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RESUMEN

Zephyranthes fosteri pertenece a la familia Amaryllidaceae, la cual se caracteriza
ademas de la belleza de sus flores, por biosintetizar alcaloides, de estos es
conocida su actividad sobre el sistema nervioso central. Por otra parte, en el
Cddice de la Cruz-Badiano (1552), primer compendio de plantas medicinales en el
continente americano, en el folio 38r, se ilustra a “Huetzcanixochitl”, la cual ha sido
propuesta su identificacion botanica como Z. fosteri. Debido a su localizacién en el
codice y los alcaloides que posee, nuestro grupo de investigacion ha interpretado
gue dicha planta pudo haber sido utilizada para el tratamiento de padecimientos
relacionados con el sistema nervioso central, como la ansiedad o depresion. Por
otra parte, los estudios quimicos previamente realizados a Z. fosteri reportan la

presencia de alcaloides con actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina.

Con base en los antecedentes anteriores, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar el efecto del extracto metandlico (EMZF) y el extracto alcaloideo
(FO2) de Zephyranthes fosteri en el sistema nervioso central en ratones, mediante
las pruebas conductuales, campo abierto (actividad motora espontanea), cilindro
de exploracion (actividad sedante), laberinto de cruz elevada (actividad ansiolitica)
y nado forzado (actividad antidepresiva). También en ratones se evalud la
toxicidad aguda (p.o.) y mediante un analisis histolégico se evaluaron los efectos
del EMZF y la FO2 en higado, rifibn y bazo. Finalmente se realiz6 un andlisis
guimioinformético de los posibles blancos farmacolégicos de la licorina y

montanina usando SWISSTargetPrediction.

A partir de planta seca y molida se preparé EMFZ y posteriormente realizando un
fraccionamiento acido-base se obtuvo FO2. Mediante un analisis de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) se determind que el
alcaloide mayoritario de EMZF fue la licorina y de la FO2 fueron la licorina y la

montanina.



Posteriormente se determind en ratones que la dosis letal 50 (DLso) del EMZF es
superior a los 2000 mg/kg y para FO2 es de 300 mg/kg.

En cuanto a los resultados en las pruebas conductuales, se determiné que EMFZ
tiene actividad antidepresiva a las dosis 300 mg/kg (p.o.), mientras que, FO2
presentd es actividad a las dosis de 10 y 30 mg/kg (p.o.). Ademas, se determiné
gue la licorina es uno de los principios activos, que presenté efecto antidepresivo a
1 y 3 mg/kg. Tanto el EMZF como la FO2 no presentaron alteraciones en la
actividad motora, ni presentaron efectos sedantes o ansioliticos. Ademas, a las
dosis administradas de EMZF y la FO2, no provocaron efectos téxicos en higado y

bazo; solo la FO2 si presento efectos leves en rifién a la dosis de 30 mg/Kg.

Finalmente, el andlisis quimioinformatico sobre los posibles blancos
farmacologicos de la licorina y montanina indico su interaccion con la enzima

acetilcolinesterasa, lo cual concuerda con lo ya reportado en la literatura.



ABSTRACT

Zephyranthes fosteri belongs to the Amaryllidace family, characterized
by the biosynthesis of alkaloids, known by their activity on the central
nervous system. On the other hand, the Cruz-Badiano codex (1552),
the first compendium of medicinal plants in the American continent,
illustrate in the folio 38r “Huetzcanixochitl”, which have been identified
as Z. fosteri. Due to its location on the codex, our group has interpreted
that this plant could have been used to treat ailments related central
nervous system like anxiety or depression. In addition, previous
chemical studies of Z. fosteri report the presence of alkaloids with
serotonin reuptake inhibition activity.

Based on the previous antecedents, the objective of this work was to characterize
the effect of the methanolic extract (EMZF) and the alkaloid extract (FO2) of
Zephyranthes fosteri on the central nervous system on mice, using the behavioral
tests, open field (spontaneous motor activity), exploration cylinder (sedative
activity), elevated plus maze (anxiolytic activity) and forced swim test
(antidepressant activity). It was also evaluated the oral acute toxicity of EMZF and
FO2 on mice, and the effects on liver, kidney and spleen were also evaluated by a
histological analysis. Finally, a chemoinformatic analysis was performed to check
possible pharmacological blanks of Iycorine and montanine using

SwissTargetPrediction.

Using dried and powdered plant the EMZF was prepared, later by an acid-base
extraction the FO2 was obtained. By a gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GS-MS) analysis it was determined that lycorine was the main

alkaloid in EMZF and in FO2 were lycorine and montanine.

After that the lethal dose 50 (LDso) were determined on mice the EMZF were

superior to 2000 mg/kg and the FO2 were 300 mg/kg (p.o.).

The behavioral tests shown that the EMZF have antidepressant like activity at 300
mg/ Kg (p.o.), the FO2 presented the same activity at 10 and 30 mg/Kg (p.o.). It

was also demonstrated that lycorine was one of the possible active compounds, it



present antidepressant like activity at 1 and 3 mg/Kg (p.o.). The EMZF and FO2
didn’t present alteration on the motor activity, sedative or anxiolytic effects. Is also
worth mention that the doses of EMF and FO2 didn’t cause toxic effect on the liver

and spleen, while the FO2 at 30 mg/kg showed mild effects on the kidney.

Finally, the chemoinformatic analysis showed that the possible blanks for lycorine
and montanine were the acetyl cholinesterase enzyme, which is in agreement with

previous reports.



INTRODUCCION

La familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae esta constituida por 75 géneros y cerca de 1100
especies que se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales (Wang et al.,
2018). Son plantas perenes o bienales, con bulbos y raices contractiles, sus hojas
son simples, alternas, lineares. Sus flores son actinomorfas, epiginas, con 6
tépalos, 6 estambres, fruto en forma de capsula, semillas planas (Martinez-
Gordillo et al., 2014). Algunas especies tienen importancia por su uso ornamental
y medicinal (Cuadro 1) (Wang et al., 2018). En la medicina tradicional asiética y
africana, algunas especies de esta familia se han utilizado para tratar la
inflamacion, problemas del sistema circulatorio y condiciones neurologicas (Ding et
al., 2017).

Esta familia presenta, casi de manera exclusiva, un tipo Unico de alcaloides con
base de isoquinolina, llamados tipo amaryllidaceae. Estos alcaloides estan
clasificados en subtipos segun su estructura quimica, siendo nueve los subtipos
mas comunes (figura 1), existen 42 subtipos mas que incluyen protoalcaloides
(Berkov et al., 2020). Para estos alcaloides han sido reportadas algunas
actividades sobre el sistema nervioso central como: ansiolitica, antidepresiva y
antiepiléptica, ademas de actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) vy butiril colinesterasa (BUhE), ambas relacionadas con la enfermedad del
Alzheimer (Li et al., 2021; Jiny Yao, 2019).
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Figura 1. Subtipos de alcaloides tipo Amaryllidaceae. Estos nueve subtipos son los mas

comunes.

Cuadro 1. Especies de la familia Amaryllidaceae con actividad sobre el sistema nervioso central.

Especie

Actividad reportada

Cita

Boophone
distichia

Boophone
haemanthoides

Nerine filifolia

Extracto metandlico de Actividad inhibitoria de la AChE

bulbo

Extracto metandlico de Actividad inhibitoria de la AChE

bulbo

Extracto
bulbo

etandlico

de Actividad inhibitoria de la AChE

(Nair 'y van
Staden, 2022)

(Nair 'y van
Staden, 2022)

(Nair 'y van
Staden, 2022)




Especie

Actividad reportad

Cita

Nerine humilis

Boophone
haemanthoides

Zephyranthes

carinata

Boophone
distichia

Crinum

bubispermum

Crinum moorei

Cyrtanthus
falcatus

Crinum glaucum

Lycoris radiata

Zephyranthes
grandiflora

Extracto metandlico de
bulbo

Extracto metanolico de

bulbo y alcaloides
selecionados
Fraccion alcaloidea

estandarizada

Buphanadrina,
buphanisina, distichamina

Crinamina

Cherrilina,crinina,
epibuphasina, epivitatina ,
1-O-acetillicorina,

powelina

Maritidina y O-
metilmaritidina

Extracto acuoso bulbo

Fraccién de alcaloides

Extracto de bulbo

Actividad inhibitoria de la AChE

Neuroprotecciéon de contra MMP+ en
SH-SY5Y (Modelo de
enfermedad de Parkinson)

células

Mejora de la memoria en el laberinto
de agua de Morris, reduccién de

tauopatia y astrogliosis

Inhibidor de la

serotonina

recaptacién de

Inhibidor de la
serotonina y actividad inhibitoria de la
AChE

recaptacion de

Inhibidor de la
serotonina

recaptacion de

Inhibidor de la
serotonina

recaptacion de

Actividad ansiolitica en el modelo de
laberitno de cruz elevada y actividad

anticonvulsiva en ratones albinos

Neuroproteccioén en la linea SH-SY5Y
frente a dafio por H202 y COCL2

Actividad inhibitoria de la AChE

(Nair vy
Staden, 2022)

van

(lbrakaw et al.,
2020)

(Cortes et al.,
2019)

(Elgorashi, 2019)

(Elgorashi, 2019)

(Elgorashi, 2019)

(Elgorashi, 2019)

(Ishola et al,
2013)

(Li et al., 2013)

(Cahlikova et al.,
2011)




Zephyranthes fosteri (Traub.)

Zephyranthes fosteri es una planta nativa de México la cual es conocida de
manera popular como mayito, flor de mayo o quiebra platos. En el cuadro 2 se
presenta su resumen taxonomico. Z. fosteri se puede encontrar en zonas de
pastizal, matorral o cerca de bosques de pino-encino (Heike., 2009). Su

distribucién se representa en la figura 2.

Es una hierba de 5 a 45 cm de altura con un bulbo ovoide de hasta 2.5 cm de
diametro. Posee tallos cilindricos comprimidos de hasta 40 cm de longitud de
superficie estriada. Sus hojas, agudas y ligeramente acanaladas, presentan
laminas de hasta 35 cm de longitud y entre 0.5 a 5 mm de anchura. Las flores son
de 2.2 a 6 cm de largo, sésiles o con pedunculo, de tonos rosados principalmente
en la parte media y apical de los segmentos. Los pétalos son oblanceolados u
oblongo-elipticos de 1.5 a 3.5 cm de largo por 6 a 15 mm de ancho. Las semillas
son de forma semicircular, finamente foveoladas con una superficie brillante, las
cuales se almacenan en una capsula subglobosa de 4 a 12 mm de longitud,
trilobadas (Calderén de Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Cuadro 2. Resumen taxondmico de Zephyranthes fosteri, ejemplar completo y plantas en el sitio
de colecta.

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Liliales

Género Zephyranthes
Especie Zephyranthes fosteri




En México, Zephyranthes fosteri se distribuye en los estados de Aguascalientes,
Baja California Sur, Colima, Ciudad de México, Estado de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Heike., 2009; eFloraMex.ib.UNAM,
2016).

B native

] endemic

Figura 2. Mapa de distribucién de Zephyranthes fosteri en la Republica Mexicana (Modificado
de eFloraMex.ib.UNAM., 2016).

Actualmente el género Zephyranthes cuenta con pocos registros de uso

etnobotanico en México. En el cuadro 3 se mencionan algunos de ellos.

Cuadro 3. Antecedentes etnoboténicos del género Zephyranthes en México.

Especie Parte usada Uso Cita
Zephyranthes Raiz Salcochada en agua, se usa para tratar (Del Carmen Rodriguez
carinata hechizos (una enfermedad de origen Castro, 2009)

sociocultural, que es causada por una
tercera persona con la intencion de dafiar
al afectado).

