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Resumen

La investigaciéon tuvo como objetivo evaluar el efecto ansiolitico in vivo del extracto etandlico de
Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean (Passifloraceae) en “ratones albinos” Balb/c. Para ello, se
trabaj6 con 20 ratones Balb/c que aleatoriamente fueron distribuidos en 4 grupos administrandoles
por via oral (VO) de la siguiente forma: G1: grupo blanco 0,2 ml de solucién salina, G2: grupo
diazepam 1 mg/kg, G3: grupo 50 mg/kg de extracto etanélico de P. salpoense y G4: grupo 100 mg/
kg de extracto etanélico de P. salpoense. Luego, los ratones fueron inducidos a ansiedad usando
el marble burying test o prueba de enterramiento de canicas. Los resultados demostraron que los
grupos G3 y G4 disminuyeron de manera significativa el nimero de esferas enterradas con una
media 9,60 1,82 y 4,20 + 1,30, respectivamente, a comparacion del grupo control blanco (G1) cuya
media fue de 17,20 + 3,03. Asimismo, los grupos G3 y G4 presentaron una respuesta similar al grupo
G2 cuya media fue de 3 + 0,71. Por lo tanto, se concluyé que las dosis 50 mg/kg y 100 mg/kg del
extracto etanoélico de P. salpoense disminuyen los niveles de ansiedad de forma significativa (p <
0.05).

Palabras clave: Passiflora salpoense, extracto etanélico, ansiedad, marble burying test.

Abstract

This investigation had as objective to evaluate in vivo the anxiolytic effect of the ethanolic extract
of Passiflora salpoense (Passifloraceae) in “albino mice” Balb/c. For this, we worked with 20 Balb/c
mice that were randomly distributed in 4 groups for administering them orally in the following
way: G1: control group 0.2 ml saline solution, G2: diazepam group 1 mg/kg, G3: group 50 mg/kg of
ethanolic extract of P. salpoense, and G4: group 100 mg/kg of ethanolic extract of P. salpoense. Then,
the mice were induced to anxiety using the marble burying test. The results showed that the G3 and
G4 groups significantly decreased the number of buried spheres with a mean of 9.60 + 1.82 and 4.20
* 1.30 respectively, compared to the control group (G1) whose mean was 17.20 * 3.03. Likewise,
the G3 and G4 groups presented a response similar to the G2 group whose mean was 3 + 0.71. For
this reason, it was concluded that the doses of 50 mg/kg and 100 mg/kg of the ethanolic extract of
Passiflora salpoense significantly reduce anxiety levels (p < 0.05).

Keywords: Passiflora salpoense, ethanolic extract, anxiety, marble burying test.
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Introduccion cada 3 personas en la comunidad, siendo
esto un problema serio para la salud

Los trastornos mentales representan un . .
P publica (Arenas & Puigcerver, 2009).

30% de la carga mundial de enfermedades
no mortales. La OMS estim6 que durante En el

Pera, las enfermedades

alguna emergencia, 1 de cada 5 personas
estan afectadas por ansiedad y depresion
OMS  (2016).
Psiquiatrica de América Latina (Asociacion
de Psiquiatria, 2018), los trastornos mas
comunes son la ansiedad, depresién y
quejas somaticas. Estos tienen mayor
predominio en las mujeres y afectan 1 de

Segun la  Asociacion
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neuropsiquidtricas alcanzan el 17,5% del
total de carga de enfermedad ocupando
el primer lugar y ocasionando la pérdida
de 1 010 594 anos de vida saludable, es
decir, 33,5 afios perdidos por cada mil
habitantes. En los estudios realizados
por el Instituto Nacional de Salud Mental

entre los afios 2003-2014, mencionan
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que el 20,7% de mayores de 12 afios de
edad, presentan algin tipo de trastorno
mental. Estas prevalencias, se encuentran
mayormente en poblaciones de zonas
urbanas de Ayacucho, Puerto Maldonado,
Iquitos, Tumbes, Puno y Pucallpa. En la
poblacion estudiada, los trastornos mas
frecuentes fueron los episodios depresivos
y trastornos de ansiedad con un promedio
nacional de 7,6% y 5,9%, respectivamente
(Ministerio de Salud, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud,
propone objetivos sobre la medicina
tradicional, siendo estos la construccion de
nuevos conocimientos, ofrecer la garantia
de calidad, seguridad, uso adecuado y
eficacia, y buscar el integramiento de la
medicina tradicional en los servicios de
salud (OMS, 2013).

