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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antidepresiva de los
extractos etandlico, flavonoidico y fracciones flavonoidicas de Viola tricolor L.
Paralo cual en el método, se utilizé un estudio experimental, mediante un disefio
con postprueba Unicamente, dosis repetidas y grupo control. Los extractos
etandlico y flavonoidico de V. tricolor L. se obtuvieron por maceracion y
sonicacion, respectivamente; las fracciones flavonoidicas fueron aisladas por
Cromatografia en Columna, posteriormente se identificaron sus principales tipos
de flavonoides por espectroscopia UV/Vis. La actividad antidepresiva se evalu6
por la prueba de nado forzado modificado, con fluoxetina (20mg/kg) y solucién

salina (0.2ml/20g) como farmaco patron y grupo control, respectivamente.

Siendo los resultados relevantes: Las partes aéreas presentan 86.08% de
humedad. El rendimiento del extracto etandlico (18.84%), extracto flavonoidico
(7.11%) y las dos fracciones mayoritarias fueron FR1 (14.19%) y FR2 (11.75%);
pero como la FR1 es susceptible a contaminacion microbiana fue dificil
determinar la actividad antidepresiva, entonces se opto por la FR3 (8.20%). Los
extractos etandlico y flavonoidico son solubles en solventes polares y su analisis
fitoquimico cualitativo identificaron compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas,
glicésidos, azucares reductores, taninos. Los principales tipos de flavonoides
presentes en las fracciones flavonoidicas identificadas por espectroscopia
UV/Vis fueron glicésidos de flavona y flavonol. En la prueba de nado forzado
modificado los extractos etandlico (750, 500 y 250 mg/kg), flavonoidico (750 y
500 mg/kg), FR2 (360 mg/kg) vy FR3 (360 y 90 mg/kg) redujeron
significativamente alto el tiempo de inmovilidad, en relacion al farmaco patrén y
grupo control; ademas se presentd un incremento significativamente alto del
tiempo de swimming con respecto al tiempo de climbing. En conclusion, los
extractos etandlico, flavonoidico, FR2 y FR3 de V. tricolor L. presentan actividad
antidepresiva en la prueba de nado forzado modificado mediante un posible
mecanismo de accion serotoninérgico. Los metabolitos responsables serian

flavonoides tipo glicésidos de flavona y flavonol.

Palabras clave: Viola tricolor L., prueba de nado forzado modificado, actividad
antidepresiva, cromatografia en columna, UV/Vis, flavonoides.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the antidepressant activity
of ethanolic extract, flavonoidic extract and flavonoidic fractions of Viola tricolor
L. For which an experimental study was used in the method, using a post-test
design only, repeated doses and control group. Ethanolic and flavonoidic extracts
of V. tricolor L. were obtained by maceration and sonication, respectively; Column
Chromatography isolated the flavonoidic fractions, and then their main types of
flavonoids were identified by UV/Vis spectroscopy. The antidepressant activity
was evaluated by the modified forced swimming test, with fluoxetine (20mg/kg)
and saline solution (0.2ml/20g) as standard drug and control group, respectively.

Being relevant results: The aerial parts have 86.08% humidity. The yield of
ethanolic extract (18.84%), flavonoidic extract (7.11%) and the two majority
fractions were FR1 (14.19%) and FR2 (11.75%); but as the FR1 is susceptible to
microbial contamination, it was difficult to determine the antidepressant activity,
so FR3 was chosen (8.20%). Ethanolic and flavonoidic extracts are soluble in
polar solvents and their qualitative phytochemical analysis identified phenolic
compounds, flavonoids, quinones, glycosides, reducing sugars, tannins. The
main types of flavonoids present in flavonoidic fractions identified by UV/Vis
spectroscopy were flavone and flavonol glycosides. In the modified forced
swimming test ethanolic extract (750, 500 and 250 mg/kg), flavonoidic extract
(750 and 500 mg/kg), FR2 (360 mg/kg) and FR3 (360 and 90 mg/kg) significantly
reduced the immobility time, in relation to the standard drug and control group;
there was also a significantly higher increase in swimming time compared to
climbing time. In conclusion, ethanolic extract, flavonoidic extract, FR2 and FR3
of V. tricolor L. present antidepressant-like activity in the modified forced
swimming test by a possible mechanism of serotoninergic action. The metabolites

responsible would be flavone and flavonol glycosides.

Key words: Viola tricolor L., modified forced swimming test, antidepressant-like

activity, column chromatography, UV/Vis, flavonoids.

Xiii



INTRODUCCION

La salud mental es fundamental para la salud publica y hay muchas razones para
que sea asi: los trastornos mentales son frecuentes, ya que comprenden cinco
de las diez causas principales de la carga de morbilidad en todo el mundo. Se
prevé que el porcentaje de morbilidad mundial atribuible a los trastornos
mentales y del comportamiento aumente del 12% en 1999 al 15% en el 2020 y
gue serd mayor en los paises en desarrollo, debido a factores relacionados al
envejecimiento de la poblacion y rapida urbanizacion. (1) (2)

La investigacion y el desarrollo dedicados a los trastornos mentales durante las
pasadas décadas, han transformado notablemente la préactica psiquiatrica,
ofreciendo una mayor calidad de vida a millones de pacientes en todo el mundo.
Gracias a los nuevos antidepresivos y antipsicoticos, con menos efectos
secundarios y mas rapida accion, las personas pueden retornar al trabajo, los
pacientes son menos estigmatizados y las personas afectadas por los trastornos
psicoéticos pueden ser tratadas sin hospitalizacidon, o con cortas permanencias en

unidades de salud mental. (1)

Actualmente la medicina tradicional empleada, son la base para el desarrollo de
la medicina moderna, y en algunas zonas rurales e indigenas, son el Unico
recurso del que disponen a falta de instituciones médicas y recursos monetarios
para la adquisicion de medicina moderna. (3) Las plantas medicinales han
atraido la atencion de los investigadores que trabajan en este campo, ya que
estas plantas se han utilizado durante mucho tiempo para tratar diferentes
enfermedades, incluyendo trastornos psiquiatricos, y causan menos efectos

adversos que las drogas sintéticas y quimicas. (4)

Los flavonoides son compuestos que poseen una amplia gama de actividades
farmacoldgicas entre las que destacan sus propiedades antioxidantes, también
sobresalen sus propiedades como ansioliticos, sedantes, antidepresivos y

anticonvulsivos. (5)

En este contexto, el uso de plantas medicinales como alternativa en el
tratamiento de enfermedades psiquiatricas, en especial la depresion, ha tenido

un gran auge en la Ultima década. Entre las plantas utilizadas con mas frecuencia
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tenemos: Ginkgo biloba, lupulo, pasionaria, romero, hierba de San Juan,

valeriana, toronjil, etc.

En el presente estudio se evalla la actividad antidepresiva de los extractos
etanolico, flavonoidico y fracciones mayoritarias de las partes aéreas de Viola
tricolor L. y tiene como objetivo validar cientificamente el uso terapéutico del
“pensamiento” en el control de la depresion y poder ser una alternativa en el

tratamiento de la misma.
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GENERALIDADES



1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La depresion es un trastorno mental frecuente en todo el mundo, y se calcula
gue afecta a mas de 300 millones de personas. La depresion es distinta de
las variaciones habituales del estado de animo y de las respuestas
emocionales breves a los problemas de la vida cotidiana. Puede convertirse
en un problema de salud serio, especialmente cuando es de larga duracion
e intensidad moderada a grave, y puede causar gran sufrimiento y alterar las
actividades laborales, escolares y familiares. (6) La depresion, los habitos
toxicos y la ansiedad se han identificado como algunos de los principales
factores de riesgo en los intentos de suicidio. (7) La depresion se diferencia
de la tristeza, que es una respuesta frecuente del ser humano frente a
situaciones en que existe frustracion u otras adversidades como problemas
familiares, sociales o de otra indole; ademas de la tristeza persistente se le
suma otros sintomas que afectan a la persona que la padece y a las

personas que la rodean.

En nuestro pais, la Oficina de Estadistica e Informatica del Instituto Nacional
de Salud Mental “Honorio Delgado — Hideyo Noguchi”, presenta su
publicacién anual “Compendio Estadistico — 2017”, en el cual se establece
gue en segundo orden, la cantidad de atenciones brindada a personas con
diagnostico de episodio depresivo fue de 4422 personas de las cuales 1433
fueron varones y 2989 fueron mujeres. (8) Mientras que en su “Compendio
Estadistico — 2016” se establece que entre los diagnosticos mas frecuentes
para los pacientes nuevos se encontraron que la depresion presentd 1832

casos. (9)

En el mercado actual, existen numerosos farmacos antidepresivos
orientados todos a conseguir la mayor eficacia con la menor toxicidad
|6gicamente. Pero no hay ningun farmaco libre de problemas y hay que
conocer las caracteristicas de los mismos para poder realizar la eleccion mas
adecuada dependiendo de la eficacia, seguridad y tolerabilidad. (10) Aun asi
los ISRS como la fluoxetina presentan importantes reacciones adversas

como anorexia, intolerancia gastrointestinal, trastornos en la eyaculacion,



etc; los cuales limitan su aceptacion y favorece la discontinuidad del
tratamiento. (11)

En la actualidad se llevan a cabo cada dia descubrimientos cientificos que
confirman el enorme potencial curativo que posee el mundo vegetal y que
esta transformando la fitoterapia en una practica muy distinta a la de nuestros
antepasados. (12) La frecuencia en la utilizacién de plantas en psiquiatria
comienza a ser mas evidente a mediados de los afios noventa, cuando se
realizé un estudio por Grunwald et al, en la poblaciéon europea donde el
consumo de plantas con algun efecto sedante y ansiolitico ocupa un 10% de
las ventas. Otro estudio elaborado por el grupo de investigadores de Smet y
Nolen W. en 1996, encontrd que la prescripcion de Hierba de San Juan fue

mas frecuente que la fluoxetina para la depresion. (13)

En los ultimos afos se ha realizado una intensa investigacion sobre los
flavonoides y sus acciones en el SNC, entre las que sobresalen sus
propiedades como ansioliticos, sedantes, antidepresivos y anticonvulsivos.
Se ha demostrado que estos efectos son mediados principalmente por los

receptores GABA, en patrticular los receptores GABAAa. (5)

Viola tricolor L., perteneciente a la familia Violaceae, conocida comiunmente
como “pensamiento”, utilizada principalmente en la regiébn Cusco como
planta ornamental en sus principales plazas y avenidas; y en la medicina
tradicional es considerada como remedio para tratar problemas relacionados
con el sistema nervioso o como popularmente dicen para tratar los “nervios”
o el “mal de corazon”, utilizando principalmente sus flores y tallos como

infusion; a pesar de ello no es tomada en cuenta para tratar la depresion.

