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RESUMEN

Canayuyo (Sonchus oleraceus) es una especie poco estudiada en el pais, muy poco apreciada
por ser considerada “mala hierba”, su contenido en flavonoides del tipo apigenina y luteolina
(Flavonas) asi como quercetina (Flavonol) es motivo de estudio para la evaluacion del efecto
ansiolitico. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto citotdxico y ansiolitico del
extracto hidroalcoholico de las partes aéreas del Canayuyo en ratones (Mus musculus). El
estudio se enfoca en la cuantificacion de flavonoides totales por un método espectrofotométrico
y Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), la evaluacion de la citotoxicidad mediante el
método de neutrofilos aislados y la evaluacion del efecto ansiolitico y la accion Gabaérgica en
ratones (Mus musculus) en dos modelos in vivo, laberinto en cruz elevado (EPM) y ensayo de
campo abierto (OFT). Clonazepam fue usado como droga estandar (0,5mg/kg) y Flumazenil
(Img/kg) como agonista inverso para la evaluacion de la accion de los extractos hidroetandlicos
sobre los receptores GABA. Mediante HPLC se determiné 2,6792% de flavonoides totales,
datos contrastables con un 2,5224% obtenido por espectrofotometria UV expresado como % de
apigenina. Una concentracion de 200 ppm de extracto mostrd 0% de viabilidad celular. En el
modelo EPM los extractos incrementan el nimero de entradas en los brazos abiertos (p < 0,05)
y el tiempo de permanencia en los mismos (p < 0,05). Los extractos inducen un efecto
antitimotactico, evidenciado por un incremento de la locomocién en la parte central del modelo
OFT (p < 0,05). El extracto administrado a una concentracién de 300mg/kg presenta
aparentemente el mejor efecto. La actividad sobre los receptores no queda suficientemente clara,
lo que se atribuye a la presencia de tres compuestos flavonicos sin actividad definida. Se
recomienda realizar investigaciones posteriores con cortes a nivel del cerebro de ratones en
micrétomo para evaluar el efecto a nivel de los diferentes receptores por microscopia

electrdnica.

Palabras Clave: <Canayuyo [Sonchus oleraceus]> <ANSIEDAD><ANSIOLITICO>,
<CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA [HPLC]>, <LABERINTO EN
CRUZ ELEVADO [EPM]>, <ENSAYO DE CAMPO ABIERTO [OFT]>, <ACIDO GAMMA
AMINO BUTIRICO [GABA]>, <SISTEMA NERVIOSO CENTRAL [SNC]>
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SUMMARY

Canayuyo (Sonchus oleraceus) is a specie Little studied in the country, Little appreciates for
being considered “weed”, its content of flavonoids of the type apigenina and luteolina
(Flavonas) as well as quercetina (Flavonol) is motive of study for the evaluation of the
anxiolytic effect. The objective of the research was to evaluate the effect cytotoxic and
anxiolytic of the hydroalcoholic extract of aerial parts of Canayuyo in mice (Mus musculus).
The study focuses on the quantification of flavonoids totals by a method spectrophotometric and
liguid chromatography high efficiency (HPLC), evaluation of cytotoxicity by isolated
neutrophils method and evaluation of the anxiolytic effect and action gabaergic in mice
(Mus musculus) in two models in vivo, elevated pluz maze (EPM) and open field test (OFT).
Clonazepam was used as a standard drug (0.5 mg/Kg) and Flumazenil (1 mg/Kg) as inverse
agonist for the evaluation of the action of the extracts hydroethanolics on GABA receptors.
Through HPLC was determinated 2.6792% of total flavonoids, data contrasted with a 2.5224%
obtained by spectrophotometry UV expressed as % of apigenina. A concentration of 200 ppm of
extract showed 0% of cell viability. In the EPM model extracts increased the number of entries
in the open arms (p < 0.05) and the time spent in the same (p < 0.05). Extracts induce an effect
antimotactic, evidenced by an increase of locomotion in the central part of the OFT (p < 0.05).
The activity on the receptors are not sufficiently clear, which is attributed to the presence of
three flavones compounds without defined activity. It is recommended to perform subsequent
investigations with cuts to level of the brain of mice in microtome to evaluate the level of

different receptors by electron microscopy.

Palabras Clave: <Canayuyo [Sonchus oleraceus]>, <ANXIETY><ANXIOLYTIC>, <HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY [HPLC]>, <ELEVATED PLUZ MAZE
[EPM]>, <OPEN FIELD TEST [OFT]>, <GAMMA AMINOBUTYRIC ACID [GABA]>,
<CNTRAL NERVOUS SYSTEM [SNC]>
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INTRODUCCION

Situacion problemética

Hoy en dia debido al desarrollo de la poblacion, la globalizacién y otros aspectos hacen que el
estilo de vida sea muy ajetreado, es por esto que los trastornos a nivel central como la ansiedad,
en sus diferentes formas son bastante comunes y frecuentes, siendo los trastornos mentales con
la mayor prevalencia, conllevando a un incremento de la morbilidad y en menor grado de la

mortalidad de la poblacion. (Jmgorman & Otros., 2000, pag. 157)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 450 millones de
personas en el mundo padecen este tipo de trastorno mental. Los factores de riesgo vinculados
con la ansiedad se encuentran en el entorno, ya sea este familiar, social, educativo y laboral. Se
considera que la ansiedad estd vinculada a niveles de estrés significativos, principalmente

relacionados con el campo laboral y el educativo en el caso de los jévenes (Acosta, Rodriguez, &
Lotero, 2008) (EI Comercio, 2014)

En paises europeos como Espafia que cuentan con estudios epidemiolégicos sitdan la
prevalencia de la enfermedad mental, de manera general en la poblacion, entre el 10% y el 20%,
de las cuales la ansiedad es la mas frecuente (Ministerio de Sanidad y Consumo (Espafia), 2013). Tanta es
la incidencia de esta patologia que ciertos profesionales, psicélogos y psiquiatras, consideran a

la ansiedad como la epidemia silenciosa del siglo XXI.

Son diferentes los factores que pueden incidir en la ansiedad, factores de caracter psicoldgico,
bioldgico y ambiental, conllevando a producir diferentes formas de ansiedad como: ansiedad
generalizada, fobias, panico, estrés post traumatico y desorden obsesivo compulsivo (Rang &
Dale.,, Farmacologia, 2008, pag. 535). En todos estos individuos siempre un tratamiento
psicoterapéutico es lo adecuado, y también farmacoldgico. Esta clara la prevalencia de
tratamientos de ansiedad por medicamentos sintéticos, que deben ser administrados por
vigilancia médica debido al riego que suponen este tipo de medicamentos como depresores del

sistema nervioso central.

El principal grupo de medicamentos para el tratamiento de ansiedad lo constituyen las
benzodiacepinas (BZD), de origen sintético, que presentan efectos adversos marcados tales
como: somnolencia, amnesia, confusion, y trastornos en la  coordinacion,
con un significativo deterioro de las habilidades manuales, tales como el manejo de
(Rang & Dale., Farmacologia, 2008, p. 535). El tratamiento prolongado con ansioliticos conduce a un

efecto conocido como rebote, en el cual los sintomas de la ansiedad adquieren mayor
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intensidad, siendo necesario un ajuste de dosis, por el aumento gradual de la cantidad necesaria
para producir el efecto terapéutico; esto se une a la dependencia cuya incidencia aumenta con el
tiempo del tratamiento (Rang & Dale., Farmacologia, 2008, p. 535). L0 mencionado anteriormente
representa un gasto mayor debido a las cantidades mayores de medicamento para el tratamiento.
Para el tratamiento farmacoldgico de este tipo de trastornos existen alternativas mediante el uso
de ansioliticos naturales como parte de los fitomedicamentos, cuyo objetivo es el mismo que el
buscado con farmacos sintéticos, la ventaja de los productos naturales es el menor riesgo de
efectos adversos y dependencia en terapias prolongadas o en la suspension de las mismas.
Varios estudios demuestran actualmente la efectividad de la fitoterapia tanto in vitro como in

Viv0. (OEM, 2009) (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327)

Gran parte de los trastornos de ansiedad en nuestro medio no son identificados, y por
consiguiente no reciben tratamiento adecuado. La OMS en su estudio sobre los problemas
psicoldgicos en la atencién primaria, que se llevé a cabo en 14 paises, se constatd una
prevalencia pronunciada para el trastorno de ansiedad de tipo generalizada en el 12 % de las
primeras consultas de los médicos. No obstante, a pesar de considerable morbilidad, los
desordenes de ansiedad son infradiagnosticados, lo que conduce a protocolos de tratamiento
inadecuados. Los factores de caracter social pueden inducir al individuo que padece ansiedad
para no acudir al médico, prefiriendo tratamientos de tipo casero como parte de la medicina
tradicional, principalmente mediante la preparacién de infusiones de plantas con propiedades

para calmar la ansiedad.

Una de las plantas medicinales como alternativa del tratamiento de ansiedad es
Sonchus oleraceus conocida como Canayuyo, existe experiencias de que esta planta conduce a
efectos ansioliticos, aunque no es un género tan conocido para el tratamiento de los diferentes
trastornos de ansiedad, los conocimientos del medio nos permiten la realizacion de este estudio
para medir el efecto ansiolitico que presenta esta especie. La especie Sonchus oleraceus es
tipica de la comunidad andina, frecuentemente se la encuentra en cualquier tipo de cultivo, crece
en climas templados y alturas propias de la sierra ecuatoriana. EI presente estudio de
investigacion tiene como objetivo obtener el extracto hidroalcohdlico de flor de canayuyo
(Sonchus oleraceus) por maceracion, evaluando la actividad contrarrestante de la ansiedad a
diferentes concentraciones de extractos en ratones (Mus musculus) mediante  ensayos
estandarizados para evaluar el comportamiento del Sistema Nervioso Central como son: Test de

Cruz Elevado y Test de Campo abierto.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Marco Filoséfico o epistemoldgico de la investigacion

La investigacion cientifica como parte de los proyectos de titulacién de pregrado constituyen un
soporte fundamental para el desarrollo profesional de todos los estudiantes universitarios, cada
uno de estos temas de investigacion tiene un fin, sea contribuir a una sociedad solucionando
alguna problemética o en el caso propio de un Bioquimico mejorando la calidad de vida de los

ciudadanos.

La investigacion propuesta en estudio sigue una metodologia exploratoria 0 experimental, ya
gue se investiga en una rama de la ciencia en la cual existe poca informacion sobre las
cantidades de flavonoides, la toxicidad general y el efecto ansiolitico de la planta cominmente
conocida como Canayuyo cuyo nombre cientifico es Sonchus oleraceus. La metodologia
seguida principalmente para el estudio ansiolitico es experimental pura, debido al manejo total

sobre las variables dependientes.

Todos los resultados de este estudio tienen como finalidad contribuir a brindar una alternativa
para el manejo de la ansiedad a los ciudadanos ecuatorianos, aportando una nueva fuente de

tratamiento a las ya existentes en el mercado como parte de los productos de venta libre.

1.2. Antecedentes de la Investigacion

El término ansiedad nace en el siglo XVIII, por obra del fisiblogo Escocés William Collen,
para poder describir una afeccion o afliccion del sistema nervioso y discriminarla de la llamada
neurosis ansiosa, con el cual era frecuentemente confundido, que tiempo después fuese

denominada alteracién por ansiedad. (Cordoba, et. al, 2005, pp. 7-10)

Los datos epidemioldgicos demuestran la importancia de conocer el problema de la ansiedad.
De acuerdo con Myrna Weissman, la frecuencia de éste trastorno es entre 4% y 8% al afio.
Demostrando asi mismo que la probabilidad de sufrir la enfermedad durante la vida es del 15%

y que es mas comin en las mujeres, jovenes y en personas con poca educacion.
(Cordoba, et. al, 2005, pp. 7-10)



En 1998 en el estudio “la ansiedad” de Rojas, Aaron Beck, sugiere que este desequilibrio
psicolégico se ve influenciado principalmente por una vulnerabilidad que nace de la
predisposicién del individuo a disminuir su capacidad para resolver los problemas, percibiendo
de sobremanera las situaciones amenazantes que provocan ansiedad contra las relaciones
sociales, la libertad y la identidad propia. Afios después concepto de ansiedad cambia, por
ejemplo el propuesto por Doux el cual es recopilado en el estudio “Modelos animales para el
estudio de ansiedad: una aproximacion critica™ definiendo a la ansiedad como un estado de
malestar caracterizado por intranquilidad, expectacion aprehensiva y aumento de la vigilancia

en ausencia de un estimulo desencadenante.

Con frecuencia se manifiestan también reacciones autonémicas, como sudoracion, taquicardia,
alteraciones gastrointestinales, tension muscular, tremor e insomnio, entre otras
(Gomez, Saldivar-Gonzalez, & Rodriguez, 2002, pp. 1-10). En el mismo estudio se indica que el Inventario
de Enfermedades Psiquiétricas, editado por la Asociacion Norteamericana de Psiquiatria: el
DSM 1V, indica, ademas, que la sintomatologia deberéd persistir durante por lo menos seis
meses, aunque algunos individuos consideren que han padecido de ansiedad durante toda su
vida (Gémez, Saldivar-Gonzalez, & Rodriguez, 2002, pp. 1-10). En la actualidad se puede encontrar
definiciones mas especificas, Florez en su libro “Farmacologia Humana” define a la ansiedad
como una emocion normal y un trastorno psiquiatrico, dependiendo de su intensidad y de su
repercusion sobre la actividad de la persona. Ademas se propone que en condiciones normales
la ansiedad constituye uno de los impulsos naturales que motiva al individuo a realizar sus

funciones y a enfrentarse a situaciones nuevas. (Flérez, 2014, pp. 543-565)

Esta claro que con la evolucion de las ciencias de la salud el estudio de la ansiedad ha crecido
significativamente, hoy en dia se puede definir varias clasificaciones de la ansiedad, para el
propdsito de la elaboracion de esta investigacion se considera la expuesta por Rang & Dale, en
su libro “Farmacologia”, en la cual se establece que la ansiedad seglin su presentacion clinica se
clasifica en: Trastorno de ansiedad generalizada (un estado constante de ansiedad excesiva, sin
ninguna razén u origen claro); trastorno de ansiedad social (miedo a estar con otras personas a
relacionarse con ellas); trastorno de angustia (ataques subitos de miedo irresistible asociados a
marcados sintomas somaticos como sudoracion, taquicardia, dolores torécicos, temblor y
sensacion de ahogo). Tales ataques pueden inducirse con infusion de lactato de sodio, incluso en
individuos normales; el trastorno parece tener un componente genético; fobias (miedo intenso a
situaciones u objetos especificos Trastorno de estrés postraumatico (ansiedad desencadenada
por el recuerdo de experiencias estresantes ocurridas en el pasado); Trastorno obsesivo

compulsivo (conducta compulsiva de tipo ritual dirigida por una ansiedad irracional)
(Rang & Dale., Farmacologia, 2012, pp. 531-539).



En 2008, Festorazzi, Rodriguez & Lotero, en su estudio “Epidemiologia de los trastornos de
ansiedad y depresion en adolescentes de una poblacion rural” realizado en una poblacion rural
de Argentina determinan que los pacientes que no presentaron ningun tipo ansiedad representan
el 59% de los encuestados, los casos leves de ansiedad representan el 30%, mientras que los

casos moderados y graves representan un 11% del total. (Festorazzi, Rodriguez, & Lotero, 2008, pp. 5-8)

En el estudio “Estudio clinico y epidemioldgico de la ansiedad y la depresion en una muestra de
1159 pacientes”, realizado en el afio 2010 en la ciudad de caracas por Marsiglia en una muestra
de 1159 pacientes con ansiedad y depresion en el cual se analizd las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas de los pacientes de la consulta de medicina interna del area
metropolitana de Caracas, en dicho estudio se determind que los trastornos de ansiedad
estuvieron presentes en 160 casos, presentando una prevalencia del 13,8 %. La relacion
hembra: varon fue 2,4: 1y la edad (X£1DS) 46,77£16,25 afios, sin mostrar diferencia con el
promedio de edad de la muestra, en cuanto a su relacion con la ansiedad el promedio de edad es
7,3 afios menor que en los casos de depresion. El 16,15 % de los casos de ansiedad fueron
ancianos, porcentaje significativamente menor al de los ancianos de la muestra (28,30 %). En
un 63,75% se diagnosticoO desorden de ansiedad generalizada, siendo esta la principal
manifestacion de ansiedad, en el 36,25 % de los casos, la ansiedad se presenta como una
manifestacion siquiatrica primaria, especialmente, desorden afectivo primario y desorden de

panico. (Marsiglia, 2010, pp. 10-12)

Datos recientes en el afio 2013 en el estudio “Prevalencia de trastornos mentales y factores
asociados en pacientes de atencion primaria mayores de 75 afios”, en el cual se destaca que el
47.4% de la muestra presenta uno 0 mas trastornos psiquiatricos, siendo los mas prevalentes los
trastornos del estado de animo (33.8%), seguidos por los somatomorfos (24.4%) y los de

ansiedad (14.3). (Vives, et al., 2013, pp. 218-226)

En los ultimos afios los fitofarmacos como aplicacion de las hierbas medicinales se utilizan
popularmente en todo el mundo y podria ser una opcion para el tratamiento de la ansiedad si se
demuestra que es eficaz y segura. Sonchus oleraceus L. (Compositae) es una hierba anual,
originaria de Europa, Norte de Africa y Asia, crece y se reproduce a través de una diversa
variedad de hébitats. Sonchus oleraceus constituyo la dieta tradicional de los Maori; también se
ha utilizado en las précticas médicas tradicionales de las islas de Hawai para el tratamiento de

una amplia variedad de trastornos tanto a través de la aplicacion externa e interna
(Mawalagedera, 2014, pp. 1-2).



Sonchus oleraceus L. se ha utilizado como un tonico popular en la medicina alternativa de la
poblacion brasilefia, no obstante, se dispone de poca informacidn cientifica con respecto a esta
especie; Cardoso, Soncini & Giusti en el afio 2009 mencionan que no existen informes

relacionados con su  posible efecto sobre el sistema nervioso  central.
(Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327)

Existen pocos estudios acerca de la actividad ansiolitica de Sonchus oleraceus, la principal
referencia en cuanto a esta actividad es el estudio “Anxiolytic-like effect of
Sonchus oleraceus L. in mice” elaborado por Cardoso, Soncini & Giusti, en el cual su estudio
evalub el efecto de los extractos diclorometanico e  hidroetandlico de
Sonchus oleraceus en ratones sometidos a los ensayos de laberinto elevado y las pruebas de
campo abierto, en un disefio experimental en el cual el Clonazepam es utilizado como el
medicamento de referencia; los resultados demuestran que ambos extractos tienen un efecto

ansiolitico en algunas de las dosis ensayadas en estos dos modelos murinos de ansiedad.
(Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327)

1.3. Bases tedricas

1.3.1. Ansiedad

El término ansiedad proviene del latin “anxietas”, angustia o afliccion; la ansiedad es una
emocion humana y universal, que se encuentra estrechamente relacionada al miedo y que en
muchas situaciones tiene como finalidad la adaptacion al entorno, desde el punto de vista
psicobioldgico (Gilman & Goodman., 2011, pp. 397-415). La ansiedad como condicion normal suele
estar relacionada con diferentes experiencias de descubrimiento, novedad, muchas de ellas

dependientes del desarrollo normal del individuo a lo largo de su vida.

En la actualidad la ansiedad es una de los problemas y afecciones mas comunes entre humanos,
y la mayoria de personas lo sufrimos o nos vemos afectados por dicha condicion en alguna
época de la vida. Los trastornos de ansiedad constituyen las enfermedades psiquiatricas mas
frecuentes en el entorno socio-cultural y representan aquellas afecciones més atendidas por

médicos generales. (Gilman & Goodman., 2011, pp. 397-415) (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754)

Como una manera de respuesta normal ante el temor y otros estimulos que suponen una

condicién de amenaza, la ansiedad tiene diversos componentes; entre los mas importantes se



puede mencionar los reflejos autdbnomos, comportamientos defensivos y pesimistas, estado de
alerta, emociones negativas y secrecion de glucocorticoides (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754).
En términos patoldgicos, la ansiedad puede describirse como la vivencia de un sentimiento de
amenaza, expectacion de caracter tenso ante el futuro inmediato y de alteracién del equilibrio
psicosomatico ante acciones que no representan un peligro real o, por lo menos,

desproporcionada en relacién con el estimulo desencadenante. (Flérez, 2014, pp. 543-565)

El limite entre el estado de ansiedad en el cual se diferencia de un estado normal a un estado
patoldgico diagnosticable es dificil de establecer y aln no esta claro, pero podria establecerse en
el nivel en el cual este trastorno interfiere con las actividades cotidianas, en el nivel en el cual
en lugar de favorecer la el comportamiento interfiere con él, alcanzando un cierto protagonismo

en el cual el individuo plantea toda su atencion sobre dicho estado.
(Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754) (Fldrez, 2014, pp. 543-565).

Actualmente existe una preocupacion en la sociedad debido a las enfermedades secundarias a la
ansiedad, ya que los criterios clinicos méas relevantes en la actualidad manejan la teoria de que
toda enfermedad tiene una base o «punto de partida» psicolégico, que puede comprender un
trastorno de ansiedad o estrés, o incluso muchas patologias manifiestan relaciones asociadas a la
ansiedad (vease tabla 2-1). La epidemiologia abarca 1 de cada 5 personas, aproximadamente un

18 %, que visitara al médico a lo largo de un afio debido algln trastorno de ansiedad (Ferre &
Camarillo, 2013, pp. 2747-2754).

1.3.1.1. Manifestaciones clinicas

Los sintomas de la ansiedad se pueden definir en tres tipos; fisicos, cognitivos y psicoldgicos.
(Tabla 1-1) Los sintomas fisicos van a expresarse en funcion de la regulacién de catecolaminas,
los niveles de cortisol (un aumento sobre los niveles normales) y la alteracion asociada al
sistema inmune (Escamilla, 2011, pp. 5725-5733). Estas manifestaciones fisicas pueden ser agudas, y
a mediano o largo plazo, en donde pueden manifestarse condiciones patoldgicas cronicas como
hipertension y enfermedades cardiovasculares. Dentro de las manifestaciones psicoldgicas la
ansiedad, mediantes sus manifestaciones fisiologicas (taquicardia, palpitaciones, etc.) puede

aumentar el miedo vy el estado de activacion o alerta.

La ansiedad afecta al pensamiento, el aprendizaje y la percepcidn (Escamilla, 2011, pp. 5725-5733).
Es asi que la condicion ansiosa frecuentemente tiende a manifestar ciertas distorsiones en la
percepcion en tiempo y espacio, respecto a hechos e individuos. Dichas distorsiones pueden
tener efecto sobre el aprendizaje y la atencion. Dentro del tratamiento, un posible estado de

“bloqueo” cognitivo puede dificultar la colaboracion del sujeto a la terapia.



Tabla 1-1. Sintomas de los trastornos de ansiedad. Tomada de Escamilla. Trastornos de

ansiedad (I). Trastorno de ansiedad generalizado. Trastorno de panico.

Psicologicos

Miedos anticipatorios, estado de hipervigilancia (irritabilidad, sensibilidad al ruido)
dificultad para concentrarse en su actividad diaria, inquietud, preocupaciones excesivas
(en algunos casos obsesiones), &nimo bajo

Fisicos

Gastrointestinales

Sequedad de boca, disfagia, molestias epigastricas, meteorismo, alteracion de ritmo
intestinal

Respiratorios

Opresion centrotoracica, dificultad para la inspiracion, hiperventilacion

Cardiovasculares

Palpitaciones, dolor precordial

Genitourinarios

Disuria, urgencia miccional, disfuncion eréctil, dismenorrea, amenorrea

Sistema neuromuscular

Temblor, parestesias, tinnitus, mareo, cefalea, mialgias

Alteraciones del suefio

Insomnio, terrores nocturnos

De conducta

Rituales, conducta de evitacion

Cognoscitivos

Despersonalizacion, desrealizacion

Hiperfocalizacion, dificultad en la elaboracion de estrategias de enfrentamiento y analisis
de causas

Fuente: (Escamilla, 2011)

Tabla 2-1. Enfermedades médicas que presentan sintomas de ansiedad asociados o similares.

