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Evaluacion de la actividad ansiolitica de Tilia americana var. mexicana
(Schitdl.) Hardin y Ocimum basilicum Linn.

1. Resumen
En el mundo, las enfermedades neuro-psiquiatricas son las responsables de anos de
vida saludable perdidos, los trastornos mentales mas comunes son el estres y la
ansiedad, su tratamiento se basa en la psicoterapia y la farmacoterapia; en esta ultima,
son |las benzodiacepinas los medicamentos mas ampliamente utilizados por su accién
rapida y efectos potentes, aun cuando después de su uso prolongado provocan efectos
indeseables como dependencia y tolerancia.

En el campo de la investigacién de farmacos con actividad ansiolitica, el modelo
del laberinto elevado en forma de cruz (LEC) es uno de los mas utilizados. Los
compuestos ansioliticos incrementan el porcentaje de tiempo gue los animales
permanecen en los brazos abiertos, mientras que los ansiogénicos disminuyen este
parametro. Por otro lado, el campo abierto (CA) es utilizado para distinguir y definir la
actividad exploratoria.

Las bracteas y flores de 7. americana se utilizan en la medicina tradicional
mexicana para conciliar el sueio, calmar estados de excitacién nerviosa acompanada
de insomnio, dolor de cabeza y malestar en general. Como en otras especies del
género Tilia, el contenido de flavonoides y glucosidos de flavonoides, en 7. americana
es importante. A su vez, O. basilicum se usa como sudorifico, para las sofocaciones,
los nervios, enfermedades respiratorias, infecciones bucales y dolor estomacal. Es
habitual en ceremonias religiosas y con la parte aérea se elaboran ramos de "limpia"
para desalojar un "mal” y para el "susto”. El género Ocimum contiene concentraciones
elevadas de flavonoides pero no hay antecedentes scbre efectos de esta planta sobre
SNC.

En el presente estudio se demostr¢ el efecto ansiolitico del extracto metandlico
de T. americana administrado via oral en los ratones. El fraccionamiento quimico
mostrd una fraccion rica en los flavonoides rutina, canferol, quercetina, quercitrina y
tilirosido con una importante actividad ansiolitica sin modificacion la actividad motora de

los animales. De la fraccién activa se aislaron dos compuestos, uno de ellos



identificado estructuralmente como tilirésido y el segundo, un probable flavonoide (aun
no identificado) y que no tuvo actividad en los modelos animales utilizados. Los
resultados en este estudio senalan que el tilirdsido en combinacion con los restantes
flavonoides en la fraccidon activa serian los responsables de la actividad biologica.

Finalmente, el extracto hidroalcoholico de Ocimum basilicum mostré efecto ansiolitico

significativo en el LEC, actividad biolégica que no se detect6 al fraccionar el extracto.



2. Abstract

The neuro-psychiatric disorders in the world are responsible of physical
incapacity. The anxiety disorders had the highest overall prevalence rate among the
mental disorders. Effective pharmacological and psychotherapeutic interventions are
used for anxiety treatment. Benzodiazepines are still widely prescribed to reduce
anxiety, due its efficacy. However, the long-term use with benzodiazepine provoked
tolerance and dependence. The search of new anxiolytic drugs is supported of use of
preclinical models like as the elevated plus-maze (EPM), which is being considered a
reliable measurement instrument of animal anxiety — like behavior. The anxiolytics
drugs induced to rodents spent more time in the open-arms, while the anxiogenic drugs
provoked the animals spent less time in these spaces. On the other hand, the open field
is used to measure the spontaneous motor activity.

The bract of T. americana var. mexicana, popularly known as “cirimbo”, have
been used in Mexican traditional medicine for treating nervous disorders, insomnia, and
headache. The flowers and fruits are used to treat colon spasm, menstrual irregularities,
as an emollient, and for rheumatism. The species of Tilia genus contain flavonoides and
its glycosides. The aerial parts of O. basilicum, known as albahaca, have been used as
respiratory illness, stomached, also around spiritual ceremony in Mexican traditional
medicine. The Ocimum genus has higher concentrations of flavonoides, but there are
not reports about the nervous system effects of O. basilicum.

In this work we evaluated the anxiolytic effect of extracts, fractions administrated to
mice (oral pathway) from 7. americana and O. basilicum (employing the EPM test) and
the actions on motor activity (open field test), the activity of tiliroside from T. americana
was also analyzed. The flavonoid fraction of T. americana (rutin, kaempherol,
quercitrin, quercitin and tiliroside) induced an anxiolytic-like effects without change the
motor activity. The tiliroside and other flavonoid (no identified) were isolated from a
biological active fraction of this plant; the tiliroside was active in the EPM test. The
hydroalcoholic extract from O. basificum induced anxiolytic effect on EPM test, when

this extract was chemically fractionated the activity was not showed.



3. Introduccioén
El 25 % de los individuos en el mundo tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo, presentan uno o mas trastornos mentales o conductuales en alguna etapa

de la vida "WHO 2001

. Las enfermedades neuro-psiquiatricas son las responsables de
anos de vida saludable perdidos, se calcula que para el 2000 representaron el 12 % y
que la cifra llegara hasta el 15 % en el 2020; son las principales causas de
discapacidad y contribuyen con el 6.3 % de carga econémica "1 2°% Se estima que
los trastornos psiquiatricos mas comunes son el estrés y la ansiedad. Algunos estudios
epidemiolégicos auspiciados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), basados
en la clasificacion de los trastornos de ansiedad propuesta por el Manual de
Diagndstico y Estadistica de Trastornos Mentales (DSM IV, por sus siglas en inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), indican que para el afo 2000,
los trastornos de ansiedad tuvieron una prevalencia del 25 %, cifra que fue mucho
mayor que en los afos anteriores (17 %) essker et éh 2002 g tratamiento de los trastornos
de ansiedad se basa en la psicoterapia y la farmacoterapia; en esta ultima, son las
benzodiacepinas los medicamentos mas ampliamente utilizados por su accidn rapida y
efectos potentes, aun cuandc después de su uso prolongado provocan efectos
indeseables como dependencia y tolerancia. Otros tratamientos consisten en la
administracion de antidepresivos friciclicos inhibidores de la recaptacion de
monoaminas € inhibidores de la enzima monoaminoxidasa, entre otros. La busqueda
de recursos terapéuticos para trastornos nerviosos a partir plantas medicinales ha
crecido en los Gltimos afios 2™ 20M En México, diferentes especies son utilizadas
para el alivio de los trastornos mentales; en este trabajo se presentan los resultados de
una investigacion disefiada para evaluar el efecto ansiolitico y sobre la actividad motora
espontanea de los extractos y fracciones de T. americana y de O. basilicum utilizando

el modelo de laberinto elevado en forma de cruz y campo abierto, respectivamente.



4. Antecedentes
4 1. Ansiedad

La ansiedad se entiende a través de diferentes conceptos, algunos autores
definen al miedo como “una respuesta normal ante una amenaza, la ansiedad seria por
lo tanto un miedo inapropiado” ™" 1%%° Otros, mencionan que la ansiedad es una
emocidén normal en circunstancias amenazadoras y se considera que forma parte de la
reaccion evolutiva de supervivencia de lucha o huida 5" 198 Asi entonces, se puede
considerar que la ansiedad es un proceso fisiologico, comdn en los seres humanos,
que se presenta en respuesta a estimulos externos o internos. Esta experiencia tiene
un fuerte componente emocional asociado a una sensacion de temor. Las reacciones
que pueden presentar los individuos ante las amenazas pueden tener efectos
benéficos, tales como una mejor ejecucion de las tareas que se realizan. Sin embargo,
frecuentemente causan estrés y puede, en algunos casos, tener efectos negativos
profundos sobre la conducta, se considera patoldgica si se presenta en exceso o en
una forma incontrolable. La ansiedad es muy comun y se asocia con una alta
morbilidad lo que trae consigo empeoramiento de la funcionalidad social y una
reduccion de la calidad de vida. Presenta una gran co-morbilidad con otros trastornos
psiquiatricos y enfermedades cronicas. Los sintomas mas comunes asociados a los
trastornos de ansiedad son psicolégicos como preocupacion, panico, sentimientos de
no-realidad, miedo a volverse “loco”, miedo a morir, miedo a perder el control.

Esta respuesta desproporcionada ante los estimulos ambientales puede sobre-
activar al eje hipotalamo-pituitaria-adrenales y al sistema nervioso auténomo, dando
como resultado manifestaciones somaticas de la ansiedad: alteracion respiratoria,
sudoracién, nausea, taquicardia y elevacion de la presidén arterial, temblor, vértigo,
tension muscular, agitacion, entumecimiento, dolor estomacal, sensacion de hormigueo
y trastornos del suefp Sandferd et al. 2000

De cualquier forma, la ansiedad constituye un conjunto de trastornos
psiquiatricos que estan agudizandose de manera sorprendente a nivel mundial; de
hecho, la OMS estima que cerca de 450 millones de personas en el mundo sufren
actualmente de trastornos mentales, neurolégicos o de comportamiento derivados de la

ansiedad.



4.1.1. Clasificacion de la ansiedad

El DSM IV agrupa un numero de trastornos, cuya caracteristica principal es la
ansiedad anormal o inapropiada, en:
- Trastorno de ansiedad generalizada
- Trastorno de estrés agudo
- Trastorno obsesivo-compulsivo
- Trastorno de panico (con o sin agorafobia)
- Agorafobia (con o sin una historia de trastorno de panico)
- Fobias (incluyendo fobia social)

- Trastorno de estrés postraumatico

41.2. Epidemioclogia de la ansiedad

Estos problemas causan estrago familiar, social y economico, discapacidad,
aislamiento social, disminucién de la calidad de vida; tienden a ser cronicos y pueden
ser tan discapacitantes como las enfermedades somaticas V" 2% La ansiedad es una
de las enfermedades psiquiatricas de mayor prevalencia, menos del 30% de los
individuos que sufren este padecimiento estan bajo tratamiento médico, en Mexico este
problema de salud afecta aproximadamente a 15 millones de mexicanos
www.insp.mfoortaIINoticlaslMarzoOanollcim30306_2.h1ml.

Estudios epidemioldgicos recientes demuestran que los trastornos de ansiedad
se presentan en un gran numero de individuos, dando como consecuencia tasas de
prevalencia de 13.6 y 28.8 % en los paises occidentales. Aparentemente, las fobias
especificas son los subtipos de ansiedad mas frecuentes y es menos comun el
trastorno obsesivo-compulsivo.

En general, los trastornos de ansiedad se presentan en etapas relativamente
tempranas de la vida. De un 80 a 90 % de los casos se manifiestan entre ios 10 y 25
anos de edad, periodo que parece ser el de mayor riesgo de desarrollar alguno de
estos trastornos. Mucho del conocimiento epidemiolégico de los trastornos mentales se
ha obtenido a partir de las investigaciones realizadas en los paises occidentales en
desarrollo. Aun cuando existen al respecto algunos estudios en regiones menos
desarrolladas, no se puede hacer un estudio comparativo debido al tipo de muestreo,

herramientas de diagnostico y tamano de la muestra. En este sentido, la OMS lanzé un



proyecto para analizar la prevalencia que tienen los trastornos mentales en 28 paises.
Para el 2007 se habia completado la encuesta de 14 paises, los resultados indicaron

que México tiene indices de prevalencia comparables con los de ciudades Europeas
Valencia, 2007

4.1.3. Mecanismos fisiopatologicos de la ansiedad

Las estructuras cerebrales que conforman el circuito de la ansiedad son varias,
sin embargo, a corteza prefrontal (CPF) y la amigdala se consideran zonas con un
papel primordial dentro del circuito. Estas, gobiernan los sentimientos positivos y
negativos de las emociones, modulan por lo tanto el estilo de vida de las personas y
son de alguna manera las responsables de las diferencias individuales que se observan
en la vulnerabilidad ante los trastornos de ansiedad. La amigdala tiene la funcién de
detectar, coordinar y mantener las emociones que atemorizan a los individuos K&t & @
202 de esta manera, la amigdala es la responsable de la adquisicién y expresién del

Pare ef al. 2004 Este sentimiento es el principal sintoma asociado a todos los

miedo
trastornos de ansiedad, representando uno de los principales objetivos de estudio en la
investigacion de la ansiedad ya que, su comprension ha permitido entender mucho de
la neurobiologia de este trastorno Sr@nkeni etat- 2008 E| hingcampo, el cingulo anterior y la
insula, también forman parte de este circuito y cada una de estas zonas contribuyen
con diferentes componentes a la presencia de los trastornos de ansiedad Pavidsen. 2002
Para que los organismos orquesten las respuestas fisioldgicas adecuadas ante los
estimulos adversos y puedan regular los procesos de expresion de ansiedad dentro de
la compleja red de estructuras cerebrales involucradas, es necesaria la participacion de
moduladores neuroquimicos, los cuales son capaces de interactuar con determinadas
células afectando la actividad de todo el neurocircuito. Algunos neurotransmisores
involucrados son peptidos, aminas como serotonina y norepinefrina; aminoacidos como

glutamato y posiblemente el mas estudiado de todos, el acido y-amino butirico (GABA).



4.1.3.1. Sistemas de neurotransmisidén y ansiedad
El GABA es el neurotransmisor inhibidor predominante del sistema nervioso
central que ejerce su efecto a través de su unidn con diferentes tipos de receptores: el
complejo receptor-iondforo de cloruro (GABAR), el receptor GABAg vy el receptor GABAC
Borman, 2000; Schousboe y Waagepetersen, 2008.

En los trastornos de ansiedad, la participacion del sistema GABAérgico a través
del complejo receptor-iondforo de cloruro (GABA,) estd ampliamente documentada con
investigaciones celulares, conductuales y clinicas. Esta involucrado en el control de la
coordinacion motora, aprendizaje y memoria y, de manera importante, en los procesos
de epileptogénesis y ansiedad Yo" 2004

El receptor ionotrépico GABA, es una estructura pentamérica constituida de
varias subunidades, cuyo acoplamiento mixto da lugar a subtipos de receptores con

Mehta et al. 1999 Cada subunidad esta arreglada

caracteristicas farmacologicas propias
alrededor de un poro central que constituye el canal idnico y tiene un domino extracelular
N-terminal que da lugar al sitio de union del agonista o antagonista del neurotransmisor.
El receptor tiene tres dominios que atraviesan la membrana (M1-3), un asa intracelular
de longitud variable y un cuarto dominio que atraviesa la membrana (M4}, con una C-
terminal extracelular. Hay 16 diferentes subunidades que comprende la familia del

receptor GABAA:  o4-as, [1-B3 v1-va, O, & m La combinacion fisiolégica de estas

subunidades esta restringida a aquellas que contienen dos a, dos [ 0 una combinacion
con cualquiera de las otras subunidades. Estudios realizados con el receptor GABAA
nativo sugieren que puede haber menos de 20 combinaciones de las subunidades para
dar lugar a diferentes subtipos de receptores GABA, Rudoleh y Mohler. 2006 - Bapido a su
estructura, los receptores de esta familia llevan a una amplia diversidad farmacolégica vy
fisiologica involucrada en diferentes trastornos neurolégicos. Los receptores GABAa
prototipo  (a1P2zyz) son selectivamente activados por muscimol, antagonizados
competitivamente por bicuculina y no-competitivamente por picrotoxinag amard et &k, 1998
Existe selectividad, lo que lleva a perfiles farmacologicos diferentes en varias regiones
cerebrales, de tal forma que algunos de los subtipos de receptores difieren con respecto
a su union a las benzodiacepinas (BZD). El sitio de unién para diferentes farmacos

dependera de las combinaciones de las subunidades oy €0 &t @k 2002



Por otro lado, los receptores metabotrépicos GABAg son heterodimeros,
GABAg1y y GABAg), del primero se han identificado algunas isoformas: GABAg(a) Y
GABAg1), Se encuentran abundantemente en el sistema limbico lo que puede indicar un
papel importante en la regulacion de la conducta emocional Bower et @ 2002 Ong y Derr, 2005
AUn cuando existe evidencia acerca de que este tipo de receptores puede ser un blanco
terapéutico importante en los trastornos de ansiedad, la evidencia farmacoldgica
acumulada es limitada y la aplicacion de agonistas a los receptores GABAg produce
ademas de ansiolisis, efectos sobre la coordinacion motora e hipotermia, como ocurre
con el baclofen ©¥an etak. 2004

Ademas de la implicacion del sistema GABAérgico, otros neurotransmisores
como el glutamato, la serotonina y la norepinefrina participan en los trastornos de
ansiedad. También algunos neuropéptidos como la hormona adrenocorticotropica
(ACTH, por sus siglas en inglés), la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus
siglas en inglés), el neuropéptido Y y la colecistocinina (CCC) juegan un papel
importante en la ansiedad.

