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EFECTO ANSIOLITICO DEL EXTRACTO EN METANOL DE LA INFLORESCENCIA DE
Erythrina lanata Rose

Ivan Daniel Salas Méndez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Los trastornos de ansiedad afectan de manera importante a gran parte de la poblacion a nivel
mundial, incluido México. El tratamiento para controlar estos problemas se basa principalmente en
el uso de benzodiacepinas que tienen altos costos, asi como efectos secundarios. En este sentido, el
uso de plantas medicinales con actividad ansiolitica se ha extendido por todo el mundo; asi como
también, se han desarrollado diversas formulaciones herbales para tratar estos trastornos. En
México se emplean diferentes especies para contrarrestar problemas de ansiedad, como son algunos
representantes del género Erythrina. Previamente, se ha estudiado las propiedades ansioliticas de las
especies americana, mulungu, velutina, suberosa, berteroana, falcata, y mysorensis, pero hay otras
potenciales que siguen sin estudios. Una de ellas es Erythrina lanata Rose conocida popularmente
como “colorin”, “pemuche rosado”, “pemuche de monte” o “zacapemuche”, de la cual se desconoce
su composicion quimica, asi como su capacidad ansiolitica. De tal manera, que el objetivo de este
trabajo consistio en evaluar la actividad ansiolitica del extracto en metanol de la inflorescencia de E.
lanata (EMEI), asi como la extraccion e identificacion de los alcaloides libres en hexano, libres y
liberados en metanol de semilla, corteza e inflorescencia. Las fracciones de alcaloides libres y
liberados en metanol de semilla, corteza e inflorescencia se prepararon a partir de una extraccion
acido-base y su composicion quimica se analizd por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR). También, se realiz6 el andlisis fitoquimico preliminar del EMEI y se evalud el efecto
ansiolitico en la prueba conductual de laberinto en cruz elevado en ratones CD1. Por CLAR se
identificaron los alcaloides erisodina, erisopina, erisovina y B-eritroidina en todos los 6rganos
vegetales. En el EMEI se identificd la presencia de fenoles, flavonoides, terpenoides y alcaloides;
asi como también, present6 actividad ansiolitica de 90 a 120 mg/kg respectivamente, sin alterar la
actividad locomotriz de los sujetos experimentales. Estos resultados validan y confirman el efecto
ansiolitico de EMEI, asi como también se identifica a la especie lanata como una fuente potencial

para la obtencion de compuestos ansioliticos.

Palabras clave: alcaloides, Erythrina lanata Rose, actividad ansiolitica, modelo murino



ANSIOLYTIC EFFECT OF THE METHANOL EXTRACT OF Erythrina lanata Rose
INFLORESCENCE

Ivan Daniel Salas Méndez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Anxiety disorders affect a large part of the population worldwide, including Mexico. The treatment
to control these problems is mainly based on the use of benzodiazepines that have high costs, as
well as side effects. In this sense, the use of medicinal plants with anxiolytic activity has spread
throughout the world; as well as, various herbal formulations have been developed to treat these
disorders. In Mexico different species are used to counteract anxiety problems, such as some
representatives of the genus Erythrina. Previously, the anxiolytic properties of the species
American, mulungu, velutina, suberosa, berteroana, falcata, and mysorensis have been studied, but
there are other potentials that continue without studies. One of them is Erythrina lanata Rose
popularly known as "colorin", "pemuche rosado", "pemuche de monte" or ""zacapemuche", of which
its chemical composition is unknown, as well as its anxiolytic capacity. In this way, the objective of
this work was to evaluate the anxiolytic activity of the methanol extract of the E. lanata
inflorescence (EMEI), as well as the extraction and identification of free alkaloids in hexane, free
and released in methanol. seed, bark and inflorescence. Fractions of free alkaloids and released in
methanol from seed, bark and inflorescence were prepared from an acid-base extraction and their
chemical composition was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). Also, the
preliminary phytochemical analysis of the EMEI was performed and the anxiolytic effect was
evaluated in the high cross maze behavioral test in CD1 mice. By CLAR, the alkaloids erisodine,
erisopine, erisovine and B-eritroidine were identified in all plant organs. In the EMEI the presence
of phenols, flavonoids, terpenoids and alkaloids was identified; as well as, presented anxiolytic
activity of 90 to 120 mg / kg respectively, without altering the locomotor activity of the
experimental subjects. These results validate and confirm the anxiolytic effect of EMEI, as well as

identifying the lanata species as a potential source for obtaining anxiolytic compounds.

Keywords: alkaloids, Erythrina lanata Rose, anxiolytic activity, murine model
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1. INTRODUCCION

Actualmente las afecciones y trastornos que aquejan al sistema nervioso central (SNC)
son muy comunes y afectan aproximadamente a 260 millones de personas a nivel mundial
(OMS, 2017). La ansiedad de manera natural es una emocién que permite al individuo
enfrentarse o defenderse ante situaciones que se le presentan en la vida cotidiana. No obstante,
cuando se sobrepasa el umbral emocional esta ansiedad se vuelve patoldgica e interfiere de

manera negativa en las actividades de quien la padece (Bouton et al., 2001).

Los farmacos de primera eleccion para aliviar los trastornos de ansiedad son las
benzodiacepinas, los inhibidores de la recaptura de serotonina, antidepresivos triciclicos, entre
otros (Kumar y Sharma, 2006; Kulkarni et al., 2008; Hoffman y Mathew, 2008). Sin embargo
el consumo excesivo de estos medicamentos produce efectos adversos (Kumar y Sharma,
2006), lo cual da lugar a la basqueda de fuentes naturales en las plantas como alternativa

terapéutica contra problemas del SNC.

Desde tiempos ancestrales los remedios naturales fueron el Gnico recurso terapéutico
que empleaban nuestros antepasados para sanar sus dolencias, malestares o enfermedades. n la
actualidad este conocimiento, comunmente llamado “medicina tradicional” (Fonnegra y
Jiménez, 2007), es la base para el desarrollar nuevas alternativas de tratamiento para diversas
enfermedades. El saber etnoboténico esta basado en creencias populares y es analizado en
experimentos biologicos con el Unico fin sustentar cientificamente este conocimiento
empirico.

El género Erythrina pertenece a la familia Fabaceae y comprende un amplio intervalo
de variacion morfolégica y una gran diversidad ecoldgica; ademas, constituye una fuente
importante de especies ampliamente utilizadas en la medicina tradicional de los pueblos en
diferentes regiones del mundo (Pino-Rodriguez et al., 2004).

Se ha investigado aspectos de la composicion quimica de mas de 83 especies del
género Erythrina. Los organos estudiados son las semillas, corteza del tallo, y flores. Entre los
compuestos activos destacan los terpenoides (Serragiotto et al., 1981; Nkengfack et al., 1997),
alcaloides (Ghosal et al., 1971; Barakat et al., 1977; Chawla y Kapoor, 1995) y flavonoides

como isoflavonas, pterocarpanos, flavononas e isoflavonas (Chacha et al., 2005).



Los alcaloides en el género Erythrina se encuentra méas concentrados en la semilla
(aunque también se producen en flores, hojas y corteza) y algunos de ellos ya han sido sujetos

a diversos estudios famacologicos.

La propiedad antibacteriana es la principal actividad reportada para el género Erythrina
con un 31% de los estudios, seguido de su efecto citotoxico (9%), antiinflamatorio,
analgésico/antipirético (7%) y antifingico (5%) entre otras (Pino-Rodriguez et al., 2004).

