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Resumen

as plantas del género Annona se emplean como recursos herbola-
rios por diversas culturas. En México, la Annona purpurea se em-
plea con fines curativos; el jugo del fruto en ayunas sirve para
la lepra, la semilla es insecticida y la raiz vermifuga (Martinez, 1982,
citado por Gonzalez 1996); el jugo del fruto se usa contra fiebres y res-
friados (Del Amo, 1979; Mendieta y Del Amo, 1981). Se estudio la acti-
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vidad farmacologica de los extractos alcaloidal total y hexanico de raiz
de Annona purpurea mediante las pruebas de laberinto elevado en forma
de +, hipnosis inducida por pentobarbital, campo abierto y rotarod, asi-
mismo se evaluo su toxicidad. En el laberinto elevado en forma de +
ambos extractos no incrementaron la entrada de los animales a los bra-
zos abiertos del laberinto ni el tiempo de permanencia en ellos. En con-
traste, inyectados intraperitonialmente tuvieron efecto en la conducta
de los animales en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital, el
extracto hexanico extendio sus efectos en la actividad locomotriz y la
coordinacion motora y demostro tener su DL_ con la dosis de 50 mg/
Kg. El extracto alcaloidal no modifico estas dos pruebas, tampoco fue
toxico.

En conclusion, los resultados anteriores sugieren que los extractos
alcaloidal y hexanico carecen de actividad ansiolitica, no obstante po-
seen efectos depresores en el SNC y que probablemente dichos efectos
estén mediados a nivel del sitio de union de las benzodiacepinas en el
receptor GABA , ya que la annomontina, presente en el extracto alca-
loidal tiene efectos a este nivel.

Palabras clave: Annona purpurea, extractos, efecto ansiolitico
Introduccion

Los extractos de anonas de diferentes 6rganos son usados en la medi-
cina tradicional, algunos de ellos por sus efectos en el sistema nervioso
central (SNC). Los frutos y las infusiones obtenidas de las semillas, las
hojas y la corteza se les atribuyen propiedades sedativas, hipnoticas y
ansioliticas (Bourne y Egbe, 1979; Gupta, 1995; Hasrat et al., 1997; Ca-
parros-Lefebvre y Elbaz, 1999). Entre las actividades biologicas de este
género sobre el SNC se documenta su efecto sobre sistemas de recepto-
res GABAérgicos, serotonérgicos y dopaminérgicos. De estos trabajos,
se sabe que la administracion de los extractos etanolicos de hojas de la
Annona diversifolia y Annona muricata a ratones reduce significativamente
la incidencia de las convulsiones y la mortalidad inducidas por pentile-
netetrazol (PTZ) (Gonzalez-Trujano et al, 1998; N'Gouemo et al., 1998);
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en otras pruebas los resultados obtenidos con extractos de A. diversifo-
lia, demuestran que el tiempo de suefio se prolonga cuando se realiza la
prueba de hipnosis inducida por pentobarbital y afecta la coordinacion
motriz en las pruebas del rodillo rodante y nado forzado, indicando un
efecto depresor en el SNC (Morais et al., 1998), estos hallazgos llevaron
al aislamiento de una cetona alifatica, la palmitona, obtenida del ex-
tracto de las hojas de esta planta, que demostro ser la responsable de al
menos uno de sus efectos, el anticonvulsivo, aunque el mecanismo de
accion de la palmitona no esta esclarecido, se sugiere que podria estar
involucrado al receptor GABA, (Gonzalez-Trujano, 2001).

También se demostro que el extracto hexanico (EH) de las hojas de
Annona cherimola tiene efectos ansioliticos en dos modelos no condicio-
nados para estudiar la ansiedad en ratones; en la prueba de la caja luz /
oscuridad y en la de enterramiento defensivo, este efecto fue bloqueado
en ambas pruebas por la administracion de picrotoxina, un antagonista
especifico de los receptores GABA, y fue sinergizado en la prueba de ente-
rramiento defensivo por la administracion de mucinol, un agonista de los
receptores GABA , concluyendo que el efecto ansiolitico del EH de las ho-
jas de Annona cherimola esta mediado por una interaccion con el sistema de
receptores GABA  (Lopez-Rubalcava, 2006). Estas referencias aunadas a
las etnobotanicas generaron el interés para estudiar los posibles efectos
ansioliticos de la Annona purpurea, conocer sus moléculas bioactivas y tra-
tar de esclarecer el 0 los mecanismos neuronales que explicarian su efecto.