El género Passiflora (Passifloraceae)
presenta diversos metabolitos secundarios,
seguin cada 6rgano de la planta. En hojas
hay presencia de flavonoides, taninos,
lactonas, grasas, triterpenos, cumarinas
y saponinas; en flores, grasas, aceites,
triterpenos,  taninos, flavonoides y
glicésidos cianogénicos. Estos metabolitos
son los que le dan las propiedades
medicinales a las plantas (Garcés, 2016).
Su importancia se basa en los efectos
depresores en el sistema nervioso central,
basados en estudios en donde se demuestra
su efecto ansiolitico (Rea, 2014) y aplicados
en estudios experimentales en donde
se demostrd la disminucién de niveles
de ansiedad en estudiantes antes de dar
examenes (Soto & Arkin, 2017). Autores
afirman, que las Pasifloras presentan
propiedad ansioliticas similares a las
Benzodiacepinas (BDZ) por su interaccion
con el receptor GABA, subunidad a2
(acido y-aminobutirico) (Elsas et al., 2010).

Las benzodiacepinas (BZD), son los

psicofarmacos mas utilizados en atencion
primaria en aquellas personas que
presentan sintomas psiquicos (Fernandez
et al., 2013). Estos farmacos, tienen la
ventaja de aliviar sintomas y sensaciones
de ansiedad de manera eficaz (Diaz, 2007);
por otra parte, el uso prolongado, atn en
dosis adecuadas, ocasiona dependencia
psiquica, fisica, tolerancia y sindrome de
abstinencia (Lopez et al., 2010). El abuso
y dependencia a BZD representa un
problema importante en aquellos pacientes
que son ingresados a Programas de Salud
Mental.
esta dependencia son de tipo depresivo,
ansioso y los trastornos de personalidad
(Olivera, 2009). Es por ello, que para
evitar estas graves consecuencias que
se presentan en aquellas personas en
tratamiento con BDZ, se deben buscar
nuevas opciones terapéuticas con bajos
niveles de dependencia.

Los trastornos relacionados a

Son pocas las sustancias que ya han
sido probadas por estudios clinicos. Varias
revisiones bibliogréaficas han determinado
el efecto terapéutico en animales de
experimentacion, especificamente aquellos
inducidos a ansiedad; es por ello, que todas
esas investigaciones deben ser ttiles para la
btisqueda de nuevos agentes terapéuticos
a partir de plantas medicinales para estos
trastornos (Sousa et al., 2018).

El uso de modelos animales de
ansiedad, ha sido una forma importante
para valorar la eficacia farmacolégica de
plantas, que se podrian utilizar para el
tratamiento de los trastornos de ansiedad
(Sollozo et al., 2011). Para ello, es necesario
que el ambiente en el que se encuentren los
modelos animales, deben ser similares a la
de los humanos, salvaguardando el buen
trato de las especies animales, de acuerdo
a los protocolos en cuanto a manejo y uso
de animales de laboratorio (Leite & Pérez,
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2001).