Diversos productos naturales de Erythrina presentan actividad ansiolitica. Se trata de
alcaloides y flavonoides, asi como extractos vegetales de semilla, hoja, corteza e
inflorescencias de E. americana (Garin-Aguilar et al., 2000; Garcia-Mateos et al., 2000), E.
mulungu (Onusic et al., 2002; Flausino et al., 2007a; Santos et al., 2012), E. velutina
(\Vasconcelos et al., 2007; Ribeiro et al., 2006; Raupp et al., 2008; Teixeira-Silva et al., 2008),
E. suberosa (Serrano et al., 2011), E. berteroana (Bonilla et al., 2014), E. falcata (Dias et al.,

2013) y E. misorensis (Nagaraja et al., 2012), por citar algunas especies.
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Erythrina lanata Rose es comiinmente conocida como “colorin”, “pemuche rosado” o
“zacapemuche” en la huasteca veracruzana, municipio de Chicontepec de Tejeda. Esta especie
es usada para sombra de cultivos (principalmente café), como cerco vivo (debido a su facil
reproduccion por estaca) y es utilizada para dar bafios a los recién nacidos por su accion
tranquilizante, ademas de ser conocida por sus semillas e inflorescencias tdxicas; las flores no

son comestibles, a diferencia de Erythrina americana Miller.
En consideracion a lo anterior, en la presente investigacion se examind el efecto
ansiolitico de la inflorescencia E. lanata Rose., y se explord el contenido de alcaloides y otros

compuestos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia y distribucién del género Erythrina

El género Erythrina pertenece a la subfamilia Faboideae de la familia de las
leguminosas (Fabaceae). Se encuentra dividido en 5 subgéneros y 26 secciones con base en las
caracteristicas de sus flores e inflorescencias (Krukoff y Barneby, 1974; Neill, 1988). Se
conocen cerca de 115 especies, comprendiendo una gran diversidad de variaciones
morfoldgicas y ecologicas (Neill, 1993a). El género se encuentra ampliamente distribuido en
las regiones tropicales y subtropicales asi como en zonas templadas de nuestro planeta (Figura
1). También, se ubican en algunas zonas no tropicales como Africa del Sur, en las montafias
del Himalaya y el sur de los Estados Unidos. EI mayor numero de especies se encuentra
localizado en el continente americano con 70 (algunas aun no descritas), mientras que en
Africa se ubican 31 y 12 en Asia y Oceania. En el sur de México y América Central se
localizan un gran nimero de especies (Figura 2). En México se han identificado alrededor de
27 especies, pero es probable que existan algunas especies no descritas taxonémicamente en

las zonas tropicales (Musalem, 1992).
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Figura 1. Distribucion mundial del género Erythrina (Neill, 1998; 1993a)



La mayoria de las especies de Erythrina en México se distribuyen hacia las zonas
tropicales y muy pocas en las zonas xéricas o templadas. Se encuentran distribuidas en los
estados de Chiapas, Guerrero, Estado de México, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi,
Tabasco, Veracruz y la Ciudad de México (Musalem, 1992; Austin, 2004; Pino-Rodriguez et
al., 2004; Villasefior, 2016)

Figura 2. Distribucion del género Erythrina en Mesoamérica



2.2 Nombres comunes

Debido a la amplia distribucion de Erythrina en todo el mundo se le atribuyen

diferentes nombres comunes para especies pertenecientes a este género.

El género Erythrina proviene del griego “Erythros” que significa rojo, esto debido al
color rojizo de sus flores. En las regiones de habla inglesa se les conoce como “coral trees”, en
los paises de habla hispana de América Central y América del Sur se le conoce como
“porotillo” que significa frijoles pequefios. En varias regiones de América Tropical se les
denomina “bucare”, “inmortelle”, “mulungu” y “elequeme”. En algunos estados de la
Republica Mexicana se les conoce como colorin, chontal, cochoquelite, madre del cacao,
patol, pito, zomplante. (Lozoya y Lozoya, 1982). En general, los nombres comunes no estan
restringidos a una especie particular, porque un nombre comun es aplicado a diferentes
especies que se ubican en una region (Neill, 1993a y b).



2.3 Etnobotanica

Estudios etnobotanicos reportan los usos medicinales de los tejidos vegetales de
diferentes especies de Erythrina. En la India, se utilizan las hojas y la corteza de E. variegata
como purgante en combinacion con jugos de frutas de temporada, ademas de ser utilizada en el
tratamiento de enfermedades mentales (Pitchaiah et al, 2010) En Asia y América Central, la
corteza de Erythrina es usada como laxante, diurético, expectorante, antimalarico y para
algunos problemas respiratorios como asma y bronquitis, asi como el uso de las flores como

sedante.

En México se atribuye diversas propiedades medicinales a varias especies del género,
desde el uso de la raiz como sudorifico, infusiones de flores para afecciones del térax y la
corteza empleada como purgante y diurético. Se menciona que en Veracruz las infusiones de
hojas y de flores se utilizan para Ulceras y abscesos, asi como remedio en la picadura de
alacran. En la Huasteca hidalguense y veracruzana, la corteza se utiliza como anticonceptivo,
esta es hervida y es tomada durante 40 dias después del nacimiento de los nifios. En esta
misma region se emplea una infusion de flores inmaduras para contrarrestar problemas de
insomnio. Los teneek de la huasteca potosina utilizan a E. herbacea y E. americana como
tranquilizante de los nervios (Garin-Aguilar et al, 1997). En Durango utilizan las semillas de
E. flabelliformis como un remedio contra el dolor de muelas y en Sonora los indios Seri las
utilizan para curar la diarrea. E. standleyana se emplea también por los Seris para detener
hemorragias nasales y disminuir el dolor de muelas (Hastings, 1990) Asi mismo, las semillas
se han empleado como agente hipnoético y narcotico (Hastings, 1990; Lozoya y Lozoya, 1982;
Musélem; 1992). En Paraguay utilizan la corteza de E. crista-galli como agente astringente,
para aliviar el dolor de huesos e inducir el suefio (Hastings, 1990). En Guatemala son
empleados los tallos de E. berteroana como agente hipnético y la infusion de flores se emplea
como sedante y como remedio para nervios, hemorragia y contra disenteria. En Cuba se le
atribuyen propiedades astringentes, diuréticas, febrifugas, hipnotico-sedantes y purgantes a E.
berteroana y E. cubensis se emplea por sus propiedades sudorificas; las flores se emplean en
infecciones respiratorias y el agua de los tallos se utiliza contra las picaduras de alacranes
(Pino-Rodriguez et al., 2004). En Argentina se usa a E. crista-galli como cicatrizante (Zampini

et al., 2007). Las semillas poseen propiedades venenosas y son Utiles en la eliminacion de



animales nocivos. Por citar algun ejemplo, a las semillas de E. folkersii en Colombia son
utilizadas contra animales no deseados y también como diurético en humanos y animales. La
semilla triturada de E. americana alivia el dolor de muelas, la infusién de sus hojas alivia
malestares de la erisipela y controla convulsiones tonico-clonicas (Brito, 2005). Los habitantes
de Colombia reportan que las raices poseen efectos sudoriferos, las flores son empleadas para

afecciones del térax y estas causan somnolencia al ser consumidas.

En Africa utilizan las raices de E. abyssinica contra la malaria y la sifilis (Kamat et al.,
1981). Igualmente, en Camerun utilizan las hojas, raices y tallos de E. sigmoidea para sanar

problemas de gonorrea y vaginitis en la mujer (Biyiti et al., 1988).



2.4 Fitoquimica

La investigacion quimica del género Erythrina se ha enfocado particularmente en la
caracterizacion de sus componentes o productos naturales (Glasby, 1991). Las familias
quimicas mayormente reportadas en este género son los alcaloides (38%), flavonoides (38%) y
los proteoides (aminoacidos, proteinas y lectinas) (9%); semillas, corteza, raiz, hojas y flores
son los organos principales que se han analizado (Pino-Rodriguez et al., 2004). Las sustancias
activas predominantes son los alcaloides, y presentan actividad paralizante semejante a la de
curare (Folkers & Koniusky, 1940a; 1940b).

Meissner fue el primero en utilizar la palabra alcaloide durante los inicios del siglo
XIX (1819) para denominar a los compuestos activos que se encontraban en algunos vegetales
y que poseian caracter basico (Carretero, 2001). Un alcaloide es una sustancia organica que
contiene nitrégeno, es de origen natural, de mayor o menos grado de basicidad, su distribucion
es restringida a ciertos tejidos vegetales y poseen diversas actividades bioldgicas. Sus
estructuras generalmente son muy simples, pero algunas muy complejas (Hesse, 2002). Se
encuentran en alrededor del 20% de las especies vegetales (Fachinni, 2001). Son sintetizados
en las plantas como mecanismo de defensa contra el ataque de herbivoros y patégenos, entre
otras funciones (Wink, 1999; Caporale, 1995).

Es evidente que los alcaloides son metabolitos secundarios caracteristicos de este
género. Algunos de los alcaloides aislados del género Erythrina son eritralina, eritramina y
eritratina (Folkers & Koniouszy, 1940a), erisodina, erisopina, erisovina, erythralina y
erythratina (Folkers y Koniouszy, 1940b).