Trastornos neurolégicos

Neoplasias cerebrales

Estados deficitarios

Deficiencia de vitamina B12

Traumatismo cerebral y sindromes Pelagra

postconfusionales

Enfermedades cerebrovasculares

Hemaorragias subaracnoideas

Migrana

Encefalitis

Sifilis cerebral
Esclerosis maltiple
Enfermedad de Wilson

Enfermedad de Huntington

Patologias diversas

Hipoglucemia

Sindrome carcinoide. Neoplasias malignas
Sindrome premenstrual

Enfermedades febriles e infecciones crinicas
Porfiria

Mononucleosis infecciosa

Sindrome posthepatico

Epilepsia Urcmnia

Patologias sistémicas Abstinencia de alcohol y de otras sustancias
Hipoxia Toxicas

Enfermedades cardiovasculares Cafeina y abstinencia de cafeina
Arritmias cardiacas Anfetaminas

Insuficiencia pulmonar Sulfonamidas

Anemia Cannabis

Alteraciones endocrinas Mercurio

Disfuncidn pituitaria Arsénico

Disfuncidn tiroidea Fasforo

Disfuncion paratircidea Organofosforados

Disfuncidn suprarrenal

Fuente: (Escamilla, 2011)
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1.3.1.2. Causas de los trastornos de ansiedad

La ansiedad como se menciond anteriormente puede ser una condicion normal de respuesta,
pero cuando se pasa este umbral y se vuelve una patologia el personal de salud, principalmente
médicos especialistas y psicGlogos necesitan conocer las causas de las cuales deriva la
condicién ansiosa, de tal manera se pueden citar ciertas causas que involucran una

predisposicion a un trastorno de ansiedad:

v" Estilo de vida (condiciones de presion laboral, jornadas de trabajo extensas, sedentarismo,
etc.)

Falta de suefio (dormir menos de 7 horas con calidad de suefio)

Alimentacion (nutricion inconsistente, comidas a destiempo)

Vicios (alcohol, tabaco)

Factores fisioldgicos (enfermedad que afecten el estilo de vida)

Predisposicion conductual (mal manejo ante condiciones de riesgo, malestar autonomo)

A SUANEE NI N NN

Factores sociales (rechazo, acoso)

Ademas de lo antes mencionado es importante sefialar que la ansiedad puede obedecer a varias
causas Yy no solo una, actuando de una manera multicondicional, en la cual la ansiedad puede ser
resultado de la suma de los efectos producidos por individual de cada condicién, también
existen casos en los cuales el paciente puede ser diagnosticado con un trastorno mixto, debido a
signos y sintomas no tan especificos; y ademas la ansiedad se encuentra vinculada en muchas
ocasiones con la depresion, y esta Gltima principalmente puede presentarse en los trastornos mas

graves de ansiedad o en aquellos en los cuales el control es dificil por causas diversas.

1.3.2. Tipos de ansiedad

El término «ansiedad» es comunmente aplicado a varios trastornos de naturaleza distinta, los
cuales tienen diferentes expresiones en el ser humano, asi también sugieren diferentes
diagnosticos, existe asi una division bésica que facilita la explicacion de por qué diferentes
tipos de ansiedad responden de manera distinta a farmacos distintos en los diferentes

tratamientos, es aquella que discrimina entre:

1) Trastornos que suponen o implican miedo (fobias y crisis de angustia)
2) Trastornos que implican una expresién de ansiedad mas generalizada (generalmente

clasificados como trastornos de ansiedad generalizada)



En funcidn de su expresion clinica, los trastornos de ansiedad pueden clasificarse en seis grupos
principalmente (fig. 1-1)

Trastorno de
ansiedad
generalizado

Estado constante de ansiedad excesiva que no
obedece a un motivo claro

Crisis de miedo abrumador, estas crisis pueden
desencadenarse en personas normales con
infusion de lactato sédico y parece que el cuadro
tiene un componente genético

Trastorno de angustia

Esta crisis puede estar asociado a importantes
sintomas somaticos como:
sudoracion,taquicardia, dolor tordcico,
temblores y sensacion de ahogo.

Trastornos de
ansiedad reconocidos
clinicamente

—_—

Temor intenso a cosas o
Fobias situaciones especificas (ej: miedo a
serpientes, volar etc)

-______________4

.,

ansiedad desencadenada por el recuerdo
Trastorno de estres . N
e insistente de una experiencia estresante
post traumatico )
anterior

_————

—_—

. Conducta ritual compulsiva debida a una
Trastorno obsecivo . I ;
ansiedad irracional, por ejemplo el temor a

compulsivo X
contaminarse.

SER——

Figura 1-1. Clasificacion de los trastornos de ansiedad segun su presentacion clinica.
Fuente: (Rang & Dale., Farmacologia, 2012)
Elaborado por: (Orna, 2015)

Actualmente la DSM IV-Tr y la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE10),
presentan una distincion entre los diferentes tipos de TA (véase tabla 3-1). La DSM IV-Tr a

diferencia de la CIE 10 distingue entre trastorno de panico (TP) con y sin agorafobia
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Tabla 3-1. Cddigos de la DSM-IV-TR y la CIE-10 de los trastornos de ansiedad.

Trastorno DSM-IV-TR CIE-10
Trastorno de ansiedad generalizada 300.2 ani
Trastorno de panico sin agorafobia 300.01 Mo
Trastorno de panico con agorafobia 300.21 1.0
Agorafobia sin trastorno de panico 300.22 40.0
Fobia social 300.23 40.1
Fobia especifica 300.23 40.2
Trastorno obsesivo compulsivo 300.3 42

CIE: Clasificacidn Internacional de Enfermedades; O5H: Clasificacion de Enfermedades
Mentales. .
Modificada de Schiatter J'™.

Fuente: (Escamilla, 2011)

1.3.2.1. Trastornos de ansiedad generalizada

El trastorno de ansiedad generalizada (TAG) es bastante comin entre las personas, cominmente
los individuos que padecen de esta condicion suelen estar siempre tensos y con preocupaciones
excesivas, a pesar de que no exista razones suficientemente importantes que justifiquen esta
condicion. La intensidad de esta condicion determina la afeccion sobre la toma de decisiones y

la interferencia sobre las acciones cotidianas (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754)

Las afecciones fisicas comprenden:

v dificultad para concentrarse
v"dificultad para relajarse
v"dificultad en la adherencia al suefio nocturno.

Todas estas condiciones tienden a predisponer al individuo a presencia de fatiga, cefaleas,
contracturas y tension muscular elevada, asi como multiples sintomas inespecificos a nivel

digestivo, respiratorio o cardiaco.

Los especialistas consideran que para poder detectar un trastorno de ansiedad generalizada es

preciso que el paciente manifieste este tipo de sintomatologia durante seis meses o0 mas
(Ferre & Camarillo, 2013, pags. 2747-2754)
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1.3.2.1.1. Epidemiologiay evolucion

La frecuencia de este trastorno estard en dependencia del criterio diagnostico empleado, pero se
estima aproximadamente que a lo largo de la vida la prevalencia es de un 5% y dentro de este
porcentaje se encuentra preferentemente antes de los 25 afios de edad aunque pueden darse

crisis incluso en edades avanzadas; y afecta al doble de las mujeres que a los hombres
(Escamilla, 2011, pp. 5725-5733).

1.3.2.2. Trastorno de angustia y crisis de panico

El trastorno de angustia se caracteriza por la expresion de crisis de panico, en el que
generalmente se manifiesta un miedo intenso acompafado de sintomas fisicos entre los cuales

destacan:

Temblor

e Palpitaciones
e Faltade aire
e  Sudoracion

e  Piloereccion

e Y en ciertas ocasiones perdida del conocimiento (véase también figura 2-1)

Ademas la crisis de angustia puede llegar a producir una sensacion de irrealidad del entorno o
medio externo, a lo que se le denomina «desrealizacion», que puede estar acompafiado de un
miedo intenso al descontrol, pudiendo representar un miedo de no ser uno mismo

«despersonalizacion» (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754) (Pelissolo, 2012, pp. 1-10)

Aunque la crisis de panico suele durar en término medio 10 minutos, algunos sintomas pueden
extenderse durante mucho mas tiempo (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754). Pelissolo sefiala que

tales crisis llegan a su climax a los 10 minutos y que puede durar en promedio de  15-30.
(Pelissolo, 2012, pp. 1-10)

En algunas situaciones especificas las crisis pueden desencadenarse con mayor facilidad, estas

situaciones comprenden principalmente:

Soledad
Conglomeracién

Apremio por multitudes

ANERNEENERN

Lugares cerrados (grandes espacios, tiendas grandes, ascensor)
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v Lugares abiertos con temor a perder el punto de referencia (bosques, plazas grandes)

v Medios de transporte que pueden inducir claustro (metro, aviones)

El paciente por naturaleza evita los lugares o situaciones que voluntaria o involuntariamente
relaciona con las crisis de angustia. En este caso especifico se habla de crisis de angustia con
agorafobia (temor a todas las cosas de las cuales no se puede huir facilmente en caso de ataque
de péanico). El tratamiento del trastorno de angustia es continuo y tiene como finalidad la
abolicion de la crisis de péanico, asi como prevenir posibles recaidas
(Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754).

Respiratorios :

- blogueo

- hiperventilacion
- molestia toracica

. - estrangulamiento
Cardiovasculares : 9

- palpitaciones
- taquicardia
- vasodilatacion

) Conductas :
Temores : ; .
o - sideracion
. - perdida de il
Sintomas - agitacion
) control — )
fisicos - huida
- volverse loco o
) ) - peticion de ayuda
Sensoriales : - morir

- absorcién de

- aturdimiento productos

- trastornos del
equilibrio

- parestesias

- hiperestesia

- despersonalizacion
- desrealizacion

Neurovegetativos :
- sudores, nauseas
- golpes de calor

- molestia gastrica

- dolor abdominal

- tembilor, febrilidad

£

Figura 2-1. Sintomas mas caracteristicos de los ataques de panico
Fuente: (Pelissolo, 2012)

1.3.2.2.1. Epidemiologiay evolucion

En el afio 2011 Escamilla refiere que “La prevalencia en un afio del TP es de un 2,3% en la
poblacién general (1,7% en varones frente a un 3% de mujeres) y de un 3,8% a lo largo de la

vida”. En Atencion Primaria las cifras varian entre un 3 y un 8%. (Escamilla, 2011, pp. 5725-5733).

Pelissolo establece que “El trastorno de panico, con 0 sin agorafobia, afecta a alrededor del
2-3% de la poblacién en algin momento de la vida. Afecta de dos a tres veces mas a las
mujeres que a los varones. El promedio de edad de aparicion se sitaa entre los 20 y los 30 afos.”

(Pelissolo, 2012, pp. 1-10). A lo largo de la vida este trastorno puede sufrir periodos de remision y
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agravamiento, pudiendo evolucionar incluso por més de 20 afios, las principales complicaciones
para este trastorno ademas de la discapacidad funcional y del sufrimiento cotidiano, constituyen
episodios depresivos y abuso de sustancias como el alcohol y medicamentos que en primera
instancia pueden utilizarse como ansioliticos y que pueden desencadenarse en dependencias,

tanto fisicas como psicoldgicas. (Pelissolo, 2012, pp. 6-10)

1.3.2.3. Fobias

Las fobias frecuentemente fueron deslindadas de un trastorno de ansiedad, es asi que durante

mucho tiempo fueron ignoradas a pesar de que pueden producir discapacidades significativas.

Las fobias pueden ser definidas como una variante de la ansiedad, o el malestar repetitivo, poco

l6gico y desproporcionado ante estimulos determinados (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).
Las fobias pueden clasificarse en tres tipos principales:

1) Fobia social
2) Fobias especificas.
3) Agorafobia

1.3.2.3.1. Fobia social

En esta variante de trastorno por Fobia el estimulo consiste de una situacion social que el
individuo percibe como embarazosa y representan algun tipo de impedimento conductual
(fig. 3-1). Los individuos que padecen de fobia social sienten un miedo intenso, crénico y
persistente a ser vistas y juzgadas por la sociedad que los frecuenta o a realizar tareas en las
cuales no se sienten comodos o por lo menos no totalmente delante de otras personas (hablar en
publico, expresarse ante un grupo, opinar, etc.) EI National Comorbidity Study sitGa a este tipo

de fobia como la segunda causa de trastorno mental mas frecuente en EE. UU.

Dentro de la fobia social se pueden distinguir dos variantes: fobia social generalizada y fobia
social especifica. Los estudios epidemioldgicos mas resientes demuestran que cerca del 7% de
la poblacién presentan fobia social (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754). Otros estudios sefialan
una prevalencia de vida con un rango entre 7 a 13%, con una prevalencia anual de 2.3%. Datos
importantes acerca de la comorbilidad de la fobia social indican una relacion de hasta un 80%

con los pacientes que padecen esta condicion (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).
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Miedo social Percepciones

negativas
L l

Circuito innato »| Receptores

de ansiedad corticales

'y
, l

Sintomas .| Aprendizaje
automaticos de evitacion

Figura 3-1. Modelo conceptual de la Fobia social.
Fuente: (Schalatter & Gamazo., 2011)

1.3.2.3.2. Fobia Especifica

La fobia especifica estd caracterizada por un miedo intenso e irracional hacia un estimulo
concreto; el miedo a este estimulo genera acciones y esfuerzos para tratar en lo posible
mantenerse lejos del objeto que causa este miedo. En este tipo de fobia se encuentran
involucrados el hipocampo y la amigdala. (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

Entre las situaciones mas comunes que desencadenan la fobia especifica se encuentran:

Miedo a ciertos animales (principalmente arafias e insectos)
Miedo a lugares cerrados o concurridos

Transporte (miedo a viajar en avion, etc.)

Miedo a las alturas

Miedo a ensuciarse

NS NEE NN NN

Miedo a la sangre (caracter hereditario), entre otros.

Pese a que la concurrencia de esta enfermedad es significativa es poco frecuente que se busque
asistencia médica para su tratamiento, debido a que en la mayoria de los casos este trastorno

puede evitarse o solucionarse evitando el objeto o estimulo temido.
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La fobia especifica es considerada el trastorno de ansiedad mas frecuente y representa
aproximadamente una incidencia anual del 8.6% (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754). La
prevalencia de vida en Estados Unidos es del 12.5%, mientras que en Europa representa el
7.7%. La prevalencia es casi el doble en mujeres que en varones, varios estudios demuestran

que en varones prevalece las fobias situacionales y en mujeres las fobias a los animales.
(Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

Datos de comorbilidad demuestran que el 1/3 de pacientes con fobia especifica presentan crisis

depresivas y el 42% padecen otros cuadros de ansiedad simultaneamente
(Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

1.3.2.3.3. Agorafobia

La agorafobia se define como el miedo irracional y desmedido a condiciones en las que un
individuo teme acusar una crisis de panico, perder el control o morirse, a la misma vez que se
denota cierta dificultad para escapar de esta situacion. Freud afios atras relacioné la agorafobia
con las crisis de panico, suscitando una controversia aln sin resolucion; como se menciono
antes la DSM IV-Tr a diferencia de la CIE 10 distingue entre trastorno de panico (TP) cony

sin agorafobia, pero no lo consideran asi otros autores. (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

La prevalencia en Estados Unidos se encuentra en el rango de 0.6-6%, mientras en Espafa es
del 0.3% anual, y el porcentaje de prevalencia a lo largo de la vida es de 0.62%. Las mujeres

padecen mas este trastorno y con frecuencia con mayor gravedad y mayor comorbilidad.
(Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

1.3.2.4. Trastorno de estrés post-traumatico

El trastorno de estrés postraumatico o estado de estrés postraumatico (EEPT) se trata de una
condicién cronica, que generalmente se manifiesta después de un episodio traumatico y
violento, que implica una que atente contra la vida (amenaza letal) 0 una amenaza para la
integridad fisica del individuo; se pueden citar: atentados, intentos suicidas, intentos de
asesinato, violaciones, catastrofes naturales, etc. El paciente puede estar involucrado

directamente o haber presenciado el acto traumético, como la muerte de un ser querido
(Pelissolo, 2012, pp. 1-10).

La reaccion inmediata del paciente ante tal vivencia puede referir un terror intenso en primer
lugar, seguido de una Sideracién moderada en el tiempo (despersonalizacién, postracion),
después de la cual le sigue una mejoria progresiva y por Gltimo una «fase de latencia» en la

cual se da una mejoria hasta la condicién normal del paciente.
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En la presentacion clinica de tal trastorno después de algunas semanas, meses 0 hasta afios el

paciente puede referir ciertos sintomas en particular:

v Sindrome de repeticion por revivencias del trauma (pesadillas, impresiones de muerte
inminentes, flash-backs diurnos)

v" Sintomas de ansiedad (ansiedad generalizada, restricciones, fobias especificas a partir del
trauma)

v Sintomas depresivos, pesimismo e incluso ideas suicidas

Las complicaciones de comorbilidad de los EEPT son los trastornos depresivos y adicciones a

ciertas sustancias como el alcohol y medicamentos tipo BzD (Pelissolo, 2012, pp. 1-10).
1.3.2.5. Trastorno obsesivo compulsivo

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) se encuentra caracterizada por pensamientos intrusivos
y recurrentes (obsesiones) que generalmente se ven acompafiados por conductas de caracter

repetitivo que aparentemente no muestran un proposito definido (compulsiones)
(Pelissolo, 2012, pp. 1-10) (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5734-5741).

Las obsesiones pueden abarcan pensamientos, imagenes e ideas involuntarias y repetitivas que
afectan en diferente grado la actividad mental, el individuo las percibe como inadecuadas y sin
sentido, ademas son causantes de malestar significativo. EIl sujeto es consciente de que los
factores mencionados anteriormente son fruto de su mente, los reconoce como propios aunque

involuntarios, llegando a sentir una incapacidad para librarse de los mismos
(Schalatter & Gamazo., 2011, p. 5737).

Las obsesiones pueden derivar de varios temas:

Duda y errores

Miedos

Contaminacién y suciedad
Orden y la colocacion

Recuerdos

SN N N NN

Sexualidad y agresividad, etc.

Los temas alrededor de la obsesibn mas frecuentes son los de duda y contaminacion
(Schalatter & Gamazo., 2011).
Las compulsiones por otro lado pretenden evitar o producir un acontecimiento en especifico,

produciendo asi una disminucion de la ansiedad, estrés, malestar y tension provocada por la

manifestacion de ideas compulsivas; en cambio ocurre todo lo contrario cuando el sujeto intenta
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de alguna manera oponerse a su realizacion. Al igual que las obsesiones, las compulsiones son
percibidas por el individuo como irracionales, y como mecanismo de accion normal se suele

tender a ocultarlas (Schalatter & Gamazo., 2011, p. 5738).

Las compulsiones mas comunes constituyen:

e Lavado de manos

e  Necesidad de comprobacion
e  Preguntar

e Contar

e Necesidad de simetria

1.3.2.5.1. Epidemiologiay evolucion

Datos epidemioldgicos plantean la prevalencia de este tipo de ansiedad en la poblacion
occidental alrededor del 2.5%, aunque se sugiere que son datos muy variables debido al método
de valoracion y a que frecuentemente el individuo tiende a ocultar su condicion. La mitad de los
casos tienen su inicio en los primeros afios de vida, principalmente al final de la infancia y en la
adolescencia temprana, con un inicio mas apresurado en varones que en mujeres que tiende a
evolucionar durante periodos largos. Otros datos epidemioldgicos plantean una prevalencia de
un 2-3% de los individuos (Pelissolo, 2012, pp. 2) (Schalatter & Gamazo., 2011, pp. 5738).

1.3.3.  Mecanismos neuropsicofisiolégicos

Existen varios modelos que tratan de explicar el origen y el establecimiento de las alteraciones
afectivas que definen la ansiedad, asi como la organizaciébn de los mecanismos
neurofisioldgicos mediante los cuales se presentan manifestaciones vegetativas, conductuales y

somaticas. (Flérez, 2014, pp. 543-565)

Hurlé, Monti y Florez en 2014 establecen “La ansiedad y el miedo conforman respuestas de
adaptacion a la amenaza y al estrés. Ambos surgen en respuesta a estimulos exteroceptivos
visuales, auditivos u olfatorios, a estimulos somato-sensoriales o a la influencia interoceptiva
que proviene de las visceras, del sistema endocrino y del sistema vegetativo.” Ademads de esto la
ansiedad puede ser resultado de ciertos procesos cognitivos capaces de anticipar, recordar o

interpretar hechos que son percibidos como estresantes, traumaticos 0 amenazantes.
(Flérez, 2014, pp. 543-565)
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En este proceso emocional es importante distinguir los siguientes componentes:

e La evaluacion (valoracion de estimulos y su posible relacion con experiencias previas y
condicionamientos)

e La expresion (respuesta afectiva con sus manifestaciones conductuales de tipo vegetativa,
motdricas y enddcrinas)

e Laexperiencia emocional (describe al sentimiento que acompafia a la respuesta)

Como es logico todos estos componentes del proceso emocional deben tener una base
neurolégica mediante la cual existen mecanismos responsables de regular las respuestas
emocionales, evitando asi persistencia, condiciones excesivas e inapropiadas, capaces de ejercer

una mala adaptacion ante el estado del paciente.

Los estudios de ansiedad en modelos animales y los estudios de neuroimagen en humanos que
padecen de ansiedad han permitido tener una vision coherente y consistente de los circuitos

neuronales implicados en este trastorno (fig. 4-1).

Al hacer referencia a los circulos neuronales, es importante distinguir entre tres niveles de
organizacién: las regiones superiores corticales (paralimbica y prefrontal) responsables de
procesos congnitivos demandantes; las regiones intermedias (principalmente la amigdala y en
menor nivel el sistema septohipocampico) las cuales median las respuestas aprendidas que son
aquellas con mayor nivel de elaboracion, principalmente emocionales; por ultimo las regiones
inferiores que forman parte de la estructura del tronco del encéfalo (Locus coeruleus, sustancia
gris periacueductal y el hipotdlamo) son aquellas responsables de las manifestaciones

automaticas simples. (Flérez, 2014, pp. 543-565)

A nivel de las regiones inferiores, la sustancia gris periacueductal es la encargada de recibir
aferencias descendentes del sistema limbico y de la corteza paralimbica, y aferencias
ascendentes que proceden de sistemas sensoriales; coordina las respuestas conductuales y
autonémicas (huir, paralizacion o lucha), ademas se encuentra implicada en la respuesta
analgésica ante el estrés agudo. El locus coeruleus por su parte es el principal nucleo
noradrenérgico en el cerebro y se encarga de recibir aferencias del cortex, tdlamo y sistema
limbico; sus aferencias son las responsables de la conexion con todas aquellas areas del
cerebro que son responsables de las alteraciones conductuales, vegetativas y somaticas
caracteristicas de los estados de miedo y ansiedad. El rol principal de locus coeruleus se da en la
alarma o estado de alerta, asi también en el estado de hipervigilancia. El hipotalamo es el

responsable de la respuesta endocrina natural ante el estrés (Flérez, 2014, pp. 543-565).
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Corteza somatosensorial,
prefrontal. cingulada, insula.

Regiones superiores

Aferencias Nucleos septales
sensoriales
Talamo , Hipocampo
Amigdala
Regiones intermedias
o Locus cueruleus
Sustancia gris Hipotalamo
periacueductal
Lateral Paraventricular
Alerta
Reaccién de - Regiones Inferiores
escape/lucha/paralizacion Actividad Respuesta

simpatica endocrina

Figura 4-1. Circuitos neuronales responsables de la respuesta ansiosa
Fuente: (Flérez, 2014)
Elaborado por: (Orna, 2015)

De las estructuras subcorticales, la amigdala, 6rgano situado en la profundidad del 16bulo
temporal (fig. 4-1 y fig. 5.1) es el que se ha relacionado de una manera mas consistente con las
emociones y la conducta derivada de esta, principalmente en la respuesta a estimulos
de tipo negativo, ademas es la encargada de asociar el recuerdo con la emocién adecuada lo que

permite la recuperacion de la informacion. (Sanchez & Roman, 2004, pp. 223-240) (FAE, 2012).

La informacion sensorial puede ser transmitida en direccion a los ndcleos de la amigdala, sea
directamente 0 una vez procesada por el tdlamo, corteza prefrontal, corteza paralimbica y

sensorial.

