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. Resumen

La depresion es un trastorno mental comun, se estima a nivel mundial que mas de
300 millones de personas de todas las edades sufren de depresion y esta cifra se
encuentra en aumento. Aunque existen tratamientos farmacologicos para la
depresion menos de la mitad de los afectados reciben dichos tratamientos (OMS,
2017).Debido a esta situacion, se han buscado nuevos medicamentos vy
desarrollado diferentes terapias para el tratamiento de esta enfermedad. Una

alternativa es el uso de plantas medicinales para el tratamiento de este desorden.

El caso mas conocido es la Hierba de San Juan (Hypericum perforatum) sin
embargo, hay otras especies en estudio como Litsea glaucescens, conocida como
laurel, la cual es empleada por la etnia Mazahua de Atlacomulco para tratar la
tristeza y el nerviosismo principalmente (Lozano-Mascarua, 1996).Nuestro grupo
de investigacion realizé en el 2012, estudios que avalan que el aceite esencial de
laurel tiene potencial efecto antidepresivo, y en el 2015 se dieron a conocer dos
compuestos del aceite esencial que son responsables de dicha actividad, el linalol
y el B-pineno. Sin embargo, no se conoce en L. glaucescens si la composicion
guimica del aceite esencial se ve afectada por la temporalidad, si los compuestos
volatiles de la planta tienen los mismos compuestos que el aceite esencial y Si
estos volétiles tienen actividad antidepresiva, es por esta razon que en el presente
trabajo se evaluo si los compuestos del aceite esencial se modificaban de acuerdo
a la época del afio en la cual son colectadas las hojas, se determind la
composicion quimica de los compuestos volatiles de ejemplares juveniles de laurel

y se evalué la actividad antidepresiva por via inhalatoria en ratones.

Para ello, se realizaron tres colectas de hojas y plantulas de L. glaucescens
en diferentes meses del afio, se obtuvieron los aceites esenciales de cada una de
las colectas y se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, la cuantificacion de los compuestos se realiz6 con
curvas de calibraciébn de estdndares. También, se realiz6 un analisis de los

compuestos volatiles con la técnica de head-space en plantulas. Por dltimo, para



evaluar la actividad antidepresiva del aceite esencial por via inhalatoria se utilizo el

modelo de nado forzado en raton.

Los resultados de los analisis revelaron que existe una variacion en la
cantidad de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de L. glaucescens,
preparado a partir del material colectado en diferentes fechas, por lo que podemos
afirmar que los diferentes estadios del desarrollo que presenta la planta en su ciclo
reproductivo afecta en la composicion del aceite (Amin et al., 2007; D’ antuono et
al., 2000). También se determiné que la composicion de los volatiles en individuos
juveniles es similar a la de los aceites esenciales obtenidos a partir de hojas secas
de individuos adultos, pero en abundancias muy diferentes. Por otra parte, se
determind que la administracion del aceite esencial administrado por via

inhalatoria tiene efecto antidepresivo en ratones.



Il. Introduccion

2.1 Principios de los ritmos bioldgicos

La variacion del metabolismo de los organismos vivos en diferentes intervalos de
tiempo siempre ha sido de gran interés por los investigadores, dichos estudios
comenzaron por la incertidumbre de conocer la influencia que tenia el medio
ambiente en las variaciones internas de los organismos en el tiempo (Mercado y
Diaz, 2011). Pittendrigh y otros investigadores de manera independiente en el
siglo XX, demostraron con varios experimentos que los animales tienen un
“dispositivo interno” de mantenimiento del tiempo (Gupta et al., 2013). Afios
después, se acufia el término formal de ritmo biologico; definiéndose como las
variaciones que existen en las actividades biolégicas de los organismos en funcién
del tiempo, negando absolutamente que las funciones de todos los organismos se
expresan de manera constante (Maurya et al., 2012).

Desde el surgimiento de esta idea, grandes personalidades de la historia
realizaron sus primeros experimentos en organismos vegetales, observando
cambios en las plantas en relacion al dia y la noche (Gupta et al., 2013). Dichas
variaciones pueden ser causadas por componentes 1) biéticos: insectos, hongos,
plantas y principalmente por los 2) abidticos: cantidad de agua, temperatura, luz,
pH, suelo, humedad. Otros factores como el dimorfismo sexual, estacionalidad del
afio (primavera, verano, otofio, invierno) y variacion en el tiempo de colecta ha
sugerido que modifican la cantidad y el tipo de compuestos producidos en la
mayoria de las especies vegetales (Kobayashi, 2004). La mayoria de los estudios
de variaciones cronoldgicas estan hechos en animales, en plantas hay pocas y en
particular en plantas de importancia nacional no hay ninguna.

Si bien la cantidad y el tipo de volatiles que genera una planta es de suma
importancia en su existencia, desarrollo y reproduccion, por otra parte, puede
influir es un propiedades medicinales por lo que este trabajo se seleccion6 como
objeto de estudio a Litsea glaucescens, planta aromatica de importancia medicinal

y econOmica.



2.2 México y las plantas medicinales
En México, mas del 90% de la poblacion usa plantas medicinales para el
tratamiento empirico de diversas enfermedades, esto se debe a que son recursos
de facil acceso y econdmicos comparados con los medicamentos de patente e
incluso los genéricos. Por otra parte, cierta parte de la poblacion utiliza las plantas

ya que piensan que al ser de origen natural no tienen efectos secundarios.

De las plantas medicinales que utliza la poblacion en México,
aproximadamente el 78% se emplea para la atencion de enfermedades
respiratorias, digestivas, problemas dérmicos y ginecolégicos (Taddei-Bringas et
al., 1999).

Muchas especies utilizadas por los nativos desde épocas prehispanicas, se
han seleccionado e incorporado gradualmente a la medicina tradicional actual
(Becerra, 1993), ampliando la riqueza histérica y cultural. Sin embargo, la
aprobacion y el uso de los remedios tradicionales aun no son admitidos ni
reconocidos por la mayoria de los médicos e Instituciones de Salud (Taddei-
Bringas et al., 1999), por lo que la importancia de las plantas medicinales no sélo
radica en su riqueza como parte de la cultura (Santillan, 2012), sino también en el
conocimiento cientifico que se genera a partir de su estudio, para documentar sus
aplicaciones, estudios farmacologicos y asegurar su eficacia y seguridad
(Andrade-Cetto, 2009).

2.3 Aceites esenciales
Los aceites esenciales son mezclas de compuestos organicos volatiles, estan
constituidos de 20-60 componentes quimicos en la mayoria de los casos. En las
plantas dichos compuestos son sintetizados como metabolitos secundarios,
principalmente se almacenan en células secretoras, células epidérmicas o
tricomas glandulares y pueden encontrarse en todos los 6rganos de la planta
(Bakkali et al., 2008).

Los aceites, se caracterizan por la presencia de dos o tres compuestos de
concentracion mayor (20-70%) en comparacion a otros componentes presentes en

trazas, generalmente los compuestos quimicos mayoritarios son los que



determinan las propiedades biolégicas de los aceites esenciales. Algunas de las
propiedades bioldgicas de los aceites esenciales (insecticida, antibacteriana,
antifangica y antiviral), estan sustentadas en observaciones de los mecanismos de
defensa que ha desarrollado la planta respecto a su entorno natural (Bakkali et al.,
2008), pero existe una amplia variedad de propiedades medicinales asignadas a
distintos aceites esenciales, por ejemplo: actividad anti-inflamatoria (Miguel, 2010),
antioxidante (Sari et al., 2006), sedante, anticonvulsiva (Tortoriello y Romero,
1992; Freire et al., 2006), antiespasmddica (Bakkali et al., 2008) y antidepresiva
(Guzméan-Gutiérrez et al., 2012) entre otras.

2.4 Depresion y tratamiento
El aumento exponencial de la poblaciébn mundial, la crisis econémica de algunos
paises y el estilo de vida en la actualidad, ha llevado a problemas de salud como
la depresion y la ansiedad (Sarris et al., 2011).La depresion es un trastorno mental
comun en todo el mundo, se estima que 300 millones de personas de todas las
edades la padecen, pero mas mujeres se ven afectadas por la depresion que los
hombres. Existen casos donde la depresion puede convertirse en una condicion

de salud grave y en el peor de los casos llevar al suicidio (OMS, 2017).