2.5 Actividades biologicas

numerosos estudios sobre el género.

Cuadro 1. Actividades biologicas analizadas a especies del género Erythrina.

En el Cuadro 1 se presenta la diversidad de propiedades bioldgicas encontrado en los

ESPECIE EXTRACTO O ACTIVIDAD REFERENCIA
METABOLITOS BIOLOGICA
E. abyssinica Extracto en acetato de etilo de Citotdxica e inhibitoria Nguyen et al., 2009

corteza

de PTB1B

Saponinas triterpenoides y C-
glucosil flavonas

Efecto citotoxico

Pérez et al., 2015

Extracto en acetato de etilo y
flavonoides de raiz

Antipalddica

Yenesew et al., 2004

E. berteroana

Extracto acuoso de la
inflorescencia

Efecto ansiolitico
ligeramente efectivo

Bonilla et al., 2014

E. americana Fracciones de alcaloides libres Disminucion del Garin-Aguilar et al.,
en hexano, libres y liberados en | comportamiento agresivo 2000
metanol en ratas
Alcaloides (B-eritroidina y p3- LDso y reduccion del Garcia-Mateos et al.,
dihydroerithroidina) comportamiento agresivo 2000
en ratas
Fracciones de alcaloides libres Antioxidante Ibarra-Estrada et al.,
en hexano, libres en metanol, 2011
liberados en metanol y de
erisodina obtenidas de semillas
E. burttii Extracto en cloroformo de Antimicrobiana Yenesew et al., 2005

corteza de tallo y flavonoides del
mismo extracto

Extracto en acetona de la corteza
de raiz y flavonoides del mismo

Antipaludica 'y

Yenesew et al., 2012
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extracto antioxidante
E. caffra Fraccion de Antipaludica Chukwujekw et al.,
hexano,diclorometano, acetato 2016
de etilo y acuosa.
Erytrinasinato B y lupeol de la
corteza de tallo
E. crista-galli L. Pterocarpanos Antibacteriana Mitscher et al., 1984
Extracto acuoso, extracto en Antinociceptiva y Mifio et al., 2002
diclorometano y extracto en Antiinflamatoria
metanol de hojas
Compuestos fendlicos Antipalldica y Tjahjandarie et al.,
antioxidante 2014
E. coralloides Fraccion alcaloides Antifungica Soto-Hernandez y San

Miguel, 2006

E. drogmansiana

Extracto en metanol y
compuestos fendlicos de raiz

Antioxidante

Yaya et al., 2014

E. falcata Extracto en etanol de hojas Antigenotdxico y no Dias et al., 2013
hubo efecto
ansiolitico/ansiogénico,
probablemente
antidepresor
E. fusca e Extracto en etanol, Antibacteriana y Calle et al., 1997
diclorometano, acetato antiftingica
de etilo y éter de petroleo
de la corteza
e Extracto en etanol de la
inflorescencia
Extracto en acetato de etilo y Antipaludica Khaomek et al., 2008
flavonoides prenilados de la
corteza del tallo
E. indica Isoflavonas Citotdxica Nkengfack et al., 2001

Extracto en metanol de hoja

Antihepatotoxica

Mujahid et al.,2017




Extracto acuoso y en metanol Actividad antioxidante Sakat y Juvekar, 2010
de hoja
E. latissima Extracto alcohdlico y acuosos de Hipoglucémica y Kumar et al., 2011
la corteza del tallo antidiabética

Alcaloides de semillas, vainas e Antialimentacia contra

Cornelius et al., 2009

inflorescencias Spodoptera littoralis
Flavonoides de la madera del Antimicrobiana y Chacha et al., 2005
tallo antioxidante
Flavonoides prenilados y Antigenotdxica Zarev et al., 2007

fracciones de la corteza del tallo

E. livingstoniana Flavononas de la corteza del Antioxidante y Bedane et al., 2015
tallo antibacterial
Flavanonas de hojas Antioxidante Bedane et al., 2016
E. mildbraedii Erycristagalina (pterocarpano) Antiinflamatoria y Njamen et al., 2003
asilado de la corteza de raiz antioxidante
flavanonas Antioxidante Anouar, 2016
E. mulungu Extracto hidroalcohdlico de la Ansiolitico Onusic et al., 2002

inflorescencia
(100, 200 y 400 mg/kQ)

Extracto hidroalcohdlico de la Ansiolitico

inflorescencia
(50, 100, 200 mg/kg)

Onusic et al., 2003

Extracto hidroalcohdlico de la No se observo efecto Vasconcelos et al.,
corteza del tallo ansiolitico 2007
1. Extracto hidroalcohélico Efectos ansioliticos Flausino et al., 2007a

2. Alcaloides (11 a-
hydroxyerythravina,
erythravina y a-
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hydroxyerysotrina

Alcaloides (a-hidroxi-
erysotrina, erithravina, 11 a-
hydroxierithravina)

Efecto ansiolitico y no se
altera la actividad
locomotora

Flausino et al., 2007b

Alcaloides de inflorescencias
(erithravina y 1-a-hidroxi-
erithravina)

Anticonvulsivo

Faggion et al., 2011

Alcaloide (Erisotrina)

Anticonvulsivo y
ansiolitico

Santos Rosa et al.,
2012

Extracto hidroalcohodlico de la
corteza del tallo

Actividad ansiolitica
moderada

Ribeiro et al., 2006

Extracto en etanol de las flores

Reduccion significativa
de la hiperreactividad
bronquial

Amorim et al., 2018

E. mysorensis

Extracto en etanol y cloroformo
de corteza del tallo

Actividad ansiolitica

Nagaraja et al., 2012

E. poeppigiana

Isoflavonoides de la corteza del
tallo

Antibacteriana

Sato et al., 2006

Isoflavonoides del extracto de
raiz en acetona y fraccion libre
de cloroformo

Antibacteriana contra
Candida albicans y
Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina

Sato et al., 2003

Isoflavonoide de raiz

Antibacteriana contra
Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina

Tanaka et al., 2004

E. senegalensis
DC

Extracto acuoso de corteza del
tallo

Antipalldica, analgésica
y antiinflamatoria

Saidu et al., 2000

Extracto acuoso de la corteza de
tallo

Evaluacion de la
toxicidad oral aguda y
subcrénica en roedores

Atsamo et al., 2011

Ocho prenilflavonoides del

extracto en diclorometano de la

Inhibicién de

diacilglicerol

Oh et al., 2009




corteza del tallo

aciltransferasa

E. senegalensis y Isoflavonoides de raiz Citotoxica Kuete et al., 2014
E. excelsa
E. stricta Extracto en hexano, Antimicrobiana y Akter et al., 2016

diclorometano, acetato de etilo,
metanol y agua de raiz

antioxidante

E. subumbrans y Seis pterocarpanos, una Antipalldica, Rukachaisirikul et al.,
E. stricta flavanona, una isoflavona, dos antimicobacteriana y 2007a
alcaloides, cinco triterpenos, seis citotoxicica
esteroides y transferilatos de
alquilo de raices y tallos
Siete pterocarpanos, dos Actividad antibacteriana | Rukachaisirikul et al.,
flavononas, y una isoflavona del 2007b
tallo
E. suberosa Alcaloides (erisodina 'y Actividad ansiolitica de Serrano et al., 2011
erisotrina) erisodina (10 mg/kg).
En el modelo de
transicion entre claro y
obscuro, la erisodina (10
mg/kg) aumento el
tiempo en compartimento
iluminado y las
transiciones en ambos
compartimentos
Extracto crudo acuoso y en Antioxidante, Janbaz et al., 2012
metanol espasmolitica y
broncodilatador
E. variegata Extracto en etanol de corteza Antiosteoporotica Zhang et al., 2007
Isoflavonoides de raiz Antibacteriana contra Sato et al., 2003
bacterias orales
cariogénicas
E. velutina Extracto hidroalcohdlico de la Anticonvulsivo Vasconcelos et al.,

corteza del tallo

2007

Extracto acuoso de hojas

Evaluacion toxicoldgica

Santos et al., 2008
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en ratas

Extracto acuoso de hoja

Efectos en el Sistema
Nervioso Central
(actividad sedante y
neuromuscular)

Dantas et al., 2004

Extracto hidroalcolico de la
corteza del tallo

No se observo efecto
ansiolitico

e Viaoral (200, 400
y 800 mg/kg)

e Via
intraperitoneal
(200 'y 400
mg/kg)

