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Introducciéon

xisten documentos, como el Codigo de Hammurabi, que atestiguan
que la humanidad, desde su inicio, ha utilizado diferentes espe-
cies vegetales tanto para fines alimenticios como para la procu-
racion de la salud. Como era de esperarse, el desarrollo de una farma-
copea basada en plantas medicinales estuvo sujeto a las condiciones
especificas de los lugares de asentamiento de las diversas culturas. De
esta forma, se desarrollaron por ejemplo, las farmacopeas herbolarias
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de las antiguas culturas de China e India. Muchos de estos conocimien-
tos, generados y perfeccionados a través del tiempo, son aplicados hoy
en dia (Weckerle et al., 2009).

En México, se cuenta con documentos como el Cadice Florentino y el
Codice de la Cruz Badiano que ilustran la riqueza de las especies vegetales
utilizadas principalmente por la cultura nahuatl. Sin embargo, la prin-
cipal via de conservacion de la utilidad de las plantas medicinales, por
la sociedad mexicana, ha sido oral. Existen varias recopilaciones que
rescatan esta informacion (Argueta et al., 1994; Osuna et al., 2005).

En algunas de estas fuentes se mencionan varias especies del géne-
ro Annona que se han utilizado, con fines medicinales, desde tiempos
prehispanicos. Por ejemplo, se indica que la cascara de A. cherimola, en
cocimiento, se utilizaba para tratar la pulmonia; sin embargo, se advier-
te que las semillas son venenosas. También se menciona la A. glabra por
sus propiedades expectorantes y como remedio en las primeras fases de
la tuberculosis (Martinez, 1969). Igualmente se menciona la A. squamo-
sa, A.-muricata y la A. lutescens como plantas medicinales (Andrade-Cetto
y Heinrich, 2005).

La tradicion etnobotanica aunada al hecho que las especies del géne-
ro Annona se caracterizan por sintetizar acetogeninas, derivados lipidi-
cos (policétidos) con propiedades citotoxicas a células cancerosas asi
como alcaloides, principalmente de tipo benzilisoquinolinicos, con ac-
tividades en el Sistema Nervioso Central (SNC), hacen de estas especies
objetos iniciales de estudio para la obtencion de posibles farmacos.

En México se cuenta con un total de 22 especies de Annona distri-
buidas en Chiapas, Guerrero, Yucatan, Michoacan y Morelos. Cabe
senalar que en Chiapas se cuenta con 12 especies, ubicandolo como el
estado con mayor riqueza de abundancia y diversidad en especies de
éste género (MEXU, 1991).

A pesar de que en la medicina tradicional se utiliza la A. lutescens
como remedio para varios padecimientos, hasta el momento no se co-
noce la evaluacion de sus posibles propiedades sobre el SNC. En este
trabajo presentamos los resultados de la evaluacion de las propiedades
ansioliticas e hipnoticas de un extracto de hexano de A. lutescens, los
cuales se comparan con los publicados para los extractos de hexano de
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Annona cherimola (chirimoya) (Lopez-Rubalcava et al., 2000) y Rollinia
mucosa (biribia) (Estrada-Reyes et al., 2010).

Método
Annona lutescens

Las hojas secas y molidas (250 g) de A. lutescens fueron extraidas de for-
ma sucesiva con n-hexano y metanol y los disolventes fueron elimina-
dos por destilacion a presion reducida, obteniéndose 18.7 g de extracto
de hexano (EHAL) y 10 g de extracto de metanol.

El extracto de hexano fue dividido en dos partes. Una de ellas (8.7
g) se utiliz6 para la realizacion de las pruebas de actividad, mientras
que el resto (10 g) en el estudio fitoquimico. El EHAL fue separado por
medio de una cromatografia en columna al vacio con gel de silice (60G
Merck, proporcion 35:1), utilizando como eluyentes, hexano, mezclas
de hexano-acetato de etilo (AcOEt) de polaridad creciente, acetato de
etilo y acetona. Se reunieron aquellas fracciones que presentaron el
mismo perfil en cromatografia de capa fina. De las fracciones eluidas
con hexano, se obtuvieron por precipitacion 12 mg de un sélido amorfo
blanco con punto de fusion de 80-82°C, cuyas caracteristicas fisicas y
espectroscopicas correspondieron a la 16-hentriacontanona 6 palmito-
na (Komae etal., 1971). A partir de las aguas madres de las fracciones 1-6,
se obtuvieron 10 g de un aceite rojo, el cual mostré un perfil complejo
en cromatografia en capa fina. El analisis de este aceite se realizo por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los resul-
tados se muestran en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Analisis de GC-MS del aceite proveniente de las fracciones 1-6
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De las fracciones eluidas con hexano-AcOEt (9:1), se aislaron 25 mg
de un sélido blanco amorfo, identificado como 1-hentricontanol, por
comparacion de sus datos espectroscépicos (CAS 26444-39-3); mien-
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tras que, de las fracciones eluidas con 20% de AcOEt en hexano se ob-
tuvieron 55 mg de B-sitosterol, el cual fue identificado por comparacion
de sus propiedades fisicas y espectroscopicas con aquellos informados
en la literatura.