El glutamato ejerce su modulacion a través de la interaccidn con sus receptores
ionotropicos como el NMDA (N-metil-D-aspartato}) o AMPA (acido ¢-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propidnico) y receptores metabotropicos (mGlu | y mGlu Il). El bloqueo
de la excitacidon basal del glutamato generada por ta activacion de los receptores
jonotropicos puede dar lugar a un efecto ansiolitico. Asi, la administracion de
antagonistas de los receptores NMDA y no-NMDA (AMPA) provoca una disminucién en

o Miserandino ef al, 1990 1) 5 activacion de los receptores mGlu tipo Il reduce la

Shoepp el al, 2003

la ansieda
ansiedad en algunos modelos animaies e incluso en el humano

Las aminas biogénicas también participan en el circuito fisiopatoldgico de la
ansiedad, se ha demostrado por ejemplo que las neuronas con sefalizacion por
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) son capaces de interactuar con el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenales (HPA), de tal manera que la disfuncion de esta interaccion puede

A McAllister- Williams et al, 1998. El hipocampo recibe aferentes

alterar la fisiologia del HP
serotonérgicas desde el nucleo de rafé medio, el cual esta implicado en la ansiedad asi

como en las respuestas conductuales y neuroendocrinas al estrés 7€ & 8. 2000 Tantg g



glutamato, como la 5-HT modulan las conductas de defensa relacionadas con la
ansiedad en la zona gris periacueductal dorsal Morass et a. 2008

La elevacion de la neurotransmision noradrenérgica por administracién de
yohimbina (un antagonista de los receptores a2-adrenérgicos) provoca ansiedad Chamey.
1997 Por otro lado, el blogueo de los receptores a1-adrenérgicos en la amigdala central,

induce un estado de estrés en ratones expuestos a la prueba de interaccion social M2k

el al., 2005

4.1.4. Tratamiento de la ansiedad

El tratamiento de los trastornos de ansiedad involucra la prescripcidon de mas
de un famaco y para establecer un tratamiento adecuado es necesario el diagnéstico
del tipo de trastorno de ansiedad. Estas enfermedades frecuentemente presentan
condiciones de co-morbilidad con estados de depresion, abuso de sustancias y de
alcohol, e incluso otros trastornos de ansiedad.

El uso de farmacos con propiedades ansioliticas data desde hace tiempo. A lo
largo del siglo XX se di6 un sustancial desarrollo a la obtencién de medicamentos para
el tratamiento de la ansiedad, el principal aporte se hizo en los 90s (“la déecada de la
ansiedad”} con el avance que se produjo en conocimiento de las neurociencias. Aun
cuando se ha generado un mayor comprensién de la fisiologia del sistema nervioso
central (SNC), el mecanismo de accion de los actuales agentes farmacoterapéuticos se
vincula con un numero reducido de sistemas de neurotransmision, como son el
GABAérgico, pero también el glutamatérgico en menor extension y el sistema
monoaminérgico con serotonina, noradrenalina y dopamina Nashy Nuft. 2005,

En la segunda mitad del siglo XX, las benzodiacepinas fueron los principales
agentes utilizados en el tratamiento de la ansiedad: a pesar de sus efectos secundarios,
estos compuestos siguen siendo en la actualidad una importante opcion terapéutica.
Por ejemplo (Cuadro 1), el triazolam, lormetacepam 1, flunitracepam 2, nitracepam,
lorazepam 3 y diacepam 4 (este ultimo el mas representativo del grupo), son los
ansigcliticos mas utilizados en la practica clinica. Estos farmacos actian sobre el
receptor GABA, incrementando el tiempo de hiperpolarizacion de la membrana

Davidson, 2004 E|

neurcnal como resultado del influjo del ion cloruro uso de estas
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sustancias es extendido debido principalmente a su accidén rapida y a que son bien
toleradas; sin embargo, inducen efectos indeseables como somnolencia, mareo,
sedacion, pérdida del equilibrio, disminucién de la habilidad psicomotora, confusion,
astenia muscular, depresion respiratoria y probablemente los méas graves de todos,
tolerancia y dependencia Z°emmsk 1991,

En la década de los 90's, el tratamiento de la ansiedad incluyo el uso de
antidepresivos como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI) lo
que representd un avance terapéeutico importante. Tambien se ha establecido que los
inhibidores de la moncamino oxidasa (IMAO), antidepresivos triciclicos (ATC),
inhibidores de la recaptacion de serotononia y noradrenalina (SNRI) y azapironas son

Mauk et al.,

farmacos eficaces 98 A diferencia de ias benzodiacepinas, el inicio de la

terapia con algunos antidepresivos causan un incremento en el estado de ansiedad y el
efecto ansiolitico ocurre después de la administracion subcronica del medicamento R
1997 " Algunos efectos indeseables asociados a los antidepresivos son nausea, diarrea,
insomnio, agitacion, disfuncion sexual, hipotension postural. El sindrome de abstinencia
que se presenta con el uso cronico de antidepresivos €s menos severo que con las
benzodiacepinas, aunque se ha reportado que la suspension del tratamiento produce
recaidas. La interrupcion del uso de estos farmacos puede provocar mareos, tremor,

vértigo, parestesia, confusion, problemas de memoria, dolor de cabeza, irritabilidad Ns"¥
Nuit, 2005

Cuadro 1. Estructura quimica de algunos ansioliticos del grupo de las benzodiacepinas

R

R3
S N“g
P
|
R4
R1 R2 R3 R4
Lormetacepam 1 Cl CHs 0 Cl (i
| Flunitracepam 2 NO, CHs 0 F |
| Loracepam 3 Cl H 0 Cl I
{ Diacepam 4 Ci CH, O H

I1



4.1.5. Modelos biolégicos
Los modelos animales constituyen una parte fundamental en la investigacion
preclinica de los trastornos psiquiatricos y son empleados en |la busqueda de nuevos
farmacos y la elucidacién de los mecanismos de accién de estas sustancias. La
mayoria de los modelos utilizados se basan en el comportamiento y se clasifican en
aquellos que estudian respuestas condicionadas y no-condicionadas frente a un

estimulo capaz de producir ansiedad en el humano.

4.1.5.1. Laberinto elevado en forma de cruz (LEC).

En el campo de la investigacion de farmacos con actividad ansiolitica, el
modelo del LEC es uno de los mas utilizados Pelow ef 8. 19851 2heng. 2004 1) 5 g 1eba consiste
en colocar a una rata o ratén en el centro de un laberinto en forma de cruz. Este
dispositivo esta disefiado con dos brazos abiertos y dos brazos cerrados en el que se
deja que el animal explore libremente. Se ha sugerido que la renuencia que muestran
los animales a entrar a los brazos abiertos se debe al miedo a los espacios
desprotegidos mas que al hecho de que sea un ambiente desconocido. Los compuestos
ansioliticos incrementan el porcentaje de tiempo que |0s animales permanecen en los
brazos abiertos, mientras que los ansiogénicos disminuyen este parametro o 2003

La permanencia de los animales en los brazos abiertos produce una elevacion
en los niveles de corticosterona en el plasma, mayor que la observada en los animales
que transitan en los brazos cerrados, respuesta que otorga una validacion fisiologica del

modelo Pellow et al., 1985‘

4.1.5.2. Modelo de campo abierto (CA)

Alrededor de los afios 40s' |la prueba de comportamiento llamada CA fue
utilizada para medir el estrés en los animales. Este modelo etoldgico fue desarrollado
por Calvin Hall en 1934, quien bas® su trabajo particularmente en el estudio y las
selecciones genéticas de ratas, de acuerdo a los diferentes estados emocionales (altas
0 bajas) que presentaban los animales ante un ambiente extrafio. La valoracién se
sustentaba en la defecacion que presentaban los roedores como respuesta a dicho

estado emocional. Segun Hall, la prueba de campo abierto representa una situacion
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desconocida para los animales y como respuesta a esta condicion, presentan mayor
numero de evacuaciones lo que se traduce como un aumento en la "emocionalidad”.

1989 "|1a defecacion en respuesta a situaciones nuevas no se

Para Candland y Nagy
presenta en todas las especies, refiriendo ademas que los animales marcan su territorio
de esta manera. Estos autores encontraron que tambien las respuestas como la
deambulacion y los estiramientos verticales (rearing) disminuyen en las pruebas
sucesivas, debido probablemente a la adaptacion del animal a la prueba y a la
disminucion de la emocionalidad. Experimentalmente se establecié la relacion entre la
defecacion y estos niveles en la prueba de campo abierto, lo cual fue ampliamente
aceptado por los psicélogos y farmacélogos como un indice de emocionalidad P22 ¢! &t
19691970 Kulkarni y Dandiya "% realizaron estudios utilizando agentes psicotropicos en
la prueba de campo abierto, lo que permitio distinguir y definir la actividad exploratoria.
Ademas, demostraron que los estiramientos horizontales (sapping) y verticales (rearing)
podian ser activados o inhibidos por agonistas o antagonistas de las catecolaminas,
revelando una nueva utilidad del campo abierto para el estudio de farmacos ansioliticos,

asi como para el estudio y exploracion de la ansiedad.
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4.1.6. Antecedenies de las especies vegetales
4.1.6.1. Tilia americana var, mexicana
4.1.6.1.1. Aspectos etnobotanicos y usos
Cientificamente, esta especie se clasifica como 22" 209
Dominio: Eucarionte
Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Superorden. Malvanae
Orden: Malvales
Famila: Tiliaceae (Malvaceae, APG)
Subfamilia: Tilioideae
Tribu: Tilieae
Género: Tilia
Especie: Tilia americana (Schltdl.) Hardin

(Figura 1)

Figura 1. Fotografia de las partes aéreas del arbol de 7.
americana, colectadas en Mexicapan, Estado de México.
Foto: Alberto Ramos



La agrupacion del género Tilia dentro de la familia Tiliaceae corresponde al
sistema de clasificacion taxénomica para plantas que florecen (o angiospermas)
Hamado “Sistema Cronquist”, desarrollado por Arthur Cronquist en 1968, Este sistema

clasifica las plantas en dos amplios grupos: dicotiledoneas y monocotiledoneas ©°"avist

1988 v se basa en las similitudes y diferencias morfologicas de las especies. Sin
embargo, algunos taxonomistas incorporan al género Tilia dentro de la familia
Malvaceae, con base en un nuevo método de clasificacion “The Angiosperm Phylogeny
Group” (APG, por siglas en inglés) que se rige por la secuencia del ADN y el analisis
Cladistico (clasificacion jerarquica de las especies basado en un ancestro evolutivo,
mas que entre las similitudes). Este método refleja entonces la relacion filogenética
entre las especies que florecen A7¢ ! 2003,

El nombre comun de T. americana es ftila, tilia, cirimbo, sirimo (purépecha),
Sirimu, Tsirimu tsipata (purépecha). Crece en bosques de encino y bosques de pino,
entre los 1300 y los 2400 msnm, es un arbol de tallo recto con corteza lisa que alcanza
alrededor de 18 m de altura, con follaje vistoso, sus hojas alternas, simples, dentadas o
lobadas, de color verde claro algunas con el borde en forma de sierra. Tiene hojas
grandes, de 8 a 14 cm de largo, de figura de corazdn, con los lados desiguales en la
base y el apice puntiagudo, de bhordes irregularmente dentados, de verde oscuro y
lampifias en la haz, mas palidas y menudamente vellosas en la cara inferior, en esta
cara o envés de la hoja, resalta mucho la nervadura, que es palmeada, con nervios
secundarios o laterales Argueta, 1994; Bello, 1993; Martinez, 1987_
La parte aerea, sobre todos las bracteas y flores, es utilizada para conciliar el

sueflo, calmar estados de excitacién nerviosa, dolor de cabeza y malestar en general
Bello, 1993

4.1.6.1.2. Aspectos quimicos
Estudios fitoquimicos previos realizados con algunas especies del género Tifia
reportan el aislamiento de una serie de flavonoides y de sus correspondientes
glicésidos (Cuadro 2 y 8) 2% 1972,
La especie T. americana contiene principalmente sacaridos; entre ellos, el

fucogalactoxiglucano, L-fucosa, D-galactosa, D-xilosa y D-glucosa. En las hojas de varias
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poblaciones de esta especie, colectadas en Estados Unidos de América se ha
observado cierta diferencia en el contenido de los metabolitos secundarios. Los
ejemplares colectados en el Sur contienen principalmente 3-O-glucdsido de guercetina 5
y 3,7-O-diglucdsido de quercetina 6. Estos flavonoides glucosilados no fueron
detectados en las colectas realizadas en el nortg 7ockok and Amway. 1972 " pjq1nas especies
del género Tilia presentan leucocianidinas y proantocianidinas en diferentes érganos.
Las antocianidinas identificadas fueron: pelargocianidina, cianidina y cloruro de
delfinidina. Las concentraciones de este ultimo compuesto en T. platyphylios y T.
cordata, excede el 0.70 % Oswiecimska el al., 1976; Oswiecimska y Bednarska, 1976.

En estudios recientes se menciona que esta especie contiene [B-sitosterol 7 y
Aguirre-Hernandez ef al., 2007b

acidos grasos

quercetina 9 Pérez-Ortega ef a/,, 2008

, ademas de algunos flavonoides como canferol 8 y

Cuadro 2. Algunos flavonoides aislados del género Tilia

| Rz

I| P | R3

' R+O Oy

| "R

OH O

! Flavonoles

! R R1 R2 R3 |
Glucésido de guercetina o

' isoquercitrina 5§ O-Gle H OH OH
3,7-diglucosido de

quercetina 6 O-Glc O-Gle¢ OH OH
Canferol 8 OH H H CH
Quercetina® OH H CH OH

16



4.1.6.1.3. Aspectos farmacologicos
El extracto acuoso de las inflorescencias de T. americana colectada en
diferentes zonas del Estado de Michoacan, al ser administrado via oral a ratones
suizos, potencid el efecto hipndtico inducido por barbitaricos y ejercid un efecto

ansiolitico, efecto que fue evaluado en el LEC PérexOreda ef al, 2008

. Asimismo, la
administracion intraperitoneal de diferentes dosis de los extractos hexanico (10, 30, 300
y 1000 mg/kg) y metanolico (10, 30 y 300 mg/kg) de las inflorescencias, producen los
efectos sedante y ansiolitico en los modelos de hipnosis inducida con barbituricos y en
el LEC. En CA ambos extractos inducen también una importante disminucion de la
actividad motora espontanea. Otras especies del mismo género presentan actividad
sobre el sistema nervioso. Por ejemplo, Tilia europea administrada a ratones a
diferentes dosis (10 a 100 mg/kg) en la prueba de LEC indujo un aumento significativo
en el tiempo de inmovilidad y una disminucion en los estiramientos verticales, lo que

Coleta e! al, 2001

sugiere un efecto sedante . Ademas, en el modelo de LEC, la

administracion intraperitoneal de una fraccion de 7. tomentosa provoca efectos

ansioliticos en los ratones V! ¢ 4. 1994

Cabe destacar que la dosis letal al 50 % (DLsp) de T. americana fue de 2900

mg/kg y de 375 mg/kg para el extracto hexanico y metandlico, respectivamente 99

Hemandez et al., 2007a
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4.16.2  Ocimum basilicumn L.

4.1.6.2.1. Aspectos etnobotanicos y usos
Cientificamente, esta especie se clasifica como; Brands: 2000
Dominio: Eucarionte
Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Lamiidae
Superorden; Lamianae
Orden: Lamiales
Famila: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Ocimeae
Género: Ocimum

Especie; Ocimum basilicum Linn (Figura 2).

Figura 2. Fotografia de las partes aéreas de la
planta O. basilicum. Foto: Alberto Ramos
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A esta planta se le conoce con ef nombre comun de Albahaca, Albacar, Albacar
hembra, Albdcar macho, Albahaca blanca, Albahaca de castilla, Huuiki {(mixe). Originaria
de los paises tropicales, es muy comun en México. Es una hierba ramosa de 20 a 90 cm
de aitura, con hojas ovadas y enteras, las flores se disponen en largos ramilletes
terminales, es aromatica y perfumada. Es utilizada en la industria de los cosméticos,
licores, perfumes y farmacia; también se usa como saborizante y aromatizante en
salsas y guisos. Se le atribuyen propiedades medicinales, por lo que se usa como
sudorifico, para las sofocaciones, los nervios, enfermedades respiratorias, infecciones
bucales y dolor estomacal. Es habitual en ceremonias religiosas y con la parte aérea se

elaboran ramos de "limpia" para desalojar un “mal” y para el “susto” ~"9usta 19940

4.1.6.3. Aspectos quimicos

Una gran cantidad de especies del género Ocimum contienen concentraciones
elevadas de flavonoides. Estos compuestos han sido asociados con la accién
terapeutica que presentan algunas de estas especies. En un estudio de 111
especimenes de O. americanum colectados en diferentes regiones de Asia y Africa se
identificaron los flavonoides 10-28. La nevadensina (21} y la salvigenina (26) fueron las
flavonas mas frecuentes ¥ ¢ - 2503 (Cyadro 3).

Especies del género Ocimum contienen 5-7-dihidroxi-6-metoxi-flavonas
sustituidas en el anillo-B y 5,7-hidroxi-6,8-dimetoxi flavonas Tomas-Barberan. ef af, 1950  pyg
extracto de éter de petréleo obtenido de las hojas de O. basilicum se aislaron el acido p-
coumarico 29 y esculetina 30 y de los extractos butanélico y de acetato de etilo,
eriodictiol, eridictiol-7-glucésido y vicenina-2 Skdllsa and Phiianos, 1986; Skaltsa and Philianos. 1890
(Cuadro 4).

La especie O. basilicum contiene un porcentaje de 2.2-2.4 % de polifenoles
totales, 0.6-10 % de flavonoides glucosilados, 0.4-0.44 % de acido caféico 31 y 0.2-
0.25% de flavonoides. La hidrolisis de flavonoides glicosilados genera principaimente
canferol 8 y quercetina 9; en menor proporcion, se obtienen isoquercitrina 5, rutina 32 y
esculina 33. Otros compuestos aislados de esta especie corresponden al acido

clorogénico 34 Heodisan. 1987
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El aceite esencial de Q. basilicum contiene monoterpencs, fenilpropanos vy

sesquiterpenos entre ellos eugenol, metil eugenol, geraniol, linalool, metil-chavicol,

ocimeno, eucaliptol, limoneno, &°-careno, w-pineno y 1-8-cineol BY! 1980: Grayer ef al.. 1996: Miele

st al. 200 Otrg constituyente del aceite esencial de esta planta es 1,7-dimetil-1,6-

octadien-3-ol que representan el 29.87 % de la composicign Wend ¢ at. 2003 Di Cesare et al,

2003

4.1.6.4. Aspectos farmacologicos

Una de las principales actividades bioldgicas que se le han demostrado a O.