Vasconcelos et al.,
2007

Extracto hidroalcélico de la
corteza del tallo

Actividad ansiolitica

e AGUDA = 100,
200, 400 mg/kg

e CRONICA = 50,
100, 200 mg/kg

Ribeiro et al., 2006

Extracto hidroalcohodlico de la
cortez del tallo

Ansiolitica en prueba de
laberinto elevado, pero a
bajas dosis produce
efecto amnésico

Raupp et al., 2008

Extracto alcohélico de hoja

Modelos animales de
ansiedad, memoria 'y
epilepsia

Teixeira-Silva et al.,
2008

Extracto acuoso de hojas

Antinociceptiva y
antiedemogénico

Marchioro et al., 2005

Extracto en etanol de la corteza
del tallo

Efecto neuroprotector

Rodrigues et al., 2017

Alcaloide (hipaforina)

Produjo suefio

Ozawa et al., 2008

E. caffra, E. Extractos de acuoso, en etanol y | Inhiben la ciclooxigenasa Pillay et al., 2001
humeana, E. acetato de etilo de corteza 'y y actividad antibacteriana
latissima, E. hojas

lysistemon y E.
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zeyheri

E. x neillii

Extracto alcohdlico de hoja

Actividad
hepatoprotectora

Bark et al., 2018
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2.6 Descripcién botanica de Erythrina lanata

La planta estudiada en este trabajo es un arbol o arbusto de 4.5 a 7.5 metros de altura,
con un tronco de 10 cm de diametro. Tiene ramas glabras, cominmente con espinas
infraestipulares solitarias. Los foliolos son triangulares, cortamente acuminados, de 5 a 10 cm

de largo, 5 a 7.5 cm de ancho, casi o completamente glabros.

Las inflorescencia estdn acomodadas en racimos terminales (Figura 3); el caliz es
piloso convirtiéndose en glabrescente, tubular, de 10 a 13 mm, truncado, 1 — dentado; el
estandarte tiene de 68 mm de largo, estd plegado, densamente blanco-lanado, redondeado
hacia el apice; las alas (9 mm de largo) y la quilla (10 mm de largo) estan insertas dentro del
caliz; el ovario se encuentra densamente piloso. EIl fruto es una vaina bivalvada, 12.5 a 15 cm
de largo, fuertemente constricta entre las semillas, largamente estipitada, atenuada hacia la
punta. Las semillas son pequefias (para el género), orbiculares, de 6 a 8 mm, de color escarlata
brillante, con un punto oscuro en el micropilo (Rose, 1989).

Figura 3. E. lanata Rose (Foto: Ivan Daniel Salas Méndez)
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2.7 Modelo experimental de ansiedad: Laberinto en Cruz Elevado (LCE)

A lo largo de las décadas pasadas se han desarrollado intensos estudios sobre algunos
aspectos neurobiologicos de la ansiedad. Los modelos animales son utilizados como
experimentos desarrollados en una especie con el objetivo de estudiar un fenémeno o
enfermedad que padece otra especie. En la investigacion biomeédica, los modelos
experimentales con animales son descritos como protocolos desarrollados en especies no
humanas con el propdsito de replicar caracteristicas fisioldgicas, patofisiologicas o

conductuales humanas (Steimer, 2011).

El de LCE es uno de los instrumentos mas utilizados en el campo de la investigacion de
farmacos con actividad ansiolitica (Zhang, 2004). Este modelo se ha empleado con éxito en
ratas (Pellow et al., 1985) y ratones (Lister, 1987). El aparato esta conformado por dos brazos
elevados opuestos separados por un cuadro central, de otros brazos elevados de las mismas
dimensiones, pero cerrados con paredes de ambos lados (Figura 4). Este modelo evalta la
exploracion del sujeto experimental en un nuevo ambiente que presenta dos zonas diferentes:
una potencialmente aversiva (brazos abiertos) y otra segura (brazos cerrados). La prueba
consiste en colocar al animal en el centro del laberinto en forma de cruz con la mirada hacia
uno de los brazos abiertos, en el que se le permita al animal explorar libremente durante cinco
minutos el laberinto (Korte y de Boer, 2003). EI aumento en la frecuencia y tiempo de
permanencia en las zonas abiertas es indicativo de un efecto ansiolitico (Salum y Roque-da-
Silva, 2000; Lister, 1987).

Las variables cuantificadas en el LCE elevado varian en la literatura, pero de manera

general se consideran las siguientes (Kalueff, 2004; Kalueff y Tuohimaa, 2004):

e Frecuencia de entradas a brazos cerrados
e Frecuencia de entradas a brazos abiertos
e Tiempo en brazos cerrados

e Tiempo en brazos abiertos
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Para interpretar los resultados obtenidos de este experimento generalmente se compara

la sustancia de interés con compuestos ansioliticos ya conocidos, como las benzodiacepinas

que reducen la ansiedad natural de los animales en los brazos abiertos y promueven su

exploracion, por ejemplo el diazepam, el clordiazepdxido y el etanol (Lister, 1987).

30 cm

15 cm

AN

45 cm

BA

/

BC

/
215cm

Figura 4. Esquema del modelo de laberinto en cruz elevado (LEC), empleado para la actividad
ansiolitica (Imagen elaborada por Ivan Daniel Salas Méndez, 2019).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trastornos de ansiedad son uno de los problemas principales que aquejan a la
sociedad mundial de hoy en dia. Estos problemas que atacan al sistema nervioso central
pueden presentarse desde la infancia y prevalecer a lo largo de toda la vida del ser humano
(OMS, 2004). En la actualidad, existen diversos tratamientos para aliviar este tipo de
trastornos, sin embargo no son de facil acceso a toda la poblacion debido a sus altos costos o a
la falta de especialistas que atiendan estos problemas de tipo nervioso (OMS, 2002; Pimenta et
al., 2012). Ademas, se sabe de los efectos secundarios que trae consigo el medicarse contra
estos trastornos. Lo anterior ocasiona que gran parte de la poblacion recurra al uso de las
plantas medicinales (OMS, 2002).

México posee gran diversidad vegetal y esto incide en el uso de plantas con fines
medicinales. No obstante, existe un gran inconveniente en el uso de estas especies debido a la
falta de estudios quimicos y farmacoldgicos que validen los usos empiricos. Un ejemplo es el
uso tradicional de especies del género Erythrina en el tratamiento de enfermedades nerviosas.
Popularmente se sugiere que se consuman las flores y se ingieran infusiones de hojas y corteza
de estas especies. E. lanata es una especie a la que cientificamente no se le ha corroborado
ninguna actividad bioldgica de gran importancia para el ser humano. A partir de ello se planted
la pregunta: ¢la inflorescencia de E. lanata presenta actividad tipo ansiolitica?. En este trabajo
se estudia la actividad ansiolitica de la inflorescencia de tal especie, mediante la pruebas
conductuales de laberinto en cruz elevado. Posteriormente, se estudia su quimica, para
identificar los principales metabolitos responsables por los efectos reportados en otras especies
del género Erythrina empleadas la medicina tradicional.
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4. JUSTIFICACION

La ansiedad y la depresion representan las primeras causas de discapacidad en el
mundo. En la medicina tradicional se emplean diversas especies vegetales para el tratamiento
de estos padecimientos, lo que ha llevado a la terapéutica experimental a buscar nuevos

compuestos activos a partir de fuentes naturales, tales como las plantas medicinales.

E. lanata es una planta que se distribuye en México y crece como una especie silvestre.
En la actualidad se desconocen estudios acerca de su composicién quimica, asi como
propiedades farmacoldgicas que corroboren sus efectos depresores del sistema nervioso central
para disminuir insomnio, estrés y en general trastornos de ansiedad, usos para los cuales
también se emplea esta especie en la medicina tradicional. Resulta importante evaluar la

actividad ansiolitica de E. lanata.
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5. HIPOTESIS

El extracto en metanol de la inflorescencia de E. lanata presentara un efecto ansiolitico

en un modelo murino experimental.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la actividad tipo ansiolitico del extracto en metanol de inflorescencia de

Erythrina lanata Rose (Fabaceae), en el modelo de laberinto en cruz elevado.

