata y la identificacion de, al menos, un metabolito activo. Los
extractos organicos fueron obtenidos por maceracion utilizando disolventes de polaridad
creciente (hexano, acetato de etilo, mezcla de acetona/metanol 1:1 y metanol), y el
extracto acuoso mediante decoccion vy liofilizacién. Se determiné la toxicidad oral aguda
de los extractos por medio del protocolo de la OCDE (2001). Para la valoraciéon
farmacologica se utilizaron ratones macho CD-1, los cuales fueron evaluados en los
modelos de campo abierto, tablero con orificios, cruz elevada y potenciacién de la
hipnosis, inducida con pentobarbital sddico, para determinar el efecto ansiolitico/sedante,
mientras que la actividad antinociceptiva fue valorada con la prueba de estiramiento
abdominal o “Writhing”. Los extractos fueron analizados mediante técnicas
cromatograficas (capa fina, columna, CLAR y CG-EM). La estructura del compuesto
aislado fue determinada por RMN-'H y cristalografia. De acuerdo con la OCDE, los
extractos organicos y acuoso de S. semiatrata, evaluados a la dosis de 2000 mg/kg fueron
clasificados en la categoria cinco (no toxicos). Asimismo, los extractos de baja y mediana
polaridad presentaron efectos ansioliticos y antinociceptivos significativos con respecto
al control, en los cuales mediante CLAR se identificaron terpenoides como a-amirina,
acido oleandlico, acido ursélico, estigmasterol y B-sitosterol y los flavonoides quercetina
y naringenina, los cuales posiblemente sean los responsables de dichos efectos. El
fraccionamiento de los extractos activos permitio la identificacion mediante CG-EM, de
acidos grasos, triterpenos y sesquiterpenos, tales como: acido palmitico, B-sitosterol,
fucostanol, fucosterol, espatulenol, fitol y éxido de cariofileno. También, del extracto de
acetato de etilo se aisld y caracterizo el diterpeno neo-clerodano, 7-ceto-neoclerodan-
3,13-dien-18,19:15,16-diolida, el cual mostro efectos ansiolitico-sedante y antinociceptivo
en las dosis evaluadas (0.1, 1 y 10 mg/kg). Los resultados evidencian el uso como
ansiolitico y analgésico de S. semiatrata en la medicina tradicional, donde compuestos
de naturaleza terpénica, ya conocidos y el diterpeno neo-clerodano aislado por primera

vez en esta especie son parcialmente responsables de dichas actividades.
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ABSTRACT

Salvia semiatrata Zucc. (Lamiaceae) is a species used in the traditional medicine of
Santiago Huauclilla, Oaxaca, Mexico, as a tranquilizer and for pain relief. The objective of
this study was to evaluate the anxiolytic and antinociceptive effect of the aerial parts of S.
semiatrata and the identification of at least one active metabolite. The organic extracts
were obtained by maceration using solvents of increasing polarity (hexane, ethyl acetate,
acetone / methanol mixture 1: 1 and methanol), and the aqueous extract by decoction and
lyophilization. The acute oral toxicity of the extracts was determined by means of the
OECD protocol (2001). For the pharmacological assessment, male CD-1 mice were used,
which were evaluated in open-field, hole-board, elevated cross and potentiation of
hypnosis induced with sodium pentobarbital models, to determine the anxiolytic / sedative
effect, while the antinociceptive activity was assessed with the abdominal stretch test
Writhing. The extracts were analyzed by chromatographic techniques (thin layer, column,
HPLC and GC-MS). The structure of the isolated compound was determined by *H-NMR
and crystallography. According to the OCDE, the organic and aqueous extracts of S.
semiatrata evaluated at the dose of 2000 mg / kg were classified in category five (non-
toxic). Likewise, the extracts of low and medium polarity presented significant anxiolytic
and antinociceptive effects with respect to the control, in which terpenoid such as a-amirin,
oleanolic acid, ursolic acid, stigmasterol and B-sitosterol were identified by HPLC. The
guercetin and naringenin flavonoids, which are possibly responsible for these effects. The
fractionation of the active extracts allowed the identification by GC-MS of fatty acids,
triterpenes and sesquiterpenes, such as: palmitic acid, B-sitosterol, fucostanol, fucosterol,
spatulenol, phytol and caryophylene oxide. Also, from the ethyl acetate extract, diterpene
neo-clerodano, 7-keto-neoclerodan-3,13-dien-18,19: 15,16-diolide was isolated and
characterized, which showed anxiolytic-sedative and antinociceptive effects in the doses
evaluated (0.1, 1 and 10 mg/ kg). The results show the use as an anxiolytic and analgesic
of S. semiatrata in traditional medicine, where already known terpenic nature compounds
and neo-clerodano diterpene isolated for the first time in this species are partially

responsible for these activities.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, las plantas han sido valoradas por su capacidad curativa, de tal
forma que en la actualidad las plantas medicinales son utilizadas como terapia
complementaria y alternativa en el tratamiento de diversas enfermedades y como materia
prima en la elaboracion de fitofarmacos y medicamentos. En los Ultimos afios, las
investigaciones han estado encaminadas a validar el uso tradicional de los remedios

herbolarios, asi como el aislamiento de compuestos activos (Kantati et al., 2016).

En México, las plantas medicinales son de gran importancia, ya que, a pesar de los
diferentes cambios y pérdidas de conocimientos en las nuevas generaciones sigue
vigente su uso como terapéutica tradicional debido a su eficacia y demanda (Aguilar et
al., 1994; Gispert, 2008). Al respecto, Taddei-Bringas et al., (1999) menciona que
aproximadamente el 90% de la poblacion mexicana utiliza frecuentemente las plantas

medicinales.

Actualmente, los trastornos de ansiedad y la depresion son enfermedades psiquiatricas
de alta prevalencia en todo el mundo (Griebel y Holmes, 2013). Las benzodiacepinas,
antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la recaptura de serotonina son algunos de
los farmacos de eleccidn para el tratamiento de la ansiedad; sin embargo, el uso cronico
de éstos produce tolerancia y una alteracion en el tratamiento puede inducir un sindrome
abrupto de abstinencia asi como otros efectos como sedacion, relajacion muscular y
somnolencia (Dell'osso y Lader, 2013; Lopez-Rubalcava y Estrada, 2016). Por otro lado,
el dolor abdominal, es la razén de atencion en medicina de urgencia de hasta 3,218
pacientes en un lapso de 3 meses (Chavarias, 2010). Los farmacos que tienen la
capacidad de aliviar el dolor son denominados analgésicos y existen principalmente dos
grupos, los opioides y los antiinflamatorios no esteroidales, los cuales, debido a su uso
sin prescripcion médica, han ocasionado efectos tales como problemas cardiovasculares
y renales, entre otros (Jiménez, 2003). Por lo anterior los remedios herbolarios

representan una alternativa para el tratamiento de diversos padecimientos.
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Tanto en épocas pasadas como en la actualidad, las salvias han sido utilizadas por su
amplio espectro de usos en medicina tradicional mexicana, por ejemplo, se utilizan para
el tratamiento de padecimientos gastrointestinales, como disenteria y diarrea. Asi como
para efectos como tranquilizante, en limpias, el susto, el mal de ojo, como somnifero y
para el dolor de cabeza, entre otros (Argueta, 1994). Se han reportado efectos ansioliticos
y analgésicos en especies como S. guaranitica, S. haematodes, S. lerrifolia. S.
miltiorrhiza, S. coccinea, S. elegans, S. lavanduloides, entre otras (Imanshahidi y
Hosselnzadeh, 2006).

De aproximadamente 138 especies de salvias estudiadas se han aislado y caracterizado
aproximadamente 760 metabolitos secundarios. El tipo de compuesto que destaca en
este género son los terpenos y los polifenoles (Wu, 2012). Compuestos de naturaleza
terpénica como las salvinorinas y la tilifodidlida se les han atribuido propiedades
ansioliticas y antinociceptivas (John et al., 2006; Braida et al., 2009; Maione et al., 2009;
Gonzalez-Chéavez et al., 2018). Asimismo, compuestos como el 6xido de cariofileno y la
miricetina cuentan con estudios que demuestran su propiedad antinociceptiva (Fidyt et
al., 2016; Chavan et al., 2010; Rosas-Martinez, 2019).

Salvia semiatrata Zucc. (Lamiaceae) es un arbusto de 1 a 2 m de altura, con flores
moradas y periodo de floracion entre junio-octubre. Esta especie es comun en los
bosques de pino-encino del estado de Oaxaca (Martinez-Gordillo et al., 2013). Esquivel
(1986) describié por primera vez dos metabolitos de tipo diterpeno neo-clerodano
obtenidos a partir de la purificacion del extracto de acetona de la parte aérea de S.
semiatrata: el 7a-hidroxi-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-didlida y la semiatrina. De
ambos compuestos, se ha reportado el efecto anti alimentario en Spodoptera littoralis,
demostrando a la semiatrina como un potente antialimentario (Simmonds, 1996). Otros
metabolitos de tipo diterpeno aislados y caracterizados de la raiz de S. semiatrata son la
horminona, la tilifolidiona y el 20-norinuroyleanol, los cuales tienen propiedades

antibacterianas y citotoxicas (Esquivel et al., 2005; Nicolas et al., 2013).

Un estudio etnobotanico realizado previamente en la localidad de Santiago Huauclilla,
Oaxaca, permitio identificar alrededor de 114 especies vegetales Utiles en el tratamiento

de varios padecimientos, destacando el género Salvia, cuyas especies son ampliamente
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utilizadas como desinflamatorias, analgésicas, para el dolor de estdbmago, diarrea,
nerviosos e insomnio. S. semiatrata es utilizada en esta comunidad como cicatrizante,
desinflamatorio, para el dolor de oido, dolor estomacal y para los trastornos nerviosos
(Nambo, 2015). A pesar de la gran importancia que tienen las especies de dicho género
como plantas medicinales en Santiago Huauclilla, Oaxaca, es necesario ampliar la
informacion cientifica de su fitoquimica y farmacologia. Por ello, en esta investigacion se
pretende evaluar el efecto ansiolitico y antinociceptivo de los extractos de S. semiatrata,
asi como, identificar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en los extractos

activos.
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2. JUSTIFICACION

A pesar del uso medicinal de las salvias en las comunidades rurales de México, pocas
de ellas han sido estudiadas fitoquimica y farmacol6gicamente. S. semiatrata es utilizada
en la comunidad de Santiago Huauclilla, Oaxaca, para aliviar tanto la ansiedad como el
dolor preparada en forma de té. La prevalencia de los trastornos de ansiedad y del dolor,
especificamente el dolor de tipo abdominal, en México es significativa. Las alternativas
de terapéutica para estas afecciones son escasas, y si bien son eficaces causan diversos
efectos adversos. Lo anterior conlleva a la blusqueda de nuevas alternativas eficaces,
tratando de disminuir los efectos adversos severos. Una opcion es el uso de especies

vegetales medicinales como las del género Salvia.

En este estudio se plantea llevar a cabo la evaluacion quimica y biolégica de S. semiatrata
mediante la valoracion del efecto ansiolitico en los modelos experimentales de campo
abierto, tablero con orificios, cruz elevada y potenciacion de la hipnosis con pentobarbital
sodico y de dolor con el modelo de estiramiento abdominal o “Writhing”. Estas son
pruebas validadas y utilizadas ampliamente para la evaluacion farmacolégica de los
efectos ansioliticos y antinociceptivos que presentan los extractos de plantas

medicinales.
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3. OBJETIVO

Objetivo general:

Evaluar el efecto ansiolitico y antinociceptivo de S. semiatrata y caracterizar al menos

uno de los compuestos activos.

Objetivos particulares:

1. Obtener los extractos organicos y acuoso de S. semiatrata.
2. Determinar la toxicidad oral aguda de los extractos crudos.

3. Evaluar el efecto ansiolitico de los extractos crudos y los compuestos aislados
mediante las pruebas de actividad ambulatoria, tablero con orificios, cruz elevada y

potenciacion de hipnosis inducida por pentobarbital sédico.

4. Evaluar el efecto antinociceptivo de los extractos crudos y los compuestos aislados

mediante la prueba de estiramiento abdominal.

5. Aislar e identificar los compuestos presentes en los extractos activos de S. semiatrata

mediante técnicas cromatogréficas y espectroscopicas.

4. HIPOTESIS

Si los extractos de S. semiatrata tienen compuestos con actividad depresora sobre el

SNC entonces producirdn efectos como ansiolitico y/o antinociceptivo en ratones.
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5. ANTECEDENTES

5.1. Medicina tradicional

Toda sociedad, independientemente de su origen histérico o de su localizacion
geografica, forja en algin momento de su desarrollo un sistema de salud. En el caso de
las comunidades indigenas rurales de México han creado la medicina tradicional: la cual
es un sistema de conceptos, creencias, practicas y recursos materiales y simbdlicos -
destinado a la atencién de diversos padecimientos y procesos desequilibrantes-, cuyo
origen se remonta a las culturas prehispanicas. Las expresiones empleadas para
designarla son abundantes: medicina indigena, medicina paralela, medicina popular,
medicina natural, medicina herbolaria, etnomedicina, etc. Sin embargo, el término
universalizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es "medicina tradicional”
(Zolla, 2005).

El principal recurso curativo de la medicina tradicional son las plantas, ya que desde los
albores de la historia de la humanidad, la flora ha sido un acompafante vital y
trascendental y el hombre, al conocer y manipularla ha ido descubriendo sus
propiedades, entre ellas las curativas, y las ha empleado para aliviar sus dolencias
(Velasco, 1999).

Los médicos tradicionales sistematizaron el conocimiento sobre las propiedades de las
plantas y su aplicacion en el tratamiento de las enfermedades. Dicho conocimiento se
refleja en escritos como el Cdédice de la Cruz-Badiano (1552), el Cédice Florentino (1577)
escrito por Bernardino de Sahagun y la Historia de las Plantas de la Nueva Espafia (1571-
1576) de Francisco Hernandez de Toledo (Lozoya, 1999).

El volumen 1y Il de la real Expedicion Botanica a Nueva Espafa: 1787-1803 de José
Mariano de Mocifio y Martin Sessé, el libro de Relaciones geogréficas del siglo XVI:
Nueva Galicia de Rene Acufa, que fueron impresos en los afios de 2010 y 2017,
respectivamente, reflejan conocimiento de la medicina tradicional de la época que se

dicta en sus titulos. En el México contemporaneo destaca la obra de Maximino Martinez:
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las plantas Medicinales de México (1934) y el Atlas de la Medicina Tradicional Mexicana
(1994).

En estas obras se enfatiza, no solo la diversidad natural y cultural de México, sino también

la inventiva y riqueza del saber popular.

5.2. Plantas medicinales

La Organizacion Mundial de la Salud (1979) define a una planta medicinal como
“Cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propositos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir como precursores para

la sintesis de nuevos farmacos”.