El nacleo lateral de la amigdala (primera interface para la informacion sensorial), a través de la
cual la informacién se distribuye mediante proyecciones reciprocas hacia los ndcleos
amigdalares (principalmente nucleos basales y el nlcleo central de la amigdala). De este nlcleo
se originan respuestas estructuradas debido a sus proyecciones hacia el tronco cerebral y el
mesencéfalo (sustancia gris periacueductal y locus coeruleus); al hipotadlamo lateral (donde se
activa el sistema simpatico responsable de la taquicardia, elevacion de la PA, dilatacion papila,
palidez, etc.); al nacleo ambiguo y al nacleo dorsal motor del vago (responsables de la
activacion del parasimpatico, con manifestaciones como Ulceras, diarrea, micciones, etc.); a los
nacleos de los nervios trigémino y facial (responsables del origen de expresiones faciales de
temor). Ademas, proyecciones hacia el hipotadlamo, especificamente el nucleo paraventricular
generan la respuesta endocrina ante el estrés, con participacion del factor liberador de
corticotropina (CRF) y la posterior activacion del centro hipotadlamo-hip6fiso-suprarrenal,
proyecciones al nucleo parabraquial origina disnea e hiperventilacién; proyecciones a la zona
tecmental ventral producen la activacion del sistema dopaminergico mesocortical, que se dirige

primordialmente hacia el nicleo de accumbens, asi también hacia el caudado ventromedial y
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putamen ventral, siendo responsables del origen de respuestas motoras bien organizadas
(Flérez, 2014, pp. 543-565).

Por ultimo Florez establece que “la corteza prefrontal medial, la corteza angulada anterior y la
corteza insular reciben importantes influencias de la amigdala, de naturaleza reciproca, asi como
del tAlamo; merced a ellas se puede interpretar el significado de orden superior de los estimulos
sensoriales, modificar las respuestas conductuales en razdn de la experiencia, predecir las
consecuencias sociales de una determinada conducta, etc”. La exagerada estimulacion de estas
regiones se ha vinculado a la interpretacion erronea de los estimulos considerados amenazantes,

la ansiedad anticipatoria, la predisposicion ansiosa y los componentes interoceptivos del miedo
(Flérez, 2014, pp. 543-565).

Los complejos circuitos neuronales de las respuestas conductuales se encuentran modulados por

varios sistemas de neurotransmisores:

v/ Monoaminas (NA, A, dopamina, 5-HT)
v~ Aminoédcidos (GABA y GlutamaTo)

Entre los diversos neuropéptidos gque se vinculan con la respuesta ansiosa es importante

destacar:

El factor liberador de corticotropina
El neuropéptido Y
La colecistocinina

La sustancia P

AN N NN

La vasopresina, etc.
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Figura 5-1. Centros nerviosos del cerebro (arriba), sistema limbico (abajo).
Fuente: https://diariodeltoc.wordpress.com/2008/06/10/3907/. (Punset, 2008)

Tratamiento de la ansiedad

Los trastornos de ansiedad abarcan tratamientos afectivos en la mayoria de los sucesos, que

ayudan a normalizar la calidad de vida del paciente de manera satisfactoria. Lo mas usual es la

combinacién de una terapia farmacoldgica enfocada en los sintomas principales, en conjunto

con un tratamiento psicoterapéutico enfocado hacia los pensamientos y conductas responsables

del origen de la ansiedad, asi como de su mantenimiento.
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1.3.4.1. Alternativas terapéuticas

1.3.4.1.1.

La psicoterapia o terapia psicoldgica es una terapia basada en la comunicacion entre el terapeuta

Terapia psicologica

(psicologo o médico) y el paciente, , representando generalmente la alternativa de preferencia en
atencion primaria, La forma simple usualmente denominada terapia de «apoyo» la cual no
consiste sino en una actitud de escucha por parte del terapeuta, en la cual se manifiesta una
empatia hacia las ideas y sentimientos del paciente, permitiéndole expresar sus emociones y
criterios, gracias a esto el paciente puede sentirse aliviado y reconfortado fortaleciendo su

autonomia para solucionar la problemética de la ansiedad (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2749-2752).

A continuacion se presenta un diagrama con los aspectos mas relevantes de los tipos de

psicoterapia.

Aspectos basicos
de las principales
psicoterapias

Cognitivo : e
Psicodinamicas

conductuales

Abordaje
enfocado en el
comportamiento
del individuo
frente ala
ansiedad que
tiene como
objetivo
lasustitucion y
correccion de
loserrores
cognitivos que
provocan la
sintomatologia

Método
activoy
directivo por
parte del
terapeuta

Uso de técnicas
mixtas (cognitivas
y conductuales)
segun la
sintomatologia:
relajacion y
respiracion,
detencion del
pensamiento
reestructuracion
cognitiva,
entrenamiento
autdgeno, etc.

Basada en las
investigaciones de
Freud, pretenden

modificar la
sintomatologia, logrando
la comprension de la
situacion del pasiente a
lo largo de su historia
biografica, dando un
sentido a los sintomas
padecidos, de tal
manera se eliminan las
asociaciones que
generan esos sintomas

Figura 6-1. Aspectos basicos de las principales psicoterapias

Fuente: (Ferre & Camarillo, 2013)
Elaborado por: (Orna, 2015)
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Dentro de este
grupo de teapias
se distingue entre
terapia de grupo y
psicoterapia breve

En el psicoanalisis
existen ciertos
conceptos
fundamentales como: el
conflicto en el aspecto
del Yoi, la tracendencia
de experiencias
tempranas, la existencia
de motivaciones
inconcientes,
mecanismos de defenza
para enfrentarla
angustia y el dolor
psiquico, y la relacion
terapéutica en la
comprension tanto del
origen como el
mantenimiento de la
sintomatologia.




1.3.4.1.2. Farmacoterapia

En la terapia farmacoldgica es fundamental el uso de ansioliticos, definidos como farmacos que
actlan contra la ansiedad, disminuyendo o suprimiendo la sintomatologia fisica, psicoldgica o
cognitiva.

En la actualidad se considera que los ansioliticos no deben producir sedacion y suefio, como lo
sefiala Flores en su farmacologia existe una tendencia marcada en la cual se considera al efecto
ansiolitico como el primer escalon en una linea continuada de efectos progresivos: el de
ansiolitico a sedante a hipnotico (véase figura 6), criterio planteado en funcion de los efectos
observados por barbitdricos, benzodiacepinas y meprobamato. Las benzodiacepinas a diferencia
de los barbitdricos se acercan méas al ansiolitico ideal, ya que permite un mejor manejo en

cuanto a efectividad y seguridad, aunque a dosis altas producen sedacion y suefio (Flérez, 2014, pp.
543-565).

Ansiolisis

Umbral ansiolitico
Sedacidn

Umbral Hipndtico

Figura 7-1. Efecto de las dosis crecientes de ansioliticos (orden descendente).
Fuente: (Flérez, 2014)
Elaborado por: (Orna, 2015)

Un enorme avance en el estudio de los ansioliticos se da a partir de la diferenciacion de los
subtipos de receptores GABA, que permiten explicar los mecanismos de accion por los cuales
los ansioliticos acttan, que ademas a futuro permite que se desarrollen nuevas moléculas con
actividad ansiolitica de mayor especificidad. Otro enfoque de la farmacologia de la ansiedad se
basa en gque muchos de los tratamientos de primera linea para este trastorno constituyen la
terapia con antidepresivos, lo que sugiere un solapamiento terapéutico-fisiopatoldgico entre los

trastornos depresivos y de ansiedad (Flérez, 2014, pp. 543-565).
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Los ansioliticos desde un punto de vista funcional pueden clasificarse en:

Moduladores del receptor GABAA.
Agonistas parciales de los receptores 5-HT1A.

Antidepresivos

oo w >

Otros Farmacos (antihistaminicos, bloqueantes B-adrenérgicos, neurolépticos,

anticonvulsivantes, algunos analgésicos)

En el presente trabajo se analizaran con mayor énfasis la familia de las benzodiazepinas debido

a la relevancia de las mismas en el presente trabajo.

A. Moduladores GABA, (Benzodiazepinas y derivados).

Caracteristicas quimicas

El anillo comun de este tipo de compuestos es el anillo benzodiacepinico (véase figura 8-1), que
consiste en un anillo de siete elementos junto a un anillo aromatico, con cuatro posiciones de
posible sustitucion, las cuales pueden ser modificadas sin sufrir pérdida de actividad; en su
mayoria las BZD tienen en el anillo (B) los atomos de N en posicion 1y 4, aunque hay algunas
moléculas que lo tienen en posicion 1y 5 (clobazam). Todas las moléculas contienen un radical
en posicion 7, generalmente Cl (diazepam, oxazepam, temazepam, etc.) o NO; (nitrazepam,
clonazepam vy flunitrazepam.). En posicion 1, algunas moléculas incluyen un radical metilo
(diazepam y temazepam); puede presentarse con frecuencia un grupo carbonilo (COO’) en
posicién 2 y pueden hallarse hidroxiladas (OH") en posicién 3 (loracepam y oxacepam). Debido
a la introduccién de anillos adicionales se ha podido obtener ejemplares derivados como las

triazolobenzodiazepinas (alprazolam). (Flérez, 2014, pp. 543-565) (Dale., Farmacologia, 2012, pp. 531-539).
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N (A) Estructura base de una benzodiazepina.
@ (B) Diazepam (1,4-benzodiazepina).
(C) Flumazenilo (antagonista GABAérgico,
Ci i antidoto para intoxicaciones por BZD,

barbitdricos y etanol)

@ (D) Buspirona
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Figura 8-1. Formulas quimicas de algunos ansioliticos y antagonistas.
Fuente: (Florez, 2014)
Elaborado por: (Orna, 2015)

Acciones Farmacoldgicas

La mayor parte de las benzodiazepinas actla como ansioliticos y como ya se mencioné temas
atras a diferentes dosis pueden producir hipnosis, miorrelajacién y efectos anticonvulsivantes, el
diazepan es la estructura mas representativa de esta familia; algunas benzodiacepinas como

clonazepam se usas con fines sedativos.

Las benzodiazepinas estan indicadas en el tratamiento de trastornos de ansiedad agudos,
ansiedad refractaria y durante la primera semana de un tratamiento que requiera el uso conjunto
con un farmaco de inicio de accion no tan rapido. En funcion de la division de los trastornos de
ansiedad las BZD estan indicadas para los tratamientos de ansiedad generalizada (tratamiento a
corto plazo) a pesar de que los medicamentos de primera linea para este tipo constituyen los
ISRS (véase tabla 7-1), no sucede asi en los tratamientos de trastornos asociados a fobias,
trastorno de estrés postraumatico y trastorno obsesivo-compulsivo en donde no hay una
adecuada respuesta a las benzodiazepinas, por Gltimo en los trastornos de angustia o0 panico tan
solo ciertas benzodiazepinas de elevada potencia se han mostrado eficaces (alprazolam,

clonazepam, lorazepam)  (Flérez, 2014, pp. 543-565) (Ferre & Camarillo, 2013, pp. 2747-2754)
(Escamilla, 2011, pp. 5725-5733).

En personas que gozan de salud y a dosis terapéuticas aprobadas, las BZD no alteran las
funciones fisicas y mentales, pero a dosis mayores existe el riesgo de suefio, ataxia, letargia y

debilidad muscular. En pacientes que presentan dicho trastorno alivian tanto sintomas objetivos
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(sudor, molestias digestivas, taquicardia) como subjetivos (irritabilidad, hostilidad, etc.); su
accion puede emplearse de forma profilactica y curativa; en una cierta poblacion ademas de
aliviar ciertos sintomas del estado ansioso, pueden provocar el incremento de signos objetivos
de hostilidad e irritabilidad (Flérez, 2014, pp. 543-565).

Esta familia de farmacos consta de buena tolerancia, lo que los convierte en una eleccion segura
en el tratamiento a corto plazo, basicamente tienen acciones farmacoldgicas similares, aunque se
ha descrito cierto grado de selectividad, para los 20 farmacos disponibles para su uso clinico
(tabla 4-1). Las benzodiazepinas pueden combinarse con psicoterapia cognitiva, siendo de esta

manera mas seguro el manejo de altas dosis.

Tabla 4-1. Caracteristicas de las benzodiacepinas en el ser humano.

Farmaco Semivida del Metabolito activo Semivida del Duracién global Aplicaciones mas importantes
farmaco original (h) metabolito (h) de la accién
Triazolam,® midazolam 2-4 Derivado hidroxilado 2 Ultracorta (<6 h)  Hipnotico

El midazolam se usa como
anestésico intravenoso

Zolpidemb 2 No - Ultracorta (~4 h)  Hipnético

Loracepam, oxacepam, 812 No - Corta (12-18 h) Ansiolitico, hipnético

temacepam, lormetacepam

Alprazolam 6-12 Derivado hidroxilado 6 Media (24 h) Ansiolitico, antidepresivo

Nitracepam 16-40 No - Media Hipnético, ansiolitico

Diacepam, clordiacepxido  20-40 Nordacepam 60 Larga (24-48 h) Ansiolitico, relajante muscular
El diacepam se usa como
antiepileptico

Fluracepam 1 Desmetilfluracepam 60 Larga Ansiolitico

Clonacepam 50 No - Larga Antiepiléptico, ansiolitico (sobre

todo en la mania)

“H triazolam se retird del mercado britanico debido a sus efectos secundarios.
= Zolpidern no es una benzodiacepina, pero actua de forma similar. La zopiclona es similar.

Fuente: (Rang & Dale., 2012)

Mecanismo de accion

Las BZD se fijan de manera especifica a sitios estrechamente vinculados con las sinapsis
GABA y también interactlan con un sitio especifico localizado en el complejo molecular del
receptor GABA,; como resultado de esta interaccion se produce una modulacion alostérica en el
complejo receptor (fig. 9-2), permitiendo una mayor influencia del GABA sobre su sitio
especifico de interaccion, aumentando asi la frecuencia de las aperturas de los canales de cloro,
permitiendo la despolarizacion de las membranas celulares bioldgicas con una carga negativa

menor a-70mV, que es la carga normal o de reposo de en la zona intracelular.

Al parecer el efecto producido por las benzodiazepinas no presenta cambios significativos en el

tiempo medio de apertura del canal y la conductancia (Rang & Dale., Farmacologia, 2012, pp. 531-539).
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Figura 9-2. Complejo receptor GABA-iondéforo CI, localizaciéon principal de los sitios de
accion de los farmacos sobre el receptor GABA (Fig. izquierda) y ejemplos de xenobidticos en

los diferentes espacios (Fig. derecha).
Fuente: (Rang & Dale., 2012) (Flérez, 2014)

Los estudios electrofarmacoldgicos cercioran que la region con mayor sensibilidad a la accion
de las benzodiazepinas es el sistema limbico y, dentro de este, la amigdala y el hipocampo. Las
acciones consisten en deprimir tanta la capacidad de respuesta ante estimulos eléctricos como la
actividad neuronal basal; esta accion es aquella que diferencia a las BZD de otros ansioliticos
tipo barbituricos y de los hipnoticos, los cuales al parecer tienen una actividad mas generalizada
a nivel reticular. Dado el rol que desempefian la amigdala, el hipocampo y el septo en los
trastornos de ansiedad, es posible relacionar la actividad ansiolitica con la accion depresora

selectiva a este nivel (Flérez, 2014, pp. 543-565).

En este receptor no solo actian como ligandos las benzodiazepinas clasicas, también lo hacen
farmacos moduladores y bloqueadores del canal. Existen numerosos ejemplos de farmacos no
benzodiazepinicos, hipndticos (zopiclona, eszopiclona), ciclopirrolonas, imidazopiridinas
(zolpidem), p-carbolinas (abecarnilo), pirazolopiridinas (zalepldn), alcohol, propofol, esteroides,

entre otros (Véase figura 9 y tabla 5).
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Tabla 5-1. Propiedades de los receptores de aminoacidos inhibidores.

GABA, GABAgs Glicina
Sitio receptor Sitio modulador Sitio modulador (otros)
(benzodiacepina)
Agonistas GABA Desconocido; se han Varios neuroestercides GABA Glicina
endogenos propuesto varios (p. ej.. metabolitos de la B-alanina
(v. texta) progesterona) Taurina
Otros Muscimol Benzodiacepinas Barbituricos Baclofeno -
agonistas Gaboxadol ansioliticas (p. €j., Anestésicos esteroideos
(THIP,* agonista  diacepam) (p. &j., alfaxolona)
parcial)
Antagonistas Bicuculina Flumacenilo (;agonista - 2-hidroxisaclofeno Estricnina
Gabacina inverso?) CGP 35348 y otros
Blogueantes Picrotoxina® No procede -
del canal
Mecanismos Canal de cloruro controlado por ligando Receptor acoplado a Canal de cloruro
efectores proteinas G; inhibicion de controlado por
adenilato ciclasa, inhibicion ligando

de canales de Ca“",
activacion de canales de K*

Localizacion Extensa; sobre todo en interneuronas GABAérgicas Pre- y postsinaptica Postsinaptica
Extensa Sobre todo en tronco
del encéfalo y médula
espinal
Funcion Inhibicion postsinaptica (ppsi rapidos e inhibicion tonica) Inhibicion presinaptica Inhibicion
(reduce la entrada de Ca®*) postsinaptica (ppsi
Inhibicion postsinaptica rapidos)
(incrementa la permeabilidad
al K%

STHIP es la abreviatura del nombre quimico del gaboxadol. Se ha publicado que presenta preferencia por los receptores GABA,, que contienen subunidades 8.
°La picrotoxina también bloguea los receptores de glicina que contienen subunidades o, pero no los receptores heteroméricos de glicina.
ppsi, potencial postsindptico inhibidor.

Fuente: (Rang & Dale., 2012)

El receptor GABA tiene naturaleza proteica pentamérica, en la cual se distingue las subunidades
o, B, v, 0, € 0y p; las cuales a su vez poseen seis subtipos de subunidades a, tres subtipos de
subunidades [, tres subtipos de unidades y y 3 subtipos de subunidades p.
(Florez, 2014, pp. 543-565) (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539) (Callado, 2011, pp. 71-94). De las subunidades
antes mencionadas las mas importantes desde el punto de vista afectivo son las subunidades a,
B, v; las BZD solo se unen a la interface a-y, especificamente a los receptores que presenten las
subunidades vy, Yy 03,35 (fig. 10). Mediante enfoques genéticos se ha discernido la accion
sedante de la subunidad a, de las acciones ansioliticas presentadas por las subunidades o, 3: hoy
en dia los esfuerzos se enfocan en elaborar farmacos ansioliticos con selectividad o, y a3 con

efecto ansiolitico pero sin los efectos adversos de sedacion y amnesia)
(Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).
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Figura 10-1. Esquema estructural de un receptor GABAA en donde se presenta los sitios de

union especificos para una Benzodiazepina y el aminoacido GABA.
Fuente: (Richter, y otros, 2010)

Las benzodiacepinas en presentacién oral son bien absorbidas, usualmente en un tiempo menor
a 1h alcanzan la Concentracién plasméatica maxima (Cn.x), aunque algunas de ellas son de
absorcién més lenta; la rapidez de absorcion varia en funcion del grado de liposolubilidad,
atraviesa bien la barrera hematoencefalica (BHE) y el equilibrio entre plasma y cerebro se logra
rapidamente gracias a su liposolubilidad, por lo tanto en dosis Unica la velocidad se absorcion es

el factor determinante para el inicio de accion y el ti..

Por via parenteral intramuscular la absorcidn es bastante erratica, irregular y lenta (en particular
diazepam y clordiazepdxido), probablemente debido a la afinidad con el tejido adiposo

adyacente, siendo los farmacos mejor absorbidos por esta via el lorazepam y midazolam
(Flérez, 2014, pp. 543-565) (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

A nivel de distribucién presentan un alto grado de unién al sitio Il de la albimina humana,
siendo la fraccion libre totalmente independiente de la Concentracion plasmatica total (Cp+). La
union a proteinas plasmaticas (UPP) no tiene relevancia clinica sino en casos de insuficiencia
renal y quemaduras. Las benzodiazepinas acusan un modelo bicompartimental (fig. 11-1),
obsérvese la posible diferenciacion en la concentracion plasmatica necesaria para producir dos
efectos distintos (a y b), y la duracién de cada uno de ellos, en el cual el proceso de distribucion
se da desde el compartimiento central hasta los compartimentos periféricos (musculo o tejido
adiposo. Aquellos farmacos con mayor liposolubilidad (p.ej., diazepam y midazolam) presentan
una fase inicial de distribucion muy veloz, después de la administracion de una dosis Unica

intravenosa, después de un tiempo de 30 minutos las Cp pueden caer hasta en 10 veces
(Fldrez, 2014, pp. 543-565).
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Figura 11-1. Curso temporal de una BZD administrada por via oral, que sigue un modelo

bicompartimental
Fuente: (Rang & Dale., 2012)

El metabolismo de esta familia de farmacos resulta bastante complejo ( fig. 12), los principales
procesos metabdlicos resultan mediadas por la citocromo CYP3A4, responsables de reacciones
de oxidacion por oxidasas mixtas microsémicas (Hidroxilacién y N-desalquilacion ), ademés

ciertos farmacos como clonazepam y nitrazepam sufren nitroreduccion.

La oxidacion es una via designada como «susceptible», ya que puede verse alterada por agentes
como una enfermedad hepatica, la edad o los inhibidores metabdlicos (estrogenos, cimetidina,

disulfiram, omeprazol, etc.),entre otros. No sucede asi a nivel de conjugacién, donde estos

factores antes mencionados apenas tienen importancia.

Las benzodiazepinas generalmente son excretadas por via urinaria como conjugados
glucoronidos; la duracion durante la cual tiene una accion terapéutica varia mucho, debido a
esto existe una clasificacion clasica de las benzodiazepinas en aquellas de accion corta,

intermedia y prolongada (tabla 6-1) (Flérez, 2014, pp. 543-565) (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

El uso de las diversas benzodiazepinas se ve influida por la duracién de accion, de este modo
los farmacos con un periodo de accidn prolongado son mas Gtiles como anticonvulsivos y

ansioliticos mientras los farmacos de accién corta son eficaces como hipn6ticos debido a un

escaso efecto de resaca al despertar (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

En tratamientos prolongados el ty, es el factor que condiciona la frecuencia de administracién en
funcion del tiempo estimado para alcanzar los niveles estables. En este caso benzodiazepinas

como el diazepam que presentan t;, prolongado, se espera que la actividad ansiolitica sea
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creciente hasta que logre alcanzar el nivel maximo estable después de varios dias de

administracion, tras el cual existe el riesgo de acumulacién, que puede llevar a niveles excesivos

con consecuencias como miorrelajacion, suefio y sedacion.

Figura 12-1. Vias metabolicas de las principales benzodiazepinas.
Fuente: (Flérez, 2014)
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Tabla 6-1. Caracteristicas farmacocinéticas de las Benzodiazepinas.

Unién a Liposolubilidad

t . (h) t. (h) \J’d (Likg) proteinas (%) relativa
Midazolam 0,3 1,3-3,1 50,2 96 1,54
Triazolam 1,2 2.2 77 0,64
Alprazolam 6-20 70 0,54
Bromazepam 1 10-20 70 0,24
Flunitrazepam 1 15-30 78 0,31
Ketazolam 6-25 96 —
Lorazepam 1-2 9-22 0,7-1 85 0,48
Lormetazepam 1-2 810 0,22
Nitrazepam 1 18-31 1,5-2,7 86 0,29
Oxazepam 2-4 4-13 06 a0 0,45
Clobazam 1-4 9-30 87-90 0,4
Clorazepato® 0.9 24-60 82 —_
Clordiazepéido 1-4 B-28 0,2-0,6 94-97
Diazepam 20-100° 0,9-2 96-98 i
Flurazepam 1 3-4 —
Medazepam 1-2 7-2 98-99 —
Nordiazepam 40-100 0,912 97.6 0,79
*Comg N-desmetildiazepam
*Su metabolito N-desalquilflurazepam tiene t,, de 51-100 h
“Sus numerosos metabolitos activos tienen semivida larga

Fuente: (Flérez, 2014)

Efectos adversos e interacciones

Los efectos adversos causados por el tratamiento con benzodiazepinas pueden resumirse en:

o  Efectos tdxicos, a causa de una sobre dosis aguda
e  Efectos adversos producidos en el transcurso de su uso terapéutico usual.

e Tolerancia y dependencia

Dentro del primer grupo la sobredosis aguda por benzodiazepinas representa un problema
significativamente menos peligroso que otros ansioliticos e hipnoticos, provocando un suefio
prolongado, sin presentar depresion grave de las funciones de los sistemas cardiovascular y
respiratorio. En situaciones en las cuales la administracion de benzodiazepinas se da
concomitantemente con el uso de otros depresores del SNC (p. €j., alcohol), los efectos a nivel
de los sistemas cardiovascular y respiratorio pueden suponer depresiones graves. Varias son las
consecuencias del uso de benzodiazepinas como estupefacientes, también se han utilizado para

fines delictivos y autoliticos, por lo que la disponibilidad de un antagonista eficaz es
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fundamental, el flumazenilo es el antidoto de uso clinico méas efectivo en el tratamiento de

intoxicaciones agudas empleado en dosis de 0,2 a 4mg (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

En el uso terapéutico frecuente de las benzodiazepinas los principales efectos adversos
constituyen confusion, somnolencia, amnesia (mas frecuente con BZD potentes como
lorazepam), ataxia, disartria, coordinacion deficiente que afecta al desempefio motriz
considerablemente. (p. ej., manejo de maquinaria y vehiculos; asi como de respuestas que

requieres reflejos motores finos en la expresion) (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

Efectos menos frecuentes se presentan en la conducta, en la cual puede manifestarse hostilidad y
agresividad, e incluso un estado inicial con cierto grado de nerviosismo ante de que el efecto
ansiolitico surta efecto. Los preparados de accidn corta que son utilizados en mayor grado para
el tratamiento hipnotico frecuentemente pueden presentar efecto rebote con el cese de la accién
del farmaco, particular en el cual debe emplearse una alternativa de accion prolongada o

intermedia.