Zephyranthes Flor Adornar la iglesia durante los rosarios. (Cruz Martinez, 2015)
fosteri

Zephyranthes Flor Adorna altares religiosos. (Ayala-Enriquez et al.,
rosea 2019)




Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis y Zephyranthes fosteri

El Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, también conocido como Cédice de la
Cruz-Badiano, es el primer libro de plantas medicinales del continente americano.
Fue escrito en 1552 por Martin de la Cruz y traducido del nahuatl al latin por Juan
Badiano. El cddice estd organizado en trece capitulos teméaticos en los que se
describen remedios medicinales que incluyen plantas (Reyes-Chilpa et al., 2020).

Estos remedios eran utilizados para tratar dolencias en cada una de las partes del
cuerpo. El codice esta organizado de tal manera que recorre desde la cabeza
hasta los pies en los primeros ocho capitulos. De forma general, cada remedio
medicinal se encuentra descrito en un folio donde se incluye el nombre de las
plantas en nahuatl junto con su dibujo y la enfermedad a tratar (Reyes-Chilpa et
al., 2020).

Debido al valor historico y etnobotanico del Libellus, diversos investigadores han
buscado determinar, con la taxonomia y botanica actual, cuales son las plantas
gue en él se representan al interpretar las ilustraciones y el nombre en nahuatl de
cada folio. Esta labor ha sido realizada, entre otros autores, por Bye y Linares
(2013), quienes mencionan que el Libellus cuenta con 224 plantas de las cuales
ellos han identificado a nivel de especie a 131 (cerca del 71% del total) (Reyes-
Chilpa et al., 2020).

En el octavo capitulo, en el folio 38r., se engloban a las “hierbas del estio bien
olientes, empleadas contra la fatiga del que administra la republica y desempefa
un cargo publico”. En este folio se encuentra la planta nombrada en nahuatl como
“Huetzcanixocht!” que se puede traducir como “flor que rie” o “que hace reir’ la
cual fue propuesta su identidad botanica como Zephyranthes fosteri (Bye y
Linares., 2013).

Junto a “Huetzcanixochitl”, se mencionan otras diez plantas sin un uso especifico

en el cddice, sin embargo, algunas tienen reporte de su actual uso medicinal, en

10



especifico sobre el sistema nervioso central como “Totonquixochit!” (Penstemon
roseus) “flor caliente” que actualmente se usa para trata el empacho y conciliar el
suefio. “Xiuhpatli” (Tigridia pavonia) “medicina verde” que se emplea para el
insomnio, afecciones bronquiales dolor de cabeza entre otras dolencias (Bye &
Linares., 2013).

Se puede interpretar que Z. fosteri pudo haber sido utilizada, por sus posibles
efectos sobre el sistema nervioso central, como ansiolitico o antidepresivo. Esto se
puede deducir por medio de lo que sabemos acerca de la familia a la que
pertenece, su composicion quimica, el significado de su nombre en nahuatl y la
localizacion del remedio del que es ingrediente dentro del Libellus (Centeno-
Betanzos et al., 2021)

Estudios quimicos y farmacologicos de Zephyranthes fosteri

En estudios previos de Zephyranthes fosteri se identifico, en el extracto
metandlico, a compuestos mayoritarios como la licorina (l) y al 3’-demethoxi-6-
epimesembranol (Il) junto con 2-O-metipancracina (montanina) (lll), 3-O-
acetilvitatina (IV), 3-O-acetilpowelina (V), galantina (VI); mientras que en la
fraccion de alcaloides se han reportado principalmente la licorina (I) y el 3'-
demethoxi-6-epimesembranol (Il), junto con la norlicoramina (VIl), 3-O-
acetilpowelina (V), galantina (VI), powelina (VIII), vitatina (I1X), 3-O-acetilvitatina
(IV) y pancracina (XI) (ver figura 3) (Centeno-Betanzos et al., 2021). También se
ha reportado la actividad citotoxica del extracto alcaloideo de Z. fosteri en las
lineas tumorales HelLa y SKLU-1 (Garcia-Cruz, 2017).

11
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Figura 3. Estructuras base de los alcaloides presentes en Zephyranthes fosteri (Lucia Y.
Centeno-Betanzos et al., 2021).

Los trastornos del estado del animo

El estado del &nimo es el tono emocional generalizado y sostenido que influye en
el comportamiento de una persona y forma parte de su percepciéon del mundo. El
estado del animo se puede describir, en buena parte, por las vivencias de la

persona y por observaciones clinicas (Sadock et al., 2015).

Los trastornos del estado del animo afectan el tono emocional de la persona que,
al fluctuar, altera los niveles de actividad, las funciones cognitivas, el habla, el
suefo, apetito y actividad sexual. Esto provoca un deterioro en el funcionamiento

interpersonal, social y laboral (Sadock et al., 2015).

Esta categoria de trastornos incluye a los trastornos depresivo, bipolar, la

hipomania, ciclotimia y distimia. Pese a que la ansiedad no se encuentra dentro de
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los trastornos del estado del animo, la mayoria de los casos de depresion
presentan ansiedad patol6gica como una comorbilidad (Sadock et al., 2015).

Aproximadamente 970 millones de personas viven con alguna enfermedad mental,
donde los més comunes son los trastornos depresivos y de ansiedad. Debido a la
pandemia de COVID-19, en 2020 se incrementO la incidencia de depresion y
ansiedad en un 26 y 28% respectivamente (WHO, 2022).

Trastornos depresivos

En el ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems, 10th Revision) definen a los episodios depresivos (en cuanto a
“leve”, “moderado” o “severo”) en pacientes que sufren alteraciones en el estado
de animo, perdida de energia, reduccion de la actividad, incapacidad para disfrutar
(anhedonia), baja autoestima y confianza; las personas también presentan ideas
de culpa o poco valor hacia si mismas. Este trastorno del estado del &nimo incluye
también sintomas somaticos como el retardo en el sistema psicomotor, agitacion,

pérdida del apetito, pérdida de peso y de la libido (WHO, 2017).

En el afilo 2019 se estimé que 280 millones de personas padecian de depresion,
incluyendo 23 millones de nifios y adolescentes. En el peor de los casos, la
persona que sufre de depresion puede llegar al suicidio. Anualmente, 700 000
personas mueren por suicidio, siendo la cuarta causa de muerte en personas entre
los 15y 29 afios (WHO, 2021).

Existen varias hipotesis que buscan explicar la depresion; una de ellas es la
participacion de las monoaminas. En esta hipétesis se plantea que la deficiencia
de monoaminas, como la norepinefrina, dopamina y serotonina las cuales son
neurotransmisores, participan en el desarrollo de la depresidén. La serotonina
participa en el control del apetito, el hambre, la violencia, la impulsividad, la
ansiedad, el miedo y la percepcién. En varios estudios se ha reportado que
pacientes con trastorno depresivo mayor presentan cambios y densidad baja de

receptores de serotonina (5HT1a). Algunos farmacos aumentan la disponibilidad de
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monoaminas, lo cual promueve la actividad antidepresiva. Estos farmacos son los
antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina o

norepinefrina y los inhibidores de la monoamina oxidasa (Martins y Brijesh, 2018).
Trastornos de ansiedad

El miedo y la ansiedad son emociones y respuestas normales que tuvieron gran
valor adaptativo durante el proceso de evolucién humana. De estas emociones, el
miedo presupone una respuesta a amenazas especificas y el comportamiento
ansioso implica, por lo general, una respuesta a elementos indefinidos (Campos et
al., 2013).

La ansiedad se puede definir como la sensacién de angustia difusa, desagradable
y vaga la cual puede estar acompafada de sintomas fisicos como el dolor de
cabeza, taquicardia, opresion toracica, malestar gastrico e inquietud. Sin embargo,
los sintomas pueden variar de persona a persona. La ansiedad es, en realidad,
una respuesta ante una posible amenaza; no obstante, también existe la ansiedad
patolégica la cual se describe en los trastornos de ansiedad que son crénicos
(Sadock et al.,, 2015). Los trastornos de ansiedad incluyen al desorden de
ansiedad generalizado, desorden de panico, fobias, ansiedad social y el trastorno
de estrés postraumatico (Kenda et al., 2022). Se estima que, en México, cerca del

3.6% de la poblacion presenta algun trastorno de ansiedad (PAHO, 2015).
Tratamientos complementarios y/o alternativos para depresion y ansiedad

El tratamiento convencional para los desérdenes depresivos incluye cambios en el
estilo de vida (por ejemplo, el ejercicio fisico) ademas de tratamientos somaticos
como la terapia electroconvulsiva, psicoterapia y farmacoterapia con
antidepresivos y/o ansioliticos (Asgharian et al., 2022). Algunos de los farmacos
utilizados para tratar la depresion son los inhibidores de la recaptaciéon de
serotonina, los antidepresivos triciclicos (OMS, 2021), inhibidores de la
recaptacion de serotonina-norepinefrina, antidepresivos triciclicos e inhibidores de

la monoamina oxidasa (Asgharian et al., 2022).
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Sin embargo, las interrupciones en el tratamiento por parte de los pacientes son
frecuentes, en buena medida debido a las reacciones adversas que les generan.
Estas reacciones adversas pueden incluir dolor de cabeza, disfuncién sexual,
adiccion, convulsiones y propension al suicidio (Kenda et al., 2022) y las cuales
afectan hasta un 30% de los pacientes. La poca accesibilidad para obtener los
posibles tratamientos y el porcentaje de pacientes que no responden al
tratamiento farmacolégico (cerca del 40%) son obstaculos que impiden la buena
progresion del tratamiento (Moragrega y Rios, 2021). Por lo que, en varios casos,
se buscan alternativas y complementos a la farmacoterapia tradicional como el
uso de remedios naturales, los cuales llegan a ser percibidos como seguros
(Yeung et al., 2018).

ANTECEDENTES

El uso de plantas para tratar trastornos mentales

Actualmente, el uso de plantas medicinales es una parte de las terapias
complementarias para tratar trastornos mentales que se realiza al mismo tiempo
gue los tratamientos con farmacos tradicionales. Algunas plantas presentan
compuestos los cuales son efectivos para modificar el estado del animo y otras

enfermedades neuropsiquiatricas.

Los compuestos como los alcaloides, polifenoles, glicosidos, saponinas y terpenos
de plantas presentan algunas propiedades antidepresivas al regular los niveles de
monoaminas, al inhibir de la actividad de la MAO, al aumentar la expresion de
BDNF, en la neurogénesis, al favorecer la plasticidad sinaptica y al reducir el

estrés oxidativo y la neuroinflamacion (Behl et al., 2023).

Algunas plantas que se han probado para tratar depresién y/o ansiedad son las

siguientes.

El extracto de hojas de Ginkgo biloba como suplemento alimenticio se usa para

mejorar la memoria y promover el flujo sanguineo. En estudios clinicos, el extracto
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estandarizado de G. biloba mostré eficacia superior a la del placebo para aliviar
sintomas de ansiedad y depresion (Yeung et al., 2018).

La lavanda (Lavandula angustifolia) es una planta europea la cual es utilizada
tradicionalmente para aliviar sintomas de estrés leve y agotamiento. Se ha
probado en algunos estudios clinicos donde se observé mejoria en los sintomas
de desorden de ansiedad generalizado, ansiedad y depresion al usarse como
aceite esencial de lavanda el cual ya se ha aprobado su uso terapéutico (Kenda et
al., 2022). También se ha reportado que el té de lavanda aumenta la eficacia del
citalopram; ademas, su extracto mejora los efectos de la imipramina (Yeung et al.,
2018).

La planta kava kava, Piper methyscticum, nativa de las Islas Vanuatu y las Islas
Santa Cruz se ha probado en distintos estudios clinicos donde se ensay0 su
efectividad para tratar desordenes de ansiedad. Los distintos extractos de kava
kava y algunos de sus compuestos aislados han demostrado que interactian con
receptores GABAa y actuan como inhibidores de recaptura de monoaminas al
inhibir la MOA-oxidasa y al modular los receptores de serotonina 5-HT1a (Kenda et
al., 2022).