En México existen cerca de 30,000 diferentes especies de plantas con flor, de las cuales
se ha calculado que, no menos de una quinta parte, cuenta con propiedades medicinales
significativas (Hersch, 1999). Las principales familias botanicas a las cuales pertenecen
estas especies son: Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Malvaceae,
Rosaceae, Solanaceae y Verbenaceae. Algunos ejemplos de plantas comunmente
empleadas son gordolobo (Gnaphalium sp.), eucalipto (E. globulus), hierbabuena
(Mentha sp.), manzanilla (Matricaria chamomilla) y nopal (Opuntia sp.), para tratar
enfermedades respiratorias, desordenes digestivos, afecciones en los ojos y diabetes.
De acuerdo con un estudio realizado en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
se estima que aproximadamente el 90% de la poblacién hace uso de las plantas
medicinales (Aguilar, 1994; Taddei-Bringas, 1999).

Otra perspectiva que realza la importancia de las plantas medicinales es su aplicacién en
la medicina moderna. Entre otras, son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean
como materia prima para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos,
la estructura quimica de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboracion
de farmacos sintéticos y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos

en la busqueda de nuevos medicamentos.

Entre algunos de los compuestos de origen vegetal con alto valor que son utilizados hoy

en dia se pueden mencionatr:
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La digoxina extraido de Digitalis lanata, la cual sirve para tratar problemas cardiacos. La
artemisinina extraida de Artemisia annua es empleada contra la malaria. La codeina y
morfina son dos eficaces y potentes analgésicos extraidos de Papaver somniferum. La
vincristina, la camptotecina, la podofilotoxina y el taxol extraidos de Catharanthus roseus,
Camptotheca acuminata, Podophyllum sp. y Taxus brevifolia, respectivamente, son
empleados como antineoplasicos. Debido a hechos como éstos, la OMS ha promovido el
estudio de las plantas como fuente de medicamentos, dentro del programa “Salud para
todos en el afio 2000”. A pesar de lo anterior, se estima que la validacion quimica,
farmacologica y biomédica de los principios activos de las plantas medicinales se ha

llevado a cabo sélo en 5% de estas especies (Ocegueda, 2005).

No obstante, en muchos paises ha ocurrido una pérdida importante del conocimiento
tradicional trasmitido de padres a hijos sobre el uso de plantas medicinales, y por lo tanto
su uso se ha vuelto indiscriminado, debido entre otras cosas a el acceso limitado a la
seguridad social y al alto costo de los medicamentos de patente, teniendo como
consecuencia el desconocimiento de la dosificacion exacta de las plantas y la
combinacion con medicamentos alopatas que generan efectos indeseables para la salud

de la poblacion (Bermudez, 2005; Magallanes, 2013).

Con base en todo lo anterior, el estudio de las plantas medicinales se vuelve cada vez
mas importante, tanto para dar un respaldo a la medicina tradicional como para la

obtencion de principios biolégicamente activos.

5.3. Distribucion de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae, incluye 240 géneros y 7200 especies. Esta se encuentra en el
sexto lugar por su riqueza cosmopolita (Harley y Pastore, 2012). México cuenta con 33
géneros y 598 especies, de las cuales 66.2% son endémicas. Los géneros mejor
representados de esta familia son Salvia, Scutellaria, Stachys e Hyptis y se encuentran

ampliamente distribuidos, principalmente a lo largo de las zonas montafiosas y de manera
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primordial en el eje neovolcanico transversal (Martinez-Gordillo, 2013). Con

aproximadamente 1000 especies, el género Salvia es el mas diverso de esta familia.

5.4. El género Salvia en México

De las casi 100 especies a nivel cosmopolita del género Salvia; 312 se encuentran en
México y el 43.22% son endémicas (Martinez-Gordillo et al., 2011). Los estados con
mayor riqueza de salvias son Oaxaca (63), Guerrero (51), Puebla (50), Jalisco (49) y
Michoacan (48) (Ramamoorthy y Eliot, 1998). Debido a la complejidad y diversidad, el
género Salvia se clasifica en cuatro subgéneros: Calosphace, Salvia, Sclarea y Leonia.
El subgénero méas grande es Calosphace con aproximadamente 500 especies agrupadas
en 105 secciones, de las cuales, 298 se hallan en México (Olvera, 2017). Salvia

semiatrata, pertenece al subgénero Calosphace, seccion Scorodonia (Jenks, 2013).

Con el nombre de salvias se conoce una serie de plantas, pertenecientes al género
Salvia. En México, en diversas comunidades rurales también son conocidas como mirtos.
El nombre Salvia, deriva del latin salvare (ser salvado) debido a sus cualidades curativas,

gue son conocidas desde la antigliedad y gozan de la consideracién de panacea.

Las salvias son hierbas anuales y perennes, arbustos y raramente arbustos trepadores,
con tallos tetragonos, hojas simples, opuestas y decusadas, carentes de estipulas y flores
en inflorescencias bracteadas, cimosas o racemosas. Las flores son zigomorfas y
pentameras, con caliz bilabiado, persistente, con 5 sépalos, parcialmente connados en
una estructura tubulosa. La corola esté constituida por 5 pétalos soldados (Hernandez-
Agero, 2002).

De las aproximadamente 1000 especies del género Salvia solo el 14% cuentan con

estudios de tipo etnobotanico, fitoquimico y/o farmacolégico, y de ese porcentaje solo el

5% son especies mexicanas (Wu, 2012) (Figura 1).
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+ 1000 especies de Salvia a nivel mundial

+ 138 cuentan con estudios de tipo etnobotanico,
fitoquimico y farmacolégico (14%)

s 47 especies son mexicanas (5%)

Figura 1. Porcentaje de especies del género Salvia con estudio etnobotanico, fitoquimico y/o

farmacoldgico.

5.5. Salvia en la medicina tradicional mexicana

Tanto en épocas pasadas como en la actualidad, las salvias han sido utilizadas por su
amplio espectro de usos en medicina tradicional mexicana, por ejemplo, se utilizan para
el tratamiento de padecimientos gastrointestinales, como disenteria, diarrea, colicos,
vomito, indigestion y pérdida de apetito. Asi como para efectos como tranquilizante, en
limpias, susto, mal de ojo, como somnifero, como sedante, para el llanto, para la
inquietud, para el dolor de cabeza, entre otros. Otros usos que se le han atribuido a
especies del género Salvia son para tratar el reumatismo, problemas de piel como los
granulomas, para infecciones de los ojos y para bafos postparto (Argueta, 1994; Jenks
& Seung-Chul, 2013).

Un ejemplo de que las salvias son utilizadas desde tiempos prehispanicos es el libro de
Francisco Hernandez de Toledo. En el tomo | se puede leer lo siguiente respecto a las

propiedades curativas de estas especies:

“‘Ademas, algunas especies, S. longispicata por ejemplo, se emplean como

sudorificas”.

‘Las semillas de algunas especies de este género se usan como bebida
refrescante. En Guerrero se utiliza el cocimiento de una Salvia sp. para curar granos y

contusiones”.
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“S. lavanduloides, conocida también como “cantueso” es empleada para combatir

la caida del pelo”.

“S. polystachia “Chia”, la semilla es usada para preparar bebidas refrescantes,
agregando limon y azlcar; en Veracruz es utilizado este refresco para los que padecen

diarreas”.

En la actualidad, en México, las salvias siguen siendo muy empleadas para tratar
diferentes padecimientos. En el cuadro 1, se describen algunos usos de las salvias.

Cuadro 1. Usos en la medicina tradicional mexicana de algunas especies de género Salvia.

Especie Estado Usos Referencia
S. amarissima Meseta Inflamacion de la piel. Esquivel-
Ortega. purépecha, Garcia, 2018
Michoacan
S. cinnabarina Chiapas Reumas, enfermedades Cruz-Jiménez,
Vahl. respiratorias. Ansiolitica. 2014,
Dominguez-

Vazquez, 2002

S. circinata Cav. Santiago Diarrea, dolor estomacal, Nambo, 2015
Huaclilla, somnifero.
Oaxaca
S. divinorum Oaxaca (Etnia Antidiarreico, antianémico, Valdéz,1983
Epling & Jétiva. mazateca) dolor de cabeza vy
reumatismo, rituales
espirituales.
S. elegans Vahl. Huasca de Insomnio de los nifios. Molina-
Ocampo, Antidepresivo y ansiolitico. Mendoza, 2012
Hidalgo
S. hispanica L. La Mesa, Suplemento alimenticio. Cruz-Jiménez,
Nayarit 2014, Canhill,
2003
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S. lavanduloides Tetela del Dolor de estébmago. Ortega-Cala,
Kunth. volcén, 2019
Morelos
S. leucantha Cawv. Meseta Cuidado de la piel. Esquivel-
purépecha, Garcia, 2018
Michoacan
S. mexicana L. Meseta Mordidas de  insectos. Esquivel-
purépecha, Erupciones cutaneas. Garcia, 2018
Michoacan
S. microphylla Huasca de Insomnio de los nifios, Molina-
Cav. Ocampo, fortalecer los huesos, susto Mendoza, 2012
Hidalgo, de los nifios y empacho de
Hidalgo los bebés.
S. microphylla Meseta Erupciones cutaneas, Esquivel-
Cav. purépecha, hematomas, inflamacion de Garcia, 2018
Michoacan la piel.
S. microphylla Santiago Padecimientos del sistema Pérez-Nicolas,
Cav. Camotlan, digestivo y genitourinarios. 2017
Oaxaca
S. patens Cav. Huasca de Bafios a nifios de tres meses Molina-
Ocampo, en adelante, para calentar Mendoza, 2012
Hidalgo las coyunturas y puedan
empezar a caminar, asi
como para heridas
infectadas.
S. purpurea Cav. Santiago Dolor de muelas. Nambo, 2015
Huaclilla,
Oaxaca
S. purpurea Cav. Chiapas Diarrea Dominguez-

Vazquez, 2002
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S. splendens K. Oaxaca Efecto antidiabético. Castro, 2014

S. tilifolia Vahl. Huascade  Abscesos o cuando setenga Molina-
Ocampo, una espina enterrada, asi Mendoza, 2012
Hidalgo como para las heridas
infectadas.

5.6. Farmacologia del género Salvia

Diversos extractos organicos y acuosos de salvias han sido evaluados ampliamente. Por
ejemplo, S. miltiorrhiza 'y S. divinorum, la primera del viejo mundo y la segunda del nuevo
mundo. Estudios respaldan el uso de S. miltiorrhiza para combatir enfermedades
cardiovasculares, la aterogénesis, la hipertension, la hiperlipidemia, la trombosis, el dolor
crénico neuropatico, entre otras (Chun-Yan et al.,, 2015). Por otra parte, los efectos
antiinflamatorios, analgésicos y neurotroficos de S. divinorum han sido reportados
(Coffeen & Pellicer, 2019).

En el cuadro 2 se resumen algunos extractos obtenidos del género Salvia que han sido

evaluados en modelos de ansiedad y dolor.

Cuadro 2. Farmacologia de algunos extractos del género Salvia

Especie Extracto/parte Modelo/efecto Dosis/admén./ Referencia

usada cepa
S. Etandlico/raiz Cruz 100 mg/kg/i.p./  Lobina et al.,
miltiorrhiza elevada/ansioli rata Wistar 2018
tico macho
Aceite Cruz 100, 200 Liu et al.,
esencial/aérea elevada/ansioli mg/kg/p.o./rata 2015
tico Sprague

Dawley macho

S. elegans  Hidroalcohdlic Cruz elevaday 125, 1000, Mora et al.,

o/hojas y flores campo 2000 2006
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abierto/ansioliti

mg/kg/p.o./rata

co Wistar macho
S. reuterana  Hidroalcohdlic  Cruz elevaday 100 Rabbani et al.,
o/aérea campo mg/kg/i.p./ratén 2005
abierto/ansioliti  Syrian macho
co
S. verticillata  Hidroalcohdlic Cruz elevaday 125, 250, 500, Naderi et al.,
o/aérea campo 100, 2000,4000 2011
abierto/ansioliti mg/kg/p.o./
co raton NMRI
macho
S. lerrifolia Acuoso/hojas Potenciacion 1150,1570 Hosseinzadeh
de la hipnosis mg/kg/p.o./rat6 et al., 2008
con n albino macho
pentobarbital
sodico/ efectos
sobre el SNC
S. Acetona/metan Writhing/formal 250,500,1200m  Al-Yousuf et
aegyptiaca ol/aérea ina/campo g/kg/p.o./ratdn al., 2002
abierto/nocice  albino macho
pcién/sedacién
S. africana-  Acuoso/hojas Writhing 200, 400 Amabeoku et
lutea mg/kg/p.o./ratd al., 2001
n albino macho
S. Etandlico/hoja  Formalina/cam 100 Santos et al.,
lachnostachy S po mg/kg/p.o./rata 2017
S abierto/nocice  Wistar macho

pcién/sedacion



S. hypoleuca Metandlico/acu Placa 190 Karami et al.,

oso/aérea caliente/nocice mg/kg/i.p./raton 2013
pcién albino macho
S. officinalis  Hidroalcohdlic  Writhing/formal 10,30,100 Alves et al.,
o/hojas ina/nocicepcid6  mg/kg/p.o./ratd 2012
n n Swiss

hembra




5.7. Fitoquimica del género Salvia

De las aproximadamente 138 especies de salvias estudiadas se han aislado y
caracterizado aproximadamente 760 metabolitos secundarios. El tipo de compuestos que
destaca en este género son los terpenos y los polifenoles. Dentro de los terpenoides
destacan los diterpenos con mas de 500, seguidos de los polifenoles con cerca de 100,
los triterpenos con 74, y por ultimo los sesquiterpenos, con 48 estructuras conocidas (Wu,
2012) (Figura 2).

-

Sesquiterpenos

Triterpenos [

Polifenoles

Diterpenos || RIS ———

| | | | |
0 100 200 300 400 500 600

Numero de compuestos conocidos

Figura 2. Nimero de metabolitos secundarios aislados y caracterizados del género Salvia.

Los sesquiterpenos son hidrocarburos ciclicos de 15 carbonos que forman parte
importante de los aceites esenciales, algunos comunes en el género son el cariofileno y
el espatulenol (Figura 3). Los triterpenos se derivan de un precursor de 30 carbonos, el
escualeno. La mayoria son ciclicos con 1 a 5 sistemas anulares. Muchos de los
triterpenos del género Salvia son derivados del esqueleto de ursano, oleanano y lupano
(Jash, 2016) (Figura 3).