Por via intravenosa los efectos secundarios manifestados pueden ser hipotensién y depresion
respiratoria, aunque su capacidad letal es muy reducida. Como ya se tratd parrafos atras las
interacciones a nivel farmacodinamica se dan principalmente con otros supresores del SNC, en
el cual los fenémenos de desinhibicion y depresién pueden verse potenciados por opiaceos,

barbituricos, alcohol, antihistaminicos sedantes, etc. (Flérez, 2014, pp. 543-565)

Especificamente para el caso del diazepam no se encuentra suficientemente claro su accion
teratdgena en forma de labio leporino, pero se considera prudente evitar su uso durante el
primer trimestre del embarazo; asi también en casos excepcionales pueden presentarse
reacciones hematoldgicas, hepaticas y dérmicas. Esta totalmente demostrado que tanto fenitoina

como fenobarbital inducen el metabolismo de diazepam.

Todas la benzodiazepinas generan tolerancia de manera gradual (es decir un incremento
progresivo de la dosis necesaria para el paciente), asi como dependencia que puede ser fisica
como psicolégica. La tolerancia se aprecia mejor en los tratamientos prolongados y no se
conoce bien en qué grado se desarrolla tolerancia al efecto ansiolitico. La dependencia puede
presentase a dosis bajas en el cual se manifiesta un sindrome de abstinencia que tras la
supresion gradual del farmaco se instaura lentamente (para el diazepam los sintomas de
abstinencia pueden tardar hasta 3 semanas en aparecer); la sintomatologia del cuadro es difusa
debido a que es complejo diferenciar si se trata de una reaccion por retirada del farmaco o una
recaida del cuadro ansioso. En dependencia de la situacion del paciente el sindrome puede ser

mayor (alucinaciones, delirio, convulsiones y confusion marcada) o menor (insomnio, ansiedad,

34



despersonalizacion, alteraciones sensoriales y somaticas) y adquiere mayor intensidad mientras

mas prolongado es el tratamiento y a dosis mas altas.

Datos epidemioldgicos presentan que aproximadamente el 35% de los pacientes que siguen un
tratamiento con benzodiazepinas en un tramo de méas de 4 semanas desarrollan dependencia
fisica, asi también la interrupcion brusca del tratamiento después de semanas o meses puede
conducir un efecto rebote asi como pérdida de peso, temblor, mareo, acufenos y trastornos del
suefio debido a potenciacion de la fase REM. Las benzodiazepinas que presentan un mayor
potencial de dependencia en términos de latencia y gravedad, son aquellas con mayor potencia y

con un ty, de eliminacidon menor (Flérez, 2014, pp. 543-565) (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

La dependencia y tolerancia puede verse reducida al disminuir gradualmente a dosis
administrada y en periodos intermitentes, que pueden verse acompafiadas del uso concomitante
con extractos naturales con actividad ansiolitica que pueden contribuir a reducir el sindrome de

dependencia.

B. Agonistas parciales de los receptores 5-HT1A.

Los farmacos de esta familia son utilizados principalmente como antidepresivos (antidepresivos
de segunda generacion), también son considerados por las guias internacionales como una
opcién de primera linea para el tratamiento de ansiedad (tabla 8-1), razén por la cual en este
trabajo se los estudia por separado de los antidepresivos de primera generacion y de los demas
compuestos con esta actividad; su accién radica en una inhibicién neuronal a nivel de los
receptores 5HT; 4, receptores relacionados con procesos ansiosos (tabla 7-1). Este grupo incluye

fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina, escitalopram y citalopram.

Las dreas sombreadas corresponden a la
localizacion de las  terminaciones
serotoninérgicas. Am, nucleo amigdalino;
C, cerebelo; Est, cuerpo estriado; Hip,
hipocampo; Hit, hipotdlamo; Sep, septum;
Ta, tdlamo.

SEROTONINA

Nucleos del rafe
Médula espinal

Figura 13-1. Esquema de las vias de la 5HT en el encéfalo
Fuente: (Rang & Dale, 2012)
Elaborado por: (Orna, 2015)
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La distribucion de las neuronas que presentan en su matriz 5-HT (véase figura 13) es similar
aquella correspondiente a las neuronas noradrenérgicas. Sus cuerpos celulares se agrupan en la
parte superior y en la protuberancia del bulbo raquideo, cerca de la linea media también
denominada rafe, por lo que usualmente son denominados nucleos de rafe. Los nucleos en la
situacion rostral son proyectados mediante el haz proencefalico medial a varias zonas de la
corteza, entre ellos el hipocampo, los nucleos de la base, el hipotdlamo y sistema limbico. Las

células con mayor caudal son proyectadas hacia la médula espinal, el bulbo raquideo y el

cerebelo (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

Tabla 7-1. Farmacos significativos que acttan sobre los principales subtipos de 5-HT.

Tabla 15.1 Farmacos significativos que achilan sobre los principales subtipos de recepiores 5-HT

Receptor Locolizacion Funalon principsal Blistema de Farmacos signifioathvos
sefallzecion
Apgonistas Antagonisias
B-HT 5 BNC Infnibicicn neuronal Proteina G GG Buspirona (AF} Erpotamina (AF)
Efactos conducbuales: | AMPC [pusde S-CT
sushio, allmertacian, Tamiben modular [os 8-0H-DPAT
termameguizcion, anskedad canales de Ca” ")
5HT1m BMNC, misoulo Iso Irhibicicn presinaptica Ergotamina (P Meticiepina
vascular, muchas Efectos conductuales Triptanas
oiras ocallzaciones Vasoconstricckin pulmonar
B-HT, o SMC, linfocitos - - -
5-HTip SMC, vasos Vamoconstricolin cersbral 5-CT Ergotamina (AP
sanguineos Efactos conduchuales: Triptanas
looomocion
B-HT e BMC - - -
B-HT e BSNC, ¢dero, corazdn, = L Tripianos? =
tubo dipestivo
B-HTaa, BMNC, BMP, mascuio Excitacion neuronal Proteina G (Gg"Gn1) LED [BNC) Kefansarina
liso, plaquetas Efectos conductuales | IPs, Ca™ -Ae-J-HT Cliproheptadina
Contraccion ded misoubs liso Pizoiifeno (RE)
intestne, bronrquics, sic.) Metisergida
Agragacien plaguetaria LED [panfaria)
Vasoconstriooknd
vixsadiatacan
S-HT . Forndo pastrico Contraccion LsD
-Ae-T-HT
5-HT;c BNC, linfocitos - LED Metisergida
-fe-3-HT
5-HT; BMP, SMC Excitacion neunnal Canal catianico D-Ma-5-HT Dicdxmatron
(AUHONOMa, Neurnonas controlado por CioromehT higuanica Granisstron
riocicepiivas) bgardos COndansstron
Emesis Falonosstran
Efactos conducbuales: Troptsstndn
anskedad
5-HTy SMP (tubo digestiva), Excitacion neuronal Proteina G (Geh Mstoclopramida -
=1 1l P ortilicied Gl | BMPo S-meaioeirictaming
B-HT., BMNC Ehdodulackin de la conducta Como arriba. - =
expioratona jrosdores)?
B-HT, SMC, leucoofios LAprendizajE ¥ memora? Comao arriba - -
B-HT; BMNC, tubo dipastve, £Termoereguiacion® Como arriba. LsD =
VASOS sanpuineos ZRitmo circadiana? =

Los fanmesoos an oursha no benen aplcacion dinica. AF, agonista pandal; 5-CT, S-carbosamicotriptamina; DAG, dacipicenat; G, gasiroiniestnal; IFa, incsiol
Irfosisio; LS0, distiamics del ackdo Issrgion; &-Me-5-HT, a-medl-3-hidrocirptamire; 2-Me-3-HT, 2-metl-3-hidrosdriptsmina; NS, no seiectho;
EB-OH-DFAT, B-hidros-2-jd-n-proplamino) fetraling; SMC, sSsiema nenvioso centml;, BHF, sistiema nervioso perférico.

El sisiema de dasficacion de mospbones &sia iomado de Hoyer ot al. 2008 IUPHAR databess ot hpssy upher-db.org.
La ista de agonistas ¥ antagonistas iNcluye soments 105 oMpUesios MAS 0oNOCO0S. Aciusimenis s esian dessrmolanco MUMenosos nuevos igandos

sslsctivos de recepions 5-HT, conocidos solo por ios nomems de cooficsson.

Fuente: (Rang & Dale, 2012)
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Los receptores 5-HT;a pueden ser definidos como autorreceptores somatodendriticos para las
neuronas tipo 5-HT en los nucleos del rafe, presentando un efecto autoinhibidor el cual tiende a

limitar la frecuencia del nimero de impulsos emitidos por estas células.

Tabla 8-1. Dosis diaria recomendada en el tratamiento farmacolégico de los trastornos de

ansiedad.
Primera linea Segunda linea Otras alternativas
Farmaco Dosis (mg) Farmaco Dosis (myg) Farmaco Dosis (mal
Trastorno por ansiedad Escitalopram  10-20 Clonazepan 2-8 Ouetiapina 50-300
generalizada Paroxeting 20-440 Diazepam 10-30 Buspirona 10-20
Sertralina 50-100 Cloracepato 1545 Hidroxicina 2575
Fluoxetina 20-40 Imipramina 50-100
Fluvoxamina 100-300 Clomipramina 73150
Venlafaxina 1525 Fregabalina T3-300
Duloxeting 60-120
Trnstor_nu par prisia de Escitalopram  10-20 Clonazepan 2-8 (Quetiapina S0-300
SRREIE itwos Paroxeting 20-40 Diazepam 10-30 Valproato 300-1000
Sertralina 50-100 Alprazolam 2-B Gabapentina 300-800
Fluoxetina 20-40 Lorazepam 2-4
Fluvoxamina 100-300 Mirtazapina 15-30
Citalopram 10-30 Venlafaxina 75-300

Clomipramina  73-130

Imipramina 50-100
Fobia simple Paroxeting 20-40 Escitalopram  10-20

Fobia social Seriralina 50-200 Clonazepam 2-10
Fluvoxamina 100-300

Escitalopram  10-20

Paroxetina 20-40
Venlafaxiing 75150

Fuente: (Ferre & Camarillo, 2013)

Caracteristicas farmacocinéticas

Los ISRS se absorben bien por via oral, y la mayoria presenta t;, plasmaticas de 18 a 24 horas,
a excepcion de la fluoxetina que tiene un ty, plasmatico entre 24-96h. La aparicion del efecto
terapéutico se da entre la segunda y la cuarta semana. Tanto sertralina, fluoxetina y citalopram
dan lugar a metabolitos activos producto de su desmetilacion principalmente; el metabolito
activo de la fluoxetina (norfluoxetina) presenta una semivida que varia desde los siete a los

cinco dias (tabla 11-1). (Flérez, 2014, pp. 543-565)
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Efectos adversos

Los efectos adversos que se presentan con mas frecuencia son: insomnio, pérdida de libido,
nauseas, anorexia y anorgasmia. Varios de estos efectos adversos son consecuencia de la
estimulacion o accién potenciada de los receptores 5-HT postsinapticos debido a que los ISRS
son causantes de un aumento de la concentracion extracelular de serotonina. Los efectos
adversos pueden ser una respuesta a una estimulacion inespecifica e incorrecta (p. €j.,
estimulacion de un receptor 5HT,, 5HT3, 5HT,), 0 a su vez puede tratarse de una estimulacion

del receptor correcto (5HT14) pero en una zona incorrecta del encéfalo.

C. Farmacos de accion antidepresiva

La distincion entre los trastornos de ansiedad y depresion no siempre es lo suficientemente
clara, inclusive pueden existir estados en los que se superponen las sintomatologias, a lo cual
muchos  profesionales pueden asumir estados mixtos de ansiedad-depresién
(Flérez, 2014, pp. 543-565). La eficacia de antidepresivos triciclicos (antidepresivos de primera

generacion) ha sido comprobada en farmacos como la impramida.

El principal problema resultante de este tipo de tratamiento es la adherencia, debido a que los
efectos secundarios (sedacion, boca seca, disfuncién sexual, taquicardia, hipotension postural)
lo hacen menos aceptables frente a otros tratamientos, constituyéndose asi como farmacos de
segunda y tercera linea. A pesar de ser poco utilizados, su principal indicacién

radica en trastornos  obsesivo-compulsivos y  conductas  obsesivo-compulsivas
(Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).
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Tabla 9-1. Tratamiento farmacoldgico del trastorno obsesivo-compulsivo.

Dosis minima
recomendada (mg/dia)

Dozis maxima

recomendada (mg/dia)

Paroxeting

20

60

Sertraling

1)

X0

Huvaxamina

130

-

Auoxeting

Citalopram

Ezcitalopram

60

Clomipramina

130

230

Modificada de Dell’Osso B, et al®.

Fuente: (Schalatter & Gamazo., 2011)

Tabla 10-1. Tipos y caracteristicas de los antidepresivos.

Tipo y ejemplos Accién Efectos adversos Riesgo de F Observaciones
de la de
(1) ISRS Todos muy selectivos para Mauseas, diarrea, agitacion, Bajo riesgo de sobredosis, - -
5-HT insomnio, anorgasmia pero no deben utilizarse en
Inhiben el metabolizmo de otros. combinacién con IMAD
fammacos con el consiguiente riesgo
de la recaptacion
Fluoxetina Como antes Como antes Como antes t1z prolongada (24-96 hy -
Fluvoxamina Como antes Comoe antes Como antes tiz 18-24h Menos nauseas que los demas ISRS
Paroxetina Como antes Comeo antes Como antes t1218-24h Reaccién de abstinencia
Citalopram Como antes Comeo antes Como antes t1224-36h =
Escitalopram Como antes Como antes Como antes t1224-36h Isémero § activo del citalopram
Menos efectos adversos
Sertralina Como antes Comeo antes Como antes t1224-36h =
{2) Grupo de ATC icidn de la i Arritmias ventriculares, — p da wprimara i,
clasicos de NA/S-HT Efectos anticolinérgicos (sequedad Al riesgo en combinacion ain muy utilizados, aungue, en general, los
de boca, estrefimiento, vision con depresores del SNC nuevos farmacos tienen menos efectos
borrosa, retencién urinaria, etc ) secundarios y menor riesgo de sobredosis
Hipotensién postural
Convulsiones
Impotencia
Intaraccion con depresores del SNC
(especialmente alcohol, IMAC)
Imipramina No selectivo Como antes Como antes t12 4-18 h; se convierte —
en desipramina
Desipramina Selectivo para NA Comeo antes Como antes ty212-24h =
Amitriptilina Mo selectivo Como antes Como antes ty2 12-24 h; se convierte Muy utilizado, también en el dolor
en nortriptilina neuropéatico (capitulo 41)
Nortriptilina Selectivo para NA (ligerc) Como antes Como antes tyz prolongada (24-06 h)  Larga duracién, menos sedante
Clomipramina Mo selectivo Comeo antes Como antes tiz18-24h Se usa también en los trastornos de
ansiedad
{3) Otros inhibidores no selectivos
Venlafaxina Inhibidor débil y no selectivo ~ Como los ISRS Seguro en caso de t12 breve (~5 h); se Se dice que actia con mayor rapidez que
de la recaptacion de NA/S-HT Sintomas de convierte en otros antidepresivos y que funciona mejor
También posee efectos no y molestos si se omiten dosis desvenlafaxina, que en los pacientes =resistentes al
selectivos de blogueo de inhibe la recaptacién de tratamiento-
receptores NA Se suele clasificar como inhibidor no

selectivo de |a captacion de NAS-HT,
aunque in vitro muesira selectividad para
5HT

Fuente: (Rang & Dale., 2012)
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Tabla 11-1. Caracteristicas farmacocinéticas de los antidepresivos.

Dosis habitual  Dosis extremas

Farmacos Isozirmas CYP Matabolitos activos T thl {mgidia) (mgidia)
Amitrigtiling CYPIAZ, 206, 3430 Hartrigtiing 9-38 100-200 25-300
Clomigraming CYPIAZ Desiprarmina 17-28 100-200 25-300
Diepara 11-23 100-200 25-300
Inipraming CYPIAZ, 2019, 2D6 Desipraming 9-28 100-200 25-300
Trrnipramina 811 15-200 25-300
Dosubeping Nartiadén, Hi-24 75150 S0-250

dosulepina-N-dudo
Arrcaping 8-30 20:0-300 S0-E00
Bupropion P 200-300 100-450
Desipramina CYPIDE Dewnaprotilina, 1727 100200 25-300
maprati-H-caido
Maprotiing CYFID6 1040 100-150 25-215
Hertriptilina CYPIDE, 344, 142 16-90 75-150 25-250

Citalopram CYPFIAL Di-tdesmaticitalogram n 10-40 10-E0
[Estitakapram CYF2C19, 344, 206 Di-gesrnetdescitalonram ] 20-40 10-60
Fluscmeting CYPIDE, Harfluometing a1k 10-40 550
Moderado 20919, 344
Fluvexamina CYPIA2, 206 15-22 100200 S0-300
Parcaeting CYP2DE i 20-40 10-50
Sertralna CYPICHN G, 344, 206 Desmatiberaing 25 100-150 S0-200
Vilazodona CYP3a4 25 10-40
Agomeating CYFlAZ 1-2 25-50
CYP2CSM S {10%)
Dulcoeting CYPIAZ, 206 12 60-120 30-120
disnsering CYP2DE Dedmeti-OH-miansenna 6-40 E0-90 30-200
Miriazapina CYF3a Desmetimiriazapina 20-40 15-45 7.5-45
Rebometing CYP20E, 142, 384 13 44 412
Trazodona CYP3A4 8-10 150-200 S0-600
Venkafawng CYPIDE Oedesmetivenlafaxing ] 11235 15375

5K inhibadones selectivos de by recaptacion de senoboning.

Fuente: (Flérez, 2014)

D. Otros farmacos

En este grupo de Farmacos se encuentra la buspirona (véase figura 8-1), la cual se utiliza para
tratar los trastornos de ansiedad generalizada, siendo ineficaz en los trastornos de angustia y
crisis de panico. Su mecanismo de accion es diferente al que presentan las benzodiacepinas pues

su mecanismo de accion no estd vinculado al receptor GABA, carece de accion hipndtica,



miorrelajante y anticonvulsivante. M&s que sedacion produce insomnio. No provoca
alteraciones en la memoria ni tampoco trastornos cognitivos o psicomotores. No interactta con

depresores del SNC, incluido el alcohol.

No se ha descrito abstinencia ni el desarrollo de dependencia fisica; ademas, pueden producir
disforia, por lo tanto no induce al abuso. Se ha demostrado que su eficacia ansiolitica es
semejante a la de las benzodiazepinas, pero la principal contrariedad es la lentitud con la que se
da el inicio de accidn terapéutica, ya que la actividad ansiolitica puede tardar hasta 2 semanas en
instaurarse. Los pacientes tratados previamente con benzodiazepinas no se sienten igual de
aliviados por la buspirona. Este fendmeno podria tener relacién con la existencia en estos

pacientes de sintomatologia de abstinencia a las benzodiazepinas. (Florez, 2014, pp. 543-565) (Rang &
Dale, 2012, pp. 531-539).

Funcionalmente, la buspirona asi como sus derivados actian como agonistas parciales del
receptor 5-HT;4, aunque su efecto final sobre la transmision de la serotonina, aunque no esta

demostrado en su totalidad.

La principal ventaja con respecto a las benzodiazepinas esta planteada por una menor incidencia
de efectos adversos. Puede producir cierta sensacion de vértigo, mareo, cefalea, sudor,
nerviosismo, inquietud, parestesias y nauseas, que pueden inducir el abandono del tratamiento
por parte de los pacientes. La buspirona esta se encuentra indicada particularmente en aquellos
pacientes con antecedentes de abuso de alcohol, asi también en pacientes en los que su trabajo
suponga largos periodos de manejo de maquinaria 0 sean conductores profesionales,

debido la disminucion de las habilidades psicomotoras puede suponer un riesgo.
(Flérez, 2014, pp. 543-565).

Ademés de los farmacos con acciéon predominate sobre los receptores GABA y 5-HT, se
considera que otros transmisores y hormonas intervienen en las crisis de ansiedad,
concretamente la noradrenalina, el factor liberador de corticotropina, el glutamato, la
colecistocinina (CCK), el neuropéptido Y, la sustancia P, la galanina, las orexinas y los
neuroesteroides. Por lo tanto se encuentran actualmente en estudio ansioliticos especificos para

estas dianas, aunque ninguno se halla disponible alin para su uso clinico
(Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

En la actualidad con los avances en los estudios de nuevos fitofd&rmacos para el tratamiento de
ansiedad se encuentran disponibles nuevas lineas de tratamiento como lo es el tratamiento con
extractos de Passiflora edulis, Passiflora incarnata o Valeriana officinalis, que han demostrado

tener efectos comparables con los presentados por los farmacos empleados en los tratamientos
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clasicos. (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327 ) (Hernandez, etal, 2007) (Riofrio, 2014)
(Li, et. al, 2011, pp. 185-190).

1.3.5. Modelos animales para el estudio de ansiedad

Ademas del aspecto subjetivo o emocional de la ansiedad humana, existen pardmetros ya antes
mencionados como los efectos conductuales y psicolégicos que también se presentan en
animales de experimentacion. En términos bioldgicos, el trastorno de ansiedad induce una
forma particular de inhibicion de la conducta, a causa de nuevos episodios 0 condiciones
ambientales que generan episodios de amenaza y dolor. En los animales en dependencia de la
raza y la respuesta a las situaciones de apremio, esta inhibicion conductual puede presentarse
como inmovilidad, buscada de lugares cerrados, o supresion de una respuesta conductual, como
presionar una palanca para obtener alimento o soportar una carga eléctrica definida para

obtenerlo (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

La ansiedad ha sido estudiada ampliamente en modelos animales, algunos recurren a respuestas
condicionadas, mientras otros modelos se caracterizan por el estudio de respuestas mas
naturales de la especie por lo tanto estos modelos son considerados etoldgicos o de respuestas

no condicionadas (tabla 12-1). (Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147)

1.3.5.1. Modelos de respuesta condicionada

Este tipo de modelos se fundamentan en la capacidad de respuesta ante un estimulo con la
respuesta especifica a otro estimulo. Comlnmente se presenta un estimulo de tipo aversivo,
generalmente una descarga eléctrica sobre el animal quien debe manifestar una respuesta
determinada. Estos tipos de modelos permiten al experimentador un control bastante preciso

sobre los niveles de conducta basal.

El principal inconveniente de este tipo de modelos resulta de la necesidad casi permanente de
entrenamiento de los sujetos de experimentacion, también se requiere incluir en el disefio
experimental varios grupos control, para descartar efectos no especificos del tratamiento sobre
aspecto estrechamente relacionados con el estudio como: memoria, aprendizaje, apetito,

percepciones motoras y somaticas. Existen dos variantes principales de este tipo d modelos:

e  Modelos basados en el condicionamiento pavloviano o asociativo (comprende la supresién
condicionada de presionar palanca y la denominada respuesta emocional condicionada
(REC))
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e Modelos basados en el condicionamiento instrumental o de operacion, el cual implica un

conflicto de aproximacion-evitacion, a este tipo se los denomina modelos de «conflicto».