Con la finalidad de encontrar fuentes alternas de drogas antidepresivas
naturales dentro de la familia Violaceae en la region Cusco, se propuso
demostrar la actividad antidepresiva de los diferentes extractos etandlico,
flavonoidico y fracciones mayoritarias flavonoidicas de las partes aéreas en
floracién de Viola tricolor L. en ratones albinos mediante la prueba de nado
forzado (FST) que es un modelo animal descrito inicialmente por Porsolt y
colaboradores, y que en la actualidad ha sufrido ciertas modificaciones para

detectar con mayor eficacia no solo la actividad antidepresiva de cualquier
3



sustancia, sino también la de sugerir un posible mecanismo de accion de

dicha actividad.
1.2.FORMULACION DEL PROBLEMA

+ ¢Tendran actividad antidepresiva los extractos etandlico, flavonoidico y
fracciones mayoritarias flavonoidicas de Viola tricolor L. “pensamiento”,
administrados por via oral en la prueba de nado forzado modificado en
ratones Balb/c/CNPB?

1.3.0BJETIVOS
1.3.1. OBJETIVOS GENERALES

+ Determinar la actividad antidepresiva de los extractos etandlico,
flavonoidico y fracciones mayoritarias flavonoidicas de Viola tricolor
L. “pensamiento”, administrados por via oral en la prueba de nado

forzado modificado en ratones Balb/c/CNPB.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el porcentaje de humedad de las partes aéreas de Viola
tricolor L. “pensamiento”.

2. Obtener los extractos etandlico y flavonoidico de Viola tricolor L.
“‘pensamiento”.

3. Determinar el porcentaje de rendimiento, establecer la solubilidad
y analisis fitoquimico cualitativo de los extractos etandlico y
flavonoidico de Viola tricolor L. “pensamiento”.

4. Separar las fracciones mayoritarias flavonoidicas (2 fracciones) de
Viola tricolor L. “pensamiento” por cromatografia en columna.

5. Identificar por espectroscopia UV/Vis los principales tipos de
flavonoides presentes en las fracciones flavonoidicas de Viola
tricolor L. “pensamiento”.

6. Determinar el tiempo de inmovilidad de los extractos etandlico,
flavonoidico y fracciones flavonoidicas mayoritarias de Viola tricolor
L. “pensamiento” en la prueba de nado forzado modificado,

administrados por via oral en ratones Balb/c/CNPB.



7. Evaluar los indicadores de depresion swimming y climbing en la
prueba de nado forzado modificado en ratones Balb/c/CNPB
tratados con los extractos etandlico, flavonoidico y fracciones

mayoritarias flavonoidicas de Viola tricolor L. “pensamiento”.

1.4.JUSTIFICACION

1.4.1.

1.4.2.

PRIORIDAD:

El gobierno Regional de Cusco y la UNSAAC con apoyo de
instituciones publicas y privadas, en el documento “Agenda Regional
de Investigacion Cusco (ARIN-Cusco) al 2021”, destacan que dentro
de las demandas de investigacion identificadas en la dimension social,
en el area de Salud se encuentra la Salud mental: depresion, adiccion
y violencia. (14) Ademas la depresion, en el peor de los casos, puede
llevar al suicidio. Cada afio se suicidan cerca de 800 000 personas, y
el suicidio es la segunda causa de muerte en el grupo etario de 15 a
29 afos. (6) El doctor Yuri Cutipé Cardenas, Director de Salud Mental
del Ministerio de Salud (Minsa), sefialé que: “De cada 3 casos de
suicidio, dos se encuentran asociados con la depresion y el resto con
problemas como violencia familiar, alcoholismo, esquizofrenia,
problemas propios de la vida. Los grupos mas afectados en el pais
son los jovenes y adolescentes, adultos mayores y mujeres victimas
de maltrato”. (15) Por tal motivo, la depresion representa un problema
vigente de salud publica, por lo cual es de prioridad tratar esta
enfermedad, mediante el aprovechamiento de nuevas formas de

tratamientos alternativos y efectivos.
CONOCIMIENTO:

En el Perd, la familia Violaceae presenta 12 géneros y 65 especies.
(16) Las especies sudamericanas del género Viola, en especial V.
tricolor L. es utilizada tradicionalmente para el control de la depresion,
sin embargo no existen estudios que sustenten dicha actividad, por lo

tanto este trabajo podria servir como fuente de informacion para



posteriores investigaciones, ademas de revalorar un recurso natural y

que es de facil accesibilidad en la regién Cusco.

En la actualidad se sabe sobre las propiedades antioxidantes de los
flavonoides, pero ademas de eso existe evidencia de distintos
investigadores, sobre los efectos farmacoldgicos en el SNC, tal es el
caso del flavonol rutina, que podria presentar actividad antidepresiva,
por consiguiente, uno de los objetivos de este estudio es afiadir un
valor cognitivo al potencial farmacoldgico de los flavonoides, en
especial los flavonoides presente en la especie V. tricolor L.

1.4.3. APLICABILIDAD:

En la bibliografia nacional e internacional se reporta un creciente uso
de medicinas alternativas y/o complementarias, principalmente entre
personas con trastornos de depresion o ansiedad. (17) Muchas
plantas medicinales han mostrado un gran potencial presentando
actividad antidepresiva, pero aun no han sido estudiadas como V.
tricolor L., es por ello que su estudio podria ser muy util en el
tratamiento de la depresibn y en la blsqueda de nuevos
antidepresivos naturales, asi poder obtener un beneficio para todas
las personas que padecen este trastorno mental y su entorno préximo.
Los extractos provenientes de V. tricolor L., podrian ser utilizados

posteriormente como un tratamiento coadyuvante.
1.5.HIPOTESIS

+ Los extractos etandlico, flavonoidico y fracciones mayoritarias
flavonoidicas de Viola tricolor L. “pensamiento”, administrados por via
oral, presentan actividad antidepresiva en la prueba de nado forzado

modificado en ratones Balb/c/CNPB.



CAPITULO I
MARCO TEORICO-
CONCEPTUAL

2.1.VISION HISTORICA

Lo que hoy llamamos depresion ha acompafiado al ser humano durante toda
su existencia, pero es en el siglo XX cuando eclosiona la industria

farmacéutica y es entonces cuando los estudios contra la depresién se hacen
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cada vez mas intensos. Esta continua investigacion lleva a la compresion de
los mecanismos farmacoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos de la depresién

posibilitando el desarrollo de la teoria de las monoaminas. (18)

Hasta 1952, los principales recursos terapéuticos para el control y el alivio
de situaciones de depresion mental eran la insulina, el electroshock, el litio y
la psicoterapia. (19)

Los primeros farmacos antidepresivos fueron introducidos a finales de los
afios cincuenta, momento a partir del cual se ha podido establecer su
efectividad. (20) Los IMAO se introdujeron en la terapéutica junto con los
antidepresivos triciclicos clésicos. El primer IMAO utilizado fue la iproniazida,
farmaco utilizado en el tratamiento de la tuberculosis. Se observo que podia
inducir una mejoria del estado de animo, lo que hizo que fuese utilizada en
el tratamiento de pacientes depresivos. Fue éste el primer paso que condujo
a la sintesis de los IMAO y a la generalizacion de su uso en la terapia de la

enfermedad depresiva. (21)

En 1958, se comprobd que la imipramina carecia de actividad antipsicotica,
pero mejoraba el estado de animo de los pacientes esquizofrénicos tratados,
observacion que condujo a que mas tarde se pudiera demostrar que era un
antidepresivo eficaz en pacientes depresivos. El estudio de su mecanismo
de accién dio paso a la formulacion de la hipétesis monoaminérgica y a la
sintesis del resto de los antidepresivos triciclicos, que han sido durante

décadas el tratamiento de eleccion de la patologia depresiva. (21)

En la década de los 70 aparecen los llamados antidepresivos atipicos,
heterociclicos o de segunda generacion. Es a partir de la mitad de la década
de los 80 que son desarrolladas nuevas familias de farmacos mas selectivos
y que supusieron una revolucion en el tratamiento de la depresién. Primero
fueron los ISRS y sucesivamente, surgieron los inhibidores reversibles de la
monoaminooxidasa (RIMA), inhibidores de la recaptacion de dopamina y
noradrenalina (IRND), inhibidores de la recaptacion de serotonina y
noradrenalina (IRNS) Illamados también antidepresivos duales,

noradrenérgicos y serotoninérgicos especificos (NaSSA), inhibidores de la



2.2.

recaptacion de noradrenalina (IRN), y recientemente un agonista

melatoninérgico. (22)

Por otro lado, existen multiples plantas medicinales que han sido utilizadas
de una u otra forma en psiquiatria; sin embargo, solo unas pocas poseen
algun grado de evidencia cientifica. (23) Las hojas y flores de la especie Viola
odorata, perteneciente a la familia Violaceae, se ha utlizado como
antidepresivo en la medicina tradicional. (24) En 2012, Ghorbani et al.,

demostraron los efectos sedantes de Viola tricolor. (25)
ESTADO DE LA CUESTION

En la actualidad Viola tricolor ha recobrado importancia, ya que muchos
autores han demostrado interés en la propiedades que esta especie podria
tener como es el caso de Harati et al., 2018, que investigaron el efecto del
extracto hidroalcohdlico de Viola tricolor L. sobre el comportamiento similar
a la ansiedad en ratones sensibilizados con ovoalbumina (OVA) y obtuvieron
como resultado de que esta especie podria ser un buen remedio para tratar
la ansiedad asociada con el asma. (26) En este mismo afio Rahimi et al.,
demostraron que V. tricolor y sus fracciones de acetato de etilo y n-butanol
poseian efectos anticonvulsivos, como lo confirmé la prolongacion de la
latencia a las primeras convulsiones tonico - clénicas generalizadas
inducidos por pentilentetrazol (PTZ) y la disminucion de la incidencia de la
extension tonica de la extremidad posterior inducida por una estimulacién

maxima de electroshock. (27)

La prueba de nado forzado desde que fue descrita y hasta la actualidad, ha
sido la mas utilizadas para detectar la actividad antidepresiva de los
farmacos, aun cuando ha sido criticada por su carencia de similitud (facie)

con la enfermedad depresiva. (28)

A pesar de que no existe estudios referentes a la actividad antidepresiva de
la especie V. tricolor L., existe estudios que afirman que otras especies de la
familia violaceae como Viola odorata tendrian este efecto, ademas de que
esta actividad se deberia a sus flavonoides, por lo que es mencionado en la

presente investigacion.



2.3.ANTECEDENTES
2.3.1. ANTECEDENTES LOCALES

Ccana G. Cribado de Actividad Antidepresiva en la prueba de
natacién forzada y toxicidad aguda en ratones Balb/c/CNPB de
los extractos secos etandlicos de las partes aéreas en floracién
del hypericum andinum, hypericum brevistylum, hypericum
laricifolium e hypericum silenoides. Cusco, Pera. Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Carrera
Profesional de Farmaciay Bioquimica; 2011. (29)

Objetivo: Realizar un cribado de actividad de tipo antidepresivo de
los extractos secos etandlicos obtenidos de las partes aéreas en
floracion del género Hypericum como H. andinum, H. brevistylum, H.
laricifolium e H. silenoides, administrados por via oral en ratones

Balb/c/CNPB sometidos a la prueba de natacion forzada.