Sin embargo, los metabolitos secundarios mas diversificados y que caracterizan mejor a
estas plantas son los compuestos de tipo diterpénico, los cuales se han postulado como
marcadores taxonOmicos tanto a nivel de subgéneros, como de secciones boténicas
(Esquivel, 2017). Dentro de este grupo se han aislado labdanos, clerodanos, abietanos,
y pimaranos principalmente (Wu, 2012). EIl distintivo que caracteriza a las salvias
mexicanas es la sintesis mayoritaria de diterpenos derivados del esqueleto neo-
clerodano (Esquivel, 2008; Bautista, 2012) (Figura 3).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener grupos hidroxilo unidos a anillos
aromaticos. Estos se clasifican en acidos fendlicos y flavonoides (Ver figura 4). El acido
cafeico, fellrico, cumarico, rosmarinico, asi como la apigenina, luteolina, quercetina,
canferol y rutina, son los &cidos fendlicos y los flavonoides, respectivamente, mas

comunes en el género Salvia (Figura 4).
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o

Figura 3. Principales terpenoides sintetizados por el género Salvia. Monoterpenos; 1) a-pineno, 2) 3-careno.
Sesquiterpenos; 3) espatulenol, 4) 6xido de cariofileno. Triterpenos; acido ursdlico (5) y acido oleandlico
(6). Diterpenos: horminona (7), royleanona (8), tanshinona lIA (9), carnosol (10). E) Neo-Clerodano:

salvinorina A.
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Figura 4. Compuestos fendlicos sintetizados por especies del género Salvia. Acidos fendlicos; acido fellrico
(1), &cido clorogénico (2). Flavonoides; apigenina (3), quercetina (4).
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5.8. Metabolitos secundarios con actividad sobre el sistema nervioso
central

A partir de mediados del siglo XX se comenzd a apreciar la gran diversidad del
metabolismo secundario de las plantas y con ello la diversidad de funciones que tienen,
no solo bioldgicas sino también farmacoldgicas. Se han atribuido muchos efectos a los
metabolitos secundarios aislados de especies del género Salvia, tales como,
antibacterianos, antitumorales, antioxidantes, antimutagénicos, antiinflamatorios, entre
otros. Los grupos que presentan tales efectos farmacoldgicos van desde los terpenos

hasta los flavonoides.

En el siguiente cuadro se presentan algunos metabolitos secundarios aislados del género

Salvia que presentan efectos sobre el sistema nerviosos central.

Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados del género Salvia con accion sobre el sistema nervioso central.

Nombre Estructura Efecto Bibliografia

a-Pineno

Anticolinesterasa | Perry et al.,
1,8-cineol 2000
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Alcanfor

CMP1 Ansiolitico Maione et
al., 2009
Salvinorina Ansiolitico y Braida et
antinociceptivo al., 2009;
John et al.,
2006
Tilifodidlida 0 Antinociceptivo Gonzalez-
q Chavez et
" al., 2018
B-amirina Antinociceptivo | Nogueira et
al., 2018
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Acido Antinociceptivo | Park et al.,
oleandlico 2013
Acido H Antinociceptivo | Pironi et al.,
ursolico 2018
B-sitosterol ( Ansiolitico Aguirre-
,G/\V Hernandez
0. et al., 2007
SOUL
HO
Fitol Ansiolitico Pereira et
% OH
l 1 al., 2014
Oxido de Antinociceptivo | Fidyt et al.
cariofileno 2016;
Chavan et
al., 2010
Miricetina Antinociceptivo Rosas-
Martinez,
2019
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5.9. Salvia semiatrata Zucc. (Lamiaceae)

S. semiatrata pertenece a la seccion Scorodonia, en la cual, de acuerdo con Turner
(2009) se encuentran hierbas perennes, arbustos y subarbustos, en su mayoriade 1 a 5
m de altura. Hojas ovaladas a deltoides, rara vez cordadas; los peciolos son en su
mayoria cortos, articuladas cerca de la base: las laminas, pubescentes, los margenes
crenados. Inflorescencias diversas, generalmente terminales, interrumpidas o no;
bracteas florales de lanceoladas a ampliamente ovadas, deciduas tempranas. Caliz con
el labio superior 5-7 nervado. Corolas, en su mayoria, de parpura a azules, a veces
blancas, raramente amarillas. Los estambres se originan en la garganta de la corola, las
anteras incluidas. Las ramas de estilo pilosas, rama superior 2-3 veces mas larga que la

inferior.

S. semiatrata se puede encontrar en Oaxaca, donde es relativamente comun en los
bosques de pino-encino y en matorrales xerdfilos, a una altura entre los 200 y 2500 m;
con un periodo de floracion entre junio y octubre. Un arbusto muy caracteristico de flores
moradas, de 1 a 2 m de altura que tiene en su mayoria hojas cordadas, marcadamente

rugosas.

Esquivel (1986) describié por primera vez dos metabolitos de tipo diterpeno neo-
clerodano, obtenidos a partir de la purificacion del extracto de acetona de la parte aérea
de S. semiatrata (Figura 5). ElI material vegetal fue recolectado en el mes de diciembre

de 1984, al norte de Nochixtlan, Oaxaca.
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Nombre 7a-hidroxi-neoclerodan-3,13-dien-
18,19:15,16-diolida

Formula minima C20H2605
Métodos para la IR, RMN-'H, RMN-3C
identificacion

Punto de fusion 186-187 °C
Nombre comun Semiatrina
Formula minima C20H2606

Métodos para la identificacion UV, IR, RMN-H,
RMN-3C

Punto de fusion 203-204 °C

Figura 5. Diterpenos neo-clerodano aislados y caracterizados de S. semiatrata.

Otros metabolitos de tipo diterpeno aislados y caracterizados a partir del extracto de
acetona, de la raiz de S. semiatrata son la horminona, la tilifolidiona y el 20-
norinuroyleanol (Figura 6), los cuales tienen propiedades antibacterianas y citotoxicas
(Baldomero, et al., 2005; Nicolas, et al., 2013).
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Nombre Horminona

Formula minima C20H2504
Métodos para la IR, RMN-'H, RMN-3C, UV,
identificacion Rayos-X

Punto de fusién 178 °C

Nombre Tilifolidiona
Formula minima C21H2205
Métodos para la IR, RMN-'H, RMN-3C, UV
identificacion

Punto de fusién No reportado
Nombre 20-norinuroyleanol
Formula minima C2oH2504
Métodos para la IR, RMN-*H, RMN-C, UV
identificacion

Punto de fusién 192-194 °C

/A

Figura 6. Diterpenos aislados y caracterizados de S. semiatrata con actividad farmacolégica.
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Un estudio etnoboténico, realizado en el afio 2005 en la localidad de Santiago Huauclilla,
Oaxaca, permitio identificar alrededor de 114 especies vegetales Utiles en el tratamiento
de varios padecimientos, destacando el género Salvia, cuyas especies son ampliamente
utilizadas como antinflamatorias, analgésicas, para el dolor de estbmago, diarrea, nervios
e insomnio. A la especie S. semiatrata la conocen comunmente como mirto morado y se

le atribuyen nueve usos medicinales a la parte aérea (Figura 7, Cuadro 4).

Cuadro 4. Usos medicinales de S. semiatrata en la localidad de Santiago Huauclilla, Oaxaca.

Usos Preparacién Aplicacién
Cicatrizante Maceracion en aceites Topica
Desinflamatorio/analgésico en golpes  Decoccién Oral
Dolor/Inflamacion de oido Molida en fresco Otica
Dolor/malestar estomacal Decoccion Oral

Bafos postparto Decoccién Topica
Trastornos/Nervios/Tension Decoccidén Oral

Figura 7. Ejemplar fresco de S. semiatrata.
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5.10. La ansiedad y sus trastornos

La ansiedad es una emocién normal, psicobioldgica basica, adaptativa ante un desafio o

peligro presente o futuro. Su funcion es la de motivar conductas apropiadas para superar

dicha situacion y su duracion esta en relacion con la magnitud y a la resolucién del

problema que la desencadend. La ansiedad patoldgica es una respuesta exagerada, no

necesariamente ligada a un peligro, situacion u objeto externo, puede llegar a resultar

incapacitante, al punto de condicionar la conducta de un individuo (Cia, 2002).

La ansiedad puede abarcar desde una respuesta normal frente a una amenaza externa,

hasta una incomodidad o sufrimiento prolongado y obsesivo. Los trastornos de ansiedad

pueden manifestarse a través de cambios en las cogniciones, en el estado fisiologico, en

el comportamiento y en las emociones.

De acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, quinta

edicion DSM-V (2003), los trastornos de ansiedad se clasifican como se muestra en el

cuadro 5.

Cuadro 5. Clasificacion de los trastornos de ansiedad de acuerdo con el DSM-V

Trastorno
Por ansiedad de

separacién

Por mutismo selectivo

Sintomas

Miedo y ansiedad intensos

Incapacidad persistente de

hablar a otros

Medicamento recetado
Inhibidores selectivos de la
recaptura de  serotonina

(ISRS): paroxetina, fluoxetina

ISRS

Panico Miedo y malestar que inician Benzodiacepinas: Diazepam,
bruscamente clonazepam
Agorafobia Miedo a padecer una crisis ISRS

de panico en lugares

abiertos
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Fobia especifica Temor excesivo a un objeto ISRS
0 situacion
Ansiedad social Temor por mostrarse Betabloqueantes: propanolol

ridiculo ante los demas

Ansiedad generalizada Preocupacion excesiva, Benzodiacepinas
durante 6 meses como
minimo

Ansiedad inducida por Crisis de angustia y ISRS

sustancias/medicamentos ansiedad por abstinencia

Ansiedad atribuible a Angustia 0 ansiedad Antidepresivos triciclicos:
otras condiciones derivada de una Imipramina
medicas consecuencia

fisiopatologica

Otros trastornos Ninguno de los sintomas -

especificos de ansiedad  anteriores, pero se
especifica la razén por la
cual no se puede clasificar el

trastorno.

Trastorno de ansiedad no Ninguno de los sintomas -
especificado anteriores y no se especifica
la razon por la cual no se

puede clasificar el trastorno.

5.10.1. Epidemiologia de los trastornos de ansiedad

En México, segun la ultima encuesta de epidemiologia psiquiatrica (Medina-Mora et al.,
2003), aproximadamente uno de cada cuatro adultos de entre 18 y 65 afios que viven en
areas urbanas han tenido un trastorno mental en algin momento de sus vidas, siendo la
ansiedad y la depresion las mas comunes (14.3% y 9.21 %, respectivamente), y la
psicosis la mas incapacitante. Las tasas de prevalencia en México se ubican en torno a

la mediana entre los paises que forman parte de las encuestas mundiales de salud
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mental. Desafortunadamente, solo el 11% recibe un tratamiento minimamente adecuado;
esta brecha es mayor que la observada en paises con un nivel de desarrollo similar. Esto
pone de relieve la urgente necesidad de identificar oportunamente los casos que

requieren tratamiento, asi como alternativas terapéuticas (Medina-Mora et al., 2015).
5.10.2. Fisiologia de la ansiedad

Muchas regiones del cerebro estan involucradas en el reconocimiento y regulacion de
estimulos emocionales negativos y en la generacion de respuestas cognitivas,

conductuales o somaticas a estos estimulos.

Un estimulo condicionado proveniente de las vias sensoriales desde el entorno exterior
se detiene primero en el tdlamo y la corteza y se dirige a la amigdala, accediendo a los
circuitos de respuesta emocional. Mas adelante, areas del tronco cerebral, comprendidas
en el control de movimientos se activan. Si la informacién no es enviada al tronco cerebral
y en su lugar es enviada de estructuras centrales a estructuras basales de la amigdala,
una respuesta pasiva se pasa a una activa, es decir, de una respuesta pasiva de miedo

a una estrategia activa de afrontamiento (Cia, 2002).
5.10.2.1. Ansiedad y cerebro

Corteza orbitofrontal (COF): Cuando esta lesionada, genera problemas del
comportamiento o personalidad. La hipoactividad de la COF ha sido vinculada a la
depresion, labilidad del humor, pobre control de los impulsos, y conductas inadecuadas

y falta de criterio en las relaciones sociales.

Corteza prefrontal (CPF): Cuando una persona esté ansiosa, el flujo que llega a la CPF
izquierda se encuentra disminuido. Cuando el flujo de la CPF izquierda se ve disminuido
aminora su control sobre las estructuras limbicas, permitiendo que la ansiedad crezca y

gue las cogniciones se vuelvan mas catastroéficas.

Ganglios basales (GBs): Integran sistemas que coordinan la conducta con los impulsos
y la motivacién, regulan el control de los impulsos y la expresion emocional e intermedian

en las cogniciones ejecutivas. Tienen abundantes receptores de dopamina. Este
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neurotransmisor esta asociado a los sentimientos de recompensa, interés y motivacion.

La correlacion de los GBs con los trastornos de ansiedad es multiple.

Sistema Limbico (SL): Cuando el SL se encuentra hiperactivo, el tono emocional se eleva
y domina la situacién. Los sucesos se vuelven amenazantes, negativos, dificiles o
aparentemente irresolubles. Si hay un severo déficit de serotonina se acentla esta
connotacién negativa. Cada parte del SL jugara un rol en estos casos, para generar y

potenciar distintos estados de ansiedad (Martin, 2013).

e Amigdala: Podria ser considerada como un sistema de alarma o de
advertencia rapida o inmediata. Alerta de cambios en el entorno, el sentido
del olfato es el Unico procesado directamente por la amigdala, estimula la
respuesta al estrés, antes que la CPF pueda ejercer una influencia
moderatoria sobre los mismos. La amigdala es fundamental para generar
los sintomas de ansiedad conectados con la ansiedad aguda, el estrés, el
panico, y la ansiedad social.

e Hipocampo: Tiene un papel critico en la conservacion y evocacion de la
memoria, sin el tono emocional, de eso se encarga la amigdala.

¢ Hipotadlamo: Opera mediante la secrecion de neurohormonas o péptidos, los
que liberan a su vez las hormonas hipofisiarias, que se encargan de
coordinar el sistema enddcrino. Hipdfisis coordina la actividad del sistema
enddcrino, alerta a las glandulas suprarrenales que liberen adrenalina y

cortisol, en respuesta a un factor estresante (Davis, 2001).

5.10.3. Neurotransmisores implicados en la modulacion de la ansiedad.

La expresion de ansiedad implica una actividad coordinada de numerosas vias cerebrales

gue involucran diferentes neurotransmisores.

Las neuronas producen y acumulan neurotransmisores y los liberan ante un estimulo.
Cada neurona puede conectar en promedio con otras 10,000 neuronas y cada dendrita
puede recibir la sefial en una red muy compleja. Una neurona tiene un potencial de

reposo, esto significa que el interior de la célula esta cargado negativamente en relacion
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con el exterior. EI cambio en la polarizacion de una neurona ocurre cuando los canales

ionicos de la membrana se abren o cierran, lo cual altera la capacidad de determinado

tipo de iones para entrar o salir de la célula. La apertura y el cierre de estos canales

puede depender de la union de diferentes neurotransmisores. El cambio en la

polarizacién de una neurona genera una carga eléctrica causando un disparo neuronal.

Los neurotransmisores mas importantes vinculados a la ansiedad son los siguientes:
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Glutamato: excitatorio, activa los disparos neuronales y esté altamente distribuido
en el cerebro. Activa el muasculo liso.

Serotonina o 5-HT: Las neuronas serotoninérgicas se conectan con diversas
partes del cerebro e influyen ampliamente sobre el sistema limbico. Es el sistema
de regulacién o modulacién de la temperatura corporal, la cognicion, la percepcion,
el control de impulsos y los patrones de suefio. La corteza prefrontal plantea
opciones para manejar situaciones negativas y resolver problemas de modo
satisfactorio, pero sin la suficiente serotonina no puede hacer este trabajo. Cuando
la serotonina es baja se afectan las cogniciones y la actividad impulsiva prevalece.
Noradrenalina (NA): Activa los sistemas corporales. Estimula la respuesta al
estres.

Dopamina (DA): Se necesita suficiente dopamina en los ganglios basales para
llevar a cabo el control motor fino. Sus funciones en la corteza cerebral son
mantener la alerta y la atencién. Junto con los ganglios basales se relacionan con
el gusto de completar diferentes objetivos y sentir placer al cumplirlos. Al comer
un alimento que nos agrada mucho o después de una experiencia sexual, se libera
dopamina. Muchas drogas de abuso mimetizan los efectos de la dopamina o
activan su secrecion.