Javasinghe el al.,

basificurn es la antioxidante 2003 También, se le ha demostrado

efecto antiinflamatorio, siendo el eugenol el probable responsable de dicha actividad ya

que inhibe la ciclooxigenasa y lipooxigenasa interfiriendo asi el metabolismo del acido

Kelm e! al, 2000; Singh, 1989

araquidonico Esta sustancia demostré efecto hipotensor vy

cardiovascular en el modelo de ratas con hipertensién inducida con acetato de

deoxicorticosterona Interaminense e! af., 2005

En lo que respecta a los efectos que tiene esta planta sobre el SNC no existen

datos; sin embargo, se ha demostrado un efecto antidepresivo del extracto metandlico

de las raices de O. sanctum en el modelo de natacién forzada en ratones M2 ¢t al, 2000

Esta especie es capaz de ejercer efectos inmunomoduladores en animales estresados,

probablemente, a través de un mecanismo mediado por el sistema GABAérgico Medrata el

o, 2002 antecedente que indica que Q. basilicum puede ejercer también un efecto

depresor del SNC.
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Cuadro 3. Estructura quimica de flavonas presentes en Ocimuim americanum.

7
o
3 ]
o

ORg

RN
OH ©
Compuesto 'Ry 'R, R, R4 Rs
Escutelareina 10 OH H H H H
Luteolina 11 H H H OH H
Cirsiliol 12 OCH., CHa, H OH H
. Apigeninal3 H H H H H
: Pilosina 14 OCH, H OH H CH,3
' Cirsimaritina 15 OCH, CH, H H H
| Cirsilinecl 16 OCH; CH, H OCH; H
Ladaneina 17 OH CHs H H CH;
5-desmetilsinensitina 18 OCH, CHs H QCHj; CHa
Xantomicrol 19 OCH;,4 CH4 OCH; H H
8-hidroxisalvigenina 20 OCH; CHs, OH H CH,
: Nevadensina 21 OCH, H OCH, H CHs
Acacelina 22 H H H H CH,
Pectolinaringenina 23 OCH; H H H CH;
' Genkwanina 24 H CH; H H H
5-desmetilnobiletina 25 OCH;, CH4 OCH; OCH, CH,
Salvigenina 26 OCH; CH; H H CH;
' Gardenia B 27 OCHj, CH, OCH3, H CH,
| 7,4-dimetil éter de apigenina28  |[H CH; H 'H CH,
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Glc= glucosa

O
= OR3
. R
Acidos fenil propandicos
L R R2 R3
_Acido p-cumarico 29 OH H
Acido cafeico 31 OH OH
Acido clorogénico 34 OH OH Acido quinico
Ry 0.0
OV
R4
R1 R2
Esculetina 30 OH OH
Esculina 33 O-Glec “OH
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5. Justificacion

Los trastornos de ansiedad se han convertido en un grave problema de salud
publica por sus crecientes indices de incidencia, con un alto impacto social y grandes
costos econdémicos. Este padecimiento se presenta en todos los segmentos
poblacionales, pero es en la etapa productiva de los individuos donde causa los
mayores efectos incapacitantes. La disminucién competencia fisica y laboral propicia
una enorme carga economica y altos costos de salud publica por la erogacion gque
representa, tanto en el tratamiento como en los servicios asistenciales que se requieren.
Los tratamientos farmacologicos disponibles, si bien puede ser efectivos en principio, a
largo plazo ocasiona efectos secundarios indeseables, por lo tanto es indispensable la
busqueda de nuevos medicamentos. Por otra parte, en o que respecta a la prevalencia

la perspectiva a futuro es muy negativa por el incremento que se pronostica.

En México, el tratamiento institucional de mayor prescripcion en estados de
estrés y ansiedad, son las benzodiacepinas. En el IMSS el diacepam es el farmaco mas
recetado, a pesar de que causa un gran deterioro fisico de los individuos tras un
tratamiento por un periodo mayor a 4 meses (provocando tolerancia y dependencia). En
el pais, el mercado de medicamentos para combatir los problemas de estrés se estima
en 200 millones de pesos al ano www.reforma.com/negocios/articulos/465/928530. Una
perspectiva hacia el 2015 indica que alrededor de 54.3 millones de personas requeriran
terapia con ansioliticos. Estudios de mercado realizados por el CIBIS-IMSS establecen
que el 1.4 % de pacientes con trastornos de ansiedad utilizaran fitomedicamentos, cifra
que puede incrementarse al contar con ansioliticos efectivos que presenten menos
efectos indeseables, o que implica mayor apego al tratamiento Herrera-Arellano, 2007.
Por lo anterior se puede proyectar que habra una demanda de hasta 1 millon de
tratamientos con fitomedicamentos ansioliticos (Comunicacién personal Dr. Jiménez-
Ferrer). Se ha demostradoe que algunos compuestos de origen vegetal como los
flavonoides, muestran capacidad ansiolitica en algunos modelos biologicos ademas de
unirse in vitro a los receptores GABAa. Tilia americana tiene un alto contenido de
flavonoides, los cuales pueden tener actividad ansiolitica sin modificar de manera
importante otros parametros conductuales, por lo que el estudio de esta planta significa

una propuesta terapéutica importante en el tratamiento de |la ansiedad.
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6. Hipotesis
Con base en el uso etnomeédico las especies vegetales T. americana var.
mexicana y O. basilicum, poseen metabolitos secundarios con actividad

ansiolitica sin modificar la actividad motora espontanea.

7. Objetivos

7.1.General

Evaluar el efecto ansiolitico y sobre la actividad motora espontanea que
producen los extractos de diferente polaridad, fracciones y principios activos de
las especies T. americana y Q. basificum, en los modelos de laberinto elevado

en forma de cruz y campo abierto.

7.2.Particulares

Evaluar la actividad ansiolitica de los extractos, fracciones y compuestos
de las especies T. americana y Q. basilicum en el modelo de LEC.

Evaluar el efecto que producen los extractos, fracciones y compuestos de
T. americana y O. basilicum sobre |la actividad motora espontanea en el modelo
de CA.

Aislar e identificar mediante un analisis comparativo de cromatografia
liquida de alta resolucién, al menos un compuesto presente en la fraccion

activa de |la especie seleccionada.
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8. Material y reactivos

8.1. Material biol6gico
8.1.1. Tilia americana

El material vegetal consistié de bracteas y flores de T. americana y fue
colectado en los meses de junio y julio del afio 2006 en la localidad de Mexicapan,
Municipio de Ocuilan, en el Estado de México. Un ejemplar de herbario fue identificado
por fa M. en C. Abigail Aguilar Contreras, directora del Herbario IMSS, ubicado en el
Centro Médico Nacional Siglo XXI y se registré para posterior referencia con el nimero
de especimen 15 099 con el nombre cientifico de Tilia americana var. mexicana
(Schltdl.) Hardin.

8.1.2. Ocimum basilicum
Q. basilicum fue obtenido por cultivo en los invernaderos del Centro de
Investigacidn Biomédica del Sur. La semilla de albahaca fue comprada con un
proveedor de semillas, "Rancho los Molinos” ubicado en Km 16.5, carretera
Cuernavaca-Tepoztlan, Morelos. Se mantuvo bajo condiciones especificada por el
productor hasta el momento de su germinacion. Las semillas se sembraron en una
mezcla de arcilla y sustrato (Peet Mos R) 50:50. Posteriormente, las plantas fueron
sembradas en almacigos y, en estado de plantula, fueron trasplantadas a bolsas de
cultivo. Después de 3 meses de crecimiento, las hojas frescas fueron cosechadas para
la preparacidon de un extracto acuoso en fresco y otra parte se secé para la preparacion
de un extracto hidroalcohdlico. El ejemplar de referncia se encuentra depositado en el

Herbario IMSS, con el numero 10873,

8.1.3. Animales de experimentacion
En el estudio se utilizaron ratones albinos de la cepa ICR obtenidos de Harlan,
Mexico, D.F. Los machos (con 35 g en promedio) fueron asignados a las pruebas de
ansiedad en el laberinto elevado en forma de cruz (LEC) y de actividad motora en
campo abierto (CA). Hembras (30 g en promedio) fueron utilizadas para evaluar el
posible efecto toxico del extracto activo. EI manejo de los animales de experimentacion

se llevd a cabo siguiendo la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0O-1999
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(especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
faboratorio). Todos los roedores fueron acondicionados por lo menos dos semanas
antes de la experimentacion en un laboratorio a una temperatura de 25 °C, con un ciclo
de luz-oscuridad de 12 por 12 horas, con acceso libre al agua y al alimento. Durante Ia
experimentacion, los ratones fueron trasladados del laboratorio de acondicionamiento a

un laboratorio sono-amortiguado, a una temperatura de 25 °C y con luz roja.

8.2 Matenal para las pruebas biolégicas y quimicas
8.2.1. Material para la prueba de LEC y CA
El equipo empleado en la prueba de actividad ansiolitica fue un laberinto en
forma de cruz, de acrilico, con el centro de 5 X § cm, los brazos abiertos y cerrados de
30 cm de largo X 5 cm de ancho; la altura de las paredes de los brazos cerrados de 15
cm (Figura 3).

Figura 3. Fotografia que muestra el equipo utilizado en
el modelo de LEC.

Para el ensayo de campo abierto se utilizé un equipo fabricado de acrilico con
paredes transparentes y piso negro (30 cm X 30 cm X 15 cm) dividido en 9 cuadrados
de igual area (Figura 4).
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Figura 4. Fotografia que muestra el equipo utilizado en
el modelo de CA.

9. Métodos

9.1. Diseno experimental

En el estudio se consideraron disefos experimentales para abordar los
aspectos quimicos y farmacologicos. Asimismo, se considerd la determinacion de
la toxicidad aguda del material vegetal {Anexo ).

Para el andiisis farmacologico se utilizaron dos pruebas, la de ansiedad
(LEC) y actividad motora (CA). Los diferentes grupos de animales evaluados
recibieron los tratamientos de T. americana (Cuadro 5) y de O. basilicum (Cuadro
6) por la via oral (vo), administrando los productos 1 hora antes de cada ensayo.
En el caso de los compuestos puros, se consideré también la administracion
intraperitoneal (ip) 30 minutos antes de las pruebas.

Todos los tratamientos se disolvieron en una solucion de Tween 20 al 1 %
(TW 1 %), solucion que fue administrada tambien al grupo control negativo. Los
compuestos aislados de T. americana tuvieron una mayor solubilidad en
Carboximetilcelulosa al 1 % (CMC 1 %), razén por la cual se incluyd un segundo

control negativo con CMC.
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Cuadro 5. Dosis y via de administracion de los diferentes tratamientos utilizados en la

evaluacion de T. americana

_ Tratamiento Dosis " Via de admini_stracibm'
Extractos Hex, AcOEt,
MeOH e Hidroalcohalico 100 mg/kg Oral
| (HA) {
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,

I. Extracto MeOH 100 y 200 ma/ka Oral ‘
Fracciones F1, F2, F3y F4 | 100 mg/kg Oral |
Fraccion F1 12.5, 100 y 200 mg/kg Oral !
Fracciones F1A, F1B, F1C !
y F1D 50 mg/kg Oral

30 y 60 mg/kg Intraperitoneal
Tilirésido = )
60 y 200 mag/kg
60 mg/kg Intraperitoneal
| F15 o |;

' 100 y 200 mg/kg ra

| Diacepam (DZP) 1.0 mg/kg Intraperitoneal
Tween 20 1% (Tw 1 %) 100 pi/10 g de peso de Oral

" raton
Carboximetilcelulosa 1 % 100 w/10 g de peso de Oral

 (CMC 1 %) raton

Cuadro 6. Dosis vy via de administracion de los diferentes tratamientos utilizados en la

evaluacién de O. Basilicum

Tratamiento T Dosis Via de administracién “
| Extracto HA 12.5, 25 y 50 mg/kg Oral ‘
Biparticion
AcOEt (FAcOEt) con agua 100 mg/kg Oral '
Fac)
Extracto acuoso de hoja 100 mafkg Oral

| fresca (Ef)
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9.2. Prueba de la actividad ansiolitica en el LEC
Los animales se colocaron en el centro de LEC y se registraron los siguientes
parametros en el trascurso de 5 minutos.
Ta: tiempo de permanencia en brazos abierios (s)
Tc: tiempo de permanencia en brazos cerrados (s)
Na: numero de cruces hacia los brazos abiertos

Nc¢: numero de cruces hacia los brazos cerrados

El efecto relativo se expresé como porcentaje aplicando las siguientes ecuaciones:

wuNa= M 100 %Ta = x100.
Na + Ne | T ;

Donde:
%Ta. Porcentaje del tiempo de permanencia en brazos abiertos

%Na: Porcentaje del numero de cruces a brazos abiertos

9.3. Prueba de la actividad motora espontanea en CA
El ratén se colocd en el centro del aparato de CA para determinar su patron
conductual durante 5 minutos con base en la actividad exploratoria que muestra el

Archer. 1973 E| nimero de cruces totales

animal sometido a los diferentes tratamientos
que los ratones realizan en el campo (suma de cruces en la periferia y en el centro del
campo, CT) se registra cuando las cuatro patas de los ratones estén completamente
dentro del cuadro. El otro parametro que se midié fue el numero de estiramientos

verticales (EV).



9.4. Analisis, evaluacién y preparacion quimica
9.4.1. Método de analisis por HPLC

El método que se aplico en el estudio de las muestras fue disefiado para la
deteccion de flavonoides, substancias que se distribuyen ampliamente en diferentes
especies del género Tilia y que presentan actividad importante sobre SNC Toker 2004

Las muestras provenientes de T. americana se redisolvieron en metanol grado

HPLC (4 mg/mL) y se inyectaron en un volumen de 20 ul para su analisis en HPLC. El
equipo utilizado fue un cromatografo liquido de alta precision Waters 996 con bombas
binarias y controlado por medio de un programa Millenium, acoplado a un detector de
arreglo de diodos Waters 2595, con un rango de deteccion de 190 a 600 nm. En el
estudio se utilizé una columna de fase reversa (Alltima HP C18 HL) con un tamafno de
particulas de 3 um. La elucién por gradiente se llevé a cabo manteniendo un flujo
constante de 1.0 mi/min con acetonitrilo {A) y agua (B) bajo el siguiente esquema:
15 % de A por 4 min, el gradiente de elucion se incremento gradualmente hasta 55 % de
A en 1.0 min y se mantuvo con este gradiente por 4 min; posteriormente, se incrementé
a’70 % de Aen 2 mnya 85 % en los 3 minutos siguientes para regresar a las
condiciones iniciales (15 % A) en 2 minutos. El eluato se monitore¢ a una tongitud de
onda de 250 nm.

La valoracién de las muestras de T. americana se llevd a cabo por medio del
anadlisis comparativo con diferentes flavonoides comerciales (Sigma, USA): apigenina
(95 %), crisina (97 %), canferol (90 %), quercetina (95 %), quercitrina (85 %), rutina (95
%), hesperetina (95 %), hesperidina (80 %), naringina (> 90), naringenina (95 %),
neohesperidina (90 %) y una muestra del tilirdsido aislado en forma pura de la planta
(10.4.2.1.3).

Debido a que O. basilicum solo presentd actividad con el extracto hidroalcohdlico,

no se llevo a cabo un seguimiento fitoquimico de la especie.
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9.4.2. Obtencion de los extractos, fracciones y compuestos
9.4.21. Extractos de 7. americana de diferente polaridad

Las bracteas vy flores secas y molidas de Tifia americana (2 kg) se maceraron a
temperatura ambiente con 6 litros de n-Hexano por 3 veces. De manera secuencial se
macerd el material vegetal residual con 6 litros de AcOEt por 3 veces repitiendo el
proceso con 6 litros de metanol por 3 veces (Diagrama 1).

Por otra parte, se utilizaron 400 g de planta molida para preparar un infusién
hidroalcohdlica al 60 % (EtOH-H,O 60:40).

., *Extracto
Tilia :L%mon s = Hidroalcohdlico
american Etanol:Agua HA
/' Maceracion con n-Hexano
Material
*F xtracto
Hexanico vegetal

Maceracion con AcOEL

% Exiracto de Material
AcOEL vegetal

Maceracion con MeQH
* Liofilizacion,

evaluacion wExtracto MeOH
farmacolégica

Diagrama 1. Procedimiento que se utilizé para la obtencion de
extractos de diferente polaridad obtenidos de T. americana.
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9.4.2.1.1. Fraccionamiento del extracto MeOH por biparticién
entre fases

Debido a que el extracto MeOH presenté la mayor actividad ansiolitica, fue
seleccionado para el estudio quimico. Se realizé un proceso de separacion para la
extraccion selectiva de los flavonoides de acuerdo a su polaridad.