Antecedentes de plantas de la familia Amaryllidaceae con actividad

antidepresiva y/ ansiolitica

El género Narcissus (Amaryllidaceae) es fuente del alcaloide galantamina el cual
es usado para tratar la enfermedad de Alzheimer. De este mismo género se han
aislado alcaloides del tipo mesembrano los cuales tienen propiedades
antidepresivas al inducir la sintesis del mRNA del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), el cual se encuentra en niveles bajos en personas con depresion
(Asgharian et al., 2022) y pueden actuar como inhibidores de la recaptacién de
serotonina (Stafford et al., 2008).

Algunas plantas de Amaryllidaceae con actividad antidepresiva o ansiolitica

reportada han sido:
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Cuadro 4. Antecedentes de actividad antidepresiva o ansiolitica de plantas de la familia
Amaryllidaceae.

Especie Actividad reportada Autor y afio
Hippeastrum Montanina  Actividad antidepresiva en el modelo de nado forzado; Flavia et al.,
vittatum actividad ansiolitica en el modelo de laberinto de cruz 2006

elevado; y efecto sedante en ratones Swiss albinos de
ambos sexos.

Crinum jagus  Extracto de Reduce el tiempo de inmovilidad en el modelo de nado Taiwe et al.,
acetato de  forzado y suspension de cola en ratén Swiss albino 2016
etilo de
hojas
Boophone Extracto Actividad ansiolitica en test de Suok, campo abierto y Pote et al.,
distichia etandlico laberinto de cruz elevada en ratones BALBJ/c. 2018
de bulbo
Allium cepa Liofilizado  Actividad ansiolitica y antidepresiva en laberinto de cruz Samady
en polvo de elevada y nado forzado, mejora de la memoria en laberinto  Saleem, 2018
bulbo de agua de Morris en rata Wistar macho.

Justificacion

Zephyranthes fosteri pertenece a la familia Amaryllidaceae la cual tiene potencial
actividad sobre el sistema nervioso central debido a la presencia de alcaloides.
Por otra parte, el Libellus Medicinalibus Indorum Herbis incluye la planta
Huetzcanixochitl que, por su nombre y ubicacion en el codice, se interpreta que
pudo haber sido utilizada en la medicina tradicional por su efecto sobre el sistema
nervioso central. Esta planta ha sido identificada como Z. fosteri y los estudios
guimicos previos de esta especie reportan la presencia de compuestos con
actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina. Por ello es porque Z. fosteri
podria tener efecto antidepresivo. Con base en lo anterior, en este trabajo se
propuso evaluar la actividad sobre el sistema nervioso central de Z. fosteri, al

determinar su perfil neurofarmacol6gico mediante pruebas conductuales en ratén.
Hipotesis

Los extractos metandlico y alcaloideo de Zephyranthes fosteri tienen actividad

antidepresiva y/o ansiolitica.
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Objetivo general

e Evaluar el efecto de Zephyranthes fosteri sobre el sistema nervioso central
de ratones.

Objetivos particulares

e Determinar la DLso del extracto metandlico y alcaloideo de Zephyranthes
fosteri en ratones.

e Determinar la actividad sobre el sistema nervioso central de los extractos
metandlico y alcaloideo de Zephyranthes fosteri en ratones mediante
pruebas conductuales.

e Explorar los posibles efectos toxicos de los extractos mediante un analisis
histopatoldgico en distintos 6rganos de los ratones que pasaron por las

pruebas conductuales.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecta de material vegetal

El material vegetal que se utilizd6 fue colectado de la zona arqueoldgica de
Cuicuilco, en la CDMX (Anexo 1).

Obtencidn del extracto metandlico de Zephyranthes fosteri (EMZF)

Para obtener el extracto metandlico de Zephyranthes fosteri se utilizaron las
plantas completas. Primero, se lavaron para retirar completamente la tierra.
Posteriormente, se cortaron en pequefios trozos que se secaron durante tres dias
en una estufa a 50°C. Finalmente, se trituraron en un molino mecanico hasta
obtener fragmentos pequefos. El material vegetal triturado se macerd cinco veces
en 1.7 L de metanol. El extracto obtenido (EMZF) se concentrd a presion reducida
por medio de rotavapor para eliminar el disolvente y se dejo secar completamente

en una campana al vacio.
Obtencidén de extracto alcaloideo

A una parte del EMZF se le realizd una extraccion acido-base para obtener un
extracto rico en alcaloides siguiendo el método reportado por Centeno-Betanzos

(2014) con algunas modificaciones (Figura 4).

Para esto, se utilizaron 25 g del extracto y se disolvieron en 70 mL de acido
sulfurico al 2.5%. El extracto disuelto se colocd en un embudo de separacion junto
con 50 mL de éter etilico. Se agitd y se separaron la fase acuosa 1 (FA1) y la fase
organica 1 (FO1). A FAl se le agreg6b nuevamente éter etilico, se agitdé y se
separd de FO1; este proceso se repitid hasta que la FO1 se observo transparente.
Todas las extracciones con éter se reunieron en la FAL. A la FALl se le agrego
hidroxido de amonio al 2.5% hasta que alcanzé un pH de 10 y se le agrego
acetato de etilo, se mezcld y se separé la fase acuosa 2 (FA2) y la fase organica 2
(FO2). Esta ultima, FO2, es donde se encuentra la mayor parte de los alcaloides y

es la que se nombré como extracto alcaloideo. El proceso se repiti6 de forma
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exhaustiva. Posteriormente, a la fase acuosa 3 se le agregaron 50 mL de una
mezcla acetato de etilo: metanol (3:1), se agité y se obtuvo la fase organica 3

(FO3). Este proceso se repitié de forma exhaustiva.

Todas las fases obtenidas se concentraron y se realizé un analisis general de su
composicion por cromatografia de capa fina revelada con reactivo de Dragendorff
para comprobar la presencia de alcaloides.

-
ggghéﬁg?es fosteri L ' , 50 mL Eter etilico
+ [/ Y
70 mL H.S0.al 2.5% / ’% V
\ 5 1
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Figura 4. Método para la extraccion &cido base para obtener el extracto alcaloideo (FO2). El
cual es la fase orgéanica 2, rica en alcaloides. Imagen elaborada con BioRender.
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Anélisis quimico
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

El andlisis del EMZF, FO2, FOS3 se realizé por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) en el Laboratorio Nacional de Ciencias para la
Investigacion y Conservacion del Patrimonio Cultural en el Instituto de Quimica
(LANCIC-IQ) por la M. en C. Mayra Le6n Santiago. Este andlisis fue realizado en
un cromatégrafo de gases Aglilent 7890B acoplado al espectrémetro de masas
5977 A-MSD el cual operaba en el modo de impacto electronico a 70 eV. Se uso la
columna A DB-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 M) con 100°C como temperatura
inicial por 1 min, una rampa de calentamiento de 15°C/ min hasta llegar a los
180°C por 1 min y se subido hasta llegar a los 300°C con una rampa de
calentamiento de 5°C/min. La temperatura de inyeccion fue de 280°C. La fase
movil fue He con un flujo de 1 mL/min. La proporcion de cada compuesto en la
fraccion de alcaloides se expresaron en porcentaje del total de alcaloides. Esto no
expresa una cuantificacion real, pero se puede usar para comparar cantidades

relativas de cada componente (Centeno-Betanzos et al., 2021).

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el software AMDIS 2.64
(NIST) para identificar los compuestos presentes. Los alcaloides se identificaron al
comparar los espectros de CG-EM vy el indice de Kovats. Se compararon los
indices de retenciéon (IR) y los tiempos de retenciéon (RT) con una biblioteca de
espectros de masas por impacto electrénico de alcaloides aislados de especies de
la familia Amaryllidaceae. La biblioteca de alcaloides fue desarrollada por grupo de
investigacion del Dr. Jaime Bastida. Esta biblioteca contiene los alcaloides de
amarilidaceas que han sido identificados por distintas técnicas espectroscopicas.
La M. en C Lucia Yoscelina Centeno-Betanzos proporciono la biblioteca y el apoyo

para el andlisis con este software.
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Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones CD-1 machos de 25 a 30 g de peso procedentes del bioterio
de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala los cuales permanecieron en
el cuarto de alojamiento de animales en el Instituto de Quimica a una temperatura
de 23 £ 1°C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con agua y alimento a libre
acceso. El uso de animales de experimentacion se llevd a cabo conforme la NOM-
062-Z00- 1999 . El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética del
Instituto de Quimica (CICUAL-1Q-001-19).

Determinacion de la dosis letal cincuenta (DL o)

Se realizo6 el experimento de toxicidad aguda por via oral siguiendo los
lineamientos de la OCDE para obtener los valores de DLso y poder aproximar una
dosis efectiva del EMZF y FO2. Se seleccioné este ensayo ya que permite obtener
rangos de letalidad utilizando el menor nimero de animales posibles (OECD,
2001). Se utilizaron grupos de 3 ratones cada uno. Los grupos se dividieron de la

siguiente manera:

e Grupo control al que se le administré el vehiculo el cual consistid en
solucion salina (S.S.) 0.9% con Tween 80 al 1%.

e Grupo EMZF 2000 al cual se le administré la dosis de 2000 mg/kg del
extracto.

e Grupo FO2 al que se le administré una dosis de 300 mg/kg.

e Grupo FO2 al que se le administré una dosis con una dosis de 1000 mg/kg.

Los tratamientos fueron administrados a los ratones, previo ayuno de cuatro horas,
en un volumen de 0.1 mL/10 g de peso por medio de canulas de calibre 20G con

una longitud de 1.5” y esfera terminal de 2.5 mm.

Los animales estuvieron bajo observacion por 30 minutos, de manera continua,

después de la administraciébn de los extractos. Luego, de forma periddica, se
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revis6 a los animales durante las siguientes horas. Se observaron y pesaron
diariamente durante 14 dias después del experimento (OCDE, 2001). Al terminar

los 14 dias los animales se sometieron a eutanasia.

Estudio histopatolégico

Para evaluar las posibles alteraciones ocasionadas por la administracion del
EMZF y FO2, se realiz6 el andlisis histopatoldgico de los tejidos obtenidos de los
ratones al terminar el experimento de toxicidad aguda y las pruebas conductuales.
El procesamiento y el analisis histologico se realizo en el laboratorio de histologia
de la FES Iztacala, con la colaboracion del Biol. José del Carmen Flores Benitez y

la M. en C. Maria del Rosario Gonzalez Valle.

El andlisis histolégico consistio en la diseccion del higado, el rifion y el bazo, los
cuales fueron fijados en paraformaldehido al 4%. Posteriormente, los tejidos se
lavaron, deshidrataron y aclararon (Ross et al., 2015). Se infiltr6 en parafina, se
incluy6é en bloque y se cortd con micréotomo a 5 um de grosor. Los cortes se
extendieron y colocaron en un portaobjetos. Luego se tifileron con hematoxilina-
eosina. Esta tincion permite distinguir los elementos celulares; la hematoxilina tifie
de color azul-morado los componentes nucleares mientras que la eosina tifie de
color rosa-rojo el citoplasma y las fibras de tejido conectivo (Suvarna y Layton,
2013).

Se realizo, entonces, un andlisis general del estado del tejido de los cortes con la
tincion de hematoxilina-eosina. Los dafios se clasificaron segun su gravedad en
“leve”, “moderado” o “severo”; ademas de evaluar su extension al dividirlos en
“focal” con menos del 25% de la extension del corte, “multifocal” del 25-50% del

corte y “difuso” con mas del 50% del corte (Espinosa-Gonzalez, 2016).
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Pruebas conductuales

Para evaluar los posibles efectos de Zephyranthes fosteri en el sistema nervioso
central de los ratones CD-1 machos se realizaron cuatro pruebas conductuales:
cilindro de exploracion, campo abierto, laberinto de cruz elevada y nado forzado.
El campo abierto permite evaluar la actividad motora espontanea ademas de que
funcion6é como control de nado forzado; el cilindro de exploracion permite observar
el efecto sedante; la prueba de laberinto de cruz elevada permite determinar
actividad ansiolitica y, por ultimo, el nado forzado se emplea para evaluar actividad

antidepresiva.