6.2 Objetivos especificos

Obtener los extractos en hexano y metanol de semilla, corteza e

inflorescencia de E. lanata.

e Realizar el analisis fitoquimico preliminar al extracto en metanol de la

inflorescencia de E. lanata
e Extraer e identificar los alcaloides libres en hexano, libres y liberados en
metanol de semilla, corteza e inflorescencia de E. lanata por cromatografia

de liquidos de alta resolucién.

e Evaluar el efecto ansiolitico del extracto en metanol de la inflorescencia de

E. lanata en el modelo de laberinto en cruz elevado.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 MATERIAL VEGETAL

7.1.1 Erythrina lanata Rose
La inflorescencia de Erythrina lanata Rose se recolectd en la localidad de Lindero

Achupil, Chicontepec de Tejada, Veracruz, Mexico en abril del 2018. La especie fue
determinada por el experto en leguminosas M. C. Mario Souza Sanchez (+), del Departamento
de Botéanica, Instituto de Biologia, Universidad Autonoma Nacional de México y verificada
por M. C. Ernestina Cedillo Portugal y M. C. Ricardo Vega Mufioz. Se deposit6 un ejemplar
del material vegetal colectado en el Herbario-Hortorio “JES” (Jose Espinoza Salas) de la
Preparatoria Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo y un duplicado en el Herbario
Hortorio “CHAPA” del Colegio de Postgraduados.

Para la preparacion de los extractos se utilizaron 265.5 g de semillas, 53.2 g de corteza

y 193.1 g de inflorescencia trituradas y pulverizadas de E. lanata.

7.2 FITOQUIMICA

7.2.1 Preparacion del extracto crudo y analisis preliminar fitoquimico de EMEI
El material vegetal (inflorescencia) se seco en una estufa de aire forzado (Precision

17® GCA Corp.) a una temperatura de 40 ° C durante 48 horas. Posteriormente se tritur6 en
un molino de mano. La inflorescencia se empac6 en un cartucho de papel filtro Whatman no.
1, el cual fue colocado en el extractor Soxhlet para efectuar la extraccion en hexano por 48
horas. El disolvente se evapord a sequedad en el rotaevaporador para separar el hexano y

obtener el extracto crudo en hexano.

Las pruebas fitoquimicas para detectar la presencia de alcaloides, taninos, saponinas,
flavonoides, terpenoides y acidos fenolicos se realizaron de acuerdo con el método descrito por
Harborne, 2005 y Raman, 2006 con algunas ligeras modificaciones. Las pruebas se basaron en
la observacién visual del cambio de color o la formacion de un precipitado después de la

adicion de reactivos especificos.
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ALCALOIDES

A cada extracto diluido (0.5 mL) se agregaron de 5 a 6 gotas de HCI al 10%. Se agito
por unos segundos y se colocd en bafio Maria durante 5 minutos a una temperatura de 100 °C.
Posteriormente, se afiadieron tres gotas del reactivo Dragendorff y si la prueba resultaba
positiva, este formaba un precipitado color marrén o un color naranja brillante. Para tal

estudio, se usé como control positivo semillas secas de Lupinus sp.

TANINOS

Del extracto en MeOH al 80% se tomo una alicuota de 0.5 mL e inmediatamente se le
afiadieron tres gotas del reactivo FeCls al 3%. Si la prueba era positiva se desarrollaba una

coloracion azul obscura. Como control positivo se emple6 el &cido tanico.

SAPONINAS

Para determinar la presencia de esta familia de compuestos se uso la prueba de espuma.
Se tomé una muestra (0.5 ml) de cada extracto, se adicionaron 2 a 3 ml de agua destilada, se
agitd fuertemente durante tres minutos y si la espuma era abundante y estable durante media
hora, se tomG como reaccion positiva para la presencia de saponinas. Para este estudio, se usé

como control positivo, el zacatechichi (Calea zacatechichi Schitdl.)

FLAVONOIDES

Se tomaron 0.5 ml del extracto y se colocaron en un tubo de 5 ml, luego se afiadié
limadura de magnesio, después se adicionaron 2 a 3 gotas de HCI concentrado. La formacion
de colores anaranjados, rojos, o violetas efervescentes se tomaron como una prueba positiva.

Para este ensayo, el control positivo fue quercetina.
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TERPENOIDES

Unos 0.5 ml de la muestra se colocaron en un tubo de ensayo, se evaporo el disolvente
a sequedad y se resuspendio en cloroformo. Posteriormente se afiadieron tres gotas de
anhidrido acético y tres gotas de H2SO4 concentrado. La formacion de color morado a café era
indicio de una prueba positiva para la presencia de terpenoides. Como control positivo para

esta prueba se uso el acido masticadiendico.

FENOLES

El extracto se resuspendié en metanol al 80%, se afiadieron 0.5 mL de (carbonato sodio
al 5%) y por Gltimo 0.5 ml del reactivo Folin—Ciocalteu, si la prueba presentaba una coloracion
azul intenso resultaba ser positiva. En este estudio se usé el acido galico como control

positivo.
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7.2.2 Extraccion de alcaloides de semilla, corteza e inflorescencia de E. lanata
Se prepararon los extractos crudos de alcaloides conforme a el método de Garcia et al.

(2004) e Ibarra et al. (2011).

7.2.2.1 Alcaloides libres
El extracto crudo en hexano se lavo con HoSOs 1 M (3 X 100) en un embudo de

separacion. La fase acido-acuosa se llevo a un pH entre 8-9 con NaHCOs;. Luego, se extrajo
con cloruro de metileno (3 X 50). Al extracto de cloruro de metileno se le agregdé Na>SOq4
anhidro con el fin de absorber las trazas de agua presente, se filtrd y se concentr6 a presion

reducida para obtener la fraccion de alcaloides libres del extracto en hexano.

Las inflorescencias previamente extraidas con hexano se secaron a temperatura
ambiente para eliminar el exceso de disolvente. Ya secas, se extrajeron en equipo de Soxleth
durante 48 horas usando como disolvente metanol. Concluida la extraccion, el exceso de
disolvente se evapord a presion reducida para obtener el extracto crudo en metanol de
Erythrina lanata (EMEI). Se calcul6 el rendimiento y una parte de este extracto se us6 para
llevar a cabo la prueba conductual de ansiedad y la otra se proceso para obtener la fraccion de
alcaloides libres y liberados en metanol. Ninguna de las fracciones alcaloideas se usaron en la

prueba bioldgica dado el bajo rendimiento de estas.

El extracto en metanol se disolvidé en una solucion de HxSO4 al 2%, se le hicieron
lavados consecutivos con cloruro de metileno (3 X 100). Se separ¢ la fase acuosa y se llevo a
un pH 8 con NaHCOs. Se extrajo nuevamente con cloruro de metileno (3 X 100), la fase
acuosa se reservo, y la fase organica (cloruro de metileno) se le agregd Na>SO4 anhidro para
absorber trazas agua. El disolvente libre de humedad se evapord a presion reducida para

obtener la fraccidn de alcaloides libres del extracto en metanol.

27



7.2.2.2 Alcaloides liberados
La fase acuosa reservada en la etapa anterior, se ajusté a un pH de 2 con HCI

concentrado y la mezcla se llevé a una temperatura de 70 ° C durante 3 horas. La mezcla fria
se llevo a pH 8 con NaHCOs y se extrajo con cloruro de metileno (3 X 100). Finalmente, se
agregd Na»SOs anhidro, se filtrd y el exceso de disolvente se elimind a presion reducida para

obtener la fraccion de los alcaloides liberados del extracto en metanol (Figura 5).
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7.3 IDENTIFICACION Y SEPARACION

7.3.1 Cromatografia en capa fina (CCF)
Para los analisis cromatogréaficos en capa fina se siguieron las técnicas convencionales

utilizando placas recubiertas de gel de silice, el eluyente empleado fue diclorometano:etanol en
una proporcion de 9:1. En todos los casos, antes de revelar las placas con el agente
cromogenico se procede a visualizar las placas con la luz ultravioleta (onda corta y larga). Las
placas se revelaron con el reactivo de Drangendorff (Wagner et al, 1984) y se comparan con

estandares erisovina, erisodina, erisopina y B-eritroidina.

7.3.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
De acuerdo con la técnica citada por Sanchez-Herrera et al. (2001), las fracciones de

alcaloides libres en hexano, libres en metanol y liberados se analizaron en un cromatégrafo de
liquidos (HPLC) Hewlett Packard® serie 1100, con un muestreador automatico (Agilent®,
Serie 1200 Mod. G1329A) y un detector de arreglo de diodos Hewlett Packard® serie 1100, al
que se acondiciond una columna Lichrosorb RP-18 con particulas de 5 um de diametro, 250
mm de longitud y 4.7 mm de didmetro. El detector de arreglo de diodos se ajustd a una

longitud de onda de 230 nm.

