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RESUMEN

Passiflora tripartita y Passiflora manicata son especies poco estudiadas en el pais, por ser
consideradas solo como plantas exdticas, su contenido en flavonoides son motivos de estudio
paralaevaluacion del efecto ansiolitico. El objetivo de lainvestigacién fue evaluar ansioliticode
tres tipos de extractos de las hojas y flores de ambas especies pasifloras en ratones (Mus
musculus). El estudio se realizé en el Bioterio de |a Facultad de Ciencias de la ESPOCHyseenfoca
en la evaluacién del efecto ansiolitico en cuatro modelos in vivo, laberinto en cruz elevado
(EPM), ensayo de campo abierto (OFT), ensayo de campo claro/oscuro y test de chimenea,
Clonazepam fue usado como droga estandar (0,5mg/kg), ademas se estudié la actividad
citotoxica, conlatécnicade Artemia salina. En el modelo EPMel extracto de hojas de P. tripartita
acuoso incrementaron el nimero de entradas en los brazos abiertos (p<0,05). El extractode
hojasde P. tripartita en metanol induce un efecto miorrelajante demostrado en elincremento
deltiempode salidaenel testde chimeneayevidenciado en unadisminucién de miedoalaluz
enel modelo de campo claro/oscuro (p<0,05). Mientras que el ensayo de citotoxicidadmostrd
alta toxicidad en el extracto de hojas de P. manicata en acetato de etilo ya que su Lc50 fue
menora 100ppmy el mas seguro fue el extracto metandlico de hojas de Passiflora tripartita con
un Lc50de 675,48ppm. Concluyendo, extracto metandlico de hojas de P. tripartita administrado
a unaconcentracion de 50 mg/kg presenta aparentemente el mejor efectoy laactividad sobre
losreceptoresse atribuye ala presenciade tres compuestos flavonicos. Se recomienda realizar
investigaciones con dosificaciones mayores del extracto en ratones para evaluar el efecto

ansiolitico 6ptimo, asi como el estudio citotéxico en ratones.

Palabras Clave: <Pasiflora tripartita [taxo], <Pasiflora manicata [planta]>, <ANSIEDAD>,
<ANSIOLITICO>, <CITOTOXICO —ARTEMIA SALINA [crustaceo]>, <LABERINTO EN CRUZ ELEVADO
[EPM]>, <ENSAYO DE CAMPO ABIERTO [OFT]>, <ENSAYO DE CAMPO CLARO/OS CURO [dark/light
test]>, <TEST DE CHIMENEA [miorrelajante]>, <SISTEMA NERVIOSO CENTRAL [SNC]>

13



ABSTRACT

Passiflora tripartite and manicata are little studied species in the country,
being considered only as exotic plants, flavonoid contentare for study to evaluate
the anxiolytic effect The aim of the research was to evaluate anxiolytic three
types of extracts from theleaves and flowers of Passiflora species both in
mice (Musmusculus). The study was conducted in the vivarium of the Faculty
of Sciences ESPOCH and focuses on assessing the anxiolytic effect in four models
in vivo; elevated plus maze (EPM), open bonnet test (OFT), test light/ dark and
field test fireplace, Clonazepam was used as a standard drug (0.0S mg/kg) plus
cytotoxic activity was studied with Artemia salina technique. In the EPM model
the leaf extract p. aqueous tripartite increased the number of entries into the
open arms (p <0.0S). The leaf extract of P. tripartite in methanol induces a
muscle relaxant effect demonstrated in the increase of time from the test
fireplace and evidenced by a decrease in fear of light in the pattern of light/
dark field (p <0, 0S). While the cytotoxicity assay showed high toxicity extract
sheet P. manicata in ethyl acetate as its LCSO was lesstan 100 ppm and safest
was the methanolic extract of leaves of Passiflora tripartite with LC50 675, 48
ppm. Concluding, methanolic extract of leaves of P. tripartite administered at
aconcentration of 50 mg / kg apparently has the best effect and receptor
activity are attributed to the presence of three flavone compounds. the cytotoxic

study inmice is recommended investigations with higher doses of the extract

in mice to assess the anxiolytic + optimal effect, as well.

KEYWORDS: <Passiflora tripartite [taxo] <Passiflora manicata [plant]>
<ANXIETY>, <anxiolytic>, <CITOTOXICO-Artemia salina [crustacean]> <maze
HIGH [EMP]> <TEST FIEL OPEN [OFT]> <TEST FIELD light / dark [dark / light
test]> TEST OF FIRE mioreelajante <CENTRALNERVOUSSYSTEM [SNC]>.
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INTRODUCCION

Situacién problematica

La salud mental abarca una amplia gama de actividades directa o indirectamente relacionadas con
el componente de bienestar mental, esto esta incluido en la definicion de salud que da la OMS:
un estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones
o enfermedades. Por tanto estd relacionada con la promocion del bienestar, la prevencion de

trastornos mentales y el tratamiento y rehabilitacion de las personas afectadas por dichos
trastornos. (OMS, 2007)

La salud mental, como parte indivisible de la salud, contribuye de manera significativa a la calidad
de vida y a una plena participacion social. Los trastornos mentales constituyen una importante
carga economica y social, tanto por su frecuencia, coexistencia y comorbilidad, como por la
discapacidad que producen. Y esta es la segunda causa de carga de enfermedad en las sociedades
con economias de mercado, sin que haya perspectiva de control de estas cifras, por pronosticarse
un aumento considerable (MSC, 2014)

En el Ecuador la salud mental viene tomada en cuenta desde 1995 con la creacién del plan en
salud mental, aun asi no existe una Ley de Salud mental vigente lo que dificulta la ejecucion de
planes y estrategias en cuanto al diagnostico y tratamiento de las patologias mentales, ademas la
Gltima version del plan Nacional de Salud Mental data del afio 1999, y el presupuesto anual a
este parte de salud es minima. (MSP, 2008)

Los principales problemas de salud mental son la ansiedad y depresion, las dos son formas de
reaccionar ante eventos externos o internos. La CIE-10, clasificacion efectuada por la
Organizacion Mundial de la Salud, incluye el trastorno mixto ansioso-depresivo donde se dan
diferentes posibilidades de combinacion de sintomas propios de la ansiedad y propios de la
depresion. En ambos casos se trata de una respuesta exagerada ante un acontecimiento que generé
extremos estados de animo. Estas reacciones o trastornos se pueden manifestar con sintomas
predominantemente de ansiedad, de depresion, de una combinacién de ambas o de otras

emociones o conductas perturbadoras (ira, preocupacion, violencia, etc.). (Luna. M, 2002)

Para lograr la mejora del paciente y su total sanacion se combinan dos tipo s de tratamiento, uno
psicoldgico el cual lo trata un psicélogo o en casos mas graves un psiquiatra, el otro es un
tratamiento farmacoldgico.
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El primer requisito para el tratamiento es establecer con precision el diagnéstico es decir el estado
de ansiedad. Los medicamentos contra la ansiedad son las benzodiacepinas, los que se utilizan
para tratar los trastornos de ansiedad incluyen:

El clonazepam, que se utiliza para la fobia social y el trastorno de ansiedad generalizada,
Lorazepam, que se utiliza para el trastorno de panico, Alprazolam, que se utiliza para el trastorno
de panico y trastorno de ansiedad generalizada. La buspirona es un medicamento contra la
ansiedad que se usa para tratar el trastorno de ansiedad generalizado. (Geo salud, 2014).

Una de medicinas alternativas, no agresivas es la fitoterapia, pertenece al &mbito de la medicina
y se relaciona estrechamente con la botéanica y el estudio del metabolismo secundario vegetal, es
ejercido por médicos y por fitoterapeutas. La farmacéutica tiene su aproximacion a la fitoterapia
en la farmacognosia, que da cuenta de los constituyentes quimicos de las plantas o de sus 6rganos
o partes y de las propiedades farmacoldgicas de estos. Y la Fitoterapia moderna, se basa en el
conocimiento de la Farmacologia, y considera los aspectos  farmacodindmicos vy
farmacocinéticos de los medicamentos basados en plantas medicinales, en estudios preclinicos
y clinicos, aungue tiene su punto e origen en el conocimiento ancestral y la experiencia de prueba
y error heredada de las pasadas generaciones

El uso de Fito medicamentos para tratar problemas de la ansiedad ya ha sido definido con ciertas
especies, como el Hipérico y Valeriana, esto ha tomado mayor importancia Ultimamente por el
incremento de interés de personas por este tipo de terapias, empezando por los paises
industrializados con altos niveles de ansiedad y estrés. Teniendo asi que ya se halla en el mercado
Fito medicamentos especificos aprobados por la FDA y OMS.

A pesar que las medicinas naturales a base de plantes se han usado desde tiempos antiguas, solo
una pequefia cantidad de estos han sido estudiados a profundidad, de estas hay un nimero menor
que se ha identificado su seguridad plana en el uso y la eficacia, extraccion de principios activos.
Las muchas y diversas formas de los productos medicinales tradicionales han evolucionado frente
a entornos ampliamente diferentes en lo etnolégico, cultural, climatico, geografico y aun
filosofico. (Lopez. M, 2012)

Otro punto importante en la terapia natural se situar los limites en la Terapéutica actual, y por lo
tanto precisar el concepto moderno de la misma, por lo que se debe tomar en cuenta: Si bien los
productos fitoterdpicos suelen tener margenes de seguridad terapéutica mas amplios y suelen tener
menos efectos adversos que los farmacos sintéticos, cabe siempre recordar que natural no es
sinonimo de inocuo. Por lo que obligatoriamente se necesita un estudio previo a profundidad
sobre lo que se desea administrar.
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Actualmente existe una base cientifica que puede sustentar la eficacia de muchos productos
fitoterapicos para determinadas indicaciones, esta sirve como una base bibliogréfica y un sustento
de eleccion de camino. La eficacia se consigue solamente con el uso adecuado de los preparados
fitoterapéuticos, tanto en lo que se refiere a las indicaciones, como con la forma de administracion
y la dosificacion. La responsabilidad del profesional sanitario es insoslayable. También se

requiere una legislacion adecuada que apoye la investigacion, y verifique los resultados.
(Cafiigueras. S, 2003)

Las pasifloras pertenecen a la familia Passifloraceae, con 18 géneros y 630 especies. Se
encuentran distribuidas en diferentes pisos altitudinales, desde el nivel del mar hasta los 3.000 m
de altitud, y muchas de ellas son originarias de las zonas andinas de América del Sur. En forma
silvestre se encuentran muchas curubas y granadillas produciendo frutos cuyo valor es tan alto
como las pasifloras cultivadas, las especies de pasifloras cultivadas en forma comercial son:
parchita maracuya (Passiflora edulis), badea (P. quadrangularis).

La familia de pasifloras en general Poseen una accién sedante del sistema nervioso, miorrelajante
y espasmolitica. Por esto se indica su uso en el tratamiento de: ansiedad, hiperexcitacion nerviosa,
insomnio, hipertension  arterial, taquicardia, palpitaciones, migrafias, Vértigo, Ulceras
gastroduodenales, espasmos gastrointestinales, dismenorrea, distonias neurovegetativas
asociadas al climaterio, tos nerviosa, mialgias y contracturas musculares. Las partes que se
utilizan de esta planta son las sumidades aéreas (hojas y flores). (Lemus y Chong, 2009).

Los objetivos de este trabajo son los de Determinar cuél es el extracto con mayor actividad
ansiolitica de los preparados de hojas y de flores de Pasiflora manicata y Pasiflora tripartita
sobre los ratones Mus musculus mediante administracion oral, elaborar 3 tipos de extractos tanto
de flores como de hojas de las 2 especies de pasifloras segun su nivel de solubilidad, realizar
pruebas psicolepticas a cada uno de los grupos de ratones analizando su comportamiento
individual, y con esto Elegir el mejor extracto de hojas y de flores cada especie de Pasiflora para
la actividad ansiolitica, por ultimo Comparar la actividad ansiolitica de ambas especies de
Pasifloras y sus respectivos extractos frente al grupo control mediante analisis estadistico.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Marco Filosofico o epistemolégico de la investigacion

Dentro de los proyectos de titulacion para la formacion total de un profesional universitario la
investigacion cientifica es un pilar fundamental, independientemente del tema o rama dedicada

cada uno tiene el fin de difundir una informacion, ya sea mejorar sistemas o resolver problemas.

En el caso del Bioquimico Farmacéutico existen varios campos de investigacion, principalmente
dentro del campo de la salud siendo los basicos el diagnostico y la farmacia, mejorando asi la
calidad de vida de las personas.

El presente trabajo es una investigacion con metodologia experimental, se estudia la rama de
fitoquimica y farmacologia con la comprobacion de efectos ansioliticos in vivo de dos tipos
plantas de la familia de las pasifloras siendo sus nombres cientificos: Pasiflora manicata y
Pasiflora tripartita mejor conocida como planta de taxo. La metodologia usada para la
identificacion de la actividad ansiolitica es experimental pura, por llevar un control sobre las

variables dependientes en cada uno de los procesos.

Los resultados de esta investigacion tienen como finalidad determinar cual de las plantas
estudiadas de la familia de las pasifloras posee la mejor actividad ansiolitica y asi poder brindad
una buena alternativa como fitofdrmaco para los tratamientos, manejo y control de la ansiedad de
las personas del Ecuador.