El extracto MeOH (250 g) fue sometido a un proceso de separacién entre fases
con AcOEt y una solucion de Na;COj, pH= 9.22 y se obtuvo la fraccion organica F1. La
fraccion acucsa neutralizada con una solucion HClI 2.0 N hasta un pH =6.8 se
biparticioné con AcOEt para obtener la fase organica F2. La fraccion acuosa residual
fue sometida al mismo proceso de extraccién liquido-liquido con n-Butanol y se
obtuvieron las fracciones organica F3 y acuosa F4 respectivamente (Diagrama 2).
Todas las fracciones se concentraron a sequedad, eliminando completamente el
disolvente con alto vacio. Las muestras obtenidas se almacenaron en recipientes color

ambar a 4 °C, para su utilizacién en la prueba de LEC y CA.

9.4.2.1.2. Fraccionamiento de F1
La fraccién F1 fue la de mayor actividad ansiolitica, por lo que se le didé un
tratamiento con disolventes organicos (Diagrama 3). F1 se precipitd con n-hexano, la
parte soluble se denomind F1A. El precipitado fue resuspendido en CHCI; para obtener
F1B y una insoluble que se suspendié con una mezcla de CHCIl;: MeOH (9:1), dando
F1C y la mezcla mas polar (F1D). Todas las fracciones fueron concentradas y secadas

al alto vacio y almacenadas a 4 °C, hasta probarlas en los ensayos farmacolégicos.
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Extracto MeOH

A

remersccar

Biparticion AcOEY Na,CO5 \\

(pH = 9.2)
Fraccion s
Fraccion
AcOEt
A
F 1 iosa
Biparticidon AcOEt/agua
HCI20NpH =6.8
Fraccion Fraccion AcOEt
Acuosa F2
/\‘\
[ Biparticion n-Butanol/agua
Fraccion Acuosa Fraccion BuOH
F4 F3

Diagrama 2. Procedimiento para la obtencion de fracciones de
diferente polaridad a partir del extracto MeQOH activo de T

americana.
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9.4.2.1.3. Purificacion de la fraccion F1C

Siendo F1C la fraccion mas activa, se procedié a realizar una separacion
cromatografica en columna abierta (1.5 cm de diametro por 28 cm de altura) utilizando
silica gel fase reversa y un sistema de gradiente iniciando con una mezcla de
acetonitrilo:agua (60:40) para la elucion. Se colectaron muestras de 500 pL cada una,
para su reagrupacion posterior con base en su similitud en cromatografia en capa fina
(CCF). El acetonitrilo se incrementé gradualmente hasta 100 %. Las muestras se
combinaron para dar 4 fracciones con polaridad decreciente: F1C4, F1C,, F1C3 y F1C4
(Diagrama 4).

De la fraccion F1C; precipitd un compuesto color amarillo, que por medio det
analisis por RMN, se determind un compuesto ftavonoide ya conocido, el tilirésido
(Anexo Il1). El tilirésido resultd ser el componente mas abundante en la muestra F1C.
Asimismo, el analisis por HPLC de la fraccion F1C mostré senales que, por
comparacion con estandares de referencia (Cuadro 8), correspondieron a la de los

flavonoides quercetina, guercitrina, rutina y canferol.

9.4.2.1.4. Obtencion de flavonoides puros para las pruebas
biologicas (Tilirdsido y F'15)

Con la finalidad de obtener cantidad suficiente del compuestc identificado como
Tilirdsido, se pesaron 8 gramos de la fraccion F1 que fueron adsorbidos con 20 g de
silica gel fina (230 ym), se secaron y colocaron en una columna de vidrio, previamente
preparada con 200 g de silica gel.

El sistema de elucién utilizado fue CHCIl;:MeOH. Con un gradiente inicial de
85:15 se colectaron 19 fracciones de 150 ml (F'1 a F'19). Después, se incremetod la
polaridd del disolvente a 80:20 con el cual se colectaron las fracciones F'20 a F'31 de
160 ml cada una.

Cada colecta fue monitoreada utilizando cromatografia en capa fina (CCF) lo
que permitié reunir mezclas con base en su perfil cromatografico. Para esta técnica se
utilizaron cromatoplacas de silica gel en fase normal, los sistemas de elucién fueron:

a) CHCl;:MeCOH:CH3;CN:TFA al 0.5% en agua (6.5:2:1:0.5), para las fracciones

mas polares.
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b) CHCIl3:MeOH:CH3CN:TFA al 0.5% en agua (7:2:1:0.5), para las fracciones

medianamente polares.

c) CHClL:MeQH:CH3CN (7:2:1), para las fracciones poco polares.

Todas las placas fueron reveladas con 2-aminoetil difenilborinato, de estas
reuniones, la mas abundante fue la F'9-F'10, identificada posteriormente como Tilirésido
y la F'15 (compuesto aun no identificado). Ambos fueron evaluados en los ensayos
biologicos (Cuadro 5) y enviados al Centro de Investigaciones Quimicas (UAEM) para

su elucidacion estructural por Resonancia Magnética Nuclear.

F1
//\ 5
Resuspension en n-hexano
Fraccion de Precipitado
n-hexano insoluble
F1A
Resuspension CHCI,
Precipitado Fraccion CHCI,
insoluble F1B
Resuspension CHCI; /MeOH 9:1
Fraccién soluble Precipitado insoluble
F1C F1D

Diagrama 3. Procedimiento utilizado para la obtencion de la
fraccion F1.
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F1C

Columna empacada con silica de
fase reversa

''''''''''' radleme de
concentracion
CH3CN / Agua |

F1C1 F1C2 F1C; F1C,

Diagrama 4. Procedimiento para la separacion cromatografica de
F1C en columna abierta.

9.4.2.2. Extracto HA de O. basilicum
Las hojas frescas de albahaca fueron colocadas en camas de malla en un
cuarto obscuro para su deshidratacion. Posteriormente, 2 kg de hoja seca de O.
basilicum fueron colocadas en un recipiente de 25 L para su maceracidon en una
solucion de etanol-agua (60:40) a temperatura ambiente, por tres veces. Despues, el
volumen fue reducido en un evaporador rotatoric y posteriormente concentrado al alto
vacio. El extracto hidroalcohdlico asi obtenido fue almacenado a 4 °C, para su posterior

uso en las pruebas biologicas.

9.4.2.2.1. Biparticion del extracto HA
Dos gramos del extracto hidroalcohdlico de O. basilicurmn se sometieron a una
biparticion con 50 ml de agua mas 50 ml de AcOEt con la finalidad de obtener 2
fracciones de polaridades extremas. Después de tres lavados, la fraccidn organica
(FAcCQEt) y acuosa (Fac) fueron separadas y concentradas en un evaporador rotatorio,
posteriormente se elimind completamente el disolvente al alto vacio hasta obtener un

polvo y se almacenaron para su utilizacion en las pruebas biolégicas.
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9.4.2.2.2. Extracto de hoja fresca
Hojas frescas de O. basificum (41.5 g) se molieron en una licuadora, el material
obtenido se filtrd a traves de una gasa vy el jugo fue centrifugado a 3000 rpm/15 min. Se

recuperd el sobrenadante y se almaceno a 4 °C, para su uso posterior.

9.5. Analisis estadistico

El andlisis de los datos generados en cada etapa experimental se llevé a cabo
aplicando el Analisis de varianza de una via {(ANOVA) que permitié determinar, en cada
ensayo, diferencias significativas entre las medias poblacionales de cada grupo,
calculando el valor de Fischer {calculado por F = gl entre grupos / gl dentro de grupos,
donde gl son los grados de libertad) con un nivel de confianza del 95 %, seguido de la
prueba de Bonferroni para comparaciones multiples. En la seccién de resultados se
reporta el valor de F sélo para aquellos grupos que mostraron diferencias. El programa

estadistico utilizado fue el spss version 11.
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10. Resultados

10.1. Analisis quimico de T. americana

En el cuadro 7 se muestran los rendimientos de los productos obtenidos en los
procesos de extraccion y fraccionamiento quimico de la planta, asi como de los
flavonoides tilirésido y el compuesto F'15 (aun no se ha elucidado la estructura). El
analisis comparativo por medio de HPLC con algunos estandares comerciales permitio
determinar los flavonoides contenidos en el extracto metandlico y en las fracciones F1 y
F1C. Todas las comparaciones se realizaron a una longitud de onda de 254 nm. En el
cuadro 8 se muestran las diferentes longitudes de absorcién maxima de los compuestos
de referencia asi como del tilirdsido.

El extracto metandlico (Cuadro 9), la fraccion F1 (Cuadro 10) y la fraccion F1C
(Cuadro 11) contienen los flavonoides rutina 32, canferol 8, quercetina 9, quercitrina 35
y tilirosido 36, este uitimo compuesto en una mayor concentracion. En el cromatograma
se detectaron ademas otras sefales con tiempos de retencién y espectros de absorciéon

de UV que no corresponden con los de los compuestos de referencia utilizados.

_Cuadro 7. . Rendimientos de los extractos y fracciones de 7. americana

Disolvente ‘Cantidad procesada | Cantidad obtenida {g) | Rendimiento (%)
n-Hex , 52.8 0.88
AcOE! 6000 ?ngﬁ dt;radea 33.0 ' 0.55
MeOH 2922 4.87
HA 400 g de.bréctea 59.32 14.8
molida

F1 ! 8.0 3.2 N
F2 250 g de extracto 4.0 1.6
F3 MeOH 7.5 3.0
F4 8.0 3.2
F1A ND
F1B W ND
F1C | ND
F1D _ ND

F1C1 8 g de F1 0.762 9.5 i

F1C2 0.268 3.3 ‘
F1C3 (F15)* ‘ 0.503 6.2

F1C4

- F1C4p**(Tilirésido) 0.500 , 6.25

* Precipitado café aun no identificado estructuralmente y ** precipitado amarillo que
corresponde a tilirdsido, ambos compuestos se aislaron de F1C. ND: no determinado
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estandares
et = - 5
Rs ék/ Rs . -Ra
R10\ /E}‘\/O R10\ .\}_/O\ /"J R-IO A /O,_\//\‘T-:/'
|
» L ] »
OH O OH O OH O
_ Flavonoles Flavanonas | Flavonas 1
| R R, [ R, | R, [ RT | Amax |
| Flavonoles
| Canferol 8 ' OH H | OH H 7.00 | 197 | 266 | 364
Quercetina 9 OH H | OH OH 6.58 @ 202 | 255 | 368
Quercifrina 35 O-Rha H OH OH 5.54 204 | 255 | 349
Rutina 32 O-Glu- H OH OH 510 | 205 | 256 | 357
| ram |
Flavanonas
Hesperetina 37 H OH OCHs | 7.20 | 201 287
Hesperidina 38 Gle-Rha ° OH OCH, 5.52 | 201 284
Naringina 39 Glu-Ram H OH 546 | 174 | 282
_ Naringenina 40 H I OH 7.01 | 195 282
MNeohesperidina Glu-Ram © OH OCH,4 558 | 205 284
41 | 1
| Flavonas
| Apigenina 13 H | OH | H 6.94 | 199 | 267 | 334
\Crisnadz | I W W | H_Too0s 20528 32]
Ram= ramnosa
Glu=glucosa
Tilirosido 36
HO

Cuadro 8. Estructura quimica de flavonoides comerciales utilizados como
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Cuadro 9. Andlisis por HPLC del extracto MeOH de T. americana

Extracto Metandlico de 7. americana i}
RT A max o Compuesto
1.26 221 2719 [
1.78 | 201 276 I
5.01 204 | 256 ? 356 | Rutna32
5.20 201 258 : 354 = L
543 195 266 350 Quercitrina 35
6.11 193 267 313 Tilirésido 36
I 6.53 | 195 255 368 Quercetina 9
. 7.08 | 195 265 _ 368 | Canferol 8 _
Intensidad de tas sefiales en el cromatograma: 1.26 > 1.78=6.1>52>54>6.53=7.08
= 5.01 (correspondiente a Tilirésido > Quercitrina > Quercetina > Canferol y Rutina)

| Fraccién FA de T. americana

RT A max \ Compuesto
| 1.26 | 221 279 '
| 1.84 198 267
L 3:31 | 205 273

5.30 202 279 5
| 5.50 209 256 B 358 |
| 5.54 211 254 349 Quercitrina 35 |
| 5.81 198 265 320 '
| 6.15 194 267 313 Tilirésido 36 I
| 6.24 192 266 312 Isémero de Tilirdsido |
| 6.48 | 192 234 ; 288 Quercetina 9 |

7.11 | 197 268 ' 368 Canferol 8

Intensidad de las sefales en el cromatograma: 6.15>6.2=3.3=1.26> 1.84=55=554
> 5.8 = 5.3 (correspondiente a Tilirosido > Quercitrina > Quercetina >>> Canferol)

| Fraccion F1C de T. americana i ]
. RT A max | Compuesto I
1.83 197 269 | |
3.25 205 263
5.12 200 267 352 Rutina 32 |
5.29 208 255 ; 355
2.48 208 | 265 i 3562
5.64 208 254 350 Quercitrina 35
6.13 204 265 331 Tilirésido 36
.~ B.55 201 257 367 Quercetina 9
7.08 195 268 368 [ canferol 8

1.24 >> 512 = 6.55 = 7.08 (correspondiente a Tilirdosido > Quercitrina >>> Quercetinag,
Canferol y rutina)
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10.2.

La significancia estadistica en todos los estudios se establecié respecto a los

Evaluacion Biologica

grupos de animales que recibieron el vehiculo (control negativo), con un nivel de p
<0.05 (en las figuras se muestra aquellos grupos que fueron estadisiticamente
diferentes). El vehiculo utilizado en los estudios fue una solucion Tween 20 al 1% vy
solucién al 1 % de carboximetilcelulosa (CMC) en la evaluacion de los efectos del
Tilirésido.

Los productos se administraron via oral y, en el caso del Tilirosido, se
realizaron observaciones por via oral e intraperitoneal. El DZP utilizado en el estudio
como control positivo se administrd ip en una dosis de 1 mg/kg.

En la prueba de campo abierto, ninguno de los tratamientos administrados
provoco alteraciones en la actividad motora espontanea, por [0 que no se observaron
cambios estadisticamente significativos en comparacion con los grupos utilizados como
control negativo (Figura 16, Cuadros 14, 16, 18, 20, 23 y 26).

La administracion ip del DZP utilizado como control positivo en el LEC, indujo
un aumento significativo de % Ta y de % Na (Cuadros 12, 13, 15, 17, 19, 22).

10.3.

La administracion de los extractos hexanico y AcOEt a una dosis de 100 mg/kg

Extractos de 7. americana

no indujeron cambios significativos en los parametros % Ta y % Na (p >0.05, Cuadro
12). El extracto hidroalcohdlico (HA) provocd un aumento de ambos parametros, sin
embargo, solo se observd diferencia significativa para el % Na (p <0.05). En cambio, el
extracto MeOH en dosis de 100 mg/kg incrementé significativamente tanto el % Ta
como el % Na (p <0.05) y los parametros no fueron significativamente diferentes a los

del grupo tratado con diacepam (Figura 5, Cuadro 12).

Cuadro 12. Evaluacion de jos extractos de T. americana en LEC

Tx _— DZP Hex AcOEt |MeOH |HA | F(tablas)< 1
P 1 mg/kg 100 mg/kg F calculada
% Ta 37 +10 72 +12* 41 £21 40 10 63 £t12* 58 +18* F(253)<3.49
% Na 39 +10 67 +12* 43 +31 AcOEt 48 | 53 +12* 58 £10 F(2.53) < 5.51

ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio + DE (desviacion estandar)
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Fig. 5. Porcentaje de entradas y de tiempo de permanencia en LEC, con la
administracion de 100 mg/kg de extractos de T. americana. (HEX= hexanico, AcOEt=
acetato de etilo, MeOH= metandlico, HA= hidroaicoholico), DZP= Diacepam y TW=
solucion Tween 20 al 1%, % Na= porcentaje del nUmero de cruces en brazos abiertos, %
Ta= porcentaje de tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni *p < 0.05.
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Fig. 6. Namero total de cruces y el nimero de levantamientos verticales que realizan los
ratones en CA, con |la administracidén de 100 mg/kg de extractos de T. americana. (HEX=
hexanico, AcCOET= acetato de etilo, MeCH= metandlico, HA= hidroalcohdlico), DZP=
Diacepam, TW= solucidn Tween 20 al 1%, EV= estiramientos verticales, ANOVA, post-
prueba Bonferroni, *p < 0.05.
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El incremento significativo del % Na y de % Ta en el LEC se observé con dosis
del extracto MeOH entre 25 y 200 mg/kg; dosis menores a 25 mg/kg no tuvieron efecto

sobre estos parametros (Cuadro 13, Figura 7).

Cuadro 13. Evaluacion de diferentes dosis del extracto MeOH en LEC

Tx| DZP MeOH (mg/kg) | F(tablas) <
Tw 1% - |
P 1 mglkg | 25 50 100 500 | F calculada
% Ta |L3916 73 +11* | 61 +19* |63i7* 63+12* | 58+10* | F(2.10)<5.12
i |
% Na | 41421 | 67+11* | 60218* | 60 +6* 53+12° | 5749~ | F(2.10)<10.11

ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio + DE (desviacion estandar)

Paradmetro
g
_—
—
=

312 625 125 25 50 100 200 DZP10 TW 1%

0 %NMNa o %Ta Tratamiento (mg/kg)

Fig.7. Porcentaje de entradas y de tiempo de permanencia en LEC, con la administracion
vo de diferentes dosis del extracto metandlico. DZP= Diacepam, TW= solucion Tween 20
al 1%, % Na= porcentaje del nimero de cruces en brazos abiertos, % Ta= porcentaje de
tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05.
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Cuadro 14. Exiracto MeOH sobre pardmetros de actividad motora.

lTratamiento (ma/kg) Cruces totales Estiramientos verticales !
| MeOH (3.12) 97.5 +22.6 33.5 +15.1

| MeOH (6.25) 94.3 +30.6 33.6 +17.5
' MeOH (12.5) 76.3 £21.6 265 +9.6 |
' MeOH (25) 103.7 +17.2 50.8 +9.1 J
MeQH (50) 109.3 £17.9 53.8 +7.4 ’
MeCH (100) 94.7 +25.6 29.5 *15.1 }
MeOH (200) 104.4 +24 1 A8.0 +14.5
DZP (1.0) 100.1 +21.9 200 £8.0

TW 1% (100 ul/10g) | 953 4201 ) 39.6 +£16.1 |

10.4.