GABA: Inhibitorio, necesario para interrumpir los disparos neuronales.
B-endorfinas: Encargados de la disminucion de dolor y de la liberacion de

dopamina. También se ligan al sentido de suficiente o de satisfaccion (Kaur, 2017).



5.10.4. Medicamentos con accion ansiolitica

Benzodiacepinas

La unién del GABA con el receptor GABA-A promueve la apertura del canal permitiendo
la entrada del ion cloruro a la neurona, con la consiguiente reduccién de su excitabilidad
y potencial de disparos. Las benzodiacepinas son agonistas completos de este receptor
y se ligan a un complejo proteico en un sitio denominado receptor BZD, modulando la
accion del GABA y produciendo de este modo su efecto ansiolitico, anti-convulsionante
y antipanico (Griffin, 2013).

De acuerdo con Cia (2002) las moléculas que pueden actuar en distintos pasos de la

transmision GABAérgica se podrian agrupar como sigue:

e Moduladores alostéricos del receptor GABA-A: barbitaricos, benzodiazepinas.

e Agonistas directos del receptor GABA-A: alcohol, barbitdricos (en altas dosis),
hidrato de cloral.

e Incremento de la sintesis del GABA: topiramato, valproato.

e Inhibicion del catabolismo del GABA: valproato, vigabatrin.

e Inhibidores de la recaptacion: tiagabina

e Analogos del GABA: gabapentin, pregabalina.

Las benzodiacepinas provocan sedacion a dosis ansioliticas. Otras acciones adversas
son el aumento de peso, cefalea, irregularidad menstrual, disminucion de la actividad

sexual, potencial adictivo y abstinencia (Griebel, 2013).
Antidepresivos triciclicos

Estos compuestos inhiben la recaptura de 5-HT, de NA o de ambas. Al bloquear la
recaptura, las monoaminas permanecen mas tiempo disponibles en el espacio sinaptico
los que puede dar origen a varios fenémenos como son la desensibilizacién de algunos
receptores sinapticos lo que contribuye a explicar las acciones antidepresivas. En
ocasiones provocan efectos secundarios graves. El porcentaje de muerte de pacientes
hospitalizados por sobredosis de este tipo de farmacos es del 2 al 3%, en su mayor parte
al interferir con las funciones miocérdicas. Los efectos colaterales son sequedad en la
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boca, midriasis, visibn borrosa, convulsiones y coma. Ejemplos de estos farmacos:

Imipramina, clorimipramina (Dziukas, 1991).
Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina

Este grupo esta representado por la fluoxetina, la fluvoxamina y la paroxetina. Ejercen
acciones antidepresivas y ansioliticas, al parecer por el aumento de las acciones de la 5-

HT, dado que actian selectivamente sobre la recaptura de este neurotransmisor.
Inhibidores de la monoamino-oxidasa

Son inhibidores de la enzima monoamino-oxidasa (MAO), la cual es responsable de la
degradacion de monoaminas como DA, NA y 5-HT; es por lo que estos farmacos
incrementan los niveles disponibles de los tres neurotransmisores en la sinapsis.
Provocan efectos adversos como, aumento brusco de la presion arterial. Aumentan los
niveles cerebrales de catecolaminas. Aumentan la concentracion periférica de tiramina
proveniente de los alimentos, produciendo crisis hipertensivas severas (Rodriguez-
Landa, 1998).

Bloqueadores B-adrenérgicos y hormonas esteroidales.

Estos farmacos son alternativas para el tratamiento de los trastornos de ansiedad. Los
bloqueadores betaadrenérgicos son un grupo de farmacos que producen un bloqueo
competitivo y reversible de aquellas acciones de las catecolaminas medias a través de la
estimulacién de los receptores B-adrenérgicos. Se recomienda su uso junto con las
benzodiacepinas. Por otra parte, las hormonas esteroidales ejercen acciones directas
sobre los receptores cerebrales GABAérgicos, estas acciones pueden provocar cambios
del estado de animo o de la respuesta a los efectos terapéuticos de drogas psicoactivas

gue actian en los mismos receptores (Baulieu, 1996; Tamargo, 2011).

47



5.11. Dolor

En el dolor interviene un auténtico sistema nociceptivo formado por estructuras nerviosas
y varios mecanismos especificos que constituyen una entramada red de neuropéptidos,
receptores, canales de iones, transductores intracelulares y modificaciones en las células
neuronales, que amplifican extienden y perpetldan la sensacion dolorosa, mas alla de la
lesion. Ya que cada individuo aprende el significado de dolor a través de la experiencia
personal, durante mucho tiempo no ha existido unanimidad a la hora de definirlo. Hasta
ahora la definicibn mas aceptada es la propuesta por la International Association for the
Study of Pain (IASP): El dolor es una experiencia sensorial o0 emocional desagradable,
asociada, a una lesion tisular presente o potencial, o0 que se describe en términos de

dicha lesion.

Las dimensiones del dolor son: fisioldgicas, fisiopatologicas, psicolégicas, emocionales y
afectivas (SED, 2016).

5.11.1. Epidemiologia del dolor abdominal

De acuerdo con un estudio realizado por el IMSS (Chavarria-Isla, 2010), en su servicio

de urgencias la prevalencia del dolor abdominal en México es la siguiente:

De un total de 3, 218 pacientes de un rango de edad de entre 20-59 afios atendidos en
un lapso de 3 meses, 1, 504 presentd gastroenteritis (47%), seguido en frecuencia por el
diagnostico de coleatitis con 357 pacientes(11%), el dolor pélvico de causa no
especificada con 335 pacientes (10%), la hernia inguinal 333 pacientes(10%), otras
enfermedades del estbmago y duodeno 208 pacientes (7%), trastornos del sistema
urinario con 141 pacientes(4%), apendicitis 86 pacientes (3%) y trauma abdominal con
19 pacientes (1%).
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5.11.2. Bases estructurales y anatomia del dolor

Los nociceptores son un grupo especial de receptores, son fibras aferentes, encargadas
de transmitir las sefiales de dolor frente a estimulos que producen dafio o que

potencialmente pueden lesionar tejidos. Existen cuatro tipos de nociceptores:

e Mecanicos: Se activan debido a un desplazamiento mecéanico considerable, por
estrés mecanico secundario a una presion directa o debido a una deformacién
tisular.

e Térmicos: Se activan por el calor (>45°C) o por el frio (<5 °C).

e Polimodales: Se activan por el calor, frio, presion mecanica o sustancias irritantes.

La direccion natural de la transmisidn nociceptiva es del sistema nervioso periférico al
sistema nervioso central. Las neuronas aferentes tienen su cuerpo fuera del sistema
nervioso central y sus axones inervan los diferentes tejidos, cuya rama central viaja por
la raiz dorsal y a lo largo de la médula espinal para establecer sinapsis con las neuronas

involucradas en la trasmision del dolor.

La médula espinal constituye la primera estacion sinaptica y el filtro que permite eliminar
los mensajes innecesarios, asi como amplificar los importantes. Ahi las neuronas
llamadas de segundo orden formaran parte de las vias ascendentes que transmitiran la
informacion a los sistemas supra espinales. El talamo es la estructura supra espinal que
funciona como estacién integradora y de relevo de la informacién, que pasa a todas las
areas de la corteza cerebral, tiene alrededor de 120 nudcleos implicados en el
procesamiento de la sefal nociceptiva. Finalmente, el sistema de modulacién endégeno
del dolor esta conformado por neuronas intermedias dentro de la médula espinal y tractos

neurales descendentes: los cual permiten inhibir la sefial de dolor (Zegarra, 2007).
5.11.3. Neurobiologia del dolor

De acuerdo con el manual de medicina del dolor de la Sociedad Espafiola del Dolor (SED)
(2016), los nociceptores tienen terminaciones de tipo purinérgico, de sustancia P, de
factor de crecimiento nervioso, de serotonina, de GABA, canales de sodio, calcio y

potasio, sensibles a la concentracién extracelular de protones y al potencial transitorio del
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receptor, entre otros. Ademas de receptores metabotropicos diversos como los opioides,
glutaminérgicos y cannabinoides. En la médula espinal donde la neurona nociceptora
realiza la primera sinapsis dentro del SNC, el neurotransmisor principal es el glutamato y
adicionalmente puede liberarse sustancias P y calcitocina, los cuales se unirdn a sus
respectivos receptores provocando despolarizacibn de membrana y el disparo de
potenciales de accidn que se transmitiran hacia el SNC y se haran conscientes en forma
de dolor (SED, 2016).

5.11.3.1. Vias del control nociceptivo

Opioides endogenos y exdgenos pueden actuar en los terminales presinapticos de los
nociceptores aferentes primarios, a través del receptor u dando como resultado la

liberacién de neurotransmisores del dolor, por lo tanto, en analgesia.

La activacion del sistema neural descendente involucra la liberacibn de
neurotransmisores: B-endorfinas, encefalinas, dinorfinas. Estos péptidos alivian el dolor,

incluso en situaciones de estrés.

Las neuronas moduladoras descendentes del dolor liberan neurotransmisores en la
médula espinal: serotonina, norepinefrina y activan interneuronas que liberan opioides en

el asta dorsal espinal (Besson, 1999).
La liberacion de serotonina y norepinefrina origina:

e Inhibicién de la liberacién de transmisores del dolor en las sefales aferentes
nociceptivas.

¢ Inhibicion del segundo orden celular en la transmision del dolor.
La administracion de opioides da lugar a:

e Activacion de los receptores opioides en el mesencéfalo.
e Activacion de los receptores opioides en las células de segundo orden

transmisoras de dolor previniendo la transmisién ascendente de la sefial del dolor.

e Activacion de los receptores opioides en los terminales centrales de la médula
espinal previniendo la liberacion de neurotransmisores del dolor (Jamison, 2002).
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Los procesos de transmision del dolor agudo, sin componentes inflamatorios ni
neuropaticos, son relativamente sencillos. En resumen, la transmision del dolor
comprende: La transduccion; es el proceso por el cual el estimulo nociceptivo es
convertido en sefial eléctrica en los nociceptores. La transmisién es el proceso por el cual
los estimulos nociceptivos son referidos al asta dorsal de la médula espinal, donde se
liberan los neurotransmisores del dolor: glutamato, sustancia P, péptido relacionado al
gen de la calcitonina. Seguidamente el estimulo viaja hasta el talamo y luego a la corteza
cerebral. La modulacion; es el proceso por el cual la sefial nociceptiva en el asta dorsal
de la médula puede ser inhibida y modificada para los centros supra espinales del dolor.
Los opioides enddgenos y exdgenos inhiben la liberacion de mediadores del dolor. La
activacién del sistema neural descendente da lugar a la liberacion de B-endorfinas,

encefalinas, dinorfinas; que alivian el dolor (Figura 8).

Neurona
nociceptora
> 0
st ) w— ¢ : - ==& Adaptativo, umbral alto
satemade avisotemprano
\ o (protecror)

Médula espinal

Figura 8. Proceso del dolor. Transduccién, transmisién y modulacion.
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5.11.4. Taxonomia del dolor
Para la clasificacion del dolor se deben considerar cinco aspectos:
1.- Localizacion anatomica del dolor.
2.- Naturaleza del tipo de dolor.
3.- Caracteristicas temporales del dolor y el patron de ocurrencia.
4.- Patrones de intensidad.
5.- Etiologia.

De acuerdo con estos cinco ejes, la organizacion mundial de la salud (OMS, 2005)

propone la siguiente clasificacion:

Cuadro 6. Clasificacion del dolor de acuerdo con la OMS.

Clasificacion OMS

| Origen anatémico Somaético
Visceral
| Fisiopatoldgico Nociceptivo
Neuropatico
1 Intensidad Leve
Moderado
Intenso
v Duracion Agudo
Cronico
Vv Etiologia Céancer
Diabetes

Sindromes inflamatorios

5.11.5. Dolor nociceptivo

Dolor que surge de un dafio real o una amenaza en tejido no neural, y que se debe a la
activacion de los nociceptores. Este tipo de dolor aparece en todos los individuos como
consecuencias de la aplicacion de estimulos que producen dafio o lesion en 6rganos
somaticos o viscerales. Es la consecuencia de la activacién del sistema neurofisiolégico
, constituido por nociceptores periféricos, vias centrales de la sensacion dolorosa v,

finalmente corteza cerebral (Nicholson, 2006).
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5.11.6. Dolor agudo

Es provocado por la estimulacion nociceptiva producida por lesiéon y/o enfermedad de la
piel, estructuras somaticas profundas o viscerales, o funcion anormal de un muasculo o
visceras que no producen dafo tisular real. El dolor agudo rara vez no se debe
principalmente a las influencias ambientales. Al hablar de dolor agudo, generalmente, se
refiere al dolor nociceptivo. Por otra parte, el dolor crénico, es aquel que persiste un mes
después del curso habitual de una enfermedad aguda y se asocia con un proceso
patoldgico croénico que causa dolor continuo, el cual se repite a intervalos durante meses

0 anos.
5.11.7. Dolor visceral

Es el que proviene de 6rganos internos como el corazon y grandes vasos, los pulmones
y vias respiratorias, aparato digestivo, higado, vesicula biliar, rganos urolégicos, como

riiones y vias excretoras y el aparato reproductor.

Las vias que conducen el dolor visceral tanto a nivel central como periférico se organizan
de manera difusa. El dolor visceral es difuso, mal localizado y referido. Entre estos dolores
se encuentran la distension de los 6rganos cavitarios, la tracciébn del mesenterio, la
isquemia y los estimulos quimicos endogenos, asociados, generalmente a inflamacion.
Todas las visceras del abdomen y torax poseen inervacion aferente vinculada a nervios
simpaticos y parasimpaticos, por lo que el dolor visceral esta asociado a respuestas del
SNA. Muchas visceras estan inervadas por terminales que no generan percepciones
conscientes. Existen tres tipos de nociceptivos viscerales: Alto umbral, bajo umbral
(estimulos mecanicos). El tercer tipo se denomina silente y responde a dafio visceral o
proceso inflamatorio. Los estimulos mas adecuados para producir la sensacién de dolor
visceral son la traccion del mesenterio, la distension de las capas de musculo liso de las
visceras huecas, la isquemia e inflamacién, situaciones que pueden indicar un

compromiso de la viscera (Plaghki, 2017).
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5.11.8. Farmacos para tratar el dolor

Los analgésicos, son medicamentos que tienen la propiedad de atenuar o abolir la
sensacion de dolor, sin provocar pérdida de conciencia. Estos farmacos para aliviar el
dolor se clasifican principalmente en antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y opioides
(SED, 2016).

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

El mecanismo de accion de los AINEs se basa fundamentalmente en su capacidad de
inhibir la sintesis de prostaglandinas (PG). A partir del acido araquidénico y en presencia
de las enzimas llamadas ciclooxigenasas (COX) se sintetizan las PGs. Las PGs no son
estimuladoras directas de ningun nociceptor, por lo que no causan dolor per se, pero
sensibilizan a otras sustancias estimuladoras, como bradicinina, histamina, serotonina,

etc.