1.2. Antecedentes de la Investigacion

El contenido original del término neurosis, introducido por el psiquiatra escoceés William Cullen
en 1769 se referia a una afeccion general del sistema nervioso que cursaba sin fiebre ni afeccién
local de algin organo, y que comprometia “los sentimientos” y “el movimiento”. La
sintomatologia polimorfa que Cullen identifico en la afeccion abarcaba las manifestaciones que
se presentaban en una abigarrada serie de afecciones que iban desde diversas intensidades de
sincopes hasta el tétanos y la hidrofobia, pasando por la histeria, la melancolia, la amnencia y la
mania. El término creado por Cullen en 1798, tuvo una amplia penetracion en el vocabulario

médico. A lo largo de los siglos XIX y XX diversos autores se ocuparon de distinguir sus
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caracteristicas y del gran grupo inicial se fueron desgajando diversas enfermedades que
permitieron precisar mas rigurosamente sus contornos y limites, pero las querellas en torno a su

especificidad siguieron siendo numerosas y apasionantes. (conti, 2007)

El término ansiedad es relativamente reciente en la semiologia psiquiatrica y se le atribuye a
Morel el mérito de considerar el lado "emotivo" y en cierto sentido ansioso de numerosos cuadros
clinicos (Morel, 1866). Las tesis humoralistas estuvieron vigentes hasta bien entrado el
Renacimiento, y consideraban como "melancolia" una enfermedad en la estaban incluidas, entre
otras, lo que hoy denominamos trastornos de ansiedad (fobico-obsesivo-ansiosos). La
"melancolia” estaba comprendida en las llamadas “enfermedades de la cabeza”. En el siglo XVI1I
surgio el concepto de “"enfermedad nerviosa", sobre la base de la separacion, realizada por
Sydenham, de la afeccién "histero-hipocondriaca™ de las enfermedades ginecoldgicas. Willis fue
quien incluyd estos trastornos dentro de la patologia nerviosa, por lo que las afecciones que hasta
entonces habian sido incluidas en la melancolia o en otros trastornos uterinos, pasaron a incluirse
entre la patologia nerviosa, cuya causa inmediata era la ataxia de los "espiritus animales" (Lépez
Pifiero, 1985). En la obra de Cullen (1712-1790) la melancolia era considerada como una
"neurosis. (Rubio, 2000)

La historia de los hoy llamados “Trastornos de ansiedad” estd estrechamente vinculada al
concepto clinico de “neurosis”. Pero, como en otros casos de la nomenclatura médica, el
contenido original del término neurosis, no corresponde estrictamente al uso que hasta hace pocos
afios se ha hecho de tal denominacion. En el DSM-IV los “Trastornos por ansiedad” incluyen: el
Trastorno de ansiedad generalizada, el Trastorno de panico con o sin la agorafobia, la Fobia social,
la Fobia especifica, el Trastorno obsesivo-compulsivo y el Trastorno por estrés post traumatico.
Llama la atencion que esta ordenacion, en sus aspectos fenoménicos esenciales, no ha variado en
lo fundamental durante un siglo. (Conti, 2007).

La ansiedad es una parte de la existencia humana, todas las personas sienten un grado moderado
de la misma, siendo ésta una respuesta adaptativa. La ansiedad sigue siendo un tema de gran
importancia para la Psicologia; su incorporacion es tardia, siendo tratado solo desde 1920,
abordandose desde distintas perspectivas. Segun el Diccionario de la Real Academia Espafiola en
1988, el término ansiedad proviene del latin anxietas, refiriendo un estado de agitacion, inquietud
0 zozobra del &nimo, y suponiendo una de las sensaciones mas frecuentes del ser humano, siendo
ésta una emocion complicada y displacentera que se manifiesta mediante una tension emocional
acompafiada de un correlato somatico. En general, el término ansiedad alude a la combinacion de
distintas manifestaciones fisicas y mentales que no son atribuibles a peligros reales, sino que se
manifiestan ya sea en forma de crisis 0 bien como un estado persistente y difuso, pudiendo llegar
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al panico; no obstante, pueden estar presentes otras caracteristicas neurdticas tales como sintomas

obsesivos o histéricos que no dominan el cuadro clinico. (Sierra y Ortega, 2003).

Durante las tres Gltimas décadas, hemos sido testigos del considerable progreso que ha tenido
lugar en el tratamiento y comprension de los trastornos de ansiedad, que son los mas comunes de
todas las enfermedades psiquiatricas. Sin embargo, los estudios epidemioldgicos demuestran una
cruel paradoja. Al mismo tiempo que avanzan nuestros conocimientos y mejora la eficacia de los
medios de tratamiento, se constata que un alto porcentaje de las personas que padecen trastornos
emocionales no son identificados y, por consiguiente , no reciben tratamiento adecuado ni se
benefician de los avances de la investigacion en este campo. En el estudio realizado por la O.M.S.
sobre los problemas psicol6gicos de los médicos de atencion primaria, realizado en centros de 14
paises, se constato una prevalencia puntual del trastorno de ansiedad generalizada del 12 % de las
primeras consultas. No obstante, a pesar de esta tremenda morbilidad, los trastornos de ansiedad
son infra diagnosticados y no tratados adecuadamente. Cerca de la mitad de los pacientes del
estudio internacional, afectos de un trastorno de ansiedad, no fueron identificados por los médicos
de familia. Los trastornos de ansiedad son tan frecuentes en atencién primaria que se calcula que
uno de cada diez pacientes que se atienden diariamente lo presentan. De hecho son mas comunes
que la diabetes. (Reyes, 2004)

A partir de 1960 las benzodiacepinas ocuparon el primer lugar en el tratamiento de los cuadros
ansiosos. Su consumo se extendié rapidamente, dando origen a la denominacion de “pildoras de
la felicidad". Las investigaciones que relacionaban la ansiedad y las benzodiacepinas se
incrementaron cuando en 1977 se descubrio la presencia de receptores para estas sustancias en el
cerebro de animales de experimentacion. A principios de los sesenta, los beta-bloqueantes fueron
introducidos en el arsenal terapéutico de cardidlogos y psiquiatras. Segun las teorias de James-
Lange sobre el papel del sistema nervioso autondémico en el desencadenamiento de la ansiedad,
se utilizaron este tipo de farmacos. Tras investigar la implicacion del sistema nervioso central en
la ansiedad, cayeron en desuso, aunque todavia hoy se consideran mas eficaces que las
benzodiacepinas cuando se trata de cuadros clinicos en los que predominan las manifestaciones
somaticas. A finales de los cincuenta también se introdujeron como ansioliticos la hidroxicina y
la benzoctamina, asi como los neurolépticos a bajas dosis. Comenzd una campafia contra la
utilizacion masiva de las BZD dado que podian producir tolerancia, dependencia y sindrome de
abstinencia, por lo que se estimuld la investigacion de nuevos compuestos ansioliticos, como la
buspirona, aunque mucho menos eficaz. El uso de las BZD no s6lo estimulé la investigacion en
los mecanismos biologicos de la ansiedad, sino que produjo cambios en la nosologia. Cuando
Freud separé la neurosis de ansiedad de la neurastenia, incluyd entre los sintomas de la nueva
entidad, la persistencia del estado ansioso y la presencia de crisis de angustia, porque todas ellas

podian agruparse alrededor del sintoma cardinal que era la ansiedad. Esta concepcion unitaria se
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acepto, incluso entre los psiquiatras no psicoanaliticos, hasta pasada la 11 Guerra Mundial. Asi las

crisis de angustia diferian los estados de ansiedad en la intensidad de los sintomas. (Rubio, 2000)

En los afios 70y comienzo de los 80, se observo que ciertos antidepresivos triciclicos e inhibidores
de la monoaminooxidasa (IMAO) resultaban efectivos en el tratamiento del trastorno de panico,
ademas de gque un antidepresivo triciclico, en concreto la clomipramina, respondia correctamente
en el tratamiento del trastorno obsesivo-compulsivo. De esta forma se comenz6 a observar que
algunos antidepresivos se solapaban con los ansioliticos en el tratamiento de determinados

subtipos de trastornos de ansiedad o en los cuadros ansioso-depresivos.

En la década de los 90, los antidepresivos de la clase inhibidores selectivos de la recaptacion de
la serotonina (ISRS) pasaron a considerarse los tratamientos preferidos de primera linea para
determinados subtipos de trastornos de ansiedad, desde el trastorno obsesivo-compulsivo hasta el
trastorno de panico y recientemente también para la fobia social y el trastorno de estrés
postraumatico. Sin embargo, no todos los antidepresivos son ansioliticos eficaces ya que la
desipramina y el bupropion parecen resultar de poca ayuda en varios subtipos de trastorno de
ansiedad.

En este contexto, la venlafaxina ha sido uno de los primeros farmacos aprobados tanto para tratar
el estado de animo en la depresion, como para tratar la ansiedad en el trastorno por ansiedad
generalizada. (Zubiri, 2011)

Aunque se usan diversos tipos de farmacos, los de primera eleccion han sido siempre las
benzodiacepinas, sin embargo estos farmacos presentan varios efectos adversos siendo los mas
severos: Excesiva sedacion, el exceso de sedacion es una manifestacion exacerbada, dosis-
dependiente, de los efectos basicos sedativos e hipnéticos de las benzodiacepinas. Los sintomas
van desde la somnolencia, a la falta de concentracion, falta de coordinacion, debilidad muscular,

mareos y confusion mental. (Ashton, 2002)

Se determind también que todas las BZD pueden provocar dependencia psicolégica y fisica,
incluso a dosis bajas, con un sindrome de abstinencia de instauracion lenta tras la supresion del
farmaco, que es mas intenso mientras mayores hayan sido las dosis utilizadas y mas prolongadas
los tiempos de tratamiento. Las de eliminacion rapida tienen mayor tendencia a producir
dependencia o fenémenos de rebote (ansiedad, insomnio) al suspender el tratamiento; las de
eliminacion lenta producen mas sedacion diurna; las de larga duracion, tienen efectos colaterales
que pueden persistir durante todo el dia y las de duracién intermedia, poseen menos efectos

duraderos al dia siguiente de su administracion. (Lopez y otros, 2010).
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La sedacion excesiva persiste por mas tiempo y es mas marcada en la gente mayor y hasta puede
aumentar el riesgo de caidas y fracturas. Enelcaso de la gente mayor, ha habido casos de estados
confusionales agudos con dosis bajas de benzodiacepinas. El exceso de sedacion causado por las
benzodiacepinas contribuye a aumentar las posibilidades de accidentes tanto en el hogar como en
el trabajo, y estudios llevados a cabo en muchos paises han demostrado una asociacion
significativa entre el uso de las benzodiacepinas y el riesgo de accidentes graves de trafico. Habria
que advertirle a la gente que toma benzodiacepinas sobre los riesgos que estas drogas implican
cuando se conducen vehiculos y se manejan maquinas. (Ashton, 2002).

El uso de estos farmacos ha aumentado considerablemente a lo largo de los afios siendo asi que
la ingesta de tranquilizantes sin receta, entre 2000-2001, alcanzaba el 2,5% de la poblacion de 15
a 64 afios. En comparacion con otros afios anteriores, aparece un ligero incremento en el consumo
de estas sustancias, la prevalencia de dicho consumo durante los Ultimos doce meses pasa de 2%
en 1997 al 2,5% en 2001. La edad de inicio en el consumo de benzodiacepinas esta estabilizada,
es de 28,1 afios, y, aunque, no aparecen diferencias significativas entre sexos en cuanto al
consumo, si aparecen en cuanto a la edad de inicio, siendo los hombres quienes se inician antes

que las mujeres (hombres: 24,5 afios; mujeres: 30-31,1 afios).(Plan nacional de drogas, 2002).

Por esto la busqueda de nuevas formas de tratar la ansiedad han sido de interés a lo largo de los
afios siendo asi, la VValeriana la planta mas usada para este fin, Su uso se remonta a la antigliedad,
en la que ya se encuentran descripciones de clasicos como Dioscorides, Hipocrates o Galeno.
Dioscérides la describia en su Libro | sobre remedios y plantas naturales haciendo referencia a
ella como la Gran Valeriana y seria utilizada por el autor para el tratamiento de la epilepsia. Ya
en épocas mas recientes también encontramos referencias al valor medicinal de la planta como
por ejemplo en los escritos de Fabius Colonna en 1567 que aludia a ella como remedio para la
epilepsia extendiéndose su uso para tratar este mal a lo largo del siglo XV1, Mas tarde, en 1912,
Chevalier propondria el aceite esencial como el causante de la actividad sedante que puede
alcanzar la raiz de la planta de la Valeriana. Y asi, durante la Segunda Guerra Mundial la valeriana
fue frecuentemente utilizada para aliviar la tension nerviosa originada por los bombardeos y
explosiones frecuentes en esas circunstancias. Habra que esperar unos afios mas para que Ukita,
en 1944, consiga aislar el primer &cido volatil de la Valeriana officinalis. A partir de aqui
seguirian realizdndose trabajos experimentales dirigidos entre otras cuestiones a confirmar la

propiedad sedante de la planta. (Lopez y Ldpez, 2011).

Pero a partir del uso de farmacos en exceso, la medicina natural ha tomado importancia, siendo
prioridad la busqueda de nuevas plantas con actividad ansiolitica, existiendo ya varios estudios.

En la Escuela Superior politécnica de Chimborazo en la Escuela de Bioquimica y Farmacia se

han realizado varias investigaciones en pasifloras sobre la actividad ansiolitica los mas relevantes
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son en 2014 con la Evaluacion del Efecto Ansiolitico del Extracto Hidroalcoholico de Flor de
Granadilla (Passiflora ligularis) en Ratones (Mus musculus) por Pallo, M , en Febrero de 2014
con la Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto hidroalcoholico de flor de taxo (Passiflora
tripartita var. Mollissima) en ratones (Mus musculus) por Riofrio. K, y en Marzo de 2014
Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto Hidroalcohdlico de flor de Badea (Passiflora
Quadrangularis) En Ratones (Mus musculus) por Rea. V, en todos estos trabajos se demostro la
existencia de actividad ansiolitica en las Pasifloras suficiente para poder remplazar al farmaco
tradicional usado, Diazepam y que los responsables de dicha actividad son los flavonoides y
alcaloides presentes en cada una de las plantas, la mejor dosis de estas fueron de 100%, tomando
en cuenta que usaron solo flores y extractos hidroalcohdlicos.