La fase movil la constituyeron tres disolventes: A (0.1% acetato de amonio), B (metanol) y C
(acetonitrilo). El anélisis fue por gradiente: 0 min = (A=75%, B=20%, C=5%), 10 min =
(A=50%, B=45%, C=5%), 15 min = (A=50%, B=45%, C=5%). El volumen de inyeccion fue
de 2.5 pL.
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7.4 EVALUACION FARMACOLOGICA

7.4.1 Animales
El experimento incluy6 65 ratones macho de la cepa CD1 (peso: 25-30 g), procedentes

del Bioterio de la FES-Iztacala UNAM y mantenidos en las instalaciones del laboratorio de
Farmacobiologia a una temperatura de 22 + 1 °C. Se alojaron 8 ratones por jaula en cajas
acrilicas (44 cm de ancho X 33 cm de largo y 20 cm de alto) con agua y alimento ad libitum.
Los experimentos se llevaron a cabo entre las 10:00 y 17:00 h. Todos los procedimientos
estuvieron de acuerdo con las indicaciones de la NOM-062-Z00-1999 para manejo y uso de

animales de laboratorio.

7.4.2 Prueba Conductual, Laberinto en Cruz Elevado (LEC)
Esta prueba ha sido ampliamente validada para medir ansiedad en roedores (Pellow et

al., 1985; Lister, 1987). El laberinto fabricado con Plexiglass y aluminio blanco consta de dos
brazos abiertos (30 x 5 cm rodeados por un borde de 0.5 cm de alto) y dos brazos cerrados (30
x 5 cm rodeados de paredes de 15 cm alto). Los brazos emergen desde una plataforma central
(5 x 5 cm), opuestamente posicionados uno del otro, en forma de cruz. El laberinto se elevé 45

cm sobre el nivel del piso.

7.4.3 Grupos experimentales y tratamientos
Los animales se distribuyeron al azar en grupos independientes (n=9-13). Un grupo

quedo sin tratamiento (INT), cuatro grupos recibieron por via oral (v.0.) el extracto metandlico
de E. lanata (EMEI 60, EMEI 90 o EMEI 120 mg/kg) o vehiculo (VEH) solucion salina al
0.9%. Otro grupo recibi6 por via intraperitoneal (v.i.) 1 mg/kg de diazepam (DZP), ansiolitico
de referencia. Los extractos y el vehiculo se administraron una hora antes de la prueba,

mientras que el diazepam se inyectd 30 minutos antes.

7.4.4 Procedimiento
La prueba de ansiedad siguio el método descrito por Raupp et al. (2008); Bourin et al.

(2007); Lister, (1987) y Pellow et al. (1985) con ligeras modificaciones. Brevemente, los
ratones se colocaron individualmente al centro del laberinto (LCE) mirando hacia uno de los

brazos abiertos y se les permitio explorar el aparato durante 5 minutos. Se registré el namero

31



de entradas y el tiempo de permanencia en cada tipo de brazo. Posteriormente, se calculo el
porcentaje de entradas a los brazos abiertos (% Entrada BA) y el porcentaje de tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (% Tiempo BA), considerados parametros de ansiedad en
LEC; mientras que el nimero de entradas a los brazos cerrados (% Entrada BC) se considera
un indice de actividad locomotora (Walf y Frye, 2007). Sobre el aparato se instalé una camara
de video digital (Canon FS100) para registrar la actividad de los ratones. Dos observadores
independientes analizaron las grabaciones para medir las variables de comportamiento. Para
evitar la perturbacion de los animales debido a la orina y las heces, después de cada prueba, el

laberinto se limpid con una solucion de etanol al 10% y un pafio seco.

7.4.5 Campo Abierto (CA)

En esta prueba se utilizé una caja de acrilico opaca de 30 x 30 x 15 cm cuya superficie
estaba dividida en 9 cuadrantes de 10 x 10 cm. El &rea de campo abierto se uso para evaluar la
actividad exploratoria del animal. Cada raton se colocé al centro de la caja y durante cinco
minutos se evalué su actividad exploratoria (Archer, 1973), registrando el numero de

cuadrantes que cruzd con sus cuatro patas.

7.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos de comportamiento se presentan como media + error estandar de la
media (ESM) y se analizaron con ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de
Duncan. En todos los casos, un valor de p<0.05 se considerd significativo. Se utiliz6 el

programa estadistico SPSS 18.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Material Vegetal

El ejemplar botanico fue identificado como Erythrina lanata Rose
(FABACEAE/LEGUMINOSAE) y quedd depositado en el Herbario-Hortorio JES de
Preparatoria Agricola de la Universidad Autdnoma Chapingo con el nimero de registro 25970
(Figura 6), asi como en el Herbario Hortorio CHAPA del Colegio de Postgraduados (Anexo

A).

Figura 6. Ejemplar botanico depositado en el Herbario-Hortorio JES de la Universidad
Autonoma de Chapingo
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8.2 Analisis preliminar fitoquimico de EMEI

El andlisis del EMEI revelo la presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides,

terpenoides y &cidos fendlicos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Anélisis fitoquimico preliminar del extracto en metanol de la inflorescencia de E.
lanata.

METABOLITO PRESENCIA/AUSENCIA
Alcaloides +
Taninos -
Saponinas ++
Flavonoides ++
Terpenoides ++
Acidos fenélicos F+

Nota: + Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante, - No detectado
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8.3 Obtencion de extractos y fracciones de alcaloides

De acuerdo a Téllez (2006) el extracto crudo en metanol es el que ofrece mayor
rendimiento en comparacién con el de hexano. De las semillas se obtuvieron 35.4 g de extracto
crudo en hexano y 38.8 g de extracto crudo en metanol, de corteza se obtuvieron 0.8 g de
extracto crudo en hexano y 38.1 g de extracto crudo en metanol y para la inflorescencia se
obtuvieron 1.6 g del extracto crudo en hexano y 31.6 g del extracto en metanol, lo cual
representa el 13.3% y 14.6% con respecto al peso de las semillas, 1.5% y 71.6% con respecto

al peso de la corteza 'y 0.8% y 16.3% con respecto al peso de las inflorescencias.

Los alcaloides libres son aquellos que se encuentran como bases libres, mientras que
los que se encuentran como glicésidos y fueron analizados después de una hidrolisis acida son

los alcaloides liberados (Chawla et al., 1985).

En el Cuadro 3 se presenta la cantidad de fracciones crudas obtenidas a partir de los

extractos crudos de semilla, corteza e inflorescencia de E. lanata
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Cuadro 3. Cantidad de fracciones crudas de alcaloides de E. lanata

Fraccion cruda de Peso (g) Rendimiento con respecto
alcaloides/Material vegetal a la muestra (%)
Libres en hexano de semilla 0.0104 0.003
Libres en metanol de semilla 0.0496 0.018

Liberados en metanol de semilla 0.04 0.015
Libres en hexano de corteza 0.0136 0.025
Libres en metanol de corteza 0.0196 0.036

Liberados en metanol de corteza 0.01 0.018

Libres en hexano de inflorescencia 0.0179 0.009
Libres en metanol de inflorescencia 0.0968 0.050
Liberados en metanol de 0.12 0.062

inflorescencia

Como se puede observar en el Cuadro 4 la variacién en el rendimiento de fracciones de

alcaloides en diferentes especies es variable. Cabe mencionar que los resultados de la presente

investigacién son menores en comparacion con estudios ya mencionados en la literatura, y

estas variaciones en los rendimientos de las fracciones crudas pueden deberse a diferencia

entre especie, variedad (Krukoff y Barneby, 1974), formacion de inflorescencias, desarrollo y

maduracion del fruto (Robinson, 1979), el método de extraccién (Folkers y Koniuszy, 1940),

asi como el tiempo de colecta del material vegetal.
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Cuadro 4. Rendimiento de fracciones crudas de alcaloides en semillas de diversas especies de
Erythrina

Especie Fraccion Fraccion alcaloides Referencia
alcaloides libres liberados (%)
E. brucei ({)olns 0.78
E. cochleata 0.21 0.41 Chawla etal.
E. tholloniana 0.67 0.21 (1985)
E. caribea 0.33 0.55
E. fusca 0.4 0.35
E. costaricencis 0.56 0.67
E. leptorhiza 0.18 0.35 Soto-Hernéndez y
E. speciosa 0.20 0.84 Jackson (1994)
E. variegata 0.11 0.33
E. melanacantha 0.19 0.24
E. berteroana 0.24 0.55
E. breviflora 0.54 0.23 Sotelo et al.
E. americana 0.4 0.13 (1993)
E. abyssinica 2.65
E. americana 0.11 0.31 Konﬁl?;s;r?lé 40)
E. flabelliformis 2.50
E. sandwicensis 2.12 y1.60
E. americana 0.068 0.279 Garin et al.
0.224 (2000)

37



Las distintas fracciones de alcaloides monitoreados por cromatografia en capa fina
(CCF) se muestran en las Figuras 7 y 8.