Fracciones F1, F2, F3y F4

La actividad de las fracciones F1, F2, F3 y F4 obtenidas a partir del extracto

MeOH se muestra en el Cuadro 15 y la figura 8. Sdélo la fraccion F1 presentd un

incremento estadisticamente significativo en los parametros % Na y % Ta en LEC (p

<(.05), para el resto de las fracciones, la diferencia determinada no fue significativa {p

>0.05). Comparado estos parametros con los del grupo tratado con diacepam (1mg/ml

ip), cabe sehalar que los extractos mostraron igual comportamiento que dicho agente

ansiolitico (Cuadro15).

Cuadro 15. Evaluacion de F1, F2 F3yF4 enel LEC

Tx DZP F1 F2 F3 F4 F(tablas) <
Tw 1%
P 1 mgikg 100 mg/kg F calculada
% Ta 31+14 | 64 +18* | 56+19* | 34428 44 +12 36 +19 F(2.53) < 3.14
% Na 30 +16 65+15* | 68 £16* | 4322 52 +7 46 +17 F(2.53) < 4.38

ANQVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio + DE (desviacidon estandar)
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Fig. 8. Porcentaje de entradas y de tiempo de permanencia en LEC, con la
administracion vo de fracciones del extracto metandlico. DZP= diacepam, TW=
solucién Tween 20 al 1%, %Na= porcentaje del niUmero de cruces en brazos
abiertos, %Ta= porcentaje de tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba
Bonferroni, *p < 0.05, *p < 0.001.

Cuadro 16. Efecto de las fracciones del extracto MeOH sobre parametros de
actividad motora.

Tratamiento (mg/kg) Cruces totales Estiramientos verticales |
F1{100) 103.3  +46.3 35.4 +15.3

F2 {100) 84.3 £171 34.7 +12.9

F3 (100) 98.5 +16.3 375 + 64

F4 (100) 90.8 +274 27.3 #15

DZP (1.0) 113.3 £30.1 324 + 94

TW 1% (100 ui/10 g) 86.5 +33.0 33.3 + 9.3

La fraccion F1 resultd la de mayor actividad y la evaluacion de diferentes dosis
de este extracto en el modelo LEC descrito (12.5 y 200 mg/kg), permitio establecer que,
aun cuando no se observa una dependencia entre la dosis y el efecto ansiolitico, ambas
dosis de la fraccion incrementaron el porcentaje del % Na y % Ta (Figura 9) (p <0.05,
Cuadro 17).
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Cuadro 17. Evaluacion de diferentes dosis de F1 en LEC

L Tx DZP F1 {mg/kg) F(tablas) <
N Tw1%

F 1mghkg [125 100 200 F calculada

% Ta | 23410 | 71 +11* | 52416 | 56 £10° 55 £8* F(269) <117

%Na |33+15 | 6718 | 49410 |68 19" 539" F(2:69) <9.59

ANOVA, post-prueba Benferroni, *p < 0.05. Promedio + DE (desviacion estandar)

100

Parametro

Tw 1%
1 %Na [ %Ta Tratramiento (mg/kg)

Fig. 9. Porcentaje de entradas y de tiempo de permanencia en LEC, con la
administracion vo de la fraccion F1. DZP= diacepam, TW= solucién Tween 20 al
1%, %Na= porcentaje del nimero de cruces en brazos abiertos, % Ta= porcentaje
de tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05.

Cuadro 18. Efecto de diferentes dosis de F1 sobre parametros de actividad motora.

Tratamiento {mg/kg) Cruces totales Estiramientos verticales
F1(12.5) 113 £25 45+ 9
F1 {100) 113 £33 50 +15
F1 {200) 131 +14 62+ 8
DZP (1.0) 105 +23 33 +18
TW 1% (100 pl/10 g) 90 +12 43+ 9
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10.5. Sub-fracciones F1A, F1B, F1C, F1D

Las sub-fracciones F1A, F1B, F1C y F1D obtenidas a partir de F1 se evaluaron
en el LEC y CA a la dosis de 50 mg/kg {vo). Las fracciones F1A y F1B no ejercieron
cambios significativos en el comportamiento de los animales en el LEC (p >0.05). Por el
contrario, las dos fracciones mas polares incrementaron el porcentaje del niumero de
cruces y del tiempo en el que permanecieron los ratones en los brazos abiertos del
laberinto. La fraccién F1D incrementd significativamente solo %Na y aunque provocéd
cambios en % Ta éstos no fueron estadisticamente diferentes (p >0.05).

Sin embargo, ambos se incrementaron significativamente en el grupo de
ratones que recibié F1C (p < 0.05) (Cuadro 19, Figura 10).

Cuadro19. Evaluacion de las sub-fracciones en LEC

Tx DZP F1A F1B F1C F1D F(tablas) <
Tw 1% |
P 1 mg/kg 50 mg/kg F calculada

% Ta 31.2+#16 | 66.2+ 19| 1520 26 £15 52.5 +10* | 46 £14 F{2.58) < 5.01
% Na 36.3+15 | 65.0+ 19" 26 +25 32 =11 52 +14* 59 6~ F(2.58)= 3.68

ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio = DE (desviacién estandar)
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Fig. 10. Porcentaje de entradas y el tiempo de permanencia en LEC, con la
administracion vo de 50 mg/kg de dferentes fracciones de F1i proveniente del extracto
metandlico de T. americana. DZP= diacepam, TW= solucion Tween 20 al 1%, %Na=
porcentaje del numero de cruces en brazos abiertos, %Ta= porcentaje de tiempo en

brazos abiertos. ANOVA, post-prueha Bonferroni, *p < 0.05.

Cuadro 20. Sub-fracciones de F1 sobre parametros de actividad motora.

| Tratamiento (ma/kg) Cruces totales Estiramientos verticales
F1 A (50) 112.7 £13.0 48.8 +20.9
F1 B (50) 139.8 +36.4 54.0 + 8.7
F1 C (50) 128.3 £127 44.0 +15.1
F1 D (50) 120.0 +20.4 36.5 £15.2
DZP {(1.0) 104.5 £24.1 30.2 £ 55
TW 1% (100 ul/10 g) 114.8 +11.7 44.7 +14.3
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10.5.1. Tilirdésido y F'15

La separacion de F1C dié como resultado varias fracciones una de las cuales
presentaba un precipitado amarillo que fue identificado como tilirosido, un polifenol
previamente descrito. También precipito otro compuesto, F'1. Ambos compuestos se
disolvieron en una solucidén al 1 % de carboximetilcelulosa (CMC) y se administraron via
oral e intraperitoneal. La administracion de 200 mg/kg vo del tilirdsido incrementé
significativamente el %Na y el % Ta, el compuesto F'15 no modificod ios parametros.
Tampoco se vio efecto al administrar intraperitonealmente ambos compuestos en dosis
de 60 y 100 mg/kg (Cuadros 21 y 22, Figura 11).

Cuadro 21. Evaluacion del tilirdsido en LEC

N Tx Tilirésido (mg/kg) F(tablas) <

\, cmc | pzp

P ip VO F calculada
\ 1% 1 mg/kg
AN 30 60 60 200

% Ta 36 5 75 x12* L14 11 20+20 [ 2916 |54+10* | F(2.18)<56
% Na 44 +1 79 £10* | 22+13 | 3520 31415 56 +12* | F(2.18)< 7.1

ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio * DE (desviaciéon estandar)

Cuadro 22. Evaluacion del F'15 en LEC

Tx F15 (mg/kg) F(tablas) <
CMC DZP
P ip Vo F calculada
1 % 1 malkg
g 60 100 200
% Ta 36 £5 75+12* | 34.0-13.6 18.9x12 35.4112 F(2.18)< 5.6
% Na 44 +1 79 +10% | 43.296 34.1+29 25.9+10 F(2.18) <71

ANQOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio + DE (desviacion estandar)
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Fig. 11. Porcentaje de entradas y de tiempo que ratones gastan en LEC con ta
administracion vo e ip Tilirdsido (TIL) y F'15. DZP= diacepam, TW= solucidn
Tween 20 al 1%, %Na= porcentaje del numerc de cruces en brazos abiertos,
%Ta= porcentaje de tiempao en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni,

*p < 0.05.

Cuadro 23, Tilirdsido y F'15 sobre parametros de actividad motora.

Tratamiento (mg/kg) Via Cruces totales Estiramientos vertica
TIL (30) ip 113.0 £53.8 39.5+£28.5
TIL (60) ip 142.2 +28.9 56.8 +15.5
TiL (60) VO 116.6 +22.2 61.4 +24.2
TIL (200) VO 130.6 +36.7 56.0 £10.7
F15 (60) _ip 129.8 +55.8 55.3 +18.5
F15 (100) VO 113.8 £23.4 56.2 +14.7
F15 (200) VO 110.5+25.6 542 +12.5
DZP (1.0) ip 145.5 +£19.6 17.5+18.0
CMC (1 %) VO 176.8 + 62.6 57.6 +20.5
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10.6. Extractos y fracciones de O. basificum

LLa dosis de 12.5 mg/kg de HA de O. basificum no tuvo efecto significativo sobre

la conducta de los ratones evaluada como % Na y % Ta (p >0.05). Sin embargo, las

dosis mayores (25 y 50 mg/kg), incrementaron significativamente (p <0.05) estos

parametros

(Cuadro 24, Figura 12) y no son significativamente diferentes con el grupo

que recibi¢ diacepam (p >0.05).

Cuadro 24. Evaluacion del extracto HA de O. basilicum en LEC

Tx DZP Extracto HA de O. basilicum F(tablas) <
Tw 1%
P 1 mglkg 12.5 25 50 | F calculada
% Ta 36 5 87 +6” 58 £16 77 £12* 64 18" F(2.73) <141
% Na 38 9 83 £10* | 45 x11 71 117 58 +20* J F(2.70} <9.52

ANQVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio £ DE (desviacion estandar)
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Fig. 12. Porcentaje de entradas y de tiempo en LEC con la administracion vo del
extracto HA de O. basilicum {Ob). DZP= diacepam, TW= solucion Tween 20 al
1%, %Na= porcentaje del nimero de cruces en brazos abiertos, %Ta=
porcentaje de tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p <
0.05, *p < 0.001.
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Con los tratamientos provenientes de la biparticion del extracto HA de O.
basilicum, se observd que la fraccion de AcOEt inducia un aumento aungue no
significativo (p <0.05) de %Na y % Ta. La fraccion acuosa provocd una disminucion de

los mismos (Cuadro 25, Figura 12).

Cuadro 25. Evaluacion de las fracciones de O. basilicum en LEC

N Tx 7P Extracto acuoso y biparticion de F(tablas) <
P\\ Tw 1 % + malks O. basilicum (100 mg/kg) F calculada
! Fac FACOEt Ef
% Ta 34 +8 85+8 | 26+18 46 +22 26 +7 F(2.73) <14
% Na 38+10 | 8349 [34+19 50 +26 27 13 F(2.70)<9.5

ANQVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio + DE {desviacion estandar)

100
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50 -
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10 -

Parametro

. s = - I —

Fac 100 FACOEL 100 Ef 100 DZP 1.0 TW1 %

Qa%Na O%Ta Tratamiento (ma/kg)

Fig. 13. Porcentaje de entradas y de tiempo que ratones gastan en LEC con la
administracion vo de 100 mg/kg extractos O. basilicum (AL). Fac= fraccion
acuosa de biparticiéon, FAcQEt= fraccion de acetato de etilo de biparticién, Ef=
Extracto acuoso de hoja fresca, DZP= Diacepam, TW= solucion Tween 20 al
1%, %MNa= porcentaje del niumero de cruces en brazos abiertos, %Ta=
porcentaje de tiempo en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p <
0.05.
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Cuadro 26. Evaluacidn de la hoja fresca y fracciones de O. basilicum sobre
parametros de actividad motora..

Tratamiento (mg/kg) Cruces totales | Estiramientos verticales
Fac100 94.6 +32.1 30.6 +15.5
FACOEt 83.6 £38.4 31.1 +13.4

| Ef 84.9 4312 333 £13.3

' DZP (1.0) 100.3 +30.0 32.4 + 9.4

i| TW 1% (100 ul/10 g) 86.5 +33.0 33.3 +19.3
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11. Discusion

Los trastornos mentales representan en la actualidad un severo problema de salud
publica tanto para paises industrializados como para los de economias emergentes. La
ansiedad es un conjunto de trastornos que generan gran numero de incapacidades
laborales y los tratamientos utlizados tienen efectos indeseables. Datos
epidemiologicos muestran que algunos trastornos de ansiedad constituyen las primeras
causas de las enfermedades psiquiatricas "2 2°%2 Asi mismo, son padecimientos que
provocan estigmatizacién y discriminacion, lo que ocasiona un problema social de
importancia.

En 1990 se estimd que los problemas mentales y neurologicos eran la causa
del 8.8 % de los afos de vida perdidos por discapacidad. En 2002, esta carga habia
ascendido a mas del doble, un 22.2 % """ e 2095 B América Latina el excedente por
discapacidad es cada vez mayor y los trastornos cronicos estan desplazando en
prevalencia a enfermedades transmisibles, de tal manera que un numero mayor de
personas estan en riesgo de sufrir trastornos mentales en la edad aduita "7 2%,

Tomando en cuenta la epidemiologia de los problemas mentales a nivel
mundial, es claro que los sistemas de salud aunado a la terapia medicamentosa (que en
la actualidad es costosa y con importantes efectos indeseables) no estan cumpliendo de
manera efectiva las demandas clinicas de salud mental. Esto da lugar, en parte, a la
blUsqueda de nuevas terapias para el tratamiento de los trastornos de ansiedad, donde
la investigacion de especies vegetales es una fuente importante de activos contra
enfermedades de! SNC 2" 204 | 3 investigacién pre-clinica de los trastornos
neuropsiquiatricos y su tratamiento se basa en gran medida en el uso de modelos
animales, en el presente trabajo se utilizaron dos modelos etolégicos, el CA y el LEC.

El CA es actualmente uno de los procedimientos que tiene una gran aceptacion
en el estudio de la conducta animal. El modelo fue descrito por Hall '**%, para medir la
*emocionalidad” en la rata. El roedor se expone a un medio ambiente desconocido
debido a que el equipo contiene paredes, del cual no pueden escapar.. Las ratas en el
campo abierto se mantuvieron en observacidon por 5 minutos y se determind, que
después de un ayuno de 24 y 48 hrs, los animales realizaban un mayor nimero de

cruces en el campo y algunos no ingerian alimento, realizaban menos entradas a la
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parte central del campo y tenian altos niveles de defecacidén. A estos animales se les
clasificé como ratas “emocionales”. La prueba del CA se utiliza para el estudio no sélo
ansiedad, tambien sedacion y actividad motora, utilizando diferentes especies de
roedores. Si bien, el incremento en la locomocidn es un efecto estimulante del SNC, un
decremento en la actividad de elevaciones verticales y locomocion se relaciona con
sedacion o postracion post-ictaj Pty Bezung. 2003,

Los resultados observados en el presente estudio indican que la administracion
oral de los diferentes tratamientos, no indujeron cambios significativos en la conducta
motora de los ratones. £s un antecedente que permite establecer que la administracion
oral de los productos no provoca sedacion, ni depresion o estimulaciéon general del
SNC.

A su vez, el LEC, permite evaluar la reactividad que presentan los animales
ante una situacién de estrés conductual agudo. Este modelo se aplica para detectar
actividad ansiolitica y ansiogénica de sustancias diversas; se basa en la conducta
innata de exploracion del entorno que caracteriza a los roedores. Pero ademas, los
animales son sometidos a un estrés por el "miedo” que tienen al explorar los brazos
abiertos del laberinto 1z Bluhm et al. 2008 4o t4) forma que la conducta del animal en el
laberinto representara un balance entre ambos comportamientos opuestos. El equilibrio
en la conducta se rompe cuando se administran ansioliticos que incrementan el numero
de cruces hacia los brazos abiertos y el tiempo que invierten los animales explorando
dicho espacio. Este modelo etoldgico es parte de la gran bateria de paradigmas
conductuales que se han utilizadc en el analisis de extractos vegetales con actividad
sobre SNC. El modelo se fundamenta en |a amplia validez predictiva que tiene; es decir,
permite pronosticar que el efecto ansiolitico observado podra ser reproducido en los
ensayos clinicos. Este paradigma se ha utilizado por anos debido a su utilidad y
sencillez, se ha demostrado que la administracion de farmacos ansioliticos vy
ansiogénicos en animales expuestos al ambiente de este laberinto, modifican no séio su
conducta, sino tambien su fisiologia como consecuencia del incremento sérico de

Pelow. 1985 En nuestro caso, la utilizacién de diacepam como control

corticosterona
positivo, una benzodiacepina utilizada en la clinica para los trastornos mentales,

permitié validar el modelo del LEC bajo nuestras condiciones experimentales. La
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administracion de 1.0 mg/kg ip de DZP provocd en todos los ensayos un aumento
significativo en el nimero de cruces que los ratones realizaban en el compartimento
abierto del LEC, asi como en el tiempo que los animales permanecian en este espacio,
lo que confirma el efecto ansiolitico que posee este farmaco.