Existen dos tipos de COX, la COX-1y la COX-2. Aunque ambas ciclooxigenasas tienen
similar afinidad por el acido araquidonico y son homélogas en un 90%, Estas presentan
diferente afinidad por el sustrato y se encuentran en distintos lugares dentro de la célula.
La COX-1 desempefia un papel importante en la sintesis de los prostanoides para
propositos fisiolégicos y regula funciones como la proteccion gastrointestinal, la
homeostasis vascular, la hemodinamica renal y la funcidn plaquetaria. La COX-2 no se
encuentra presente normalmente en la célula, pero aparece rapidamente tras la
exposicién de la célula a agentes como lipopolisacéaridos o citocinas proinflamatorias, y
regula la produccion de las prostaglandinas que participan en la inflamacion y en otros

procesos no inflamatorios, tanto fisiologicos como patoldgicos (Garcia, 2000).
Los AINE se clasifican de acuerdo con su accién sobre las COX en:

e |buprofeno, naproxeno, piroxicam y acido mefenamico: Compiten con el acido
araquidonico por el sitio activo de las COX.
e Diclofenaco, flurbiprofeno e indometacina: Inhibidores no covalentes de alta

afinidad, lentamente reversibles tanto de COX-1 como de la COX-2.
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e Acido acetilsalicilico y sus derivados acetilados: Inhibidores irreversibles por union

covalente a COX-1 como a la COX-2.

Los AINEs tienen un efecto analgésico techo y son el primer escalén de la escalera
analgésica de la OMS. En asociacion con opioides y coadyuvantes forman parte del
segundo y tercer escal6n. Sin embargo, los AINEs tienen factores de riesgo
cardiovasculares, renales, gastrointestinales y hematolégicos (Mendoza, 2008).

Analgésicos opioides

Los efectos analgésicos de los opioides son debidos a la activacién del sistema opioide
endoégeno (SOE), que es el principal mecanismo inhibitorio que modula de forma
fisiologica la transmisidén nociceptiva en mamiferos. El SOE es un sistema neuroquimico

compuesto por receptores y sustancias transmisoras que estan ampliamente distribuidas
en el SNC Y SNP.

Existen tres receptores opioides en el ser humano: Mu, Delta y Kappa, presentan gran
similitud estructural y son receptores de membrana acoplados a proteinas G. Cada

receptor esta involucrado en regular distintas funciones:

e Receptor mu: analgesia supraespinal, miosis, depresion respiratoria, dependencia
fisica y euforia.

e Receptor kappa: analgesia espinal, ligera depresion respiratoria, miosis y
sedacion.

e Receptor delta: analgesia supra espinal y actividad sobre el musculo liso

gastrointestinal.

Algunos ejemplos de opioides utilizados en la clinica para aliviar el dolor son la morfina,
oxicodona, fentanilo, hidromorfona, metadona, buprenorfina, codeina, tramadol,
tapentadol, sufentanilo. Estos analgésicos producen somnolencia, sedacion, nauseas,
vomitos, estrefiimiento, prurito, retencion urinaria, euforia, depresion respiratoria,

tolerancia, dependencia fisica, incluso neurotoxicidad (Trescot, 2008).
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Antidepresivos y anticonvulsivos

Se utilizan algunos antidepresivos y anticonvulsivos para tratar el dolor, sobre todo los
gue son moduladores de la noradrenalina y la serotonina, neurotransmisores que tienen
un papel importante en la via descendente reguladora de la sensacion nociceptiva. Los
anticonvulsivos que regulan los canales de calcio son prescritos en dolores neuropaticos.
El mecanismo de accién primario de la mayor parte de los antidepresivos se puede
resumir en la capacidad que tienen de bloquear los transportadores de monoaminas
encargados de recaptarlas desde la hendidura sinaptica para reintroducirlas en la

terminal presinaptica (Maizels, 2005).

5.12. Alternativas para el tratamiento de los trastornos de ansiedad y
dolor

La medicina complementaria y alternativa es un conjunto de diversos sistemas, practicas
y productos médicos y de atencién de la salud que en general no se consideran parte de
la medicina convencional. La medicina complementaria y alternativa se utiliza en forma
adicional a la medicina convencional, en algunos casos, como reemplazo. Ciertas
terapias de medicina complementaria y alternativa estdn comenzando a usarse en el

tratamiento de diversos padecimientos (NIH, 2011).

La clasificacion de las terapias alternativas de acuerdo con el Centro Nacional de

Medicina Complementaria y Alternativa por sus siglas en inglés, son:

Cuadro 7. Clasificacion de la medicina complementaria por el NCCAM, 2011.

Modalidad Definicion

Terapia de masaje Manipulaciones sistematicas y cientificas de los tejidos

corporales utilizando preferentemente las manos para activar el

sistema nervioso, muscular y la circulacién en general.

Mente-cuerpo, Métodos que fortalecen las interacciones entre la mente y el
otras técnicas de cuerpo con los beneficios previstos que incluye la relajacion y el

relajaciéon bienestar emocional.
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Terapia con El uso de la musica para ayudar a tratar trastornos
musica neurolégicos, mentales y del comportamiento.
Acupuntura Tratamiento de los sintomas que implican la insercion de agujas
a lo largo de vias especificas. La colocacién varia segun el
problema. Algunas veces se usa en combinacion con calor,

moxibustion, acupresion o estimulacion eléctrica.

Productos Uso de diversos medicamentos de hierbas: vitaminas,
naturales minerales y otros productos naturales. También incluye a los

probioticos, microorganismos Vivos.

Se estima que aproximadamente el 57% de pacientes con trastornos de ansiedad y/o
dolor recurren a una de estas terapias alternativas, siendo el empleo de las plantas
medicinales el mas utilizado: debido entre otras cosas al bajo costo para poder acceder
a ellas (Aguilar, 1994; Taddei-Bringas, 1999; Deng, 2019).

5.13. Modelos animales para la evaluacion de los trastornos de
ansiedad y la nocicepcion

Los modelos animales de enfermedades humanas han sido utilizados desde hace
muchos afios en distintas areas de la investigacion, constituyendo uno de los pasos
fundamentales en la biomedicina. Se requieren tanto para proyectos de investigacion
como en pruebas diagndsticas y terapéuticas y en los controles de productos
farmacoldgicos. En investigacion, se han desarrollado modelos de animales para evaluar
enfermedades humanas y producir drogas o vacunas, y como fuente donante de células

y érganos, asi como proteinas sanguineas o anticuerpos (Rodriguez, 2007).

El animal de laboratorio tiene las siguientes caracteristicas: Es engendrado y producido
en condiciones controladas; es mantenido en un entorno controlado; posee claros
antecedentes genéticos y microbioldgicos y existe una comprobacion sistematica de

estos antecedentes. Uno de los principales animales utilizados en experimentacion son
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los ratones (Mus musculus) debido a que su genoma tiene mas del 95% de coincidencia

con el del humano (Fuentes et al., 2008).
5.13.1. Modelos para el estudio de la ansiedad

Se estima que la investigacion preclinica en el area de la ansiedad utiliza cerca de 30
modelos animales que permiten observar y cuantificar conductas de diversa indole. Estas
conductas responden de una manera especifica al tratamiento con compuestos
ansioliticos o ansiogénicos. Existen modelos de respuesta condicionada y no
condicionada. Incluyen el estudio de patrones de actividad exploratoria espontanea en
individuos expuestos a ambientes desconocidos que, invariablemente, incluyen areas de
seguridad. Como ejemplos de este tipo de paradigmas se puede citar el campo abierto,
tablero con orificios, las transiciones luz-oscuridad y el laberinto elevado en cruz. La
medida dependiente en estos modelos se relaciona con la evitaciébn de un peligro
ambiental potencial. Debido a que en estos modelos el peligro no es facilmente
localizable, se observan niveles altos de tigmotaxis, que es una conducta que se relaciona
con la identificacion de la direccion en la que puede materializarse cualquier peligro
(Gomez, 2002; Polanco, 2011).

5.13.1.1. Campo abierto

Es una prueba de exploracion utilizada para evaluar la actividad ambuladora ante un
ambiente novedoso. Fue creada por Hall (1932), quien la utiliz6 para evaluar la
emocionalidad en ratas midiendo la defecacion y la orina, al igual que la actividad en el
campo en un area circular iluminada aproximadamente 1.2 m de diametro cerrado por un
muro de 0.45 m de altura. Posteriormente, diversidad de versiones se han creado de
estos instrumentos, los cuales han diferido en la forma del medio ambiente, iluminacion,
la presencia de objetos dentro del campo, el tamafio del campo, el ndmero de
subdivisiones, altura de paredes, textura del piso, olores dentro del campo, sonidos
adicionados, entre otras. Actualmente, la prueba consiste en la medicion de conductas
gue se producen al colocar un sujeto en un espacio abierto nuevo, en donde escapar esta
impedido por un muro que lo rodea. El animal se coloca en el centro del campo y se
observa de 2 a 20 minutos (Walsh & Cummins, 1976; Lister, 1990).
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El comportamiento de ansiedad que se provoca esta dado por dos factores: la prueba
individual (el animal se separa de su grupo social) y la agorafobia. El argumento es
esencialmente que un animal tipicamente se congelara cuando se exponga a un estimulo
extrafio o nocivo. Los tratamientos ansioliticos disminuyen el estrés provocado por el
estimulo extrafio, teniendo como consecuencia una mayor exploracion (Prut & Belzung,
2003).

5.13.1.2. Tablero con orificios

El tablero con orificios es un instrumento que consiste en varios agujeros en el piso a
través de los cuales un animal puede introducir su cabeza. La prueba evalta la
exploracion dirigida de un animal y su actividad locomotora. Es importante tener en
cuenta que los efectos de un farmaco en el comportamiento de un animal en la prueba
de tablero con orificios, como en la prueba de campo abierto, pueden depender de
manera critica de la familiaridad del animal con el entorno de la prueba. Por ejemplo, en
ratones que no se han familiarizado con el aparato de prueba, las benzodiacepinas
ejercen un efecto bifasico en la inmersién de la cabeza, aumentan a dosis bajas y
disminuyen a dosis altas. También se debe tener en cuenta que el aumento en la
exploracién observada después del tratamiento con benzodiazepinas se observa con
mayor facilidad durante los primeros minutos de exposicion, y se pueden encontrar
disminuciones en la exploracion a medida que aumenta la duracién de la prueba. En
ratones, las dosis bajas de benzodiacepinas, de etanol o de barbitdricos aumentaran con
frecuencia la conducta de exploraciéon. Un aumento o una disminucion en contraste con
el grupo que recibe el vehiculo y similar al farmaco testigo en el nimero de inmersiones
de la cabeza durante la exploracién sugiere una accion ansiolitica en los animales
(Takeda et al., 1998; Brown & Nemes, 2008).

5.13.1.3. Laberinto elevado en cruz

Es una de las pruebas mas utilizadas en investigacion preclinica sobre ansiedad. Sus
inicios estan en las investigaciones de Montgomery (1955), quien demostr6 que las ratas
Wistar muestran miedo en callejones abiertos y que los estimulos novedosos provocan

comportamientos de evitacion, aunque este disminuye con el tiempo.
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El instrumento que se utiliza hoy en dia esta compuesto por dos brazos abiertos, dos
brazos cerrados y un area central en forma de cruz que se encuentra elevado por encima
del suelo. El sujeto es colocado en el centro del aparato y se le permite la exploracion por
un periodo de tiempo determinado. Las conductas utilizadas para los indices de ansiedad
son: el numero de entradas en los brazos, expresado en porcentaje o proporcién de
entradas en todos los brazos, tiempo de permanencia en los mismos, expresados en

porcentaje o relacion de tiempo total (Griebel, 1995).

El permanecer mas en los brazos cerrados que el explorar los brazos abiertos ha sido un
determinante de ansiedad. Entonces un farmaco ansiolitico ocasionard una mayor

exploracién en los brazos abiertos (Polanco, 2011).

Los modelos antes descritos se utilizan en conjunto para poder determinar la posible
accion ansiolitica de un tratamiento: Si un tratamiento aumenta la preferencia de un
animal por los brazos abiertos sin alterar la actividad locomotora en el tablero con orificios

0 campo abierto, proporciona evidencia de la accion ansiolitica (Harro, 2018).

5.13.2. Potenciacion de la hipnosis inducida con pentobarbital sédico
(PS)

El PS es uno de los anestésicos mas utilizados en la practica clinica veterinaria. La
duracion de la anestesia varia ampliamente, se considera que el efecto promedio tiene
una duracion de 30 minutos. El efecto se debe a la union al receptor GABA-A presente
en diferentes estructuras como la corteza, el putamen y el nicleo caudado del sistema
nervioso central. El PS aumenta la duracion de la apertura de los canales de cloro
controlados por GABA, inhibiendo las acciones de los neurotransmisores excitadores y

ejerciendo efectos no sinapticos en la membrana (Parra, 2003).

La prueba de potenciacion de la hipnosis inducida con PS en modelos murinos consiste
en administrar la sustancia de prueba seguida de una dosis de PS para inducir la hipnosis.
El murino se coloca inmediatamente en una caja de acrilico translucido para observar la
aparicion de movimientos incoordinados (sedacién) y la pérdida del reflejo de

enderezamiento (hipnosis). El tiempo entre la pérdida y la recuperacion del reflejo de
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enderezamiento se registra como el tiempo de suefio o duracion de la hipnosis (Ariza et
al., 2007; Voguel, 2008; Aguirre-Hernandez, 2016).

Cuando una sustancia hipnética se administra junto con el PS tienden a prolongar el

periodo de suefio.
5.13.3. Modelos para el estudio del dolor

Se debe tener en cuenta que el dolor se describe en humanos como una experiencia
compleja. En la actualidad, no se pueden conocer las sensaciones de un animal, ya que
no las puede comunicar, solo se pueden estudiar las reacciones de éstos ante estimulos
nocivos de muy diversa naturaleza. Es por lo que La Asociacién Internacional para el
Estudio del Dolor, por sus siglas en inglés, IASP adapto la definicion de dolor para ser
aplicada a los animales. Asi, el dolor en animales seria: “una experiencia sensorial
aversiva causada por una lesion real o potencial que produce reacciones motoras y
vegetativas progresivas desencadena un comportamiento aprendido de evitacién y puede

modificar comportamientos especificos de la especie, incluyendo los sociales”.

En este sentido, hablar de modelos de nocicepcién es mas correcto que considerar el
término dolor. Un modelo de nocicepcién es el procedimiento por el cual se valora la
reaccion de un animal ante un estimulo nocivo de naturaleza variada o situacion

patolégica inducida que puede ser utilizado en circunstancias fisiol6gicas o patoldgicas.

Entre los modelos que evaldan la nocicepcion de forma aguda se encuentran
fundamentalmente aquellos que utilizan un estimulo fisico o quimico y tienen como
objetivo determinar una latencia de respuesta por parte del animal ante dicho estimulo y

tienen un desarrollo temporal breve (Ortega, 2002).
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5.13.3.1. Prueba de “Writhing”

La estimulacibn quimica implica la administracion de agentes algogénicos que
representan una forma de estimulacion lenta y progresiva, tienen una mayor duracion que

otro tipo de estimulos y tiene un caracter ineludible.