Otra de las pasifloras ya estudiadas es P. incarnata en la investigacion “Medicina tradicional:
estudios preclinicos de plantas con propiedades ansioliticas™ por Sollano. M, en México en 2011,
indicAndose que en estudios preclinicos se observd que en diferentes modelos de ansiedad se
reporta que los monoflavonoides de esta planta inducen efectos ansioliticos semejantes, e incluso

superiores, a los producidos por Diazepam. (Sollozo. M, 2011)

Los ensayos farmacoldgicos en animales en el estudio de plantas medicinales para el insomnio en
2008 en Madrid por el centro de investigaciones sobre fitoterapia, con extracto Hidroalcoholico
de partes aéreas de Pasiflora incarnata tuvo actividad en el SNC en una concentracion al 40%
con una reduccion de actividad locomotora en el raton, y mediante el uso solo de flores en una
concentracion del 70% presento disminucion de hipermotilidad. Ademas afirman que el extracto
Hidroalcohdlico de P. edulis y P. alata ha demostrado actividad ansiolitica a las dosis de 50% vy
100% (Donoso. A, 2008)

En cuanto a solventes, estudiando un fraccionamiento bio dirigido del extracto hidroalcohdlico
de P. incarnata, mediante el ensayo de laberinto elevado en cruz, se comprobo que los efectos
ansioliticos eran de mayor intensidad en extractos hidroalcohdlico que en los extractos
cloroférmicos. También se estudid su mecanismo de accién teniendo en cuenta la implicacién del
sistema gabaérgico en la patologia de la ansiedad, y se ha comprobado que inhibe la recaptacion

en recetores GABA sin afectar a su liberacion.

En raton, la administracion de un extracto comercial (375 mg/kg) indujo un efecto ansiolitico
similar al inducido por Diazepam (1,5 mg/kg) con la identificacion de los flavonoides
homoorientina, orientina, vitexina e isovitexina responsables de la actividad. También se realizd

un ensayo con un grupo de pacientes diagnosticados de trastorno de ansiedad generalizada. Se
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compard el efecto de oxazepam (30 mg/dia) con extracto de pasiflora (45 gotas/dia), durante 28
dias. Dando como conclusion que no se encontraron diferencias significativas en la
sintomatologia evaluada mediante la escala de Hamilton entre el grupo tratado con pasiflora y el
tratado con el farmaco ansiolitico, a los 4, 7, 17, 21y 28 dias tras el inicio de los tratamientos lo

que sugirié un remplazo eficaz. (Carretero, 2015)

Dentro de los modelos de animales para analizar la actividad ansiolitica, se encuentran los
condicionados y los no condicionados, en 2013 en Cartagena, La investigacion de “la actividad
ansiolitica de extracto acuosos de llantén y menta”, se realizo mediante la prueba del test elevado,
usando una maqueta en forma de cruz con brazos largos, este se evalud satisfactoriamente,
obteniendo buenos resultados frente al control usado, siendo el Diazepam. Se determind que este
test es uno de los mas eficaces para determinar los niveles de ansiedad, relajacion, estrés y
curiosidad, tomando en cuenta que este Gltimo se va relacionar con los 5 sentidos y el sistema
nervioso. (Caro, D. 2013).

Se corrobora esta aseveracion con los resultados del estudio bibliografico “Pruebas no
condicionadas en ratones para evaluar la actividad ansiolitica de sustancias extraidas de plantas”
de Renojo y colaboradores en2011, Colombia, que indican que es el modelo mejor validado desde

el punto de vista conductual, farmacoldgico y fisiolégico para tratar la ansiedad. (Renojo, 2011).

1.3. Bases teoricas

1.3.1. Salud mental

La salud mental se define como un estado de bienestar en el cualel individuo es consciente de
sus propias capacidades, puede afrontar las tensiones normales de la vida, puede trabajar de
forma productiva y fructifera y es capaz de hacer una contribucién a su comunidad. La
dimension positiva de la salud mental se destaca en la definicion de salud que figura en la
Constitucion de la OMS: «La salud es un estado de completo bienestar fisico, mental y social,

y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades». (OMS, 2013)

En el Ecuador, el ministerio de salud empez6 en el 2012 a tomar mas importancia en este punto
que cada vez afecta a mas personas, tomando en cuenta los datos en crecimiento recogidos

mediante una encuesta del 2009 sobre la salud mental del Ecuador se ha podido determinar los
grupos sociales mas susceptibles, teniendo:
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Condiciones econémicas muy buenas: 11%
Condiciones buenas: 28%

Condiciones regulares: 40%

Condiciones malas: 45%

AN N N SN

Indigenas: 54%

Teniendo ademas como grupo poblacional de méas riesgo personas que oscilas entre los 61 y 70
afios de edad a nivel nacional. (INEC, 2009).

De esto se derivan los principales problemas de salud mental. Entre 2008 y 2010 las cinco
primeras causas asociadas con la salud mental en el Ecuador fueron

1 la depresion, que aument6 108 a 113 casos por 100.000 habitantes,
2 la ansiedad, 66 a 99 casos

3 la epilepsia, 47,8 a 63,2 casos y

4 el retardo mental, 25,2 a 37 casos (Salud de las Américas, 2009)

Los dos primeros puntos son las de méas relevancia y al mismo tiempo los més faciles de tratar

cuando son detectados a tiempo.

Cabe recalcar que estos se encuentran relacionados y que en algiin momento el uno va provocar

la Aparicién de la otra patologia, es decir la ansiedad puede provocar depresion y viceversa.

Estos datos si bien son alarmantes no son representativos ya que muchas ocasiones a nivel de
consulta ambulatoria se confunden los problemas principalmente la depresion y ansiedad con otro
tipo de enfermedad fisica.

1.3.2. Ansiedady depresion

Tanto ansiedad como depresion son formas de reaccionar ante eventos externos o internos. Por lo
que en ellas son muy importantes las atribuciones. Si un evento lo vemos como una amenaza se
disparara nuestro sistema de alerta (la ansiedad), si lo interpretamos como una pérdida o un fallo,
seguramente se activard nuestro sistema de conservacion de energia (la depresion).
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Sin embargo se debe relacionar entre ellos para un diagnostico efectivo, las clasificaciones
internacionales de los trastornos mentales se han hecho eco de estas coincidencias. La CIE-10,
clasificacion efectuada por la Organizacion Mundial de la Salud, incluye el trastorno mixto
ansioso-depresivo donde se dan diferentes posibilidades de combinacion de sintomas propios de
la ansiedad y propios de la depresion.

En ambos casos se trata de una respuesta exagerada que aparece en los 3 meses siguientes a un
acontecimiento gue gener6 extremos estados de animo. Estas reacciones o trastornos se pueden
manifestar con sintomas predominantemente de ansiedad, de depresion, de un combinacién de
ambas o de otras emociones o conductas perturbadoras (ira, preocupacion, violencia, etc.). (Luna.
M, 2002).

1.3.3. Depresion

La depresion es un trastorno mental frecuente, que se caracteriza por la presencia de tristeza,
pérdida de interés o placer, sentimientos de culpa o falta de autoestima, trastornos del suefio o del
apetito, sensacion de cansancio y falta de concentracion, que se puede diagnosticar de forma fiable
y que puede ser tratado por no especialistas en el ambito de la atencién primaria

La depresion puede llegar a hacerse cronica o recurrente y dificultar sensiblemente el desempefio
en eltrabajo o la escuela y la capacidad para afrontar la vida diaria. En su forma mas grave, puede
conducir al suicidio. Si es leve, se puede tratar sin necesidad de medicamentos, pero cuando tiene
caracter moderado o grave se pueden necesitar medicamentos y psicoterapia profesional. (OMS,
2014).

1.3.4. Ansiedad

La ansiedad es basicamente un mecanismo defensivo. Es una respuesta de alerta ante situaciones
consideradas amenazantes. Es un mecanismo universal, se da en todas las personas, es normal,
adaptativo, mejora el rendimiento y la capacidad de anticipacion y respuesta. La funcion de la
ansiedad es movilizar al organismo y mantenerlo alerta y dispuesto para intervenir frente a los
riesgos y amenazas, de forma que no se produzcan o perjudiquen. La ansiedad pues, nos empuja
a tomar las medidas convenientes segun el caso y la naturaleza del riesgo o del peligro.

La ansiedad pues, como mecanismo adaptativo, es buena, funcional, normal, y no representa
ningln problema de salud. Sin embargo, en algunos casos, este mecanismo funciona de forma
alterada, es decir, produce problemas de salud y, en lugar de ayudarnos, nos incapacita. (Chavez.
H, 2010).
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Sin embargo la poblacion comin frecuentemente usa de manera indistinta los términos de
ansiedad y angustia, y confunde éstos con miedo, temor o fobia. Para colmo, éste fendmeno se da
también, quiza algo atenuado entre los miembros del equipo de salud, quienes ademas tienen
dificultad de diferenciar entre la ansiedad o angustia normal y la patol6gica, diferenciacion que

resulta imprescindible para definir la conducta del equipo de salud.

1.35. Ansiedad segun la cie 10

Segun la codificaciéon CIE 10:
F06.4 trastornos de ansiedad.
F41.1 trastorno de ansiedad generalizada.

Trastorno emocional caracterizado por una sensacion subjetiva de malestar, de temor no
especificado, que el paciente no puede explicar. Se acompafia de episodios agudos de panico, su
etiologia es variada, generalmente en relacion con factores exogenos. Afecta al 5% de la
poblacion, en particular a jévenes. Se acompafia con frecuencia de estrés, con un componente
sintomatico de naturaleza neurovegetativa. En elanciano, la ansiedad puede presentarse como un
sintoma, un sindrome o estar asociado a depresion o demencia. La depresion ansiosa es la forma
de presentacion mas comun de la ansiedad en la vejez: 95% de los ancianos deprimidos presentan
sintomas de ansiedad; la ansiedad, a su vez, puede afectar el curso y pronéstico a corto y largo
plazo de la depresion. (MSP, 2012).

1.3.6. Ansiedad en medicina:

En el ejercicio de la medicina, la ansiedad es un epifendmeno de la casi totalidad de patologias
clinico-quirtrgicas, cuando no se convierte en una condicion patologica frecuentemente
somatizada que se confunde con patologias cardiacas como la angina de pecho, el infarto de
miocardio, los trastornos del ritmo cardiaco; en otros casos se confunde con patologias
respiratorias como el asma, la tromboembolia pulmonar, u otras formas de insuficiencia
respiratoria aguda. Otras veces es confundida con enfermedades del tracto gastrointestinal, e
incluso muchas patologias endocrinas se manifiestan precozmente con ansiedad con o sin
sintomas somaticos, como el hipertiroidismo, el hipotiroidismo, el Sindrome de Cushing, asi
también los trastornos por consumo de substancias o bien la de privacion en el consumo de ellas.
(Chavez. H, 2010).
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1.3.6.1. Grupos susceptibles.

En cuanto a la predisposicion, las mujeres tienen mas riesgo que los hombres de padecer un
trastorno de ansiedad, y la prevalencia de la mayoria de los trastornos de ansiedad en el caso de
las mujeres duplica a la de los hombres, excepto en el caso de la fobia social, en la que las
diferencias fueron menores. La edad de inicio de los trastornos de ansiedad es menor que la de
los trastornos depresivos. Esto parece indicar que muchas personas que durante la nifiez,
adolescencia o primeros afios de la vida adulta presentan trastornos de ansiedad tienenun
mayor riesgo de desarrollar un trastorno depresivo posterior. Por lo tanto, un abordaje terapéutico
de los trastornos de ansiedad puede prevenir la aparicion de posteriores trastornos depresivos
(MSC, 2013).

1.3.6.2. Manifestaciones:

La ansiedad normal no siempre es facil de diferenciar de la ansiedad patolégica. Un criterio
bastante aceptado es el de que la ansiedad normal es méas bien pasajera y siempre relacionada a
un hecho identificable, guarda proporcién entre estimulo-respuesta y ocasiona pocas
repercusiones del desempefio social y laboral. La ansiedad patologica se caracteriza por todo lo
contrario ademas de que la persona vive un sufrimiento intenso. Se considera que la ansiedad es
patologica por su presentacion irracional, ya sea porque el estimulo esta ausente, la intensidad es
excesiva con relacién al estimulo o la duracion es injustificadamente prolongada y la recurrencia

inmotivada, generando un grado evidente de disfuncionalidad en la persona. (IMSS)

-miccion frecuente

Urinario |:> -tenesmo vesical

-cefaleas
Neurologicos |:> -sindrome vertiginoso
-sincope
-sudoracton profuca
-temblor
Neurovetetativos |:> -hormigueos
-parestasias
-enrojecimiento -
-insomnio predomicial
Trastornos del suefio |:> ~despertares frecuentes

-sensacion de no descanso

Figura 1-1: sintomas fisicos de la ansiedad
Fuente: medina, 2002.
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A parte de estos sintomas existes manifestaciones somaticas, estas son mas especificos para un
tipo de patologia y en ocasiones solo un médico puede identificar, en otros casos pueden provocar
alguna patologia subsecuente.

MANIFESTACIONES

SOMATICAS
— ' I I
Palpitaciones Mareos Fluctuaciones Aumento de la
Midriasis L de la presion tensién
) Sudoracién arterial muscular
Sincope | :
Temblor ) . Hiperreflexi
. Taquicardia a
Molestias )
digestivas Parestesias Diarrea

Figura: 2-1: manifestaciones somaticas de la ansiedad

Fuente: medina, 2002

Pero los sintomas mas indicativos son los psicoldgicos o psiquicos, estos se manifiestan
por la conducta y comportamiento de la persona, estos determinan la ansiedad como

enfermedad y ayudan a catalogarla.

Preocupacion
Inquietud Nerviosismo excesivay Intranquilidad
desproporcionada

Miedos
irracionales

Temor a perder la

Deseo de huir razén y el control

Figura 3-1: manifestaciones psicoldgicas de la ansiedad
Fuente: Medina, 2002

1.3.6.3. Niveles de ansiedad:

Ansiedad como sentimiento es una sensacion normal de tension provocado por estimulos

internos como recuerdos, pensamientos, fantasias o problemas.
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Ansiedad como sintoma (ej. "siento como si me van a dar una mala noticia" o como un
mal presentimiento”, "nerviosismo", “ansias”, etc.) Forma parte de cualquier enfermedad
psiquiatrica y constituye el componente psicoldgico esencial de los trastornos de
ansiedad. El sintoma ansiedad es al trastorno por ansiedad lo que la tristeza es al trastorno

por depresion.