Por otro lado, en el presente proyecto se llevo a cabo un experimento en el cual
se administraron diferentes dosis de picrotoxina (PTX. 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.25y 2.0
mg/kg ip), los resultados (ANEXO I} indican que esta sustancia provoca una
disminucion en el % Na y % Ta en el LEC. La PTX es un alcaloide aislado por primera
vez de Cocculus indicus, farmacologicamente se comporta como un antagonista no-
competitivo de los receptores GABA,, provocando excitacién del SNC. Los datos
obtenidos corroboran los efectos conductuales que posee esta sustancia, tales como
disminuir la actividad motora espontanea de ratones en CA, disminucion en el namero

C Stankevicius ef al., 2008 y por tanto validan el

de entradas y tiempo a brazos abiertos del LE
método bajo nuestras condiciones de trabajo.
La administracién oral de los extractos metandlico e hidroalcohdlico de T.
americana indujeron un efecto ansiolitico en los ratones expuestos al LEC, siendo el
extracto metandlico el de mayor actividad. El efecto ansiolitico de los extractos
metandlico y hexanico ha sido reportado anteriormente AdurreHernandez 20072 ) o
administracion intraperitoneal de estos extractos demostraron también una disminucién
significativa de la conducta motora espontanea de los animales en el modelo de CA con
dosis de 30 mg/kg del extracto MeOH y de 10 mg/kg del hexanico, efecto que fue
comparable aunque menos marcado que el inducido por DZP. El efecto ansiolitico se
demostré con dosis menores a 300 mg/kg del extracto MeOH, sin embargo, al
incrementar la dosis del producto disminuyé el efecto. Los autores de este trabajo sélo
reportan el % Ta como indice de ansiolisis; probablemente el % Na se redujo dado que
los autores de este trabajo detectan en los animales una disminucion de la conducta
motora. Ademas, con la administracion de 500 mg/kg del extracto hexanico y 62 mg/kg
del metandlico, los ratones presentaron una disminucion en el numero de asomadas
("head dipping”, HD), mientras que los estiramientos verticales ("rears”, R) disminuyeron
con dosis de 141 mg/kg del extracto hexanico y con 10 mg/kg del metandlico. Estos

parametros son importantes cuando se valora el efecto ansiolitico de las sustancias ya
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que se ha demostrado que un aumento en el numerc de HD correlaciona con la eficacia
ansiolitica de los tratamientos, ejemplo de ello es el diacepam ¢z &t @ 1994: Rodgers y Johnsan,
1995 Asi, el nimero de R se vinculard con un efecto ansiogénico y el comportamiento
que tienen los ratones dentro del espacio de los brazos cerrados, con la medicion de la
actividad locomotora Redgers y Johnson. 1997 Cole y Rodgers, 1994 06 g caso de la PTX que
observamos que la administracion de las diferentes dosis administradas provoca una
disminucion en el HD y R (ANEXO llI), indicando que esta sustancia provoca efecto
ansiogénico acompanado de una disminucion de la actividad motora.

Los resultados obtenidos por Aguirre-Hernandez y col., muestran claramente
que el efecto ansiolitico de los tratamientos con 7. americana, evaluado bajo sus
condiciones experimentales, se vincula con una disminucion de la actividad motora. Por
otro lado, nuestro grupo de investigacion demostrd también que la administracién
intraperitoneal de diferentes dosis del extracto hidroalcoholico (3.12 a 50 mg/kg) de T.
americana, produjo un aumento significativo y dependiente de la dosis en el %Tay %
Na en el modelo del LEC, efecto que se acompano de un decremento significativo de la
conducta motora. Con dosis mas elevadas (>100 mg/kg) se registrd un porcentaje
elevado de mortalidad en el grupo de animales tratados con e! producto vegetal. De
acuerdo con el estudio reportado, la administracion intraperitoneal de los extractos
metanolico y hexanico tuvieron valores DLsg de 375 mg/kg y de 2900 mg/kg

respectiva mente Aguirre-Hernandez, 2007a

. Aparentemente, los componentes polares de la
planta resultan tener un alto gradc de toxicidad, por lo menos por via intraperitoneal.
Haciendo una comparacion con la toxicidad presentada por el extracto metandlico, en
nuestro estudio, dosis menores del extracto hidroalcoholico administrado por esta
misma via provocaron la muerte de los animales Pacheco-Benitez, 2008

Tomando en consideracion estos antecedentes, para el presente estudio se
llevd a cabo una valoracion preliminar sobre la toxicidad aguda del extracto metanolico
y se demostrdo que la administracion oral diaria del extracto, en dosis de 250, 500 y
1000 mg/kg por dos semanas, no inducia dafos neurotoxicos aparentes segun los
parametros conductuales analizados por la prueba de Irwin. Asimismo, no se detectaron
cambios en las actividades de las enzimas transaminasa glutamico oxaloacética y

pirdvica, ni en la creatinina, resultados que permiten asumir que el extracto MeOH no
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provoca toxicidad hepatica o renal (Anexc ). La actividad ansiolitica del extracto se
demostré con una dosis de 100 mg/kg, es decir, la dosis toxica esta lejana de la
terapéutica lo que indica un adecuado margen de seguridad para la via oral que es Ia
forma de uso popular de esta planta.

El monitoreo continuo de los extractos, fracciones y compuestos puros aislados
de T. americana en el modelo de campo abierto mostré que las diferentes dosis de
estos productos no modificaban la actividad motora espontdnea de los animales. Ei
estudio quimico del extracto metanolico de T. americana condujo al aislamiento de
tilirosido y a la deteccién por medio del analisis por HPLC de quercetina, quercitrina,
rutina y canferol, flavonoides que suelen detectarse con frecuencia en la flora medicinal
del pais. Tilirdsido es uno de ios constituyentes mayoritarios en la ptanta.

La administracion oral e intraperitoneal del tilirdsido en dosis de 30 y 60 mg/kg
no reprodujeron e! efecto ansiolitico demostrado con el extracto a dosis desde 25
mg/kg, sin embargo, con 200 mg/kg se observo un aumento en el porcentaje de tiempo
de permanencia en brazos abiertos (52.2 %) asi como en el nimero de cruces (56.1 %)
que los animales realizaban en estos espacios.

El tilirdsido es un flavonoide ampliamente distribuido en el reino vegetal S1ambovia

y Paris. 1961  se |e reconocen importantes efectos bioldgicos. £l compuesto es un agente

Sele. 2003 " inhibe el oxido nitrico, el factor de necrosis

Jung ef al,, 1998. tiene

antioxidante y antiinflamatorio

tumoral alfa, la interleucina 2 28 2905 y o sistema del complemento

Dimas of al, 2000; Rao el al, 2007 Matsuda ef al, 2002,

, hepatoprotectora X
Calzada y Alanis, 2007

actividad citotoxica

antibacteriana Feme@ e @. 2004 ofacto antiamibiano y antigiardia

, este
compuesto también es capaz de provocar una disminucién de la grasa visceral y del
peso corporal de ratones Ninemye et 8l 2007 Eote o5 e| primer reporte sobre la actividad que
ejerce este flavonoide a nivel del SNC, especificamente como un agente con
propiedades ansioliticas.

En el estudio de las plantas medicinales, es frecuente que el proceso quimico
al que se someten los extractos o fracciones y que lleva a |a identificacién de uno o mas
compuestos activos, de como resultado el aislamiento de compuestos que tienen menor
actividad biologica que la del extracto crudo. Tal es el caso del tilirésido cuya actividad

ansiolitica se registré con una dosis de 200 mg/kg, en tanto que la actividad del extracto
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metandlico se demostrdé en un rango de dosis de 25 a 100 mg/kg. Este dato permite
sugerir que el efecto ansiolitico de la planta pudiera deberse a la interaccion entre los
flavonoides (tilirésido, quercetina, quercitrina, rutina, canferol y otros no identificados),
siendo el tilirdsido uno de los compuestos importantes en ei efecto ya que es el
constituyente mayoritario.

A pesar de que no existe una vasta informacion sobre la actividad ansiolitica o
sedante de los flavoncides arriba referidos, hay datos que permiten establecer la
posible responsabilidad que tienen en los trastornos psiquiatricos. Otros investigadores
tambien han hecho referencia del posible efecto sedante y ansioclitico de los flavonoides
contenidos en esta planta PérezOrega etal. 2008

A los flavonoides se les reconocen propiedades antioxidantes. Si bien, los
modelos utilizados en el presente trabajo no permiten determinar la forma y blanco de
accion que tienen los productos de T. americana, es posible especular que el efecto se
debe, en parte, a la capacidad gque estos tienen de disminuir el estado oxidativo en los
ratones que han sido expuestos al estres y /o ansiedad. El estrés oxidativo es uno de
los principales factores que contribuyen a la alteracion de la homeostasis y llevan a
diversas condiciones patoldgicas, incluyendo los problemas neuropsiquiatricos. De
hecho, es baja la defensa antioxidante que tiene el cerebro, cuya constitucion es rica en
lipidos y mantiene un consumo elevado de O, ™ %°°® Existe una correlacién entre los
niveles de ansiedad y el nivel de oxidacion en las células neuronales y gliales del
cerebelo, en el hipocampo y en las neuronas de la corteza cerebral Rem™a 2008 Todag
estas zonas son importantes estructuras que forman parte del circuito de la ansiedad
McNaughtan et al., 2007; Rempel-Clower, 2007‘

Quercetina es uno de los flavonoides identificados en la fraccion F1C y su
capacidad antioxidante le ha conferido efectos neuroprotectores en el tratamiento de
diferentes trastornos neuroldgicos. El compuesto inhibe el proceso oxidativo y protege a
los animales del estrés conductual inducido por estrés oxidativo K'™" 20% Un glicésido
de quercetina, el 3,7-O-o. dirhamnosido de quercetina, aisladc de T. argentea, ha
demostrado poseer potente actividad antinociceptiva y antiinflamatoria a 50 mg/kg To*"
2004 | a administracion oral (300 mg/kg) e intranasal (20 pg/dia) del compuesto indujo un

efecto ansiolitico y nootrépico en los animales que fueron sometidos al paradigma de
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LEC y laberinto Morris de agua "™ 29% Otro derivado, la quercitrina, no tiene efecto
ansiolitico; sin embargo, bloguea el sitio de union del flumazenil con el receptor GABA,

Baureithel, 1997

en el cerebro de ratas , también se le demostré actividad antioxidante *@9me"

2006

La administracion de rutina bloguea parcialmente el aumento de la temperatura
corporal en los ratones expuestos a estrés inescapable en el campo abierto Grundmann.
2008 En un modelo de discinesia tardia (trastorno motor de la region orofacial, asociado
al tratamiento cronico de la esquizofrenia) inducida por haloperidol (antagonista de los
receptores tipo D2 para dopamina) se demostrd la capacidad neuroprotectora que tiene

8ishnoi, 2007

este glicoflavonoide y la administracion de 10 y 20 mg/kg de rutina tuvo un

efecto sedante al potenciar el efecto hipnético del tiopental Feméndez et al. 2006 pinaimente,
a canferol se le ha demostrado actividad antioxidante Gabrieiska etal, 2005

Por otro lado, se ha demostrado que ciertos flavonoides de origen vegetal
tienen la capacidad de unirse o de modular al receptor GABA,, compiejo involucrado en
diversas patologias del SNC, entre ellas la ansiedad y la epilepsia. La rutina actua
protegiendo a las ratas de las convulsiones inducidas quimicamente, efecto que es

blogueado por el flumazenil (antagonista del sitio de union a benzodiacepinas NS4k

2008 o que indicaria que el posible mecanismo de accion anticonvulsivante de rutina es
a nivel de los receptores GABAA. Los flavonoides hipidulin y cirsilineol aislados de
Artemisia heba-alba S¥3"Y J80er. 2005 |55 flavonas 6, 2'-hidroxi-5,7,8,6'-tetrametoxiflavona y
5,7,2'-trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona aisladas de Scutellaria baicalensis Georgi ¥ans ¢ &
2002 tienen la capacidad de unirse al receptor GABA,. La propiedades bioldgicas que
tienen los compuestos mencionados y otros flavonoides, apoya ta hipotesis respecto a
las potencialidades terapéuticas que ofrecen en el tratamiento de los trastornos
neurolégicos como ansiedad, sedacion y convulsiones Mardery Paladini. 2002

No existen datos en la literatura cientifica sobre los efectos de O. basilicum
como ansiolitico, tampoco hay antecedentes respecto al uso que tiene esta planta en la
medicina tradicional para tratar especificamente trastornos del SNC; sin embargo, entre
los curanderos o chamanes de México, son muy apreciadas las hojas frescas para el
ritual de las “limpias” A9uete: 1994, Zolla, 1988,y ahablemente, los aceites esenciales que

desprenden las hojas al ser frotadas sirvan para tranquilizar a la persona. Este fue uno
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de los argumentos que se tomd en consideracion en la propuesta de trabajo para

evaluar el efecto ansiolitico de O. basilicum. Por otro lado, una de las especies mas

) Prakash et al., 2005

estudiadas del género Ocimum es O. sanctum (Albahaca morada y se ha

demostrado que tiene potente actividad anti-estrés. La administracion de un extracto

hidroalcoholico de esta especie controla la alteracion que produce un ruido

Ravindran et af, 2005

potencialmente nocivo en los niveles de los neurotransmisores y el

extracto metandlico de las raices provoca en los roedores una disminucion en el tiempo

de inmovilidad en la prueba de natacién forzada, sugiriendo un efecto antidepresivo M

etal, 2000.

En el presente trabajo se demostré que el extracto hidroalcohédlico de O.
basificum fue activo en el modelo LEC con dosis relativamente bajas (25 y 50 mg/kg),
sin embargo, no fue posible reproducir el efecto con las fracciones. Asumimos por el
momento, que la actividad sobre SNC de la planta se debe al contenido de aceites
esenciales: linalol con propiedades antioxidantes S2cchett ef al., 2004; Beric et al, 2008
tocoferol y acido linoléico SWsn &t 2097 En diferentes modelos bioldgicos se demostro la
actividad anti-estrés de linalol Ume= &t ah 2006 4 capacidad de reducir la actividad motora

espontanea en los ratones (posible efecto sedante) Buchbaver ef af, 1993

Peana et af.,, 2003

y su efecto
analgésico
Q. basificum es una planta de alto consumo humano, no tiene efectos toxicos. Es
considerada una especie gras (Substances that are generally recognized as safe) por la
FDA (Federal Drug Administration, en el cddigo 21 CFR secciones 182.10, 182.20
[1982], btedwwwelanfdagoiliefifiziiny - nor |0 que se puede proponer como una candidata
adecuada para continuar con su estudio relacionado a su actividad sobre SNC y una
vez demostrada con un mayor numero de experimentos, poder someterla a un estudio
para el desarrollo de un fitomedicamento y finalmente a un ensayo clinico-piloto.

Con respecto a T. americana es necesario llevar a cabo una serie de estudios,
gue permitan establecer de manera contundente la baja o nula actividad toxica del
extractoc o fraccidon activa, para posteriormente poder proponerla como posible

ansiolitico susceptible de ser evaluado en la clinica.
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12. Conclusiones

12.1.El extracto metandlico de Tilia americana y su fraccién de flavonoides
{quercetina, quercitrina, rutina, canferol y tilirésido) poseen actividad

ansiolitica sin alteraciones de la actividad motora espontanea.

12.2.El tilirbsido a 200 mg /kg via oral provoca un efectc ansiolitico por
aumentar significativamente el % Na y % Ta en el LEC, sin modificaciones

de la actividad motora espontanea.
12.3.El extracto hidroalcoholico de Ocimum basilicum tiene un efecto ansiolitico

significativo en el LEC, sin embargo cuando el extracto es fraccionado la

actividad bioldgica no es observada en el modelo utilizado.
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13. Perspectivas

13.1. Llevar a cabo un proyecto que permita conocer la modulacion del
sistema GABAérgico por el tilirosido y aislar otros flavonoides de T.
americana que posean actividad ansiolitica y evaluarlos sobre este sistema
de neurotransmision.

13.2. Evaluar la interaccion farmacologica entre diferentes compuestos
ansioliticos para conocer la concentracion adecuada de cada uno de éstos
en un extracto (fitomedicamento), susceptible de ser evaluado clinicamente.

13.3. lLlevar a cabo el diseno y desarrollo de una preparacion farmacéutica
estandarizada en los flavonoides activos, para ser evaluada clinicamente en
pacientes con transtornos de ansiedad.

13.4. Lievar a cabo el analisis toxicologico de esta preparacion farmacéutica,
administrandola crénicamente via oral, utlizando técnicas bioquimicas,
conductuales e histopatologicas.

13.5. Para la especie O. basilicum es necesario llevar a cabo un mayor
numero de pruebas fitoquimicas y farmacologicas que permitan dilucidar el

compuesto activo e incluso probar el aceite esencial de esta planta.
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15. Anexol l

15.1. Valoracion de la actividad toxica del extracto MeOH de T.

americana

Con base en los antecedentes del efecto téxico de algunos extractos
provenientes de T. americana, decidimos realizar una valoracion de la toxicidad del
extracto MeOH activo como ansiolitico. En el estudio se utilizaron ratones ICR con un
rango de peso de 30 a 35 g, agrupados en un numero de 16 individuos por tratamiento,
mantenidos a condiciones de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad, con alimento y
agua a libre demanda. Cada animal recibi¢ el tratamiento via oral (vo): Agua (como
control) y las dosis de 250, 500 y 1000 mg /kg del extracto MeOH. Cabe recordar el
otros autores mostraron que el extracto tuvo una DLsyg de 375 mg/kg por via
intraperitoneal.