Existen medicamentos antidepresivos eficaces como citalopram, gepirona,
fluoxetina e imipramina (Rodriguez-Landa y Contreras, 2000), pero mas de la
mitad de los afectados en todo el mundo no recibe estos medicamentos, esto se
debe principalmente a la falta de personal capacitado para diagnosticar esta
enfermedad y a la falta de recursos econdmicos para sostener el tratamiento
médico (OMS, 2017). Alternativamente, existen diferentes especies de plantas
medicinales utilizadas para el tratamiento de la depresion que han resultado ser
efectivas(Sarris et al., 2011; Guzman-Gutiérrez et al., 2012), por ejemplo;
Passiflora suberosa (pasiflora), Valeriana officinalis (valeriana), Tagetes lucida
(pericon), Salvia elegans (mirto), Artemisia absinthium (ajenjo) (Rajput et al., 2011)
e Hypericum perforatum (Hierba de San Juan) (Pennington et al.,2009) por

mencionar algunas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924977X1100071X#bb0595

De éstas, un caso muy conocido es el uso de la raiz de valeriana (Valeriana
officinalis), la cual es ampliamente utilizada desde la época prehispanica como
sedante y ansiolitico (Savage et al., 2017). Hoy en dia, se sigue utilizando y se ha
comprobado su efectividad con experimentos in vivo en ratas macho, donde el
extracto etandlico tiene efecto ansiolitico y antidepresivo, determinado mediante el
modelo de laberinto en cruz elevada (EPM) y nado forzado (FST) respectivamente
(Hattesohl et al., 2008). Otro estudio, realizado por Rahimi et al., (2009), destaca
en ensayos clinicos una diferencia significativa entre Hypericum perforatum y los

antidepresivos convencionales.

En la actualidad existen diversos fitomedicamentos disponibles en México, la
Cofepris en el 2014, autorizé la venta de medicamentos de origen vegetal de dos
nuevos extractos; Hypericum perforatum y Valeriana officinalis para tratar la
depresiéon moderada, siendo los nombres comerciales Remotiv® (250 y 500 mg) e
Hyperikan® (300mg) asi como de Ivel® (500mg) y Taflavix® (100mg)

respectivamente, siendo su valor comercial menor a $ 400 MXN.

Actualmente nuestro grupo de investigacion esta estudiando a Litsea
glaucescens, mejor conocida como laurel, especie mexicana con actividad

antidepresiva (Guzman-Gutiérrez et al., 2012).

[1l. Antecedentes
3.1 Género Litsea

Litsea es un género de arboles o arbustos a veces dioicos o0 monoicos, (Lorea-
Hernandez y Jiménez-Pérez, 2010) consta de 400 especies de las cuales ocho se
encuentran distribuidas en el continente americano y siete presentes en México
(Fig.1) (Jiménez-Pérez et al., 2011). Actualmente, pertenece a la familia
Lauraceae y al orden de las Laurales (Lorea-Hernandez y Jiménez-Pérez, 2010;
APG IlI, 2009).

Las especies de Litsea se encuentran distribuidas a lo largo del pais en
climas célidos, semi-secos, secos y templados asociandose a la flora de los

bosques tropicales perennifolios, bosques de encino, bosques mixtos de pino-



encino, abarcando altitudes de 10 a los 2900 msnm (Argueta-Villamar et al.,
1994).
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Figura 1. Distribucion de Litsea spp. en México y América Central; A: L. glaucescens; A: L.
guatemalensis; o: L. muelleri; o: L. neesiana; : L. parvifolia; ¥ L. pringlei; o:L. schaffneri (Tomado de
Jiménez- Pérez et al., 2011).

Litsea glaucescens, es un arbusto dioico que alcanza un tamafio de 0.5 a 10
metros de altura (Van der Werff y Lorea, 1997). Las hojas son generalmente
lanceoladas, glabras, caracterizadas por tener un color brillante en el haz y gris en
el envés; inflorescencias (masculinas y femeninas) axilares, umbeladas, solitarias
o agrupadas a lo largo de las ramas; las flores presentan regularmente coloracién
amarilla y se encuentran agrupadas entre 3 a 6 flores. Sus frutos son globosos,
pequefios y de color negro cuando estdn maduros, aproximadamente de 1cm de
diametro (Fig. 2) (Argueta-Villamar et al., 1994). Florecen de marzo a abril (Davila-

Figueroa et al., 2011).
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Figura 2. Fotografias de Litsea glaucescens A) Detalle del haz y el envés B) Coloracion
amarillenta y detalles de flores del ejemplar femenino C) Frutos globosos e inmaduros
(Tomadas en las diferentes colectas 2017, J. Karina Diaz Cantoén).

3.2 Usos medicinales de Litsea glaucescens(Kunt)

La primera fuente bibliogréfica en la que se menciona el uso de L. glaucescens
data del siglo XVI; donde Francisco Hernandez en su publicacién “La Historia de
las Plantas de la Nueva Espafia” describié una especie nombraba por los nativos
como "ecapatli", el autor menciona: “es una especie de laurel parecido al europeo
pero con las hojas mas pequefas” (Valdés y Flores, 1985). También menciona
gue los nativos utilizaban el ecapatli para tratar la epilepsia y la pardlisis, con la
decoccion y bafios con los vapores de las hojas (Hernandez, 1959), cabe resaltar
gue dichos padecimientos estan relacionados con el sistema nervioso (Guzman-
Gutiérrez et al., 2012).

En el libro Florilegio Medicinal el cual es una combinacién entre la medicina
tradicional de Europa y la del Nuevo Mundo escrito por Juan de Esteyneffer en
1712, se menciona el uso del laurel para la cura de enfermedades frias, dolores de
cabeza y paralisis con el vapor de una decoccion de las hojas, asi como una serie
de recetas para el tratamiento de tumores, eliminar la ascitis y los gusanos

intestinales donde el principal ingrediente son hojas de laurel, que recientemente



ha sido interpretado como Litsea glaucescens (Esteyneffer, 1978;Jiménez-Pérez
et al., 2011).

3.3 Usos medicinales, culturales y gastrondmicosen la actualidad
De acuerdo con el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana
(Argueta-Villamar et al., 1994), se ha reportado su uso para el tratamiento de
trastornos estomacales, tales como diarrea, calambres e indigestion. También se
aplica en problemas ginecolégicos, como dolores post-parto, facilitar el nacimiento,
tratar la dismenorrea, la esterilidad, para curar dolor, infecciones, fiebres y
reumatismo. El modo de preparacion es en infusion o en maceracién con etanol de
las hojas de laurel. EI modo de aplicacion es bafios en los vapores, incluyendo el
temazcal e inhalacion de vapor de agua y fregado del extracto etandlico.

La etnia Mazahua de Atlacomulco prepara una decoccion de hojas de laurel
junto con otras plantas medicinales para tratar enfermedades relacionadas con el
sistema nervioso central por ejemplo nerviosismo, susto o tristeza (Guzman-
Gutiérrez et al., 2012).

Ademas de su uso en la medicina tradicional, Litsea glaucescens se emplea
en cuestiones gastrondmicas para la elaboracién de pastas, sopas, caldos y
pescados usando las hojas como condimento. Otro uso popular para las hojas del
laurel es en rituales religiosos, principalmente en la elaboracion de ornamentos

para la fiesta catdlica del Domingo de Ramos (Armenta et al., 2011).

A pesar de los varios usos que se le pueden dar al laurel, la alta explotaciéon
de esta especie se debe al uso excesivo de las hojas en la gastronomia mexicana,
por lo que la SEMARNAT ha catalogado a L. glaucescens en peligro de extincion
en la NOM- 059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010).

3.4 Estudios quimicos y biologicos de L. glaucescens(Kunt)

Las especies americanas de laurel son poco conocidas y estudiadas (Jiménez-
Pérez et al., 2011), sin embargo, se sabe por estudios relacionados que el género



Litsea contiene flavonoides, terpenos, alcaloides (Fig. 3), esteroides, lignanos y

acidos grasos (Kong et al., 2015).