La administracion intraperitoneal de agentes que irritan las membranas serosas provoca
un comportamiento muy estereotipado en el raton y en la rata, que se caracteriza por
contracciones abdominales, movimientos del cuerpo en general (especialmente de las
patas traseras), torceduras de los musculos dorso-abdominales y reduccion e
incoordinacion en la actividad motora (Le Bars, 2000). En general, las mediciones que se
realizan son la aparicion por unidad de tiempo de estiramientos abdominales resultantes
de la inyeccion del agente algogénico. Estos comportamientos se consideran reflejos y
evidencia de dolor visceral (Vyklicky, 1979) y la frecuencia de los calambres disminuye
espontaneamente con el tiempo hasta tal punto que es imposible evaluar la duracion de
la accion de un analgésico en un solo animal. Ademas, el nUmero de calambres esta

sujeto a una gran variabilidad.

Este modelo tiene la ventaja de permitir obtener evidencia de los efectos producidos por
analgésicos débiles. Por otro lado, carece de especificidad. De hecho, estas pruebas
funcionan no solo para todos los analgésicos mayores y menores, sino también para
muchas otras sustancias, incluidas algunas que no tienen accién analgésica, por ejemplo,
blogueadores adrenérgicos, antihistaminicos, relajantes musculares, inhibidores de la
monoaminooxidasa y neurolépticos. (Hendershot y Forsaith, 1959; Chernov et al., 1967;
Loux et al., 1978). Asi, un resultado positivo con esta prueba no significa necesariamente
gue haya actividad analgésica. Sin embargo, como todos los analgésicos inhiben los
estiramientos abdominales, este método es util para probar moléculas cuyas propiedades

farmacodinamicas son desconocidas.
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6. METODO

6.1. Colecta de S. semiatrata

La parte aérea de S. semiatrata se colect6 en el poblado de Santiago Huauclilla, Oaxaca
en julio de 2017. Esta localidad se localiza en los paralelos 17°25’ y 17°34’ de latitud norte
y los meridianos 96°56’ y 97°08’ longitud oeste y a una altitud entre 1200 y 2700 m. La
identificacién taxondmica de la especie fue realizada por la Dra. Martha Juana Martinez
Gordillo del herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM. El ejemplar de herbario se
depositd en el Herbario de Plantas Medicinales del Centro Médico del IMSS con el

namero de registro 16362.

6.2. Obtencion de los extractos

Extractos orgénicos

El material vegetal se seco a la sombra a temperatura ambiente y se molié finamente. La
planta seca y molida se transfirié a recipientes para proceder con las extracciones. La
obtencion de los extractos se realiz6 mediante la técnica de maceracion utilizando
disolventes de polaridad creciente; hexano, acetato de etilo, una mezcla de
acetona/metanol 1:1 y metanol. Cada extraccion se dejo reposar durante 72 horas para
posteriormente separar el extracto crudo del disolvente con la ayuda de un rotavapor.
Para obtener la mayor cantidad posible de extracto, cada extraccion se llevo a cabo por

triplicado (Figura 9).
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Extracto acuoso

Se pesaron 86 g de material vegetal seco y molido, se afiadieron 750 mL de agua, se
procedié a realizar una decoccion durante 10 minutos. La mezcla se dejé enfriar a

temperatura ambiente, se filtro y se transfirié a matraces para su posterior liofilizacion.

[Sa/via semiatrata ]

Secado y molienda

v

(M

X3 k aceraC|on)

[Acetato de etilo J [Acetona/metanol 1:1]

l

Filtracion

Macerado

Rotaevaporacion

Extracto .

Figura 9. Obtencién de los extractos organicos de S. semiatrata

(Material vegetal)
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6.3. Sujetos experimentales

Ratones machos de la cepa CD1 proporcionados por el Bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM, con un peso de 25-30 g. Se resguardaron en el bioterio de la Facultad
de Ciencias en cajas de acrilico en grupos de seis, con agua y alimento sin restriccion.
Mantenidos a una temperatura controlada de 22°C y con ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
Los ratones recibieron un manejo adecuado mediante el seguimiento de los lineamientos
éticos establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999).

6.4. Preparacion de extractos y farmacos

Los extractos de hexano, acetato de etilo, acetona-metanol y el compuesto identificado
fueron suspendidos con Tween 80 al 0.5% Yy solucidn salina (s.s al 0.9%). Los extractos
de metanol y acuoso, asi como los farmacos Ketorolaco (SupraDOL®, Liomont),
Clonazepam (Gabalotec®, Tecnofarma), Pentobarbital Sodico (Pisabental®, Pisa) y el
acido acético (Merck) se disolvieron en s.s. Todos los tratamientos fueron administrados
via esofdgica (p.o.), a excepcion del &cido acético y el pentobarbital sddico, los cuales
fueron inyectados via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 10 mL/kg. Los animales del
grupo testigo fueron administrados via esofagica Unicamente con s.s. Todos los

tratamientos fueron preparados el mismo dia de la evaluacién farmacologica.

6.5. Determinacion de la toxicidad oral aguda

La determinacién de la toxicidad oral aguda se realiz6 con base en el protocolo de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE, 2001). Este método
consiste en administrar una dosis maxima de 2000 mg/kg a tres ratones para determinar
si se produce muerte (toxicidad aguda). Si no hay muerte entonces la sustancia se
considera no toxica. Después de administrados los ratones con los extractos, se
registraron los efectos toxicos como: pérdida de la locomocién, convulsiones, ataxia, paro
respiratorio o muerte durante 30 min y cada 2 h el primer dia y diariamente hasta
completar 14 dias. Se registré el peso durante este lapso. Al término los ratones se
sacrificaron por dislocacion cervical y se realizd una exploraciébn macroscopica en tres

principales 6érganos depuradores: estomago, bazo, higado y rifion.
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6.6. Evaluacion del efecto ansiolitico

Se evalud el efecto ansiolitico de los cinco extractos mediante las pruebas de campo
abierto, tablero con orificios y cruz elevada. Asimismo, también se realizé la prueba de
potenciacion de la hipnosis con Pentobarbital S6dico. Cada grupo de seis animales
fueron administrados con el vehiculo, farmaco de referencia: clonazepam (0.5 mg/kg),
extractos organicos y acuoso a una dosis de 300 mg/kg, la evaluacion de la curva dosis
respuesta de los extractos mas activos (hexano y acetato de etilo) se evaluaron a una
dosis de 3,30 mg/kg y 3, 30 y 100 mg/kg, respectivamente. Finalmente el compuesto a
0.1, 1y 10 mg/kg.

Prueba de campo abierto. La prueba consiste en colocar a los ratones individualmente
en una caja de acrilico con 12 divisiones (cuadrados de 6 x 6 cm) y registrar durante 2
minutos el nimero de cuadros explorados por cada raton (Prut y Belzung, 2003).

Tablero con orificios “hole-board”. Esta prueba consiste en una caja de acrilico con un
piso de madera con orificios distribuidos uniformemente. Los ratones son colocados
sobre el tablero y se cuentan el nimero de veces que los animales introducen su cabeza
en los orificios en un periodo de tres minutos. Una disminucion en el ndmero de

exploraciones sera indicativa del efecto ansiolitico (Clark et al., 1997).

Cruz elevada “plus-maze”. Este instrumento esta hecho de madera y consta de una
cruz elevada con dos brazos abiertos de 30 x 5 cm y dos brazos cerrados de 30 x 5 x 15
cm. Dichos brazos se extienden a partir de una plataforma central de 5 x 5 y se
encuentran elevados a 50 cm del suelo. Los ratones se colocan en la parte central y se
cuenta el tiempo que los animales permanecen en los brazos abiertos o cerrados durante
5 minutos. La exploracién incrementada en los brazos abiertos es indicativa del efecto
ansiolitico (Lister, 1987).

66



6.7. Potenciacion de la hipnosis inducida por Pentobarbital Sodico (PS).

Dicha prueba farmacoldgica es utilizada para evaluar el efecto depresor de los extractos
y el compuesto aislado. Los ratones fueron administrados con cada uno de los
tratamientos y 45 minutos después se inyectaron con una dosis de 42 mg/kg, i.p. de PS
para enseguida registrar la latencia a la sedacion, latencia a la hipnosis y la duracion de
la hipnosis. Sustancias hipnéticas incrementaran la duracién de la hipnosis producida por
PS (Gonzéalez-Trujano et al., 1998).

Los modelos antes descritos fueron evaluados consecutivamente, iniciando con el
modelo de campo abierto y terminando con la prueba de potenciacion de la hipnosis
inducida por PS (Figura 10).

— D

—= /0]

Figura 10. Evaluacion del efecto ansiolitico. A) Campo abierto, B) tablero con orificios, C) cruz elevada, D)

Potenciacion de la hipnosis inducida con PS.

6.8. Evaluacioén de la actividad antinociceptiva

La evaluacién del efecto antinociceptivo se realizé mediante el modelo de estiramiento
abdominal “Writhing”. Para la construccidn de las curvas dosis-respuesta, los extractos
activos y el compuesto puro aislado fueron probados en grupos independientes
constituidos de seis ratones cada uno. Los extractos fueron evaluados a una dosis de
300 mg/kg, los extractos mas activos (hexano, acetato de etilo y acetona/metanol) a dosis
de 10, 100 y 600 mg/kg y el compuesto a 0.1, 1 y 10 mg/kg. El farmaco de referencia
ketorolaco fue administrado a 10 mg/kg. La actividad antinociceptiva se evalué 30

minutos después de la administracion de cada tratamiento.
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Modelo de estiramiento abdominal “Writhing”. Esta prueba consistio en la
administracion via intraperitoneal (i.p.) de acido acético al 1%, provocando irritabilidad en
la cavidad peritoneal, que a su vez ocasiona una conducta estereotipada donde son
caracteristicos los estiramientos de los miembros posteriores y las contracciones
abdominales (Collier et al., 1968). El nimero de estiramientos se conté cada 5 minutos
durante un periodo total de 30 minutos después de la inyeccion del agente nociceptivo
(Viana et al., 2003).

6.9. Identificacion de los compuestos presentes en los extractos de

mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos se identificaron por medio de
CCF. Se utilizaron placas de silica gel (Merck). Las muestras de cada extracto, asi como
estandares reportados en la literatura se aplicaron en las placas cromatogréficas. En la
primera placa se realiz6 la identificacién de los terpenos: acido ursdlico, estigmasterol, a-
amirina, B-amirina, acido oleandlico, B-sitosterol en los extractos de baja y mediana
polaridad que son los extractos de hexano, acetato de etilo y la mezcla de
acetona/metanol. El eluyente fue una mezcla de hexano/acetato de etilo 7:3 y la placa se

revelé con anisaldehido.

En la segunda placa se realizo la identificacion de los flavonoides libres: quercetina,
canferol, apigenina y luteolina en los extractos de mediana y alta polaridad que son los
extractos de acetato de etilo, acetona/metanol 1:1 y metanol. El eluyente fue una mezcla
de cloroformo/acetona/acido férmico 12:3:2 y la placa se revel6 con Natural Products (2-

aminoetil difenilborinato) y se visualiz6 bajo luz UV a una longitud de onda de 365 nm.

En la tercera placa se realizo la identificacion de los flavonoides glicosilados: rutina y
naringina en los extractos de alta polaridad que son los extractos de acetato de etilo
acetona/metanol y metanol. El eluyente fue una mezcla de acetato de etilo/acido
férmico/acido acético/acetona/agua 12:1:1:6:1 y la placa se revel6 con Natural Products

y se visualiz6 bajo luz UV a una longitud de onda de 365 nm.
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6.10. Analisis por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

de los extractos

La identificacién y concentracion de los compuestos de tipo terpeno, acidos fendlicos y
flavonoides presentes en los cinco extractos de S. semiatrata se realiz6 en un

cromatdgrafo marca Agilent serie 1100 equipado con un detector de arreglo de diodos.

El extracto de hexano se prepard a una concentracion de 12.5 mg/500 uL de disolvente
grado CLAR vy los extractos de acetato de etilo, acetona/metanol, metanol y acuoso a una
concentracion de 25 mg/500 yL de disolvente grado CLAR. Se eliminaron impurezas
mediante acrodiscos con membrana de nylon con una apertura de poro de 0.45um. Se

inyectaron 10 uL de extracto de hexano y 20 pL de los extractos restantes.

6.10.1. Elaboracion de las curvas patron

Para la cuantificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de S.
semiatrata se elaboraron curvas de calibracion para cada uno de los estandares, se
inyectaron cinco puntos desde 0.048 pg hasta 0.4 pg de cada compuesto. Las
interpolaciones se hicieron con el programa ChemStation de Agilent Co. La variacion del
area en unidades de absorbancia de cada inyeccion fue utilizada para construir el modelo
mateméatico de regresion lineal con la férmula Y=mX+b, la cual se compard
posteriormente con los extractos y de esta manera se determiné la concentracion de cada

compuesto.

|dentificacion de terpenos

Para la identificacidon y cuantificacion de terpenos se utilizé una columna Zorbax Eclipse
XDB-C8(125 x 4.0 mm de didmetro interno y 5 um de tamafio de particula). La fase movil
fue de acetonitrilo-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 215 y 220 nm, el tiempo de analisis fue de

30 minutos.
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Identificacion de acidos fendlicos

La identificacién y cuantificacion de acidos fendlicos fue realizada con una Columna
Nucleosil 100 A (125 x 4.0 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula). El
flujo de la fase movil fue de 1 mL/min, se utilizé agua a un valor de pH= 2.5 y acetonitrilo.

El tiempo de andlisis fue de 30 minutos.
|dentificacion de flavonoides

La identificacidon y cuantificacion de flavonoides se llevé a cabo con una columna C18
Hypersil ODS (125 mm x 4 mm de diametro interno y 5 um de tamafo de particula). El
flujo de la fase movil se mantuvo a 1 mL/min y consistié en un gradiente de agua a pH=2.5
y acetonitrilo (85:15). La temperatura fue de 30 °C. El tiempo de analisis para este método

fue de 30 minutos.
6.11. Separacion y analisis de los componentes de los extractos activos

La separacion de los compuestos de los extractos de hexano y acetato de etilo se llevo a
cabo por cromatografia en columna convencional sobre gel de silice. Se emplearon 180
y 150 gramos de gel de silice para separar 40 y 6.8 gramos del extracto de acetato de
etilo y de hexano, respectivamente. La elucion consistio en la utilizacién de hexano 100%,
posteriormente, mezclas de hexano-acetato de etilo de polaridad creciente, hasta eluir
con acetato de etilo (100%) y, finalmente con metano al 100%. Se colectaron fracciones
de 100 mL en matraces y se concentraron en un rotavapor. Por cromatografia en capa

fina se analiz6 cada fraccién y se reunieron por similitud.