Método

La raiz de la A. purpurea fue recolectada en septiembre de 2005, en
Hermenegildo Galeana, municipio de Ocozocoautla, estado de Chia-
pas, México y depositada con el no. 26580 en el herbario Eizi Matuda
(HEM) de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

Extracto alcaloidal total

La extraccion de alcaloides totales se realizo de acuerdo al procedimien-
to reportado por Gonzalez-Esquinca (2001). Para este proposito se se-
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caron y molieron finamente 2,500 g de raices a temperatura ambiente. El
material obtenido se impregno con una solucion saturada de Na,CO,, y
se le dejo secar a temperatura ambiente. Los alcaloides fueron extraidos
agitando este material por una hora con 900 mL de CHCL,, el proceso de
extraccion fue repetido una vez mas y al final ambas extracciones combi-
nadas fueron filtradas y concentradas a un volumen de 500 mL. El extrac-
to cloroférmico concentrado fue lavado con agua destilada (500 mL/3
veces) y extraido dos veces con 2,000 mL de HCI IN en cada ocasion. La
fase acida resultante de ambas extracciones fue alcalinizada (pH 9.5) con
una solucion saturada de Na,CO, y extraida nuevamente con 1,500 mL
de CHCI, Finalmente, el extracto cloroformico obtenido en esta tltima
extraccion fue secado con Na,SO, anhidro y concentrado por evapora-
cion a 45°C. El rendimiento obtenido fue de 11 g de alcaloides totales.
Todos los pasos fueron monitoreados con el reactivo de Dragendorff.

Extracto hexdnico

100 g de raiz molida de A. purpurea se empacaron en cartuchos de pa-
pel filtro que se colocaron en un soxhlet y se extrajeron a reflujo con
hexano durante 8 h continuas. Posteriormente se filtro y el extracto
hexanico obtenido se sec6 con Na,SO, anhidro y se concentro por eva-
poracion a 45°C.

Animales

Se trabajo con ratones machos BALB/c de entre 25 hasta 30 g de peso.
Los animales fueron criados en el Bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNAM, se hospedaron en grupos de 6 animales en cajas de poli-
carbonato (44x21x21) y fueron mantenidos a temperatura de 21°C, con
ciclos luz-oscuridad de 12:12 h, agua y comida a libre disposicion.

Evaluacion conductual

Los extractos fueron suspendidos en polietilenglicol 400 + acido citrico
(4 g/5 mg) en 10 mL de H20. Todos los compuestos utilizados en este
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estudio fueron inyectados por la via intraperitoneal (i.p.) a un volumen
por dosis de 10 mL/Kg. Los animales del grupo control recibieron una
cantidad igual del vehiculo. Se utilizaron grupos desde 5 hasta 7 rato-
nes en todos los experimentos.

Los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en ausencia
del experimentador en un cuarto sonoamortiguado, con la luz y la tem-
peratura controlada, con facilidades para la videograbacion. En todos
los casos la camara de video fue colocada por encima de los aparatos de
evaluacion conductual, con excepcion de la prueba de caja luz / oscu-
ridad y la plataforma agujereada donde fue colocada en un plano hori-
zontal. Todas las evaluaciones fueron realizadas entre las 10:00-14:00 h.
Todos los aparatos de las pruebas fueron lavados con detergente des-
pués de cada prueba. La constitucion de los grupos de experimentacion
y de evaluacion de conducta fue hecha al azar por un observador quien
no conocia las condiciones experimentales.

Toxicidad

Diferentes dosis de los extractos fueron administrados por la via i.p.;
para los alcaloides totales fueron de 3.2,12.5, 25 y 50 mg/Kg y para los
hexanicos de 0.39, 1.56, 3.6, 12.5, 25, 50 y 100 mg/Kg. La mortalidad de
los ratones fue registrada por 48 h (Morais et al., 1998).

Pruebas conductuales
Prueba de campo abierto

Este método es usado para evaluar la actividad exploratoria del raton
(Archer, 1973), es posible determinar la disminucion o incremento en
la actividad locomotriz. Se realiza en una caja de vidrio (con paredes y
piso transparente de 48 x 48 x 30 cm) cuyo piso esta dividido con lineas
pintadas de color negro formando cuadros de 12 x 12 cm, el raton fue co-
locado en el centro de la caja y su actividad se registro por un periodo de
5 min. Un observador ciego a los tratamientos registro el ntimero veces
que las lineas fueron cruzadas (actividad locomotriz horizontal) y los
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alzamientos (ntmero de veces que el raton permanecio erecto sobre sus
patas traseras, actividad locomotriz vertical) (Silvania et al, 2004). Para
descartar una posible influencia de los tratamientos sobre la actividad
locomotriz, una disminucion en el namero de lineas cruzadas o de alza-
mientos, se considerd como una disminucion en la actividad locomotriz.