MeO
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Figura 3. Estructuras quimicas de compuestos tipicos aislados de plantas del género Litsea:
1) Flavonoides: kaempterol e isofillocoumarina 2) Terpenos (Monoterpenos): eucaliptol y
limoneno 3) Alcaloides: aterolina e isoboldina (Tomado y modificado de Kong et al., 2015).

En el 2011, Jiménez-Pérez y colaboradores determinaron la composicion quimica
del aceite esencial foliar de las siete especies de laurel distribuidas en México (L.
glaucescens, L. guatemalensis, L. muelleri, L. neesiana; L. parvifolia, L. pringlei y
L. schaffneri), identificando un total de 206 compuestos en los aceites esenciales,

pero solo 46 compuestos rebasaban el 1% de abundancia relativa.

Los compuestos mayoritarios reportados para L. glaucescens en este mismo
estudio son: eucaliptol, linalol, terpinen-4-ol y a-terpineol, seguido de a-pineno, B-
pineno y o-cimeno (Fig. 4).Por otra parte, los autores determinaron que la especie
mayormente usada como condimento es L. glaucescens, e infieren que esto se
debe a su alto contenido de eucaliptol (cuadro 1), ya que este compuesto le
confiere caracteristicas organolépticas mas agradables respecto a las otras seis

especies.
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Cuadro 1. Composicion quimica (% v/v) del aceite esencial foliar de las siete especies mexicanas
de laurel (Tomado y modificado de Jiménez-Pérez et al., 2011).

Compueste {_neesiane L glevcescens L - guatemalensis L. schaffaeri L parvifelig L pringlei L muelleri

Eucaliptol 1.92 36.29 1.38 2374 0.76 21.19
1546

Linalol 14.58 5.01 2195 11.42 5.88 14.36
1.46

q-pineno 10.11 9.52 10.76 11.93 0.63 174
12.50

B-pineno 406 733 4.61 6.04 0.52 1.29
8.56

o-timeno 0.40 498 0.40 7121 0.31 B
5.94

terpinen-4-ol 0.3 10.33 0.28 0.82 0.22 20f
548

a-terpinenl 0.39 0.60 1.63 6.43 0.25 312
1.39
B- coriofileno 0.26 0.82 1.86 0.10 1.50 1.33 1.69
Dxido de cariofileno 0.20 0.17 743 0.11 3.65 9.94 0.38
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Figura 4.Compuestos identificados mayoritarios del aceite esencial de L. glaucescens, de
izquierda a derecha: eucaliptol, linalol, Terpenin-4-ol, a-pineno, 3-pineno y o-cimeno).

Guzman-Gutiérrez y colaboradores (2012) determinaron la actividad antidepresiva
del aceite esencial de L. glaucescens por via intraperitoneal, dicha actividad la
evaluaron con un modelo conductual in vivo en ratén llamado de nado forzado
(FST). En este modelo propuesto por Porsolt et al., 1977, describe que la conducta
de los animales obligados a nadar en un espacio reducido y sin escape es la
inmovilidad y que los antidepresivos disminuian esta conducta. En el estudio de
Guzman-Gutiérrez et al., 2012, observaron disminucion en el tiempo de
inmovilidad con respecto al vehiculo, esto quiere decir que el aceite esencial tiene
potencial efecto antidepresivo y que la disminucion de esta inmovilidad no tiene
relacion con un efecto en la actividad motora espontanea del raton evaluada en el

modelo de campo abierto.
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V. Hipotesis

Con base en los antecedentes mencionados de esta especie aromatica mexicana

se plantea:

- El aceite esencial de L. glaucescens preparado a partir de ejemplares
colectados de ambos sexos en diferentes épocas del afio tendran diferencias
en su composicion.

- Si existen variaciones en la produccién de metabolitos secundarios en L.
glaucescens durante un dia, entonces habra diferencias en la composicion de
los compuestos volatiles liberados por la especie en la mafiana y noche.

- El aceite esencial de L. glaucescens presentara actividad antidepresiva
administrado por via inhalatoria.

- El aceite esencial tendr& actividad anti-micobacteriana.

V. Objetivos generales

- Determinar la composicion quimica del aceite esencial de L. glaucescens
obtenido a partir de material colectado en diferentes épocas del afio y de
ejemplares de ambos sexos.

- Determinar la variacion en la composicion de los compuestos volatiles de L.
glaucescens.

- Evaluar el efecto antidepresivo del aceite esencial de L. glaucescens.

- Determinar la actividad anti-micobacteriana de L. glaucescens.

5.1 Objetivos particulares

- Determinar la composicién quimica del aceite esencial de hojas L.
glaucescens preparado a partir de diferentes colectas durante el afio.

- Determinar las variaciones en la composicién quimica del aceite esencial de
L. glaucecens obtenido de ejemplares masculino y femenino.

- Determinar la variacién en la composicion quimica de los compuestos
volatiles liberados por L. glaucescens en la mafiana y en la tarde-noche de

individuos juveniles.
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- Evaluar la actividad antidepresiva del aceite esencial administrado por via
inhalatoria y comparar la actividad del aceite administrado por via i.p.

- Evaluar la actividad anti-micobacteriana del aceite esencial in vitro.

V1. Material y métodos
6.1 Colecta y extraccion del aceite esencial

El material vegetal de Litsea glaucescens fue colectado en tres diferentes meses
del afio (febrero, mayo vy julio), en el mismo horario (14:00 a 15:00 horas) de los
mismos ejemplares masculino y femenino, en la localidad de Huitzila en el estado
de Veracruz a 18° 42’ 42.6” latitud Norte y 97° 10’ 22.4” |atitud Oeste; a una altura
de 2222 msnm.

El material colectado se dejé secar durante 15 dias a temperatura ambiente sobre

papel periddico posteriormente se almaceno en bolsas de plastico.

La identificacion taxondmica del ejemplar la realiz6 el M. en C. Ramiro Cruz
Duran, en el Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM, y dos ejemplares
fueron depositados en el mismo sitio con los nimeros de Voucher: 161832 y
161833 (Fig. 5).

161833

Figura 5. Ejemplar de L. glaucescens (Kunt) (161833). Depositado en la coleccién
del Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
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Las hojas de cada colecta fueron trozadas y pesadas junto con frutos y/o flores, y
se colocaron en el equipo de destilacion por arrastre de vapor. La destilacion de
cada muestra duré 2 horas. El aceite esencial obtenido se almacend en un vial
ambar de 4 mL a 4°C hasta su uso. Se calculd el rendimiento de cada uno de los

aceites esenciales empleando la siguiente ecuacion:

(1)

100xgramos de aceite esencial obtenido

= % de rendimiento
gramos de material vegetal hidrodestilado

6.2 Analisis quimico del aceite esencial
Los aceites esenciales fueron analizados en el Laboratorio Nacional de Ciencias
para la Investigacion y la Conservacion del Patrimonio Cultural del Instituto de
Quimica (LANCIC-1Q), con la asesoria de la M. en C. Mayra Le6n Santiago. Se
utilizé un cromatégrafo de gases Agilent technologies 7890B GC acoplado a un
espectrometro de masas Agilent technologies 5977 MSD. Las muestras de aceite
esencial se prepararon en un rango de concentraciones de 1 pg/mL hasta 4
png/mL, dependiendo de la sefial emitida en el equipo. El aceite esencial de cada
una de las colectas, asi como los estandares se disolvieron en cloroformo. El
volumen de inyeccion fue de 1uL, se utilizé una columna HP-5ms, fenilo al 5%,
dimetilpolisiloxano al 95%, 30 m x 250 ym x 0.25 um, utilizando las siguientes
condiciones: gas acarreador, helio (He); flujo, ImL/ min, velocidad media 36.262
cm/sec. Se inicié el analisis con una temperatura de 40°C durante 1 minuto
pasado ese tiempo comenzd una rampa de calentamiento de 15°C/minuto hasta
alcanzar los 300°C y esta temperatura se mantuvo 2 minutos. Los constituyentes
del aceite esencial fueron caracterizados por comparacion de su tiempo de
retencion (tr) y sus espectros de masas con los de estandares inyectados en el
mismo equipo Y utilizando el mismo método. En algunos casos, en ausencia de un

estandar, la identificacion se realizé por indice de similitud de los espectros de
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masas con los reportados en la libreria del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST 2014).