Ansiedad como sindrome es el conjunto de sintomas psiquicos, fisicos y conductuales,
mediados por mecanismos neurobiologicos y asociados a diferentes etiologias. El
sindrome ansioso puede ser secundario a intoxicacion, abuso, abstinencia o efecto
secundario de substancias; hipertiroidismo, hipoglicemia, insuficiencia  cardiaca,

epilepsia, o bien ser producido por cualquier trastorno de ansiedad.

La ansiedad como enfermedad es cuando el cuadro clinico ansioso estd claramente
definido, tiene su propia etiopatogenia, evolucion, pronodstico y tratamiento. Es por lo
tanto un trastorno primario (ej. trastorno por panico, trastorno obsesivo compulsivo,

trastorno por fobia social, etc.) (Reyes, 2004).

1.3.6.4. Tipos de ansiedad:

Antes de consumir ansioliticos se necesita distinguir el tipo de ansiedad. Se debe
considerar el tipo de farmaco que se prescribe, pues existen diferencias de latencia para
la aparicion del efecto, tiempo de vida media, la induccion de sedacion al principio del

tratamiento o como efecto adverso persistente (Brailowsky, 2008).
Se reconocen 6 tipos de ansiedad:

1.- Ansiedad generalizada: Leve, pero continua. Por lo general la padecen aquellas

personas que con frecuencia se preocupan excesivamente de detalles de la vida cotidiana.

2.- Ansiedad relacionada con el estrés: Estos casos se puede identificar con factores que
aparece repentinamente provocando angustia, puede ser algin acontecimiento traumatico
como, la enfermedad o la separacion de un ser querido, la inminencia de un pago, un

examen, por lo general este tipo de ansiedad la poseen estudiantes y trabajadores.
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3.- Crisis de péanico. Son ataques de panico breves con duracién de 3 a 10 minutos,
extremadamente intensos, existe la sensacion de muerte o crisis existencial. La sensacion
de angustia puede durar mas tiempo incluso hasta dias pero la crisis verdadera no dura
mas de 10 a 15 minutos.

4.- Fobias sociales. Es un tipo de ansiedad mas intensa que aparece cuando se siente
miedo profundo tiene que hablar en publico o abordar a un desconocido, o el llamado
panico escénico, a este tipos de personas les cuesta hacer amistades o relacionarse con los
demés.

5.- Alteraciones médicas o medicamentos que generan sintomas de ansiedad: Cuando
alguien se queja de angustia no siempre quiere decir que su molestia es psicologica o
psiquiatrica: hay enfermedades y algunas sustancias que pueden producir ansiedad; entre
las patologias que se asocian a estados ansiosos se incluyen la insuficiencia coronaria,
enfermedades  endocrinas,  sindrome  premenstrual,  enfermedades  neuroldgicas
degenerativas, hipoglicemia, alcoholismo, etc., y drogas como las anfetaminas, la cafeina,

la cocaina, los esteroides, los descongestionantes nasales o la medicacién antiasmatica.

6.- Sintomas de ansiedad que forman parte de una enfermedad mental, este tipo de
ansiedad por lo general va acompafiado de mas trastornos mentales como depresion,

esquizofrenia, TOC, demencia, incluso anorexia y bulimia.

1.3.6.5. Tratamiento paraansiedad

En dependencia de esto se va a escoger al farmaco adecuado.

Tabla 1-1: farmacos de eleccion segin el tipo de trastorno de ansiedad

Tipo de ansiedad Farmaco

1. Ansiedad generalizada Buspirona

2. Ansiedad relacionada con el estrés | Diazepam
Clorodiazepdxido
Clorazepato

Oxazepam Lorazepam

Alprazolam
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Clobazam

3. Crisis de panico Alprazolam
Antidepresivos
triciclicos Inhibidores de

la MAO Clonazepam

4. Fobias sociales Propranolol  Inhibidores
de la MAO

5. Insomnio relacionado con el estrés | Flurazepam Temazepam
Triazolam
Quazepam

Fuente: (Gutiérrez, 2012)

1.3.7. Benzodiacepinas

De todos los tratamientos realizados, el principal grupo de agentes ansioliticos es el de las
benzodiazepinas con su abreviacion BDZ, estas son drogas que aparecieron en 1960, y tienen su
accion en el Sistema Nervioso Central, tienen la caracteristica de ser mas seguras que los
barbitdricos, actualmente existen mas de 15 tipos de BZD para tratar los malestares psicoldgicos.
(Gutiérrez, 2012).

En el ambito clinico se caracterizan por producir varios efectos como los de sedacién y
disminucion de la ansiedad, también reduccién del insomnio, relajacion muscular, asi como
efectos anticonvulsivantes. Dependiendo del efecto deseado las BZD se clasifican por el tiempo
de accion sobre el sistema nervioso (Bravo. M, 2013).

Tabla 2-1: vida media de las benzodiazepinas segun sutipo de accion

Tipo de BZD Vida Media
Accion larga | 24— 60 Horas
Accion media 12 - 30 Horas

Accion corta | 3 - 15 Horas

Fuente: (Bravo, 2013)
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1.3.7.1. Mecanismo de accién de Benzodiacepinas

El mecanismo de accion de las benzodiacepinas como se indica en la figura 4-1 se basa en las
funciones de los receptores GABA, estos al unirse al farmaco se produce la apertura de los canales
de Cloro, esto hace que la célula se vuelva mas resistente a la excitacion, es decir las desensibiliza.
De esta manera se inhibe los impulsos nerviosos y se controla la ansiedad. (Gutiérrez. 1 2012).

(11 Impulso nervioso

@) sitios de
almacenamiento

HEUROHA 1

O O del GABA
(6) Benzodiacepinas (3} GABA liberado
desde
O O la Neurona 1
K \ or 4 g
Y OTeNQr
7 ; El GABA reacciona
Sitio de refuerzo - con los receptores
de la en la Heurona 2

{permite que
entre el CI" )

benzodiacepina
en el receptor
GABA

(8)

Incrementa el efecto

(5)

Impulso nervioso
€N CUrso que
queda inhibido

de inhibicidn del GABA
{puede llegar a bloquear
el impulso nervioso)

Figura 4-1: mecanismo de accion de las BZD
Fuente: (Sanchez, 2010)

1.3.7.2. Efectos adversos y secundarios

De todos los tratamientos realizados, el principal grupo de agentes ansioliticos es el de las
benzodiazepinas con su abreviacion BDZ, estas son drogas que aparecieron en 1960, y tienen su
accion en el Sistema Nervioso Central, tienen la caracteristica de ser mas seguras que los
barbitdricos, actualmente existen mas de 15 tipos de BZD para tratar los malestares psicolégicos.
(Bravo. M, 2013).

En el ambito clinico se caracterizan por producir varios efectos como los de sedacién y
disminucion de la ansiedad, también reduccion del insomnio, relajacion muscular, asi como
efectos anticonvulsivantes. Dependiendo del efecto deseado las BZD se clasifican por el tiempo

de accion sobre el sistema nervioso (Gutiérrez. 1, 2012).
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Com puesto

Aplicaciones terapeuticas

Posibles efectos secundarios

Nombre comercial

Los sintomas de abstinencia pueden
Alprazolam Trastornos de ansiedad, ser particularmente graves.
(XANAX) agorafobia. Ademas puede causar irritabilidad,
verborragia, aturdimiento, somnolencia.
Trastornos convulsivos, Se crea tolerancia a los efectos
Cliiaienaii tratamiento auxiliar en caso de anticonvulsivos. Dificultad en la
(K LOHOEIiN} manias y en ciertas concentracion y recordar eventos, vision
anormalidades de los borrosa, cambios en el deseo y la
movimientos capacidad sexual.
Clorazepato Trastornos de ansiedad y SomBolencin, Marcos, cansancio,
(TRANXENE) o Rl Pl debilidad, cambios en el apetito, diarreay
malestar estomacal.
Somnolencia, mareos, cansancio,
sensacion de sequedad en la boca,
L{CLT.I%;P;F Trastorno de ansiedad diarrea, malestar estomacal, cambios en el
apetito, agitacion, vision borrosa, cambios
en el impulso sexual.
Somnolencia, mareos, cansancio,
Diazapam Trastornos de ansiedad, sensacion de sequedad en la boca,
[VALIUM) epilepsia. diarrea, malestar estomacal, cambios en el
apetito.

Figura 5-1: Efectos secundarios de algunas benzodiazepinas segun su accion terapéutica

Fuente: (Montalvo, 2015)

1.3.8. Fitoterapia enansiedad

Después la evolucion de la industria farmacéutica, la medicina natural, alternativa o herbaria tiene
un nuevo florecimiento, es como sivolviera a sus raices, especialmente en los paises en desarrollo,
donde no soélo se rescata un rico acervo cultural, sino que constituye una valiosa fuente donde
obtener una gran cantidad de principios activos. Estos principios activos pueden ser utilizados de
forma natural o semisintética y constituyen una alternativa de solucion para numerosos problemas
de la salud publica en el tratamiento de las enfermedades. (Ruiz. A, 2005).

1.3.9. Modelos animales para el estudio de ansiedad

Una vez determinados los metabolitos secundarios con actividad terapéutica en una planta, se
confirma mediante la aplicacion. Uno de los recursos cientificos para corroborar la dicha
actividad y el del efecto de los medicamentos tradicionales, es recurrir al uso de pruebas
en modelos animales sensibles de manifestar modificaciones de conducta enel sujeto de
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estudio, el modelos de andlisis va a depender del 6rgano o célula diana de la actividad(Renojo. J,
2011).

En el caso de la ansiedad el método mas efectivo es la administracion por via oral usando ratones
y someterlo a pruebas psicolepticas especificas para determinar niveles de ansiedad, estrés y
temor. La ventaja de usar esto animales es de utilizar sustancias que se obtienen previamente en
el anélisis fitoquimico en cantidades pequefias y el utilizar ratones permite el Optimo empleo

de este recurso. (Renojo. J, 2011).

Las pruebas en roedores se pueden clasificar en condicionadas y no condicionadas.

1.3.9.1. Pruebas condicionadas

Estos se basan en las respuestas que tiene el animal ante un estimulo con una respuesta ya
establecida de otro estimulo. Por lo general el estimulo es agresivo hacia el animal con un choque
eléctrico, Estos modelos permiten un control bastante preciso de los niveles de conducta basal
por parte del experimentador.

Las desventajas que tienen son el entrenamiento previo al animal, la cantidad de individuos que
se usa. (Polanco. A, 2008).

1.3.9.2. Pruebas no condicionadas

no requieren de entrenamiento, por lo que son menos sensibles a procesos motivacionales y
se basan en respuestas espontdneas de la conducta del raton; éstas han permitido el
desarrollo de una serie de paradigmas basados en la observacion.

Pruebas no condicionadas en ratones para evaluar la actividad de una variedad de conductas
del roedor y la mayoria de los procedimientos conductuales para el estudio farmacolégico
de la ansiedad se basan en este tipo de pruebas. (Renojo. J, 2011).

1.3.9.2.1. Lla prueba de campo abierto,

Valora el grado de “emocionalidad” (ansiedad). Consiste en colocar al roedor en un medio
ambiente desconocido. Es ampliamente utilizada para evaluar tanto la ansiedad como la
actividad locomotriz; asimismo, es una prueba que permite gue el ratdén exhiba un amplio
rango de conductas.
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La prueba se hace en una caja de vidriocuyo piso se divide con lineas pintadas de color
negro formando cuadros. La prueba se registra durante cinco minutos y, generalmente, se
toman dos medidas: el totalde la distancia recorrida, nimero de lineas cruzadas marcadas
en el piso considerada como la actividad locomotriz, y el tiempo de permanencia en el

area central de la caja.

Con el uso de nuevas tecnologias se han implementado monitorizaciones por videocamara y
sistemas técnicos, mediante las cuales se han podido evaluar otras conductas como:

e Estiramiento del cuerpo

e Sumersion 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™)

Figura 6-1: prueba del campo abierto en ratones
Fuente: (Caro, 2013)

1.39.2.2. El laberinto elevado

Es un modelo valido para evaluar la ansiedad, porque utiliza estimulos naturales, miedo a

los espacios abiertos y miedo caminar sobre una plataforma elevada y relativamente estrecha,
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que inducen ansiedad en los humanos; también se considera que el miedo que genera en

los roedores se debe a la falta de estimulos tigmotécticos.

En este método se utiliza un laberinto en forma de cruzcon dos extremos cerrados y dos
abiertos, colocado con una elevacion del piso. La prueba dura cinco minutos; se coloca al
raton en el centro del laberinto con direccién hacia un espacio abierto y se cuantifica el

tiempo que permanece en los espacios, asi como el nimero de entradas a cada espacio.

50 cm ‘ ‘ 50 cm

40 cm

50 cm

Figura 7-1: prueba de laberinto elevado para ratones
Fuente: (Caro, 2013)

139.2.3. Lla prueba de la caja luz/oscuridad

Se desarrollé inicialmente para ratones. El principal factor ansiogénico se fundamenta en el
conflicto entre el comportamiento exploratorio del ratony la aversion natural hacia el area

abierta e iluminada (brillante) de esta prueba.