Prueba del rodillo rodante

La integridad de la coordinacion motriz fue valorada con el aparato del
rodillo rodante. Los ratones fueron previamente entrenados a perma-
necer en el rodillo rodante (3 cm de diametro), rotando a una velocidad
de 8 rpm, durante 3 min. Para la prueba los animales se colocaron en el
rodillo rodante y se contaron las caidas que el raton experimento du-
rante la prueba (3 min) (Sugimoto et al., 2008).

Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

El potencial efecto sedativo de las sustancias en estudio fue evaluado
estudiando sus efectos sobre las acciones hipnoticas del pentobarbital.
El pentobarbital fue administrado (42 mg/Kg, i.p.) 30 min después de
la inyeccion de las sustancias en estudio. Fue estudiada tanto la laten-
cia, considerada como el tiempo transcurrido desde la administracion
del pentobarbital a la pérdida del reflejo de enderezamiento, asi como
la duracion del sueno, evaluado como el tiempo que trascurre desde la
perdida hasta la recuperacion del reflejo de enderezamiento (Gonza-
lez-Trujano, 2001).

Prueba del laberinto elevado en forma de +

El laberinto utilizado en este trabajo es similar al utilizado por Lister
(1987) para medir la actividad ansiolitica en el raton. El laberinto con-
sistio de dos brazos abiertos (30 cm x 5 cm) y dos cerrados (30 cm x
5 cm x 15 cm), que se interceptan en una plataforma central (5 cm x 5
cm). El laberinto se construy6 con acrilico blanco opaco y elevado del
piso a una altura de 40 cm. Los brazos abiertos contaron con un peque-
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no borde (2 mm) que se extendio a lo largo de su periferia. Al inicio de
la prueba el raton se coloco en la plataforma central viendo hacia un
brazo abierto, y se registro durante cinco minutos el ntimero de entra-
das y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos. Una entrada
dentro de un brazo del laberinto fue considerada tnicamente cuando
las cuatro patas del raton fueron colocadas dentro del brazo respectivo
(Pellow et al., 1985). Se calcul6 el porcentaje del tiempo de permanencia
en los brazos abiertos (Tiempo en brazos abiertos/tiempo en brazos
abiertos + cerrados x100). Se ha demostrado que la disminucion de la
actividad exploratoria a los brazos abiertos es causada por un miedo
innato de los roedores a los espacios abiertos debido a la ausencia de es-
timulos tigmotacticos (Grundmann et al.,, 2008; Treit et al,, 1993) y que
el uso de compuestos ansioliticos incrementa la actividad exploratoria
y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos.

Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados usando la prueba de ANOVA de una
via, seguida de la prueba poshoc de Newman-Keuls para comparacio-
nes maltiples cuando fue requerido. Los resultados son expresados
como la media + SEM de 5-7 ratones por grupo. Un valor de alfa de
P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los parametros
fueron procesados usando el software GraphPad Prism statistical.
Resultados

Extracto alcaloidal total
Toxicidad

Con dosis de 3.2,12.5, 25y 50 mg/Kg i.p. no se registré ninguna morta-
lidad a las 48 h de administradas.
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Prueba de campo abierto

Con el extracto alcaloidal total no se observaron diferencias significa-
tivas tanto en el numero de lineas cruzadas (F, ,;=1.314; P> 0.05) como
en el numero de alzamientos (rearings) (F, ,.=1.017; P> 0.05) entre los
ratones tratados (3.2,12.5, 25 y 50 mg/K) y aquéllos a los que sélo se les
administré el vehiculo (cuadro 1).

Cuadro 1. Efectos de la administracion (i.p.) del extracto alcaloidal total sobre la lo-
comocion del raton en la prueba de campo abierto

el Nimero lineas cruzadas Numero de alzamientos
mg/Kg
Vehiculo 928+ 113 171+54
312 1291+ 181 266+58
125 81.1+212 175+638
250 731+ 175 111+44
50.0 828+250 118+76

Los resultados son expresados como la media + SME; N= 5-7 para cada grupo
Prueba del rodillo rodante

Ninguna dosis del extracto alcaloidal total (3.2, 12.5, 25 y 50 mg/Kg)
indujo cambios (F, ,.=0.4167; P> 0.05) en el namero de caidas de los ani-
males del rodillo utilizado en esta prueba cuando los resultados fueron

comparados con el grupo control (cuadro 2).