6.3 Cuantificacion de los compuestos en el aceite esencial

Mediante el programa Qualitative Analysis B.0700 se obtuvieron las areas bajo la
curva de los compuestos del aceite esencial (Fig. 6), para determinar la

abundancia relativa (%) de dichos compuestos se empleé la siguiente ecuacion:
2

Area del compuesto de interés

X100

Suma de las areas totales obtenidas
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Figura 6. Cromatograma del aceite esencial de L. glaucescens.

Posteriormente, para determinar la cantidad exacta de los compuestos presentes
en el aceite esencial se realizaron curvas de calibracion por triplicado con
estandares certificados de eucaliptol, linalol, D-limoneno, a-pineno, B-pineno y a-
terpineol. De los cromatogramas resultantes se obtuvieron las areas bajo la curva,
se calculé el promedio, desviacion estandar, error estandar y se graficaron los
datos, obteniendo para cada curva de calibracibn una ecuacion lineal y el

coeficiente de correlacién de Pearson (R?) (anexo 1).
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6.4 Analisis quimico de los compuestos volatiles
Los compuestos volétiles se analizaron, tanto en las hojas como en los individuos
juveniles con la técnica de Head-Space Micro-extraccidon en Fase Sdlida (HS-
SPME). Se utiliz6 una fibra Supelco de divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(50/30 um DVB/CAR/PDMS) de 2 cm, la cual después de ser expuesta a los
compuestos voléatiles se expulsé en el puerto de inyeccion durante dos minutos en

el cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas.

En el caso del analisis de los volatiles de las plantulas, se contaba con cuatro
ejemplares. Cada planta se colocaba en un contenedor de vidrio cilindrico de 50
cm de alto x 25 cm de diametro. La fibra se introdujo en la parte alta del contendor,
se sell6 la base y la tapa de la parte superior con parafilm (Fig. 7). Para la toma de
muestra, con base en experimentos preliminares, se establecieron las siguientes
condiciones: tiempo de equilibrio 15 min (sin exponer la fibra) y tiempo de

adsorcion 3h (con la fibra expuesta) y sin ventilacion.

Para el andlisis de voléatiles en hojas, se trozaron 200 mg de material y se
introdujeron en un vial de vidrio de 40 mL, se afladieron 5 mL agua destilada a
25°C y 75 mg de cloruro de sodio. La tapa del vial estaba acondicionada con septa
de silicona (Fig. 7). La mezcla se mantuvo en agitacion y temperatura constante,
para la adsorcion de voléatiles se siguio el protocolo establecido por Alvarez-Ospina
et al., 2013.

Tanto en el analisis de los volatiles de plantulas como en el de los volatiles de
las hojas, se acondicioné en el inyector del sistema CG, de acuerdo con las

instrucciones proporcionadas por el fabricante.
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Figura 7.Imagenes del proceso de extraccion mediante HS-SPME. 1) Sistema acondicionado para
la extraccion de volatiles de individuos juveniles (derecha) 2) Sistema para la extraccién de
volatiles de hojas recién cortadas (izquierda).(Fotografias tomadas por J. Karina Diaz Canton,
2017).

6.5 Evaluacion de la actividad antidepresiva
Todos los experimentos fueron realizados con ratones CD1 machos (25-309)
adquiridos de la Unidad de Produccion y Experimentacién de Animales de
Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Autbnoma Metropolitana Xochimilco. Los
ratones permanecieron antes y durante el experimento en un cuarto de
alojamiento de animales del Instituto de Quimica con temperatura constante (22 +
1°C) en un ciclo 12 h luz/ 12 h oscuridad. Los animales fueron separados en

grupos de 10 y tuvieron libre acceso a alimento y agua.

Todos los procedimientos que involucran el uso de animales de
experimentacion se llevaron a cabo conforme a lo descrito en la Norma Oficial
Mexicana: Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999), acorde con que las reglas
internacionales sobre el uso de animales de experimentacion. Ademas, el
protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética del Instituto de
Quimica (CICUAL-IQ-002-17).

Para evaluar el efecto antidepresivo del aceite esencial por via
intraperitoneal, se utilizaron 30 ratones divididos en tres grupos: control solucién

salina 0.9% (Tween 80 0.1%), control positivo imipramina (IMI) 22.6 mg/kg y aceite
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esencial (AE) 100 mg/kg. El volumen de administracién fue 0.1 mL/10 g de peso
de raton. Los ratones del grupo AE, se administraron con el aceite del ejemplar
masculino de L. glaucescens, el cual se suspendié en solucién salina con Tween
80 (0.1%). Todos los grupos se administraron tres veces: 24, 18 y 1 h antes de las

pruebas.

La dosis del aceite esencial, el volumen de administracion y el numero de
administraciones esta basada en estudios anteriores (Guzman-Gutiérrez et al.,
2012). Sin embargo, la dosis de administracién del grupo IMI, control positivo, fue
modificada, y se eligié la administracion de 3 veces la dosis de 22.6 mg/kg (las

gréaficas que justifican este cambio se encuentran en el anexo 2).

Para la evaluacion la antidepresiva por via inhalatoria del aceite esencial de
L. glaucescens, se utilizaron12 ratones divididos en dos grupos: control aceite
puro de maiz y aceite esencial. Con base en un experimento preliminar (Anexo 3)
se determind que el volumen de aceite esencial en la cAmara de inhalacion seria
de 20 uL. Para el sistema de inhalacién se utilizd una caja transparente con tapa
(26 x 22 x 20 cm); en la parte inferior central se colocé una caja Petri de vidrio con
el volumen de aceite correspondiente (Fig. 8). Antes de introducir a los ratones, la
caja se saturd con los volatiles del aceite durante 5 minutos, posteriormente se
colocaron los ratones dentro de la caja en grupos de 2 ratones exponiéndolos al
olor durante 30 minutos, una vez terminado el tiempo de exposicion, se retiraron
los ratones e inmediatamente después se sometian a la prueba de campo abierto

y posteriormente a la prueba de nado forzado.

19



Figura 8. Caja de administracion del aceite esencial de L. glaucescens por via inhalatoria.

6.6 Pruebas conductuales
6.6.1 Nado forzado

El modelo utilizado esta basado en lo establecido por Porsolt et al., (1977), con
algunas modificaciones. Consiste en administrar a los ratones con un farmaco
antidepresivo o0 una sustancia de prueba y 1 h posterior a la tltima administracion,
se colocan durante 6 minutos en un contenedor cilindrico con agua (24+ 1 °C)
hasta 15 cm de altura. Del contenedor no hay escape y después de un periodo
inicial de movimientos vigorosos el ratébn adopta una conducta de inmovilidad,
haciendo los movimientos minimos necesarios para mantenerse a flote, dicha
conducta se le relacionada con la depresion (desesperanza) y se ha demostrado
gue los farmacos antidepresivos utilizados en la clinica son capaces de disminuir
ese tiempo (Fig. 9). Todas las pruebas fueron filmadas y analizadas después del
experimento. Se registré el tiempo de inmovilidad (segundos) de cada raton
durante los dltimos cuatro minutos de la prueba y se consideran inméviles cuando

solo hacen los movimientos minimos necesarios para mantenerse a flote.
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Figura 9. Ratones sometidos a la prueba de nado forzado de izquierda a derecha; a) animal
manteniéndose a flote; b) animal realizando intentos por escapar del contenedor (Fotografias
tomadas de las grabaciones en tiempo real de esta prueba; J. Karina Diaz Cantén, 2016).