En este método se usa una cAmara de prueba oscurecida con pintura negra sobre un tercio
de su superficie; tiene una abertura que separa la zona sombreada de la zona sin pintar, la
cual se ilumina con una lampara fluorescente. Al comienzo de la prueba, el animal se
coloca en el lado brillante de la caja y se observa su conducta, registrandola en un periodo
de 5 minutos. (Renojo. J, 2011).
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Figura 8-1: maqueta para ensayo de cuarto claro/oscuro
Fuete: (Caro, 2013)

1.39.2.4. Testdela chimenea

Esta prueba evalla la capacidad de un ratdn de subir marcha atras por un tubo de vidrio del
diametro apropiado segun sea el peso del ratén (28 mm para un raton de peso comprendido entre
20y 30 g), y que estd marcado a una distancia de 20 cm de uno de los extremos. Se introduce el
raton por el extremo del tubo mas proximo a la marca y cuando el raton haya alcanzado el extremo
opuesto, se coloca el tubo en posicion vertical e inmediatamente el ratdn intenta ascender marcha
atras. Un raton en condiciones normales consigue sobrepasar la marca en un 128 tiempo inferior

a 30 segundos. Si presenta incoordinacion motriz no consigue hacerlo (Castillo y Sanchez, 1995)

Figura 9-1: test de la chimenea para ratones
Fuente: (Donoso, 2010)
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1.3.10. . Pasifloras

En el Ecuador existe una gran biodiversidad, que favorece el estudio de muchas plantas y sus
efectos terapéuticos. Uno de ellos es la familia de la pasifloracea, grupo al que pertenece la
llamada flor del pasion o maracuyd, cuyo efecto ansiolitico ya ha sido determinado y comprobado,
y ya comercializado como ansiolitico. A mas de esta planta existen mas especies de pasifloras
aun sin estudiar, dos de ellas Pasiflora tripartita y Pasiflora manicata.

La familia Passifloraceae cuenta con 18 géneros y alrededor de 630 especies distribuidos a través
del Neo trépico. Las caracteristicas generales son que poseen estructura liana herbacea o lefiosa,

raramente arbustiva 0 arborescente, con hojas simples y alternas. (Ocampo. J, 2010)

Las especies de pasifloras poseen una morfologia especifica lo que las hacen facilmente
identificables y catalogadas, teniendo por partes:

La mayoria de las plantas son trepadoras que pueden tener tallos muy largos y flexibles que se

van a enroscar en otras plantas. Pueden alcanzar los 40 metros de tallo enroscado.

Poseen hojas lobuladas, algunas presentan hasta 3 I6bulos, de color verde oscuro con brillo en la

parte delantera.

Las flores presentan unos colores muy llamativos como rojo, amarillo, algunas de color blanco

brillante, las formas son diversas, por lo general presentando 5 sépalos. (Andrés. M, 2013).

Desde tiempos antiguos se utilizaban las hojas, flores y cascaras de frutos como calmante, ayudar
a la relajacion y sedante. Actualmente se estudié la accion de algunas especies, la mas coman
Pasiflora edulis, también llamada fruta de la pasién o maracuya de la cual incluso ya se ha

elaborado formas farmacéuticas y dosificacion.
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1.3.10.1. Pasiflora tripartita

Figura 10-1: Pasiflora tripartita, ilustracion botanica
Fuente: (miles, 2000)

1.3.10.1.1. Clasificacion taxondmica

Tabla 3-1: clasificacion taxonémica de Pasiflora tripartita

Reino Plantae

Familia Passifloraceae
Género Tacsonia

Especie Passiflora tripartita.

Fuente: (Esquerre,2014)
Elaborado por: (Idrobo,2016)

Sindnimos: curuba, taxo, Curubas, Tumbo, Parcha, Tacso
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1.3.10.1.2. Descripcién de la planta:

Planta trepadora mediante zarcillos, tallos teretes, amarillo-vellosos, de varios metros de
expansion. Estipulas subreniformes, de 7-9 mm de largo y 3-4 mm de ancho, aristada, denticulada

o subentera.

Hojas alternas, pecioladas, peciolos hasta 3 cm de largo, canaliculados, con 8-12 glandulas seésiles,
trilobadas, partidas, l6bulos ovados u ovado-oblongos, 3-4 cm de ancho, agudos, serrado-
dentados, membranaceos, lobulos laterales divergen 45° de la nervadura central, ligeramente
pubescentes en el haz y gris 0 amarillo-tomentosas en el envés; lamina de 5-10 cm de largo por
6-12 cm de ancho. Bracteas de 2,5-3 cm de longitud, agudas, unidas 1/3 a 1/2 de su longitud.

Flores solitarias péndulas, axilares, sobre pedunculos de 6-8 cm de largo; tubo del cliz de 6,5-8
cm de longitud y 1 cm de diametro, ligeramente dilatado en la base, verde olivaceo externamente,
blanco internamente, glabro; sépalos 5, oblongos, 2,5a 3,5 cm de largo, 1 a 1,5 cm de ancho,
obtusos, aristulados, raramente pubérulos en su parte externa; pétalos 5, subiguales a los sépalos,
obtusos, rosados, tubo de la corola 6-10 cm de largo; corona reducida a una banda purpudrea con

unos pocos tubérculos o crenulaciones; ovario sericeo-tomentoso, estilos libres.

Fruto baya oblonga, de 6-9(-12) cm de largo por 4-5 cm de didmetro, epicarpio de color amarillo-
claro y cubierta de pubescencia fina, mesocarpio compuesto de arilo anaranjado cubriendo a

numerosas semillas.

Semillas negras de 6-7,8 mm de largo, 5 mm de ancho, 2 mm de grosor, ampliamente obovadas,

simétricas, apice con un solo cuerno, base aguda, testa reticulada. (Rodriguez. R, 2009).

)

Figura 11-1: partes de P. tripartita, (1) hojas, crecimiento de enredadera, (2) flor colgante de la

planta.
Fuente: (Hunt, 2014)
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1.3.10.1.3. Habitat:

Es nativa de los Andes. En Peru, donde crece tanto en la costa como en la montafia y la selva, se
diferencia por el tamafio, sabor y color (amarillo, negro, rojo, etc.) del fruto. En Ecuador se da en
zonas con lluviosidad entre 800 a 1.500 mm anuales bien distribuidos y altitud entre los 2000 y
3200 msnm.

En Ecuador, el taxo se cultiva en la serrania, especialmente en Imbabura, Pichincha, Tungurahua,
Chimborazo, Azuay, Cafiar y Loja. En Pichincha su cultivo se encuentra asociado con los arboles

de capuli, y en Tungurahua, con los de tomate arbol.

Para su produccion se seleccionan los mejores frutos, de estos se extraen las semillas y se las deja
secar bajo sombra. Se planta en semilleros y luego se trasplanta al sitio definitivo. El cultivo se
efectla sobre espalderas (sistema de soporte para la planta) dado que es un arbusto trepador.
(MCP, 2015).

1.3.10.1.4. Usoscomunes:

Sus frutos son usados en la alimentacion de los pobladores en los paises andinos. En Ecuador se
la conoce con el nombre comun taxo. En ambas especies se han realizado diversos estudios para
conocer los componentes organicos presentes en sus frutos. (Noriega. P, 2013).

Por lo general la parte mas usada y comercializada es el fruto, este posee gran cantidad de
vitamina C y se puede consumir crudo por tener un sabor dulce, y es muy cotizado en la region

sierra, por la gran variedad de platillos que se puede hacer con ello.

También la planta en si se lo utiliza generalmente el pueblo indigena como calmar y relajar en
mujeres durante los ciclos menstruales, sirve para afecciones del corazon. Las hojas se usan para
combatir los golpes e hinchazones mediante emplastos convidados con otras plantas analgésicas
como la manzanilla, mientras que las flores se usan principalmente en Imbabura de manera

machacada para blanquear la cara y curar el espanto. (MCP, 2015).
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1.3.10.2. Pasiflora manicata

Figura 12-1: Pasiflora manicata, ilustracion boténica
Fuente: (Miles, 2000)

1.3.10.2.1. Clasificacién taxondmica

Tabla 4-1: clasificacién taxonémica de Pasiflora manicata

Reino Plantae

Familia Passifloraceae
Género tacsonia

Especie Pasiflora manicata

Fuente: (Esquerre, 2014)

Elaborado por: (Idrobo, 2016)

Nombre Comun: Flor de la pasion, Curubo de Monte, Diablito, taxo de monte.

1.3.10.2.2. Descripcidn de la planta

Plantas pubescentes o glabras en las superficies adaxiales de las laminas foliares, flores y frutos.
Tallos angulares, esencialmente glabros o pubescentes.
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Hojas: ovadas, trilobuladas, de 4.2 a 10.0 cm de largo y 5.0 a 12.0 cm de ancho, redondeadas o
ligeramente acorazonadas en la base, glandular, aserradas en las margenes, densamente
pubescentes en la superficie abaxial, con 4 a 9 nectarios generalmente estipitados, de 1 a 2 mm
de largo repartidos sobre la superficie adaxial; estipulas generalmente suborbiculares, de 1.5 a 2.0

cm de largo y 0.5-1.0 cm de ancho, con dentaciones gruesas en el margen.

Flores: erectas de 5.0 a 5.6 cm de largo; hipantios cilindricos, de aproximadamente 2 cm de largo;
sépalos oblongos o lanceolados de 3.0 a 3.6 cm de largo, de aproximadamente 6 mm de ancho,
pétalos sub-iguales a los sépalos, rojos; corona en 3 0 4 series, con filamentos de hasta 4 mm de

largo, con series mas exteriores color morado, con la serie interior de color blanco.

Frutos: obovados u oblongos, de 3.5 a 5.5 cm de largo y 2.0 a 3.7 cm de ancho, con pericarpio
coriaceo, verde al madurar; semillas obovadas a acorazonadas, de 3.5a 5.1 mmde largoy 2.0 a
3.0 mm de ancho, con testa reticulada, color café oscuro; arilo anaranjado poco suculento.
(Vergara. J, 2008).

(1) &= )

Figura 13-1: partes de P. manicata, (1) hojas, crecimiento e enredadera, (2) flor de la planta.
Fuente: (Hunt, 2014)

1.3.10.2.3. Distribucion geografica

Es nativa de Venezuela, Colombia, Ecuador y Perl. Posiblemente es originaria de los Andes de
Peru y Chile, entre 1400m -2800 m de altitud. Crece de forma silvestre como una enredadera.

1.3.10.2.4. Usoscomunes

El fruto no es considerado como comestible porque no se puede diferenciar claramente el estado

maduro del estado inmaduro, durante el cual los frutos pueden tener efectos toxicos y sicétropos.



La planta en si se le considera como arbusto ornamental por poseer las flores de un color rojo
peculiar y forma atractiva. Las hojas y flores se usan como relajantes en ciertas zonas del Ecuador
pero es en menor proporcion que las otras especies de Pasifloras.

CAPITULO Il

2. MARCO METODOLOGICO

El protocolo general a seguir en la investigacion se muestra en la figura 1-2, aqui se puede
visualizar desde los procesos de obtencion de extractos en dependencia de la base teoria y su
contenido de metabolitos seguido por la secuencia para el analisis farmacologico para la
evaluacion ansiolitica de cada extracto en ambas plantas.

La elaboracion de los extractos y analisis de citotoxicidad se realizaron en el laboratorio de
Productos naturales, mientras que el analisis de la actividad ansiolitica se realizé en el Bioterio
de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.1. Recoleccién del Material vegetal

La planta Pasiflora manicata fue recogida en la via Pallatanga en la parroquia Juan de Velasco,

en el Kkildbmetro 487, en las coordenadas Latitud: -1.9604512388160387, Longitud: -
78.97372299625663, Altitud: 2377 msnm

La planta pasiflora tripartita fue recolectada en el barrio de Villa Maria de la parroguia Velasco
en la ciudad de Riobamba con las coordenadas Latitud: 1 40 36,84, Longitud: 78 38 30,94 Altitud:
2753 msnm

2.2. ldentificacion botanica
La identificacion botanica no se realizo, en este punto se tomé como referencia los datos obtenido

en un estudio etno botanico realizado en la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH por
el Sr. Luis Sanchez en 2015.
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23.

Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacionse llevé acaboen el laboratorio de Productos Naturalesy

en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

actividad
ansiolitica
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extractos

P. manicata

10 gde planta
secaymolida

acetatodeetilo
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&
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Figura 1-2:
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L L
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tetde lachimenea

Elaborado por: (Idrobo, 2016)
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2.4. Secadoymolienda

Las partes usadas de cada planta son hojas y flores, estas son desecadas al aire libre a una
temperatura no mayor a 45°C alejados de los rayos del sol, cuando se seca queda crujiente y
quebradizo, cuando toda la materia vegetal este seca es molida y almacenada en bolsas ziploc
procurando sellar sin que quede aire en su interior.

2.5. Elaboracion de los extractos

Tomando en cuenta la base bibliografica de la presencia de flavonoides de estudio, agliconas asi
como glicosidos, se elaboran tres tipos de extractos comprobacion de actividad ansiolitica por

solubilidad del compuesto, los solventes de eleccion en orden de extraccion fueron acetato de
etilo, metanol, y agua.

25.1. Extractode acetato de etilo

Para la extraccion con acetato de etilo se recogen 10 gramos de planta seca y molida y se macera
en frio por 24 horas en 50 mililitros de acetato de etilo, seguido se coloca el macerado a 30 minutos
en sonicacion, el resultado se filtra al vacio, y la solucion resultante se concentra por rotavapor a

sequedad y se determina el rendimiento. Esto se realiza tanto a hojas y flores de cada planta por

separado
10gde 50 ml de AcEt.
planta secay maceracion por 24
molida horas

sonificacion
30 min

filtracion

exrtacto de

residuo vegetal acetato de etilo

concetrar en
rotavapor

Figura 2-2: disefio de extraccion por acetato de etilo
Elaborado por (Idrobo, 2016)
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2.5.2. Extractode metanol

Se toma el residuo de planta el extracto anterior y se vuele a macerar en metanol durante 24 horas
seguido de 30 minutos en sonicacion, de igual manera se filtra al vacio y la solucién se concentra
por rotavapor a sequedad y se determina el rendimiento.

residuo de planta de SUI e R

extraccion nterior maceracion por 24
hloras

sonificacion 30
min

filtracion

exrtacto

residuo vegetal T

concetrar en
rotavapor

Figura 3-2: disefio de elaboracion de extracto metanélico
Elaborado por: (Idrobo, 2016)

2.5.3. Extractoacuoso

De nuevo se toma el residuo de la planta de los extractos anteriores y se agrega en solucién de
propilen glicol al 10% caliente a manera de infusion, este se filtra en algodon y enfria, para la

administracion inmediata.