Es importante conocer, como acttia un
animal ante una situacién de peligro pues,
a manera general, los animales presentan
patrones conductuales adaptativos. Esto
quiere decir que, ante la presencia de un
depredador, su primera reaccion es escapar
evitando ser capturado y en caso no pueda
hacerlo, permanecerd inmévil. Cuando
se va acercando el agresor, el ataque
defensivo aumenta, asi como también la
vigilancia. Por cada proceso que pasa el
animal en peligro, se va a ir adaptando
y esta respuesta,
relacionada con el tipo de estimulo que se
le presente (Gomez et al., 2002).

estd directamente

En este trabajo, se estudié por primera
vez el efecto ansiolitico de la especie
silvestre y endémica del Norte del Pera
Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean
(Passifloraceae) “puro puro” (Fig. 1-2),
que por los
previamente sobre el género Passiflora, nos
da nocién de su efecto sobre la ansiedad.
Por lo tanto, nos abre la posibilidad
de seguir estudiando sus propiedades
y aplicarlos en humanos, ayudando a
combatir este problema de salud que afecta
en la vida cotidiana de muchas personas a
nivel mundial.

antecedentes revisados

Material y métodos
El estudio tuvo como disefio de
baésica,
transversal, preclinica in vivo.

investigacion prospectiva,

Las muestras bioldgicas se obtuvieron
del lugar denominado: Shitahuara (al
norte de Salpo), distrito Salpo, provincia
Otuzco, region La Libertad, Perta. La planta
fue identificada en el Herbario Antenor
Orrego (HAO), del Museo de Historia
Natural y Cultural de la Universidad
Privada Antenor Orrego de Trujillo, como

394 | 26 (1): Enero - Abril, 2019

Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean
(Passifloraceae) (Fig. 1-2);
florifera, después del secado y montaje
(Anexo 1), se deposité oficialmente, en
el Herbario HAO, con el namero 20043
(Anexo 2) vy, recibiendo la respectiva

una rama

constancia.

Se procedi6 a lavar las hojas con agua
destilada y, se acondicioné en papel Kraft
por 4 dias para el secado a temperatura
ambiente y en la sombra (Anexo 3).

Metodologia para obtener el extracto
etandlico

Los andlisis quimicos, se realizaron en
el Laboratorio de Farmacognosia de la Fa-
cultad de Farmacia y Bioquimica de la Uni-
versidad Nacional de Cérdoba, Argentina,
a cuyos docentes les expreso mi gratitud y
agradecimiento.

Para obtener el extracto etandlico, se
procedioé a realizar una extraccién seriada
con hexano, diclorometano y etanol ex-
trayendo asi, compuestos con mas polari-
dad. Se pes6 150 gramos de hojas molidas,
la cual se coloc6 en un lixiviador hexano
dejandolo macerar por 4 dias. Luego, se
obtuvo el extracto y se lo puso en un eva-
porador rotatorio hasta que el extracto se
concentre y posteriormente, fue vertido en
un pequerio frasco sellado. Luego, en el li-
xiviador se le agregé diclorometano y, se
dej6é macerar por un dia. Al dia siguiente,
se procedi6é a poner el extracto obtenido
en el evaporador rotatorio hasta concen-
trar el extracto y posteriormente se vertié
en un frasco pequeiio sellado. Finalmen-
te, se agreg6 750 ml de etanol al 96% en
el lixiviador y se dejé macerando por un
dia. Al dia siguiente, el extracto obtenido
se puso en el evaporador rotatorio hasta
concentrar el extracto y se lo colocé en un
frasco pequefio sellado (Anexo 4).
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Para determinar el efecto ansiolitico,
se utiliz6 20 ratones Balb/c entre hembras
y machos, con peso de 22 + 2 gramos,
adquiridas del Instituto Nacional de Salud
INS, sede Chorrillos-Lima, Pertt (Anexo
5). Mediante
de ntmeros consecutivos, asignidndole

muestreo probabilistico

un ndmero aleatorio a cada espécimen
para luego dividirlos en 4 grupos de 5
especimenes cada grupo. Se procedidé a
dar inicio al tratamiento de la siguiente
manera: Al primer grupo, se le administré
agua destilada; segundo grupo, Diazepam
0,2 ml en sol. salina (0,9%) v.o.; tercer
grupo, extracto etanolico de las hojas de P.
salpoense por via oral en dosis de 50 mg/
kg y cuarto grupo, extracto etanélico de las
hojas de P. salpoense por via oral en dosis
de 100 mg/kg. Se los indujeron a ansiedad
por la prueba de “marble burying”
(enterramiento de canicas), la cual se

realiz6 de manera individual. La prueba
duré 30 minutos, una vez concluido el
tiempo, el ratén fue sacado de la caja. Se
procedié a contar el nimero de canicas
enterradas en su totalidad, indicando
ansiedad cuanto més sea el namero de
canicas enterradas (Anexo 6).