Los animales fueron administrados diariamente durante 2 semanas, cada dia
después de la administracion fueron observados a los 30 min, 1, 2, 4, 6 y 24 horas para
determinar si cualitativamente, presentaban alguna alteracion en su comportamiento
general. Se determinaron algunos parametros (Prueba de Irwing) que reciben una

evaluacion de +++ Severo; ++ Moderado; + Leve; - Ausencia de sintomas (Cuadro A1):

Cuadro A1: Parametros a observar durante la prueba de Irwing.

Parametro a evaluar Observaciones
Contorsiones abdominales Depresion del SNC
Posible accion sobre SNA, por estimulacion simpatica a
Peios erizados través de receptores 3-adrenérgicos
Ptosis palpebral Signo de depresion central
Alteracion en los Un aumento indica estimulacion del SNC y una
movimientos disminucion predice depresion del SNC
Amontonamiento Depresion del SNC
Pérdida del tono muscular Depresion del SNC
Tremores Depresion del SNC
Paralisis de miembros Depresién del SNC
Posible accion sobre SNA, por estimulacién simpatica
(receptores a-adrenérgicos) o parasimpatica
Secrecion salival (receptores muscarinicos)
Convulsicnes Estimulacion del SNC
Sedacion Depresion del SNC
Muerte

SNA: Sistema Nervioso Auténomo
SNC: Sistema Nervioso Central
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A las 24 horas de administracion, 8 animales de cada grupo fueron
anestesiados con éter etilico y se les tom¢ muestras de sangre. Un capilar de vidrio con
heparina fue introducido en el lagrimal del ojo del ratén y la sangre asi obtenida se
colecté en un tubo para microcentrifuga, aproximadamente se obtuvieron de 250 a 300
Ml

Despues de las dos semanas de tratamiento, los animaies restantes fueron
sometidos al procedimiento para la obtencion de la muestra de sangre. Los animales
ademas fueron pesados, para comparar su masa al inicio y final del tratamiento.

La sangre obtenida fue centrifugada a 2000 rpm durante 15 minutos, el suero fue
separado y almacenado a 4 °C para determinar luego la actividad de las enzimas
aspartato aminotransferasa (TGO) y alanina aminotransferasa (TGP) que son un indice

de alteracion hepatica.

15.1.1. Actividad TGP
La determinacién se hizo a 37 °C, a-cetoglutarato gue es el sustrato sufre una
reaccion de transaminacion para producir acido glutdmico y acido piravico por la accion
de la enzima transaminasa glutamica piruvica.
Esta enzima marcadora de la integridad del funcionamiento hepatico se midio
cuantificando la transferencia de grupos aminos de la alanina para producir glutamato.
La reaccién esta acoplada a la reduccion de piruvato, lo cual permitio seguir la reaccidon

por la disminucion de la concentracion de NADH a 340 nm.

(1) L-alanina + 2-oxoglutarato — piruvato + L-glutamato

(2) Piruvato + NADH — Lactato + NAD"

La reaccién (1) esta catalizada por TGP vy la {2) por Lactato deshidrogenasa

A una mezcla de reaccion de 400yl que contiene a-cetoglutarato NADH y LDH
incubada a 37°C se adicioné 25l de suero y se mezclé en celdas de cuarzo.
Posteriormente se agitd y se siguid mediante un espectrofotémetro la desaparicién de

NADH a 340nm durante 180 seg. con registros cada 20 seg. La velocidad del
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decaimiento de la absorbancia fue proporcional a la actividad de TGO. Los ensayos se
compararon contra la velocidad obtenida con un suero patron que contenia 37u/L.

El calculo de TGP:

U/l = AA/ min. X 1.740

U/l. Unidades internacionales por litro

AA. Incremento de |la absorbancia con respecto al tiempo

Se utilizé una muestra de suero como estandar con una actividad de TGP conocida de
37UIL.

15.1.2. Actividad TGO
La TGO es otra enzima asociada a funcidon hepatica, ésta realiza la
trasferencia de grupos aminos del aspartato para producir oxalacetato y glutamato.
Esta reaccion se acopla a la reduccion de oxalacetato para producir malato, con el

cosumo de NADH que se registra espectrofotométricamente a 340 nm.

(1) L-aspartato + 2-oxoglutarato - oxalacetato + L-glutamato

(2) Oxalacetato + NADH — L-Malato + NAD"

La reaccion (1) esta catalizada por TGO y la (2} por Malato deshidrogenasa

El célculo de TGO:

U/l = AA/ min. X 1.740

U/l. Unidades internacionales por litro

AA. Incremento de la absorbancia con respecto al tiempo

Se utilizé una muestra de suero como estandar con una actividad de TGO conocida 60
U/L.
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15.1.3. Actividad de Creatinina

Se utilizé una solucidén estadndar de creatinina (20 mg/L), acido picrico (41.4
mM) ademas de un reactivo alcalino (carbonato de sodio, pH= 12.7). En un bafio de
incubacién a 37 °C, en dos celdas de cuarzo se agregaron 200 pl de reactivo de trabajo
(reactivo alcalino + acido picrico, a volumenes iguales). En una de las celdas se
adicionaron 40 pl del suero y en la otra 40 pl del estandar de creatinina y se agitaron
para proceder a la lectura de la absorbancia a los 30 segundos y 5 minutos después de
incubar,

E| calculo de creatinina: ~ Creatinina..mg kg = (D2-D1)xf

D1= absorbancia de la muestra con suero problema a los 30 segundos
D2= absorbancia de la muestra con suero problema a los 5 minutos
S1= absorbancia de la muestra con estandar a los 30 segundos

S$2= absorbancia de la muestra con estandar a los 5 minutos
15.1.4. Resultados del analisis de toxicidad

E! extracto metandlico de T. americana a las dosis administradas por via

oral no modifico los parametros analizados
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16. Anexo ll
16.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es una técnica espectroscopica no destructiva que se fundamenta en
las propiedades magnéticas del nucleo atdmico colocado en un campo magnético
externo. Los nucleos atémicos mas ampliamente utilizados en términos de
espectroscopia son los que contiene isGtopos que poseen un numero cuantico de spin
de % como 'H, *C, F y *'P, de los cuales 'H es el mas utilizado. En la "H-RMN se
determinan “piezas” Unicas valuables de un “rompecabezas”, de tal forma que la
informacion estructural es obtenida de parametros como el desplazamiento quimico (8,
en ppm), el modelo de acoplamiento spin-spin (multiplicidad), la constante de
acoplamiento (J en Hz), la integracion de la senal.

La codificacion de los valores del & quimico de cada uno y de todos los
protones de la molecula es informacion que indica la naturaleza del campo magnético y
del medio ambiente quimico que esta experimentando cada protén. A traves de las
constantes de acoplamiento spin-spin y la multiplicidad de la senales.

La medicion de la intensidad de la sefal en el espectro de RMN permite la
determinacion del niUmerc de protones que contribuyen a la sefal, por lo que es posible
determinar el nimero de protones en la molécula por comparacion de las intensidades
relativas de la sefial. Toda la informacién obtenida hace de la RMN una de las tecnicas

analiticas cualitativas de mayor riqueza de informacion para la caracterizacion de los

metabolitos secundarios, a partir de plantas medicinales 'sma! € lsmai. 2004°

Ismail D, Ismail IM. Chapter 17: Identification of drug metabolites in biological fluids using
qualitative spectroscopic and chromatographic techniques. In: A handbook of bioanalisis and
drug metabolismo. Edited by Gary Evans. CRC Press, New York 2004, Pp: 310-314.
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16.1.1. Método para la identificacion del Tilirosido proveniente de la fraccion
activa de T. americana

Fue necesario obtener una muestra con un alto grado de pureza para tener
éxito en el analisis y elucidacion estructural por *C-RMN, debido a que las impurezas
pueden opacar los picos relacionados a la molécula de interés.

La muestra de tilirdsido fue obtenida al fraccionar de FC1, se almacend en
refrigeracidn a 4 °C hasta su envio para el analisis estructural, al departamento de
quimica analitica del Centro de Investigaciones quimicas de la Universidad Auténoma
del Estado de Morelos. Se disolvieron 4 mg de la muestra en dimetiisulfoxido (DMSO).

Los espectros de RMN se obtuvieron a 200 MHz, en un espectrometro de
RMN multinuclear (Varian ®, Inova), se utilizd cloroformo deuterado (CDCI3) y como

referncia interna tetrametilsilano.

16.1.2. Resultados
El andlisis de la sefiales permitid identificar la muestra como TILIROSIDO,
cuyos datos espectroscdpicos de RMN de C se muestra en el cuadro All, donde se
realizd una comparacion entre los datos de RMN tedricos y experimentales. Los datos
tedricos fueron obtenidos utilizando el programa ACD/Labs software for NMR

Spectroscopy, version 5.0.
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Cuadro All. Valores del espectro de RMN para tilirdsido

Carbono RMN Teérico RMN experimental
Cc2 156.8 156.2
C3 133.7 132.9
C4 177.6 177.2
ChH 160 159.8
C6 97.6 98
C7 164 164.09
C8 93.4 93
C9 158 156.3
C10 103.9 103.8
c1' 121 120.69
C'2 130.6 130.7
C'3 115.4 115.0
C'4 160 156.2
C'5 115.4 115.0
C'6 130.6 130.0
c1 101.8 101.5
c" 74.6 74.1
c" 76.7 76.2
c" 70.5 69.9
c" 746 74.2
ce" 63.5 62.9
c1™ 165 166.03
C2 113.9 113.5
C3 144.8 144.5
C4 125.2 124.8
C5 130.6 130.7
C6 116.0 115.6
c7" 160 161.0
cs" 116.0 115.6
co™ 130.6 130.7
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17. Anexol lll
17.1. Actividad ansiogénica de PTX en el LEC

17.1.1. Animales y disefio experimental

Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR (30-35 g), bajo condiciones
estandares laboratorio (25 + 1°C, 12 hrs de luz por 12 hrs de oscuridad), con acceso
libre al agua y alimento.

Se formaron grupos de 7 ratones cada uno, los cuales recibieron las dosis
via ip de 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/kg de Picrotoxina (diluida en una solucion
de Tween 20 al 1 %). Treinta minutos después fueron sometidos al ensayo del LEC y
los parametros analizados fueron % Na (porcetaje del numero de cruces que los
ratones realizan en los brazos abiertos del LEC), % Ta (porcentaje del tiempo que los
animales permanecen en los brazos abiertos del LEC). También se analizaron los
parametros etologicos asociados a la prueba, como son:

a) Numero de estiramientos verticales (EV, Rearing, en inglés) los cuales son
comunmente observados cuando los ratones estan dentro de los brazos cerrados
del LEC.

b) Numero de estiramientos horizontales (EH, Sapping, en ingles).

c) Numero de veces que se asoma hacia el piso (A, Head dipping, en inglés),
observados principalmente cuando los ratones estan en los brazos abiertos del
LEC.

17.1.2. Resultados

Los datos obtenidos con la administracion de la dosis de 1.0 y menores, indican que la
PTX no induce un cambio significativo con respecto al vehiculo en los parametros de %
Na y % Ta. Sin embargo, las dosis de 1.5 y 2.0 mg/kg son capaces de disminuir
significativamente dichos parametros (p <0.05, Figura Alil).

Ademas, el comportamiento de los animales en el LEC también se ve modificado al
administrar las dosis altas de PTX. Se observa que los EV, EH y las A son
significativamente (p <0.05) menores en los tratamientos con 1.5 y 2.0 mg/kg cuando

se comparan con el grupo control (Cuadro All)
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400

Parimetros

Tratamiento (mg/kg)

£ %Na O %Ta

Fig. Alll. Porcentaje de entradas y de tiempo que ratones gastan en LEC con la
administracion ip de picrotoxina (PTX). TW= solucion Tween 20 al 1%, %Na=
porcentaje del nUmero de cruces en brazos abiertos, %Ta= porcentaje de tiempo
en brazos abiertos. ANOVA, post-prueba Bonferroni, "p < 0.05.

Cuadro Alll. Evaluacién de PTX sobre algunos pardmetros etoldgicos en el LEC

Tratamiento

PTX {mg/kg) EV EH A

0.125 23.5 £10.1 51.0+8.6 253154
0.25 238184 49.7 £7.3 21.3%9.0
0.5 10.8 z9.4* 32311386 14.0 £10.8
1.0 8.2 £3.4* 22.0110.6* 9.516.2"
1.5 3.7 +£3.3" 18.3 £13.3* 8.8 +8.9"
2.0 3.7 £4.07 17.2 £10.3 6.2 £4.0*
Veh 24.0+4.9 57.2+95 30.2£15.1

ANOVA, post-prueba Bonferroni, *p < 0.05. Promedio £ DE (desviacién estandar)

EV= Estiramientos Verticales, EH= Estiramientos Horizontales, A= Asomadas
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ABSTRACT

The aerial parts of Tilia amencana var. mexicang (Schitdl} Hardwn (Tiliaceae) have been widely used in
Mexican traditional medicine 1o relieve sleeplessness, headache, and nervous excitement. The anxiolytic
effect of four extracts and several flavonold fractions from the bracts of Tilie americana subsp. mexicena,
var. mexicana {Schitdl) Hardin or Titia mexicana {Tiliaceae) was studied. Administration of 100 mgfkg of
n-hexane, ethyl acetate, and aqueous extracts to elevated plus-maze {EPM}-exposed mice displayed no
anxiolytic effect; however, identical doses of methanol extract was able to increase the time percentage
that mice spent in the EPM's open arms, as well as the percentage of crossings in the EPM's arms. The
dose-response curve produced by merhanol extract showed anxiolytic activity since 25 mgfkg: animals
showed no motor activity alteration in the open field test (OFT}). Methanol extract was subjected to a
bioassay-guided fractionation to obtain four ascendant polarity fractions (F1-F4) which were adnunis-
trated at 100 mg/kg. Data results indicate that F1 displayed the main anxiolytic effect. The purification of
F1 produced arich flavonoid anxiolytic mixture (F1C), This fraction was purified by RP-18 open chromato-
graphic column to obtain four polar descent ractions: F1C,, F1Cy, F1C3, and F1Cy, respectively. Tiliroside
was the major ingredient from the active fraction. High performance liqmd chromatography analysis
indicated that F1C was constituted principally of tiliroside, quercetin, quercitrin, kaempherol, and their
glycosides. These results supported the use of Tilie americana in Mexican tradicional medicine as well as
the anxiolytic effect of a rich flavonoud [raction withour affect motor activity.

1. [ntroduction

There is a high prevalence of mental and neurological disor-
ders worldwide; these account for 13% of total disability adjusted
life years (DALYs) lost due to all diseases and injuries in the world
{WHO, 2004). WHO estimates that 450 million persons suffer from
mental illness (WHO, 2001). Anxiery is widespread, with lifetime
prevalence rates ranging from 13.6 to 28.8% in Western countries.
Individuals aged between 10 and 25 years are at highest risk for
developing an anxiery condition. These conditions are among the
maost commaon mental diseases, and their prevalence and disease
course are reasonably well documented {(Michael et al., 2007). On
the other hand, WHO launched its first-ever comprehensive tradi-
tional medicine strategy in 2002 (WHO, 2002 ) with the objective of
recognizing traditional medicine in the trearment of public health
problems.

* Coerresponding author at: Centro de Investigacidn Biemédica del Sur, Instituto
Mexicano del Segura Social (IMSS), Argentuina 1, Xochitepec, Morelos, Mexico 62 790,
Tel.: 452 777 361 21 55; [ax: +52 777 361 21 55.

E-mail address: cibis.herj@yahoo.com.mx (M. Herrera-Ruz ).

(378-8741/3 - see [ront mater © 2008 Elsevier Ireland Lid. All nighls reserved.
doi: 10.1018/) jep.2008.04.019

© 2008 Elsevier lreland Ltd. All rights reserved.

Tilia americana subsp. mexicana, var. mexicana (Schitd]) Hardin
{Tiliaceae). popularly known as cirimbo, sirimo, fifa de belite, Tsir-
imuy, Tilp, - is a tree with smooth cortex and a height of nearly 18 m
- (Arguetaetal., 1994; Belio, 1993; Martinez, 1987). The aerial parts
of this species have been used in Mexican traditional medicine for
treating nervous disorders, insomnia, and headache. The flowers
and fruits are used to treat colon spasm, menstrual irregularities,
as an emollient, and for rheumatism {Argueta et al., 1994). Scien-
tific reports have shown that centrat nervous system {CNS} activiry
produced by Tifia species, Tilia europee, and Tilio tomentosa induced
significantly increased time spent by mice into the elevated plus-
maze's (EPM's) open arms (Coleta et al., 2001; Viola et al., 1994).
These results indicated that Tilia americanag could have different
actions on nervous system.

Previous phytochemical studies indicated that Tifia genus can-
tains high levels of glycosidic flavonoids and their aglycons (Zub,
1972). These compounds were responsible for the hepatoprotective
effect of Tilia orgentea, such as the following: kaempferol 3-0-
(3-p-glucopyranoside-6"-p-coumaril ester (Tiliroside); kaempferol
3-0-B-p-glucopyranoside (astragalin), and guercetin 3-0-3-p-
glucopyranoside (isoquercitrin}, which were more active than
quercetin 3-O0-B-rhamnopyranoside (quercitrin} and kaemplerol
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{Yesilada et al., 1997). Regarding CNS activity, kaempferol from
Tilia tomentosa displaces |*H]FNZ (flumazenile) from its recogni-
tion binding sites, but did not display anxiolytic activity in the EPM
test {Viola et al., 1594).