Cuadro 2. Efectos de la administracion (i.p.) del extracto alcaloidal total sobre la
coordinacion motora de el raton en la prueba del rodillo rodante

Tratamientos Nimero de caidas
mg/Kg
Vehiculo ol
312 06+03
55 10+10
250 10+06
50.0 10+06

Los resultados son expresados como la media + SME; N=5-7 para cada grupo
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Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

Con ladosis de 25 mg/Kg el extracto alcaloidal total prolongo el tiempo
de hipnosis inducida por pentobarbital (F;,-3.321; P <0.05)(grafica 1),
no tuvo efectos sobre el periodo de latencia (F, =0.4067; P> 0.05).

3,16

Grafica 1. Efectos del extracto alcaloidal total sobre el tiempo de suefio en la prueba
de hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son expresados como la media
+ SEM. El extracto alcaloidal total incremento la duracion del suefio. *P<0.05 compa-
rado con el grupo del vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-
Keuls para comparaciones maltiples. N= 5 por cada grupo

Laberinto elevado en forma de +

Con todas las dosis administradas del extracto alcaloidal total (3.2,12.5,
25y 50 mg/Kg), no se observaron diferencias significativas en la conduc-
ta del raton, tanto en el nimero de entradas (F, ,;-0.4495; P> 0.05) como
en el tiempo de permanencia (%) en los brazos abiertos del laberinto)
(F,,5~0.5517; P> 0.05) y aquéllos a los que solo se les administro el vehi-
culo (cuadro 3).
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entre los ratones tratados (12.5 y 25 mg/kg) y aquéllos a los que solo se

les administré el vehiculo.
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Grifica 3. Efectos del extracto hexanico sobre la actividiad locomotriz horizontal en la
prueba de campo abierto. Se representa la media + SEM. El extracto hexanico dismi-
nuyé la actividad locomotriz en comparacion al grupo control. **P < 0.0I. ANOVA de
una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones multiples. N= 5-7
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Grafica 4. Efectos del extracto hexanico sobre la actividad locomotriz vertical en la
prueba de campo abierto. Se representa la media + SEM. El extracto hexanico dis-
minuyo el niimero de alzamientos, representando la actividad locomotriz vertical.
**P <0.0I. ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para compa-
raciones multiples. N= 5-7 ratones por grupo

529



Anonaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Prueba del rodillo rodante

El extracto hexdnico (25 mg/Kg) indujo cambios (F,, = 4.293; P <0.05)
en el niimero de caidas de los animales del rodillo cuando los resultados
fueron comparados con el grupo control (grifica 5).
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Grafica 5. Efectos del extracto hexanico sobre la coordinacion motora de el raton en la
prueba del rodillo rodante. Se representa la media + SEM. El extracto hexanico aumen-
to el niimero de caidas, indicando pérdida de la coordinacion motriz. **P < 0.0L ANO-
VA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones multiples.
N=5-7ratones por grupo

Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

Con las dosis de 12.5 y 25 mg/Kg el extracto hexdnico prolongo el tiempo
de hipnosis inducida por pentobarbital (F, - 7.636; P < 0.05) (grdfica 6),
no tuvo efectos sobre el periodo de latencia (E. , =0.4067; P> 0.05).
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Grifica 6. Efectos del extracto hexanico sobre el tienapo de suefio en la prueba de
hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son expresados como la media
+ SEM. El extracto hexdnico increment6 la duracion del suefio.* P < 0.05, **P < 0.01
comparado con el grupo del vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de
Newman-Keuls para comparaciones multiples. N=5-6 por cada grupo

Laberinto elevado en forma de +

Con todas las dosis administradas del extracto hexanico (0.39,1.56, 3.6,
12.5, 25 mg/Kg), no se observaron diferencias significativas en la con-
ducta del raton, tanto en el namero de entradas (F,, - 1629; P » 0.05)
como en el tiempo de permanencia (%) en los brazos abiertos del labe-
rinto (E_,= 0.7963; P » 0.05) y aquellos a los cjue solo se les administré
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el vehiculo (cuadro 4).