En total se obtienen 12 extractos, 3 de flores y 3 de hojas de p. manicata y 3 de hojas y 3 de flores
de p. tripartita.
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residuo de planta de 10 ml de solucion de
extraccion nterior propilenglicol al 10%

filtracion
en algoddn

residuo exrtacto
vegetal acuoso

administracion
inmediata

Figura 4-2: elaboracion de extracto acuoso
Elaborado por: (Idrobo, 2016)

2.6. Evaluacionde la actividad ansiolitica

La evaluacion se realizé in vivo sobre ratones mus musculus, estos fueron seleccionados bajo

parametros fisicos y fisiologicos, teniendo en cuenta ciertos aspectos como:

Sexo: se utilizo ratones hembra, estas poseen un sistema nervioso mas susceptible por los cambios

hormonales y cambios en el estro y maternidad.

Edad: de preferencia se usan individuos adultos de esta manera se evita alteraciones por el
crecimiento, se controla de mejor manera el peso, actividad, la alimentacion, hidratacion, son mas

resistentes ante la manipulacion que se le va a dar.

Macro ambiente: se usé las instalaciones del Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, se tomara una habitacion separada del resto del lugar, adecuado para los animales,
este va tener rangos de temperatura y humedad adecuada, silencio total, fuera del alcance de
iluminacion, y se van agrupar 5 ratones pertenecientes al nimero de asignacion de grupo por cada
caja.

Micro ambiente: la agrupacion por caja fue aleatoria dentro del grupo muestreal, la alimentacion

e hidratacion fueron de acuerdo a la norma de cuidados de animales de experimentacion vigente,
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La caja conto con las adecuaciones pertinentes como, el piso con viruta, ventilacion constante, y

lugar para colocar alimento y bebida.

La distribucion que se muestra en las tablas 1-2 y 2-2 se da por seleccion aleatoria, en grupos de
5 ratones para uno.

Tabla 1-2: seleccion de individuos para la evacuacion de actividad ansiolitica en Pasifloras

tripartita
GRUPOS Grupo Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo 6
1
Numero de 5 5 5 5 5 5
ratones
Especies Mus musculus
Sexo Hembras
Edad Adulta 6-10 semanas
Peso promedio 25-35¢
Administracion Unica a cada miembro del grupo
Tipo de Via oral
administracion
Materia prima Pasiflora tripartita
Parte de la Hojas flores Hojas Flores hojas flores
planta usada
solvente Extracto metanolico Extracto Acetato de Extracto acuoso

Etilo

Realizado por: (ldrobo, 2016)

Tabla 2-2: seleccién de individuos para la evaluacion de actividad ansiolitica en Pasiflora

manicata.
Grupo
GRUPOS 1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo 6
NUmero de
5 5 5 5 5
ratones
Especie Mus musculus
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Sexo Hembras

Edad Adulta 6 -10 semanas
Peso promedio 25-35¢
Administracion Unica a cada miembro del grupo
Tipo de i
. ) Via oral
administracion
Materia prima Pasiflora manicata
Parte de la . . .
Hojas flores hojas flores hojas flores
plante usada
Extracto de Acetato .
solvente de Etil Extracto metanolico Extracto acuoso
e Etilo

Realizado por: (Idrobo, 2016)

Control 5 ratones total con administracion de medicamento comercial para todos los

positivo extracto en ambas especies de pasiflora.

Medicamento  Clonazepam

Dosis 0,5 mg por cada kilogramo de peso de ratdn

Blanco 5 ratones en total sin administracion de ningdn tipo de farmaco ni extracto.

2.6.1. Testparaactividad ansiolitica

Se tomaron como referencia pruebas no condicionadas, prueba del laberinto elevado, prueba de
campo abierto, prueba de cuanto claro/oscuro y prueba de actividad miorelajante.

En cada una de las pruebas el parametro a tratar es el tiempo y el comportamiento del ratén frente

al ambiente donde se encuentra.
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comprobacion de
actividad ansiolitica

administracion: via oral
cantidad: max0,5ml  —
tiempo de espera: 5 minutos

test del laberinto test de cuarto test de campo actividad mio
elevado oscuro/claro abierto relajante

Figura 5-2: distribucion para la evaluacion de actividad ansiolitica
Elaborado por: (Idrobo, 2016)

2.6.1.1. Laberinto en Cruzelevado (EPM)

El laberinto en cruz elevada o EPM por sus siglas en ingles se compone de dos brazos abiertos
perpendiculares de material de madera con dimensiones de 30cm x 5¢cm y dos brazos cerrados
perpendiculares de 30cm x 5¢cm x 25¢cm de altura. Los brazos abiertos y cerrados se conectan por
una plataforma central de 5cm x 5¢cm. El laberinto se encuentra a 50 cm por encima del suelo.
Después de la administracion por via oral de los tratamientos, el animal se coloca en el centro
del laberinto con su nariz en la direccion de uno de los brazos cerrados. Elraton se observa durante
5 min, para una mayor confiabilidad estos fueron filmados todo el tiempo y el siguiente parametro
fué controlado: el tiempo dedicado por el animal en los brazos abiertos. La teoria de este test es
que 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.

se colocaal raton en el |
centro del laberinto con

con_unadele:\))/g%ién dell [T direccién hacia un espacio

. iso de 385 cm i

laberinto en -forma | PO € _ . abierto |

de cruz de 30 cm de | dura cinco minutos | - - —
longitud, con dos __ tiempo que permanece

extremos cerrados y en los espacios

dos_abiertos I _
.
|_numero de entradas a
cada espacio

Figura 6-2: disefio del test de laberinto elevado
Realizado por: (Idrobo, 2016)

52



2.6.1.2. Ensayo de Campo Abierto (OFT)

La maqueta para la prueba de campo abierto tiene las dimensiones de 60cm x 60cmy se compone
de un piso de color blanco dividido en 16 cuadrados (15cm x 15cm), encerrado por muros
continuos de 40 cm de alto. En esta prueba, cada raton se coloc6 en el centro del campo abierto,
que era novedoso para el animal. Se tom6 en cuenta el tiempo de permanencia del ratén en el
centro de la maqueta, anotadas durante el tiempo de 5 min. EI comportamiento del ratén fue

gravado de forma continua por una camara de video que se coloca sobre la estructura.

La mecanica de este test es que el animal rehlye de los campos abiertos en estado de alerta y
miedo, prefiriendo ir junto a las paredes, caso que no ocurre en ratones relajados.

caja devidrio con
paredes y piso
transparente de 48 x

48 x 30 cm
piso con lineas pintadas de iluminada con un foco
color negro formando  —— . . )
el tiempo de
tiempo en segundos en permanencia en el
laperiferia area central de la
caja
permanencia del en
considerada como la area central

actividad alerta incrementada con

farmacos ansioliticos

Figura 7-2: disefio del test de campo abierto
Realizado por: (Idrobo, 2016)

2.6.1.3. Test de luz-oscuridad (light-dark test box)
El test de luz-oscuridad consta de una caja de madera con dos compartimientos separados por una

mampara o una pared en la que existe una abertura por la que el animal puede pasar de una zona

a otra. Las medidas de la caja son de 45 x 27 x 27 cm. El suelo del compartimiento oscuro esta
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pintado de negro y ocupa un tercio de la caja. La zona adyacente tiene el suelo pintado de blanco.

El suelo de ambos compartimientos esta dividido en casillas de 9 x 9 cm.

La duracién de la sesion es de 5 min. Al animal se le introduce en el compartimiento iluminado y
con todo el cuerpo en direccién a la abertura o tinel. La sesion se graba en video para su posterior
analisis.

El parametro conductual evaluado en esta prueba es, tiempo total que pasa el ratdén en el

compartimiento iluminado.

camara de pruebade 45 x
27 x 27 cm

. . abertura que separa la zona
negra sobre un tercio de —— iluminada

su superficie . i
tiempo 5 minutos

elanimal se coloca en el tiempo de permanencia en
lado brillante de la caja el lado iluminado

Figura 8-2: disefio de test de cuarto claro oscuro
Realizado por: (Idrobo, 2016)

2.6.1.4. Test de la chimenea

Esta prueba evalla la capacidad de un ratdn de subir marcha atras por un tubo de vidrio del
diametro apropiado segun sea el peso del ratdn, y que esta marcado a una distancia de 25 cm de
uno de los extremos. Se introduce el raton por el extremo del tubo mas proximo a la marca y
cuando el ratén haya alcanzado el extremo opuesto, se coloca el tubo en posicion vertical e
inmediatamente el raton intenta ascender marcha atrds. Un raton en condiciones normales
consigue sobrepasar la marca en un tiempo inferior a 30 segundos. Si presenta incoordinacion
motriz no consigue hacerlo, se determina el tiempo en que demora salir el animal de re cola por
el tubo de vidrio.
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tudo devidriode 25
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seontroduceratonporun |  alllegaral otroextremo se
exptremo, para el tubo
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raton

seconsiderala
relajacion muscular

Figura 9-2: disefio del test de test de chimenea

Realizado por: (ldrobo, 2016)

2.7. Actividad cito toxica

La actividad citotoxica de los extractos se realizd de acuerdo al procedimiento por Meyer, como
se indica en el grafico 10-2 los quistes de Artemia salina fueron obtenidos en la ciudad de Salinas
y fueron almacenados en un lugar seco a una temperatura estable de 25 °C. En el ensayo se empled
una solucién nutritiva con sales que asemeje al agua marina, para esto se uso cloruro de calcio,
cloruro de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de sodio y sulfato de sodio, para la eclosién de
los huevos se utilizd una fuente de calor (reverbero) a temperatura no mayor a 37 grados y el
campo estaba iluminado por una lampara colocada a una distancia aproximada de 30 cm, y se
dejo reposar por 24 horas. Se utilizaron 10 larvas que se sometieron a las concentraciones de 10,
100, 500 y 1000 ppm de los extractos utilizados. Ademas, se incluy6 un grupo control con todos
los elementos del ensayo, excepto la muestra a ensayar, con tres réplicas para cada grupo. Luego
de 24 h se contaron las Artemias vivas para de esta forma determinar la concentracion letal 50
(CL50) mediante la curva de mejor.
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Figura 10-2: diagrama de procedimiento para técnica de cito toxicidad en Artemia salina

Realizado por: (Idrobo, 2016)

Para la preparacion de los extractos y sus diluciones de tomo 100 mg de extracto seco de acetato
de etilo y de metanol, y en el caso del acuoso 100 mg de planta seca y molida, esto de reconstituyo
en 10 mL de solucién de Propilenglicol al 15%, esta es la solucion madre de 1000 ppm, de esto
se tomd 1,5 mL y se diluyo con 1,5 mL de solucion de propilenglicol, obteniendo extracto de 500
ppm, de la solucién madre se tomé 0,5 mL y se afor6a 5 mL con solucion de PG logrando extracto
de 100 ppm, de esta dilucion se tomé 0,5 mL y se aforo a 5 mL con PG esta es la ultima dilucién
de 10 ppm, esto se muestra en la figura 11-2.
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1000 ppm 500 ppm 100 ppm 10 ppm

Figura 11-2: preparacion de diluciones de extractos
Realizado por: (Idrobo, 2016)

2.8. Anadlisis estadistico

Los datos se tomaran individualmente de cada prueba, tomando en cuenta principalmente los
tiempos segun indique técnica.

Para el andlisis estadistico se van a realizar dos anélisis.

Un andlisis por especie de Pasiflora de seleccion de extracto por su funcion ansiolitica en flores
y hojas en el tiempo frente al Diazepam mediante el analisis estadistico usando el test de Anova
de un factor, con un posible post Hoc con Tukey b, el cual nos va indicar grupos similares.

Este test se ve a realizar para cada prueba realizada independientemente.

Un analisis individual comparativo entre extractos de igual solvente e igual parte de planta en
diferente especie, para determinar accion ansiolitica entre pasifloras por solvente.
Es decir, ejemplo: Extracto lipdfilo de hojas P. manicata vs. Extracto lipdfilo de hojas de P.

tripartita.

Ademas se propone hacer un ranking global con el objetivo de hacer una valoracion global de

cada uno de los extractos para determinar el mejor solvente para ejercer actividad ansiolitica.
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CAPITULO 11l

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

3.1. Evaluacion del efecto ansiolitico

Elanalisis del efecto ansiolitico se llevd acabo enuntiempo aproximado de 30dias, enloscuales
estaban distribuidos en secuencias de un diade diferencia, de 5 dias de adaptacién a cadagrupo
y uno para los analisis del efecto ansiolitico a cada grupo, se estudiaron 12 grupos, 6 de cada
planta teniendo en cuenta hojas y flores usadas, a cada parte de laplanta se le realizé 3 tipos
de extractos, con administracion constante de grupos de 50 mg/ kg de extracto seco
reconstituido en solucién de propilenglicol al 10%. Ademas un grupo control positivo a una
concentracion de 0,5 mg/kgde clonazepamy un blanco al cual se le administré polietilenglicol

al 10%.
Los ensayos fueron realizados a cada ratén por Unica vez

Se realizaron cuatro modelos animales parala evaluacién del efecto ansiolitico, laberintoencruz
elevado (EPM), el ensayo de campo abierto (OFT), ensayo de cuarto claroy oscuro, y testde la

chimenea, las consideraciones que con frecuencia se dan en el estudio son:

- Un mayortiempo de permanenciaenlos brazos abiertos reflejamenoransiedad ante un
entorno inmediato nueve y novedoso que ademads genera vértigo.

- Un mayortiempo de permanenciaen los brazos cerrados reflejamayor miedoy ansiedad
ante el entorno nuevo.