Los resultados obtenidos fueron
expresados como media * error estandar
de la media. Se hizo uso del analisis de
varianza ANOVA, para saber si hay
actividad ansiolitica y, para determinar si
hay diferencias estadisticas (p<0.05) entre
los grupo control y experimentales. Se hizo
comparaciones multiples a un intervalo de
confianza del 95% con la prueba de Tukey
HSD, permitiendo evaluar que grupos
son diferentes y similares y, si hay o no
actividad ansiolitica de la especie, y si es
igual o no al grupo control positivo (Anexo

7).

Resultados

Tabla 1. Medias (M) y desviaciones estandar (DT) de los grupos experimentales.

Grupos experimentales Medias (M) Desviaciones estandar (DT)
G1: Grupo control 17,20 3,03
G2: Grupo Diazepam 3,00 0,71
G3: Grupo 50mg/kg 9,60 1,82
G4: Grupo 100mg/kg 4,20 1,30

En la tabla 1, se puede observar las
medias de los grupos
experimentales, las cuales, del grupo G2,
G3 y G4 disminuyeron después de la
administraciéon de los tratamientos, siendo

puntuaciones

la disminucién mds baja al grupo al cual
se le administré diazepam, seguido del
grupo al cual se le administr6 100 mg/kg y
seguido del grupo, 50 mg/kg.
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Tabla 2. Andlisis estadistico de marble burying (enterramiento de canicas) mediante la
prueba de Tukey para la evaluacién del efecto ansiolitico del extracto etanélico de P.

salpoense.
. Prueba de Valor p
Grupo N Tratamiento Tukey (ANOVA)
G1: Grupo control 5 Suero fisiolégico | A
G3: Grupo 50mg/kg 5 50mg/kg B
p<0.05

G4: Grupo 100mg/kg 5 100mg/kg C
G2: Grupo Diazepam 5 Diazepam C

En la tabla 2 se puede observar las
diferencias en cada grupo, evidencidndose
(p<0.05)
los grupos, tanto experimentales como
control. Se puede observar que tanto el
grupo G2 y G4 enterraron una cantidad
significativamente menor de canicas a
diferencia del grupo control G1.

estadisticamente entre todos

Discusion
En esta investigacién, se evalué el
efecto ansiolitico del extracto etanélico de
Passiflora salpoense (Passifloraceae) a dosis
de 50mg/kg y 100mg/kg, con el modelo
no condicionado de marble burying. Con
este modelo, se pudo observar el patréon
conductual en ratones con las dosis
indicadas, comparando su efecto con el
Diazepam, que es un farmaco ansiolitico

comprobado clinicamente.

Se observé, que el nimero de canicas
enterradas varfa en funciéon de los
tratamientos (p<0.05). Con respecto al
grupo G2 con Diazepam, este disminuy6
el numero de enterradas,
confirmando el efecto ansiolitico conocido
por este farmaco y que concuerda con
lo encontrado por Ariza S. et al, en
su investigacion sobre el efecto de la

canicas

Cumarina sobre el Sistema Nervioso
Central. En ese estudio in vivo, se hizo uso
de muchas pruebas no condicionales, en la
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cual se comprobd, los efectos ansioliticos y
sedantes del Diazepam como grupo control
comparando sus efectos con los de la
Cumarina (31). Asimismo, el mismo efecto
también fue encontrado por Gil, J. en la
cual, usé al Diazepam como grupo control
positivo confirmando también su efecto
ansiolitico en la prueba de enterramiento
de canicas (Gil, 2016).