Para realizar las pruebas conductuales se utilizaron grupos de 10 ratones cada
uno y los distintos tratamientos se administraron via esofagica (p.o.). Se evaluaron
las siguientes dosis: 100 y 300 mg/kg de EMZF, 10 y 30 mg/kg de FO2. Al grupo
control se administré el vehiculo (S.S. 0.9% con Tween 80 al 1%); como control
positivo para la actividad antidepresiva se uso6 la imipramina a 30 mg/kg y como
control para la actividad ansiolitica se utilizé el diazepam a 1 mg/kg (Gonzéalez-
Diego, 2019).

A cada grupo se les administraron sus correspondientes tratamientos 24, 18, 8
horas y 30 minutos antes de que se realizaran las pruebas conductuales

(Martinez-Hernandez et al., 2021).
Campo abierto

Este modelo se realiza en una caja de acrilico de 21 x 28 cm la cual esta dividida
en 12 cuadrantes iguales. Cada animal se coloca al centro de la caja, siempre en
la misma direccion. Posteriormente, se contabiliza el numero de cuadros
recorridos con las cuatro extremidades durante un periodo de 2 minutos. Se graba
a cada individuo con una camara de video para analizar la grabacién después del
experimento. Dependiendo del nimero de cuadrantes recorridos respecto al
control se interpretan los posibles cambios en la actividad motora espontanea
(Archer, 1973; Gonzalez-Diego., 2019).
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Cilindro de exploracion

Para realizar la prueba se utiliza un cilindro de vidrio transparente de 30 cm de
altura y 11 cm de diametro. Se coloca al ratén en el centro del cilindro sobre un
papel blanco y se contabilizan el nUmero de levantamientos que realiza sobre sus
extremidades posteriores durante un periodo de 5 minutos. Entre cada raton se
limpia el interior del cilindro con una solucion etandlica al 30% y se cambia el
papel blanco del fondo del cilindro. Un menor nimero de levantamientos en un
ambiente no familiar a comparacion del grupo control indican un efecto sedante
(Ugalde et al., 2010; Gonzélez-Diego, 2019 ).

Laberinto en cruz elevada

El laberinto de cruz elevada consiste en dos brazos abiertos de 30 cm largo por 5
cm de ancho, y dos brazos cerrados de las mismas dimensiones el cual esta
elevado a 50 cm del suelo. Cada raton se coloca al centro del laberinto, siempre
en la misma direccion. El ratdbn permanece en el aparato durante 5 minutos. Cada
individuo es grabado con una camara de video para su analisis posterior. Un
aumento en el tiempo transcurrido en los brazos abiertos del grupo de prueba a
comparacion del grupo control negativo se interpreta como un posible efecto

ansiolitico (Pellow et al., 1985; Gonzéalez-Diego., 2019).
Nado forzado

El aparato consiste en un cilindro de vidrio de 27 cm de alto x 10 cm de diametro
el cual tiene agua a 25°C hasta los 15 cm de altura. Cada raton se coloca en el
agua por seis minutos después de la tercera administracion de la sustancia de
prueba y se graba su actividad con una videocamara. Posteriormente, se analizan
los videos y se registra el tiempo de inmovilidad del ratén a partir de dos minutos
de que se le ingresé al agua. Entre cada individuo se debe cambiar el agua. La
reduccion del tiempo de inmovilidad del grupo de prueba con respecto al control
indica un posible efecto antidepresivo (Porsolt et al., 1977; Gonzélez-Diego.,
2019).
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Andlisis de posibles blancos farmacolégicos por SwissTargetPrediction

Para identificar posibles blancos con los que podrian interactuar los compuestos
presentes en el EMZF y la FO2 se utilizé SwissTargetPrediction la cual es una
herramienta web que permite predecir la probabilidad de interaccion de moléculas
pequefas con proteinas de humano, raton o rata. (Daina et al., 2019).

Para este caso, se realizo la busqueda usando los SMILES canénicos de los
compuestos presentes en el EMZF y FO2 presentes en PubChem.

RESULTADOS

Obtencion del extracto metandlico y extracto alcaloideo

Se preparé un ejemplar de herbario, el cual se depositd en el Herbario de la
Facultad de Ciencias de la UNAM con el nimero 178505 (Figura 5).

Se utilizaron 1885 g de material vegetal fresco los cuales se procesaron y secaron
lo que resultdé en 302 g de material seco. Este material se utilizd para obtener el
EMZF del cual se obtuvieron 32.5 g. Se utilizaron 25 g del EMZF para obtener la

FOZ2. Los rendimientos de los extractos se muestran en el Cuadro 4.
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Figura 5. Ejemplar de herbario de Z. fosteri. Depositado en el herbario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM.

Cuadro 4. Rendimiento del EMZF y las fracciones de alcaloides.

Muestra Peso fresco Peso seco Peso del Peso (9) Rendimiento
Z.fosteri (g) Z.fosteri (Q) EMZF (g)
EMZF 1885 302 32.51 10.83%
FO2 25 0.33 1.35%
FO3 2.80 11.2%

Anélisis quimico
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

El EMZF fue analizado por CG-EM (Figura 6) donde se identificaron tres
compuestos: la sacarosa como el compuesto de mayor abundancia, y dos

alcaloides, la licorina (l) (Figura 7) y la 2-hidroxihomolicorina (X) (Figura 8), donde
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el mas abundante fue la licorina (I) (Cuadro 5). La composiciébn completa del

EMZF se encuentra en el anexo 2. En el caso de la licorina también se realiz6 por

comparacion de su espectro de masas con el de una muestra autentica.

Cuadro 5. Composicion del EMZF obtenida por CG-EM. El compuesto mas abundante se marca
en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto Abundancia (%) RT
Sacarosa 41.93 6.51
Licorina 6.23 25.24
2-Hidroxihomolicorina 0.13 23.43
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Figura 6. Cromatograma del EMZF obtenido por CG-EM. Los picos mayoritarios estan en

6.51y 25.24.
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Figura 7. Espectro de masas del compuesto presente en el tiempo de retencién de 25.53 del

EMZF.

28



x10 6 |* Scan (rt: 25.56-25.71 min, 25 scans) Licorina.D
1.4

1.2

14
0.8
0.6
0.4

226.1000

287.1000

0.2 147.0800 \ J‘ ‘
0 o actb o lall Ly . Lol [ T | M il (-

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 8. Espectro de masas del andlisis por CG-EM del estandar autentico de licorina.

Los alcaloides mas abundantes de la FO2 con base en el analisis de CG-EM
(Figura 9) fueron la licorina (I) (Figura 10), O2-metilpancracina (Ill) (también
reconocido como montanina) y licoramina (Cuadro 6). En el anexo 3 se

encuentran los compuestos y espectros detectados en la FO2.

Cuadro 6. Alcaloides detectados por CG-EM de la FO2. El compuesto mas abundante se muestra
en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto Abundancia relativa (%) RT
Licorina 66.48 25.60
Montanina 8.42 23.74
Licoramina 4.08 20.80
Licorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10- 1.31 22.51

[metilenebis(oxi)]

Licorina,2-O-metil(eter) (Hippamina) 2.59 24.54
Galantaminal,2,3,12,15,16-hexadehidro-9-10- 1.03 22.00

[metilenebis(oxi)]
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Figura 9. Cromatograma de la FO2 de Zephyranthes fosteri obtenido por CG-EM. Los picos
mayoritarios identificados estan en 25.60 y 23.74.
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Figura 10. Espectro de masas del compuesto presente en el tiempo de retencién de 25.60 de
la FO2.
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Figura 11. Espectro de masas presente en el tiempo de retencidon 23. 74 de la FO2.

301.1000

En el caso de la FO3 de Zephyranthes fosteri tuvo mayor rendimiento que la FO2.
Se compone principalmente por sacarosa Y licorina (I) (Cuadro 7). En el anexo 4

se encuentran los compuestos y espectros detectados en la FO3.
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Cuadro 7. Composicion de la FO3 de Zephyranthes fosteri obtenida por anélisis de CG-EM.
El compuesto mas abundante se muestra en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto Abundancia relativa RT
(%)
Sacarosa 35.19 6.82
Licorina 23.11 25.54
Licorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10- 9.23 29.09

[metilenebis(oxi)]
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Figura 12. Cromatograma de la FO3 de Zephyranthes fosteri obtenido por CG-EM. Los picos
mayoritarios estan en 6.53 y 25.54.
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Figura 13. Espectro de masas correspondiente al poco en el tiempo de retencidon 6.53 de la
FO3.
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Figura 14. Espectro de masas correspondiente al poco en el tiempo de retencién 25.54 de la
FO3.

Determinacion de la dosis letal 50 (DL so)

Durante los primeros 30 minutos posteriores a la administracion de los ratones no
se observaron cambios en el grupo control, EMZF 2000 y FO2 a 300 mg/kg.
Después de la primera hora, se observo el mismo comportamiento y aspecto en
los ratones por lo que se procedié a probar la dosis de 1000 mg/kg de FO2. Se
monitoreé a los animales las siguientes horas: los grupos control y EMZF no
mostraron signos de toxicidad; unicamente el grupo administrado con la dosis de
2000 mg/kg de EMZF presentd heces blandas.

Con respecto a los ratones del grupo FO2 300, durante las 6 horas posteriores a la
administracion, presentaron heces blandas. A las 4 horas de la administracion, dos
de los ratones presentaron movilidad lenta y respiracion agitada. Uno de los
ratones de este grupo fue encontrado muerto posterior a las primeras 8 horas de

observacion.

Los ratones del grupo FO2 administrado con la dosis de 1000 mg/Kg presentaron
diarrea posterior a la administracion. A partir de las 3 horas, presentaron
respiracion agitada y las 6 horas movilidad lenta, pero continua. Posteriormente,

los ratones murieron.

Para todos los grupos se registrdo diariamente el peso de los ratones para
determinar si existia una pérdida de peso significativa lo cual podria indicar efectos
toxicos por parte del extracto metandlico o de la fraccibn de alcaloides
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administrada a los ratones. Los grupos control y EMZF 2000 mg/Kg no
presentaron diferencias de peso significativas entre ellos durante la duracion del

experimento (Figura 15).

354

-e- Control
EMZF 2000 mg/ Kg
-+ FO2 300 mg/Kg

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 15. Los grupos alos que se les administro el EMZF y FO2 no presentaron variaciones
de peso respecto al control. Peso de los ratones durante el experimento de toxicidad oral aguda.
Cada punto representa el peso promedio + EMM (n=3) durante los 14 dias de duracién del
experimento.

Siguiendo la guia del protocolo de toxicidad aguda de la OCDE, se determiné que
la DLso del extracto metanolico de Zephyranthes fosteri es superior a 2000 mg/kg
ya que ningun raton mostro signos de toxicidad o la muerte. Mientras que la DLso
de la FO2 es de 300mg/kg.

Las disecciones de higado de los ratones utilizados en la DLso fueron procesadas

y analizadas, se muestran en el Anexo 5.
Estudio histopatoldgico

A fin de evaluar los posibles efectos del EMZF y la FO2 en los ratones a las dosis
evaluadas en las pruebas conductuales, se realizé un analisis histopatolégico de

los tejidos provenientes del higado, rifion y bazo.
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Higado

Se busco la presencia de dafios como cambios en el aspecto los hepatocitos, la
presencia de células inflamatorias, hemorragia, congestién o necrosis para evaluar
el posible dafio en higado debido a que este tipo de alteraciones se asocian con

dafio hepético inducido por farmacos (Kumar et al., 2013).