El procedimiento clasico consiste en proporcionar una leve corriente eléctrica al animal a través
de una base con rejillas metélicas en una caja de acondicionamiento. Este choque eléctrico o
estimulo  incondicionado (El), comUnmente suele estar emparejado con un estimulo
condicionado (EC), el cual puede ser el microambiente de la caja en la que se encuentre el
animal, también pueden constituir otros (EC), estimulos auditivos o la luz. La presentacion
conjunta del EC-EI, resultara generalmente en que el EC elicita una respuesta condicionada
(RC) en ausencia del estimulo incondicionado. La respuesta condicionada comunmente
estudiada es la inmovilizacion, que se define como la escasez de movimiento, excepto lo
necesario para respirar; es asi que la inmovilizacién es directamente proporcional al namero de
choches eléctricos que recibe el animal. Otras variables pueden influir en la inmovilizacién
como lo es la cantidad de cambios entre los estimulos EC y El y la sesion de observacion,
intervalos entre ensayos, la inhibicion latente, nimero de ensayos condicionados, aumento de la
intensidad de choque, tiempo entre intervalo entre ensayos, entre otras variables que puedan

influir en el desarrollo del medio condicionado (Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).

1.3.5.2. Modelos de respuesta no condicionada

Este tipo de modelos se fundamentan en el estudio de la ansiedad valorando la respuesta
fisioldgica o conductual ante estimulos estresantes o nuevos para el animal. Con frecuencia se
valora el miedo como respuesta ante situaciones novedosas, en donde el sujeto experimental es
expuesto a espacios altos, abiertos o con luces brillantes. En este tipo de modelos el acceso a
agua y alimento ad livitum es fundamental, no hay restriccion de la corriente eléctrica en el

transcurso del estudio y no se requiere de periodos extensos de entrenamiento
(Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147) (Cruz-Morales, et.al, 2003, pp. 93-105)

Los modelos representativos de los estudios de respuesta no condicionada son:

v" Laberinto Elevado en Cruz o Elevated Plus-Maze (EPM siglas en inglés)
v" Campo Abierto u Open Fiel Test (OF siglas en inglés)

Un ratén que es colocado conscientemente en un lugar de estudio que resulta ser nuevo para él,
generalmente su respuesta es permanecer inmovil pero alerta (supresion conductual) durante un
tiempo determinado, el cual es una respuesta a la «ansiedad» mostrada por el animal producida

por el entorno ajeno a su habitad habitual; el tiempo de inmovilidad suele disminuir con el
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tiempo de manera normal, por un proceso de adaptabilidad. El reflejo natural de inmovilidad

puede ser reducido con la administracion de ansioliticos. (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539)
(Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).

El laberinto en cruz-elevado es un modelo clasico ampliamente utilizado; dos brazos de la cruz
elevada estan abiertos y los otros dos se encuentran cerrados. Normalmente los animales de
experimentacion pasan méas tiempo en las ramas cerradas que en las ramas abiertas (por miedo a
caerse, inseguridad, o simplemente por miedo a quienes lo manipulan). La administracion de
farmacos con efecto ansiolitico incrementa el tiempo de permanencia de los animales de
experimentacion en los brazos abiertos y también el nimero de entradas en cualquiera de los

brazos abiertos, pero sin incremento de la actividad motora (Rang & Dale, 2012, pp. 531-539).

El nimero de entradas en los brazos (generalmente se evalla los brazos abiertos), se encuentra
expresado en porcentaje o proporcidn de entradas en los brazos, el tiempo dedicado a los brazos,

esta expresado en porcentaje o0 relacion de tiempo en el brazo total
(Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).

La menor frecuencia de entrada en los brazos abiertos es determinante de ansiedad, de manera
que se considera que existe un mayor nivel de ansiedad cuando el sujeto experimental
permanece mas tiempo en los brazos cerrados (brazos méas protegidos), con menor exploracion

en los brazos abiertos (potencialmente amenazadores) (Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).

Con el uso de nuevas tecnologias se han implementado monitorizaciones por videocdmara y

sistemas técnicos, mediante las cuales se han podido evaluar otras conductas como:

e Estiramiento del cuerpo
e Sumersién de la cabeza
e Estiramiento con soporte a la pared y

e retornar al brazo cerrado

También, se han incluido, las distribuciones espaciales de ciertas posturas o actos (como en

sumergir la cabeza en relacion a la estancia en el tipo de brazo, “protegido” o “no protegido™)

La modalidad de Campo abierto es una prueba elaborada por Hall (1934) que busca evaluar la
respuesta de los sujetos ante un acontecimiento estresante. La emocionalidad en animales de
experimentacién es valorada mediante la frecuencia de la defecacion y la orina al igual que la
actividad conductual en el campo, en un 4area circular debidamente iluminada de
aproximadamente de 1.2m de didametro, la cual se encuentra cerrada por un muro de 0.45 m de

altura. La prueba consiste en la valoracién de pardmetros conductuales que se producen en

44



respuesta al colocar un sujeto en un espacio abierto y completamente nuevo, en donde escapar
no es posible. EI animal es observado durante 2 a 20 minutos después de ser colocado en el
centro o junto a las paredes del aparato, haciendo de esta modalidad una prueba facil, sencilla'y
rapida de medir, igualmente los comportamientos a evaluar son faciles de identificar y

determinar (Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).

El comportamiento de ansiedad mostrado esta determinado por dos aspectos fundamentales:

e La prueba individual (el animal es separado de un grupo social-propio) y
¢ la agorafobia (el campo es muy grande en relacion al medio ambiente natural), se genera

miedo a espacios abiertos en los que se ven obligados a estar.

Es importante destacar que el comportamiento de los roedores en el campo abierto depende
primordialmente de los factores sensoriales tactiles. También hay que destacar que la

exploracion puede variar ante algunos factores como:

e Privacion de alimento o agua
e Estado de la iluminacion
o Olores fuertes

e Ruido, entre otros.

El principal inconveniente asi como una gran preocupacion constituye la falta de
estandarizacion de los modelos no condicionados, en especial para las herramientas EPM y OF,
debido a que los diferentes laboratorios, bioterios y demas relacionados usan formas y tamarios
variados, de los modelos experimentales, es decir son adaptaciones del original, que presentan
variaciones en la iluminacion (zonas claras, opacas; con o sin iluminacién), también pueden
presentar una tapa en la parte superior, mientras en otros es abierto; también se puede dar la
presencia de objetos en el campo y pueden variar los materiales con los que se fabrica el

instrumento (ain no se sabe cdémo puede influir el material en el estudio)
(Polanco & Vargas-Irwin, 2011, pp. 141-147).
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1.3.6.

Tabla 12-1. Compendio de las pruebas de mayor uso para evaluar la ansiedad

en animales de experimentacion.

MODELOS DE RESPUESTA
INCONDICIONADA

MODELOS DE RESPUESTA
CONDICIONADA

Campo abierto

Respuesta emocional
condicionada

Tabla de agujeros

Supresion condicionada

Caja de dos compartimientos
blanco-negro

Evitacion pasiva/activa

Laberinto elevado en cruz

Prueba de cuatro platos

Interaccion social

Test de conflicto de Geller-Seifter
y el de Vogel

Supresion de la ingesta indu-
cida por la novedad

Condicionamiento de
vocalizaciones ultrasénicas

Contraste negativo

Estimulacién eléctrica cerebral

Conducta defensiva
de enterramiento

Modelo de Thiébot de retirada
de la senal de seguridad

Holeboard

Efecto del reforzamiento parcial
sobre la extincién

Potenciacion de la respuesta
de sobresalto

Fuente: (Polanco & Vargas-lrwin, 2011)

Canayuyo (Sonchus oleraceus)

1.3.6.1. Clasificacion taxonomica

En la tabla siguiente se presenta la clasificacion taxondmica del Canayuyo, extraido de tesis

pasadas de estudiantes de la ESPOCH y la UTA.

Tabla 13-1. Clasificacion taxonémica del Canayuyo.

Reino

Division
Clase

Orden

Familia
Género
Especie

Fuente: (Torres, 2012)
Elaborado por: (Orna, 2015)

Plantae

Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asterales
Asteraceae
Sonchus

Oleraceus
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e
Flora Londinensis

‘
/ William Curtis (1746-1799)
§ Gl
NV 7

Figura 14-1. Sonchus oleraceus L. ilustracion botanica.
Fuente: (Freckmann, 2012)

1.3.6.2. Nombres populares

e Espariol: cerraja, lechecillo, lechuguilla, canapaco (Bolivia), hierba de cuy (Ecuador),
plumillo

e Inglés: sowthistle.

e Portugués: serralha, leitaruga.

e Otros: lactucella (Italiano), qarasaoi (Quechua), rauriki (Maori), llamp’u (Aymara), nilhue
(Mapuche). (Torres, 2012, p. 34)

1.3.6.3. Historia

La denominacion del género «Sonchus» provendria aparentemente del latin y seria el nombre
asignado por Teofrasto a esta planta debido a la similitud con el cardo. Para otros cientificos el
término provendria del griego cuyo significado es «hueco», en referencia al espacio hueco del
tallo. En tanto que «oleraceus» tendria relacion con su caracter perfumado. Dioscérides en la
antigliedad le designaria el nombre de Sonco, y esta seria recomendada para estimular la
secrecion de leche y para dolores de estdmago. En Italia es denominada “lactucella” debido a la
secrecion de latex lechoso que emana la planta después de un corte. De acuerdo con escritos de

Geronimo de Bibar en 1558, sobre la flora chilena se piensa que este género fue introducido en
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América en los primeros afios de la conquista. También existen referencias acerca de que el
navegante inglés J. Cook llevaba consigo esta planta en sus navios con la finalidad de evitar el

escorbuto. (Torres, 2012, pp. 34)

Canayuyo (Sonchus oleraceus) (fig. 15-1), es una especie perenne con flor herbacea,
perteneciente a la familia de las Compuestas (Asteraceae). Puede llegar a medir hasta 1.5 m de
altura, pero su tamafio normal se sitta entre 40-90cm. El tallo es cilindrico, hueco por dentro y

se caracteriza por la presencia de una sustancia lechosa en su interior.

Las hojas son de naturaleza alterna, runcinadas y las inferiores poseen I6bulos dentados, y las
superiores son sésiles, auriculadas en la base; se encuentran divididas en segmentos y tienen los
bordes dentados; en la base se distingue una formacién de dos gajos triangulares que abrazan el

tallo.

Las flores son de color amarillo, liguladas, se encuentran agrupadas en ramilletes de cuatro o
cinco, estas se agrupan en cimas unbeliformes, con involucro de tipo acampanado de 10-12 mm
de alto. Los frutos de color pardusco, son muy pequefios y tienen la piel con numerosas arrugas
bastante finas; algunos autores lo describen como un aquenio lanceolado, comprimido, glabro,

de 3,5 mm de largo. EI Canayuyo florece en verano y fructifica en época de otofio
(Freckmann, 2012) (Linnaeus, 1753, pp. 794)

1.3.6.4. Descripcién Botanica

Canayuyo (Sonchus oleraceus) (Véase figura 15-1), es una especie perenne con flor herbacea,
perteneciente a la familia de las Compuestas (Asteraceae). Puede llegar a medir hasta 1.5 m de
altura, pero su tamafio normal se sitla entre 40-90cm. El tallo es cilindrico, hueco por dentro y
se caracteriza por la presencia de una sustancia lechosa en su interior. Las hojas son de
naturaleza alterna, runcinadas y las inferiores poseen lébulos dentados, y las superiores son
sésiles, auriculadas en la base; se encuentran divididas en segmentos y tienen los bordes

dentados; en la base se distingue una formacién de dos gajos triangulares que abrazan el tallo.

Las flores son de color amarillo, liguladas, se encuentran agrupadas en ramilletes de cuatro o
cinco, estas se agrupan en cimas unbeliformes, con involucro de tipo acampanado de 10-12 mm
de alto. Los frutos de color pardusco, son muy pequefios y tienen la piel con numerosas arrugas
bastante finas; algunos autores lo describen como un aquenio lanceolado, comprimido, glabro,

de 3,5 mm de largo. EI Canayuyo florece en verano y fructifica en época de otofio
(Freckmann, 2012) (Torres, 2012, p. 34) (Linnaeus, 1753, p. 794)
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Figura 15-1. Partes del Canayuyo (1) flor, (2) fruto caracteristico

blanquecino y (3) hojas tipicas dentadas
Fuente: (Torres, 2012, p. 34).

1.3.6.5. Habitat

El canayuyo es una especie de origen europeo, norafricano y del oeste asiatico. En la
actualidad es adventicia en todo el planeta. Crece prevalentemente en terrenos de zonas

templadas, entre los 760 y 1880 metros s.n.m (Torres, 2012, p. 34).

1.3.6.6. Parte utilizada

La mayor cantidad de informacidn sitla al uso de esta planta como alimento para animales e
incluso para consumo humano en las ensaladas. Pocos son los reportes del uso del canayuyo con
fines curativos, es asi que la mayor cantidad de datos sujetan la hipotesis de la utilidad de las
partes aéreas del canayuyo principalmente como: laxante, diurético, depurativo,
antiinflamatorio, antioxidante y ténico general (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327 )
(Linnaeus, 1753, p. 794) (Garcés, 2012, pp. 40-42). En Europa se emplea con frecuencia la parte aérea

mientras en Sudamérica se emplea preferentemente la planta entera, incluyendo el latex
(Torres, 2012, p. 34).
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1.3.6.7. Composicion quimica

En la planta se han aislado y caracterizado principalmente flavonoides del tipo:

o Apigenina

o Apigenina-7-glucosido

o apigenina-7-0-B-D-glucuronido metil éster

o apigenin-7-0O-B-D-glucuronide etil éster

o apigenin-7-0O-B-D-glucopiranuronido

o luteolina

o luteolina-7-O-B-D-glucdsido (Xu & Liang, 2005, pp. 7); 0tros autores establecen la presencia del

compuesto quercetin-3-glucosido (Giner, Et. Al, 1993, pp. 617-620).

También estdn presentes acidos fendlicos como el acido cafeico, acido clorogénico y acido
isoclorogénico (Giner, Ubeda, Just, Serrano, & Angel., 1993, pp. 617-620); triterpenos como el
caso del acido oleandlico; un eudesmanolido (sesquiterpenlactona) de estructura (3-hydroxy-
6pB,70,11B-H-eudesm-4-en-6,12-olide) y por ultimo también se describe la presencia de

1-cerotol, un compuesto del cual se tiene muy poca informacion (Xu & Liang, 2005, pp. 7).

El latex contenido principalmente en el espacio hueco del tallo y en el fruto, puede contener
fitosterina, aunque existe poca informacion sobre la presencia de este compuesto en esta especia

vegetal (Torres, 2012, p. 34).

1.3.6.8. Acciones farmacologicas

Si bien el canayuyo es una especie ampliamente extendida en todo el mundo, hasta la fecha no
se no se ha oficializado lineas de tratamientos completamente eficaces y los estudios en la
actualidad muestran una amplia variedad de efectos farmacolégicos como ya se menciond
anteriormente. Existe las bases cientificas suficientes para definir varias de las propiedades

farmacoldgicas de esta planta, las principales acciones farmacoldgicas son:

e Antioxidante (debido al alto contenido de polifenoles, se considera que su accién
antioxidante es comparable a los extractos de frutos de ardndanos)
(McDowell, Thompson, Stark, ZQ, & Gould, 2011, pp. 1876-1882)

e Actividad antiinflamatoria-antipirética: se ha demostrado que una dosis de 300mg/kg p.o. de
extracto de SoHE tiene un efecto antiinflamatorio mayor al de indometacina (10mg/kg) o

dexametasona (1 mg/kg), corroborando el uso tradicional como antiinflamatorio
(Vilela, y otros, 2010, pp. 737-741)
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1.3.7. Mus musculus

1.3.7.1. Clasificacion taxonémica

En la tabla siguiente se presenta la clasificacion taxonémica del raton de laboratorio.

Tabla 14-1. Clasificacion taxondmica del raton (Mus musculus).

Clase Mammalia
Familia Muridae
Género Mus
Especie Mus musculus

Fuente: (Ministerio Nacional de Salud de Pert, 2008)
Elaborado por: (Orna, 2015)

1.3.7.2. Caracteristicas generales

El ratén es un marido, mamifero de sangre caliente, presenta habitos nocturnos y la naturaleza
de su comportamiento esta influenciado por feromonas. Por su diminuto tamafio esta especie
es muy susceptible a cambios ambientales, debido a que una variacion de la temperatura en el

rango de 2 a 3°C, puede modificar su fisiologia por cambios en la temperatura corporal.

El tamafio del ratén en su etapa adulta oscila entré 12 a 15 cm desde la punta de la cola a la
punta de la nariz; la longitud de la cola es igual a la longitud del cuerpo y con un peso
aproximado de 30 gr. Después del parto las crias tienen un peso aproximado que oscila entre 1 a
2 g, con un aumento considerable de peso durante la lactancia. El raton de laboratorio es una
especie de naturaleza cosmopolita, se adapta a una gran variedad de condiciones ambientales,

desde zonas tropicales a regiones muy frias, con preferencia por las zonas secas.
(Ministerio Nacional de Salud de Per(, 2008)

Dentro de sus caracteristicas de los sentidos destaca un agudo sentido auditivo, asi también su
sentido del olfato estd muy desarrollado, no sélo para identificar precozmente comida y

depredadores, sino también para percibir el orden social de su ambiente.

Su visién en cambio es muy pobre, no pudiendo percibir los colores. Alrededor de la érbita del

0jo se encuentran unas glandulas con forma de herradura denominadas glandulas Harderianas,
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responsables de la excrecion de porfirina (sustancia de color marrén), excretada ante situaciones

de premura 0 estrés (Ministerio Nacional de Salud de Perd, 2008).

El sistema social va a estar en dependencia de la densidad de poblacional, presentan un rango
social bien desarrollado por lo que son aptos modelos para determinaciones in vivo para
evaluaciones de trastornos sociales y cognitivos. Cominmente son muy ddciles, con excepcion
de algunas cepas sobre las cuales no se tenga estricto control en su cria, a las cuales se les
denomina «exocriadas» y se caracterizan por mantener su agresividad, al igual que sus

antecesores salvajes (Ministerio Nacional de Salud de Pert, 2008)

1.3.7.3. Comportamiento

El raton es un animal naturalmente sociable, que se mantiene en grupos sin ningin problema.
Algunas cepas de machos comienzan a mostrar su agresividad entre la séptima y décima semana
de edad, a pesar de que los grupos se hayan establecido justo después del destete.
En el grupo de machos existe uno dominante que puede sSer muy agresivo.
Incidentes de peleas no se registran con frecuencia en hembras, inclusive cuando se hayan

agrupado en una misma jaula en la edad adulta.

El acto de alimentacion es ciclico y presenta un pico maximo durante el periodo de oscuridad,
asi también el mayor consumo de agua se registra en la oscuridad. El ratén cominmente divide
su caja en areas especificas para comer, dormir, orinar y defecar. Las hembras previo al parto

construyen un nido en el cual permanecen mucho tiempo para el cuidado de sus crias.
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

El protocolo general en el cual se baso la secuencia del estudio se muestra en la Figura 1-2, en
el cual se puede apreciar a grandes rasgos los procesos de analisis cualitativo, analisis espectral
de identificacion y cuantificacion, cuantificacion HPLC y el anélisis farmacologico que

comprende la evaluacién de la actividad ansiolitica y la evaluacion de la actividad del extracto

sobre los receptores GABA mediante el uso de un agonista inverso.

2.1. Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Productos Naturales y
en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.2. Recoleccion del Material vegetal

El material vegetal se fue recogido en el barrio Puerto Arturo de la Parroquia Unamuncho de la
provincia de Tungurahua en las coordenadas GPS: -1.22765, -78.58667

2.3. ldentificacion botanica

Se tomaron 5 muestras diferentes del material vegetal las cuales fueron prensadas y entregadas
en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo a cargo del Ing. Jorge

Caranqui.
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Recoleccion de las muestras de
Canayuyo (Sonchus oleraceus)

50g de material

Identificacion taxonémica
|
Desecacion y molienda de la
muestra
| |
500g de material
vegetal

vegetal

Macerar-150mL  Eter
etilico por 48h

| ambiente

a Te

Fase Eter-etilica

I Filtrar
Extracto etéreo |
Medir volumen y ¥
calcular Re:a_duo
1 Sélido
_Taml,zaj_e Extraer con 3 veces el
fitoquimico peso del residuo en
— volumen con etanol por
I maceracion-48 h/Filtrar
. Extracto alcoholico
Residuo Medir vol 3
- edir volumen = o
Sélido y E £
calcular 22
Secar y pesar ., g5
concentracion £ 5
o
Extraer con 3 veces el peso del residuo | - 8
en volumen con agua destilada por E §
maceracion-48 h g

Residuo Solido
Secar y pesar y
desechar

Extracto acuoso
Medir volumen y
calcular

Tamizaje
fitoquimico

Macerar-500mL  Etanol
90%
ambiente

por 48h a T

||
Fase Etandlica

Filtrar
Refrigerar 8-10°C-24h
Concentrar-Rotavapor

Extracto Etandlico

|
| | I |
Cuantificacion de I CCF
Flavonoides I Fs: Silica gel 60 Fys4
Fm: CHCl;: MeOH
i (93:7); AcOEt:
Flavonoides I | MEK:HOO2H:H20
Totales-Método [l Rev.elador:
de Shinetal, [l Ce(SO4); UV 254nm
2007 i

Cuantificacion de Apigenina y Luteolina por

HPLC; columna SB-C18 (250 mmx4.6 mm, 5
pm)

Fm: 0,1% de &cido férmico, acetonitrilo y
metanol a 30 + 1 ° C con una velocidad
constante de 1 ml/min. Volumen de
inyeccion: 50uL, A: 350 nm.

1
Evaluacion del efecto
ansiolitico en ratones

k.
de la

Estudio actividad

Gabaérgica

Figura 1-2. Metodologia experimental para la investigacion del proyecto de titulacién.

Elaborado por: (Orna, 2015)
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2.4. Secadoy molienda

La planta fresca (tallo, hojas y flores) es desecada en una estufa de aire caliente marca memmert
a una temperatura de 40°C. Una vez se determina que toda la muestra vegetal esta seca es
molida y enfundada en un sobre de papel rigido para evitar la ganancia de humedad.

2.5. Elaboracion del extracto

Teniendo en cuenta la solubilidad de los diferentes flavonoides de estudio, tanto agliconas
como glicésidos se elabora un extracto hidroalcohdlico mediante la maceracion en frio durante
48h con agitaciones reiteradas de la solucion., posteriormente se filtra la solucién y se determina
el rendimiento mediante gravimetria del extracto seco; la fase etandlica se concentra en
Rotavapor hasta 1/3 del volumen total, finalmente se precipita las clorofilas mediante la
refrigeracion (0-8°C) durante 24h, tiempo después se obtiene un extracto clarificado de
tonalidad amarillenta.

50¢g de material vegetal
Seco

Macerar 48h: T= amb

v v

Residuo seco Fase Etandlica

Y Concentrar

Extracto etandlico

Refrigerar
24h; Filtrar
v v
Clorofilas Almacenar
(C55H7205N4Mg)n

Figura 2-2. Proceso de elaboracion del extracto etandlico de Sonchus oleraceus.
Elaborado por: (Orna, 2015)

2.6. Métodos fisico-quimicos aplicados al andlisis de drogas crudas. Parametros de

control de la calidad

Los métodos fisico quimicos de analisis son fundamentales para evaluar la calidad de una droga,

asi también como sustento de identificacion de especies vegetales.

El andlisis fisico-quimico de una muestra seca pretende diferentes métodos de analisis, varios

de los cuales se describen a continuacion.
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2.6.1. Determinacion del contenido de humedad

La presencia de un elevado contenido de agua en las drogas vegetales, puede conducir a un
mayor riesgo de contaminacién microbiana, asi como la hidrolisis de constituyentes que pueden
provocar el deterioro de la droga. Debido a esta consideracién es fundamental la determinacion
del contenido de agua en drogas vegetales, como indicador de estabilidad de los constituyentes
quimicos, especialmente para aquellas especies vegetales con elevado contenido de agua o

aquellas muestras que absorben facilmente la humedad.

Los limites de agua usualmente establecidos en las farmacopeas oscilan entre 8 a 14%
con pocas discrepancias entre ellas, aunque de manera general una droga vegetal debe contener
un contenido de humedad menor a 10% (Villar, 1994, p. 72). Los métodos mas usados para
determinar el contenido de humedad en las drogas vegetales son el gravimétrico

(pérdida por desecacion) y el azeotrdpico (destilacién con tolueno).

El método gravimétrico es el méas sencillo, pero no es factible con drogas que contengan
sustancias volatiles. EI método azeotropico es de gran utilidad para el analisis de drogas
compuestas por sustancias volatiles, su mayor inconveniente es el requerimiento de un equipo

especial (Villar, 1994, p. 72).