6.6.2 Campo abierto

El modelo de campo abierto se utilizdé para evaluar el efecto del aceite esencial
sobre la actividad motora espontanea. Esta prueba la realiza cada raton justo
antes de ser introducido en el cilindro de agua. Se coloca al ratén en un espacio
delimitado y dividido en cuadrantes durante dos minutos. El objetivo de este
experimento es validar la prueba de nado forzado, determinando que
efectivamente la reduccion en la inmovilidad de los ratones se debe a un efecto
“antidepresivo” y no a un aumento de la actividad motora espontanea (Gould et al.,
2009).El parametro que se cuantifico fue el numero de cuadrados recorridos (con
las cuatro patas en un cuadrado) en un periodo de 2 minutos (Fig. 10).
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Figura 10. Ratén sometido a la prueba de campo abierto (Fotografias tomadas de las
grabaciones en tiempo real de esta prueba; J. Karina Diaz Cantén, 2016).

6.6.3 Evaluacion de la actividad anti-micobacteriana

Este ensayo se realiz6 bajo la direccion de la Dra. Mayra Silva Miranda, en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas, en el laboratorio de Bioseguridad BSL-
3.Se utiliz6 M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 (American Type Culture
Collection). Se tomaron 500 uL de inoculo bacteriano y se agregaron a 50 mL de
medio 7H9 Middlebrook enriquecido con ADC (albumina-dextrosa-catalasa) y
tyloxapol al 0.02%, 5 dias antes del ensayo, y se mantuvieron en agitacion a 200
rom a 37°C.Una vez pasado el tiempo de incubacion se midié la densidad 6ptica
(D.O) a 600 nm del cultivo y se ajusté a una D.O de 0.4 con un nefelémetro. De
esta suspension se realiz6 una dilucién 1 a 25 en medio de cultivo (mas o menos
D.O final 0.025).

En una placa de 96 pozos de poliestireno transparente con fondo plano se
agregaron 100 pyL de medio de cultivo 7H9 (glicerol, 10% ADC) y tyloxapol, 100 yL
del in6culo de M. tuberculosis, dejando la periferia de la placa con 200 ul de agua
0 PBS para evitar la pérdida de muestra por evaporacién. Se adiciona una curva
de rifampicina (farmaco de referencia) desde una concentracion 16 ug/mL hasta
0.00095 pg/mL y se colocaron 6 controles extra en 6 pozos distintos, rifampicina
sin bacteria, DMSO sin bacteria, DMSO con bacteria, medio sin bacteria, medio

con bacteria y medio sin bacteria con sustancia de prueba.
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Por ultimo, se agregaron los compuestos evaluados a concentraciones finales
desde 500 y 250 ug/mL (aceite esencial). Se incubaron durante 6 dias a 37°C en
camara humeda; una vez finalizada la incubacion se agregaron 30 ul de
Resazurina al 0.01% en agua (filtrada por 0.22 um), se dejo incubar por 48 horas y

se procedio a leer las placas.

Las lecturas se hicieron visuales y la MIC se defini6 como la minima
concentracion de aceite esencial a la cual ocurri6 un cambio de color de azul a

rosa. Una MIC mayor a 300 ug/mL se considera no activo.

El resumen del método desarrollado para la evaluacidon de los aceites

esenciales de L. glaucescens se muestra en la figura 11.
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METODO

1
l I I I I

COLECTA DE OBTENCION DE ANALISIS DE ANALISIS DE ACTIVIDAD
MATERIAL ACEITE ESENCIAL ACEITE ESENCIAL VOLATILES FARMACOLOGICA
M T
mediante 1 |
Cromatografia de gases Head- Space
lera colecta acoplada a espectrometria SPME Intraperitoneal
(1 julio 2016) Arrastre de vapor de masas 1
| in vivo |
Canbdad
pléntuila Dosis de imvpramina I
10 pL
2da colecta Curva de T Hoja 2
(4 febrero 2017) calibracién Condi 20 L
| 22.6 mglkg
Con/sin ventilacion Dosis de AE Tiempo de exposicién
mafana 9 h y tarde 19 h I 15 min
3era colecta
(13 mayo 2017) 100 mg/kg 30 min

Figura11. Resumen del método de la evaluacion delacomposicidn quimica del aceite esencial, los compu estos
volatiles de L plaucescensy la evaluacion dela actividad antidepresiva.
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VII. Resultados y discusion
7.1 Rendimiento de los aceites esenciales

En el cuadro 2, se indican los rendimientos obtenidos de aceite en cada colecta. El
mayor rendimiento se obtuvo en la colecta de julio del 2016 en el ejemplar

femenino.

Cuadro 2.Rendimientos obtenidos de los aceites esenciales de tres colectas diferentes.

Mes y afio de Julio de 2016 Febrero de 2017 Mayo de 2017
colecta
Q 3 ? 3 ? 3
Rendimiento % 0.78 0.74 0.59 0.53 0.66 0.68

El primer estudio sobre la composicién quimica de L. glaucescens lo realizé
Jiménez-Pérez et al. (2011), los autores reportan que el rendimiento de aceite
esencial colectado también en Huitzila, en 2008 fue de 1.15%. En el 2012,
nuevamente se reportd el rendimiento para una nueva colecta, en la misma
localidad, del 0.85% (Guzman-Gutiérrez et al., 2012). Los rendimientos reportados
en este trabajo son menores, esto se debe a que el aceite esencial de la colecta
de Jiménez-Pérez se obtuvo por hidrodestilacién con un equipo tipo Clevenger y
en este caso y en el estudio del 2012 los aceites se obtuvieron por arrastre de
vapor. También, las diferencias se deben a los meses de colecta de cada uno de

los estudios (noviembre, abril, febrero, mayo y julio respectivamente).

Ahora bien, el rendimiento del aceite esencial para especies de la misma
familia, es similar, por ejemplo, para Laurus nobilis (laurel europeo, Campania, sur
de Italia) se reporta con 0.57% y para Cinnamon verum (canela) se reporta 1% de
rendimiento, en ambos casos se obtuvo el aceite por hidrodestilacién (Caputo et
al., 2017; Sohrabi et al., 2017).En algunos casos se ha observado que es mas
recomendable la extraccion por arrastre de vapor, ya que en el caso de
hidrodestilacion al estar en contacto el material vegetal con el agua puede
generarse mayor degradacion de los principios del aceite (Périno-Issartier et al.,
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2013). Para especies de otras familias como es el caso de Hypericum webbii, se
reportan valores entre 0.8 y 1.6% por hidrodestilacion (Marceti¢ et al., 2016). Esta
reportado que el rendimiento de aceite esencial depende de la planta, de la época
y lugar de colecta, y que varia en promedio entre el 0.5 y el 2% de rendimiento,
cuando se obtiene por la técnica de hidrodestilacion o arrastre de vapor
(D"antuono et al., 2000; Caputo et al., 2017; Guzman-Gutiérrez et al., 2012;
Jiménez-Pérez et al., 2011). Los rendimientos obtenidos en este estudio para
Litsea glaucescens concuerdan con los reportados con anterioridad por nuestro
grupo de investigacion (Guzman-Gutiérrez et al., 2012). Ademas se observa que el
rendimiento se mantiene dentro del intervalo reportado en la literatura para los
aceites esenciales en general (Amin et al., 2007; D’antuono et al., 2000; Msaada
et al., 2012). La variabilidad en el rendimiento que observamos en el cuadro 2,
también debe de estar influenciada por los cambios fenolégicos que presenta la
planta a lo largo de su ciclo reproductivo, por consiguiente a la temporada en la

cual haya sido colectada (Amin et al., 2007).