- Un mayor tiempo de permanenciaen el centro del modelo OFTrefleja menoransiedad
ante unentornoque sugiere miedoy estrés al animal, comparado con un bosquedesierto
en el cuallos seresvivos de manerageneral tenemos miedo aubicarnos enel centroen
donde nos sentimos vigilados, amenazados.

- Un mayortiempo de permanenciaen la periferiareflejamayoransiedad identificadapor
un reflejo de ubicarse hacialas esquinas, evitando laamenaza que supone el centro del
modelo.

- Un mayor tiempo de permanenciaen la zona claradel modelo, refleja menoransiedad

ante la claridad que no es tu entorno natural.
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- Un mayortiempo en el cuarto oscuroindicamiedoy ansiedad, el ratén busca la oscuridad
para sentirse mas seguro.

- Un mayortiempo ensalirdel tubo de vidrioindica unarelajacion musculary tranquilidad
ante la posicién de cabeza.

- Un tiempo corto en salir del tubo indica estrés y miedo, se muestra desesperacién por

salir de la posicion de cabeza.

Para mayorentendimiento de los tipos de extracto en el andlisis estadistico se los codifico con
tres letras, la primera es el tipo de planta, manicata (M) y tripartita (T), lasegundaletraes la
parte de laplanta, hojas (H) y flores (F), y la tercera letraindica el tipo de extracto que se uso,

acetato de etilo (E), metanol (M), y agua (A).

Tabla 1-3: codificacion de grupos de extractos para evaluacion de actividad ansiolitica

CODIGO INTERPRETACION
MHE P. manicata, hojas, acetato de etilo
MFE P. manicata, flores, acetato de etilo
THE P. tripartita, hojas, acetato de etilo
TFE P. tripartita, flores, acetato de etilo
MHM P. manicata, hojas, metanol

MFM P. manicata, flores, metanol

THM P. tripartita, hojas, metanol

TFM P. tripartita, flores, metanol

MHA P. manicata, hojas, agua

MFA P. manicata, flores, agua

THA P. tripartita, hojas, agua

TFA P. tripartita, flores, agua

Realizadopor:(Idrobo, 2016)

3.1.1. Ensayo de Laberinto elevado (EPM)

Tabla 2-3: tiempo total transcurrido en brazos abiertos, Blanco (B), control positivo

clonazepam (CZP), codigo de extractos (tabla 1-3)

59



# B MHE MFE THE TFE MHM MFM
1 47 46 48 30 17 37 20
2 30 31 61 34 28 18 34
3 64 20 33 60 12 18 42
4 25 26 38 45 30 40 21
5 18 40 50 51 28 23 33

TEM THM MHA MFA THA TFA CczpP

62 21 82 33 86 115 126

69 45 54 59 38 40 117

58 18 38 58 51 35 216

57 16 33 38 81 18 154

72 37 34 59 73 92 169

Unidireccional

ANOVA
LABERINTO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 72700,171 13 5592,321 14,315 ,000
Dentro de grupos 21877,200 56 390,664
Total 94577,371 69
Subconjuntos homogéneos
LABERINTO
Tukey B2
Subconjunto para alfa = 0.05

ENSAYO N 1 2

tripartita flores etilo 5 23,00

manicata hojas metanol 5 27,20

tripartita hojas metanol 5 27,40

manicata flores metanol 5 30,00

manicata hojas etilo 5 32,60

blanco 5 36,80

tripartita hojas etilo 5 44,00

manicata flores etilo 5 46,00

manicata hojas agua 5 48,20
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manicata flores agua 5 49,40
tripartita flores agua 5 60,00
tripartita flores metanol 5 63,60
tripartita hojas agua 5 65,80
control clonazepam 5 156,40

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarmaénica=5,000.

Pruebas post hoc

Losresultados del ensayo de laberinto elevado son mostrados en latabla 2-3. El analisisANOVA
de un factor demuestra una diferencia entre dos grupos. Ademas el andlisis demuestra que
existen extractos sin actividad ansiolitica, demostrandose con valores de medias menoresen
referenciaagrupoblanco. Se puede decirque no existe diferenciasignificativa entre losgrupos
experimentalesy el blanco, pero si existe una diferencia significativa entre cada una de las

muestras de ensayo y el control positivo.

3.1.2. EnsayodeCampo abierto

Tabla 3-3: tiempo total de permanencia en el centro del modelo, blanco (B), control positivo

(CZP), cddigo de extractos (tabla 1-3)

# B MHE MFE THE TFE MHM MFM
1 0 8 0 0 11 5 6
2 3 10 12 17 5 9 3
3 8 0 5 18 9 8 5
4 9 22 9 5 7 5 4
5 5 14 8 0 12 6 6

TFM THM MHA MFA THA TFA czp
8 4 9 10 12 14 150
4 12 15 13 7 17 100
5 5 5 14 8 7 180
2 5 8 6 8 10 200
10 3 7 11 6 12 100
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Unidireccional

ANOVA
ABIERTO
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 88921,443 13 6840,111 40,948 ,000
Dentro de grupos 9354,400 56 167,043
Total 98275,843 69

Subgrupos homogéneos

ABIERTO
Tukey B2
Subconjunto para alfa = 0.05

ENSAYO N 1 2
manicata flores metanol 5 4,80

blanco 5 5,00

tripartita flores metanol 5 5,80

tripartita hojas metanol 5 5,80

manicata hojas metanol 5 6,60

manicata flores etilo 5 6,80

tripartita hojas etilo 5 8,00

tripartita hojas agua 5 8,20

tripartita flores etilo 5 8,80

manicata hojas agua 5 8,80

manicata hojas etilo 5 10,80

manicata flores agua 5 10,80

tripartita flores agua 5 12,00

control clonazepam 5 146,00

Se visualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarmdnica=5,000.

Prueba post hoc

ANOVA demuestra una diferencia entre grupos, uno el de control y otros los extractos y el blanco,
lo que indica que no hay diferencias significativas entre extractos, ademas se muestra el extracto
de metanol de hojas de P. manicata posee una actividad nula, por obtener un valor promedio

menor al blanco.
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3.13. Ensayodecampo claro/oscuro

Tabla 4-3: tiempo total de permanencia en cuarto claro del modelo, blanco (B), control positivo
(CZP), cogido de extractos (tabla 1-3)

# B MHE MFE THE TFE MHM MFM
1 30 52 105 150 56 127 120
2 52 65 95 38 87 78 102
3 27 35 57 86 93 112 96
4 13 58 121 103 84 180 78
5 48 46 53 53 106 123 130

TFM THM MHA MFA THA TFA Cczp
53 190 143 100 112 136 239
67 171 74 129 79 115 281
73 81 106 127 94 127 300
63 101 136 125 91 97 270
69 106 98 122 70 103 268

Analisis estadistico

ANOVA
OSCURO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 200090,471 13 15391,575 22,390 ,000
Dentro de grupos 38495,600 56 687,421
Total 238586,071 69
Subconjuntos homogéneos
OSCURO
Tukey B?
Subconjunto para alfa = 0.05
ENSAYO N 1 2 3 4 5
blanco 5 34,00
manicata hojas etilo 5 51,20 51,20
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tripartita flores metanol
tripartita flores etilo
tripartita hojas etilo
manicata flores etilo
tripartita hojas agua
manicata flores metanol
manicata hojas agua
tripartita flores agua
manicata flores agua
manicata hojas metanol

tripartita hojas metanol

control clonazepam

[ L L L 2 2 S A S 2 S 2 B S I S I O

o1

65,00
85,20
86,00
86,20

65,00
85,20
86,00
86,20
89,20
105,20

65,00
85,20
86,00
86,20
89,20
105,20
111,40
115,60
120,60

85,20
86,00
86,20
89,20
105,20
111,40
115,60
120,60
124,00
129,80

271,60

Se visualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestrade lamedia arménica=5,000.

Prueba post hoc

El test de anova muestra una diferencia significativa

entre grupos, obteniendo 5 grupos

homogéneos, en uno de ellos se muestra solo el control (CZP 0,5 mg/Kg), lo que indica que

ningln extracto se asemeja a la accion del farmaco, en este ensayo si se muestran grupos con

actividad ansiolitica, siendo los de menos actividad el grupo (B) al que pertenece en blanco (PG

15%).

3.14. Testdela chimenea

Tabla 5-3: tiempo total que demora en salir del tubo de vidrio de cola el raton, blanco (B),

control de clonazepam (CZP), cddigo de extractos (tabla 1-3)

# B MHE MFE THE TFE MHM MFM
1 60 15 4 60 16 16 37
2 5 21 11 7 12 60 14
3 16 9 10 18 14 22 43
4 11 15 5 22 13 35 36
5 18 11 7 18 12 25 21
TFM THM MHA MFA THA TFA CzP

20 60 15 55 60 8 60

11 60 14 18 26 14 60

28 60 30 60 13 25 60
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8 60 12 60 12 60 48
11 25 12 9 43 31 51
Analisis estadistico
ANOVA
CHIMENEA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Entre grupos 13645,200 13 1049,631 4,555 ,000

Dentro de grupos 12905,600 56 230,457

Total 26550,800 69
Subconjuntos homogéneos

CHIMENEA
Tukey B?
Subconjunto para alfa = 0.05

ENSAYO N 1 2 3

manicata flores etilo 5 7,40

tripartita flores etilo 5 13,40

manicata hojas etilo 5 14,20

tripartita flores metanol 5 15,60

manicata hojas agua 5 16,60

blanco 5 22,00 22,00

tripartita hojas etilo 5 25,00 25,00 25,00

tripartita flores agua 5 27,60 27,60 27,60

manicata flores metanol 5 30,20 30,20 30,20

tripartita hojas agua 5 30,80 30,80 30,80

manicata hojas metanol 5 31,60 31,60 31,60

manicata flores agua 5 40,40 40,40 40,40

tripartita hojas metanol 5 53,00 53,00

control clonazepam 5 55,80

Se visualizan las medias paralos grupos enlos subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarmdnica=5,000.

Pruebaposthoc

En este test se indica que si hay diferencias significativas de medias, existen tres subgrupos
homogéneos, en el tercer grupo se encuentra el control positivo (CZP, 0,5 mg/kg) junto con 7

extractos de planta usados, siendo el mas similar, el de hojas de P. tripartita en metanol, de igual
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manera se muestra en el primer grupo extractos sin actividad miorelajante por obtener valores

menores al grupo blanco (PG 10%), como el extracto de flores de P. manicata en metanol.

3.2. Relacion entre extractos

Se realiz6 también una relacion entre grupos, excluyendo al grupo control y grupo blanco, para
poder definir diferencias entre tipo de planta, parte de la planta y tipo de extracto usado, para eso
se realiz6 un andlisis universal univariante en los cuatro ensayos realizados.

3.2.1. Relacién entre extractos en ensayo de laberinto elevado

Se tomaron los datos de latabla 2-3, en que muestralosresultados del tiempo total de
permanenciaen brazos abiertos del modelo.

Analisis estadistico

ANOVA
LABERINTO
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 12406,200 11 1127,836 3,785 ,001
Dentro de grupos 14301,200 48 297,942
Total 26707,400 59
Subgrupos homogéneos
LABERINTO
Tukey B2
Subconjunto para alfa = 0.05
ENSAYO N 1 2 3
tripartita flores etilo 5 23,00
manicata hojas metanol 5 27,20 27,20
tripartita hojas metanol 5 27,40 27,40
manicata flores metanol 5 30,00 30,00 30,00
manicata hojas etilo 5 32,60 32,60 32,60
tripartita hojas etilo 5 44,00 44,00 44,00
manicata flores etilo 5 46,00 46,00 46,00
manicata hojas agua 5 48,20 48,20 48,20

(o))
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mabnicata flores agua

tripartita flores agua

tripartita flores metanol

tripartita hojas agua

5
5
5
5

49,40

49,40
60,00
63,60

49,40
60,00
63,60
65,80

Se visualizan las medias paralos grupos enlos subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarménica=5,000.

Analisis factorial

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: LABERINTO

Tipo Ill de suma Cuadratico
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 123862,8002 12 10321,900 34,644 ,000
PLANTA 1058,400 1 1058,400 3,552 ,066
PARTE 299,267 1 299,267 1,004 321
EXTRACTO 4881,100 2 2440,550 8,191 ,001
PARTE * EXTRACTO 1700,633 2 850,317 2,854 ,067
PLANTA * EXTRACTO 1531,900 2 765,950 2,571 ,087
PLANTA * PARTE 26,667 1 26,667 ,090 ,766
PLANTA " PARTE * 2908,233 2 1454117 4,881 ,012
EXTRACTO
Error 14301,200 48 297,942
Total 138164,000 60

a. R al cuadrado =,896 (R al cuadrado ajustada=,871)

El analisis muestra que en el ensayo de laberinto elevado existen diferencias significativas, dando

3 grupos diferenciados, en este ensayo el extracto con mejores resultados es flores P. tripartita

en metanol y hojas de P. tripartita acuoso, también se hizo un analisis por diferenciacion de

extractos y se muestra diferencias entre tipos de extractos usados, y cuando se toma en cuanta

planta, parte y extracto, es decir hay cambios de actividad ansiolitica en dependencia el tipo de

solvente usado en los extractos.

3.2.2. Relacidn entre extractosen ensayo de campo abierto

Se tomaron los datos de latabla 3-3 en que muestralos resultados del tiempo total de
permanenciaen brazos abiertos del modelo.