Evaluacién Farmacolégica
Animales y farmacos

Se utilizaron ratones adultos (6-8 semanas) machos de la cepa Swiss
Webster de 20-30g de peso. Se alojaron en cajas de polipropileno de 44
x 21 x 21 cm, en grupos de ocho, bajo ciclo invertido de luz-oscuridad
(12 h/12 h) de manera artificial en un cuarto con temperatura controla-
da. Todos los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento (purina)
durante el experimento. Tanto los farmacos como el EHAL se prepara-
ron antes de cada experimento y fueron administrados via intraperito-
neal, en una relacion de volumen de 10 mL por kilogramo de peso.

El manejo de animales se realiz6 conforme a la norma para el manejo
y cuidado de animales (NIH pub.85-23,1985) y la Norma Oficial Mexi-
cana (NOM-062-Z00-1999). Ademas, se conto con la aprobacion del
comité de ética del INPRFM.

Los grupos control recibieron el mismo tratamiento, excepto que no
se les administro EHAL sino que se les administro el vehiculo (Tween
80 al 1% en solucion salina), tanto para pentilentetrazol (PTZ) como
para pentobarbital sodico (PB), mientras que para el diazepam se utili-
z6 polipropilenglicol (Pg) al 1% en solucion salina como vehiculo. Los
controles positivos recibieron, para la evaluacion de crisis convulsiva
una dosis de 90 mg /kg de PTZ mientras que para la evaluacion de la
actividad hipnotica 30 o 42 mg/kg de PB. En ambas evaluaciones se
utilizaron 0.5 0 1.0 mg/kg de diazepam.

Todos los experimentos se realizaron con una latencia de adminis-
tracion de 60 min, excepto para el diazepam, el cual se realiz6 con una
latencia de 30 min. Los animales fueron utilizados una sola vez.
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Estadistica

Todos los experimentos se realizaron con poblaciones desde 8 hasta 10
ratones, por duplicado y los resultados se expresan como la media + el
error estandar medio. En el caso de la prueba de ansiedad y PB, se rea-
liz6 la comparacion estadistica entre los grupos controles y los grupos
experimentales, mediante el analisis de varianza de Krusskal-Wallis
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001), seguido de la prueba de Mann-Whit-
ney. La comparacion estadistica entre el porcentaje de muerte inducido
por PTZ y los grupos control se realizo mediante la prueba de Fisher.
Todos los analisis estadisticos y graficos se realizaron en el programa
Sigmastat 2.0 y Sigmaplot 2.0, respectivamente.

Resultados
Evaluacion de la actividad ansiolitica de EHAL

La evaluacion de la actividad ansiolitica se realizo en el modelo de la
conducta exploratoria ante un ambiente aversivo. Los animales fueron
administrados via intraperitoneal, con diferentes dosis del extracto 60
min antes de iniciar la prueba. El modelo consistié en una camara de
acrilicode 44 x 21 x 21 cm. Un tercio de la camara se encontraba comple-
tamente obscura, mientras que los otros dos tercios fueron iluminados
con una lampara de luz fluorescente. Las dos zonas estaban divididas
por una pared de madera con una abertura de 13 x 15 cm, para permitir
el libre paso del sujeto experimental. La prueba dur6 10 min y al inicio
de la misma se coloco al sujeto experimental en la zona iluminada y se
registro el nmero de transiciones que realizo de un compartimiento a
otro y se registro el nimero de transiciones realizadas por cada animal
(Estrada-Reyes et al., 2010). Los resultados se muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Efecto ansiolitico del extracto de hexano de hojas de A. lutescensen 1a prueba

de conducta exploratoria
Tratamiento Dosis (mg/kg) i.p. Media de nimero de transiciones

Control 0.0 17.33 £1.915
Diazepam 0.5 24.333 + 1.464**
1.0 34.750 £ 3.797***

A. lutescens 0.0 17.867 £1.195

6.25 17.800 +5.200

12.5 23.750+2.403

25.0 18.000 +2.535

50.0 19.250 +1.461

75.0 22.250+2.576

100.0 21.250+3.442

Evaluacion de los efectos de EHAL sobre la actividad locomotriz

La evaluacion de la actividad locomotriz se realiz6 en una caja de 43 x
36 x 19 cm, dividida en seis cuadrantes simétricos, colocada sobre una
placa sensitiva (48 x 40 cm; Stoelting Co., Chicago, USA) conectada

a un contador (Stoelting Co., Chicago, USA). El sujeto experimental

se coloco en la caja y el nimero de cruces que realizo el animal fue re-
gistrado durante un periodo de 10 min. Este registro se realizé6 60 min
después de la administracion de los extractos o 30 min después de la
administracion de diazepam. Después de cada prueba la caja se limpi6
cuidadosamente. Los resultados se expresan como cuentas/10 minutos
(Estrada-Reyes et al., 2010). Los resultados se muestran en el cuadro 3.