Some pharmacological reports concerning the biological prop-
erties of Tilia americena ndicated that the n-hexanic and
methanolic extracts of this species induced an anxiolytic elfect
in the EPM test. By means of intraperitoneal (i.p.) administration,
the animais showed a decrease of spontaneous moter acrivity and
toxic signs (Aguirre-Hernindez et al., 2007a); biological effects
were attributed to non-polar compounds {Aguirre-Herndndez
et al. 2007b). Several populations of this species gathered in
the US. present metabolic pattern differences: species origi-
nating in southern areas contain quercetin-3-O-glucoside and
quercetin-1,3,-0-diglucoside, while these glycosyl flavenoids were
not detected in species from northern regions (Hockok and Anway,
1972). In this work we evaluated the anxiolytic effect of Tilia amer-
icana (employing the EPM test); the open field test (OFT) was
utilized for evaluating motor activity.

2. Materials and methods
2.1, Plant material

Bracts and flowers of Tiliu americana were collected in Mexi-
capan, State of Mexico, Mexico. Plant material was identified by
Abigail Aguilar-Contreras, M.Sc. (Institute Mexicano del Seguro
Social {IMSS)M Herbarium, Mexico City). Voucher specimens were
stored at this site for future reference (IMSSM-15099). Material was
selected and dried under dark conditions at reom temperature for
2 weeks. Dry material was milled in an electric grinder {Pulvex},
obtaining particles of <4 mm.

2.2. Extraction and [ractionation

2.2.1. Extructs preparation

The dried and milled marerial (2000g) was initially mac-
erated with n-hexane (3x 7L). The extract was concentrated
under low pressure at 50°C. Afrer drying, the plant material was
extracted with ethylacetate (3x 7L}, Finally, this residual vege-
tal was extracted with methanol (3x 7L) and the extract was
vacuum-concentrated to produce the methanol extract. On the
other hand, 400g of dry Tilia americana material was extracted
with an ethanol-water solution {60-40, 3L}, Extract yields were
as follows: n-hexane, 0.88% (17.62 g); ethyl acetate, 0.55%(11.08 g};
methanel, 4.87% (97.59g); hydroalcohol, 14.8% (59.32g).

2.2.2. Fractionation of the methanol extract

Ninety grams of the methanol extract was fractionated using a
liquid-liquid extraction technique with water NazCOj3 selution (pH
9.22}and ethyt acetate (1:1,4 L. four times). The organic fraction (F1,
2.9 g) was collected and evaporated to dryness by low-pressure dis-
tillation. The aqueous fraction was neutralized with HCl 2.0N (pH
6.8) and partitioned with ethyl acetate to obtain a new organic
fraction (F2, 1.5g), which was collected and analyzed. The aque-
ous remnant was finally subjected to liquid-liquid bipartition with
n-butanol to obtain an organic fraction (F3, 2.7 g). The aqueous
phase (F4, 2.9 g) was dried. These fractions were stored at 4 Cuntil
biclogical tesring.

2.3. Chromatographic separation of F1
F1 was precipitated with n-hexane; the soluble part was denom-

inated F1A. The precipitate was suspended in CHCl3 to obtain a lees
polar fraction (1B}, Finally the solid fraction was suspended in a

mixture of CHCl3/MeOH (9:1) to obtain a soluble fraction (F1C)and
the most polar mixture (F1D). All fractions were store at 4 C until
biological testing.

2.4. Purificatian of the anxiolytic fraction F1C

Four hundred and filty milligrams of F1C was subjected to
an RP18 open chromatography column, eluted with an acetoni-
trilefwater gradient system at an initial proportion of 60:40. Fifty
microliters of samples were collecred and grouped based on spot
similarities on thin fayer chromatography. The acetonitrile propor-
tion was gradually increased until 100%. Finally. only four fractions
of decreasing polarity were obtained as follows: F1C, (200 mg; 40%
acetonitrile); F1C; (56 mg; 60% acetonitrite); F1C3 (51 mg; 80% ace-
tonitrile), and F1C,4 (143 mg; 100% acetonitrile), respectively. The
F1¢, fraction produced a yellow amorphous precipitate (F1C4P),
which was idenrified as tiliroside (12).

2.5, High perfarmance liquid chromarography (HPLC) analysis
(flavenoid content)

A flavonoid chromatographic method was developed on a
Waters 2595 separation module system equipped with a Waters
996 PDA detector and an empower chromarographic manager ver-
sion 1 (Waters, USA). Analysis was performed with an Allzech rocket
RP-18 column (3 pm x 53 mm x 3 mm). The mobile phase consisted
of gradient system of acetonitrile (solvent A) and water (sclvent
B}. The initial mixture was 15% (A) and 85% (B) during 4 min with
a 1.0mL{min flow. The concentration of solvent A was gradually
increased (1 min)to 55%. This propertion was maintained for 4 min.
During the next 2 min, solvent A was increased to 70%. Finally, sol-
vent A concentration was 85%, which was maintained for 3 min;
subsequently, the mobile phase was returned te initia) conditions
(2 min). A PhotoDiode Array (PDA) detector was used with a range
of 190-600 nm; the main wavelength of the analysis was 250 nm.

Eleven commercial flavonoids (SIGMA, USA) were analyzed with
this HPLC method: apigenin {85%), chrysin (97%). kaempferol (90%),
quercetin(95%), quercitrin (85%} rutin(95%). hesperetin(95%), hes-
peridin (80%), naringin (>80), naringenin {95%} and neohesperidin
(90%). Previous isolated tiliroside compound was also analyzed.

2.6, Drugs

Diazepam (DZP, 1.0mg/kg, Sigma) was used as the standard
anxiolytic {positive control group}, and picrotoxin (PTX, 2 mgfkg,
Sigma)was utilized as the anxiogenic drug. Tween 20 solution (TW,
5%, Merck) was employed to treat negative control groups.

2.7. Animals and treatrments

Albine ICR mice weighing 30-36 g were used (Harlan, Mexico).
All animals were housed eight per cage, maintained under labo-
ratory conditions at 25°C with a normal 12 h iight{dark schedule
with lights on at 07:00a.m. and free access to water and food
(pellets, Harlan Redent Lab Diet). Mice were allowed to adapt 1o
the laberatory environment (for at least 3 weeks) prior to experi-
ment initiation. Experiments were carried out between 8:00a.m.
and 12:00p.m. in an adjacent, special noise-free room with con-
trolled illumination. All studies were performed in accordance with
Official Mexican Norm NOM-062-200-1999 (technical specifica-
tions for production, care, and use of laboratory animals). The
experimental protocol was approved by the Institutional Research
Committee (registry number R-2006-1701-6). Minimum number
of animals and time of observation required to obtatn consistent
data were employed.
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Fig. 1. Efiect produced by the atal adrministeation of different extracts from Tifta @riericana on the percentage of iime spend and percentage of entries 1ilo the open arms bye
mice exposed to the EPM tesl. *p < 0.05 on ANOVA followed by post hoc Dunnet test (mean £5.0.) DZP, diazepam: PTX, picrotoxin: Tw 1%, Tween 20: EOA, Entries 10 open

arms. TOA, ume spent [0 open arms.

The animals were exposed to elevated plus-maze test (EPM) and
open field test. Treatment groups were administered via oral path-
way (PO) threugh an intra-gastric cannula as lollows: n-hexane
extract (100mg/kg}; ethyl acetate extract (100 mg/kg); methanol
extract (3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100mg/kg); hydroalcohol
extract (100 mgjkg). Fractions were administered in the follow-
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ing manner: F1 (12.5, 50, and 100 mgfkg); F2 (100 mg/kg); F3
{100 mg/kg): F4 (100 mg{kg); F1A, F1B, F1C, and F1 D were admin-
istered at 50 mg/kg. The negative control group received water
or Tween 20 at 1% at 100 p.l{10g. The anxiolytic control received
diazepam (DZP} 1.0 mg/kg, while the anxiogenic group was treated
with 1.0mg/kg (picrotoxin) PTX. All treatments from Tilia ameri-
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Fig. 2. Effect produced by the oral admimstration of different doses ol Methanolic extract from Tiliz amerzcana on the percentage of nme spend and percentage of entries
into the open arms bye mice exposed to the EPM test. *p < 0,05 on ANOVA followed by post hoc Dunnet test (mean £ 5.0.). MeQH, methanolic extract: DZP, diazepam; PTX,
picrotoxin; TW &, Tween 20 EQA. Entries to open arms; TOA, hme spent 1o open arms
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Fig 3. Effect produced by the oral administration of different frachions from Methanolic extract of Tilla arericana specie on the percentage of nme spend and percentage of
entries into the open arms bye mice exposed to the EPM rest. *p<0.05 on ANOVA lollowed by post boc Dunnel test {mean + 5.0.). DZP, diazepam; PTX, picrotoxin: TW 1%,

Tween 20; ECA, Entries to open arms; TOA, ime spent to open arms.
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cana were administered 1 h prior to exposure to EPM and the open
field test, while DZP and PTX were administered 30 min prior to
this est.

2.8, Elevated plus-maze (EPM)

The EPM test is the most widely used model for the anxiolytic-
activity assessment of novel substances including herbal remedies
(Zhang, 2004} in rodents (Pellow et al, 1985; Lister, 1987). The
EPM apparatus was made of Plexiglas and consisted of two open
arms (30cm »x5cm) and two closed arms {30cm x 5cm) with
25-cm thick walls. The arms extended from a central platform
{5em x5cem), and the maze was elevated 38.5 cm from the room's
floor.

Each animal was placed at the center of the maze facing
one of the enclosed arms. Number of entries and time spent on
closed and open arms were recorded for Smin. Entry into an
arm was defined as the animal placing all four paws on the arm.
All tests were recorded with a video camera. After each test, the
maze was carefully cleaned with tissue paper wet with a 10%

Parcentage

ethanol solution. The percentage of number of entries to open arms
{EOQA) and the percentage of time spent in open arms (TOA) were
registered.

2.9. Open field test (OFT)

The open field area was constructed of Plexiglas, with transpar-
ent walls and a black floor (30 cm » 30 cm » 15 cm), [t was divided
into nine squares of equal area, The OFT was used to evaluate the
animal’s exploratory activity (Archer, 1973). Parameters observed
included were number of squares crossed (with four paws) and
number of rearings.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis of the results was carried out with a
SPSS 11.0 program and was based on an analysis of variance
{ANOVA) followed by the Dunnet test, in which a significant dif-
ference was established between groups when the p-value was
<0.05.
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Fig. 5. Effect produced by the oral administration of differenl fractions [rom F1 of Tilia americana specie on the percentage of time spend and percentage of entries into the
open arms bye mice exposed to the EPM test. *p < 0.05 on ANGVA followed by post hoc Dunnet test {mean +5.0.). DZP. diazepam; PTX. picrotoxin; TW 1%, Tween 20: EOA.

Entries o open arms: TOA. ume spent 1o open arms.
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Table 1
HPLC analysis of commercial Navonoud standards
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3. Results Different doses of Tilia americana methanol extract (25, 50,

3.1. Biological activity of DZP. PTX

Administration of DZP (1.0mg/kg) significantly (p<0.05)
increased the percentage of time mice spent in open arms (TOA}
and the percentage of entries into the EPM arms (EOA}, confirming
an anxiolytic effect. Animals receiving PTX (1.0 mg/kg) produced
significant (p < 0.05) diminution in these parameters. These results
were consistent in all assays of this work {see Figs. 1-5). On
OFT, treatments did not produce behavioral change with respect
to the control group. However, PTX-treated animals (1.0 mg/kg)
demonstrated significant (p<0.05) diminution in total cross-
ings and rearings with respect to vehicle-treated mice (data not
shown).

3.2, Biclogicol activity Tilic omericana’s extracts

The 100 mg/kg dose of n-hexane and ethyl acetate extracts from
Tilia americana did not induce changes with respect ta control
group. On the other hand, animals that received the same dose of
hydroalcohol extract exhibited an increase of EOA and TOA, but
solely the EOA parameter was significantly {p < 0.05) different from
that of the control group. Methano) extract (100 mg/kg) provoked
a significant (p <0.05) increment of EOA and TOA in EPM-subjected
mice (Fig. 1). None of the extracts showed effects on the OFT evi-
dencing differences with respect to the control group (data not
shown). Based on these results, the methaneol extract was chem-
ically fractionated.

100, and 200mgfkg) induced a significant (p<0.05) increase in
EOA and TOA as compared with the control group in the EPM.
Animals receiving lower doses showed no significant changes
(Fig. 2). The same doses did not provoke significant changes in
the OFT on comparison with the control negative group (data not
shown).

3.3. Biological achivity of methanol extract fractions

All fractions (100 mg/kg) increased EOA and TOA, but only F1
induced asignificant{p <0.05)change with respect tocontrolgroup
(Fig. 3).

Administration of different doses of F1 (12.5, 100, and
200 mg/kg) induced a significant (p < 0.05) increase of EGA and TOA
in mice; these effects were not dose-dependent (Fig. 4). These frac-
tions did not modify the spontaneous motar activity in animals
exposed to OFT (data not shown).

3.4. Biologica! activity of F1 froctions

F1A, F1B. FIC and F1D were administered at doses of 50 mgfkg.
The less potar fraction, F1A, induced a decrease in the percentage of
EOQA and TOA; nonetheless, this result was not statistically different
with regard to that of the control group. F1B showed no change
(p>0.05), while administration of F1ICwas able ta increase (p < 0.05)
EAO and TOA significantly in comparison with control animals. It is
noteworthy that this change was no different from that produced
by DZP {fig. 5). With respect to OFT, F1C slightly increased total
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crossings and rearing. but these changes were not different with
respect to the control group {data not shown).

HPLC analysis of the methanol extract, F1 and F1C [ractions
indicated the presence of several lavonoids. The main compounds
identified in the most active fraction (F1Cjcomprised tiliroside (12).
quercitrin {3), rutin {4} kaempferol (1}, and quercetin (2)as shown
in Table 1.

4. Discussion

Tilia americana is a Mexican plant species that is widely used
for the treatment of nervous disorders. 1t1s usually prepared as an
infusion from the plant's leaves, bracts, or flowers, In the present
work, Tilia americana was evaluated with respect to the anxiolytic
effect produced by oral administration of four different polarity
extracts, as well as the fractions obtained from the active extract
{methanol extract from bracts) in the EPM. In this work, oral
administration of different doses (23, 50. 100, and 200 mg/kg)
of a methanel extract increased EQA and TOA. Previous studies
showed that i.p. administration of the plant’s methanol and n-
hexane extracts exhibired anxiolytic effects, but also affected motor
activity (Aguirre-Hernandez et al., 2007a). In the present work, oral
administration of the anxiolytic extract {methanol} did not affect
motor activity. Chemical separarion of the active extract allowed
isolation of an active fraction (F1) that exhibited anxiolytic prop-
erties. By means of chemical partitions, four fractions of ascending
polarity were obtained (F1A, F1B, F1C and F1D), Among these, F1C
produced the highest effect without affecting spontanecus motor
activity. Thin layer chromatography (TLC) evidenced that flavonoids
comprise the principal group of compounds present in the active
extract. This group of compounds was also that accumulated in
F1. By means of HPLC analysis, certain flavonoids were identified.
From F1C, tiliroside was isolated and identified by comparison of
nuclear magnetic resonance (NMR} and 13C previously reported
dara. This compound was employed as a reference in the HPLC
analytic method.

Flavonoids have recently increased in importance because they
have been identified as a new type of lipand with in vivo anxiolytic
properties. Different plant species utilized in traditional medicine
have been submitted to neurgpharmacological evaluation (among
others, the EPM} in which sedative effects have been demon-
strated (Zhang, 2004). The flavones chrysin and apigenin, obtained
from medicinal plants, have shown an anxiolytic effect in rodents
exposed to behavioral tests. Apparently, these compounds modu-
late the y-aminoburtyric acid (GABA)ergic system to produce the
biological effect (Salgueiro et al., 1997; Marder and Paladini, 2002).
Nevertheless, there are findings indicating that behavioral effects
produced by the previously mentioned flavonoids are not blocked
by flurnazenile, a fact that discards GABA participation in the mode
of action (Zanoli et al., 2000}). It has also beendemonstrated that the
Navonol termed kaempherol, as well as the two mentioned flavones
mentioned previously, act as monoamineexidase A and B (MAC A
and B} inhibitors (Sloley et al., 2000). There are reposts indicat-
ing that substances with these abilities on MAO - as in the case
of phenelzine, befloxatone, and mocloben - modulate monoamine
levels in brain (serotonine, dopamine, and norepinephrine) and
provoke behavioral modifications in rodents, indicating an anxi-
olytic elffect (Griebe) et al., 1997, 1998).

Chromatographic comparison of methanol exiract and F1 and
F1C fractions with flavoneid references confirmed thar the extract
contains flavonoids. The concentration of these compounds was
increased in F1. Finally, only the fraction with the highest biological
effect (F1C) contains this type of compounds, of which the main
compounds were the following: tiliroside (12); rutin (4); quercitrin

(3); kaempferol {1); quercetin (2). Thus. we suggest that of these
favonoid mixtures are responsible for the anxiolytic effect of Tilia
americana.
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