En las muestras de higado del grupo EMZF 100 y 300 mg/kg (p.0.) se observo la
presencia de hepatocitos con aspecto moteado, que puede recordar al de la
esteatosis, de forma leve y focal principalmente al centro de los lobulillos y se
reporto la presencia de neutrofilos al centro del lobulillo de forma focal (Figura 16).

En los cortes histolégicos provenientes de los ratones a los que se les administro
la FO2 en las dosis de 10 y 30 mg/kg (p.0.) se observo congestion y dilatacion de
venas de forma leve y focal; también se observé dilatacion de las sinusoides. El
principal signo de cambio alteraciones en los hepatocitos fue la presencia de
células con aspecto moteado, similares a la esteatosis, esta alteracion se presento
de forma leve y focal en el grupo al que se le administrd la dosis de 10 mg/kg. Y
30 mg/kg (Figura 16).
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If — Infiltrado
Es- Esteatosis

Figura 16. EI EMZF (100 y 300 mg/kg) y FO2 (10 y 30 mg/kg) (p.0.) no dafian el tejido
hepatico. Fotomicrografias de secciones histolégicas de higado obtenidas de los ratones
empleados para las pruebas conductuales. C, grupo control, muestra la zona del centro del lobulillo
del grupo administrado con vehiculo. EMZF 100, grupo administrado con 100 mg/kg del EMZF,
muestra congestion leve de la vena central y posibles gotas de lipidos de forma leve. EMZF 300
presenta congestion leve de la vena central e infiltrado inflamatorio (If) de forma leve. FO2 10
presenta congestion leve de la vena central, asi como hepatocitos con aspecto similar al de la
esteatosis (Es) de forma leve. FO2 30 la vena central muestra congestion y dilatacion; alrededor se
muestran hepatocitos con posible esteatosis (Es). Secciones tefiidas con hematoxilina eosina.
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RifA6N

De igual manera, se examinaron muestras de rifidn de los cuatro grupos
experimentales donde se busco la presencia de cambios en el corpusculo renal, la
presencia de infiltrado inflamatorio, alteraciones en la capsula de Bowman,
necrosis de los tubulos, los cuales son cambios asociados a toxicidad de farmacos
0 xenobidticos en el rifidn (Greaves, 2012).

En los grupos a los que se les administré6 el EMZF en dosis de 100 y 300 mg/kg
(p.0.) se buscaron cambios en la capsula de Bowman y, ademas, se observo de
forma focal y leve hipercelularidad en el glomérulo al compararse con el control al

gue se le administro el vehiculo (Figura 17).

En el grupo de ratones al que se le administraron 10 mg/kg (p.o.) de la FO2 se
observo edema intersticial de forma leve y focal, la presencia de depoésitos de
proteinas en la luz de los tubos contorneado o el espacio de la camara de
Bowman. También se observd necrosis de forma focal en los tubulos
contorneados, la congestion de vasos de forma multifocal. En el glomérulo, se
observo hipercelularidad leve de forma y multifocal. En los ratones a los que se les
administraron 30 mg/kg (p.o.) de FO2 se presentaron depositos de proteinas de
forma multifocal, edema leve y multifocal, hemorragia de forma focal. Mientras que
el glomérulo presentd hipercelularidad de forma moderada (Figura 17). También
se observO necrosis en los tubulos contorneados de forma multifocal, aunque

Unicamente se present6 en uno de los tres ratones examinados.
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Figura 17. El EMZF no provoco dafios significativos en el rifidn, la FO2 si provoco cambios
en la dosis de 30 mg/kg. Fotomicrografias de secciones histologicas de rifiébn obtenidas de los
ratones empleados para las pruebas conductuales. C, grupo control, corresponde a un corte de
zona cortical del rifion donde se observa un glomérulo y tdbulos contorneados distales y
proximales de aspecto normal. En EMZF 100 y EMZF 300 se observa hipercelularidad leve en el
glomérulo. En FO2 10 se observa edema al centro del campo. En el grupo al que se le
administraron 30 mg/kg de FO2 se observa necrosis de algunos tdbulos contorneados y aumento
en el nimero de células del glomérulo. Secciones tefiidas con hematoxilina eosina. 40x.
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Bazo

El bazo en los humanos cumple dos funciones principales: la filtracién de la sangre
y la mediacién de la respuesta inmune. El bazo en los ratones, ademas de realizar
estas funciones, también actia como 6rgano hematopoyético. Tanto los farmacos
como otras sustancias pueden tener efecto en el tejido linfoide al mostrar
alteraciones en el tejido como pueden ser la congestion, hemorragia,
pigmentacion, cambio graso y atrofia del tejido del bazo (Linden et al., 2012). Por

lo que se buscaron estos cambios en las muestras de tejido obtenidas.

Se observo en el grupo control la apariencia normal tanto de la pulpa blanca
(Figura 18) como de la pulpa roja (Figura 19). No se observaron cambios respecto
al control en ninguno de los cuatro grupos experimentales. Por lo que se considero
gue el EMZF y el extracto alcaloideo, en este esquema de dosificacion, no tuvieron

efectos en el bazo.
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Figura 18. El EMZF y la FO2 no provocaron cambios en la pulpa blanca del bazo de ratén.
Fotomicrografias de secciones histolégicas de la pulpa blanca del bazo obtenidas de los ratones
empleados para las pruebas conductuales (40x). C, grupo control, se observa la pulpa blanca. El
tejido linfoide es de aspecto normal. En EMZF 100 y 300 mg/kg y FO2 10 y 30 mg/kg se muestran
imagenes de la pulpa blanca sin cambios patologicos aparentes. Secciones teflidas con
hematoxilina eosina. 40x.
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Figura 19. El EMZF y la FO2 no provocaron cambios en la pulpa roja del bazo de ratén.
Fotomicrografias de secciones histologicas de la pulpa roja del bazo, obtenidas de los ratones
empleados para las pruebas conductuales (40x). C, grupo control, se observa la pulpa roja. El
tejido es de aspecto normal. En EMZF 100 y 300 mg/kg y FO2 10 y 30 mg/kg se muestran
imégenes de la pulpa roja. Secciones tefiidas con hematoxilina eosina. 40x.
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Figura 20. Ninguno de los tratamientos provoco en los ratones sometidos ala prueba de
campo abierto alteraciones en la actividad motora espontanea. Los tratamientos fueron
administrados por via oral (p.0.) en ratones CD-1. Imipramina (30 mg/Kg), diazepam (1/mg/kg),
EMZF 100 mg/kg, EMZF 300 mg/kg, FO2 10 mg/kg y FO2 30 mg/kg. Cada barra representa la X +
EMM (n=10).

La prueba de campo abierto evalia la actividad motora espontanea, lo cual
permite saber si el tratamiento administrado afecta este parametro (Shi et al.,
2021). También permite evaluar si la sustancia a probar tiene efecto ansiolitico o
ansiogeno (Chen et al.,, 2020). En este trabajo, ninguno de los tratamientos

administrados modificé la actividad motora espontanea (Figura 20).
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Figura 21. Efecto del EMZF y FO2 en ratones sometidos a la prueba de cilindro de
exploracion, ningun tratamiento presento efecto sedante. Los tratamientos se administraron
por via oral (p.o.) El control positivo fue el diazepam (1 mg/Kg), EMZF 100 mg/kg, EMZF 300
mg/kg, FO2 10 mg/kg y FO2 30 mg/kg. Cada barra representa la X + EMM (n=10). * La diferencia
significativa fue determinada por una prueba de ANOVA de un factor seguida de una prueba de
Dunnett (p<0.05).

La prueba de cilindro de exploracion permite determinar tanto la actividad motora
(Shi et al., 2021) asi como evaluar el posible efecto sedante de una sustancia si

disminuye el numero de levantamientos respecto al vehiculo (Ugalde et al., 2010).

Los grupos a los que se les administr6 el EMZF no mostraron diferencias
significativas respecto al grupo control, aunque si presentaron un mayor numero
de levantamientos (Figura 21). Mientras que en los ratones a los que se les
administro FO2 si se observdé un aumento en el numero de levantamientos
respecto al control el cual fue estadisticamente significativo Unicamente en el

grupo con la dosis de 10 mg/kg (Figura 21).
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Figura 22. En la prueba de laberinto de cruz elevada Unicamente el diazepam mostro
actividad ansiolitica. Los tratamientos se administraron por via oral (p.o.). El control positivo fue el
ansiolitico diazepam 1 mg/kg, EMZF 100 mg/kg, EMZF 300 mg/kg, FO2 10 mg/kg y FO2 30 mg/kg.
A) muestra el tiempo (s) y B) muestra el nimero de entradas a los brazos abiertos. Cada barra
representa la X + EMM (n=10). * La diferencia significativa fue determinada por una prueba de
ANOVA de un factor seguida de una prueba de Dunnett (p<0.05).

La prueba de laberinto de cruz elevado permite evaluar el comportamiento similar
a la ansiedad en roedores y la busqueda de compuestos con actividad ansiolitica.
Este modelo se basa en el conflicto aversion de los roedores a los espacios
abiertos y las alturas junto a su instinto por explorar un ambiente nuevo lo cual

crea conflicto entre la exploracién y la aversion (Bourin, 2015).

El dnico grupo que mostrd diferencias significativas respecto al control lo cual
aumenté el nimero de entradas y el tiempo transcurrido en los brazos abiertos fue
al que se le administr6 diazepam (Figura 22), el farmaco control positivo. La
administraciéon de ansioliticos como el diazepam aumenta el tiempo y la
exploracion en los brazos abiertos (Campos et al., 2013). El EMZF y el extracto

alcaloideo no presentaron actividad ansiolitica.
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Figura 23. Efecto antidepresivo del EMZF a 300 mg/Kg, FO2 a dosis de 100 y 300 mg/kg vy
Licorinaaly 3 mg/kg (p.o.) en ratones sometidos a la prueba de nada forzado.

A) Efecto del EMZF y FO2 administrado por via oral (p.0.) en ratones sometidos a la prueba de
nado forzado. Cada barra representa la X + EMM (n=10). B) Efecto de la licorina administrada por
via oral (p.0.) sometidos a la prueba de nado forzado. El control positivo fue imipramina 30 mg/kg,
EMZF 100 mg/kg, EMZF 300 mg/kg, FO2 10 mg/kg y FO2 30 mg/kg. C) Efecto de la licorina
administrada por via oral (p.0.) en ratones sometidos a la prueba de campo abierto. * La diferencia
significativa fue determinada por una prueba de ANOVA de un factor seguida de una prueba de
Dunnett (p<0.05).

El nado forzado es una prueba ampliamente utilizada para evaluar la posible
actividad antidepresiva de distintas sustancias. Esto se observa cuando se reduce
el tiempo de inmovilidad respecto al control negativo (Shi et al. 2021). Las dosis de
EMZF de 100 y 300 mg/kg (p.o.) mostraron un menor tiempo de inmovilidad
respecto al del control. El grupo administrado con la dosis de 300 mg/kg fue el que

presentd una diferencia estadisticamente significativa (figura 23 A).
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Los grupos tratados con FO2 mostraron diferencias significativas respecto al
control y se observd un menor tiempo de inmovilidad. Esto resultd en un
comportamiento similar al del grupo administrado con imipramina, el control
positivo. Esta cuestion podria indicar una posible actividad antidepresiva por parte
del extracto alcaloideo (figura 23 A).

La licorina es el alcaloide mayoritario presente en el EMZF y en FO2. Por lo que
se decidié probar el efecto de la licorina (I) en el modelo de nado forzado y campo
abierto a dosis de 1 y 3 mg/kg (p.o.) (figura 23). La licorina utilizada para estas
pruebas fue donada por la M. en C. Lucia Centeno Betanzos quién la aislé
previamente de Zephyranthes fosteri.

Ambas dosis de licorina (1) disminuyeron el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado de forma significativa (Figura 23 B) y no mostraron cambios en la
actividad motora en la prueba de campo abierto respecto al control negativo
(Figura 23 C).