67



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Cuadro 3. Efecto del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens sobre la actividad
locomotriz

Tratamiento Dosis (mg/kg), i.p. Actividad motriz (cuentas/10 min)
Control 00 82.00+9.422
Diazepam 0.5 103.00 +13.260
1.0 74.125+6.489
A. lutescens 0.0 82.66 +9.459
6.25 73.00 +£8.405
125 90.37+ 14.014
25 72.875+9.078
50 80.00 £5.516
75 74.25+6.241*
100 60.25 £ 5.338**

Evaluacion de los efectos sedantes de EHAL en la prueba de au-
mento en el tiempo de suefio inducido por pentobarbital sédico

En un primer experimento los animales fueron administrados con
EHAL a diferentes dosis y 60 min después se les administr6 una dosis
de 30 mg/kg de pentobarbital sodico (PB). Inmediatamente fueron co-
locados de forma individual en una caja de acrilico de 30 x 21 x 21 cm
que contenian una cama de aserrin fino y fueron observados cuidado-
samente hasta su recuperacion total.

Los controles fueron administrados con el vehiculo y después de 60
min fueron tratados con 30 mg/kg de PB. Los controles positivos reci-
bieron dosis de 0.5 y 1.0 mg/kg de diazepam y 30 min después fueron
tratados con una dosis de 30 mg/kg pentobarbital sédico. Se realiz6
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un segundo experimento con una dosis de 42 mg/kg de pentobarbital
sodico, siguiendo exactamente el mismo procedimiento descrito para
la dosis de 30 mg/kg. En ambos experimentos se registro la latencia de
sedacion (min), definida como el tiempo que transcurre entre la admi-
nistracién de PB y la pérdida de la coordinacién motriz; y el tiempo de
suefo (min), como el tiempo que transcurre entre la pérdida del reflejo
de enderezamiento y su recuperacion. Los resultados se muestran en
los cuadros 4 y 5.

Cuadro 4. Actividad del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens en el efecto

hipnético inducido por PB 42 mg/kg
Tratamiento m’“kg()'“g/ Latencia de sedacién | Tiempo de suefio
PB 42 1.160 = 0.0860 17.866 + 2.002
Diazepam 1.0 0.975+0.136 52.04 +4.003***
Annona lutescens 25 1.76 £0.140 10.926 + 1.749
50 1.50 +0.150 19.73+2.20
100 1.39+0.154 23.99 + 3.209*
310 1.25+0.083 77.73 £5.1996**

Cuadro 5. Actividad del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens sobre el efecto

hipnético inducido por 30 mg/kg de PB

Tratamiento | Dosis (mg/kg) Latencia de sedacion Tiempo de sueiio
PB 30.0 2.7791+0.22 0.0
Diazepam 1.0 1.75+0.089 9.06 + 1.095*
A. lutescens 100 1.333 +0.333 —
310 2.00+0.253 -—
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Efecto de EHAL sobre la actividad epiléptica inducida por pen-
tilentetrazol (PTZ)

Los animales fueron administrados via intraperitoneal, con EHAIL a di-
ferentes dosis y 60 min después se les administrd, por la misma via, 90
mg/kg de PTZ. Inmediatamente después, los animales se colocaron de
manera individual dentro de una caja de acrilico de 44 x 22 x 21 cm,
sobre cama de aserrin fino y se observaron hasta su total recuperacion o
muerte. Se registré la latencia de crisis (como el tiempo que transcurre
entre la administracién del PTZ y la aparicién de la primera crisis), la
latencia de crisis clénicas-ténicas generalizadas (como el tiempo que
transcurre entre la administracién de PTZ y la aparicién de crisis se-
veras, en las cuales se pueden observar clonias y extension tanto de las
patas delanteras como traseras). Ambas conductas fueron registradas
en minutos. También, se registrd el porcentaje de muerte. L os animales
control fueron tratados de la misma forma, sélo que en lugar de PTZ
fueron administrados con el vehiculo (1% de Tween en solucién sali-
na), los controles positivos fueron administrados con diazepam a la do-
sis de 1.0 mg/kg, 30 min antes de la administracién del PTZ.