2.6.2. Determinacion de cenizas totales

Las cenizas totales representan el contenido total de minerales de la muestra de estudio, se trata
de todo el residuo inorganico que queda tras eliminar completamente los compuestos
organicos presentes en la muestra, si bien es importante considerar que en el residuo incinerado
no se encuentran los mismos elementos que en la muestra inicial que se encontrase intacta,

debido a pérdidas de volatilizacidn e interaccidn o conversidn entre los constituyentes quimicos.
(Espafiola, Real Farmacopea, 2003, p. 95)

El método se fundamenta en la destruccion de la materia organica presente en la muestra seca

por calcinacion y posterior determinacion gravimétrica del residuo.
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2.6.2.1. Metodologia experimental

Para el ensayo se pesa una cantidad de muestra pulverizada y tamizada de no menos de 2,0g,
hasta no méas de 3,0 g con una desviacion permisible de 0.5mg en un crisol de porcelana o
platino (en dependencia de la sustancia analizada) previamente tarado. La porcién de ensayo
debe ser calentada suavemente en campana de gases hasta ser totalmente carbonizada,
posteriormente la muestra se incinera en horno mufla a una temperatura de 700-750°C, si no se
sefiala una temperatura especifica en la norma correspondiente, durante un tiempo no menor a
2h.

El crisol es retirado de la mufla y se enfria en una desecadora, se pesa, repitiéndose el proceso
hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5mg por g (masa constante).Para
alcanzar la masa constante los intervalos entre incineracion y pesaje son de 30min. Si el
residuo obtenido de la incineracion presentase trazas de carbon, se procede afiade unas gotas de
solucién de peroxido de hidrégeno concentrado, solucion de nitrato de amonio al 10% m/v o
acido nitrico, posteriormente se calienta la muestra hasta evaporar los solventes. Al enfriar el

crisol el residuo debe presentarse de color blanco o casi blanco.

2.6.2.2. Expresion de resultados

Los resultados son expresados en % de Cenizas totales en funcion de la siguiente formula:

(m2 —m)
% C=—"—"—=%x100
(ml—-m)
Donde:
- %C: porcentaje de cenizas totales
- m2: masa en gramos de la capsula con las cenizas
- m1: masa en gramos de la capsula con la muestra seca

- m: masa en gramos de la capsula vacia

2.6.3. Cenizas Solubles en agua

La finalidad del método consiste en evaluar la cantidad de material inorganico soluble en agua

presente en las cenizas totales.
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2.6.3.1. Metodologia Experimental

A las cenizas totales obtenidas, se le afiaden un volumen 15 a 20 mL de agua destilada libre de
material mineral. El crisol se tapa y mientras la solucion hierve suavemente a la llama del
mechero durante 5min. Se deja enfriar la solucion y se filtra a través un filtro libre de cenizas.
El filtro con el residuo se transfiere al crisol inicial, se carboniza con mechero en camara de
gases, previa la incineracion en un horno mufla de 700-750°C, por un tiempo no menor a 2h. El
crisol es retirado de la mufla y se enfria en una desecadora, cuando el crisol alcance la

temperatura ambiente se pesa. Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso constante.

2.6.3.2. Expresion de resultados

Los resultados son expresados en % de Cenizas totales solubles en agua, en funcion de la

siguiente formula:

. (m2 — ma)
nla = m * 100

Donde;:

- Ca: porcentaje de cenizas solubles en agua

- m2: masa en gramos de la capsula con las cenizas totales
- ml: masa en gramos de la capsula con la muestra seca

- ma: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua

- m: masa en gramos de la capsula vacia

2.6.4. Cenizas insolubles en acido clorhidrico
Este método determina el contenido de substancias minerales insolubles en &cido clorhidrico

contenido en una muestra vegetal. Las cenizas insolubles en &cido son una medida de la materia

arenosa y en las regulaciones de EUA se prescribe el maximo para hierbas y especias.
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2.6.4.1. Metodologia experimental

A las cenizas totales obtenidas, se le afiade un volumen de 2-3 mL de acido clorhidrico al 10%.
El crisol se tapa herméticamente con un vidrio reloj y se calienta sobre un bafio de agua
hirviente durante 10 min. EIl vidrio reloj debe ser lavado cuidadosamente con 5mL de agua

destilada caliente y este lavado se deposita junto con el contenido del crisol.

La solucidn se filtra a través de un filtro libre de cenizas; se lava el residuo con agua destilada
caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico p.a; al cual se le aflade una o dos gotas

de solucidn de nitrato de plata 0.1mol/L, no presente rastro de cloruros.

El filtrado con el residuo se deseca a una temperatura de 100 a 105°C, se transfiere el
contenido al crisol inicial y se incinera en un horno mufla a una temperatura de 700-750°C por
un tiempo no menor a 2h (si no se sefiala otra temperatura en la norma especifica). El crisol es
retirado de la mufla y se enfria en una desecadora, cuando el crisol alcance la temperatura

ambiente se pesa. Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso constante

2.6.4.2. Expresion de resultados

Los resultados son expresados en % de Cenizas totales insolubles en acido clorhidrico, en

funcién de la siguiente formula:

(m2 —m)

%Cia = —=
nCia (ml—m)*

100

Donde:

- % Cia: porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico
- m2: masa en gramos de la capsula con las cenizas totales
- m1: masa en gramos de la capsula con la muestra seca

- m: masa en gramos de la cépsula vacia
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2.7. Analisis Cualitativo

El analisis quimico cualitativo consiste en técnicas de "screening” (tamizaje), que contribuyen
en la identificacion de metabolitos primarios y secundarios de interés fitoquimico,

principalmente mediante reacciones de coloracion y de precipitados.

Las reacciones se caracterizan por su alta selectividad para  clases o  grupos de
compuestos que quimicos, son sencillas y rapidas, detectan minimas cantidades

presentes y utilizan un minimo de recursos instrumentales de laboratorio.

Debe considerarse que resultados negativos pueden deberse a la ausencia de la clase de
compuestos buscada en la muestra de estudio, asi como la seleccion erronea del solvente
de extraccion, presencia de sustancias extrafias que pueden dar como resultado falsos

positivos o falsos negativos.

La seleccion del disolvente, para una extraccion fraccionada de compuestos en funcién de la
polaridad, da lugar a diferentes esquemas de trabajo para el screening fitoquimico. Todas
las reacciones de identificacion se realizaron en base a las normas RAMANES (fig. 3-2; (I)
metodologia a ensayar en el extracto etéreo; (I1) metodologia a ensayar en el extracto acuoso;

(1) Metodologia a ensayar en el extracto alcohélico).
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SHINODA

(FLAVONOIDES )

Figura 3-2. Esquema del screening fitoquimico correspondiente a los extractos etéreo, acuoso y alcoholico

Fuente: Normas Ramanes
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2.8. Anadlisis TLC

Con la finalidad de identificar flavonoides con posible actividad ansiolitica, se realiza una serie
de estudios cromatograficos en capa fina basados en el estudio “Contribuciéon al conocimiento
de la composicion polifenolica de madera, corteza y hojas de Eucalyptus camaldulensis, E.

globulus y E. rudis”.

La fase estacionaria comprende silica gel 60, mientras que para la eleccion de la fase movil se
utilizaron una serie de fases mdviles, Cloroformo:metanol (93:7), AcEt:MBK:CH,0, :H,0
(50:30:10:10),CHCI3:MeOH:H,O (65:45:12) y CHCl3: HOACc:H,O (95:5:5); presentando la
mejor eficacia, eficiencia y resolucion la Fm AcEt:MBK:CH,0, :H,0 (50:30:10:10).

2.9. Andlisis espectral y Cuantificacion de Flavonoides totales

El analisis espectral constituye la identificacion de los flavonoides de interés, mediante la
utilizacion de reactivos de desplazamiento. Con esta finalidad se realiza una cromatografia en
capa fina preparativa con Fm: AcEt:MBK:CH,0, :H,O en proporciones (50:30:10:10).
Posteriormente los compuestos son aislados y recogidos en etanol caliente, el analisis espectral
comienza con un barrido a una A=200-500 nm de la muestra en etanol; se forman dos grupos de
estudio para el analisis de desplazamientos espectrales; al primer grup6 se afiade 100 pL de
AICI3 10% (w/v )como reactivo de desplazamiento y al segundo se afiade ademas del mismo
volumen de AICI3, 100uL de una solucion 1mol/L de acetato de potasio, basado en el estudio
“A critical evaluation on the reliability of two aluminum chloride chelation methods for

quantification of flavonoids” elaborado por Denni & Mamment en el afio 2012

Para la cuantificacion de flavonoides totales encontrados en la especie Sonchus oleraceus se
sigue la metodologia de Kostennikova Z. modificada para el presente estudio, para la cual se
procede la hidrdlisis de una alicuota de extracto con un volumen igual de solucion de HCI 2N

en etanol al 96% sometida a reflujo durante 2h, luego se enfria y filtra con ayuda de vacio.

El residuo se lava con 30mL de etanol al 60% para desecharlo finalmente.

El filtrado total obtenido se concentra en Rotavapor hasta la mitad del volumen inicial,
constituyendo la muestra de trabajo que va a ser estudiada a tres longitudes de onda fija,
correspondientes a las longitudes de onda méximas para el pico | de apigenina, luteolina y
quercetina respectivamente obtenidas de la absorcidn presentada por el anillo B de las

estructuras flavonoides.
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Los estandares para el andlisis UV, luteolina, apigenina (pureza >98%) y quercetina (pureza

>96%) fueron adquiridas de Shaanxi Huike Botanical Development Co., Ltd.

A partir de estos estandares se elabora una solucion madre de 100ug/mL de cada uno de los
flavonoides disuelto en etanol caliente al 96%, a partir de la cual se elaboran soluciones patrén
de 1, 25,5, 7.5 y 10 ug/mL. Se elaboran barridos inteligentes con las soluciones de 5ug/mL y
10ug/mL de cada compuesto y posteriormente se elabora una curva de calibracion con el
resultado de las absorbancias de las cinco soluciones patron medidas a las longitudes de onda

correspondientes al pico | de cada compuesto respectivamente.

Finalmente la muestra hidrolizada es diluida en 100 partes para la medicion a las diferentes
longitudes de onda fija determinadas con anterioridad, las mediciones se realizan por triplicado
y el resultado promedio es interpolado en cada una de las curvas de calibracion obtenidas. El
resultado es expresado como ug equivalentes/mL de apigenina; luteolina y quercetina

respectivamente.
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Figura 4-2. Andlisis espectral para la identificacion de Flavonoides y su cuantificacion.

Elaborado por: (Orna, 2015)
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2.10. Anélisis HPLC

El anélisis HPLC se realiza en una columna Pelco LC-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) con una
fase movil &cido formico: acetonitrilo: metanol (60:16:24) a 35+1°C con un flujo de 1.3mL/min.
El volumen de inyeccion utilizado es 10 pL, a una longitud de onda de 350 nm para el analisis
cuantitativo, la proporcion de los componentes de la fase mavil es tomada del estudio realizado
por Chen, Kong, Song, Li &Jiang, Huidi en el afio 2012. Los reactivos empleados, tanto acido

formico y metanol tienen grado ACS, mientras el reactivo acetonitrilo es grado HPLC.

2.10.1. Preparacion de las soluciones de trabajo

Las soluciones patrén de apigenina y luteolina (aproximadamente 0.5mg/mL) y de estandar
interno, quercetina (aproximadamente 1mg/mL) son preparadas disolviendo las cantidades

pertinentes de las referencias en metanol, respectivamente.

A partir de la solucion madre se elabora soluciones patron de 5ug/mL para apigenina y

luteolina y de 10ug/mL para el estandar interno, quercetina.

2.10.2. Preparacion de la muestra problema

La muestra de trabajo consiste en el extracto hidrolizado preparado con anterioridad, cuya
preparacion se menciond en el apartado correspondiente a la cuantificacion de flavonoides
totales. A partir de este extracto se realiza una dilucion 1:10 con metanol ACS grado USP para

su analisis.

2.11. Evaluacion de la actividad citotoxica

Las células vivas (metabdlicamente activas) son capaces de reducir las sales de tetrazolio para
formar compuestos denominados formazan, caracterizados por un color especifico en funcion
de la sal de tetrazolio. Los ensayos colorimétricos basados en el uso de sales de tetrazolio se

fundamentan en la deteccidn de células viables exclusivamente.
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Estos ensayos sensibles pueden ser realizados en una placa de micropocillos (MTP) con un
namero relativamente pequefio de células mediante la utilizacion del método modificado de
Berridge et al. (1996).

Protocolo: Se extrae la sangre de un paciente sano, se separa los neutréfilos mediante el método
de ficoll segun el procedimiento mostrado en la figura 3-4, se garantiza una concentracion de
(10" células/ml, suspension la cual es cultivada a 37°C por 30 minutos). Se prepara una
solucion madre de 500ppm de extracto total redisuelto en solucidon modificada de Hank’s
enriquecida con cantidad suficiente de dimetilsulfoxido (hasta el 10%) para solubilizar los

solidos. Posteriormente se elabora diluciones de 12.5, 25, 50 y 100 ppm.

Una vez preparadas estas soluciones se mezcla la suspension de células previamente incubadas
con las diluciones de de 12.5, 25, 50 y 100 ppm y finalmente se afiade el WST-1 (250 uM) y se
procede a incubar durante 3 horas antes de la mediciéon de las absorbancias; las cantidad
afiadidas se basan en el protococolo experimental mostrado en el Tabla 1-2. La absorbancia fue
medida a 450 nm. Triton X-100 (0.1%) fue usado como control negativo mostrando un 0.00%

de viabilidad celular. La densidad dptica representa la media de cinco réplicas experimentales
(Berridge, 2005)
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Figura 5-3. Protocolo para el aislamiento de neutréfilos humanos.

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Tabla 1-2. Preparacion de las muestras de ensayo para el analisis de citotoxicidad.

TRATAMIENTOS Compuesto de Suspensién de células, pL WST-1, pL
prueba/controles,
pL
Control DMSO 10% 100 140 10
Control TRITON X-100 0.1% 100 140 10
[Muestra]l, 200 ppm 100 140 10
[Muestra]2, 100 ppm 100 140 10
[Muestra]3, 50 ppm 100 140 10
[Muestral4, 25 ppm 100 140 10
[Muestra]5,12.5 ppm 100 140 10

Fuente: (Janeta, 2015)
Modificado por: (Orna, 2015)

El porcentaje de viabilidad celular (NUmero de neutrdfilos vivos) es calculado segun la

siguiente formula:

% de Viabilidad celular — Absorbancia del compuesto de estudio
o devtabtiidad cetuiar = i sorbancia del compuesto control DMSO (maximo de viabilidad celular)

2.12. Evaluacién de la actividad ansiolitica

El laberinto en cruz elevado o EPM por sus siglas en ingles se compone de dos brazos abiertos
perpendiculares (30cm x 5cm) y dos brazos cerrados perpendiculares (30cm x 5¢cm x 25¢m).
Los brazos abiertos y cerrados se conectan por una plataforma central (5cm x 5¢cm). El laberinto
se encuentra a 50 cm por encima del suelo. Una hora después de los tratamientos orales, el
animal se coloca en el centro del laberinto con su nariz en la direccion de uno de los brazos
cerrados. El ratén se observo durante 5 min, y los siguientes parametros fueron controlados: (1)
el numero de entradas en los brazos abiertos y cerrados y (2) el tiempo dedicado por el animal
en los brazos abiertos y cerrados. Los compuestos ansioliticos reducen la aversion natural del
animal para huir hacia los brazos cerrados y promueven la exploracion de los brazos abiertos. El
aparato debe ser limpiado cuidadosamente con solucion de etanol al 10% después de cada
prueba (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, pp. 325-327).
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2.12.1. Laberinto en Cruz elevado (EPM)

El laberinto en cruz elevado o EPM por sus siglas en ingles se compone de dos brazos abiertos
perpendiculares (30cm x 5cm) y dos brazos cerrados perpendiculares (30cm x 5¢cm x 25¢m).
Los brazos abiertos y cerrados se conectan por una plataforma central (5cm x 5¢cm). El laberinto
se encuentra a 50 cm por encima del suelo. Una hora después de los tratamientos orales, el
animal se coloca en el centro del laberinto con su nariz en la direccion de uno de los brazos
cerrados. El ratén se observo durante 5 min, y los siguientes parametros fueron controlados: (1)
el numero de entradas en los brazos abiertos y cerrados y (2) el tiempo dedicado por el animal
en los brazos abiertos y cerrados. Los compuestos ansioliticos reducen la aversion natural del
animal para huir hacia los brazos cerrados y promueven la exploracion de los brazos abiertos. El
aparato debe ser limpiado cuidadosamente con solucion de etanol al 10% después de cada
prueba (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, p. 326).

2.12.2. Ensayo de Campo Abierto (OFT)

La arena de campo abierto (60cm x 60cm) se compone de un pizo blanco dividido en 16
cuadrados (15cm x 15cm), encerrado por muros continuos de 40 cm de alto. En esta prueba,
cada ratdn se coloco en el centro del campo abierto, que era novedoso para el animal. EI nimero
de entradas a los cuadros de la periferie y al centro se cont6 considerando la entrada con las 4
patas, anotadas durante 5 min. EI comportamiento del raton fue gravado de forma continua por

una camara de video que se coloca sobre la estructura.

El efecto timotactico fue considerado como una relacion entre el nimero de entradas en la parte
central como proporcion de las entradas totales. La arena se limpié cuidadosamente con

solucidn de etanol al 10% después de cada prueba (Cardoso, Soncini, & Giusti-Paiva, 2009, p. 326).

2.13. Evaluacion de la accion Gabaérgica

Para la evaluacién de la actividad de los diferentes extractos sobre los receptores GABA, se
sigue el mismo procedimiento que para el analisis de la actividad ansiolitica, con la variante de

administracion intraperitoneal de Flumazenil a una dosis de 1mg/kg.

Flumazenil es un agonista inverso, mal denominado antagonista generalmente de los receptores

GABAa&, cumple una funcién de denegar los efectos de las benzodiacepinas sobre los receptores
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GABA en zonas alostéricas. EI fundamento del uso de esta droga se basa en antagonizar los
efectos probables sobre los receptores GABAa de las diferentes concentraciones de los extractos
de Canayuyo y mediante modelos animales evaluar la actividad conductual frente a un modelo
de ansiedad ya estudiado del cual ya se hablé en el apartado 3.9. Con esta finalidad el
Flumazenil es administrado via intraperitoneal 15 minutos después de la administracién oral de
las diferentes grupos de ensayo, 3° minutos después se mide la actividad en los modelos EPM y
OFT.

2.14. Analisis estadistico

Los anélisis estadisticos tanto para la evaluacion del efecto ansiolitico como para la evaluacion
de la actividad Gabaérgica se realizaron utilizando el software Sigmaplot version 11,
expresando los resultados como media £ S.E.M., presentando las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos mediante la aplicacion de un anélisis de varianza (ANOVA) o
Kruskal Wallis en dependencia de los resultados de los supuestos en cuanto a normalidad,
homocedastisidad y homogeneidad, seguido por la prueba de Newman-Keuls. P-valores de

menos de 0,05 (p<0,05) fueron considerados significativos.

70



CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

3.1. Control de calidad de la droga cruda

Tabla 1-3. Resultados del control de Calidad Fisico quimico de la droga cruda desecada.

Ensayos Valor experimental ~ Limites de referencia Normativa referencial

Contenido de Humedad 12,1+£0,011 14% Normativa Ecuatoriana de
Fitoterapicos

Cenizas Totales 1,2+0,032 5% Farmacopea Espafiola
Cenizas solubles en agua 0,76 £ 0,041 2% Farmacopea Espafiola
Cenizas insolubles en HCI 0,21 +0,012 1% Farmacopea Espafiola

Elaborado por: (Orna, 2015)

Dentro del control de calidad de la droga cruda es fundamental analizar el contenido de
humedad, pardmetro el cual nos revela la estabilidad de la materia prima, asi como la eficacia
del proceso de desecaciéon y almacenamiento, controlar este parametro es fundamental para
evitar errores en la evaluacion de efectos a estudiar. Referente a la determinacion de cenizas es
fundamental considerar la cantidad de sales inorganicas, tales como: fosfato, carbonato,
cloruro, sulfato, nitrito de sodio, potasio, calcio, que constituyen los compuestos més frecuentes.
También pueden encontrarse presentes sales de acidos organicos: malico, oxalico, acéticos,
péptico, etc., Por otra parte ciertos elementos minerales pueden encontrarse formando

complejos de moléculas organicas.
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El contenido de cenizas nos revela la dureza de la especie en funcion de la naturaleza del suelo,
esto establece si una droga vegetal es apta 0 no para consumo humano en sus diferentes
presentaciones desechando la idea de presencia de sustancias extrafias. Las cenizas solubles en
agua nos brindan una idea de la cantidad de sales solubles, mientras las cenizas insolubles en

HCI nos permiten determinar la cantidad de oxalatos y carbonatos principalmente.

Al respecto se puede decir que los pardmetros de control de calidad se encuentran dentro de los
limites superiores permisibles, garantizando que los analisis respectivos son efectivos para una

posible investigacion in vivo.

3.2.  Anadlisis cualitativo

En el Tabla 2-3 se presenta los resultados del tamizaje fitoquimico realizado en los diferentes
extractos de Sonchus oleraceus, positivo para los ensayos de Baljet, Liberman Buchard,
Fehling, resinas, FeCl3, antocianidinas, Shinoda y ensayo de la espuma. Al respecto se puede
agregar gue los resultados obtenidos se relacionan satisfactoriamente con el estudio “Chemical
Constituents of Sonchus oleraceus L. “realizado por Xu, Yan & Liang, Jing-Yu en el afio 2005,
para la caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en la planta, en el cual se
informa la presencia de flavonoides de tipo flavona y sus glucésidos; Apigenina, Apigenina-7-
glucosido, apigenina-7-O-B-D-glucuronido metil éster, apigenina-7-O-p-D-glucuronido etil
éster, apigenin-7-O-B-D-glucopiranuronido, luteolina, luteolina-7-O-B-D-glucdsido; también
se informa la presencia de triterpenos como el caso del acido oleandlico y germanicil acetato,
este Gltimo posee una sustitucidn tipo ester en el carbono 3 que puede dar positivo en el ensayo
de la espuma; un eudesmanolido (sesquiterpenlactona) de estructura (3-hydroxy-6f,7a,11p-H-
eudesm-4-en-6,12-olide) y por Ultimo también se describe la presencia de 1-cerotol, un

compuesto del cual se tiene muy poca informacién.
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Tabla 2-3. Resultados del tamizaje fitoquimico en los diferentes extractos de Sonchus

oleraceus

Ensayos

Tipo de

compuesto en

Extracto etéreo

Extracto alcohélico

Extracto acuoso

estudio

Ensayo de Catequinas Catequinas N/A Negativo N/A

Ensayo de Baljet Lactonas y Positivo Positivo N/A
coumarinas

Ensayo de Liberman Triterpenos y Positivo Positivo Positivo

Buchard esteroides

Ensayo de espuma Saponinas N/A Positivo Positivo

Ensayo de Borntrager Quinonas N/A Negativo N/A

Ensayo de Resinas Resinas N/A Positivo (++) N/A

Fehling Azlcares N/A Positivo (+++) Positivo (+++)
reductores

Dragendorff, Mayer & Alcaloides Negativo Negativo Negativo

Wagner

Ensayo de FeCl; Compuestos N/A Positivo Positivo
fenolicos

Antocianidinas Positivo

Ensayo de Shinoda Flavonoides Positivo (++) Positivo (+++) Positivo (+++)

Ensayo de Sudam Grasas Negativo N/A N/A

+++ (Abundante); ++ (Moderado); + (escazo); N/A (No aplica)

Elaborado por: (Orna, 2015)
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3.3.  Anadlisis de cromatografia en capa fina CCF

El andlisis cromatografico pretende la identificacién de flavonoides debido al interés de los
mismos para el estudio, por lo tanto se utilizan fases maviles polares con la intencion de separar

compuestos apolares como lo son apigenina y luteolina.