7.2 Composicion quimica de los aceites esenciales
Se identificaron entre 29 y 35 compuestos totales presentes en los aceites
esenciales. Sin embargo, no todos los compuestos rebasan el 1% de abundancia
relativa, por esta razon solo se comparé la presencia de ocho compuestos
mayoritarios en las muestras, de los cuales la mayoria rebasan el 1% a excepcion
del D-limoneno y a-terpineol (Cuadro 3). Estos ocho compuestos estan en un
rango entre el 69 y el 76 % del total de la composicion del aceite y entre ellos
estan dos de los compuestos que han sido identificados como responsables de la

actividad antidepresiva, el linalol y el B-pineno.
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Cuadro 3.Composicién quimica en abundancias relativas (%) de los aceites esenciales de L.

glaucescens en diferentes colectas

Ejemplar femenino Ejemplar masculino

Tr Compliesto AE2 AE3 AEl  AE2 AE3 AE1
min

( ) febrero mayo julio febrero mayo julio

(%) (%)

4.898 a- pineno 9.67 10.43 8.24 7.18 1175 10.96
5.406 B—pineno 7.46 8.98 7.92 6.77 9.68 9.05
5.885 o-cimeno 11.94 2.72 17.40 7.63 791 6.85
5.972 D-limoneno PT PT PT 7.12 PT 6.40
6.179 Eucaliptol 35.08 36.87 33.10 31.30 3431 31.06
6.676 Linalol 4.38 7.40 4.37 3.51 4.05 2.39
7.530 Terpinen-4-ol 7.60 9.43 4.79 5.58 6.29 6.34
7.655 a—terpineol 0.16 0.40 0.27 0.17 0.30 0.28

Tr: Tiempo de retencion

PT: Presente en trazas

AE: Aceite esencial, primera, segunda y tercera colecta.

La composicion quimica del aceite de L. glaucescens se encuentra conformada en
Su mayoria por compuestos de tipo terpenos, especificamente monoterpenos, y el
mayoritario es uno oxigenado, el eucaliptol (cuadro 3 y 4), estos resultados
concuerdan con los ya obtenidos en nuestro grupo de investigacion. En el cuadro
3 se pueden apreciar las abundancias relativas (%) de los componentes de los
aceites esenciales. Los porcentajes se determinaron a partir de los

cromatogramas que se obtuvieron del analisis de cromatografia de gases
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acoplada a espectrometria de masas. Es importante mencionar que el calculo de
la abundancia relativa (%) es un parametro bastante comun para determinar la
composicién quimica de algun extracto o aceite esencial y que, en su mayoria, los
articulos reportan los analisis con estos valores. En este estudio se complementd
la informacion obtenida con la cuantificacion de algunos compuestos mayoritarios

del aceite esencial (cuadro 4), mediante curvas de calibracion (Anexo 1).

Los resultados de la cuantificaciébn se muestran en el cuadro 4. Estos datos
muestran resultados preliminares, de las diferencias en la composiciéon quimica del
aceite esencial colectado en diferentes meses y en dos individuos de distinto sexo
(ejemplar femenino y masculino). Se puede observar que en mayo, cuando hay
calor y aun no hay lluvias constantes, en general la cantidad de los componentes
mayoritarios es mas alta en ambos ejemplares, masculinos y femeninos, y menor
en el mes de julio cuando ya es temporada de lluvias. El eucaliptol se mantuvo
como el compuesto mayoritario en todas las colectas y en ambos sexos, con

valores en un rango de 315.96 ug/mL a 1219.05 ug/mL.

De los tres primeros compuestos mayoritarios (eucaliptol, a-pineno y B-
pineno) se presentd una cantidad mas alta en el ejemplar masculino. Del linalol
hay una cantidad muy similar en los tres meses de colecta, y para ambos sexos la
mayor cantidad se presentd en mayo. En el caso de D-limoneno, éste se
encuentra en trazas en los ejemplares femeninos en las tres diferentes colectas,
por lo que este compuesto podria ser un marcador de la diferencia entre

ejemplares masculinos y femeninos.

Esto es muy relevante ya que en estudios preclinicos y clinicos, seria
importante considerar si los aceites esenciales provienen de ejemplares

masculinos o femeninos.
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Cuadro 4.Concentracion en ug/mL de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de Litsea

glaucescens.

Ejemplar femenino

Ejemplar masculino

AE1 AE2 AE3 AE1 AE2 AE3

T febrero mayo julio febrero  mayo julio
(min)  Compuesto (kg/mL) (kg/mL)

4.898 a- pineno 88.64 89.46 32.27 70.07 173.85 88.22
5.406 B-pineno 64.33 71.72 32.94 62.54 127.66 68.17
5.972  D-limoneno PT PT PT 104.57 PT 77.57
6.179  Eucaliptol 761.96 774.88 315.96 737.72  1219.05 601.84
6.676  Linalol 48.54 69.01 28.86 43.48 65.40 30.48
7.655 o-terpineol 19.91 36.24 16.76 21.96 44.31 26.24

Tr: Tiempo de retencién
PT: Presente en trazas
AE: Aceite esencial, primera, segunda y tercera colecta.

Como ya se menciond, el compuesto mayoritario en todas las colectas de L.
glaucescens es el eucaliptol, en el caso del laurel europeo, Laurus nobilis, también
su componente mayoritario es el eucaliptol, lo que les confiere propiedades
organolépticas similares y lo que llevo a que la especie mexicana fuera llamada
laurel también. Por esta razon, L. glaucescens ha sido la especie mas utilizada a
diferencia de las otras especies de Litsea presentes en México (Jiménez-Pérez et
al., 2011), y si se toma en cuenta que también tiene un amplio uso cultural

(ramos), se justifica la amplia disminucién en sus poblaciones silvestres.
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El linalol, es uno de los compuestos responsables de la actividad
antidepresiva de L. glucescens y siempre estuvo presente en las diferentes
colectas en ambos sexos. Esto es relevante, ya que nos indica que de este
principio activo se tiene una produccidon constante y se puede cosechar en
cualquier época del afio, ya que el aceite producido a partir de él mantendria
estandares de calidad a lo largo del afio. Por otra parte el linalol es comun en
aceites esenciales con actividad antidepresiva y/o ansiolitica, por ejemplo, el
aceite esencial de Lavandula angustifolia (lavanda) tiene actividad ansiolitica
(Linck et al., 2010) y contiene principalmente, acetato de linalilo, linalol, acetato de
geranilo y B-cariofileno (L6pez et al., 2017). El aceite esencial de Pimpinella
anisum (anis) mostré actividad antidepresiva en el modelo de nado forzado en

raton, y el monoterpeno mayoritario del aceite es el linalol (Samojlik et al., 2012).

Aceites esenciales con alto contenido en linalol de las especies Aniba
rosaeodora, Aniba parviflora y Aeollanthus suaveolens, utilizadas en la medicina
tradicional del Amazonas (Brasil), presentaron actividad antidepresiva en el

modelo de nado forzado en ratas (Dos Santos et al., 2018).
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7.3 Analisis quimico de los compuestos volatiles
La determinacion de volétiles no era un método que estuviera desarrollado en el
LANCIC, por lo que este trabajo aporta el disefio del equipo de captura de volatiles
apatir de ejemplares juveniles. Como parte del desarrollo de la metodologia se
determind la composicion de los volatiles cony sin ventilacion dentro del sistema
de captura (Anexo 4). Después de las pruebas preeliminares se establecié que la
mejor determinacién de los volatiles era sin ventilacion, por lo que los resultados
gue acontinuacion se muestran son utilizando el sistema de captura sin

ventilacion.

En el cuadro 5 se presentan los compuestos volatiles liberados por los
ejemplares juveniles analizados. Se observo que la composicién quimica de los
volatiles es similar a la composiciondel aceite esencial, ya que contienen los
mismos compuestos mayoritarios, pero en cantidades diferentes.En los volatiles
se observé que el o-cimenoes el compuesto mayoritario (30 %) en ambos
horarios, a diferencia delaceite esencial, donde el compuesto mayoritario es el

eucaliptol.

En el horario de la tarde-noche se liber6 mayor cantidad de componentes
mayoritarios, después del o-cimeno le sigue el D-limoneno (27.31 %), el eucaliptol
(16.50%), el a-pineno (11.7 %), el linalol (9.42 %), el B-pineno (5.32%). Para el
horario de la mafiana le siguen en abundancia el D-limoneno (20 %) a-pineno (18
%), el eucaliptol (15 %), el B-pineno (5.3 %) el linalol (4.3 %) y al final el y-
terpineno (3.5%). De acuerdo con éstos estudios preliminares, hay diferencias en
la liberacion de los compuestos volatiles de ejemplares juveniles en la mafana (9-
12 h) respecto a la tarde-noche (16- 19 h).