Método: Se planted un estudio experimental, mediante un disefio con
postprueba unicamente, dosis Unica y grupo control. El tiempo de

inmovilidad fue evaluado por la prueba de natacién forzada.

Resultado: Se determind un 35.64, 28.30, 24.60 y 23.14% de
rendimiento de los extractos secos etanodlicos obtenidos del H.
andinum, H. brevistylum, H. laricifolium e H. silenoides,
respectivamente. Se evidencid la presencia de flavonoides, xantonas,
derivados del acido cafeico, xantonas y floroglucinoles diméricos
dentro de los extractos preparados. Los valores de DLso de los
extractos fueron mayores a 5000mg/kg. Se aislo fluoxetina clorhidrato
a partir de capsulas comerciales con un rendimiento del 63% y una
pureza del 93%. Se determiné una reduccién maxima del tiempo de
inmovilidad en la prueba de natacion forzada de la fluoxetina aislada
a la dosis de 30mg/kg. Los extractos del H. andinum a las dosis de
250 y 500mg/kg, H. brevistylum a la dosis de 250mg/kg, e H.
silenoides a la dosis de 500mg/kg redujeron significativamente el

tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion forzada.
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2.3.2.

Conclusion: Los extractos secos etandlico de las partes aéreas en
floracion del H. andinum, H. brevistylum, H. laricifolium e H. silenoides
presentan actividad de tipo antidepresivo sometidos a la prueba de

natacion forzada.
ANTECEDENTES NACIONALES

Laines G. Estudio del efecto Antidepresivo del extracto
Hidroalcohélico de hojas de Hypericum Laricifolium
(Chinchango) en ratones Albinos. Tesis de maestria. Lima, Peru.
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), Facultad
de Farmacia y Bioquimica; 2010. (30)

Objetivo: Comprobar el efecto antidepresivo del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Hypericum laricifolium en ratones

albinos.

Método: Se empled el modelo de natacion forzada modificada (FST)
donde se sometio a todos los animales a una sesion de habituacion
gue consistio en sumergirlos en una piscina cilindrica durante 15
minutos; posteriormente fueron tratados cada 12 horas de la siguiente
manera: Grupo 1 (n=13) vehiculo 5ml/Kg, Grupo 2 (n=13) Diazepan
10mg/Kg, Grupo 3 (n=13) H. laricifolium 1% 100mg/Kg y Grupo 4
(n=13) H. laricifolium 10% 1000mg/Kg .Veinticuatro horas después se
realizd la sesion de evaluacion sometiéndolos a la experiencia
anterior, durante 5 minutos. Se registro el tiempo de inmovilidad,
swimming (natacién) y climbing (escalado) para cada animal. Para la
prueba de suspensién de la cola (TST) los animales fueron tratados
cada 12hrs de la siguiente manera: Grupo 1 (n=11) vehiculo 5 ml/Kg,
Grupo 2 (n=11) Fluoxetina 10mg/Kg, Grupo 3 (n=11) H. laricifolium
1% 100mg/Kg, Grupo 4 (n=11) H. laricifolium 10% 1000mg/Kg.
Veinticuatro horas mas tarde los ratones fueron suspendidos
individualmente por el tercio distal de la cola registrandose el tiempo

de inmovilidad durante 6 minutos.
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2.3.3.

Resultados: En el FST los grupos H. laricifolium 1 % y 10% mostraron
una reduccion en el tiempo de inmovilidad en relacion al grupo control
170 y 167 seg vs 231 seg respectivamente; el tiempo de swimming
para el grupo H. laricifolium al 10% en relacion al grupo control fue
112 vs 48 seg respectivamente; no observandose modificaciones en
el tiempo de climbing. En la prueba de TST los animales con H.
laricifolium al 10% y fluoxetina mostraron una significativa reduccion
del tiempo de inmovilidad en relacion al grupo control 65y 42 seg vs
108 segundos.

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Hypericum
laricifolium present6 efecto antidepresivo en ratones observandose un

mayor efecto a la concentracion del 10%.
ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Karim N., Khan 1., Abdelhalim A., Khan A., Halim S.
Antidepressant potential of novel flavonoids derivatives from
sweet violet (Viola odorata L): Pharmacological, biochemical and
computational evidences for possible involvement of
serotonergic mechanism. Fitoterapia. 2018 Mayo; 128: p. 148-
161. (31)

Objetivo: Aislar fitoconstituyentes de Viola odorata L. e investigar los
efectos antidepresivos de estos compuestos y su posible mecanismo
de accion utilizando antagonistas del sistema serotoninérgico,

dopaminérgico y adrenérgico.

Método: Para evaluar los efectos antidepresivos se utilizaron la TST
y FST en ratones. Los ratones se dividieron en varios grupos y se
administraron con un control, fluoxetina o compuestos de prueba 5,7-
dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona [1] 5,7,4'-trihidroxi-3',5' dimetoxi-flavona
[2] y 5,7,4-trihidroxi-3'-metoxiflavona [3] por via i.p. Para
experimentos que involucran la determinacibn de mecanismos, los
ratones fueron tratados previamente con 5-HT, dopamina vy

antagonistas adrenérgicos. Los niveles de 5-HT en el cerebro se
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determinaron siguiendo FST. Se llevaron a cabo estudios de
acoplamiento molecular para determinar la afinidad de union de los
compuestos [1], [2] y [3] a los receptores serotoninérgicos.

FIGURA N° 1: Estructuras quimicas de [1], [2] v [3].
OMe

Fuente: Karim N. et al., 2018.

Resultados: Los resultados indicaron que los compuestos [1], [2] y [3]
en dosis de 1 a 30 mg/kg, i.p., disminuyeron significativamente el

tiempo de inmovilidad en la FST y la TST en ratones.

FIGURA N° 2: Efecto de los componentes [1], [2] y [3] en el tiempo de inmovilidad

en FST.
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Fuente: Karim N. et al., 2018.

La reduccion del tiempo de inmovilidad se revirti6 mediante el
tratamiento previo de los ratones con pCPA (inhibidor de la sintesis
de 5-HT) 100 mg/kg, i.p. y antagonistas del receptor 5-HT, incluidos
WAY100635 (antagonista 5-HT1a), ketanserina (un antagonista 5-

HT2a) y ondansetron (antagonista 5-HT3) pero no con prazosina
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(antagonista a1-adrenérgico) y  SCH23390 (antagonista
dopaminérgico D1) o antagonista haloperidol (D2 antagonista
dopaminérgico). Ademas, en los ensayos neuroquimicos, los
compuestos [1], [2] y [3] causaron un aumento significativo en el nivel
de 5-HT en el tejido cerebral en comparacion con el vehiculo. Estos
aumentos se revirtieron en los grupos de ratones tratados
previamente con pCPA. Ademas, los resultados de acoplamiento
molecular también muestran que los compuestos [1], [2] y [3] pueden
interactuar con los receptores 5HT1A, 5HT2A y 5HT3, y son mas
especificos del subtipo de receptor 5HT3.

Conclusion: Los compuestos [1], [2] ¥ [3] poseen efectos similares a
los de los antidepresivos que podrian mediarse a traves del sistema

serotoninérgico.

Kedzierska E., Wach I. Using tests and models to assess
antidepressant-like activity in rodents. Current Issues in
Pharmacy and Medical Sciences. 2016 Marzo; 29(2): p. 61-65. (32)

Objetivo: Describir las pruebas y modelos con animales, en la
evaluacion de la actividad antidepresiva en roedores. Todos estos
modelos estan basados en dos principios: la interaccion entre los
antidepresores potenciales y las sustancias de referencia o las
respuestas al estrés. Ademas, de discutir las ventajas e

inconvenientes de cada modelo.

Método: Para evaluar estos modelos de depresién con animales se
emplearon tres criterios principales: la validez aparente, validez de

construccioén y validez predictiva.

Resultados: La potenciacion de la anfetamina, esta prueba no es
especifica, a veces da resultados falsos negativos o falsos positivos,

al igual que la inversion de la accion de la reserpina.

FST, tiene varias ventajas como: la relativa simplicidad, los bajos
costos y el hecho de que es una herramienta rapida y confiable para

investigar la posible actividad antidepresiva (tiene una fuerte validez
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predictiva). Desafortunadamente, la prueba tiene una pobre validez
de constructo.

TST, una de las ventajas de esta prueba es que puede detectar un
amplio espectro de antidepresivos, también es barato y poco
sofisticado.

La principal ventaja de la indefension aprendida como modelo de

depresion es su muy fuerte validez predictiva.

El estrés leve cronico tiene ciertas desventajas, es mas caro que los
otros modelos y es dificil de llevar a cabo (demanda de espacio,

necesita una duracion prolongada y mano de obra intensiva).

El estrés por derrota social, la principal desventaja de este modelo es
el hecho de que es muy absorbente en el tiempo (requiere 20 dias).
Otro inconveniente es que solo los roedores machos se pueden

utilizar para este modelo.

Conclusion: La prueba de natacion forzada (FST) y la prueba de
suspension de la cola (TST), son herramientas Gtiles que permiten la
deteccion rapida y econdémica de compuestos con potencial actividad

antidepresiva.

Piana M., Zadra M., Faccim de Brum T., Fernandes A., Boligon A.,
Correa R., et al. Analysis of Rutin in the Extract and Gel of Viola
tricolor. Journal of Chromatographic Science. 2013 Octubre; 51:
p. 406—-411. (33)

Objetivo: Este estudio investiga sus fitoconstituyentes y capacidad
antioxidante y valida un método para la cuantificacion de rutina en el
extracto crudo de las flores de V. tricolor y en el extracto incorporado

en gel.

Método: Cromatografia liquida de alto rendimiento para la
cuantificacion de la rutina en el extracto y el gel. La cuantificacion se
realizd mediante la integracién de los picos utilizando el método

estdndar externo. Los picos cromatograficos se confirmaron
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comparando sus tiempos de retencidn y los espectros DAD (Diode-

array detector)-UV con los de los patrones de referencia.

Resultados: Los resultados del andlisis fitoquimico se presentan en

la siguiente tabla:

TABLA N° 1: Metabolitos secundarios en extracto crudo de V. tricolor.
Metabolitos | Cantidad + RSD (desviacion estandar
secundarios | relativa)

109.32 mg de acido galico equivalente/g de

Polifenoles | . iracto + 1.29
Flavonoides 291.4207mg de rutina equivalente/g de extracto
Taninos 10.83 mg de catequina equivalente/g de

condesados | extracto + 0.49

Alcaloides 0.55 mg de alcaloides/g de extracto + 0.79
Fuente: Piana M. et al, 2013.

Se encontr0 una capacidad antioxidante mucho mayor para el
extracto [concentracion de inhibicion (IC50) de 16,00+0,78mg/ml] que
el acido ascoérbico estandar (CI50 de 16,57+0,95mg/ml); estos
excelentes resultados pueden atribuirse a las cantidades de

polifenoles, flavonoides y taninos condensados.