Las fracciones que presentaron menos componentes en CCF se purificaron mediante las
técnicas de cristalizacion, recristalizacion, sistema de disolventes inmiscibles y columna
cromatografica. Los compuestos fueron identificados mediante la determinacién del punto
de fusién con un aparato Fisher-Jonhs. Los espectros de RMN-'H fueron registrados en
un Espectrometro Avance DPX400 (Bruker) a 400 MHz. El analisis cristalografico se
realizé en un Difractometro marca Bruker modelo Smart Apex bajo los estandares del
Instituto de Quimica de la UNAM.
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Para la identificacion y cuantificacion de las fracciones mediante CG-EM se utilizé una
columna HP-5MS (30m x 0.25mm x0.25um). El gas acarreador fue helio a un flujo
constante de 1 mL/min. La inyeccion de la muestra fue de 1uL, en un inyector de tipo
Splitless a 250° C. La temperatura del horno fue 40°C por 1 min, 10°C/min hasta 250°C
durante 5 min, 10°C/min hasta 285 °C durante 20 min. Los resultados reportados se dan
con referencia a la biblioteca NIST version 1.72. El analisis se realiz6 bajo la metodologia
del Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del Estado de

Morelos.
6.12. Analisis estadistico

El analisis estadistico se hizo mediante andlisis de varianza (ANADEVA) seguido de la
prueba post hoc de Dunnett en la comparacion de los tratamientos contra el control. Se

utilizé el programa GraphPad version 6.
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7. RESULTADOS

7.1. Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos fue calculado con base en el peso del material vegetal
seco que fue 1466.3 g. Como se observa en el cuadro 8, los extractos con mayor

rendimiento fueron el acuoso y el de acetato de etilo.

Cuadro 8. Rendimientos de los extractos organicos y acuoso de S. semiatrata.

Material vegetal Disolvente Peso Rendimiento
extracto
Hexano 16.3 g 1.11 %
B Acetato de etilo 81.0 g 5.52%
~ Parte aérea (1466 g) Acetona/metanol 3409 2.31%
Metanol 31.3¢g 2.13 %
Parte aérea (86 Q) Agua 500 5.81%
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7.2. Determinacion de la toxicidad oral aguda de los extractos

La evaluacion de la toxicidad aguda de los extractos no produjo mortalidad ni efectos
toxicos en los ratones, tales como temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo,
suefio y coma. Asimismo, no se observéd ningun dafio macroscoépico o pérdida de peso
después de 14 dias de la administracién de los tratamientos (Figura 11). Por lo que de
acuerdo con el sistema Global Armonizado (GSH) se clasifican en categoria 5, lo que
significa que el valor aproximado de la DLso se encuentra por encima de los 2000 mg/kg

y se considera de toxicidad minima.

501 .

S.S.
B Hexano
Acetato de etilo
40"
S Y Acetona/metanol
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Figura 11. Registro del peso de los ratones durante 14 dias en la evaluacion de la toxicidad oral aguda de
los extractos de S. semiatrata. Las lineas representan el promedio de tres animales ANADEVA de dos vias
seguida de una prueba de Dunnett.
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7.3. Efecto ansiolitico de los extractos

En el modelo de cruz elevada (Figura 12 C), los cinco extractos evaluados produjeron un
incremento en la exploracidon en brazos abiertos a las dosis de 300 mg/kg; sin embargo,
solamente los extractos de hexano y acetato de etilo presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo control (s.s.). En relacion con los otros modelos,
campo abierto (Figura 12 A) y tablero con orificios (Figura 12 B) solamente el extracto de

acetona/metanol disminuye la conducta de exploracién respecto al grupo control.
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Figura 12. Evaluacion del efecto ansiolitico de los extractos de S. semiatrata. Modelo de campo abierto (A),
tablero con orificios (B) y cruz elevada (C). Solucidn salina (s.s.), clonazepam (CZP), extracto de hexano
(A), extracto de acetato de etilo (B), extracto de acetona/metanol (C), Extracto de metanol (D), extracto
acuoso (E). 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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7.4. Potenciacion de la hipnosis inducida por PS

Ninguno de los extractos de S. semiatrata a una dosis de 300 mg/kg administrados por
via esofagica produjeron efecto significativo en latencia a la sedacion (Figura 13 A),

latencia a la hipnosis (Figura 13 B) y duracion de la hipnosis (Figura 13 C).
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Figura 13. Evaluacion de la duracion de la potenciacion de la hipnosis de los extractos de S. semiatrata.
Solucién salina (s.s.), clonazepam (CZP), extracto de hexano (A), extracto de acetato de etilo (B), extracto
de acetona/metanol (C), Extracto de metanol (D), extracto acuoso (E). 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. Efecto antinociceptivo de los extractos

Los extractos organicos y acuoso evaluadas a la dosis de 300 mg/kg, p.o. en comparacion
con el grupo control son mostradas mediante cursos temporales (Figura 14 A). Se
observa que los extractos disminuyeron el nUmero de estiramientos, se realizo la grafica
de estiramientos totales, donde se aprecia que todos los tratamientos reducen la
nocicepcion respecto al grupo control; sin embargo, solo los extractos de hexano, acetato
de etilo y acetona/metanol mostraron una diferencia significativa respecto al control
(Figura 14 B).
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Figura 14. Efecto antinociceptivo de los extractos de S. semiatrata: Curso temporal (A), estiramientos
totales (B). Solucion salina (s.s.)., ketorolaco (k), extracto de hexano (A), extracto de acetato de etilo (B),
extracto acetona/metanol (C), extracto de metanol (D), extracto acuoso(E). Las barras representan la media
+ el error estandar de seis animales. Los asteriscos indican diferencias significativas *P < 0.05 con respecto
al vehiculo, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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7.6. Evaluacion de las curvas dosis-respuestas de los extractos activos

7.6.1. Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto de hexano

El extracto de hexano evaluado a la dosis de 3, 30 y 300 mg/kg mostr6 un aumento
en la exploracion en brazo abiertos y una disminucion en la exploracién en el modelo
de campo abierto significativo respecto al control y similar al farmaco de referencia
CZP (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto de hexano de S. semiatrata. Modelo de campo
abierto (A), tablero con orificios (B) y cruz elevada (C). Solucion salina (s.s.), clonazepam (CZP). 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 con PS del extracto de hexano

El extracto de hexano mostrd un incremento en la duracion de la hipnosis a las dosis de
3y 30 mg/kg (Figura 16).
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Figura 16. Evaluacién de la potenciacién de la hipnosis inducida con PS del extracto de hexano de S.
semiatrata. Solucion salina (s.s.), clonazepam (CZP). 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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7.6.3. Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto de acetato de etilo

Con respecto al extracto de acetato de etilo se observo un efecto ansiolitico a la dosis
de 100 y 300 mg/kg similar al CZP y no se observé diferencia significativa en los

modelos de campo abierto y tablero con orificios (Figura 17).
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Figura 17. Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto de acetato de etilo de S.semiatrata. Modelo de
campo abierto (A), tablero con orificios (B) y cruz elevada (C). Solucién salina (s.s.), clonazepam (CZP).
Las barras representan el promedio = E.E.M. de seis animales. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba
de Dunnett.



7.6.4.Potenciacion de la hipnosis inducida con PS del extracto de acetato

de etilo

El extracto de acetato de etilo no mostroé diferencias significativas con respecto al control

en la latencia a la sedacion, a la hipnosis y duracion de la hipnosis en ninguna de las

dosis evaluadas (Figura 18).
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Figura 18. Evaluacion de la potenciacion de la hipnosis inducida con PS del extracto de acetato de etilo de
S. semiatrata. Solucién salina (s.s.), clonazepam (CZP). 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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7.6.5.Evaluacion del efecto antinociceptivo de los extractos de hexano,

acetato de etilo y acetona/metanol.

Los tres extractos redujeron significativamente con respecto al control el nUmero de

estiramientos de manera independiente de la dosis (Figura 19 A, By C).
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Figura 19. Curvas dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de S. semiatrata. (A) Extracto de hexano, (B)
extracto de acetato de etilo y (C) extracto de acetona/MeOH. Las barras representan la media + el error
estandar de seis animales. Los asteriscos indican diferencias significativas *P < 0.05 con respecto al
vehiculo, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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7.7. Identificacion de los compuestos presentes en los extractos

organicos mediante CCF.

En la literatura se han reportado estudios fitoquimicos demostrando que las salvias
sintetizan terpenos como acido ursélico, estigmasterol, a-amirina, B-amirina, acido
oleandlico, [-sitosterol, flavonoides libres como la apigenina, canferol, luteolina,
guercetina y flavonoides glucosilados como la rutina y naringina (Imanshahidi &
Hosseinzadeh, 2006), por lo cual, se realiz6 una CCF de los extractos organicos de S.

semiatrata para identificar de manera preliminar estos metabolitos.

El analisis cromatografico de los extractos permitio identificar la presencia de cuatro
terpenos: acido ursolico, acido oleandlico, a-amirina y B-sitosterol (Figura 20A), dos
flavonoides libres: apigenina y quercetina (Figura 20B) y un flavonoide glicosilado: rutina
(Figura 20C). En el extracto de hexano se identificaron a-amirina y B-sitosterol, en el
extracto de acetato de etilo acido ursolico, acido oleandlico, B-sitosterol, apigenina y
guercetina, en el extracto de acetona/metanol acido ursolico, acido oleandlico, apigenina,

guercetina y rutina y en el extracto de metanol apigenina y quercetina.

B C

1234567

Figura 20. Identificacién de terpenoides y flavonoides en los extractos de S. semiatrata. (A) Terpenos,
acido ursdlico (1), estigmasterol (2), a-amirina (3), B-amirina (4), acido oleandlico (5), B-sitosterol (9),
extracto de hexano (6), extracto acetato de etilo (7), extracto acetona/metanol (8). (B) Flavonoides
libres, apigenina (1), canferol (2), luteolina (3), quercetina (4), extracto acetato de etilo (5), extracto
acetona/metanol (6), extracto metanol (7). (C) Flavonoides glicosilados, rutina (1), naringina (2), extracto
acetona/metanol (3), extracto metanol (4).
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7.8. Analisis por CLAR de los extractos organicos y acuoso de S. semiatrata
Analisis de terpenos

El andlisis mostro la presencia de seis terpenos en los extractos de baja y mediana
polaridad, en donde los mayoritarios son el acido oleandlico y la a-amirina. En el extracto
de hexano el compuesto mayoritario es el acido oleandlico (59.72 ug/mg), mientras que
la a-amirina es el componente mas abundante en los extractos organicos de mayor

polaridad.
Analisis de acidos fenodlicos

En los extractos se identificaron ocho acidos fendlicos, el mas abundante de ellos es el
acido felarico y el acido galico. En el extracto acuoso el acido galico se encuentra a una
concentracion de 0.68 ug/mg, siendo este el mayoritario. En los extractos de menor

polaridad el acido fellrico es el componente en mayor proporcion.
Analisis de flavonoides

En los resultados se visualizé la presencia de siete flavonoides. En donde la quercetina
al ser el metabolito mas abundante se encuentra a una concentracion de 45.01 y 34.05

Mg/mg, en los extractos de acetona/metanol y metanol, respectivamente.
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Cuadro 9. Identificacién y cuantificacion de metabolitos secundarios mediante CLAR. El nUmero

representa la concentracién en ug de compuesto/mg de extracto.

N.l.: no identificado

Compuesto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
hexano acetato de acetona/metanol metanol acuoso
etilo
Estigmasterol 14.12 6 0.64 1.84 N.1.
A. oleandlico 59.72 7.15 N.I. 2.06 N.I.
S Camosol N.I. 0.35 NI, N.I. N.I.
:é)— A. ursolico 39.23 6.09 1.49 3.53 N.I.
a a-amirina 54.28 60.91 4211 29.09 N.I.
[-sitosterol 3.05 0.5 10.1 7.2 N.I.
A. gélico NLI. 0.02 0.58 0.62 0.68
A. clorogénico NI 0.31 0.55 0.62 0.45
3 A. siringico N.I. N.I. 0.16 0.23 0.18
:ié A. vainillinico N.1. 0.26 0.07 0.06 0.1
2 A. p- NI NI, 0.1 0.06 0.1
Xe) hidrobenzoico
g A. cafeico N.I. 0.005 0.02 0.06 0.02
A. felarico N.1. 0.56 1 1.36 0.46
A. p-cumaérico N.I. N.I. N.I. N.I. 0.22
Rutina N.1. N.1. 3.01 1 N.1.
Florizidina N.I. N.I. N.I. 9.38 0.49
3 Mirecetina N.I. N.I. 0.65 N.I. N.I.
E Quercetina N.1. N.I. 45.01 34.05 13.36
c_gu Naringenina N.I. N.I. 6.64 6.76 19.27
. Floretina N.I. 2.11 N.I. N.I. N.I.
Galangina N.I. 2.89 0.99 1.06 0.33
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7.9. Separacion y analisis de los componentes de los extractos activos

7.9.1. Analisis del extracto de hexano de S. semiatrata

Del fraccionamiento del extracto de hexano (6.8 g) por cromatografia en columna se
colectaron 53 fracciones de 100 mL cada una y por su similitud en CCF, éstas fueron
reunidas en 21 fracciones (Cuadro 10). De las fracciones 15-24 se aislé una mezcla
(precipitado blanco, 28.8 mg) que de acuerdo con el andlisis de CG-EM se identificaron
ocho compuestos: campesterol, B-estigmasterol, B-sitosterol, fucostanol, fucosterol,
sitostenona, estigmaste-3,5-dieno y acido acetilursélico. EI componente en mayor

proporcién es el B-sitosterol (72.78%) (Cuadro 11).

Cuadro 10. Fracciones colectadas de la separacion del extracto de hexano de S. semiatrata

# de fraccion Fraccion Peso(Q) Sistema de elucion

1 1 0.2855

2 2 0.8338

3 3-4 0.1435 hexano

4 5-6 0.0462

5 7-8 0.0040

6 9-12 0.0288 hexano/acetato de
7 13-16 0.0092 etilo 9:1

8 17-18 0.1045

9 19-22 0.0745 hexano/acetato de
10 23-30 1.2341 etilo 8:2

11 31 0.2484 hexano/acetato de
12 32-33 1.7049 etilo 7:3

13 34-35 0.1765

14 36-37 0.0729 hexano/acetato de
15 38 0.1140 etilo 6:4

16 39 0.4060

17 40-42 0.0050
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18 43-44 0.0890 hexano/acetato de

etilo 1:1
19 45-47 0.1091 hexano/acetato de
20 48-50 0.1812 etilo 3:7

21 51-53 0.3974 metanol

Cuadro 11. Andlisis por CG-EM de las fracciones 10-24 obtenida del extracto de hexano de S. semiatrata

Tiempo de Compuesto Abundancia
retencion relativa%
34.71 Campesterol 1.38
35.29 B-estigmasterol 0.74
36.75 B-sitosterol 72.78
36.84 Fucostanol 8.16
36.98 Fucosterol 12.57
39.41 Sitostenona 2.32
42.46 Estigmaste-3,5-dieno 0.75
42.94 Acido acetilursolico 1.30

7.9.2. Analisis del extracto de acetato de etilo

Al disolver el extracto de acetato de etilo crudo para hacer la columna cromatografica se
obtuvo un solido blanco (17.9833 g), éste se filtrd y seco para su analisis por CG-EM. En
este precipitado se identificaron 12 compuestos, siendo el mayoritario el tritriacontano
(33.56%) (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Componentes del precipitado del extracto de acetato de etilo de S. semiatrata determinadas

mediante CG-EM

Tiempo de Compuesto Abundacia
retencion relativa %
17.70 Hexadecanal 10.78
18.79 Acido palmitico 15.20
20.41 Acido linoleico 2.25
20.48 Acido a-linoleico 7.01
22.48 Acido araquidico 3.40
24.69 Acido behénico 3.85
30.17 Nonacosano 4.56
32.59 Hentriacontano 11.22
35.90 Tritriacontano 33.56
36.36 B-sitosterol 491
41.51 Acido oleandlico 1.20
42.33 Acido ursolico 1.98

La parte soluble del extracto de acetato de etilo (40.0 g) se separ6 mediante columna

cromatografica, obteniendo 214 fracciones de 100 mL cada una y de acuerdo con su

similitud por CCF fueron reunidas en 42 fracciones (Cuadro 13). De la reunién de las

fracciones 15-24 se obtuvo un aceite rojo (1.4790 mg) el cual fue analizado por CG-EM,

identificAndose 27 compuestos, de los cuales, los mayoritarios fueron espatulenol

(14.63%), fitol (12.41%) y 6xido de cariofileno (11.39%) (Cuadro 14).