La liberacidbn de compuestos voléatiles y los cambios en su composicion
guimica, durante ciertos periodos de tiempo (mafiana-tarde) y en distintas
temporadas del afio, sugieren algunos papeles biolégicos para estos volatiles, por
ejemplo: la polinizacion, la proteccion de los érganos reproductores y la defensa
contra herbivoros y patdgenos (Azam et al., 2013; Gershenzon et al., 2000;

Jabalpurwala et al., 2009).
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También se conoce que la fase de desarrollo de una planta tiene impacto en
la produccion de volatiles en la hoja. En este estudio, la cuantificacion de
compuestos volatiles se llevé a cabo en ejemplares juveniles, lo cual podria
sugerir que los compuestos presentes en este estudio se vean modificados en su
fase adulta (Azam et al., 2013).

Cuadro 5.Abundancia relativa de compuestos volatiles en plantulas sin ventilacion en dos horarios

diferentes.

Mafiana Tarde-noche
Tr Compuesto E1 E2 E3 E4 E1l E2 E3 E4
(min) %
4.898 a-pineno 1741 17.22 1859 1883 341 1210 7.10 24.39
5.406 B-pineno 9.08 1.89 257 7.75 3.56 7.70 2.00 10.57

5.707 0-cimeno 2512 36.39 45.64 14.87 4454 28.17 29.0 10.32

5.972 D-Limoneno  16.47 26.98 20.07 22.68 23.15 17.35 4857 20.20

6.179 Eucaliptol 2441 1454 511 19.12 955 2740 11.72 17.35

5.946 y-terpineno 390 298 343 4.02 494 1.87 1.62 3.16

6.676 Linalol 3.60 0 458 9.28 10.85 542 0 12.13

Tr: Tiempo de retencion
E: Individuos juveniles

Por otra parte, también se exploré la técnica de Head-Space como una
posibilidad para evaluar los volatiles de las hojas de L. gluacescens, sin embargo,
una vez que se establecid el sistema de captura de volétiles, se descarté esta
técnica. Cabe mencionar que en los experimentos preliminares con hojas, se
observo que tienen los mismos compuestos quimicos que el aceite esencial y que
los volatiles liberados por los individuos juveniles, solamente varia la abundancia

relativa de cada uno (Anexo 5).
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7.4 Evaluacion de la actividad biologica del aceite esencial

7.4.1 Administracion del aceite esencial via intraperitoneal
En primera instancia, en este trabajo se corroboré la actividad antidepresiva del
aceite esencial de L. glaucescens administrado por via intraperitoneal a una dosis
de 100 mg/kg, preparado de la colecta del mes de julio del 2016, (Fig.12).
Ademads, se determind que para el nuevo lote de animales la imipramina (control
positivo) a una dosis de 22.6 mg/Kg ya producia un efecto antidepresivo
significativo. Es posible que el efecto de los farmacos pueda variar de lote a lote
de animales de experimentacion, es por esto que se evalud la dosis de imipramina
propuesta en el 2012, 30 mg/Kg (Anexo 2). Los resultados de la figura 12, estan
validados por la prueba de campo abierto, y estos resultados se muestran en el

anexo 2.
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Figura 12.Efecto del aceite esencial de L. glaucescens (AE) en ratones sometidos a la prueba de
nado forzado. La imipramina (IMI) fue el farmaco control positivo. Cada columna representa la
media + EEM (n=10). * La diferencia significativa fue determinada por una prueba ANOVA seguida
de una prueba de Tukey (p<0.05).
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7.4.2 Aceite esencial administrado por via inhalatoria

Como esta descrito en los antecedentes de esta tesis, Francisco Hernandez en su
publicacion “La Historia de las Plantas de la Nueva Espafa” menciona que los
nativos utilizaban el ecapatli para tratar la epilepsia y la paralisis, con la decoccién
y bafios con los vapores de las hojas (Hernandez, 1959). También Juan de
Esteyneffer (1978), menciona que las personas utilizan el vapor de una decoccion
de hojas para tratar la paralisis, entre otros padecimientos. Si bien nuestro grupo
de investigacion determino que el aceite esencial tiene actividad antidepresiva, era
importante determinar si este efecto se podia también observar, utilizando el
mismo modelo, pero ahora administrando el aceite esencial por via inhalatoria,

gue se acerca mas a como lo utilizaban las personas.

Para determinar si el aceite esencial de L. glaucescens posee efecto
antidepresivo administrado via inhalatoria en ratones, se establecio el volumen de
aceite esencial y el tiempo de exposicion administrado a los ratones, de acuerdo a

experimentos preliminares (Anexo 3).

En la figura 13, se observd la comparacion del efecto entre el tiempo de
inmovilidad de los ratones administrado por via inhalatoria con aceite esencial de
L. glaucescens, y el tiempo de inmovilidad de los administrados por via
intraperitoneal, donde se observo que para ambos grupos se redujo el tiempo con
respecto a los grupos control de ambas vias de administracion. Asimismo, el grupo
administrado con imipramina (i.p.) presentd menor tiempo de inmovilidad respecto
a ambos controles (i.p. e inhalatorio). Es importante mencionar que la reduccién
en el tiempo de inmovilidad de los grupos administrados se encuentra validada
con la prueba de campo abierto (Fig.14). En ese modelo se observo que el
namero de cuadrantes recorridos por los ratones en el grupo control es similar a
los cuadrantes recorridos en el grupo aceite esencial, por lo tanto el aceite
esencial no afecto la actividad motora general de los ratones y el aumento de la
motilidad observada en la prueba de nado forzado se debe a un efecto

antidepresivo.
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Figura 13. Comparacién del efecto del aceite esencial de L. glaucescens administrado por via
inhalatoria con los administrados por via i.p., a ratones (n=6) sometidos a la prueba de nado
forzado. Cada barra representa la media + EEM. a) diferencia significativa con respecto al control
administrado por via inhalatoria (inh). b) diferencia significativa con respecto al control administrado
por via intraperitoneal (i.p.). p<0.05, se realizé una prueba ANOVA, seguida de la prueba Tukey.
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Figura 14. Efecto del aceite esencial de L. glaucescens administrado por via inhalatoria en ratones
sometidos a la prueba de campo abierto. Cada columna representa la media + EEM (n=6).

35



Estudios en animales de laboratorio y en humanos han demostrado que la
inhalacibn de aceites esenciales puede producir efectos antidepresivos o
ansioliticos modulando el sistema nervioso central (Park et al., 2015). En el 2015,
Park y colaboradores de mostraron el efecto antidepresivo de la inhalacion del
aceite esencial de rizomas de Asarum heterotropoides (jengibre) en ratones,
mediante la prueba de nado forzado. El aceite esencial de L. glaucescens, es mas
activo ya que los autores observaron actividad antidepresiva a las 3 horas de
exposicién de los animales, mientras que nosotros reportamos actividad a los 30

minutos de exposicion.

También se ha demostrado el efecto de los aceites esenciales en seres
humanos, como en el estudio realizado por Kao et al., (2017), donde someten a
mujeres estudiantes de entre 25 y 55 afios a la inhalacion de una mezcla de tres
aceites esenciales Lavandula angustifolia, Salvia sclarea y Origanum majorana
durante 20 minutos, tres veces a la semana por cuatro semanas consecutivas.
Como resultado de éste tratamiento se observé una mejora de la calidad del
suefio y de la calidad de vida de los pacientes, estos dos pardmetros se ven

disminuidos en personas con depresion.

7.4.3 Evaluacion de la actividad anti-micobacteriana

El aceite esencial no presenté actividad anti-micobacteriana.
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VI1II. Conclusiones

Se determiné que el aceite esencial producido en diferentes épocas del afio tiene
una composicién variable de los componentes mayoritarios.

Se determind que hay diferencias en las cantidades de los componentes
mayoritarios que producen los ejemplares femenino respecto al masculino
(excepto el Linalol).

Se determind que los ejemplares juveniles de L. glaucescens liberan los mismos
compuestos volatiles en la mafiana (9 a 12 h) y en la tarde —noche (16 a 19 h),
pero en cantidades diferentes

El aceite esencial de L. glaucescens administrado via inhalatoria posee efecto
antidepresivo de manera similar al aceite esencial administrado por via
intraperitoneal, sin tener efecto en la actividad motora general del raton, evaluada
mediante el modelo de nado forzado y campo abierto respectivamente.