Figura 7. Cromatografia en capa fina de la fraccidn de alcaloides libres en hexano revelados con
reactivo de Dragendorff.

Figura 8. Cromatografia en capa fina de la fraccion de alcaloides libres y liberados en metanol
revelados con reactivo de Dragendorff.
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8.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

El andlisis de cromatografia de liquidos de las fracciones de alcaloides libres en
hexano, libres en metanol y liberados de semilla, corteza e inflorescencia permitio identificar
cuatro alcaloides en E. lanata (erisodina, erisovina, erisopina y B-eritroidina). Estos alcaloides
se detectaron con base en su tiempo de retencion (9.8, 10.5, 10.9 y 8.2 minutos
respectivamente) al compararse con estandares puros. Los estdndares fueron previamente
aislados de semillas de Erythrina americana Mill. y Erythrina coralloides DC. e identificados
por técnicas espectrometricas y espectroscopicas. Los cromatogramas de las fracciones

alcaloideas de la inflorescencia se muestran en la Figuras 9, 10 y 11.
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Figura 9. Cromatograma de la fraccion de alcaloides de inflorescencia libres en hexano
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Figura 10.Cromatograma de la fraccion de alcaloides de inflorescencia libres en metanol
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Figura 11. Cromatograma de la fraccion de alcaloides de inflorescencia liberados en metanol

Las fracciones de corteza (142.50 mg/kg) y semilla (59.22 mg/kg) fueron las fracciones
de mayor contenido de alcaloides de E. lanata, seguido por la inflorescencia (10.59 mg/kg).
Los cromatogramas de las fracciones alcaloideas de semillas y corteza se presentan en el

Anexo B.

Las técnicas analiticas particularmente Utiles para la deteccidn e identificacion de los
alcaloides en estas plantas son la cromatografia de gases (GC) y la GC acoplada con
espectrometria de masas (GC-MS). Aunque la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) también es de importante utilidad en estos analisis (Tsuda y Sano, 1996; Soto, 1989).

Estos resultados son consistentes con el trabajo de Jackson et al. (1982) quienes
aislaron e identificaron a erisodina y erisovina en las semillas de Eythrina lanata subsp.
lanata. Otros trabajos en los que analizan los componentes de naturaleza alcaloidal en especies
del género Erythrina, son el de Soto-Hernandez y Jackson, (1994) quienes a través de GC-MS
analizaron los alcaloides de las semillas de E. fusca, E. costaricensis, E. lepthoriza, E.
speciosa, E. variegata, E. melanacantha, E. berteroana e identificaron a los alcaloides
erisodina, erisovina, erisopina, eritralina, erisotrina, erisolina, erisonina, eritrocarina,
eritratidina, eritratina, erysotina, 11-hidroxieritratidina, erimelantina,
demetoxicarbonilerymelantina, eritrartina y eritrartina n-oxido en algunas de estas especies.
También por GC-MS Garcia-Mateos et al. (1998) analizaron los alcaloides de semillas, flores,
hojas y corteza de seis especies endémicas de México (E. americana, E. coralloides, E.
lepthoriza, E. mexicana, E. oaxacana, E. sousae). Los autores sefialaron que erisotrina,

erisotramidina, eritratina, erisodina, erisovina, cristamidina, eritratidina, erisotina y eritramina,
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a-eritroidina y B-eritroidina se distribuyen en algunas de las especies analizadas. En otro
estudio, Garin-Aguilar et al. (2005) reportaron la presencia de erisovina, erisodina, erisotrina,
eritralina, glucoerisopina y erisopina en extractos crudos de semilla (fraccion de alcaloides
libres en hexano, libres en metanol y liberados) de E. herbacea. Los alcaloides erisodina,
erisovina, erisopina y -eritroidina encontrados en el extracto en metanol de las inflorescencias
de E. lanata también se aislaron de semillas de E. americana y estructuralmente tienen como
base al esqueleto eritrinano, una espiroamina tetraciclica que se encuentra en dos formas en la

planta: libre o conjugada formando glucésidos (Garcia y Soto, 2001).
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8.5 Prueba Conductual, Laberinto en Cruz Elevado (LEC)
La Figura 12 muestra los efectos de EMEI (60, 90 y 120 mg/kg v.0.) y DZP (1 mg/kg

i.p.) sobre el comportamiento de los ratones en el LEC. EI ANOVA de una via reveld
diferencias significativas entre los grupos cuando se analiz6 el porcentaje de numero de
entradas a los brazos abiertos [F (5,64) = 5,737; p <0,0001] y el % de tiempo de permanencia
en los brazos abiertos [F (5,64) = 6,469; p <0,0001] (Figura 13). La prueba post hoc de
Duncan indico que las diferencias significativas en el % Entrada BA y % Tiempo BA se
produjeron con DZP (1 mg/kg) y con EMEI (90 y 120 mg/kg), grupos que alcanzaron los
valores més altos para estos parametros, en contraste con EMEI (60 mg/kg), VEH e INT. Estos
datos sugieren el efecto ansiolitico del extracto metandlico de las inflorescencias de Erythrina

lanata en dosis de 90 y 120 mg/kg.
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Figura 12. Porcentaje de entrada a brazos abiertos del EMEI (60, 90 y 120 mg/kg), intacto
(INT), vehiculo (NaCl 0.9% i.p. (VEH) y DIAZEPAM (DZP 1 mg/kg i.p.) sobre el
comportamiento de los ratones en el Laberinto en Cruz Elevado. Los datos se presentan como
media + SEM (n =9 -13).
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Figura 13. Porcentaje de tiempo de entrada a brazos abiertos del EMEI (60, 90 y 120 mg/kg),
intacto (INT), vehiculo (NaCl 0.9% i.p. (VEH) y DIAZEPAM (DZP 1 mg/kg i.p.) sobre el
comportamiento de los ratones en el Laberinto en Cruz Elevado. Los datos se presentan como
media £ SEM (n =9 -13).
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Con respecto al nimero de entradas a los brazos cerrados (Figur 14), el ANOVA de
una via no encontro diferencias significativas entre los grupos [F (5,64) = 0.267; p = 0,929].
Lo que indica que las dosis del extracto de E. lanata no interfirieron con la actividad motora de

los sujetos.
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Figura 14. Namero de entradas a brazos cerrados del EMEI (60, 90 y 120 mg/kg), intacto (INT),

vehiculo (NaCl 0.9% i.p. (VEH) y DIAZEPAM (DZP 1 mg/kg i.p.) sobre el comportamiento de

los ratones en el Laberinto en Cruz Elevado. Los datos se presentan como media+ SEM (n =9 -
13).
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El LEC es un paradigma de comportamiento bien caracterizado para investigar la
ansiedad en roedores. La prueba se basa en el conflicto entre una aversion innata a los espacios
abiertos y una tendencia a explorar nuevos entornos (Pellow et al., 1985; File et al., 1993). El
LEC fue disefiado para proporcionar medidas de ansiedad que estan relativamente no
contaminadas por cambios en la actividad motora general y ha sido ampliamente validado
(Pellow vy File, 1986). Con este modelo el extracto en metanol de infloresencias de E. lanata
(90, 120 mg/kg) incrementd los porcentajes de entrada y tiempo pasado en los brazos abiertos
de manera similar al ejercido por DZP, los cuales fueron mas altos que INT y VEH. Ademas,
estos efectos ocurrieron en ausencia de cambios por el tratamiento en la actividad locomotora
en el LEC. El efecto ansiolitico del extracto tiende a ser dosis dependiente ya que la dosis mas
baja (60 mg/kg) no tuvo afecto ansiolitico y la dosis méas alta (120 mg/kg), aunque no fue
diferente de la dosis intermedia (90 mg/kg), presentd una tendencia a incrementar el porcentaje

de tiempo gastado y nimero de entradas a los brazos abiertos.