Analisis de posibles blancos farmacolégicos por SWISSTargetPrediction

La licorina (l), el alcaloide mayoritario del extracto metandlico y alcaloideo de Z.
fosteri, tiene reporte de las siguientes actividades farmacolégicas: actividad
citotoxica, antiangiogénica, inhibidora de la topoisomerasa 1, antiparasitaria en
Tricomona vaginalis, Plasmodium falciparum, Entamoeba histolitica, inhibidor leve
de la acetil colinesterasa, antioxidante, antinflamatoria (Khalifa et al., 2018),
antinociceptivo a dosis de 1 mg/kg (Saltan et al., 2012), regulador del ciclo
circadiano (Onishi et al., 2012) y promueve la degradacion de a-sinucleina al
regular el proteasoma de ubiquitina (Zhu et al., 2021). Este es, desde mi
conocimiento, el primer reporte de su posible actividad efecto antidepresivo en

ratones en el modelo de nado forzado.

Debido a esto, se decidio realizar un analisis utilizando SWISSTargetPrediction,
para poder predecir la posible interaccion de los alcaloides mayoritarios en el

EMZF y FO2 con distintas proteinas blanco del sistema nervioso central.
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Como resultado de este analisis, se determindé que, tanto la licorina como la
montanina, presentan posible interaccion con la acetil colinesterasa (Cuadros 8, 9
y 10). Ya se ha reportado la actividad in vitro de la montanina como un inhibidor de
la acetil colinesterasa a concentraciones de 1mM, 500 uM y 100 puM (Pagliosa et
al., 2010) se considera un inhibidor débil comparado con el estandar, galantamina
1.7 uM, (Koutova et al., 2020).

Cuadro 8. Posibles blancos de interaccién de la licorina obtenidos usando SWISS Target
Prediction.

Blanco Probabilidad (%) Uniprot ID
Acetilcolinesterasa 19.66 P211836
Alfa L fructosidasa | 9.78 P04066
Receptor Betaadrenérgico 2 9.78 P18762
Nucleosido purin fosfatasa 9.78 P04066
Beta-glucocerebrosidasa 9.78 P17439
Receptor opioide Mu 9.78 P42866
Receptor opioide Delta 9.78 P32300
Glicégeno fosforilasa del higado 9.78 P06737
Proteina kinasa C 9.78 P41743
Alfa lisosomal mannosidasa 9.78 000754
Beta glucosidada 9.78 Q9HCG7
Glutation reductasa 9.78 P00390
Receptor neuronal de acetilcolina 9.78 P43681

subunidad alfa 4

Receptor Betaadrenérgico 3 9.78 P25962
Beta galactosidasa 9.78 P16278
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Cuadro 9. Posibles blancos de interaccién de montanina, obtenidos usando SWISS Target
Prediction.

Blanco Probabilidad (%) Uniprot ID
Acetilcolinesterasa 11.94 P21836
Receptor muscarinico M2 11.11 Q9ERZ4
Receptor muscarinico M1 11.11 P12657
Receptor Beta adrenérgico 2 11.11 P18762
Receptor neuronal de acetilcolina 11.11 070174
subunidad alfa 4
Receptor opioide Delta 11.11 P32300
DISCUSION

Analisis quimico del extracto metandlico y extracto alcaloideo

Tanto Centeno y colaboradores (2021) como Garcia Cruz (2017) han reportado el
rendimiento del extracto metanolico de Zephyranthes fosteri, proveniente de la
REPSA ubicada en el campus de Ciudad Universitaria, con rendimiento del 9.77 y
12.9%, respectivamente. Con las plantas de Z. fosteri en la zona arqueoldgica de
Cuicuilco se obtuvo un rendimiento similar (10.83%, Cuadro 4) al utilizar la planta

completa.

Por el contrario, el rendimiento de FO2 (1.5%, Cuadro 4) fue menor respecto al
rendimiento obtenido de FO3 (11.2%, Cuadro 4). Esto contrasta con lo reportado
previamente para Zephyranthes fosteri ya que tanto Garcia-Cruz (2017) como
Centeno-Betanzos (2014) mencionan que la fase organica con mayor rendimiento

corresponde a la FO2 con rendimientos de 2.4% y 3.67% respectivamente.

Los alcaloides mas abundantes de FO2 fueron la licorina y la montanina. La
mayoria de los alcaloides presentes en la FO2 son del tipo licorina (l), con

excepcion de la montanina (I1l) (Ding et al., 2017).
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Para Zephyranthes fosteri, la licorina (I) estd reportada como el alcaloide
mayoritario en el bulbo y raices, mientras que el 3-demetoxi-6-epimesembranol (I1)
en las partes aéreas y bulbo junto con un 65.45 % de sacarosa (Centeno-
Betanzos et al., 2021; Centeno-Betanzos, 2014). La licorina (I) de los alcaloides
comunes presentes en las Amaryllidaceae, encontrdndose en varios géneros,
incluido Zephyranthes (Khalifa et al., 2018).

La composicion de la FO3 fue principalmente de sacarosa y licorina (I) (Anexo 3).
Se tiene reporte que, en la FO3 del bulbo de Zephyranthes fosteri, existe
presencia de sacarosa junto con otros azucares como el maltol (Centeno-
Betanzos, 2014).

Garcia-Cruz (2019) menciona que en la FO3 se encuentra una menor cantidad de
alcaloides y no reacciona con el reactivo de Dragendorff por lo que no se continuo
con su analisis. Mientras que Centeno-Betanzos (2014) no reporta la presencia de
licorina (I) en FO3 y los alcaloides encontrados en esta fase organica en las

distintas partes de Z. fosteri se encuentran en porcentajes menores al 2%.

La ausencia de alcaloides tipo mesembrano, previamente reportados para esta
especie tanto en el extracto metandlico como en el extracto alcaloideo (FO2)
(Garcia-Cruz., 2019; Centeno-Betanzos et al., 2021), y la variacion de la
composicion quimica de Zephyranthes fosteri se puede explicar en parte por la
plasticidad fenotipica que presenta esta especie. Lo que ademas provoca
variacion morfologica y de la composicion de alcaloides en distintas localidades de
distribucion donde ademas existen distintas variables bidticas y abibticas

(Centeno-Betanzos et al., 2022)

En ese sentido uno de los factores bibticos que afecta la produccién de alcaloides
en las Amaryllidaceas es la presencia de hongos enddéfitos los cuales,
dependiendo de la especie, afectan la cantidad y diversidad de alcaloides

producidos en distintas partes de la planta (Zhou et al., 2020)
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La presencia de vegetacion también es otro factor a considerar. Se ha reportado
en el caso de Narcissus pseudonarcissus (Amaryllidaceae) que al cultivarse junto
con herbaceas, aumenta la produccién de galantamina lo cual plantea un método
de cultivo para poder obtener galantamina y otros alcaloides presentes en la
planta (Fraser et al., 2021; Jin y Yao, 2019).

Esto indica que la competencia con otras plantas y hongos endoéfitos también

podria afectar la composicion quimica de Zephyranthes fosteri.
Determinacion de la dosis letal 50

Por otro lado, determinamos que la DLso del EMZF es superior a los 2000 mg/kg la
cual es la dosis maxima contemplada en el protocolo de toxicidad aguda de la
OCDE (2001) y la DLso de FO2 es de 300 mg/kg. Esto indica que el EMZF tiene
una toxicidad relativamente baja (OCDE, 2001).

La presencia de heces blandas y diarrea se puede deber al contenido en licorina
tanto en el EMZF como de la FO2. Este alcaloide se ha reportado que tiene efecto
emeético y puede causar diarrea en dosis de 3 mg/kg (Khalifa et al., 2018). Sin
embargo, no se vieron cambios significativos en el peso de los ratones durante el

experimento (Figura 15).

La OCDE clasifica la toxicidad de sustancias quimicas en cinco categorias en el
sistema armonizado global de etiquetados. En este sistema, los compuestos mas
téxicos se encuentran en la “Categoria Uno” con valores de DLsg bajos (5 mg/kg o
menores), mientras que la “Categoria Cinco” tienen una toxicidad baja y
Unicamente son toxicos para poblaciones sensibles ya que poseen valores de DLso
de 2000-5000 mg/kg (OCDE, 2002).

La DLso del extracto alcaloideo corresponde a compuestos o mezclas de la
“Categoria Tres” del sistema armonizado global de etiquetados, por lo que su

toxicidad es relativamente baja.
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El EMZF tiene una DLso superior a los 2000 mg/kg y este grupo presento diarrea
durante el experimento. Uno de los criterios para que una mezcla se encuentre en
la “Categoria Cinco” incluyen que no se haya observado ningun deceso al
momento de probar con la dosis indicada para la “Categoria Cuatro” (2000 mg/kg)
ademas de que no se presenten signos de toxicidad como diarrea y piloereccion.
El EMZF estaria dentro de la categoria 4 (OECD, 2002).

El alcaloide mayoritario del EMZF y FO2 es la licorina, la cual se encuentra dentro
del sistema armonizado de etiquetados dentro de la categoria 3, como toxico si se
ingiere en ciertas dosis y tiene una DL50 reportada de 10700 mg/kg en ratones
(NCBI., 2023).

Toxicidad de los extractos

Con respecto al andlisis histopatologico, los cambios observados en el higado
fueron cambios de tipo vascular como la dilatacion y congestion clasificados como
leves y focales. En el caso de la congestion de las sinusoides, se puede deber
posiblemente al método de eutanasia: dislocacion cervical, en donde no se
exaguinea al animal, por lo que ésta no se consider6 como signo de dafio
(Thoolen et al., 2010).

La presencia de un aspecto moteado en los hepatocitos en roedores puede
asociarse con la alimentacion y el momento de la eutanasia. Las ratas y ratones
en periodo posprandial presentan acumulacion de glicégeno y agua en los

hepatocitos de forma leve, lo cual se considera normal (Rogers y Dintzis, 2018).

Esta reportado que la licorina tiene un efecto hepatoprotector a una dosis de 2
mg/kg en ratas tratadas con tetracloruro de carbono, lo cual reduce la esteatosis y

necrosis (Saltan Citoglu et al., 2012)

Con respecto al rifion, se consideré que ambos grupos que fueron tratados con el
extracto alcaloideo presentaron cambios relacionados con la inflamacién como el
edema y dilatacién de vasos sanguineos. Los depdsitos de proteina en los tubulos

proximales pueden llegar a causar obstruccién, edema y dafio en los tubulos, lo
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cual predispone a la necrosis en los mismos (Greaves, 2012). La presencia de
necrosis de forma focal en los tibulos contorneados y la presencia de depositos
de proteinas en los grupos tratados con EMZF y FO2 son sefial de dafio en el

rinén.

No se tienen registros previos de los posibles efectos de Zephyranthes fosteri en
rifién, pero si se tienen de los efectos de la licorina, uno de los componentes
mayoritarios en ambos extractos. Schimmel et al., (2020) mencionan que
evaluaron el estado del rifién de los ratones y ratas empleados para evaluar el
efecto cardioprotector de la licorina a una dosis de 4.5 mg/kg en ratones bajo un
tratamiento de angiotensina Il y ratas con dietas ricas en sodio. Ellos reportan que
no encontraron signos de dafo atribuidos a la licorina, ni algun efecto protector
frente a la dieta alta en sodio. También midieron indicadores de dafio renal como
la creatinina y la urea en sangre donde no se encontraron signos de dafo, pero si

la urea ligeramente alta en el grupo al que se le administro licorina.

Con respecto al bazo de los ratones, en los cuatro grupos experimentales no
presentaron dafos patologicos aparentes en la pulpa blanca y la pulpa roja por lo
gue se consider6 que el EMZF y FO2 no ocasionan cambios en el bazo.
Previamente se ha reportado que la licorina es capaz de detectarse en el bazo
(Ren et al., 2014). No se tienen antecedentes de su posible efecto sobre este

organo pero si existen reportes de su actividad antinflamatoria (Xiao et al., 2022).