Conclusion: Viola tricolor L., presenta una cantidad considerable de
polifenoles y flavonoides: grandes cantidades de rutina contribuyen a
la capacidad antioxidante de esta especie, taninos condensados,
alcaloides y acido salicilico también pueden ayudar en esta
capacidad. También se encontré una capacidad antioxidante mucho
mejor para el extracto de las flores de V. tricolor que el acido ascoérbico

estandar.

Estrada R., Ubaldo D., Araujo A. Los flavonoides y el Sistema
Nervioso Central. Salud Mental. 2012 Septiembre - Octubre; 35(5):
p. 375-378. (5)

Objetivo: Describir los aspectos mas relevantes de los flavonoides,
ademas de revisar sus efectos sobre el SNC poniendo en evidencia

su potencial farmacoldgico en trastornos mentales.

Método: Articulo descriptivo.
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Resultados: Indica que en estos ultimos 30 afios se ha realizado una
intensa investigacion sobre sus acciones en el SNC, entre las que
sobresalen sus propiedades como ansioliticos, sedantes,
antidepresivos y anticonvulsivos. Se ha demostrado que estos efectos
son mediados principalmente por los receptores GABA, en particular
los receptores GABAA,.

Conclusiones: Los flavonoides forman o deben formar parte de
nuestra dieta diaria; por ello podemos promover su consumo para

prevenir enfermedades.

Ghorbani A., Javadi N., Rakhshandeh H. Effect of Viola tricolor on
pentobarbital-induced sleep in mice. African Journal of
Pharmacy and Pharmacology. 2012 Septiembre; 6(35): p. 2503-
2509. (25)

Objetivo: Investigar el efecto hipnotico del extracto hidroalcohdlico
(HAE) de V. tricolor y sus fracciones. Ademas de probar la posible
citotoxicidad de la planta contra una linea de células neuronales,
PC12.

Método: El HAE se preparé mediante la extraccidon en etanol al 70%
utilizando un aparato Soxhlet. Con la extraccion disolvente-disolvente,
el HAE se fraccion6 adicionalmente a fraccion de agua (WF), fraccion
de acetato de etilo (EAF) y fraccion de N-butanol (NBF). El extracto
(50, 75, 100, 150, 200, 300mg/kg, i.p.) y sus fracciones (200 mg/kg,
i.p.) se administraron a ratones, 30 minutos antes de la inyeccién de
pentobarbital (30 mg/kg, i.p.). Ademas, se evalué la posible
neurotoxicidad de la planta utilizando la linea de células neuronales
PC12.

Resultado: ElI HAE, a 300 mg/kg, prolongé significativamente (34%)
la duracion del suefio inducido por pentobarbital. Del mismo modo, La
fraccion EAF aumento significativamente (51%) la duracion del suefio.
Ninguna de las dosis HAE o las fracciones podrian cambiar

significativamente el tiempo de latencia del suefio. El efecto sedante
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de V. tricolor es acompafado sin toxicidad neuronal, excepto para
concentraciones muy altas de EAF.

Conclusion: Los resultados sugieren que V. tricolor potencia la
hipnosis inducida por pentobarbital en ratones y que el principal
componente responsable de este efecto se encuentra mas

probablemente en EAF.

Schumacher J., Piana M., Forbrig A., Leitdo A., Corréada Cruz R.,
Borba de Freitas R., et al. Doseamento de flavondides em extrato
liofilizado de Viola tricolor L. Revista Contexto & Saude. 20111
Enero; 10(20): p. 907-910. (34)

Objetivo: Realizar la dosificacion de los flavonoides presentes en el
extracto de las flores de Viola tricolor L. a través del método descrito
por Woisky y Salatino (1998) con pequefias modificaciones.

Método: Se realiz6 una maceracion en soluciéon hidroalcohdlica (3:7,
v/v) por siete dias con agitacion diaria. El extracto fue filtrado en
algodon y se evapord por rotacidon con una temperatura inferior a

40°C, después de la extraccion fue sometido a liofilizacion.

La determinacion del contenido de flavonoides siguié el método
descrito por Woisky y Salatino (1998) con pequefias modificaciones,
en las que 0.5 ml de la solucion muestra (1000ug/ml) del extracto
crudo de Viola tricolor L., se afiadieron a 0.5 ml de AICl3 2%. Después
de 60 minutos se realizaron las lecturas en espectrofotometro a
365nm utilizando curva de calibracion de rutina como estandar, las

lecturas fueron en triplicado.

Resultado: El contenido de flavonoides fue 111.17 miligramos de

rutina por gramo de extracto.

Conclusion: De acuerdo con los resultados obtenidos, la especie

Viola tricolor L. contiene una cantidad considerable de flavonoides.
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Vukics V. Antioxidant Flavonoid Glycosides in Viola tricolor L.
Tesis Postdoctoral. Budapest: Semmelweis University, School of

Pharmaceutical Sciences; 2009. (35)

Objetivo: Determinar la actividad antioxidante y la composicion
qguimica de Viola Tricolor L. mediante el desarrollo de un método de
extraccion adecuado, ademas del desarrollo de un protocolo de
fraccionamiento adecuado. También compararon la composicién

guimica y la actividad antioxidante con otras especies de Viola.

Método: El protocolo de fraccionamiento se realiz6 por cromatografia
en columna convencional. Para analizar la composicién quimica de la
fraccion se realizO mediante metodologias cromatograficas vy
espectroscopicas, tales como HPLC, LC-MS y RMN. La capacidad
antioxidante de las muestras se determiné mediante el ensayo TEAC
y DPPH.

Resultados: Se desarrollé un método de extraccion con aplicacion de
metanol, produciendo una fraccion rica en constituyentes polares. El
extracto metanolico enriquecido en componentes polares se separo
mediante cromatografia en columna de Sephadex LH-20

convencional o poliamida.

El analisis por HPLC-UV de las fracciones sugiri6 que los dos
componentes principales de flavonoides habian sido aislados con
exito. El principal flavonoide fue identificado por estudios de LC-MSn
y RMN como violantina (6-C-glucosil-8-C-ramnosil-apigenina) y se
sugiri6 que el segundo flavonoide principal fuera rutina (3-O-
ramnoglucosil quercetina), ademas, otros catorce glucésidos de
flavonoides fueron tentativamente identificados por LC-MSn. 3
flavonoides O-, 7C- y 3C, O-glicosidos con kaempferol, quercetina,
isorhamnetina, crisoeriol, apigenina y luteolina agliconas. Ademas
confirmaron la presencia de rutina, violantina, isoorientina y vicenina-
2. Las muestras de Viola tricolor L. examinadas contenian
0.42+0.01% de rutina.
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La actividad antioxidante se determin6 por medio de los ensayos de
capacidad antioxidante equivalente de trolox (TEAC) y 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). Con respecto a sus propiedades antioxidantes,
se midi6 la mayor capacidad de donante de electrones con rutina
aislada, y una fraccién enriquecida con glucésidos de flavonoides
mostro la actividad de donador de hidrogeno mas alta. Ademas de un
estudio comparativo de HPLC, se compararon los contenidos de
antocianidina y flavonoides, asi como las capacidades antioxidantes
de diferentes colores de pétalos de pensamientos de jardin (Viola x
wittrockiana Gams.) y Viola tricolor L. EI componente principal de las
flores podria ser la rutina, y como el componente principal para las

hojas se sugirié como violantina.

Los contenidos de antocianidina y flavonoides de las muestras se
cuantificaron por meétodos espectroscopicos registrados en la
Farmacopea Europea 5.0. El contenido de antocianidina mas alta se
midi6 en la flor violeta, las muestras de pensamiento blanco y amarillo

mostraron el mayor contenido de flavonoides.

Conclusion: Se encontré una correlacion significativa entre el
contenido de flavonoides y la capacidad antioxidante de las muestras,
apoyando la hipétesis de que la actividad antioxidante de Viola tricolor
L. y de los pensamientos de jardin se debe principalmente a sus
componentes flavonoidicos. Por otro lado, no se observo correlacion
entre la capacidad antioxidante y el contenido de antocianidina. Los
pensamientos de jardin proporcionan una fuente valiosa de

flavonoides mucho mayor que el Viola tricolor L.

Machado D., Bettio L., Cunha M., Santos A., Pizzolatti M.,
Brighente |, et al. Antidepressant-like effect of rutin isolated from
the ethanolic extract from Schinus molle L. in mice: Evidence for
the involvement of the serotonergic and noradrenergic systems.
European Journal of Pharmacology. 2008 Junio; 587(1-3): p. 163-
168. (36)
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Objetivo: Investigar el efecto antidepresivo del extracto etandlico de
la parte aérea de S. molle en la prueba de natacién forzada y la prueba
de suspension de cola en ratones. Ademas, se investigo el potencial
antidepresivo de la rutina, un flavonoide aislado del extracto etandlico
de esta planta y la influencia del pre-tratamiento con los inhibidores
de la sintesis de serotonina o noradrenalina, el p-clorofenilalanina

metil éster (PCPA) y a-metil-p- tirosina (AMPT), respectivamente.

Método: Prueba de natacion forzada y la prueba de suspension de

cola para investigar el efecto antidepresivo.

Resultado: La administracion del extracto etandlico produjo una
reduccion en el tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspension de
la cola (rango de dosis 600-1000mg/kg, via oral), pero no en la prueba
de natacion forzada. La administracion de rutina redujo el tiempo de
inmovilidad en la prueba de suspension de la cola (0.3-3mg/kg, via
oral), pero no en la prueba de natacion forzada, sin producir alteracion
en la actividad locomotora. Ademas, el pre-tratamiento de ratones con
PCPA (100mg/kg, via intraperitoneal, durante 4 dias consecutivos) o
AMPT (100mg/kg, via intraperitoneal) evito el efecto anti-inmovil de la

rutina (0.3mg/kg, via oral) en la prueba de suspension de la cola.

Conclusion: Los resultados indicaron que el efecto antidepresivo del
extracto etandlico de S. molle en la prueba de suspension de la cola
puede depender de la presencia de rutina que probablemente ejerce
su efecto antidepresivo aumentando la disponibilidad de serotonina y

noradrenalina en la hendidura sinaptica.

Vukics V., Hevesi B., Ringer T., Ludanyi K., Kery A., Bonn G., et
al. Quantitative and Qualitative Investigation of the Main
Flavonoids in Heartsease (Viola tricolor L.). Journal of
Chromatographic Science. 2008 Febrero; 46(2): p. 97-101. (37)

Objetivo: Este estudio presenta un informe de investigacion sobre las
caracteristicas cuantitativas y cualitativas de los dos principales

componentes de flavonoides.
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Método: El método utilizado fue cromatografia liquida con ionizacién
por electroespray espectrometria en espectrofotometria de masas en
tandem (MS") para el andlisis de flavonoides en heartsease (Viola
tricolor L.).