67




Analisis estadistico

ANOVA
ABIERTO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 281,000 11 25,545 1,251 ,281
Dentro de grupos 980,400 48 20,425
Total 1261,400 59
Subgrupos homogéneos
ABIERTO
Tukey B2
Subconjunto
para alfa = 0.05
ENSAYO N 1
manicata flores metanol 5 4,80
tripartita flores metanol 5 5,80
tripartita hojas metanol 5 5,80
manicata hojas metanol 5 6,60
manicata flores etilo 5 6,80
tripartita hojas etilo 5 8,00
tripartita hojas agua 5 8,20
tripartita flores etilo 5 8,80
manicata hojas agua 5 8,80
manicata hojas etilo 5 10,80
manicata flores agua 5 10,80
tripartita flores agua 5 12,00
Se visualizan las medias paralos gruposenlos
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestrade lamediaarménica =
5,000.
Andlisis factorialc
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: ABIERTO
Tipo Il de suma Cuadrético
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 4217,6002 12 351,467 17,208 ,000
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PLANTA ,000 1 ,000 ,000 1,000
PARTE 267 1 ,267 ,013 ,910
EXTRACTO 183,900 2 91,950 4,502 ,016
PARTE * EXTRACTO 58,633 2 29,317 1,435 ,248
PLANTA * EXTRACTO 1,300 2 ,650 ,032 ,969
PLANTA * PARTE 29,400 1 29,400 1,439 ,236
PLANTA * PARTE *

7,500 2 3,750 ,184 ,833
EXTRACTO
Error 980,400 48 20,425
Total 5198,000 60

a. R al cuadrado =,811 (R al cuadrado ajustada =,764)

El analisis anova muestra que no hay diferencias significativas entre grupos, tomando encuenta
todos los grupos de extractos de ambas plantas, mientas que el analisis univariante indicaque

sl hay una diferencia entre el tipo de extractos usados.

3.2.3. Relacion entre extractos en ensayo de campo claro/oscuro

Se tomaron los datos de latabla 4-3 en que muestralos resultados del tiempo total de
permanenciaen brazos abiertos del modelo.

Analisis estadistico

ANOVA
OSCURO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 32696,450 11 2972,405 4,019 ,000
Dentro de grupos 35496,400 48 739,508
Total 68192,850 59
Subgrupos homogéneos
OSCURO
Tukey B2
Subconjunto para alfa = 0.05
ENSAYO N 1 2 3
manicata hojas etilo 5 51,20
tripartita flores metanol 5 65,00 65,00
tripartita flores etilo 5 85,20 85,20 85,20
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tripartita hojas etilo 5 86,00 86,00 86,00
manicata flores etilo 5 86,20 86,20 86,20
tripartita hojas agua 5 89,20 89,20 89,20
manicata flores metanol 5 105,20 105,20 105,20
manicata hojas agua 5 111,40 111,40
tripartita flores agua 5 115,60 115,60
manicata flores agua 5 120,60 120,60
manicata hojas metanol 5 124,00
tripartita hojas metanol 5 129,80

Se visualizan las medias paralos grupos enlos subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarménica=5,000.

Prueba posthoc

Andlisis factorial

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: OSCURO

Tipo Il de suma Cuadratico

Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 602486,6002 12 50207,217 67,893 ,000
PLANTA 322,017 1 322,017 435 512
PARTE 79,350 1 79,350 ,107 ,745
EXTRACTO 12465,100 2 6232,550 8,428 ,001
PARTE * EXTRACTO 11703,100 2 5851,550 7,913 ,001
PLANTA * EXTRACTO 3510,033 2 1755,017 2,373 ,104
PLANTA * PARTE 1738,817 1 1738,817 2,351 ,132
PLANTA * PARTE *

2878,033 2 1439,017 1,946 ,154
EXTRACTO
Error 35496,400 48 739,508
Total 637983,000 60

a. R al cuadrado =,944 (R al cuadrado ajustada =,930)

El test de campo claro/ oscuro da tres tipos de grupos homogéneos, donde el extracto con mejores
resultados fueron en el hojas de P. tripartita en metanol y hojas de P. manicata en metanol. El
analisis univariante muestra diferencias entre el uso de extractos y diferencias significativas
tomando en cuenta las combinaciones de parte de planta y tipo de extracto, y tipo de planta y
extracto.

3.2.4. Relacidn entre extractos en ensayo de chimenea

Se tomaron los datos de latabla 5-3 en que muestralos resultados del tiempo total de
permanenciaen brazos abiertos del modelo.
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Analisis estadistico

ANOVA
CHIMENEA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 9246,183 11 840,562 3,714 ,001
Dentro de grupos 10862,800 48 226,308
Total 20108,983 59
Subgrupos homogéneos
CHIMENEA
Tukey B2
Subconjunto para alfa = 0.05
ENSAYO N 1 2 3
manicata flores etilo 5 7,40
tripartita flores etilo 5 13,40 13,40
manicata hojas etilo 5 14,20 14,20
tripartita flores metanol 5 15,60 15,60
manicata hojas agua 5 16,60 16,60
tripartita hojas etilo 5 25,00 25,00 25,00
tripartita flores agua 5 27,60 27,60 27,60
manicata flores metanol 5 30,20 30,20 30,20
tripartita hojas agua 5 30,80 30,80 30,80
manicata hojas metanol 5 31,60 31,60 31,60
manicata flores agua 5 40,40 40,40
tripartita hojas metanol 5 53,00
Se visualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de lamediaarmoénica =5,000.
Analisis factorial
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: CHIMENEA
Tipo Il de suma Cuadrético
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo 48210,2002 12 4017,517 17,752 ,000
PLANTA 260,417 1 260,417 1,151 ,289
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PARTE
EXTRACTO

EXTRACTO
Error
Total

PARTE * EXTRACTO
PLANTA * EXTRACTO
PLANTA * PARTE
PLANTA * PARTE *

558,150
3437,633
2277,300

152,633
1915,350

644,700

10862,800
59073,000

P N N DN P

48
60

558,150 2,466 123
1718,817 7,595 ,001
1138,650 5,031 ,010
76,317 ,337 ,715
1915,350 8,463 ,005
322,350 1,424 ,251

226,308

a. R al cuadrado =,816 (R al cuadrado ajustada =,770)

En el test de la chimenea, el test de anova muestra tres grupos homogéneos, de los cuales los que

mejor actividad miorelajante posees son los extractos de hojas de P. tripartita en metanol y de

flores de P. manicata acuoso. Tomando en cuenta el estudio univariante se muestra una diferencia

significativa en el tipo de extracto, y la relacion de parte de la planta y extracto, esto se evidencia

en el test de anova siendo que los extractos con acetato de etilo poseen la menor actividad

miorelajante.

Al obtener el resultado de la interaccion por factores en las cuatro pruebas, se determin6 hacer

otro analisis de varianza considerando como Unico factor el extracto, por es este parametro el

Unico que en los cuatro test presenta diferencia significativa, obteniendo los resultados que se

muestran en la tabla 6-3

Tabla 6-3: resultados de analisis ANOVA de un factor (tipo de extracto) general.

FACTOR Laberinto Campo abierto Campo Chimenea
elevado claro/oscuro
Extracto | Ac.deetilo a Ac.deetllo a Ac. deetilo a Ac.deetllo a
Metanol a Metanol ab Metanol b Metanol b
Agua b Agua b Agua b Agua b
F 0,003 0,011 0,003 0,005

Los resultados indican que si hay diferencia significativa entre el uso de algun tipo de extracto,

siendo el mas diferente el de acetato de etilo.
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3.3. Evaluacién del efecto citotéxico en Artemia salina

Tala: 7-3:valores del estudio citotéxico en Artemia salina de los diferentes tipos ex extractos

usados.

grupo 10,00 100,00 500,00 1000,00
MHE 7,67 533 3,00 0,00
MFE 8,00 7,00 3,00 033
THE 8,33 733 3,67 1,67
TFE 10,00 767 6,00 3,00
MHM 8,00 7,00 3,00 0,00
MFM 10,00 8,33 0,00 0,00
TEM 9,33 8,33 6,00 3,66
THM 8,67 733 3,67 1,67
MHA 10,00 8,33 5,33 2,33
MFA 9,66 7,33 4,00 0,66
THA 8,00 533 3,33 0,33
TFA 8,67 7,00 2,67 1,00

Citotoxicidad de P. manicata

MHM MFM MHA MFA

Extractos de P. manicata

=
o

numero de Artemias salinas vivas
o R N W b U1 OO N 0O O

MHE MFE

@10 ®100 B500 = 1000

Figura 1-3: niveles de citotoxicidad de los extractos de Pasiflora manicata a las diferentes

concentraciones.
Realizado por: (Idrobo, 2016)
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En la figura se muestra le secuencia de Artemias salinas vivas de los extractos por concentracion

de Pasiflora manicata, donde el extracto con mas crustaceos muertos es el de hojas en acetato de
etilo, mientras que el mas seguro con menor cantidad de Artemias muertas es el de hojas en agua.

Citotoxicidad de P. tripartita

12

10

numeero de Artemias salinas vivas
D

THE TFE THM TFM

extractos de P. triprtita
M 10 ®100 500 m 1000

Figura 2-3: niveles de citotoxicidad de los extractos de Pasiflora manicata a las diferentes

concentraciones.
Realizadopor: (ldrobo, 2016)

En la figura se muestra los extractos de P. tripartita en el ensayo de citotoxicidad en Artemia
salina, donde el extracto con mas Artemias vivas, es decir el mas seguro es el flores en acetato de
etilo, y el que posee menos Artemias es el de hojas en agua.

Tabla 8-3: valores de dosis letal media de cada grupo de estudio.

grupo DL
(50)
MHE 75,15
MFE 116,65
THE 190,63
TFE 507,93
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MHM 110,73
MFM 124,63
TFM 67548
THM 204,27
MHA 440,34
MFA 227,25
THA 90,84
TFA 145,32
Realizado por: (Idrobo, 2016)
DI 50

507
116 124
MHE MFE THE TFE

MHM  MFM

675
227
]
TFM THM MHA MFA THA FA

Figura 3-3: dosis letal media de todos los extractos analizados.

Realizadopor: (ldrobo, 2016)

Los valores de dosis letal media indican de manera mas clara la citotoxicidad en Artemia salina,
obteniendo como extracto mas toxico el de hojas de P. manicata en acetato de etilo, seguido por
es de hojas de P. tripartita en agua, mientras que el extracto mas seguro es el de flores de P.

tripartita en metanol.
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34. CONCLUSIONES

Al analizar los grupos de extractos de Pasifloras con el grupo placebo (blanco), se determiné que
algunos extractos no poseian ninguna actividad ansiolitica o actividad insignificante para su uso
como es el caso de flores de P. tripartita en acetato de etilo.

En el estudio factorial por tipo de extractos se evidencié cual fue el mejor extracto con actividad
ansiolitica, en el ensayo de laberinto elevado considerando la variable “tiempo total de

permanencia en brazos abiertos” el mejor extracto fue el de hojas de Pasiflora tripartita en extracto
acuoso y flores de P. tripartita en metanol.

En el modelo ce campo abierto, como variable “tiempo total de permanencia en el centro del
modelo” se obtienen resultados negativos al considerarse que no hay diferencias entre extractos,
esto puede deberse al disefio del modelo usaron al poseer una pared transparente de la cual
generaba ansiedad en los ratones, mientras que en el ensayo de campo claro/oscuro y en el de
chimenea, ambas pruebas no condicionadas, el extracto de hojas de Pasiflora tripartita en metanol
seguido por el extracto de hojas de Pasiflora manicata en metanol presentan la mayor actividad

ansiolitica.

En general el top tres de los extractos usados son en primer lugar en extracto de hojas de P.
tripartita en metanol, en segundo lugar el de hojas de P. manicata en metanol y en tercer lugar el
de flores de P. tripartita en metanol.

Mediante el analisis in vivo se demuestra la existencia de actividad ansiolitica en varios de los

extractos, aunque en los cuatro ensayos realizados se comprobd que ninguno de los extracto se
iguala o supera la accion ansiolitica del control positivo, clonazepam.

En el analisis de citotoxicidad realizado en Artemia salina, se llegé a la conclusion de que el
extracto de flores de P. tripartita en metanol es el mas seguro para su uso al tener una DI 50 de
675 ppm, mientras que los extracto de hojas de P. manicata en acetato de etilo seguido por hojas
de P. tripartita en agua son los mas toxicos al tener los DI 50 de 75 y 90 ppm respectivamente.

En el estudio de tipos de extractos de demostré que si existe diferencias en los resultados por el
tipo de extracto usado, habiendo diferencias entre el uso de acetato de etilo siendo el mas
inadecuado y metanol como el que mejor resultados obtiene.
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3.5. RECOMENDACIONES

Para el anadlisis invivo se recomienda alas autoridades pertinentes adquirirequipo necesario
paralaevaluacion conductual, principalmente camaras detectoras de movimientoy distanda,y

mejorar el disefio de los ya existentes.

Después de haber analizado los extractos de Pasifloras se recomienda a quien corresponda
elaborar unainvestigacién considerando untema de estudio parala “dosificacién in vivo de

III

Pasiflora tripartita en metanol” para determinar la dosis éptima para actividad ansiolitica y
comprobar con mds confiabilidad si existe igualdad al farmaco usado, de igual manera,
conjuntamente con la dosificacion, realizar el estudio de toxicidad in vivo para comprobar el

metabolismo inocuo en un ser superior.
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GLOSARIO

% Porcentaje
°C Grados Celsius
BzZD Benzodiazepinas

Citotoxico Toéxico a células

CczP Clonazepam

cm Centimetros

EPM Laberinto en cruz elevado (Elevated plus-maze)
g Gramos

Kg Kilogramos

mg Miligramo

ml Mililitro

OFT Ensayo de campo abierto (Open Field Test)
PG Propilenglicol

ppm Parte por millén pg/ mi

T Temperatura
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ANEXOS

Anexo 1: Materia prima vegetal seca

Anexo 3: macerado en metanol
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Anexo 5: zonificacion de extractos

Anexo 6: codificacion de frascos para almacenamiento
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Anexo 8: envasado de extractos secos.

Anexo 9: cubierta segura para humedad con parafina
Anexo 10: almacenamiento de extractos secos, codificados.
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Anexo 11: modelo de test de campo abierto

Anexo 13: modelo de test de laberinto elevado

88



Anexo 16: evaluacién de citotoxicidad de los extractos.
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