Cuadro 4. Efectos de la administracion (i.p.) del extracto hexanico en la prueba del
laberinto elevado en forma de +

Tratamientos mg/Hg Enﬂ’adlse:t :;s [I;Gr)nos abi- Pennan::in;i;::(l;:)s brazos
Vehiculo 4333+ 1476 2253+ 8578
0.39 1020+ 4.042 53.30+ 1402
156 8.000+ 2828 3480+ 1139
36 3.429+ 1288 3894+ 1473
125 3429+ 1716 4859+ 1707
250 3571+ 1360 469+ 2469

Los resultados son expresados como la media * SME: N=5-7 para cada grupo
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Discusion

Con el extracto alcaloidal total (EAT) y las dosis utilizadas, no se re-
gistr6 ninguna muerte de ratones, lo que sugiere que carecio6 de efectos
toxicos a corto plazo (48 h), demostrando tener un margen de seguri-
dad amplio, estando la DL (dosis en la que se presenta la primer muer-
te) por arriba de 50 mg/Kg. Con la dosis de 25 mg/Kg se prolongo el
tiempo de sueno en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital,
cuantificado por el lapso entre la pérdida y recuperacion del reflejo de
enderezamiento (grafica 1), sin modificar el tiempo de latencia de esta
prueba. Estos resultados sugieren que el EAT puede tener propiedades
sedantes o depresoras del SNC (Morais et al., 1998). Sin embargo, no
se puede descartar que este efecto pudiera darse por el incremento de
la vida media del pentobarbital, ya que esta documentado que algu-
nos extractos de otras plantas (Helictta apiculata) tienen la capacidad de
inhibir al citocromo P-450 dependiente de monooxigenasas que esta
involucrado en el metabolismo del pentobarbital (Goloukova et al. 1998;
Jakovljevic et al., 2002a; Jakovljevic et al, 2002b). Ademas, el EAT, no
modifico las actividades exploratorias del raton (actividad locomotriz
horizontal y vertical), ni la coordinacion locomotriz, evaluadas en las
pruebas de campo abierto y rodillo rodante respectivamente (cuadros 1
y 2). Asimismo, fue incapaz de mostrar actividad ansiolitica en la prue-
ba del laberinto elevado en forma de + (LEFM) (cuadro 3).

Con el extracto hexanico (EH), la prueba de toxicidad (la cual se
evaluo, cuantificando el namero de ratones muertos en 48 h a partir
de la administracion) indica una toxicidad a parir de la dosis de 25
mg/Kg, donde se present6 la muerte del primer raton. La DL se re-
gistra aproximadamente con 50 mg/Kg (grafica 2), estos resultados
ponen de manifiesto que el EH es muy toxico comparado con el EAT,
el que no presentd ninguna muerte de ratones a igual dosis. La acti-
vidad motora espontanea del raton con las dosis de 12.5 y 25 mg/Kg
(evaluada en la prueba de campo abierto, cuantificada por el nimero
de lineas cruzadas en la superficie de la caja de la prueba, como por el
namero de veces que el raton se levanta apoyando sus patas traseras
al piso y las delanteras a una de las paredes) se encuentra significa-
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tivamente disminuida (graficas 3 y 4). Aunado a esto hay una pérdi-
da de la coordinacion locomotriz con la dosis de 25 mg/Kg (con la
prueba del rodillo rodante, medido por el incremento en el namero de
caidas que el raton experiment6 durante la prueba) (grafica 5). Ade-
mas se prolongo el tiempo de suefio, con las dosis 12.5 y 25 mg/K en la
prueba de hipnosis inducida por pentobarbital (considerada por un
incremento significativo en el tiempo que el raton tarda en recuperar
a partir de la pérdida, el reflejo de enderezamiento) (grafica 6). Estos
resultados juntos indican que el EH produce sedacion y un efecto de-
presor sobre el SNC. Sin embargo, aunque mostro una clara tenden-
cia con las dosis de 0.39 y 1.56 mg/Kg incrementando el namero de
entradas de los ratones a los brazos abiertos en la prueba del LEFM
no hubo diferencias significativas contra el grupo control, semejantes
resultados se observaron en el porcentaje de permanencia en estos
brazos (cuadro 4). A pesar de sus propiedades sedantes y depresoras
sobre el SNC, carece de actividad ansiolitica.

Conclusiones

Los resultados sugieren que ambos extractos el EAT y el EH, poseen
efectos depresores sobre el SNC. El EH evidenci6 un efecto depresor en
mayor magnitud. No obstante, el EAT, no presento datos de toxicidad
ala misma dosis en que el EH manifiesta su DL, . El margen de seguri-
dad del EAT evidentemente fue mayor que el EH.

En el EAT se detectaron dos alcaloides, uno de ellos se aislo, purifico
e identifico como annomontina el cual demostro propiedades ansioli-
ticas y el segundo alcaloide 1a liriodenina, se encuentra presente en la
mayoria de los EAT obtenidos de diferentes especies de anonas, el cual
posee efectos depresores en el SNC.
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