Resultado: Los datos del estudio sugieren que los dos principales
componentes de flavonoides son violantina (6- C glucosilo-8- C -
rhamnosyl apigenina) y rutina (3- O -rutinosil quercetina). La
identificacion de rutina se confirmé mediante la comparacién de su
tiempo de retencion, el espectro UV, masa molecular y el patron de
fragmentacion con el patrén de referencia. El analisis cuantitativo de
HPLC revel6 que la muestra de heartsease, contenia 420 + 1,17ug/g

de rutina.

FIGURA N° 3: Cromatogramas de HPLC de extracto de heartsease y los
espectros UV del pico (peak) 1 (violantina) y 2 (rutina).
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Fuente: Vukics V. et al, 2008.

Conclusion: Los dos principales componentes de flavonoides del

extracto de metanol crudo de heartsease se analizaron mediante LC-

MS regular y nanoLC-MSn. El andlisis de datos de espectro de masas

de varias etapas sugirié uno de los componentes principales como

violantina. Se identifico el segundo componente principal como rutina.

FIGURA N° 4: Estructuras quimicas de isoviolantina, violantina y rutina.
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Fuente: Vukics V. et al, 2008.
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2.4.BASES TEORICO - CIENTIFICAS

2.4.1. ASPECTOS BOTANICOS DE LA PLANTA EN ESTUDIO: Viola

tricolor L.
A.NOMBRES COMUNES:

Pensamiento, pensamiento salvaje, pensamiento silvestre,

trinitaria, violeta azul, heartsease (ingles). (38)
B. POSICION SISTEMATICA:

La determinacion taxonémica de la especie en estudio fue realizado
de acuerdo al sistema de clasificacion del grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group —
APG 1V, 2016) por el Herbario Vargas (CUZ) de la UNSAAC
(ANEXO N° 1).
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Violaceae
Género: Viola

Especie: Viola tricolor L.
FIGURA N° 5: Viola tricolor L.

Fuente: Fonnegra R. y Jiménez S.L., 2007.
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C. DESCRIPCION BOTANICA:

Planta herbacea anual o bianual, casi rastrera, de 10 a 20cm de
altura. Tallo semirrastrero o erecto, angulado, carnoso, anillado,
muy ramificado. Hojas alternas; con estipulas relativamente
grandes, varian desde ovaladas hasta lanceoladas amplias,
dentadas, de I6bulos profundos y un segmento terminal ovalado.
Flores axilares, sostenidas por largos pedunculos ganchudos;
corola formada por cinco pétalos con tres colores: azul, amarillo
(crema o naranja) y violeta (purpura claro); o combinaciéon de los
tres colores o amarillo claro con parches violeta; cuatro pétalos son
mas o menos erguidos y uno dirigido hacia abajo. Fruto capsula,
oval. (38)

D.HABITAT Y CULTIVO:

Es originario de Europa, norte de Africa y regiones templadas de
Asia y esta adaptado en América. Medra en muchos habitats,
desde zonas herbosas y montafiosas hasta lugares costeros y
también se cultiva en jardines. Las partes aéreas se recolectan en
verano (39).Se cultiva extensamente con fines ornamentales y

medicinales. (38)

E. PARTES UTILIZADAS EN LA MEDICINA TRADICIONAL:
Partes aéreas con flores, o Unicamente las flores. (38)

F. COMPOSICION QUIMICA:

Contiene acido salicilico (0.06 a 0.3%) y derivados, como el
salicilato de metilo y su correspondiente glucoarabinésido, llamado
violutésido o violotusina, ademas de otros acidos fenoles como los
acidos trans-cafeico, cis y trans-p-cumarico, gentisico,
protocatéquico y otros. Es rica en mucilagos (15%), compuesto por
glucosa, galactosa, arabinosa y ramnosa, asi como 2.4 a 4.5% de
taninos. Se han aislado diversos flavonoides: rutina, violantina,

escoparina, saponarina y los C-heterésidos vitexina, saponaretina,
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orientina, isoorientina, vicenina-2 y un nuevo flavonoide di-C-
glucosido, la violarvensina. Otros componentes son los taninos (2
a 5%), antocianésidos y carotenoides como la violoxantina (una
mezcla de 4 isébmeros geométricos) y pequefias cantidades de
saponinas, acido ascérbico y a-tocoferol. (38)

En el aceite esencial obtenido a partir de partes aéreas frescas de
V. tricolor L. se identificaron 35 compuestos que representan el
97.76% del aceite total, como sigue: 8 sesquiterpenos, 17 alifaticos,
6 derivados de acido shikimico y 4 monoterpenos. Los
sesquiterpenos fueron el principal componente (59.27%), seguidos
por alifaticos (29.81%), derivados del acido shikimico (8.05%) y
monoterpenos (0.30%). Los principales componentes volatiles
encontrados fueron Oxido de bisabolona (43.25%), trans-B-
farneseno (4.01%) y 6xido de bisabolol Ay B (7.78% y 2.28%). (40)

G.USOS MEDICINALES:

Se emplea como emoliente, depurativo de la sangre y del cuerpo,
diurético, calmante, sudorifico, emético, pectoral, tonico,
antiinflamatorio, antirreumatico, laxante; en el tratamiento de la
bronquitis, las erupciones en la piel y eczemas; para facilitar la

oxigenacion de la sangre, disminuir la eliminacion del yodo. (38)

En la herboristeria occidental se usa como planta purificadora y se
toma para afecciones de la piel como el eczema. En infusion es util
para lavar el prurito. Al ser expectorante, se usa para bronquitis y
tos ferina. Por su accion diurética, es buena para el reumatismo, la

cistitis y la dificultad para orinar. (39)

2.4.2. LAS PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTES DE PRINCIPIOS
ACTIVOS

En distintas regiones del mundo la gente ha usado durante muchos
afos hierbas medicinales para aliviar trastornos afectivos. La
busqueda de farmacos eficaces y seguros en el tratamiento de

enfermedades psiquiatricas a partir de plantas medicinales ha tenido
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un gran auge en la ultima década. (41) (42) La accién preventiva o
curativa de las plantas medicinales se debe a que contienen
sustancias quimicas que provocan un efecto fisiolégico en el
organismo humano. Estos compuestos son conocidos como principios
activos y, generalmente, son producto del metabolismo secundario de
la planta. Algunas de estas sustancias se utilizan como antibiéticos o
antisépticos, otros son sedantes, analgésicos o estimulantes del
sistema nervioso, o tienen actividad neuromuscular o muscular, entre

otros efectos. (43)

Tradicionalmente la medicina herbolaria no visualiza la enfermedad
como la alteracion de un 6rgano especifico, sino que mira al cuerpo
como la interaccion entre una serie de funciones que den permanecer
en equilibrio, y la perdida de este equilibrio es lo que produce la
enfermedad. En este sentido el uso de plantas medicinales corregiria
este desequilibrio global y no apunta su accién en un Organo
determinado. (13)

En la literatura cientifica se encuentra un gran numero de reportes de
plantas, pertenecientes a diferentes familias, que muestran tener
algun efecto a nivel de sistema nervioso central, se han reportado

efectos psicoanalépticos, psicolépticos, psicodislépticos. (44)

La mayoria de estos estudios cientificos se basan en reportes
obtenidos por la medicina tradicional de varias culturas, en donde
desde hace miles de afios se emplean plantas como recurso
disponible para aliviar diversos padecimientos. En la actualidad se
emplea un fitomedicamento elaborado con Hypericum perforatum
(Hierba de San Juan) para el tratamiento de la depresion mediana a
moderada. (45) Las diferentes propiedades etnofarmacéuticas de
diversos extractos de plantas y sus efectos se esperan que sean mas

seguros y mas econdémicos que los antidepresivos existentes. (46)
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2.4.3. FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de sustancias que pertenecen a una
clase de metabolitos secundarios de plantas naturales con estructuras
fendlicas variables, se encuentran en frutas, vegetales, granos,
corteza, raices, tallos, flores, té y vino. (47) Esta gran familia de
compuestos ha estado presente en la naturaleza durante mas de mil
millones de afios, de manera que han actuado reciprocamente con el

desarrollo de muchos organismos. (5)

Las tendencias actuales de las actividades de investigacion vy
desarrollo sobre los flavonoides se relacionan con el aislamiento, la
identificacion, la caracterizacion y las funciones de los flavonoides vy,

finalmente, sus aplicaciones en los beneficios para la salud. (47)
A. ESTRUCTURA QUIMICA

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular producidas
por casi todas las plantas vasculares. (5) Presentan un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se

numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6'. (48)

FIGURA N° 6: Estructura basica de los flavonoides.

Fuente: Martinez S. et al., 2002.

B. CLASIFICACION DE LOS FLAVONOIDES

Se caracteriza por su diversidad estructural de tal manera que se
han identificado mas de 6000 de estos metabolitos secundarios
cuyas propiedades biolégicas dependen en gran medida de su

estructura particular, es decir del tipo de sustituyentes, grupos
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funcionales, grado de oxidacion, formas diméricas, polimoricas,

formas glicosidadas o libres, entre otras. (5)

Los flavonoides se pueden subdividir en diferentes subgrupos
segun el carbono del anillo C en el que se une el anillo By el grado
de insaturacion y oxidacion del anillo C. Los flavonoides en los que
el anillo B esté vinculado en la posicion 3 del anillo C se denominan
isoflavonas. Aquellos en los que el anillo B esta vinculado en la
posicion 4 se denominan neoflavonoides, mientras que aquellos en
los que el anillo B estd vinculado en la posiciébn 2 pueden
subdividirse en varios subgrupos en funcion de las caracteristicas
estructurales del anillo C. Estos subgrupos son: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavononoles, flavanoles o catequinas,

antocianinas y chalconas. (47)

FIGURA N° 7: Estructura esquelética basica de los flavonoides y sus clases.
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Fuente: Panche A.N. et al., 2016.

En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar

en:
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TABLA N° 2: Clasificacion de los flavonoides.

Nombre Descripcion Ejemplos nFalf[EP;F:s
Antocianinas Tienen un grupo -OH en posicién 3, v Cianidina Arandanos,
OH pero ademas poseen un doble enlace v Delfinidina grosellas negras,
HO + entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. v Malvidina uvas rojas, uvas
O hy Pigmentos responsables de los | , Pelargonidina merlot, moras,
ZOH colores en plantas, flores y frutas. v Peonidina frambuesas y
fresas.
OH
Tienen un doble enlace entre las
Flavonas posiciones 2 y 3, una cetona en la
posicion 4 del anillo C. v Luteolina
Las flavonas de verduras y frutas | , Apigenina Apio, perejil,
O tienen un grupo hidroxilo en la| , Tangeritina pimientos  rojos,
| posicion 5 del anillo A, mientras que la v Tageretina manzanilla,
hidroxilacion en otras posiciones, en | Nobiletina menta y ginkgo
su mayor parte en la posicién 7 del . . biloba.
: . v Sinensetina
o) anillo Ao 3'y 4' del anillo B.
Presentes en las hojas, flores y frutas
como glucésidos.
Flavonoles
Los flavonoles tienen un grupo Cebollas, col
hidroxilo en la posicion 3 del anillo C, | v Kaempferol rizada, lechuga,
O gue también puede estar glicosilado, | v" Quercetina tomates,
| con un grupo cetona. v’ Miricetina manzanas, uvasy
OH Son bloques de construccion de | v Fisetina bayas, té y vino
proantocianinas. tinto.
@)
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Flavanonas

O

)

También llamadas dihidroflavonas,
tienen el anillo C saturado; por lo
tanto, a diferencia de las flavonas, el
doble enlace entre las posiciones 2 y
3 esta saturado.