El aceite esencial de L. glaucescens no presentd actividad anti-micobacteriana en
el ensayo de Resazurina.
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I X.Perspectivas

Litsea glaucescens (Kunth), en poblaciones silvestres est4 catalogada
como una especie en peligro de extincion (NORMA-059-
SEMARNAT)debido a la colecta inmoderada e ilegal de sus hojas para usos
culturales y gastronmicos en nuestro pais, es por esta razén que sugiero
gue se desarrolle un protocolo para la propagacion sexual y asexual de esta
especie.

Complementar la informacién con individuos diferentes y en un namero
mayor de ejemplares femeninos y masculinos, para determinar diferencias
significativas en la variacién de la composicion quimica del aceite esencial
de L. glaucescens, ya que en este estudio a pesar de que se realizaron
varias colectas, los aceites esenciales se obtuvieron de un Unico ejemplar
femenino y masculino.

Esta reportado que el efecto de la infusion de hojas de L. glaucescenstiene
efecto contra el estrés, por esta razdn sugiero que se corrobore esta
informacion y se evallen los diferentes efectos que podrian tener el
extracto acuoso y etandlico.

Explorar el mecanismo de accion del aceite esencial de L. glaucescens

administrado por via inhalatoria.
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X. Anexos

Anexo 1.Curvas de calibracidén realizadas para cuantificar la concentracién en

pug/mL de los compuestos presentes en los aceites esenciales de cada colecta.

2000000 +
1800000 -
1600000 -
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

y =3216.2x + 10465
R?=0.9992

Area bajo la curva

Concentracion pig/mL

Curva de calibracién del compuesto eucaliptol, realizada con ocho puntos (n=3).

2500000 A
y =8998.2x - 124200

®
2
S 1500000 -
£
o
‘T
o

1000000

P

Area

500000 -

0 - T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (ug/mL)

Curva de calibracion del compuesto linalol, realizada con siete puntos (n=3).

39



1200000

y =9123x - 54809
R*=0.9972

1000000

800000

600000

400000

Area bajo la curva

200000

0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracién pg/mL

Curva de calibracién del compuesto 3-pineno, realizada con cinco puntos (n=3).

1200000 -
1000000 - y =7707.1x + 6965.8
R?=0.9984

800000 -

600000 -

bajo la curva

400000 -

Area

P

200000 -

O L T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracién pug/mL

Curva de calibracion del compuesto a- pineno, realizada con seis puntos (n=3).

40



800000 -
700000 -
y =5238.9x - 5468.5
600000 - R?=0.9977

500000 -

400000 -

bajo la curva

300000 -

P

Area

200000 -

100000 -

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion ug/mL

Curva de calibracion del compuesto D-limoneno, realizada con cinco puntos (n=3).

140000 -

120000 - y = 954.82x - 7745.6
R?=0.998

100000 -
80000 -

60000 -

40000 -

Area bajo la curva

20000 -

0 | T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
-20000 -

Concentracion (g/ml)

Curva de calibracion del compuesto a-terpineol, realizada con seis puntos (n=3).

41



Anexo 2.Resultados de la modificacién al estudio realizado por Guzman Gutiérrez
et al., (2012).
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Efecto de la IMI en ratones sometidos a la prueba de nado forzado. Cada columna representa la
media + EEM (n=6). La diferencia significativa fue determinada por una prueba ANOVA seguida de
una prueba de Tukey (p<0.05). a) (tween 80 + solucién salina 0.9%, administrado 3 veces), b)
imipramina 30 mg/kg administrado 3 veces, c¢) imipramina 22.6 mg/kg administrado 3 veces, d)
tween 80 + solucién salina 0.9%, administrado 1 vez y e) imipramina 22.6 mg/kg, administrado 1
vez.

Se observé que la dosis de 30 mg/kg administrada 3 veces redujo
significativamente el tiempo de inmovilidad al igual que la dosis de 22.6 mg/kg
administrada 1 y 3 veces. Sin embargo, se administro tres veces la dosis de 22.6
mg/kg, porque se observé en el modelo de campo abierto que la dosis de 30
mg/kg afecto la actividad motora general de los ratones. Respecto al nimero de
administraciones en un estudio realizado por Castagné et al., 2010, establecieron

gue dosis multiples (2-3) generan efectos mas pronunciados y estables.
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Efecto de la imipramina (IMI) en ratones sometidos a la prueba de campo abierto. Cada columna
representa la media + EEM (n=6). * La diferencia significativa fue determinada por una prueba
ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p<0.05). a) tween 80 + solucién salina 0.9%,
administrado 3 veces, b) imipramina 30 mg/kg administrado 3 veces), ¢) imipramina 22.6 mg/kg
administrado 3 veces.

En esta grafica se observa que la IMI 30 mg/kg administrado tres veces provoc6
una alteracioén en la actividad motora general del raton, debido a que el nUmero de
cuadrantes recorridos es reducida significativamente respecto al vehiculo. En
cuanto a la dosis de IMI 22.6 mg/kg administrada tres veces se observo que el
numero de cuadrantes es similar al vehiculo, lo que significa que efectivamente el
aumento en la movilidad de los ratones en la prueba de nado forzado se debe a un

efecto “antidepresivo” y no a un aumento de la actividad motora en general.
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Anexo 3.Graficas de la evaluacién de la actividad antidepresiva via inhalatoria del
aceite esencial de L. glaucescens en ratones sometidos a la prueba de nado

forzado y campo abierto. Volumen 10 uL y tiempo de exposicién 15 minutos.
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Comparacion del efecto del aceite esencial de L. glaucescens administrado por via inhalatoria con
los administrados por via i.p., a ratones (n=6) sometidos a la prueba de nado forzado. Cada barra
representa la media £ EEM.

Se observa que el grupo aceite esencial a un volumen de 10 pL disminuyé el
tiempo de inmovilidad en los ratones respecto al control, sin embargo esta
diferencia no fue significativa. Por otro lado, el grupo IMI i.p disminuyé
significativamente el tiempo de inmovilidad en los ratones respecto al control i.p y
al control inh. Por lo tanto, en este caso no se observoé actividad antidepresiva en

el aceite esencial a este volumen y tiempo de exposicion.
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Efecto del aceite esencial de L. glaucescensen ratones sometidos a la prueba de campo abierto.
Cada columna representa la media + EEM (n=6).

Se observa que el numero de cuadrantes recorridos por los ratones en el grupo
control es similar a los cuadrantes recorridos en el grupo aceite esencial, por lo
tanto el aceite esencial no afect6 la actividad motora general de los ratones. La
inmovilidad mayormente observada en la prueba de nado forzado en el grupo
aceite esencial se debe a la conducta innata de los ratones al ser expuestos a

estas condiciones de estrés (Porsolt et al., 1977).
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Anexo 4.Abundancia relativa de compuestos volétiles en individuos juveniles con
ventilacion.

Manana Tarde-noche
Tr Compuesto E1l E2 E3 El E2 E3
faia] % % % % % %
4.898 a- pineno 11.88 0 6.87 13.41 0 0.17
5.406 B-pineno 7.82 0 0 0 0 0
5.707 o-cimeno 11.20 0 0 0 0 0
5.972 D-Limoneno 0 4.16 18.79 0 0 8.54
6.179 Eucaliptol 63.13 84.29 62.48 69.78 94.79 87.00
5.946 y -terpineno 1.60 0 0 0.81 0 0
6.676 Linalol 4.37 11.55 11.86 3.26 5.21 4.28

Tr Tiempo de retencion
E: individuos juveniles

En este cuadro se observd que el compuesto mayoritario es el eucaliptol con un
valor maximo de 94.79% y de acuerdo con estos datos se libera en su mayoria en
la tarde-noche (16 a 19 h), seguido del linalol el cual se libera mayormente en la
mafiana con un valor de9.26 %. Respecto a los demas compuestos se observo
gue no estan presentes y esto podria deberse a la saturacion de la fibra por el

eucaliptol presente en grandes cantidades en el medio.
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Anexo 5. Head-Space Micro-extraccion en Fase Soélida de hojas de L.

glaucescens
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