Figura 1-3. Cromatografia en capa fina para el extracto hidroalcohélico de

Sonchus oleraceus, visto al uv lejano.
Elaborado por: (Orna, 2015)

En la fotografia 1-3 se puede apreciar mediante el uso de la luz UV (lejano) dos compuestos
separados mediante una fase moévil compuesta por acetato de etilo: metil-isobutilcetona: acido
formico: agua (50:27:10:10) con un valor de constante dieléctrica de 21.1721. El calculo de la

constante dieléctrica y los factores de retencion se presenta a continuacion:
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Calculo de la constante dieléctrica

_ (6+50)+(13.1+30)+(58+10)+(82+10)
- 100

&r =20.93

Calculo de los Rf

Rf1 =25 _%%_ (0428
! - Df 7 7

R 2—D5—5'9—08429
/ S Df 7T

Donde:

- Rf: Factor de retencion (retention factor; por sus siglas en ingles)
- Ds: distancia de la solucion de prueba

- Df: distancia del frente del solvente

El primero de los compuestos presenta caracteristicas de color rosa-anaranjado segun lo
establecido por (Conde & Elvira., 1994) se fundamenta que la mancha roza-anaranjada con
Rf=0.9428 puede ser tanto luteolina como apigenina, debido a la polaridad semejante de ambos
compuestos asi como la similaridad estructural, variando tan solo la presencia de un OH més en
4" para luteolina; el segundo compuesto presenta una coloracion azul de mayor intensidad a la
primera con un Rf=0.8429, la cual estaria relacionada a compuestos o derivados de flavonas no

glicosilados en general (Conde & Elvira., 1994).
3.4. Andlisis espectroscopico

En el presente estudio se evalué mediante espectroscopia UV los compuestos aislados mediante
cromatografia preparativa en placa con una fase mévil modificada minimamente de la utilizada
para el anélisis CCF; acetato de etilo: metil-isobutilcetona: &cido férmico: agua (50:27:10:10);
fase con la cual se logra separar dos compuestos el primero con un Rf=0,96 y el segundo con
Rf= 0.8392 (Véase fotografia 2-3). Se depositd las raspaduras de silica en etanol al 96%
caliente para la mejor solubilizacion de los compuestos basado en el estudio elaborado por Xiao,
Shao, Yan & Zhang publicado en 2011 en el cual se evalud la solubilidad de apigenina y sus

glicosidos. (Xiao, et. al, 2011, pp. 240-243)
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Compuesto 1. Franja
rosa anaraniada

Compuesto 2. Franja
violacea

Figura 2-3. Placa preparativa con fase mdvil acetato de etilo: metil-isobutilcetona: acido
férmico: agua (50:27:10:10).
Elaborado por: (Orna, 2015)

Posteriormente al filtrado de las soluciones se realiza un barrido de 200 a 500 nm
(véase figura 3-3), para el compuesto (a) se puede evidenciar una A=334nm (pico N°2),
perteneciente a la banda | de un flavonoide que se sitda en el rango de 300-390 (asociada con la
funcionalidad cinamoilo), y el pico II presenta A=269vnm (pico N°1), el cual obedece a la
absorcion propia de una anillo aromatico (Tabla 4-1). Los resultados demuestran ser similares a
los descritos para apigenina en el estudio realizado por Mammen & Mammen en el 2012 para la
evaluacion de los barridos espectrales de diferentes flavonoides en solucién etandlica, y

posterior adicion de AICl; y AICI;+CH;COOK respectivamente.
(Mammen & Mammen, 2012, pp. 1365-1368)

En los estudios quimico-taxonémicos de Sonchus oleraceus se plantea la presencia de
apigenina, luteolina y sus glicésidos, por lo tanto es complicado discriminar un compuesto de
otro en la placa preparativa, considerando la gran similaridad estructural de ambos compuestos,
siendo asi es correcto afirmar que la franja roza-anaranjada aislada es una mezcla de ambas
flavonas. (Giner, et. al, 1993, pp. 617-620) (Xu & Liang, 2005, pp. 7). Tomando en cuenta esta
consideracion se puede evaluar la presencia de un tercer pico a 349 nm, longitud de onda a la

que absorbe la banda I del compuesto luteolina (fig. 4-3. a).
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Figura 3-3. Barridos UV de 200-400nm de los estandares apigenina (1), luteolina (2) y

guercetina (3); a una concentracion de 5ug/mL.
Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 4-3. Barridos espectrales de 200-500 nm de los compuestos aislados mediante CCFP a

partir del extracto etandlico total; (a) franja roza-anaranjado y (b) franja azul-violacea al UV.

Elaborado por: (Orna, 2015)

Un segundo compuesto aislado analizado denominado (b), corresponde a la franja azul-violacea

(fig. 4-3), este compuesto presenta dos picos de absorcién, el pico numero 2,
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presenta una absorcion a A=373nm perteneciente a la banda I de un flavonoide que se sita en el

rango de 300-390, valor que corresponderia a un flavonol, por la presencia de un hidroxilo en

posicion 3; el pico 1 presenta A=275nm, valor que se encuentra en el rango de 250-280nm para

la banda I, aungue tal valor no coincide con los de flavonoles més comunes.
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Figura 5-3. Barridos espectrales de 200-500 nm de los compuestos aislados mediante CCFP a
partir del extracto etandlico total, méas la adicion de reactivos de desplazamiento.

Elaborado por: (Orna, 2015)

El compuesto (a) representa la franja roza-anaranjada, mientras el compuesto (b) representa la

franja azul-violacea aislada por CCFP. Las figuras son presentadas son el resultado final de la

adicion de los reactivos de desplazamiento, (a) compuesto a + AICI3 10%, (a") compuesto a +
AICI3 10% y CH;COOK; (b) compuesto b + AICI3 10%, (b") compuesto b + AICI3 10% vy

CH3;COOK.

Mediante el uso de reactivos de desplazamiento se determina la presencia de apigenina al afiadir

AICI3 se produce la quelacion correspondiente a 345 nm caracteristica para apigenina; aunque

la mezcla indiferenciada de apigenina-luteolina a la que se hizo mencion anteriormente en el

andlisis para CCF puede interferir en la identificacion de la misma mostrandose mas picos a los

esperados. EI compuesto b por su lado presenta un pico a 274 nm, el cual no es especifico de

ningun flavonoide en especial, pero con la adicion de + AICI3 10% y CH3;COOK se determina



un pico a 425 nm para el pico I, el cual es caracteristico de tres tipos de Flavonoles,

Kaempferol, quercetina y mirecetina, por referencias anteriores establecidas por Giner y

colaboradores existia la posibilidad de que este compuesto sea un derivado de quercetina,

cuestion que es aclarada en el analisis HPLC (Giner, Et. Al, 1993, pp. 617-620).

Tabla 3-3. Desplazamientos espectrales observados en la absorcion méxima para

diferentes flavonas y flavonoles tratados con la adicion de AICI; y CH;COOK

Mame of Absorption
compound  maxima in

Absorption
maxima on

Absorption maxima on
adding AICl: and

ethanol {nm) adding AICl; (nm) CH;COOK (nm)

Flavonols

Kaempferol 265, 368 269, 424 269, 423
Quercetin 255, 371 271, 445 267,426
Myricetin 255,375 270, 444 268, 423
Gossypetin 260, 380 268, 443 273, 395
Flavones

Apigenin 266, 335 283, 346 285, 337
Luteolin 255, 348 269, 425 273, 404
Orientin 255, 347 267, 426 270 411
Acacetin 270, 326 277,336 278,330
Tricin 245, 350 278, 392 277, 382

Fuente: (Mammen & Mammen, 2012

Tabla 4-3. Resultados de la curva de calibracion de los estandares flavonicos, Apigenina,
Luteolina, Quercetina; empleados para la cuantificacién de flavonoides totales. UV lejano.

Conc. ug/ml Abs (Apigenina) Abs (Luteolina) Abs (Quercetina)
1 0,085 0,108 0,063
2,5 0,186 0,269 0,167
5 0,397 0,634 0,338
7,5 0,592 0,913 0,496
10 0,788 1,208 0,63

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Curvas de calibracion de los estandares
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© Apigenina
1,2 O Luteolina
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Conc. ug/mL

Figura 6-3. Curva de calibracion de los estandares de flavonoides utilizados para la

cuantificacion de flavonoides totales.
Elaborado: (Orna, 2015)

Una vez elaborada la curva de calibracion para los tres estandares, apigenina, luteolina y

quercetina se obtienen las siguientes ecuaciones de la recta:

a) Apigenina; y=0.0789x - 0.0007
b) Luteolina; y=0.1237x - 0.0167
c) Quercetina; y= 0.0634x + 0.0089; con coeficientes de relacion de 0.9979; 0,9995 y

0.9975 respectivamente
Los resultados de las absorbancias de las mediciones del extracto etandlico hidrolizado a

A=335nm, A=356nm y A=375 correspondientes a las longitudes de onda de la banda I para los

estandares apigenina, luteolina y quercetina (Fig.1-3) se presentan a continuacion.
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Tabla 5-3. Resultados de las absorbancias obtenidas a las longitudes de onda del pico I, para los

estandares puros, apigenina, luteolina y quercetina respectivamente.

Abs. 1=334 Abs. 1=356 Abs. \=375
0,385 0,404 0,174
0,404 0,408 0,174
0,403 0,41 0,175
Total 0,3973+0,0107 0,407300,31 0,1743+0,0006

Elaborado por: (Orna, 2015)

Las concentraciones son calculadas como ug/mL equivalentes a apigenina, luteolina vy

quercetina respectivamente, mediante interpolacion en la ecuacion de la recta correspondiente, a

continuacién de muestran los resultados:

Tabla 6-3. Resultados de la cuantificacion de flavonoides totales expresados como apigenina,

luteolina y quercetina en el extracto etandlico total, el extracto hidrolizado y la muestra de

ensayo.

Expresado como Expresado como Expresado como
apigenina Luteolina Quercetina
(A=334) (A=356) (A=375)

Concentracion (ug/mL) en el extracto

hidrolizado 1:10000 5,044782425 3,427917004 2,890115668
Concentracion (ug/mL) en el extracto

hidrolizado total 50447,82425 34279,17004 28901,15668
Concentracion (mg/mL) en el extracto 50,4478 34,2792 28,9012
etanolico total

Elaborado por: (Orna, 2015)

Considerando que el extracto etandlico total se obtuvo de la maceracion de 50g de planta se

calcula el porcentaje de flavonoides totales expresados como apigenina, luteolina y quercetina

respectivamente.
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50448 x 250mL * 1
100 = 2,5224
1000mg * 509

%Flavonoides totales(exp. Apigenina) =

3,4279 29 . 250mL « 1g
mL
1000mg * 50g

%Flavonoides totales(exp. Luteolina) = *100 = 1,7140

mg
2,8901mL *250mL x 1g
1000mg * 50g

%Flavonoides totales(exp. Quercetina) = 100 = 1,4451

Es importante considerar que no existen datos bibliogréaficos de la cantidad de flavonoides

totales para Sonchus oleraceus, ni especies similares.

3.5. Andlisis HPLC

Apigenina y luteolina poseen estructuras similares, por lo tanto requieren de una fase movil
polar para una mejor separacion de las agliconas, en funcion de su logP el cual es mayor para
luteolina, debido a la presencia de un OH mas en posicion 3. La Fm selecciona es acido
formico: acetonitrilo: metanol (60:16:24) basada en el estudio “Pharmacokinetic study of
luteolin, apigenin, chrysoeriol and diosmetin after oral administration of Flos Chrysanthemi
extract in rats”, en el cual se valida el método para cuantificar apigenina, luteolina crisoeriol y
diosmetina con estandar interno quercetina, con una linearidad de 0.025-10 pg/ml (Chen Z. ,
Kong, Song, Li, & Jiang, 2012, pp. 1616-1622). EI método planteado por (Chen Z. , Kong,
Song, Li, & Jiang, 2012, pp. 1616-1622) es minimamente modificado para el presente estudio;
T2=35£1°C con un flujo de 1.3 mL/min.

Es importante considerar que la planta de estudio presenta en su estructura los siguientes
flavonoides; apigenina, apigenina-7-glucosido, apigenina-7-O-p-D-glucuronido metil éster,
apigenin-7-O-B-D-glucuronide etil éster, apigenin-7-O-B-D-glucopiranuronido, luteolina y
luteolina-7-O-B-D-glucosido (Xu & Liang, Chemical Constituents of Sonchus oleraceus L.[J],
2005, pp. 7); otros autores establecen la presencia del compuesto quercetin-3-glucésido. Una
vez el extracto es hidrolizado la muestra presenta en su mayoria agliconas, apigenina, luteolina
y como se podrd evidenciar en los cromatogramas obtenidos también existe quercetina,
avalando lo sefialado por (Giner, Ubeda, Just & Serrano, 1993, pp. 617-620) sobre la presencia

de quercetina como quercetin-3-glucdsido.

Los cromatogramas tanto de los estandares como de las muestra de ensayo se muestran en la

figura 5-3 y los resultados se muestran en el Tabla 7-3.
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Figura 7-3. Cromatogramas HPLC (A) Estandar de apigenina (5ug/Ml), (B) estandar de

luteolina (5ug/Ml), (C) estandar de quercetina (10ug/Ml), (D) muestra etandlica hidrolizada
diluida 1:10
Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 8-3. Cromatograma 3D, en donde se representa los 3 estandares apigenina, luteolina,

quercetina y la muestra.
Elaborado por: (Orna, 2015)
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Tabla 7-3. Resultados de la cuantificacion de flavonoides totales mediante HPLC, expresados

como porcentaje de Apigenina, Luteolina y Quercetina.

Porcentaje de Flavonoides

% Flavonoides Totales (exp. Apigenina) 0,4133
% Flavonoides Totales (exp. Luteolina) 1,4123
% Flavonoides Totales (exp. Quercetina) 0,8536
Total 2,6792

Elaborado por: (Orna, 2015)

Mediante cromatografia liquida de alta eficiencia se cuantifico 0,4133% de apigenina; 1,4123%
de luteolina y 0,8536% de quercetina; que sumado brindan un resultado de 2,6792% de

flavonoides totales.

3.6. Evaluacién de la citotoxicidad de neutrofilos aislados

Tabla 8-3. Resultados del conteo celular sanguineo del paciente voluntario.

Globulos blancos VN V. Exp.

Neutrofilos 40-60% 59
Leucocios 20-40% 30
Monoitos 2-8% 8
Eosinofilos 1-4% 1
Basofilos 0,5-1% 2

Elaborado por: (Orna, 2015)

Mediante el siguiente célculo se determina el nimero de células (neutréfilos) por milimetro
cubico existente en la muestra de sangre, mediante la cual se hacen los calculos respectivos para

la suspension de 1077 células/ml.

Ne° cell * Factor de dilucion

Conc. globulos blancos = N° cuadrantes * Factor de volumen

150cell * 20

Conc. globulos bl =
onc.globulos blancos 250 Imm?

= 7500cell /mm?
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Una vez realizado el ensayo colorimétrico se obtuvieron los siguientes resultados:

Citotoxicidad en neutrofilos aislados

0,12
0,1

0,08

0,06
y =-0,045In(x) + 0,2229

0,04 R?=0,9816
0,02

0
0,02 80 250

-0,04

Figura 9-3. Regresion logaritmica de las absorbancias obtenidas en el ensayo de citotoxicidad.
Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 9-3. Resultados del porcentaje de viabilidad celular calculados para las diluciones

problema del extracto etandlico de Canayuyo.

% de viabilidad celular del extracto total a diferentes concentraciones

Concentracion (ug/mL) % de viabilidad
200 0
100 3,63
50 23,64
25 38,64
12,5 43,36

Nota: Triton X-100 (0,1%) fue utilizado como control negativo, presentando 0% de viabilidad celular.

Elaborado por: (Orna, 2015)

Como se puede observar en el Tabla 8-3 a una concentracién méaxima de 200 ppm el porcentaje
de viabilidad celular es cero lo cual establece que a este nivel la toxicidad es aparentemente
maxima, mientras a una concentracion de 12,5 ppm la viabilidad celular es 46,36%, una
viabilidad que en funcién del riesgo beneficio puede ser aceptable. Es importante recalcar la
composicion de la planta, ya que la toxicidad presente puede deberse a otros compuestos como
sesquiterpenlactonas mas no a los compuestos de interés como son apigenina, luteolina y

quercetina que tienen efectos antioxidantes demostrados.
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3.7. Evaluacidn del efecto ansiolitico

El analisis del efecto ansiolitico se llevo a cabo en un tiempo aproximado de 30 dias, en los
cuales los 15 primeros son un periodo de adaptacion, seguidos de una semana de evaluacién del
efecto ansiolitico con 5 grupos, 3 de ellos las concentracion problema a ensayar, 30 mg/kg;
100mg/kg y 30omg/kg de planta a administrar en ratones; un grupo control positivo a una
concentracion de 0,5 mg/kg de clonazepam y un blanco al cual se le administré polietilenglicol
al 15%.

La ultima semana de ensayo se repite el proceso de evaluacion con la adicién de un control
negativo aplicado a cada uno de los grupos, para poder asi establecer si el efecto analizado tiene

actividad sobre los receptores GABA.

Se realizaron dos modelos animales para la evaluacion del efecto ansiolitico, laberinto en cruz
elevado (EPM) y el ensayo de campo abierto (OFT), las consideraciones que con frecuencia se

dan en el estudio son:

- Un mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos refleja menor ansiedad ante un
entorno inmediato nueve y novedoso que ademas genera veértigo.

- Un mayor tiempo de permanencia en los brazos cerrados refleja mayor miedo y ansiedad
ante el entorno nuevo.

- A un mayor nimero de entradas a los brazos abiertos se considera un efecto ansiolitico
identificado por una mayor actividad de exploracion en una zona amenazante.

- Un mayor tiempo de permanencia en el centro del modelo OFT refleja menor ansiedad
ante un entorno gue sugiere miedo y estrés al animal, comparado con un bosque desierto
en el cual los seres vivos de manera general tenemos miedo a ubicarnos en el centro en
donde nos sentimos vigilados, amenazados.

- Un mayor tiempo de permanencia en la periferie refleja mayor ansiedad identificada por
un reflejo de ubicarse hacia las esquinas, evitando la amenaza que supone el centro del
modelo.

- A un mayor namero de entradas en el centro del modelo se considera un efecto ansiolitico
identificado por wuna mayor actividad de exploracion denominado efecto

“antitimotactico.”
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3.7.1. Ensayo de Laberinto elevado (EPM)

Tabla 10-3. Tiempo total transcurrido en los brazos abiertos. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion (C1), concentracion 2 (C2), concentracién 3 (C3).

B czp C1 Cc2 Cc3
37 54 50 70 94
34 42 59 69 95
29 48 40 66 90

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 11-3. NUmero total de entradas en los brazos abiertos. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3 (C3).

B czp C1 c2 c3
4 8 4 7 12
2 5 4 6 11
3 7 3 4 14

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 12-3. Numero total de entradas en el laberinto. Blanco (B), control positivo clonazepam
(CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3 (C3).

B czp C1 Cc2 c3
13 17 7 16 24
11 17 8 18 21
14 18 6 16 23

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 10-3. Efecto del extracto etandlico resuspendido en polietilenglicol, obtenido de las

partes aéreas de Canayuyo (Sonchus oleraceus), evaluado en el modelo EPM.
Elaborado por: (Orna, 2015)

v

Los parametros considerados para el analisis del efecto ansiolitico en el modelo EPM son: el
tiempo total de permanencia en los brazos abiertos (A), nimero de entradas en los brazos
abiertos (B) y numero total de entradas a los brazos (C). Los grupos analizados constituyen
Blanco (1), Clonazepam (2), Concentracion 30mg/kg de planta (3), concentracion 100mg/kg de
planta (4) y concentracién 300 mg/kg de planta (5).
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3.7.1.1. Andlisis estadistico

3.7.1.1.1.  Andlisis de varianza del Tiempo total de permanencia en los brazos abiertos

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 14:43:15
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,400)

Equal Variance Test:  Passed (P =0,496)

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM

BLANCO 3 0 31,667 2,517 1,453
CLONAZEPAM 3 0 45,333 3,055 1,764

30 mg/kg 3 0 54,667 4,509 2,603

100 mg/kg 3 0 68,333 2,082 1,202

300 mg/kg 3 0 93,000 2,646 1,528

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 6584,933 1646,233 173,898  <0,001
Residual 10 94,667 9,467

Total 14 6679,600

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expectedby

chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
300 mg/kg vs. BLANCO 61,333 5 34,527 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 47,667 4 26,833 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 38,333 3 21,579 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 24,667 2 13,886 <0,001 Yes
100 mg/kg vs. BLANCO 36,667 4 20,641 <0,001 Yes
100 mg/kg vs. CLONAZEPAM 23,000 3 12,948 <0,001 Yes
100 mg/kg vs. 30 mg/kg 13,667 2 7,694  <0,001 Yes
30 mg/kg vs. BLANCO 23,000 3 12,948 <0,001 Yes
30 mg/kg vs. CLONAZEPAM 9,333 2 5,254 0,004 Yes
CLONAZEPAM vs. BLANCO 13,667 2 7,694  <0,001 Yes
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3.7.1.1.2. Analisis de varianza del nimero total de entradas en los brazos abiertos

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 15:01:56
Data source: Data 1 in Notebook1l

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,380)

Equal Variance Test: Passed (P=0,734)

Group Name N  Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 3,000 1,000 0,577
CLONAZEPAM 3 0 6,667 1,528 0,882
30 mg/kg 3 0 3,667 0577 0,333

100 mg/kg 3 0 5667 1,528 0,882

300 mg/kg 3 0 12,333 1,528 0,882

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 164,267 41,067 24,640 <0,001
Residual 10 16,667 1,667

Total 14 180,933

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).
Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
300 mg/kg vs. BLANCO 9,333 5 12,522 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 8,667 4 11,628 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 6,667 3 8,944 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 5,667 2 7,603 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. BLANCO 3,667 4 4919 0,026 Yes
CLONAZEPAM vs. 30 mg/kg 3,000 3 4,025 0,042 Yes
CLONAZEPAM vs. 100 mg/kg 1,000 2 1342 0,365 No
100 mg/kg vs. BLANCO 2,667 3 3578 0,071 No
100 mg/kg vs. 30 mg/kg 2,000 2 2,683 0,087 Do Not Test
30 mg/kg vs. BLANCO 0,667 2 0,894 0,541 Do Not Test
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3.7.1.1.3. Analisis de varianza del nimero total de entradas en el laberinto

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 15:01:56
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,380)

Equal Variance Test: Passed (P=0,734)

Group Name N Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 3,000 1,000 0,577
CLONAZEPAM 3 0 6,667 1,528 0,882
30 mg/kg 3 0 3,667 0577 0,333

100 mg/kg 3 0 5667 1,528 0,882

300 mg/kg 3 0 12,333 1,528 0,882

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 164,267 41,067 24,640 <0,001
Residual 10 16,667 1,667

Total 14 180,933

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050

300 mg/kg vs. BLANCO 9,333 5 12,5522 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 8,667 4 11,628 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 6,667 3 8,944 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 5,667 2 7,603 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. BLANCO 3,667 4 4,919 0,026 Yes
CLONAZEPAM vs. 30 mg/kg 3,000 3 4,025 0,042 Yes



CLONAZEPAM vs. 100 mg/kg 1,000 2 1342 0,365 No
100 mg/kg vs. BLANCO 2,667 3 3578 0,071 No
100 mg/kg vs. 30 mg/kg 2,000 2 2,683 0,087 Do Not Test
30 mg/kg vs. BLANCO 0,667 2 0,894 0,541 Do Not Test

Una vez se ha realizado el anélisis estadistico se puede establecer que la administracion del
extracto hidroalcohélico resuspendido en polietilenglicol al 15% a las concentraciones de 30,
100 y 300 mg/kg incrementa significativamente la cantidad de tiempo de permanencia en los
brazos abiertos del EPM, (p<0.05; Fig 8-3 A), comparado con el vehiculo de administracion.
Ademas se puede establecer que a la concentracion de 300 mg/kg existe un incremento
significativo del nimero de entradas en los brazos abiertos (p<0.05; Fig 8-3 B) frente al
vehiculo de administracién. En el analisis del nimero de entradas totales (brazos abiertos y
cerrados) se comprueba que a la concentracion de 300 mg/kg existe un incremento significativo
del nimero de entradas totales frente al blanco (p<0.05; Fig 8-3 C) lo cual establece una mayor
capacidad de movilidad como experimentacion de los animales a esta concentracion.
Similarmente los animales tratados con clonazepam (0,5mg/kg) demostraron un incremento
significativo en el nimero de entradas y en tiempo de permanencia en los brazos abiertos,

comparado con el control.
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3.7.2. Ensayo de campo abierto (OFT)

Tabla 13-3. Numero total de entradas en el centro del modelo. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3 (C3).