Responsables del sabor amargo del
jugo y la cascara de los citricos.

v Hesperitina
v Naringenina
v' Eriodictiol

Citricos como
naranjas, limones
y uvas.

Isoflavonoides

O

Distribucion limitada en el reino
vegetal.

v" Genisteina

Soja y otras
plantas

v' Daidzeina .
leguminosas.
(@)
Chalconas . .
Se. caracterizan por la ausencia del | Eloridzina
0 anillo C de la estructura basica del | , Arbutina Tomates, peras,
esqueleto flavonoide, por lo tanto, | , Eloretina fresas, frutillas y
AN también pueden denominarse | , Chalconaringe ciertos productos

flavonoides de cadena abierta.

Fuente: Adaptado de Panche, A. N. et al., 2016.

nina

de trigo.
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Mientras que los flavonoides tienen un esqueleto de 2-fenilcromen-
4-ona, los neoflavonoides tienen un esqueleto de 4-fenilcromen sin
sustitucion de grupo hidroxilo en la posicion 2. La primera
neoflavona aislada de fuentes naturales en 1951 fue calofillolide de
semillas de Calophyllum inophyllum. (47)

Los flavononoles, también llamados dihidroflavonoles o catequinas,
son los derivados 3-hidroxi de las flavanonas. Los flavanoles
también se refieren a flavan-3-oles ya que el grupo hidroxilo esta
siempre unido a la posicion 3 del anillo C. A diferencia de muchos
flavonoides, no hay doble enlace entre las posiciones 2 y 3. Los
flavanoles se encuentran en abundancia en los platanos,

manzanas, arandanos, melocotones y peras. (47)

A los flavonoles y las flavonas se unen azucares, preferentemente
a la posicion C3 y con menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma
gue estos compuestos se encuentran comunmente como O-
glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas frecuente.
Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-
arabinosa, la D-xilosa, asi como el acido D-glucurénico. Los
glicésidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a
radicales libres que su aglicona (parte sin azucares de la molécula

flavonoide) o flavonoide respectivo. (49)
.EFECTOS FARMACOLOGICOS DE LOS FLAVONOIDES

Los flavonoides se consideran ahora como un componente
indispensable en una variedad de aplicaciones nutracéuticas,
farmacéuticas, medicinales y cosméticas, esto se atribuye a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y
anticancerigenas, junto con su capacidad para modular la funcién
de enzimas celulares clave; ciertos flavonoides modulan las
actividades enzimaticas de las enzimas metabolizadoras del acido
araquidonico (AA), como la fosfolipasa A, la ciclooxigenasa (COX),
la lipoxigenasa y la enzima productora de éxido nitrico, éxido nitrico

sintasa. También se sabe que son potentes inhibidores de varias
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enzimas, como la xantina oxidasa (XO). ciclooxigenasa (COX),
lipoxigenasa y fosfoinositida 3-quinasa. (47) Ademas presentan
una amplia gama de actividades biolégicas, incluyendo
antibacterianos, antifingicos, antivirales, antialérgica,

antiinflamatorio y antiproliferativo. (50)

En el siguiente cuadro se describen los mas documentados
efectos, sin mencionar sus efectos sobre el SNC:

TABLA N° 3: Efectos farmacologicos de algunos flavonoides.

Efectos Flavonoide
Antineoplasico Quercetina, kaempferol, fisetina
Cardiotonicos 3-metil-quercetina
Disminuyen la Rutina, quercetina, naringenina
fragilidad capilar ' ’
Antitromboticas Tangeretina, hesperidina, rutina
Disminucion del Liquiritigenina
colesterol
Proteccion A P N

. L Silimarina, apigenina

regeneracion hepatica

Antiulcéricos Kaemferol, quercetina

Antimicrobianos Quercetina, baicalina

Antibacterial Crisina, rutina

Antiviral Crisoeriol

Antifungica Cloroflavonina, apigenina

Antiinflamatorios Hesperi.dina, luteolina,
quercetina

Analgésico Hesperidina

Anticancerigeno Quercetina

Fuente: Estrada R. et al., 2012.

D.EFECTOS DE LOS FLAVONOIDES SOBRE EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

La historia del descubrimiento de los efectos de los flavonoides
sobre el SNC esta ligada al descubrimiento de los receptores del
GABA. Como parte de esta blsqueda se investigdo también la
presencia de moléculas afines a los receptores a GABA en
alimentos de origen animal y vegetal, asi como en plantas utilizadas

en la etnomedicina de todo el mundo. (51)

En el siguiente cuadro se mencionan los efectos mas

documentados de los flavonoides sobre el SNC:
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TABLA N° 4: Efectos de algunos flavonoides sobre el SNC.

Flavonoide Ejemplo
e 6-metilapigenina, wagonina,
Ansioliticos luteolina, 6-bromoflavanona
Antiepilépticos o]

anticonvulsivos

Rutina, gosipina

Sedantes o inductores del
suefo

Hesperidina, spinosina

Antinociceptivos Miricetrina
Mejoran la memori I : _
€joran fa memoria, € Rutina, nobiletina,
aprendizaje y el : o
. ) . quercetina, linarina
funcionamiento cognitivo
Antidepresivos Quercetina, apigenina

Moduladores de la

funcién neural

Nobiletina, hesperidina

Wogonina, luteolina,
epicatequina, flavona

Neuroprotectores Linarina, rutina
Fuente: Estrada R. et al., 2012.

Anti-neuroinflamatorios

Machado et al., describieron las propiedades de tipo antidepresivo
de la rutina, un rutindsido de flavanona, en el extracto etandlico de
la parte aérea de Schinus molle en la prueba de natacion forzada y
la prueba de suspension de cola en ratones, determinaron que los
efectos antidepresivos de la rutina fueron debidos a un incremento
de la disponibilidad tanto de serotonina como de noradrenalina en

la zona sinaptica. (36)

Después de este estudio se han publicados los efectos
antidepresivos de una gran variedad de flavonoides, mostrando asi
gue también interactdan con otros sistemas de neurotransmision.
(5) El mecanismo de accioén de estos efectos incluye la activacion
de de

dopaminérgicos, noradrenérgicos y GABAErgicos y un aumento en

los sistemas neurotransmisores  serotoninérgicos,
la produccion de factores neuronales, incluido el factor neurotréfico
derivado del cerebro y el factor de crecimiento nervioso. Ademas,
se han informado alteraciones en la funcion del receptor de
la enzima

tropomiosina quinasa B y la actividad de

monoaminooxidasa A. (52)
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E. SEPARACION DE FLAVONOIDES

Se pueden utilizar diferentes técnicas cromatograficas: para la
determinacién de flavonoides en extractos crudos de plantas o en
fracciones son especialmente utilizadas la cromatografia de papel
(CP) y la cromatografia de capa fina (CCF). Por otro lado, son
indispensables para la separacion de flavonoides la CP
preparativa, la CCF, la cromatografia de columna (CC) y
especialmente la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
(53)

Cromatografia en columna

Quizas la técnica que ha sido mas utilizada para la purificacion de
productos naturales en general, es la cromatografia en columna.
Esta técnica basicamente consiste en la aplicacion de una mezcla
de flavonoides (en solucién) a la columna, la cual cuenta con un
adsorbente y la subsecuente elucion secuencial de los compuestos

individuales con solventes apropiados. (53) (54)

Para realizar cromatografia de columna los soportes mas utilizados
son Sephadex LH-20, ODS y poliamida, aunque la utilizacion de
resinas como DIAION HP-20 y Amberlite XAD-2 o XAD-7, con
gradientes de elucidon de metanol — agua, son un excelente método
para la obtencion de fracciones ricas en flavonoides. (54) Muchos
compuestos pueden separarse mediante el uso de adsorbentes
sintéticos, por ejemplo, extractos de plantas como medicamentos a
base de hierbas y pigmentos naturales, antibioticos fermentados
como penicilinas y cefalosporinas, péptidos como insulina,

proteinas, vitaminas, nutracéuticos como polifenoles y mas. (55)
F. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

La reaccién mas usual para la deteccion de los flavonoides en un

extracto de planta es la reaccion de Shinoda. (56)
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Espectroscopia de Masas, Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
y UV/Vis son las técnicas mas utilizadas para dilucidar la estructura
de los flavonoides. También se usan otras tres técnicas: la
cristalografia de rayos X, con el potencial de resolver estructuras
completas, pero se ve obstaculizada por la dificultad de obtener
buenos cristales; el dicroismo circular y las espectroscopias
vibracionales se utilizan para resolver detalles estructurales

especificos. (57)
Reaccion de Shinoda

Al extracto se coloca un pequefo trozo de magnesio y unas pocas
gotas de HCI concentrado, el desarrollo inmediato de coloracion es
indicativo de la presencia de: flavonas (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta,
azul), isoflavonas (amarillo), isoflavanonas, chalconas y auronas no

dan coloracion. (56)
Espectroscopia UV/Vis

La espectroscopia UV/Vis fue una de las primeras técnicas
rutinariamente utilizadas para el analisis de flavonoides debido a la
existencia de dos bandas caracteristicas UV/Vis en los flavonoides,
la banda | en el rango de 300 a 550 nm, derivada del anillo By la
banda Il en el Rango de 240 a 285 nm, que surge del anillo A. Por
ejemplo, mientras que la banda | de flavonas y flavonoles se
encuentra en el rango de 240 - 285 nm, la de flavanona (sin
instauracién de anillo C) se encuentra en el rango de 270 - 295 nm;
por el contrario, la banda Il de flavonas y flavanonas (sin grupo 3-
OH) se encuentra alrededor de 303 - 304 nm, y la de flavonoles 3-

hidroxilados se centra alrededor de 352 nm. (57)

Los espectros de los flavonoides son determinados usualmente en
solucion metandlico. El espectro de absorcion en el UV-Visible del
compuesto aislado es (til también para determinar el tipo de

flavonoide, asi como su modelo de oxigenacion. (58)
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La variacion de estos rangos depende del modelo de hidroxilacion
y del grado de sustitucion de los hidroxilos: (58)

TABLA N° 5: Valores de absorcion para las bandas | y Il de los diferentes tipos
de flavonoides.

Banda ll Banda | Tipo de Flavonoide
(nm) (nm)

250-280 310-350 Flavonas

250-280 330-360 Flavonoles (3-OH substituido)

250-280 350-385 Flavonoles (3-OH libre)

245-275 310-330 Isoflavonas (5-deoxi-6,7-dioxi)
275-295 300-330 Isoflavonas, dihidroflavonoles
230-270
(baja 340-390 Chalconas
intensidad)
230-270
(baja 380-430 Auronas
intensidad)

270-280 465-560 Antocianidinas, antocianinas
Fuente: Lock O., 1997.