El efecto del Diazepam fue el esperado
ya que, es un farmaco de la familia de las
Benzodiacepinas cuyo efecto ansiolitico es
comprobado. Las BDZ potencian el efecto
del GABA uniéndose al receptor GABAA
que se encuentra ubicado en la membrana
plasmatica de la neurona postsindptica y
a la vez, esta relacionado con la accion de
las BDZ. El GABA al unirse a su receptor,
permite el ingreso de CI- hiperpolarizando

la neurona disminuyendo su
susceptibilidad a estimulos excitadores,
causando un estado de inhibicién

neuronal. Este efecto es potenciado por
la accion de las benzodiacepinas que
modifican la estructura del receptor,
haciendo que la apertura de los canales
de CI- sea mas intensa. Esto se le conoce
como modulacién alostérica (Goodman &
Hilman, 2011).

El resultado del extracto etandlico de
P. salpoense a dosis de 100mg/kg (Anexo
7). Se pudo observar que disminuyo
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significativamente el ntimero de canicas
(p<0.05) respecto al
grupo G1. Esto se debe a que, la planta
presenta metabolitos secundarios que
le proporcionan el efecto sedante y

enterradas con

ansiolitico. Actualmente, hay varios
estudios en donde se ha reconocido a la
crisina, un flavonoide, como la molécula
que le da el efecto ansiolitico ya que, tiene
afinidad por el receptor GABA y ejerce
una accién similar a las BDZ. Esto se
puede comprobar, al comparar los grupos
G2 y G4, en donde los resultados de la
dosis de 100mg/kg es casi similar a la del

Diazepam.

El resultado, del extracto etandlico de
P. salpoense a dosis de 50mg/kg (Anexo
6), se pudo observar que disminuy6
significativamente el ntiimero de canicas
(p<0.05)
el grupo control negativo (Gl). Esto
demuestra, que los resultados obtenidos
con ambas dosis de P. salpoense presenta
efecto ansiolitico, observandose con el uso
del promedio aritmético y la desviacién
estandar de las canicas enterradas, siendo
sus valores para Gl (Grupo blanco)
de 17,20 canicas enterradas con una
desviacion estandar 3,03. El grupo G2
(Diazepam) obtuvo 3 canicas enterradas
con una desviacién estdndar 0,71. El grupo
G3 (P. salpoense 50mg/kg) obtuvo 9,60
canicas enterradas con una desviacion
estandar 1,82. El grupo G4 (P. salpoense
100mg/kg) obtuvo 4,20 canicas enterradas
con una desviaciéon estandar 1,30. Los
resultados de los grupos G2, G3 y G4 a
comparacion de G1 presentan significancia
p<0.05 con un nivel de confianza del 95%,
esto comprueba la diferencia de menor
cantidad de canicas enterradas por G3 y
G4 a diferencia de G1. Estos resultados,
son similares a los obtenidos por Gil J.
en el que hizo uso de 20 especimenes

enterradas comparado con

divididos en 4 grupos, a los cuales a los
grupos experimentales se les administro
por via intraperitoneal 1ml/kg de extracto
etanolico de Passiflora tripartita a dosis de
200mg/kg y 100mg/kg a los especimenes,
para determinar los niveles de ansiedad
utiliz6 la prueba de marble burying,
concluyendo que las dosis administradas
disminuyen significativamente los niveles
de ansiedad (Gil, 2010). Asimismo, Caldas
D. & Castillo E. en su investigacion
utilizaron 24 especimenes divididos en 4
grupos a los cuales se les administré 0,1ml/
kg a dosis de 50mg/kg y 100mg/kg a los
grupos experimentales, para determinar
los niveles de ansiedad hicieron uso de
la prueba de caja luz-oscuridad o Light/
dark transition test for mice, concluyendo,
que a dosis de 50mg/kg y 100mg/kg
disminuy6 significativamente los niveles
de ansiedad (Caldas & Castillo, 2018). Rea
V. en su tesis de grado demostr¢ el efecto
ansiolitico del extracto hidroalcohélico de
“flor de badea” (P. quadrangularis). Hizo
uso de 18 ratones, distribuidos en 6 grupos
con 3 ratones cada grupo administrandole
por via oral los tratamientos a diferentes
concentraciones de 100%, 65% y 30%.
Para
su sistema nervioso, hizo uso de las
siguientes pruebas: la prueba del alambre,
enterramiento de canicas, campo abierto,
caja luz-oscuridad y laberinto elevado
cero. Se pudo evidenciar, la disminucién
de ansiedad de las concentraciones de P.
quadrangularis siendo la més efectiva al
100% American Psychiatric Publishing
(2013).