Con base en las observaciones en las muestras de higado, rifion y bazo mediante
el modelo de administracién utilizado, el EMZF y la FO2 no presentan toxicidad,
pero si generan cambios vasculares que estan probablemente relacionados por su

alto contenido en licorina. Y si puede tener efectos leves en el rifidn.
Pruebas conductuales

El EMZF y FO2 no presentaron un efecto sedante (figura 21). Sustancias con
efecto sedante disminuyen el namero de levantamientos respecto al control

(Ugalde et al., 2010). Ninguno de los grupos presento un menor numero de

51



levantamientos. Previamente Ugalde y colaboradores (2010) determinaron que
esta dosis sedante efectiva 50 es de 1.21 mg/kg. En este modelo de
administracion el grupo administrado con diazepam no mostro cambios
significativos en el ndmero de levantamientos. Con estos resultados se puede
concluir que el EMZF y FO2 no tienen un efecto sedante. Esto coincide con la
prueba de campo abierto donde los grupos experimentales no mostraron

alteraciones en la actividad motora.

Respecto a los resultados de la prueba de laberinto de cruz elevado, el Gnico
grupo que aumenté el tiempo y el nUmero de entradas en brazos abiertos (Figura
22) fue el control positivo, diazepam. El diazepam es una benzodiazepina con
actividad ansiolitica, sedante, hipnética y anticonvulsiva. Actia potenciando la
actividad inhibitoria del acido gamma aminobutirico (GABA) al unirse a los
receptores GABA en sistema limbico y el hipotalamo (NCBI, 2023). Se emplea
para el tratamiento de ansiedad severa, desordenes de panico y convulsiones
(DrugBank, 2023).

El EMZF y FO2 no presentaron efecto ansiolitico (figura 22). Uno de los alcaloides
presente en el extracto alcaloideo, la montanina (lll), se ha reportado que tiene
actividad ansiolitica (Flavia et al., 2006) cuyo mecanismo de accién aun no se ha
descrito completamente. Sin embargo, su abundancia relativa es baja en FO2 a

comparacion de la licorina.

Otros alcaloides encontrados en esta familia que se han asociado con actividad
ansiolitica han sido los alcaloides tipo mesembrano (Berkov et al., 2021). Este tipo
de alcaloides se ha reportado en Zephyranthes fosteri; sin embargo, no esta

presente en las plantas colectadas en la zona arqueolégica de Cuicuilco.

Para evaluar la posible actividad antidepresiva del EMZF y FO2 se utilizo la
prueba de nado forzado (figura 23), este es un modelo para evaluar posible
actividad antidepresiva de alguna sustancia, como el modelo de suspension de

cola. Ambos modelos permiten evaluar la posible actividad de una sustancia
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antidepresiva al inducir comportamiento similar a la desesperanza o resignacion
(Castagné et al., 2009)

Para la prueba de nado forzado se utilizé la imipramina como farmaco control
positivo la cual es un antidepresivo triciclico que actia inhibiendo la recaptacién de
serotonina y norepinefrina que compite con los transportadores dependientes de
sodio de noradrenalina (SLC6A2) y el transportador de serotonina dependiente de
sodio (SLC6A4). Esto aumenta la concentracion de ambos neurotransmisores, los
cuales se ven disminuidos durante la depresion con lo cual se observa una mayor
afinidad por la serotonina. También se ha visto que el aumento en la
concentracion de serotonina y noradrenalina a largo plazo tiene efectos

neuromoduladores lo cual activa Camp y CREB-1 (NCBI., 2023).

Se han reportado que existen algunas plantas de la familia Amaryllidaceae con
actividad antidepresiva, principalmente por la accion de alcaloides tipo
amaryllidacea como la montanina (lll) (Flavia et al.,, 2006), o la presencia de
alcaloides tipo mesembrano, los cuales actian como inhibidores de la recaptacion
de serotonina (Behl et al., 2023).

En este trabajo evaluamos la posible actividad antidepresiva de la licorina a dos
dosis 1y 3 mg/kg (p.o.) las cuales disminuyeron el tiempo de inmovilidad. Hasta la
fecha, no se ha reportado actividad antidepresiva de la licorina (I), pero si otras
actividades sobre el sistema nervioso central. La licorina presenta una débil
actividad como inhibidor de la acetil colinesterasa (Cao et al., 2013) y se propuso
como un neuroprotector frente a la enfermedad de Parkinson ya que promueve la
degradacion de a-sinucleina (Zhu et al., 2021) y tiene efecto antioxidante (Khalifa
et al., 2018).

En algunos casos, se prefiere eliminar la presencia de licorina por su citotoxicidad,
0 sus efectos sobre la presiéon cardiaca que se han reportado en ratas (Berkov et
al., 2021). También se ha mencionado que puede tener efectos sobre el sistema
parasimpatico como bradicardia, hipotension, hipermovilidad del tracto intestinal.

Este tipo de efectos secundarios se han asociado principalmente a su actividad
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como inhibidores de la acetil colinesterasa y hasta cierto grado con su capacidad
de unién a receptores 5-HT3 (Berkov et al., 2020).

Recientemente, se ha planteado la posibilidad de que los inhibidores de la
actividad de la acetil colinesterasa también tengan propiedades antidepresivas
(Fitzgerald et al., 2021).

Fitzgerald y colaboradores (2021) probaron varios inhibidores de la acetil
colinesterasa en la prueba de nado forzado y reportaron que la galantamina,
fisostigmina y rivastigmina tienen actividad antidepresiva. El donepezil, un
inhibidor de la acetil colinesterasa el cual es utilizado para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, disminuyo el tiempo de inmovilidad en ratones Swiss en
un tratamiento agudo. La huperizina A present0 actividad antidepresiva en un
modelo cronico de estrés en ratas y ratones. Este tipo de reportes sugieren que
inhibidores reversibles de la acetil colinesterasa pueden regular el estado de
animo (Fitzgerald et al., 2021b)

Por otro lado, la montanina que se detectd por CG-EM en FO2 si tiene
antecedentes de actividad antidepresiva por el modelo de nado forzado y
ansiolitica en modelo de laberinto de cruz elevada (Flavia et al., 2006). Ademas, la
montanina tiene reporte de su afinidad por el receptor de la recaptura de
serotonina. Sin embargo, su afinidad es relativamente baja, presentado una ICsg
de 36.56 ug/ml (Stafford et al., 2013). Se ha planteado que su efecto ansiolitico y
antiepiléptico se relacione mas con su actividad sobre los receptores de GABA
(Mathew et al., 2015).
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que los extractos de metandlico y
alcaloideo (FO2) de Zephyranthes fosteri, tienen un posible efecto antidepresivo
debido a que redujeron el tiempo de inmovilidad en el modelo de nado forzado.

La licorina, el alcaloide mayoritario del EMZF y FO2, también redujo el tiempo de
inmovilidad en el modelo de nado forzado lo que sugiere un posible efecto
antidepresivo.

La DLso del EMZF es superior a los 2000 mg/kg y la DLso de FO2 es de 300 mg/kg

por lo que se consideran no toxico y poco toxico, respectivamente.

Con estas dosis y este esquema de dosificacion no se observaron efectos toxicos
del EMZF y FO2 en higado y bazo. Pero si leves efectos en el rifion en el grupo
tratado con FO2.

PERSPECTIVAS

El estudio de los factores que afectan la produccion de alcaloides en Zephyranthes

fosteri.

Explorar el posible mecanismo de accion del efecto antidepresivo de la licorina.
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ANEXO 1
Zonay permiso de Colecta

Los ejemplaros utilizados para elaborar el EMZF y el extracto alcaloideo fueron
colectados en la zona arqueoldgica de Cuicuilco en la CDMX, la cual se encuentra
cerca del Pedregal de San Angel y presenta condiciones similares.

A continuacion, se anexan los documentos de solicitud de permiso de colecta.

Figura 24. Zona arqueoldgica de Cuicuilco.
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
CODIGO POSTAL 04510
CIUDAD UNIVERSITARIA
CIUDAD DE MEXICO

VNIVER4DAD NACIONAL
AVEN'MA DE
MErice
México DF a 6 de Mayo de 2021

Arquedlogo Ramon Lépez Valenzuela
Responsable Administrativo
Zona Arqueolégica Cuicuilco

PRESENTE

Por este conducto me dirijo a usted para solicitar autorizacién para entrar a la Zona
Arqueoldgica Cuicuilco que se encuentra a su cargo, con el fin de explorar y colectar ejemplares de
las plantas Zephyranthes fosteri y Habranthus concolor, conocidas popularmente como mayitos.
Estas especies se encuentran distribuidas en la vegetacion tipica del pedregal que se encuentra en
el camino que lleva a la piramide y sobre la piramide. Estas plantas florecen en Mayo con las
primeras lluvias, sin embargo, la floracidn sélo dura 3 dias en promedio por individuo. El objetivo de
la colecta de estudiar quimica y farmacoldgicamente a estas plantas, todo esto como parte del
proyecto de maestria de la alumna Rebeca Garcia Hernandez (Anexo un resumen) del Posgrado de
Ciencias de Bioldgicas de la UNAM. Ademas se colectaran ejemplares para estudiar su morfologia,
lo que forma parte del proyecto de tesis de licenciatura de la alumna Ana Keren Alva Sandoval
(Anexo un resumen) de la Facultad de Ciencias, también de la UNAM.

El dia propuesto para la colecta es el miércoles 12 de Mayo en un horario de 10:00 14:00 h. El
permiso de entrada es para las siguientes personas y una servidora:

M .en C. Lucia Yoscelina Centeno Betanzos (Experta en las especies)
Rebeca Garcia Hernandez
Ana Keren Alva Sandoval

Sin otro particular le agradezco su atencion prestada a esta solicitud, quedando a su disposicion.

Atentamente

Dra. Silvia Laura Guzman Gutiérrez
Catedratica CONACyT-Instituto de Investigaciones Biomédicas
UNAM
Tel. 5529156943

Figura 25. Solicitud de permiso de colecta.
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28/8/23, 12:58 Gmail - Fwd: Solicitud de autorizacion de entrada al area arqueologica

M Gmall Rebeca Garcia Hernandez <becagh97@gmail.com>

Fwd: Solicitud de autorizaciéon de entrada al area arqueolégica

Dra. S. Laura Guzman Gutiérrez <laura.guzman@iibiomedicas.unam.mx> 28 de agosto de 2023, 11:11
Para: Rebeca Garcia Hernandez <becagh97@gmail.com>

Forwarded message -----—--

De: Cuicuilco INAH <cuicuilco1985@gmail.com>

Date: jue, 6 may 2021 a las 14:44

Subject: Re: Solicitud de autorizacion de entrada al area arqueoldgica

To: Dra. S. Laura Guzman Gutiérrez <laura.guzman@iibiomedicas.unam.mx>

Estimada Dra. Silvia Laura Guzman Gutiérrez

Le comento qué no hay inconveniente en que se realice dicho muestreo. Solo le pediria de favor, que portaran algdn
distintivo, ya que temporalmente y derivado de la pandemia, la zona arqueoldgica solo esta operando de miércoles a
viemes a la visita publica y con areas restringidas. Para que asi, el personal de seguridad los identifique y se puedan
mover, si asi lo requieren, por las areas restringidas que normalmente estan en operacion.

El dia que nos visiten, le comentan al oficial del acceso a lo que vienen para que se les permita el acceso.

No esta por demas mencionar, que en el ingreso hay que cumplir con un filtro sanitario y portar cubrebocas todo el
tiempo que duré su visita.

Sin mas por el momento, le envio un cordial saludo.

Arquedlogo Ramén Lépez Valenzuela

Responsable administrativo de la zona arqueoldgica y museo de sitio Cuicuilco-INAH

Insurgentes Sur s/n esq. Periférico, Col. Isidro Fabela, Alcaldia Tlalpan, CP. 14030.