2.4.4. SALUD MENTAL Y TRASTORNOS MENTALES

La salud mental, o0 mas especificamente de los trastornos mentales,
también denominados neuropsiquiatricos y del comportamiento, se
han convertido en una de las mayores preocupaciones de la
poblacién, la falta de acceso de la poblacion a los servicios de salud

mental constituye en un riesgo para su bienestar general y social. (59)

En términos epidemioldgicos, la salud mental contribuye con la carga
global de las enfermedades en alrededor de 12%, representa hasta
28% de los afios vividos con discapacidad y constituye una de las tres
principales causas de mortalidad entre las personas de 15 a 35 afios,
considerando el suicidio. (60) En el caso del Perd, en el afio 2014,
solo el 32% de personas con trastornos severos de salud mental
recibia algun tipo de tratamiento, mientras que solo el 18.1% de las
personas con trastorno de salud mental moderado recibié atencion.
(61)

Hay una gran variedad de trastornos mentales, cada uno de ellos con
manifestaciones distintas. En general, se caracterizan por una
combinacién de alteraciones del pensamiento, la percepcién, las
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2.4.5.

emociones, la conducta y las relaciones con los demas. Entre ellos se
incluyen la depresion, el trastorno afectivo bipolar, la esquizofrenia y
otras psicosis, la demencia, las discapacidades intelectuales y los
trastornos del desarrollo, como el autismo. La prevalencia de los
trastornos mentales continla aumentando, causando efectos
considerables en la salud de las personas y graves consecuencias a
nivel socioecondémico y en el @mbito de los derechos humanos en

todos los paises. (62)

La depresion junto con la ansiedad, es uno de los problemas mas
comunes por el que la gente busca ayuda clinica. No es de extrafiar
gue sea el diagnostico mas frecuente, compartido a menudo con la
ansiedad. Asi mismo, la depresion y la ansiedad forman parte de otros

problemas clinicos. (63)

Los trastornos depresivos son los mas prevalentes entre los
trastornos psiquiatricos, causando sufrimiento a los pacientes,

sobrecarga familiar y alto riesgo de comportamiento suicida. (64)
DEPRESION EN EL SER HUMANO

El paciente con depresion presenta tristeza, pérdida de interés y de la
capacidad de disfrutar, sentimientos de culpa o baja autoestima,
trastornos del suefio o del apetito, cansancio y falta de concentracion.
También puede presentar diversos sintomas fisicos sin causas
organicas aparentes. La depresion puede ser de larga duracién o
recurrente, y afecta considerablemente a la capacidad de llevar a
cabo las actividades laborales y académicas y de afrontar la vida

cotidiana. En su forma mas grave, puede conducir al suicidio. (62)

La depresion no es culpa de la persona que la padece, como tampoco
es una debilidad de la personalidad. Es una enfermedad médica que
es muy frecuente y puede afectar a cualquier persona. La depresion
se concibe como una consecuencia de alteraciones en los

neurotransmisores cerebrales, dada la evidencia de que los
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2.4.6.

antidepresivos  modifican  neurotransmisores,  principalmente

serotonina y la noradrenalina. (65)

Segun el Instituto Nacional de Salud Mental de Estados Unidos,

algunos sintomas de la depresion son:

v’ Tristeza, ansiedad o sentimiento de "vacio" persistente
v Sentimientos de desesperanza o pesimismo
v Irritabilidad

Sentimientos de culpa, inutilidad o impotencia

Pérdida de interés o placer en aficiones y actividades

Disminucion de la energia o fatiga

v

v

v

v/ Hablar mas despacio

v’ Sentirse inquieto o tener problemas para permanecer sentado.

v Dificultad para concentrarse, recordar o tomar decisiones.

v' Dificultad para dormir, despertar temprano por la mafiana o dormir
demasiado.

v’ Apetito y/o cambios de peso.

v Pensamientos de muerte o suicidio, o intentos de suicidio.

v Dolores o molestias, dolores de cabeza, calambres o problemas
digestivos sin una causa fisica clara y/o que no se alivian con el

tratamiento.

Estos signos y sintomas deben presentarse la mayor parte del dia,
casi todos los dias, durante al menos dos semanas, lo cual seria un

indicativo de estar sufriendo de depresion. (66)
ETIOPATOGENIA DE LA DEPRESION

La depresién es causada por una combinacion de factores genéticos,
biolégicos, ambientales y psicoldgicos. La depresiéon puede ocurrir en

cualquier edad, pero a menudo comienza en la edad adulta. (66)

Sea hereditario o no, el trastorno depresivo severo esta a menudo
asociado con cambios en las estructuras o funciones cerebrales:
Disminucion del metabolismo del area prefrontal izquierda del

cerebro. Situacion que se normaliza luego de los diferentes
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tratamientos (65). Ademas investigaciones genéticas indican que es
posible de que el riesgo de padecer de depresion implique la
combinacién de multiples genes con factores ambientales o con otros
factores. (67)

A veces los medicamentos tomados para ciertas enfermedades
fisicas pueden causar efectos secundarios que contribuyen a la
depresién (66). En los ultimos afios, la investigacion cientifica ha
demostrado que algunas enfermedades fisicas pueden acarrear
problemas mentales. Enfermedades tales como los accidentes
cerebro-vasculares, los ataques del corazén, el cancer, la enfermedad
de Parkinson y los trastornos hormonales, pueden llevar a una

enfermedad depresiva. (65)

Otro de los desencadenantes ambientales identificados son las
situaciones de tensidn psiquica en etapas tempranas del desarrollo,

lo cual parece inducir cambios funcionales de estos sistemas. (68)

En su génesis participan factores biolégicos, que incluyen disfuncién
de los circuitos de noradrenalina, serotonina y dopamina del SNC,
junto con cambios profundos en el funcionamiento del tallo cerebral,
el hipotdlamo y las estructuras del sistema limbico. (68) Se sabe que
niveles bajos de serotonina y noradrenalina producen sedacion e
incluso depresion, sin embargo respecto al papel de cada sustancia
hay discrepancias. Por todo esto se podria hipotetizar que en la
depresion lo que habria seria, o0 bien, un exceso en la actividad de la

MAO, o bien, un déficit en la produccion de la serotonina. (69)

La hipdtesis de las monoaminas propone que el trastorno depresivo
mayor se debe a deficiencia en los neurotransmisores serotonina (5-
HT), norepinefrina y en menor grado dopamina (DA). La
monoaminooxidasa A (MAO-A) es una enzima que regula las
concentraciones de las tres monoaminas 5-HT, norepinefrina y
dopamina en el cerebro. EIl sistema serotoninérgico juega un papel
critico en la regulacion del humor y el temperamento, por ello los

medicamentos para aumentar la neurotransmision serotoninérgica
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2.4.7.

son eficaces para tratar una variedad de trastornos mentales, incluido
el trastorno depresivo mayor. El transportador de serotonina (5-HTT)
juega un rol importante en la neurotransmision serotoninérgica por la
facilitacion de la recaptura de serotonina de la hendidura sinaptica. El
sistema dopaminérgico juega un papel importante en la regulacién de
las funciones motoras, cognitivas y emocionales. Se ha sugerido una
disminucion en la liberacion o produccion de la norepinefrina en
individuos deprimidos, lo que sefiala una desregulacién del sistema
noradrenérgico que juega un papel importante en la fisiopatologia de
los trastornos afectivos. Las funciones de la norepinefrina son
mediadas por las proteinas de unién de norepinefrina, como los
receptores adrenérgicos y los transportadores de norepinefrina. El
transportador de norepinefrina (TNE) es un objetivo mayor para los
antipsicoticos, psicoestimulantes y antidepresivos, porque estos
agentes bloquean la via de transporte, resultando en una potenciacion

de la actividad sinaptica de la norepinefrina. (70)

La hipotesis glutamatérgica y GABAérgica de la depresion, implica a
los neurotransmisores glutamato (excitatorio) y GABA (inhibitorio) del
sistema nervioso central y la expresion de los genes que participan en

su regulacion en la depresion. (70)
EPIDEMIOLOGIA DE LA DEPRESION

La depresion es un trastorno mental frecuente y una de las principales
causas de discapacidad en todo el mundo. Afecta a mas de 300
millones de personas en todo el mundo, con mayor prevalencia en las

mujeres que en los hombres. (62)

Los trastornos depresivos son comunes. La depresion es dos veces
mas comun en las mujeres que en los hombres. Los motivos no estan
claros, pero sin duda influyen aspectos hormonales, aspectos que
tienen que ver con el ciclo reproductivo y también con aspectos
psicosociales (71). Aunque algunas mujeres pueden entrar en la

menopausia sin problemas de estado de animo, otras tienen mayor
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2.4.8.

riesgo de padecer depresion. Esto parece ocurrir incluso entre las
mujeres que no tienen antecedentes de depresion. (72) (73)

En un estudio epidemiolégico de salud mental realizado en Lima
metropolitana y Callao en el afio 2012 se estima que el 17,2 % de la
poblacion presenta episodios depresivos, ademas de la alta
prevalencia de depresion en adolescentes y en adultos (74).

Un episodio de depresion dura habitualmente de 6 a 9 meses, pero
en el 15 al 20% de los pacientes dura 2 afios 0 mas. Los episodios

generalmente tienden a recurrir varias veces a lo largo de la vida. (75)
TRATAMIENTOS ACTUALES DE LA DEPRESION

Las opciones de tratamiento incluyen la psicoterapia, los
psicofarmacos, la terapia electroconvulsiva, y la terapia magnética
transcraneal y profunda. El tratamiento farmacoldgico disponible en la
actualidad uUnicamente alcanza tasas de respuesta y remision
sintomatica modestas. Los antidepresivos actuales, a pesar de sus
distintos mecanismos de accion, tienen como comun denominador la
regulacion de sistemas de neurotransmision monoaminérgica
(serotonina, noradrenalina, dopamina), y comparten similar eficacia.
La eleccion del antidepresivo a utilizar debe individualizarse y basarse
en las caracteristicas sintomaticas del cuadro depresivo,
comorbilidades, efectos secundarios, interacciones farmacolégicas y
disponibilidad. (76)

Se ha demostrado que los programas preventivos reducen su
incidencia tanto en los nifios (por ejemplo, mediante la proteccion y el
apoyo psicoldgico en casos de maltrato fisico o abuso sexual) y en los
adultos (por ejemplo, mediante la asistencia psicosocial). La
depresion de leve a moderada se puede tratar eficazmente con
terapias que utilizan el didlogo, como la terapia cognitivo-conductual
o la psicoterapia. Los antidepresivos pueden ser un tratamiento eficaz
para la depresion de moderada a grave, pero no son el tratamiento de

eleccion para la depresion leve. Tampoco se deben emplear para
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tratar la depresion infantil y no son el tratamiento de eleccion en los

adolescentes, a quienes se deben prescribir con cautela. (62)