Cuadro 13. Fracciones colectadas de la separacion del extracto de acetato de etilo de S. semiatrata

# de fraccion  Fraccion Peso (g) Sistema de elucion

1 1-3 0.1070

2 4 0.0131 hexano

3 5 0.0060

4 6 0.0046

5 7 0.0022

6 8 0.0022 hexano/acetato de etilo 9:1
7 9 0.0019

8 10-11 0.0024

9 12-14 0.0030
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10 15-24 1.4790

11 25 0.0542

12 26-29 0.4529 hexano/acetato de etilo 8:2
13 30-32 2.1963

14 33-43 1.1798

15 49-522 0.9509

16 53-61 0.5445

17 62-70 0.4926 hexano/acetato de etilo 7:3
18 71-97 2.3859

19 98-106 0.4886 hexano/acetato de etilo 6:4
20 107-115 0.6740 hexano/acetato de etilo 1:1
21 116-119 0.5323 hexano/acetato de etilo 4:6
22 120-124 0.1820

23 125-128 0.1024 hexano/acetato de etilo 3:7
24 129-131 0.2304

25 132-134 0.2764 hexano/acetato de etilo 2:8
26 135-140 0.9013

27 141-144 1.8904

28 145-146 10.4831

29 147-160 8.7266

30 161-162 1.625

31 163-164 0.1952 hexano/acetato de etilo 1:9
32 165-167 0.2982

33 168-169 0.2337

34 170-171 0.1422

35 172-176 0.1922

36 177-181 0.4109

37 182-185 0.1201 hexano/acetato de etilo
38 186-190 0.6764 0.5:9.5

39 191-193 0.2631




40 194-201 0.0488 acetato de etilo/metanol 7:3
41 202-208 0.7424
42 209-214 17.9833 metanol

Cuadro 14. Componentes del extracto de acetato de etilo de S. semiatrata determinadas mediante CG-
EM

Tiempo de Compuesto Abundancia relativa %
retencién
9.21 Pinocarveol 0.07
9.28 Alcanfor 0.08
11.32 Acetato de bornilo 0.09
11.50 Acetato de terpineno 0.07
14.87 Oxido de cariofileno 11.39
15.23 Espatulenol 14.63
15.57 Epoxido de humuleno II 3.41
16.25 Epoxido de isoaromadendreno 2.04
17.59 a-cadineno 0.85
18.78 Acido palmitico 6.47
19.20 Ftalato de dibutilo 3.92
19.44 Etil est(f:-r de &cido palmitico 5.43
20.42 Acido linoleico 1.38
20.49 Acido linolénico 3.73
20.59 Fitol 12.41
21.02 Etil ester de acido linoleico 1.39
21.09 Etil ester de acido linolénico 4.89
22.47 Acido araquidico 0.44
22.68 Totarol 0.54
29.37 Escualeno 3.35
32.07 o-tocoferol 0.63
33.23 a-tocoferol 5.37
36.38 B-sitosterol 0.82
36.74 Cipereno 2.69
37.05 B-amirina 2.03
38.03 Lupeol 3.88
39.41 Estigmaste-3,5-dieno 6.91
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7.9.3. Aislamiento y caracterizacion del 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-
18,19:15,16-didlida

La reunion de las fracciones 30-32 (1.55), permitié obtener por cristalizacién con hexano-
metanol un solido blanco (1.06 g) el cual fue recristalizado con acetona hasta obtener
cristales de color blanco. A este compuesto se le determind su p.f. (205-206° c¢) y fue
analizado por cristalografia. Con los datos obtenidos por difraccion de rayos X se
determind la estructura de este compuesto como 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-
18,19:15,16-didlida.

La Figura 21 muestra una perspectiva de la estructura molecular del neo-clerodano. El
compuesto cristaliza en un sistema monoclinico con el grupo especial P21. Los anillos de
ciclohexano y ciclohexanona se transfunden y adoptan conformaciones de bote y silla
giratoria respectivamente. La y-lactona tiene una conformacion de envoltura y el anillo 13
es practicamente plano. La estereoquimica absoluta en C5, C8, C9 y C10 se determiné
como S, S, R, y R. El sustituyente metilo C17 es axial y el grupo metilo C20 ocupa la

posicion ecuatorial mas favorecida estéricamente.

Figura 21. Estructura molecular de 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-diélida
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7.10. Efecto ansiolitico y potenciaciéon de la hipnosis inducida con
pentobarbital sodico del 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-
didlida

7.10.1. Efecto ansiolitico

El terpeno neo-clerodano en las dosis evaluadas mostro una disminucion significativa en
la exploracion en el modelo de campo abierto (Figura 23 A), no asi en el tablero con
orificios (Figura 23 B). Por otra parte, dicho compuesto presenta un efecto ansiolitico
significativo en el modelo de cruz elevada al incrementar la exploracion de los brazos

abiertos en las dosis evaluadas (Figura 23C).
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Figura 22. Evaluacion del efecto ansiolitico del 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-didlida.
Modelo de campo abierto (A), tablero con orificios (B) y cruz elevada (C). Solucién salina (s.s.),
clonazepam (CZP). 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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7.10.2. Potenciacion de la hipnosis inducida con PS

Se observé un efecto significativo del diterpeno neo-clerodano en la duracion de la

hipnosis a las dosis de 0.1 y 10 mg/kg.
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Figura 23. Evaluacién de la potenciacion de la hipnosis inducida con PS del 7-ceto-neoclerodan-

3,13-dien-18,19:15,16-didlida. Solucion salina (s.s.), clonazepam (CZP). 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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7.11. Evaluacion del efecto antinociceptivo del 7-ceto-neoclerodan-3,13-
dien-18,19:15,16-didlida

El compuesto evaluado a las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg mostré una disminucion
significativa con respecto al control en la conducta nociceptiva, observandose una mayor

reduccion a la dosis de 10 mg/kg similar al farmaco de referencia (Figura 25).
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Figura 24. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo del 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-didlida.
Solucién salina (s.s.), Ketorolaco (k). Las barras representan la media + el error estandar de seis animales. Los
asteriscos indican diferencias significativas *P < 0.05 con respecto al vehiculo, ANADEVA seguida de la prueba de
Dunnett.
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8. DISCUSION

La administracion oral de los extractos organicos y acuoso a la dosis de 2000 mg/kg no
provocd en ninguno de los sujetos experimentales dafios macroscépicos en los
principales organos irrigados (rifidn, bazo, higado, estdmago), signos de toxicidad o
mortalidad, ademas de que no se mostraron diferencias significativas en la ganancia de
peso en comparacion con el control. De acuerdo con la OCDE, los extractos evaluados

en este estudio se clasifican en categoria 5 o toxicidad minima.

Otros trabajos de tesis han evaluado la toxicidad oral de los extractos de S. circinata
(Moreno-Pérez, 2019) y S. purpurea (Cuevas-Morales, 2018), reportando su clasificacion
en categoria cinco. Es importante destacar que las tres salvias pertenecen al subgénero
Calosphace; sin embargo, S. purpurea pertenece a la seccién Purpureae a diferencia de
S. semiatrata y S. circinata que pertenecen a la seccion Scorodonia y Uricae,

respectivamente.

La evaluacion del efecto ansiolitico de todos los extractos produjo una mayor exploracion
en brazos abiertos en el modelo de cruz elevada, pero solamente los extractos de hexano
y acetato de etilo produjeron respuesta significativa equivalente a la del farmaco de
referencia, clonazepam (0.5 mg/kg, p.o.). Ninguno de los extractos produjo un incremento

en la potenciacion de la hipnosis con pentobarbital sédico.

Estudios han confirmado el efecto ansiolitico de los extractos de baja, mediana y alta
polaridad de diferentes especies del género Salvia. Por ejemplo, los extractos de baja
polaridad de S. miltiorrhiza administrados en ratas macho adultos Sprague Dawley y

evaluados en el modelo de cruz elevada a las dosis de 100 y 200 mg/kg, p.o. presentan
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efecto ansiolitico (Liu et al., 2015). Por otra parte, los extractos de hexano, acetato de
etilo y metanol de S. divinorum (10, 30 y 100 mg/kg, i.p) administrados en ratones albinos
Swiss y evaluados en los modelos de campo abierto, tablero con orificios y potenciacion
de la hipnosis con pentobarbital sédico demuestran el efecto sedante de todos los
extractos a las dosis administradas, pero un mayor efecto con la administracién del

extracto de acetato de etilo.

Respecto a la evaluacion del efecto antinociceptivo en el modelo de estiramiento
abdominal, todos los extractos crudos disminuyeron la conducta nociceptiva en
comparacion con los ratones que recibieron el vehiculo. Sin embargo, solo los extractos
de hexano, acetato de etilo, y acetona/metanol tuvieron una diferencia significativa. Otros
estudios han demostrado que los extractos de mediana y alta polaridad de S. aegyptiaca
presentan un efecto antinociceptivo a las dosis de 250, 500, 1000 y 2000 mg/Kg,
administrados p.o. en ratones macho en el modelo de estiramiento abdominal “Writhing”
(Al-Yousuf et al, 2002), siendo el extracto de mediana polaridad el que presentd mejor
efecto. De igual manera S. divinorum produce efectos de tipo antinociceptivo en
diferentes modelos experimentales debido a la presencia de la Salvinorina A (Tlacomulco

et al., 2019).

En el caso del efecto ansiolitico del extracto de hexano no se observé un efecto
dependiente de la dosis en el modelo de cruz elevada; sin embargo, a las dosis de 3y 30
mg/kg se observa un efecto sedante en el modelo de campo abierto, asi como un
incremento en la duracion de la hipnosis. En el caso del extracto de acetato de etilo se

observa un comportamiento dependiente de la dosis, donde el efecto ansiolitico se pierde
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a la dosis de 30 mg/Kg. En el caso del efecto antinociceptivo se presenta un efecto techo

en un rango de dosis del0 mg/kg - 600 mg/kg.

Los resultados de CLAR revelan que los metabolitos de tipo terpeno comparado con los
acidos fendlicos y los flavonoides, se encuentran en una mayor concentracion. Un
ejemplo es la B-amirina que comparado con el &cido felurico se encuentra 100 veces mas
concentrado en el extracto de acetato de etilo. Otros metabolitos que se encuentran en
concentracion mayor son el acido oleandlico, el acido ursolico y el B-sitosterol. Estos
metabolitos cuentan con estudios que respaldan sus propiedades como analgésicos y
ansioliticos. La B-amirina cuenta con propiedades analgésicas y ansioliticas (Jiménez-
Ferrer et al., 2017; Nogueira et al., 2018;), estudios reportan que el posible mecanismo
de accion es GABAérgico, pues sus efectos se revierten en presencia de flumazenil,
antagonista de benzodiacepinas (Aragao et al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado
el efecto ansiolitico del B-sitosterol y sus posibles implicaciones en la activacion de los

sistemas GABAEérgicos (Aguire-Hernandez et al., 2007).

Asimismo, se ha propuesto que el acido ursdlico inhibe la expresion de la COX-2 (Lu et
al., 2010), ademas de inhibir el efecto de los receptores 5-HT (Verano et al, 2013),
generando un efecto antinociceptivo y posiblemente un efecto ansiolitico, debido a que
un neurotransmisor implicado en la modulacion tanto de los trastornos de ansiedad y

dolor es la serotonina, cuyo receptor es el 5-HT (SED, 2016).

El extracto que produce mejores resultados en las evaluaciones farmacologicas es el de
acetato de etilo. El fraccionamiento de este extracto permitié la identificacion de acidos
grasos y di-, tri- sesquiterpenoides, principalmente. Tales como el acido palmitico, fitol,
espatulenol, oxido de cariofileno y B-sitosterol, a los cuales se les atribuyen propiedades
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como ansioliticos y analgésicos (Aguirre-Hernandez et al., 2007; Chavan et al., 2010;
Pereira et al., 2014; Fidyt et al., 2016). Asimismo, de este extracto, se obtuvo un
compuesto en forma de cristal, caracterizado con base en analisis cristalografico como
un diterpeno tipo neo-clerodano, el 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-didlida. El
neo-clerodano fue aislado en cantidad abundante del extracto de acetato de etilo. Los
neo-clerodanos pertenecen a la familia de los terpenos y tienen como caracteristica que
son metabolitos secundarios no nitrogenados con una alta afinidad y eficacia por los

receptores opioides (Nagase, 2011).

El efecto ansiolitico del neo-clerodano se presento incluso a la dosis evaluada mas baja
(0.1 mg/Kg), con un comportamiento no dependiente de la dosis. Esta conducta se
observa en un estudio realizado con la salvinorina A, obtenida de S. divinorum. Este
compuesto administrado en ratas macho adultas Sprague-Dawley a dosis de 0.1-160
ug/kg via subcutanea y evaluadas en el modelo de campo abierto y cruz elevada
demostraron que no tienen efecto en la actividad locomotora respecto al control, pero si
una mayor exploracion en brazos abiertos, conducta que indica el efecto ansiolitico. La
actividad se evalla a las dosis de 0.05, 0.1, 10, 40, 80 y 160 ug/kg y no se observa un
comportamiento dependiente de la dosis (Braida et al., 2009). Dicho neoclerodano, en la
prueba de estiramiento abdominal mostré una reduccion de la nocicepcion. Este
comportamiento se observa en la tilifodiélida aislada y caracterizada a partir de S. tilifolia.
La tilifodiolida administrada en ratones Balb/c a dosis de 1-100 mg/kg p.o. demostraron
un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis en el modelo de estiramiento abdominal

(Gonzéalez-Chavez, 2018).
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La investigacion actual sobre neo-clerodanos esta dirigida a sus propiedades como anti
alimentarios, neurotréficos y citotoxicos sobre lineas celulares de tumores humanos como
LoVo, MCF-7, SMMC-7721, y HCT-116 (cancer de colon, cancer de mama, cancer de
hepatoma y cancer de colon, respectivamente) (Bozov & Georgieva, 2017; Lai-Wei et al.,

2018; Wang, 2018).

9. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra evidencia por primera vez de los efectos sobre el sistema
nervioso central de los extractos de S. semiatrata y de un diterpeno neo-clerodano como
metabolito activo dilucidado como 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-didlida.
Estos resultados refuerzan el uso tradicional en Santiago Huauclilla, Oaxaca de esta

especie como tranquilizante y para el alivio del dolor.
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