Ciudad de México Tels. 55 5606 9758 - 55 5171 5003

"De acuerdo con los Lineamientos emitidos por la Secretaria de la Funcion Publica y publicados en el DOF el 17 de abril
de 2020, relativos al uso del correo institucional como medio de notificacion, agradeceré se sirva acusar de recibido y en

su caso confirmar la correcta recepcion del archivo(s) adjunto(s).
[El texto citado esté oculto]

https://mail google.com/mail/u/0/?ik=e828ea 12928vil lI&per i g-f-1775493665441012073&simpl=msg-f:17754936654410120...  1/1

Figura 26. Permiso de Colecta.



ANEXO 2

Compuestos detectados por CG-EM en el EMZF

Cuadro 10. Composicion del EMZF obtenida por CG-EM. El compuesto mas abundante se marca
en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto RT Abundancia relativa (%)
Alanina, n-propargiloxicarbonil-hexil ester 3.40 2.35
1-Butanol, 2-metil acetato 3.59 4.04
Glicerina 3.84 4.07
4H-piran-4,1,2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil 4.04 2.06
5-hidroximetilfurfuran 4.68 2.06
1,2,3-Propanetril,1-acetato 4.81 1.93
5.08 1.65
5.82 3.03
Sacarosa 6.51 41.93
6.94 3.51
7.38 1.39
7.91 7.27
8.26 4.83
Acido hexadecanoico, metil ester 12.63 1.65
Acido hexadecanoico 13.11 1.61
9,15-4cido octadecanoico, metil ester 15.35 1.43
2-metilbiciclo [3,2,1]octano 15.90 1.43
17.85 1.55
24.69 1.48
Licorina 25.24 6.23
2-Hidroxihomolicorina 28.79 1.36
31.76 2.65
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Figura 27. Cromatograma del EMZF obtenido por CG-EM.
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Figura 28. Espectro de masas correspondiente a Alanina, n-propargiloxicarbonil-hexil ester en el

tiempo de retencion 3.40 del EMZF.
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Figura 29. Espectro de masas correspondiente a 1-butanol, 2-metil acetato en el tiempo de
retencion 3.59 del EMZF.
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Figura 30. Espectro de masas correspondiente a glicerina en el tiempo de retencién 3.84 del

EMZF.
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Figura 31. Espectro de masas correspondiente a 4H-piran-4,1,2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil en
el tiempo de retencion 4.04 del EMZF.
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Figura 32. Espectro de masas correspondiente a 5-hidroximetilfurfural en el tiempo de retenciéon
4.68 del EMZF.
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Figura 33. Espectro de masas correspondiente a 1,2,3-propanetril,1-acetato pico en el tiempo de
retencion 4.81 del EMZF.
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Figura 34. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 5.08 del EMZF.
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Figura 35. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 5.82 del EMZF.
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x10 4 + Scan (rt: 6.37-6.55 min, 28 scans) EmZF-C.D
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Figura 36. Espectro de masas correspondiente a sacarosa en el tiempo de retencion 6.51 del

EMZF.
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Figura 37. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 6.94 del EMZF.
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Figura 38. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 7.38 del EMZF.
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Figura 39. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 7.91 del EMZF.
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Figura 40. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 8.26 del EMZF.
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Figura 41. Espectro de masas correspondiente al &cido hexadecanoico, metil ester en el tiempo de

retencién 12.63 del EMZF.
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Figura 42. Espectro de masas correspondiente al &cido hexadecanoico en el tiempo de retencién
13.11 del EMZF.
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Figura 43. Espectro de masas correspondiente al 9,15-4cido octadecanoico, metil ester en el
tiempo de retencién 15.35 del EMZF.
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Figura 44. Espectro de masas correspondiente al 2-metilbiciclo [3,2,1]octano en el tiempo de
retencién 15.90 del EMZF.
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Figura 45. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 17.85 del EMZF.
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Figura 46. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 24.69 del EMZF.
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Figura 47. Espectro de masas correspondiente a la licorina en el tiempo de retencién 25.24 del
EMZF.
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Figura 48. Espectro de masas correspondiente a la 2-hidroxihomolicorina en el tiempo de retencion
28.79 del EMZF.
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Figura 49. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 31.76 del EMZF.
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ANEXO 3

Compuestos detectados por CG-EM en la FO2

Cuadro 11. Composicion de la FO2 obtenida por CG-EM. El compuesto mas abundante se marca

en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto RT Abundancia relativa (%)
1-Butanol,2-metil-acetato 3.69 0.66
Paradrina 6.82 0.39

6.94 0.19
18.12 7.28
Licoramina 20.80 4.08
1,2,3,12,15,16-hexadehidro-9,10-metoxi-galatan 22.00 1.03
22.23 0.94
7,1-metil-9,10-metoxi-licorenano 2251 1.31
23.56 0.34
O-2-metilpancracina (montanina) 23.74 8.42
24.06 0.63
24.21 1.13
O-2-metil licorina (Hippamina) 24.54 2.59
Heptacosano 24.91 0.32
25.11 0.24
Licorina 25.60 66.48
26.32 0.19
26.82 0.33
Hippeastrina 27.20 0.33
Licorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10- 27.47 1.59
[metilenebis(oxi)[
27.69 1.21
28.44 0.34
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Figura 50. Cromatograma de la FO2 de Zephyranhtes fosteri obtenido por CG-EM.
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Figura 51. Espectro de masas correspondiente a 1-butanol, 2-metil-acetato en el tiempo de
retencion 3.69 de la FO2.
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Figura 52. Espectro de masas correspondiente a paradrine en el tiempo de retencién 6.82 de la
FO2.
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Figura 53. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 6.94 de la FO2.
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Figura 54. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 18.12 de la FO2.
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Figura 55. Espectro de masas correspondiente a licoramina en el tiempo de retencion 20.80 de la

FO2.
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Figura 56. Espectro de masas correspondiente 1,2,3,12,15,16-hexadehidro-9,10-metoxi-galatan en
el tiempo de retencion 22.00 de la FO2.
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Figura 57. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 22.23 de la FO2.
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Figura 58. Espectro de masas correspondiente a 7,1-metil-9,10-metoxi-licorenano en el tiempo de
retencion 22.51 de la FO2.
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Figura 59. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 23.56 de la FO2.
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Figura 60. Espectro de masas correspondiente a O-2-metilpancracina (montanina) en el tiempo de
retencion 23.74 de la FO2.
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Figura 61. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 24.06 de la FO2.
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Figura 62. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 24.21 de la FO2.
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Figura 63. Espectro de masas correspondiente a O-2metil-licorina (hippamina) en el tiempo de
retencion 24.54 de la FO2.
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Figura 64. Espectro de masas correspondiente a heptacosano en el tiempo de retencion 24.91 de

la FO2.
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Figura 65. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 25.11 de la FO2.
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Figura 66. Espectro de masas correspondiente a la licorina en el tiempo de retencién 25.60 de la

FO2.
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Figura 67. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 26.32 de la FO2.
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Figura 68. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 26.82 de la FO2.
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Figura 69. Espectro de masas correspondiente a hippeastrina en el tiempo de retencién 27.20 de

la FO2.
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Figura 70. Espectro de masas correspondiente al icorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10-
[metilenebis(oxi)] en el tiempo de retencion 27.47 de la FO2.
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x10 3 |* Scan (rt: 27.61-27.80 min, 31 scans) FO 2.D
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Figura 71. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 27.69 de la FO2.
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Figura 72. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 28.44 de la FO2.
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ANEXO 4

Compuestos detectados por CG-EM en la FO3

Cuadro 12. Composicion de la FO3 obtenida por CG-EM. El compuesto mas abundante se marca
en negritas. RT: Tiempo de retencion.

Compuesto RT Abundancia relativa (%)
1-butano,2-metil,acetato 3.68 9.05
1-(2-butozietoxi)-etanol 4.48 2.16
5-Hidroximetilfufural 4.78 4.54

6.30 1.67
Sacarosa 6.53 35.19
4,[2-(metilamino)etil]-fenol 6.53 3.36
7.04 3.73
10.02 1.59
18.11 3.13
Licorina 25.54 23.11
Licorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10- 29.09 9.23

[metilenebis(oxi)]
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Figura 69. Cromatograma de la FO3 de Zephyranhtes fosteri obtenido por CG-EM.
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Figura 74. Espectro de masas correspondiente a 1-butano,2-metil,acetato en el tiempo de
retencién 3.68 de la FOS3.
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Figura 75. Espectro de masas correspondiente 1-(2-butozietoxi)-etanol en el tiempo de retencion
4.48 de la FO3.
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Figura 76. Espectro de masas correspondiente a 5-hidroximetilfufural en el tiempo de retencion
4.78 de la FO3.
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Figura 77. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 6.30 de la FO3.
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Figura 78. Espectro de masas correspondiente a la sacarosa en el tiempo de retencion 6.53 de la

FO3.
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Figura 79. Espectro de masas correspondiente al 4,[2-(metilamino)etil]-fenol en el tiempo de
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retenciéon 6.82 de la FO3.
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Figura80. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 7.04 de la FO3.
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Figura 81. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencién 10.02 de la FO3.
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Figura 82. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 18.11 de la FO3.
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Figura 83. Espectro de masas correspondiente a la licorina en el tiempo de retencién 25.54 de la

FOS3.
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Figura 90. Espectro de masas correspondiente al licorenano-7-1,5hidroxi-1-metil-9,10
[metilenebis(oxi)] en el tiempo de retencién 29.01 de la FO3.
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Figura 91. Espectro de masas correspondiente al pico en el tiempo de retencion 29.09 de la FO3.
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ANEXO 5

Cromatogramay espectro de masas de licorina por CG-EM.
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Figura 92. Cromatograma de la licorina obtenido por CG-EM.
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Figura 93. Espectro de masas correspondiente a la licorina.
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ANEXO 6

Andlisis histopatolégico de higado de las muestras provenientes del

experimento de toxicidad oral aguda.

Se analizaron las muestras de higado de los ratones del experimento de toxicidad
aguda oral. En el grupo al que se le administro el EMZF a dosis de 2000 mg/kg se
observé congestion de la vena central del lobulillo de forma moderada y focal,
ademas de esteatosis y necrosis de forma leve y focal (Figura 85). Este grupo fue
el que presento dafios de forma leve y en menor extension que los grupos a los

gue se les administro la FO2.

Respecto al grupo FO2 300 se observo congestion y dilatacion de forma multifocal
de forma moderada. Se presentd necrosis, esteatosis en la region del centro del

lobulillo de forma moderada-grave con una extension multifocal.

En las muestras provenientes del grupo FO2 1000 se observd congestion de
vasos Y sinusoindes, hemorragia, esteatosis, necrosis multifocal a difusa con una
gravedad moderada-grave. También se observo infiltrado inflamatorio de forma

leve con una extension difusa.

96



Figura 94. El EMZF a dosis de 2000 mg/kg (p.0.) produjo cambios focales, FO2 a dosis de
1000 mg/Kg (p.o.) provoco dafios graves y difusos en el tejido hepatico de ratones.
Fotomicrografias de secciones histoldgicas de higado obtenidas de los ratones empleados para la
toxicidad oral aguda. EMZF 2000, grupo administrado con 20000 mg/kg del EMZF, muestra
congestion (Cg) de la vena central, infiltrado inflamatorio al centro del lobulillo en la imagen del lado
izquierdo, del lado derecho se observa esteatosis (Es) microvesicular. FO2 300. A la izquierda
presenta congestion en la vena central, en la fotomicrografia de la derecha se ve un foco necrético
(Nx), congestién de los sinusoides (Cgs) y esteatosis microvesicular de forma leve. FO2 1000, se le
administré 1000 mg/kg de la FO2, se observa congestion, infiltrado inflamatorio. La fotomicrografia
de la derecha muestra esteatosis y necrosis de forma moderada en casi todo el campo. Secciones
tefiidas con hematoxilina eosina.
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