Estos resultados son consistentes con las evidencias en la literatura sobre la actividad
ansiolitica del extracto acuoso liofilizado de la inflorescencia de Erythrina berteroana (100,
250 y 500 mg/kg) en los modelos de laberinto en cruz elevado y enterramiento de esferas
(Bonilla et al., 2014). Por su parte, Raupp et al. (2008) evaluaron el efecto de la
administracion aguda (5, 10, 25, 50 y 100 mg/kg) y crénica (50 y 100 mg/kg) del extracto
hidroalcohdlico de la corteza del tallo de E. velutina usando el laberinto en cruz. El efecto

ansiolitico s6lo se encontrd en la dosis crénica de 100 mg/kg.
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8.6 Campo Abierto (CA)

En la prueba de campo abierto (Figura 15), el ANOVA de una via no detecto diferencia
significativa en el nimero de cruces a los cuadrantes [F (5,39) = 2. 261; p = 0,070], lo que
indica que no hubo deterioro motor. Estos datos sugieren que los alcaloides con accidn
curariforme, presentes en plantas del género Erythrina (Ghosal y Bchattacharya, 1972), se
encuentran en bajas proporciones en las inflorescencias de E. lanata, ya que no hubo deterioro
motor en la prueba de campo abierto, ni en el brazo cerrado del LEC. Es importante sefialar
que, en el modelo de campo abierto, la dosis més alta muestra una tendencia a disminuir la
conducta ambulatoria aun cuando el estadistico no detectd diferencias significativas, de esta

forma se observa que el extracto en metanol de las inflorescencias de E. lanata tiene actividad
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Figura 15. Namero de cruces del EMEI (60, 90 y 120 mg/kg), intacto (INT), vehiculo (NaCl
0.9% i.p. (VEH) y DIAZEPAM (DZP 1 mg/kg i.p.) sobre el comportamiento de los ratones en el
Campo Abierto. Los datos se presentan como media = SEM (n =9 -13).
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Estos resultados estan consistentes con y validan trabajos anteriores. Majinda (2018)
describe el efecto de extractos y alcaloides aislados de Erythrina en el SNC. Sefiala a este tipo
de alcaloides como posibles responsables de actividades anticonvulsionante, hipndtica,
analgésica (Ghosal y Bhattacharya, 1972), nicotinica (Decker et al., 1995) y ansiolitica
(Flausino et al., 2007b). Entre los efectos de los extractos y alcaloides de Erythrina destacan la
disminucion de la conducta agresiva en ratones por las fracciones de alcaloides libres en
hexano, libres en metanol y liberados de E. americana (Garin-Aguilar et al., 2000), la
actividad curariforme de erisodina aislada de E. americana (Folkers y Major, 1937) y
actividad ansiolitica del extracto hidroalcohdlico y alcaloides aislados de la inflorescencia de
E. mulungu (Flausino et al., 2007a). Los autores encontraron que 200 y 400 mg/kg del extracto
hidroalcohdlico y los alcaloides (+)-11-a-hidroxieritravina (10 mg/kg), eritravina (3 y 10
mg/kg) y (+)-a-hidroxierisotrina (10 mg/kg) deterioraron la adquisicion de evitacion
inhibitoria de los brazos abiertos en el laberinto en T elevado, un modelo animal validado en
estudios relacionados con la ansiedad y la memoria (Viana et al., 1994). Rodrigues-Serrano et
al. (2001) aislaron erisodina y erisotrina de la inflorescencia de E. suberosa y encontraron que
en el LEC dnicamente erisodina (10 mg/kg) presento efecto ansiolitico; mientras que en el
modelo de transicion luz-obscuridad, ambos alcaloides (erisodina 10 mg/kg y erisotrina 3
mg/kg) presentaron efecto ansiolitico.

Ribeiro et al. (2006) analizaron dosis aguda (100, 200 y 400 mg/kg) y crénica (50, 100
y 200 mg/kg) del extracto hidroalcohdlico de la corteza de E. mulungu y E. velutina en el
Laberinto en T elevado, evidenciaron el efecto ansiolitico en 200 y 400 mg/kg en dosis aguda
y 50 y 200 mg/kg en dosis crénica. Otros trabajos aportan que dosis de 100 mg/kg del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de E. velutina posee efecto ansiolitico en ratones (Raupp et al.,
2008). Onusic et al., (2002) determinaron que el extracto hidroalcohdlico de las inflorescencias
de E. mulungu en una dosis aguda de 200 mg/kg, administrada de manera cronica a 50, 100 y
200 mg/kg, por via oral (Onusic et al., 2003), presentaron un efecto ansiolitico en ratas

entrenadas en el laberintoen T.

Se han documentado algunos probables mecanismos de accion de los alcaloides de
Erythrina sobre el SNC. El alcaloide dihidro-p-eritroidina es un potente antagonista de los

receptores nicotinicos neuronales (Williams y Robinson, 1984). Decker et al. (1995)
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informaron que erisodina es un alcaloide con mayor afinidad y selectivo que dihidro-3-

eritroidina en el bloqueo de los receptores nicotinicos neuronales a4p2.

El analisis preliminar fitoquimico de la inflorescencia de E. lanata revel6 ademés de la
presencia de saponinas, flavonoides, terpenoides y acidos fenolicos. Estos metabolitos también
han sido encontrados en otras especies del género (Jesupillai et al., 2008; Tanaka et al., 2001,
Carvalho et al., 2009; Ogutu et al., 2012).

Pocos son los estudios que se han realizado con los flavonoides de Erythrina. Sin
embargo, estos metabolitos contenidos en otras plantas, han despertado interés por sus
acciones en el SNC (Estrada-Reyes et al., 2012), entre las que sobresalen sus propiedades
como ansioliticos, sedantes, antidepresivos y anticonvulsivos. Se ha reportado que los
flavonoides tienen importantes afinidades de unién para el sitio de las benzodiacepinas (Wang
et al., 2005; Marder y Paladini, 2002; Paladini et al., 1999) que son la consecuencia de una
interaccion directa o indirecta con el sistema GABAGEérgico por otras interacciones con
diferentes neurotransmisores como los sistemas serotoninérgicos u opioidérgicos (Viola et al.,
1995). Otro grupo de metabolitos detectados en el EMEI por el anélisis preliminar fitoquimico
son los terpenoides, sustancias que también tienen actividad en el SNC. Linck et al. (2010)
mostraron que el linalool tiene propiedad ansiolitica en el modelo de luz-obscuridad,

incremento la interaccion social y disminuy6 la conducta agresiva en ratones.

A la luz de estos hallazgos, la actividad ansiolitica detectada en el extracto en metanol
de inflorescencias de Erythrina lanata, se puede explicar en términos de una accion sinérgica
de sus constituyentes quimicos, entre ellos alcaloides, flavonoides y terpenoides identificados
por el analisis preliminar fitoquimico. La especie Erythrina lanata Rose no habia sido
estudiada en modelos experimentales que permitieran determinar su potencial ansiolitico, que
hoy quedd evidenciado con el Laberinto en Cruz Elevado. Sin embargo, se requiere de
investigacién adicional para elucidar el mecanismo de accién del efecto ansiolitico de EMEI y

sus constituyentes.
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9. CONCLUSIONES

El mayor rendimiento de los extractos crudos se obtuvo con metanol, seguido de

hexano en todos los érganos evaluados.

Los resultados del andlisis fitoquimico de E. lanata, muestran que esta especie
sintetiza principalmente alcaloides, saponinas, flavonoides, terpenoides y acidos

fendlicos.

Las fracciones de alcaloides libres en metanol presentaron mayor rendimiento
con respecto a las fracciones de alcaloides libres en hexano y liberados en
metanol. Se confirma la presencia de alcaloides (erisodina, erisovina, erisopina y

B-eritroidina) en todos los 6rganos de Erythrina lanata.

El extracto en metanol de la inflorescencia de Erythrina lanata Rose ejerce un
efecto ansiolitico en ratones de la cepa CD1, similar al diazepam, en el modelo de

laberinto en cruz elevado, a dosis de 90 y 120 mg/kg.
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ANEXO B
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