evaluar el comportamiento de

En conclusién, los resultados obtenidos
indican el efecto ansiolitico in wvivo del
extracto etanolico de Passiflora salpoense
(Passifloraceae), abriendo paso a los
nuevos estudios en la investigacién tanto
Esto se

clinica como farmacolégica.
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constituye como una opcién de medicina
alternativa, eficiente y de bajo costo.

Consideraciones éticas

En este estudio, al utilizar animales
de  experimentacién, especificamente
“ratones”, se tomaron en cuenta las
normas y procedimientos éticos para el
manejo de animales de laboratorio que se
proponen en la Guia de manejo y cuidado
de animales de
propuesto por el Ministerio de salud y el
Instituto Nacional de Salud (Fuentes et al.,
2008).

Laboratorio: “ratén”
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Fig. 1. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean. A, Flor en antesis; B. Caliculo; C.
Hipanto desplegado; D. Antera en vista ventral; E. Baya; F. Antera en vista lateral; G.
Rama florifera; H. Gineceo; I. Antera en vista dorsal. (Reproducida con permiso de
Arnaldoa 22 (1): 42, 2015, dibujado S. Leiva & M. Leiva 5806, HAO).
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Fig. 2. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantaléan. A, C, D. Rama floriferas; B. Flor en
antesis en vista ventral (Fotografias S. Leiva & M. Leiva 7032 HAO).
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Anexo. 1. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantaléan. A. Muestra de Herbario; B.
Adecuando la muestra en la prensa botanica; C. Muestra en periddico; D. Secando la
muestra en estufa eléctrica; E. Montaje de la muestra en el Herbario HAO (Fotografias S.
Leiva & M. Leiva 7032 HAO).
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Anexo. 2. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean. A. Muestra boténica depositada en
el Herbario HAO con el namero 20043 (Fotografias S. Leiva & M. Leiva 7032 HAO).
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Anexo. 3. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean. A-B. Muestra secando a temperatura
ambiente sobre papel Kraft; C. Pulverizando muestra en molino mecéanico; D. Muestra
pulverizada en bolsa ziploc. (Fotografias S. Leiva & M. Leiva 7032 HAO).

404 | 26 (1) Enero - Abril, 2019



Leiva et al.: Efecto ansiolitico del extracto etanclico de Passiflora salpoense (Passifloraceae) “ratones albinos”

Anexo. 4. Passiflora salpoense S. Leiva & Tantalean. A-E. Obtencion de los metabolitos
a través del extracto etandlico en el Laboratorio de Quimica IT de la Universidad Nacional
de Cérdoba - Argentina; F. Dr. Juan Carlos Oberti director del laboratorio de Quimica.
(Fotografias M. Leiva 7032).
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Anexo. 5. A. Ratones Balb/c en el bioterio; B. Midiendo la dosis del tratamiento en jerin-
ga de tuberculina. (Fotografias S. Leiva).
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Anexo. 6. A. Inicio de la prueba de marble burying; B. Ratéon sin administracion del
extracto etandlico; C. Ratén después de 30 minutos de la prueba. (Fotografias M. Leiva).
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Anexo. 7. A. Ratén después de 30 minutos de haberle suministrado el extracto etandlico
a dosis de 50 mg; B. Raton después de 30 minutos de haberle suministrado el extracto
etanolico a dosis de 100 mg (Fotografias M. Leiva).

408 | 26 (1): Enero - Abril, 2019