B Cczp C1 c2 c
4 12 4 6 9
4 11 5 7 8
5 12 4 8 9

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 14-3. Numero total de entradas a la periferie del modelo. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3 (C3).

czp

C1

Cc2

c3

13
12
13

(]

~

~

]

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 15-3. Tiempo total de permanencia en la zona central. Blanco (B), control positivo
clonazepam 0 (CZP), concentracion 1 (C1), concentracién 2 (C2), concentracion 3 (C3).

B Cczp C1 c2 Cc3
18 22 24 26 49
19 35 25 27 45
13 28 23 32 48

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 11-3. Efecto del extracto etandlico resuspendido en polietilenglicol, obtenido de las

partes aéreas de Canayuyo (Sonchus oleraceus), evaluado en el modelo OFT.
Elaborado por: (Orna, 2015)

Los parametros considerados para el andlisis del efecto ansiolitico en el modelo OFT son: el
namero de entradas en el centro (A), nimero de entradas en la periferie (B) y tiempo total en el
seno de la zona central (C). Los grupos analizados constituyen Blanco (1), Clonazepam (2),
Concentracion 30mg/kg de planta (3), concentracion 100mg/kg de planta (4) y concentracion
300 mg/kg de planta (5).
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3.7.2.1. Andlisis estadistico

3.7.2.1.1. Andlisis de varianza del nimero de entradas a la zona central del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:06:30
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,537)

Equal Variance Test: Passed (P =1,000)

Group Name N Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 4,333 0577 0,333
CLONAZEPAM 3 0 11,667 0,577 0,333
30 mg/kg 3 0 4333 0577 0,333

100 mg/kg 3 0 7,000 1,000 0,577

300 mg/kg 3 0 8,667 0577 0,333

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 115,733 28,933 62,000 <0,001
Residual 10 4,667 0,467

Total 14 120,400

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).
Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
CLONAZEPAM vs. 30 mg/lkg 7,333 5 18,593 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. BLANCO 7,333 4 18,593 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. 100 mg/kg 4,667 3 11,832 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. 300 mg/kg 3,000 2 7,606 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 4,333 4 10,987 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. BLANCO 4,333 3 10,987 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 1,667 2 4,226 0,014 Yes



100 mg/kg vs. 30 mg/kg 2,667 3 6,761 0,002 Yes
100 mg/kg vs. BLANCO 2,667 2 6,761 <0,001 Yes
BLANCO vs. 30 mg/kg 0,000 2 0,000 1,000 No

3.7.2.1.2. Andlisis de varianza del nimero de entradas a la periferie del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:08:54
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P <0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks  jueves, agosto 06, 2015, 16:08:54

Data source: Data 1 in Notebook1l

Group N Missing  Median 25% 75%
BLANCO 3 0 13,000 12,000 13,000
CLONAZEPAM 3 0 5,000 5,000 6,000
30mg/kg 3 0 7,000 7,000 8,000
100 mg/kg 3 0 6,000 6,000 7,000
300 mg/kg 3 0 5,000 5,000 6,000

H = 12,238 with 4 degrees of freedom. (P = 0,016)
The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,016)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks q P<0,05

BLANCO vs 300 mg/kg 30,500 3,938 Yes
BLANCO vs CLONAZEPAM 30,500 4,884 Yes
BLANCO vs 100 mg/kg 19,000 4,006 Yes
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BLANCO vs 30 mg/kg 10,000 3,086 Yes

30 mg/kg vs 300 mg/kg 20,500 3,283 No
30 mg/kg vs CLONAZEPAM 20,500 4,322 Do Not Test
30 mg/kg vs 100 mg/kg 9,000 2,777 Do Not Test
100 mg/kg vs 300 mg/kg 11,500 2,424 Do Not Test
100 mg/kg vs CLONAZEPAM 11,500 3,549 Do Not Test

CLONAZEPAM vs 300 mg/kg 0,000 0,000 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

3.7.2.1.3. Andlisis de varianza del tiempo de permanencia en la zona central del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:09:37
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,997)

Equal Variance Test: Passed (P =0,190)

Group Name N Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 16,667 3,215 1,856
CLONAZEPAM 3 0 28,333 6,506 3,756
30 mg/kg 3 0 24,000 1,000 0,577

100 mg/kg 3 0 28,333 3,215 1,856

300 mg/kg 3 0 47,333 2,082 1,202

Source of Variation  DF SS MS F P
Between Groups 4 1542267 385,567 28,212 <0,001
Residual 10 136,667 13,667

Total 14  1678,933

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).
Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :
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Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050

300 mg/kg vs. BLANCO 30,667 5 14,368 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 23,333 4 10,932 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 19,000 3 8,902 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 19,000 2 8902 <0,001 Yes
CLONAZEPAM vs. BLANCO 11,667 4 5466 0,014 Yes
CLONAZEPAM vs. 30 mg/kg 4,333 3 2,03 0,361 No
CLONAZEPAM vs. 100 mg/kg 0,000 2 0,000 1,000 Do Not Test
100 mg/kg vs. BLANCO 11,667 3 5466 0,008 Yes
100 mg/kg vs. 30 mg/kg 4,333 2 2,030 0,182 Do Not Test
30 mg/kg vs. BLANCO 7,333 2 3436 0,036 Yes

Los resultados del ensayo de campo abierto son mostrados en la Fig. 9-3. El analisis ANOVA
demuestra una diferencia entre grupos, concluyendo un efecto significativo del tratamiento
sobre el nimero de entradas a la zona central y el tiempo de permanencia en la misma para cada
una de las concentraciones de estudio y asi también para clonazepam (droga estandar; 0,5
mg/kg). Ademas el analisis demuestra que las diferentes concentraciones del extracto y la dosis
de clonazepam muestran un incremento significativo frente al blanco al analizar el tiempo total
de permanencia en la zona central. (p<0.05; Fig 9-3 C). Los resultados avalan el criterio de un
efecto antitimotactico, evidenciado mediante el incremento de la actividad locomotora en la
parte central del campo abierto. En cuanto al nimero de entradas en la periferie del modelo se
puede decir que no existe diferencia significativa entre los grupos experimentales y el control
positivo, pero si existe una diferencia significativa entre cada una de las muestras de ensayo Y el
control positivo frente al control blanco o vehiculo polietilenglicol 15%, estableciendo un
mayor cantidad de entradas en esta zona para el blanco, lo cual verifica una menor actividad

motora en el centro.

3.7.3. Evaluacion de la actividad Gabaérgica en el modelo EPM

Como menciond anteriormente la actividad sobre los receptores GABA se estudia frente al
modelo de ansiedad anteriormente estudiado, con la diferencia puntual de la administracion del
antagonista GABA Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg administrado via intraperitoneal
15 minutos después del tratamiento oral. Se evaltan los mismos modelos animales con la
finalidad de establecer la actividad a estimulante alostérica de los compuestos de ensayo.
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Tabla 16-3. Tiempo total de permanencia en los brazos abiertos. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentraciéon 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* Cczp* C1* C2* C3*
12 4 30 34 36
19 4 19 28 32
10 5 18 27 33

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 17-3. Numero total de entradas en los brazos abiertos. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentraciobn 2 (C2), concentraciéon 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* Cczp* C1* c2* Cc3*
3 1 3 3 5
4 1 2 5 3
1 1 1 3 5

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 18-3. Tiempo total de permanencia en la zona central. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* czp* C1* c2* C3*
9 6 17 9 15
9 2 12 12 7
9 0 11 10 10

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 12-3. Evaluacion del efecto Gabaérgico del extracto etandlico resuspendido en
polietilenglicol, estudiado frente a un control negativo (Flumazenil), evaluado en el modelo

EPM.
Elaborado por: (Orna, 2015)
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Los parametros considerados para el analisis del efecto gabaérgico en el modelo EPM son: el
tiempo total de permanencia en los brazos abiertos(A), nimero de entradas en los brazos
abiertos (B) y numero total de entradas a los brazos (C). Los grupos analizados constituyen
Blanco (1), Clonazepam (2), Concentracién 30mg/kg de planta (3), concentracién 100mg/kg de
planta (4) y concentracién 300 mg/kg de planta (5).
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3.7.3.1. Andlisis estadistico

3.7.3.1.1. Andlisis de varianza del Tiempo total de permanencia en los brazos abiertos

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:25:07
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,143)

Equal Variance Test: Passed (P =0,741)

Group Name N  Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 13,667 4,726 2,728
CLONAZEPAM 3 0 4,333 0,577 0,333
30 mg/kg 3 0 22,333 6,668 3,844

100 mg/kg 3 0 29,667 3,786 2,186

300 mg/kg 3 0 33,667 2,082 1,202

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 1705600 426,400 24,887 <0,001
Residual 10 171,333 17,133

Total 14 1876,933

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).
Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 29,333 5 12,274 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. BLANCO 20,000 4 8,369 <0,001 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 11,333 3 4,742 0,018 Yes
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 4,000 2 1,674 0,264 No
100 mg/kg vs. CLONAZEPAM 25,333 4 10,601 <0,001 Yes



100 mg/kg vs. BLANCO 16,000 3 6,695 0,002 Yes

100 mg/kg vs. 30 mg/kg 7,333 2 3,069 0,055 No

30 mg/kg vs. CLONAZEPAM 18,000 3 7,532 0,001 Yes

30 mg/kg vs. BLANCO 8,667 2 3,627 0,028 Yes
2

BLANCO vs. CLONAZEPAM 9,333 3,905 0,020 Yes

3.7.3.1.2. Andlisis de varianza del nimero de entradas en los brazos abiertos

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:26:00

Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,612)

Equal Variance Test: Passed (P =0,184)

Group Name N  Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 2,667 1,528 0,882
CLONAZEPAM 3 0 1,000 0,000 0,000
30 mg/kg 3 0 2,000 1,000 0,577

100 mg/kg 3 0 3,667 1,155 0,667

300 mg/kg 3 0 4,333 1,155 0,667

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 20933 5233 4361 0,027
Residual 10 12,000 1,200

Total 14 32,933

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,027).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,635

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
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300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 3,333 5 5270 0,026 Yes
300 mg/kg vs. 30 mg/kg 2,333 4 3,689 0,102 No
300 mg/kg vs. BLANCO 1,667 3 2,635 0,200 Do Not Test
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 0,667 2 1,054 0,473 Do Not Test
100 mg/kg vs. CLONAZEPAM 2,667 4 4216 0,057 No
100 mg/kg vs. 30 mg/kg 1,667 3 2,635 0,200 Do Not Test
100 mg/kg vs. BLANCO 1,000 2 1581 0,290 Do Not Test
BLANCO vs. CLONAZEPAM 1,667 3 2,635 0,200 Do Not Test
BLANCO vs. 30 mg/kg 0,667 2 1,054 0,473 Do Not Test
30 mg/kg vs. CLONAZEPAM 1,000 2 1581 0,290 Do Not Test

3.7.3.1.3. Analisis de varianza del nimero de entradas totales en el laberinto

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:27:04

Data source: Data 1 in Notebook1l

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,304)

Equal Variance Test: Passed (P =0,609)

Group Name N Missing Mean StdDev SEM

BLANCO 3 0 9,000 0,000 0,000
CLONAZEPAM 3 0 2,667 3,055 1,764
30 mg/kg 3 0 13,333 3,215 1,856

100 mg/kg 3 0 10,333 1,528 0,882

300 mg/kg 3 0 10,667 4,041 2,333

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 189,733 47,433 6,187 0,009
Residual 10 76,667 7,667

Total 14 266,400

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,009).
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Power of performed test with alpha = 0,050: 0,839

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0,050

30 mg/kg vs. CLONAZEPAM 10,667 5 6,672 0,006 Yes
30 mg/kg vs. BLANCO 4,333 4 2,711 0,281 No
30 mg/kg vs. 100 mg/kg 3,000 3 1,877 0,413 Do Not Test
30 mg/kg vs. 300 mg/kg 2,667 2 1668 0,266 Do Not Test
300 mg/kg vs. CLONAZEPAM 8,000 4 5004 0,023 Yes
300 mg/kg vs. BLANCO 1,667 3 1,043 0,748 Do Not Test
300 mg/kg vs. 100 mg/kg 0,333 2 0,209 0,886 Do Not Test
100mg/kg vs. CLONAZEPAM 7,667 3 4,796 0,017  Yes
100 mg/kg vs. BLANCO 1,333 2 0,834 0,569 Do Not Test
BLANCO vs. CLONAZEPAM 6,333 2 3,92 0,019 Yes

Los resultados del ensayo de laberinto en cruz elevado para el estudio de la actividad gabaérgica
demuestran que hay una diferencia significativa en el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos de los grupos de estudio y el control positivo frente al Blanco (polietilenglicol 15%)
(p<0,05; fig 10-3 A), pero no existe diferencia significativa entre el grupo 5y el 4 (p=0,264) y
los grupos 4 y 3 (p=0,055). Es notable que el Flumazenil un agonista inverso GABAa deniega la
accion de las benzodiacepinas, debido a su mecanismo de accion como agonista inverso
inotrépico neutraliza los efectos del clonazepam, y esto queda demostrado en la fig 4-9 A en
donde se evidencia un decrecimiento significativo del tiempo de permanencia en los brazos
abiertos frente al blanco; también se puede evidenciar una diferencia significativa a las
concentraciones de 100 y 300 mg/kg de planta en las cuales se también se ve reducido el tiempo
de permanencia en los brazos abiertos, es importante sefialar que la actividad mostrada no es la
misma que la presentada por clonazepam aun se puede deducir que existe aparentemente la
actividad Gabaérgica. Debido a que existen al menos 3 compuestos con posible actividad
ansiolitica (apigenina, luteolina y quercetina) es imposible descartar cual de ellos no cumple una
actividad Gabaérgica, debido a este sinergismo de flavonoides es posible que los efectos

antagonista gabaérgico-ansiolitico sean contrarrestados entre si.

El nimero de entradas a los brazos abiertos para el grupo 2 (clonazepam) es practicamente nulo
como es de esperar por el efecto del Flumazenil. No existe diferencias significativas entre los

grupos de ensayo y el blanco (p>0,05; fig. 10-3 B), mientras el Unico grupo que presenta una

105



diferencia relevante frente al control positivo es el grupo 5 (300mg/kg), lo que demostraria que

ha esta concentracion el efecto GABA es menor aparentemente.

Por ultimo la actividad locomotora medida como el total de entradas en ambos brazos establece
existe una mayor actividad de los grupos de ensayo frente al control positivo, lo que quiere decir

que es notable una mayor actividad, principalmente a la concentracion de 300 mg/kg.
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3.7.4. Evaluacion de la actividad Gabaérgica en el modelo OFT

Tabla 19-3. Numero total de entradas en el centro del modelo. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracién 2 (C2), concentraciéon 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* czp* C1* c2* c3*
12 12 5 6 3
8 6 1 7 2
5 6 3 8 3

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 20-3. Numero total de entradas a la periferie del modelo. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* czp* C1* C2* C3*
13 13 6 5 5
9 6 2 5 5
5 6 4 6 5

Elaborado por: (Orna, 2015)

Tabla 21-3. Tiempo total de permanencia en la zona central. Blanco (B), control positivo
clonazepam (CZP), concentracion 1 (C1), concentracion 2 (C2), concentracion 3
(C3).*(Administracion de Flumazenil a una concentracion de 1mg/kg).

B* Czp* C1* c2* C3*
24 22 23 17 9
25 23 4 15 9
23 18 12 17 9

Elaborado por: (Orna, 2015)
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Figura 11-3. Evaluacién del efecto Gabaérgico del extracto etanolico resuspendido en
polietilenglicol, estudiado frente a un control negativo (Flumazenil), evaluado en el modelo

OFT
Elaborado por: (Orna, 2015)

Los pardmetros considerados para el analisis del efecto gabaérgico en el modelo OFT son: el
namero total de entradas en el centro (A), nUmero de entradas en la periferie (B) y tiempo total
en el seno de la zona central (C). Los grupos analizados constituyen Blanco (1), Clonazepam
(2), Concentracion 30mg/kg de planta (3), concentracion 100mg/kg de planta (4) y
concentracion 300 mg/kg de planta (5).
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3.7.4.1. Andlisis estadistico

3.7.4.1.1. Analisis de varianza del nimero de entradas a la zona central del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:30:50

Data source: Data 1 in Notebook1l

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,473)

Equal Variance Test: Failed (P <0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks  jueves, agosto 06, 2015, 16:30:50

Data source: Data 1 in Notebook1l

Group N  Missing  Median 25% 75%
BLANCO 3 0 8,000 5,000 12,000
CLONAZEPAM 3 0 6,000 6,000 12,000
30mg/kg 3 0 3,000 1,000 5,000
100 mg/kg 3 0 7,000 6,000 8,000
300 mg/kg 3 0 3,000 2,000 3,000

H = 9,979 with 4 degrees of freedom. (P =0,041)
The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,041)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks q P<0,05
BLANCO vs 300 mg/kg 23,500 3,034 No
BLANCO vs 30 mg/kg 22,000 3,523 Do Not Test
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BLANCO vs 100 mg/kg 1,000 0,211 Do Not Test

BLANCO vs CLONAZEPAM 1,000 0,309 Do Not Test
CLONAZEPAM vs 300 mg/kg 22,500 3,603 Do Not Test
CLONAZEPAM vs 30 mg/kg 21,000 4,427 Do Not Test
CLONAZEPAM vs 100 mg/kg 0,000 0,000 Do Not Test
100 mg/kg vs 300 mg/kg 22,500 4,743 Do Not Test
100 mg/kg vs 30 mg/kg 21,000 6,481 Do Not Test
30 mg/kg vs 300 mg/kg 1,500 0,463 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

3.7.4.1.2. Andlisis de varianza del nimero de entradas a la periferie del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:31:28

Data source: Data 1 in Notebook1l

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0,192)

Equal Variance Test: Failed (P <0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks  jueves, agosto 06, 2015, 16:31:28

Data source: Data 1 in Notebook1l

Group N Missing  Median 25% 75%
BLANCO 3 0 9,000 5,000 13,000
CLONAZEPAM 3 0 6,000 6,000 13,000
30mg/kg 3 0 4,000 2,000 6,000
100 mg/kg 3 0 5,000 5,000 6,000
300 mg/kg 3 0 5,000 5,000 5,000

H = 7,009 with 4 degrees of freedom. (P =0,135)
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The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0,135)

3.7.4.1.3. Andlisis de varianza del tiempo de permanencia total en la zona central del modelo

One Way Analysis of Variance jueves, agosto 06, 2015, 16:32:24
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P <0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks  jueves, agosto 06, 2015, 16:32:24

Data source: Data 1 in Notebook1

Group N  Missing  Median 25% 75%
BLANCO 3 0 24,000 23,000 25,000
CLONAZEPAM 3 0 22,000 18,000 23,000
30mg/kg 3 0 12,000 4,000 23,000
100 mg/kg 3 0 17,000 15,000 17,000
300 mg/kg 3 0 9,000 9,000 9,000

H = 10,299 with 4 degrees of freedom. (P = 0,036)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0,036)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks q P<0,05
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BLANCO vs 300 mg/kg 32,000 4,131 Yes

BLANCO vs 30 mg/kg 23,000 3,683 Yes
BLANCO vs 100 mg/kg 20,000 4,216 Yes
BLANCO vs CLONAZEPAM 10,000 3,086 Yes
CLONAZEPAM vs 300 mg/kg 22,000 3,523 No
CLONAZEPAM vs 30 mg/kg 13,000 2,741 Do Not Test
CLONAZEPAM vs 100 mg/kg 10,000 3,086 Do Not Test
100 mg/kg vs 300 mg/kg 12,000 2,530 Do Not Test
100 mg/kg vs 30 mg/kg 3,000 0,926 Do Not Test
30 mg/kg vs 300 mg/kg 9,000 2,777 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

En el andlisis de varianza Kruskal-Wallis se demuestra que con un 95% de confianza existe
diferencia significativa entre los grupos de estudio. Aun asi no existen diferencias significativas
entre el nimero de entradas a la zona central de los grupos de estudio frente al blanco, tampoco

frente al control positivo.

En el analisis del namero de entradas a la periferia no se encuentra diferencias entre grupos lo

que quiere decir que para el ensayo de campo abierto la accion del Flumazenil se ve reducida.

En el analisis correspondiente al tiempo de permanencia en la zona central del modelo animal se
establece que existe una diferencia significativa entre los 3 grupos de estudio y el control
positivo frente al blanco de ensayo (p < 0,05; fig 11-3 C), en el cual se establece que estos
grupos tienen mayor locomocion en la zona central que el blanco, aungque deberia esperarse que

la locomocion sea igual o menor.

Por Gltimo es importante recalcar que el efecto sobre los receptores GABA no queda lo
suficientemente claro, por lo que es necesario realizar una mayor cantidad de estudios en esta
linea que nos permitan elucidar la actividad especifica de los diferentes extractos estudiados
sobre el SNC.
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CONCLUSIONES

En las partes aéreas del Canayuyo (Sonchus oleraceus) se pudo identificar la presencia de
metabolitos secundarios del tipo lactonas, triterpenos, resinas, azucares reductores, compuestos

fendlicos y flavonoides.

Se determind presencia de flavonoides tipo apigenina y luteolina mediante TLC debido al
elucidar un compuesto de caracteristicas roza anaranjado visto al UV que por caracteristicas de

similaridad estructural por este procedimiento no se pudo diferenciar entre ambas flavonas.

Se evaluo la actividad citotoxica en neutrdfilos aislados en el cual se demostré una toxicidad
total a una concentracién de 200ppm de flavonoides totales; mientras el ensayo de toxicidad en
Artemia salina no fue factible para este estudio por presencia de compuestos intrinsecos letales

para esta especie de crustaceo.

Mediante cromatografia liquida de alta eficiencia se cuantifico 0,4133% de apigenina; 1,4123%
de luteolina y 0,8536% de quercetina; que sumado brindan un resultado de 2,6792% de

flavonoides totales.

En el andlisis in vivo se demuestra la actividad ansiolitica de las 3 concentraciones del extracto
hidroalcohdlico en el ensayo de laberinto en cruz considerando la variable “tiempo de
permanencia en brazos abiertos”, la concentracion 300mg/kg demuestra ser la mejor
concentracion con mayor actividad frente al blanco y al control positivo en las tres variables
consideradas “tiempo de permanencia en los brazos abiertos”, “numero de entradas en los
brazos abiertos” y “niimero de entradas totales”. En el modelo OFT se demuestra un efecto
antitimotactico, evidenciado mediante el incremento de la actividad locomotora en la parte
central del campo abierto; la concentracion 300mg/kg demuestra ser la mejor concentracion
debido a presentar un mayor nimero de permanencia en el centro del campo con diferencia

significativa frente a los demas grupos.
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RECOMENDACIONES

Para el analisis in vivo se recomienda a las autoridades pertinentes adquirir equipo necesario

para la evaluacion conductual, principalmente camaras detectoras de movimiento y distancia.

Después de haber analizado los inconvenientes de estudiar la citotoxicidad en neutrdfilos
aislados con extractos de flavonoides se recomienda a quien corresponda elaborar una linea de
investigacion considerando un tema de estudio para la “Validacion del método de citotoxicidad
en neutrofilos aislados para extractos de plantas”; considerando que el método utilizado es
espectrofotométrico y existen interferencias y errores analiticos e instrumentales de analisis con
extractos d plantas que poseen en su composicién flavonoides, que como es de conocimiento
fitoquimico presentan color caracteristico en funcion del tipo de compuesto, los cuales

interfieren en menor o mayor medida con las medidas de absorbancia.
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GLOSARIO
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%
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HPLC

mg
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Porcentaje

Grados Celsius

Cromatografia en capa fina preparativa
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Laberinto en cruz elevado (Elevated plus-maze)
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Cromatografia Liquida de Alta eficiencia (High performance liquid

chromatography)
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Litro

Miligramo
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Potencial de hidrégeno
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WST-1
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Thin Layer Chromatography
Temperatura
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Cell Proliferation Reagent
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ANEXOS

Anexo A. Espectrofotometro Uv marac Heyios utilizado para las determinaciones de

Flavonoides totales y la identificacién de compuestos aislados




Anexo C. Equipo de filtracion por membrana empleado en la purificacién de la fase movil

Anexo D. Desionizador Branson 2510. (Desionizacion de la fase mévil)




Anexo E. Sistema Rotavapor para concentracion de extractos

Anexo F. Columna en Fase so6lida C-18




Anexo G. Separacion de la fase mononuclear mediante Ficoll paque.

Anexo H. Sistema de pesaje de animales de experimentacion




Anexo I. Modelo animal de laberinto en cruz elevado (EPM)

Anexo J. Modelo animal OFT o ensayo de campo abierto (no tese el fondo blanco

caracteristico y el nimero de cuadros de la periferie)