Cuadro 6. Actividad del extracto de hexano de A. lutescens sobre el efecto epiléptico
inducido por 90 mg/kg de PTZ

Latencia de mele oo
Tratamiento Dosis (mg/kg) A 5 crisis tonicas Mortalidad (%)
crisis (min) g
(min)
Control 0.0 0.799 +0.0963 1.735+0.478 87.50
Diazepam 1.0 0.975+0.136 ns ns
A. lutescens 25 0.657 £0.077 4.417 +0.684* 100
50 1.2595 +0.464 5.178 £ 0.694* 7272
100 0.831+0.136 4.56 +0.700* 100

Los resultados son expresados como la media + el error estdndar me-
dio. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas entre los grupos
tratados y el grupo control tratado con solucién salina, con la ayuda de
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un analisis de varianza de Krusskal-Wallis una sola via, seguida por la
prueba de Mann-Whitney sum p* <0.05, el porcentaje de muerte fue
analizado estadisticamente mediante la prueba de Fisher.

A. cherimola y R. mucosa

Los resultados de los analisis quimicos y evaluacion farmacologica de A.
cherimola (Lopez-Rubalcava et al., 2006) y R. mucosa han sido previamen-
te publicados (Estrada-Reyes et al., 2010).

Discusién

Como parte de nuestra buisqueda sistematica de metabolitos secunda-
rios de origen vegetal con actividades sobre el sistema nervioso central
hemos publicado los efectos de los extractos de hexano de la Annona
cherimola (EHAC) y Rollinia mucosa (EHRM) ambas especies pertene-
cientes a la familia Annonacea.

Nuestros resultados muestran que ambos extractos producen efec-
tos ansioliticos similares a los producidos por el diazepam, un ansioli-
tico clasico. Adicionalmente, estos resultados sugieren que los efectos
producidos por los extractos pueden ser mediados por el complejo re-
ceptor acido y-aminobutirico-benzodiazepinas (GABA/BDZ). Sin em-
bargo, otros mecanismos pueden estar mediando los efectos depresivos
(Lopez-Rubalcava et al., 2006; Estrada-Reyes et al., 2010).

Por el contrario, los resultados en este trabajo muestran que el ex-
tracto de hexano de Annona lutescens no mostro propiedades ansioliticas
aninguna de las dosis evaluadas. Es posible que la diferencia de activi-
dad de los extractos se deba a la diferencia en su composicion quimica.
En el cuadro 7 se muestran los principales componentes de los diferen-
tes extractos asi como la actividad mostrada.
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Cuadro 7. Principales componentes aislados de los extractos de hexano de A. cherimo-
la, A. lutescens y R. mucosa, asi como la actividad mostrada

Extracto de hexano Palmitona Otros MS Actividad
A. cherimola 33% -sitosterol Ansiolitica, no sedante
R. mucosa 10% Lignanos Ansiolitica y sedante
A. lutescens 01% B-sitosterol No ansiolitica, no sedante

De acuerdo con nuestros resultados tal parece que la concentracién
de la palmitona, una cetona alifdtica de amplia distribucion es espe-
cies del género Annona, estd relacionada con la propiedad ansiolitica
mostrada por los extractos. Asi, por ejemplo, el extracto de A. cherimola,
que presento la mayor concentracién de palmitona mostré una mayor
actividad ansiolitica, mientras que el extracto de A. lutescens con una
concentracion de 0.1 % fue inactivo.

Esta propuesta se ve apoyada por el hecho que se han publicado va-
rios articulos acerca de las propiedades sobre el SNC de la palmitona.
Asi, se ha publicado que esta cetona previene el dafio neuronal causado
por el pentilentetrazol en la regién CA3 del hipocampo de ratas pre-
puberes (Cano-Europa et al., 2010), también se ha informado del efecto
de administraciones repetidas de la palmitona en la amigdala de la rata
(Gonzdlez-Trujano et al., 2009) y los efectos anticonvulsivos de esta ce-
tona en la actividad convulsivante inducida por penicilina (Gonzdlez-
Trujano et al., 2006).

Aunque la presencia de palmitona en los extractos de A. cherimola
y R mucosa puede explicar las actividad ansiolitica mostradas por am-
bos extractos, existen algunas diferencias, por ejemplo las dosis activas
fueron menores en el extracto de R mucosa que las mostradas por el ex-
tracto de A. cherimola. Esta diferencia, posiblemente se deba a la presen-
cia de lignanos en el extracto de R mucosa (Estrada-Reyes et al., 2002),
hipétesis apoyada por el hecho que a partir del extracto con actividad
sedante de Valeriana oficinalis se han aislado varios lignanos (Schuma-
cheretal., 2002).
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Conclusion

Los extractos de hexano de Annona cherimola y Rollinia mucosa mostraron
actividad ansiolitica; sin embargo, el extracto de A. lutescens fue inactivo.
Los resultados obtenidos sugieren que una mayor concentracion en los
extractos activos de la cetona lineal palmitona es la responsable de la
actividad ansiolitica.
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