Existe evidencia de que el tratamiento combinado (que incluye el
tratamiento psicolégico junto al tratamiento farmacoldgico) es mas
efectivo que el tratamiento psicolégico por si solo Unicamente a corto

plazo, pero no a largo plazo. (77)

En el contexto de la atencion primaria, donde el manejo y el dominio
de las técnicas psicoterapéuticas son menos conocidas y presentan
mayores dificultades por las necesidades del tiempo, la intervencion
mas eficaz para lograr la remisiébn de un cuadro depresivo es,

indudablemente, el tratamiento farmacolégico. (20)
CLASIFICACION DE FARMACOS ANTIDEPRESIVOS

La depresion parece estar asociada a la existencia de niveles bajos
de determinados neurotransmisores a nivel cerebral, como
serotonina, noradrenalina o dopamina. Por ello, los farmacos
antidepresivos intentan aumentar alguna de estas sustancias en el

cerebro a través de distintos mecanismos de accion. (78)

El tratamiento de la depresion se basa en un grupo variado de agentes
terapéuticos antidepresivos, en parte porque la depresion clinica es
un sindrome complejo de gravedad también muy variable. Los
primeros farmacos que se utilizaron con buenos resultados fueron los
antidepresivos triciclicos, que ejercen una gran variedad de efectos
neurofarmacolégicos, ademas de su accion primaria supuesta, que es
inhibir la captacion de noradrenalina (y serotonina) en las
terminaciones nerviosas, lo que da por resultado facilitacion sostenida
de la funcién noradrenérgica, y quiza serotoninérgica, en el encéfalo.
Se han empleado también inhibidores de la MAO, que incrementan
las concentraciones cerebrales de muchas aminas. Y recientemente
aparecieron una serie de medicamentos innovadores que han
resultado muy eficaces, entre ellos varios inhibidores del

transportador de neurotransmisores que bloguean de manera
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selectiva la recaptacion de serotonina, ISRS, los cuales desplazaron
a los inhibidores de la monoaminooxidasa. (79)

La mayor parte de los antidepresivos actuan sobre la recaptacion de
monoaminas. La accion inhibidora sobre la recaptacion de
noradrenalina o 5-HT conduce a un incremento de estas aminas en el
espacio sinaptico, gracias al cual se produce el efecto antidepresivo.
El aumento inicial de las monoaminas en la sinapsis lleva inicialmente
a una hiperactivacion de los autorreceptores presinapticos a, -
adrenérgicos o 5-HT1A, mediante la que se potencia la retroaccion
negativa sobre la sintesis y liberacion de noradrenalina y 5-HT,
respectivamente. Posteriormente, el tratamiento durante una o dos
semanas con estos antidepresivos puede acabar produciendo una
desensibilizacion o disminucion de los mencionados autorreceptores,
lo que debe conducir a que el funcionamiento noradrenérgico o

serotoninérgico se normalice e incluso se incremente. (78)
A. ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS (ATC)

Inhibe la recaptacion neuronal de noradrenalina y serotonina,
aumentando asi su concentracion dentro de las sinapsis y
aumentando la neurotransmision. Su eficacia para los dos tipos de
receptores de neurotransmisores varia y esto resulta en diferentes

frecuencias e intensidades de efectos secundarios. (80)

Los triciclicos fueron los primeros en aparecer. Presentan una
elevada eficacia aunque, debido a los efectos secundarios que
producen (sedacion, sequedad de boca, estrefiimiento, temblores,
hipotensidn, etc.), se recomienda iniciar el tratamiento con dosis
bajas e ir aumentandolas en funcién de la tolerancia del paciente y
del efecto antidepresivo, hasta conseguir la dosis que equilibre la
mayor eficacia posible con los menores efectos secundarios. Se
tienden a utilizar en casos graves de depresion. Por su perfil
sedante, alguno de ellos se indica también en las depresiones con

elevado nivel de ansiedad. (78)
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B. INHIBIDORES SELECTIVOS DE LA RECAPTACION DE
SEROTONINA (ISRS)

Los Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de Serotonina (ISRS)
es un grupo farmacolégico que ha desplazado a los antidepresivos
triciclicos (ATC) como tratamiento del trastorno depresivo mayor y
el trastorno de angustia. (81) Inhibe la recaptacion neuronal de
serotonina al unirse especificamente a los receptores 5-HT dentro
de las sinapsis. Sus efectos sobre la noradrenalina son minimos.
(80)

Los ISRS no estan recomendados para el tratamiento de rutina de
la depresion menor persistente (menos de dos afios de duracion) o
depresion mayor leve, porque la relacion riesgo - beneficio es
pobre, considerandose que su efecto en la depresion menor es

similar al placebo segun diferentes guias de consenso. (82)
Fluoxetina

Es un bloqueador altamente especifico de la recaptacion de
serotonina (sustancia quimica cerebral esencial) con un minimo
efecto sobre otros receptores y fue el primero de una clase
completamente nueva de medicamentos denominados inhibidores
de la recaptacion de serotonina (ISRS). (79) (83) (84)

La fluoxetina se absorbe bien después de su administracion oral.
La concentracion maxima en plasma se alcanza entre 6 y 8 horas.
La fluoxetina se une extensamente a las proteinas plasmaticas y
se distribuye ampliamente. Se alcanzan concentraciones estables
en plasma después de su administracion por varias semanas. Las
concentraciones estables en plasma después de su administracion
por tiempo prolongado son similares a las concentraciones
observadas a las 4 o0 5 semanas. La fluoxetina es metabolizada
extensamente en el higado a norfluoxetina y a una variedad de

otros metabolitos no identificados que son excretados en la orina.
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La vida media de eliminacién de fluoxetina es de 4 a 6 dias y la de
su metabolito activo es de 4 a 16 dias. (85)

Dada la menor incidencia de efectos anticolinérgicos
antihistaminicos y alfa bloqueantes, asi como la mayor facilidad
para su dosificacion, hacen que sean los farmacos antidepresivos
en atencion primaria. Representan en la actualidad la opcién
terapéutica de primera linea en el campo de la depresion de la
forma evidente en los casos de depresion leve y moderada y de
forma mas controvertida en las depresiones severas, ademas es la
mejor tolerada y se puede iniciar en dosis que formalmente es

efectiva. (79) (83) (84)

TABLA N° 6: Efectos adversos asociados con fluoxetina y otros ISRS.

Cardiacos Palpitaciones
Sistema Secrecion inadecuada de hormona
Endocrino antidiurética
Ojos Vision borrosa, midriasis
Diarrea, boca seca, dispepsia, disfagia,
Gastrointestinales | sangrado  gastrointestinal, nausea,
vomito, dolor esofagico
Metabolismo y Disminucion del apetito (incluye
Nutricién anorexia).
Musculo
esqueléticos y del | Contracturas musculares.
tejido conectivo
Ataxia, trastornos del equilibrio,
sindrome bucogloso, convulsiones,
trastornos de la atencion, mareos,

disgeusia, discinesia, cefalea, letargia,
alteraciones de la memoria, mioclonus,
hiperactividad psicomotora, sindrome

Sistema Nervioso

serotoninérgico, somnolencia,
temblores
Suefios anormales, ansiedad,

bruxismo, despersonalizacion, humor
elevado, humor disférico, hipomania,
insomnio, disminucion de la libido,
mania, nerviosismo, orgasmo anormal,
intranquilidad, alteraciones del suefio,
tensidén, pensamiento anormal.

Psiquiatricos

Renales y
urinarios

Disuria, alteraciones de la miccién,
miccién frecuente
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Alteraciones de la eyaculacion,

Sistema ) - L EY
reproductor disfuncion erectil, galactorrea,
P y sangrado ginecologico, priapismo,
mamas

hiperprolactinemia, disfuncién sexual

Respiratorios,
toracicos y Bostezos
mediastinales

Alopecia, angioedema, sudor frio,
equimosis,  hiperhidrosis, eritema

Piel y tejido : : :
. multiforme, incremento en la tendencia
subcutaneo : : N )
a equimosis, fotosensibilidad, prurito,
erupcion cutanea
Rubicundez, hipotensién, vasculitis,
Vasculares

vasodilatacion.
Fuente: Eli Lilly y Compafiia de México, S.A., 2016.

C.INHIBIDORES DE LA RECAPTACION DE NORADRENALINA

Inhibe la recaptacion de los neurotransmisores norepinefrina
(noradrenalina) y epinefrina (adrenalina) mediante el bloqueo de la
accion del transportador de norepinefrina, lo que conduce a un
aumento de las concentraciones extracelulares de los dos

neurotransmisores. (80)

D. INHIBIDORES DE LA RECAPTACION DE SEROTONINA Y
NORADRENALINA

Inhibe la recaptacion neuronal de serotonina y noradrenalina en los
extremos neuronales, aumentando asi ambos niveles dentro de la
sinapsis. (80) Su mecanismo de accion es mas selectivo, y por ello
son farmacos con un perfil de efectos secundarios mejor tolerados
gue los farmacos heterociclicos. Por tanto, se puede iniciar el
tratamiento con dosis usualmente efectivas. Al poder indicarse
desde el primer dia a dosis terapéuticas, es posible que necesiten

menor tiempo de inicio de la accion antidepresiva. (78)

E. INHIBIDORES DE LA RECAPTACION DE NORADRENALINA Y
DOPAMINA

Inhibe la recaptacion de los neurotransmisores norepinefrina y
dopamina bloqueando la accion del transportador de norepinefrina

y el transportador de dopamina, respectivamente. (80)
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F. INHIBIDORES DE LA MONOAMINOOXIDASA (IMAO)

Inhibe

neurotransmisores norepinefrina, serotonina y dopamina en el

la enzima MAO, se produce acumulacion de los
cerebro. (80) Los IMAO parecen ser algo menos eficaces que los
ATC en la depresion grave, aunque presentan mayor eficacia en
las depresiones atipicas. Por ello y por la mayor posibilidad de

interacciones con diversos farmacos y alimentos, no se consideran

farmacos de primera eleccion. (78)

TABLA N° 7: Farmacos empleados en el tratamiento de la depresion.

Dosis diaria en
Clase Ejemplos adultos parala
depresiéon (mg)
Amitriptilina 75-200
Clomipramina 10-250
Desipramina 25-300
Dosulepina 75-225
Antidepresivos Doxepina 75-300
triciclicos Imipramina 75-200
" Lofepramina 140-210
o Nortriptilina 75-150
= Protriptilina 10-60
§ Trimipramina 50-300
ol . . Amoxapina 100-600
GE) AF;{?;&ZE?XSS Maprotilina 25-225
S Mianserina 30-90
S Citalopram 20-40
9 Inhibidores Escitalopram 10-20
‘% Selectivos de la Fluoxetina 20-60
o Recaptacion de Fluvoxamina 50-300
© Serotonina Paroxetina 20-50
3 Sertralina 25-200
g Inhibidore_s,dedla Atomoxetina /
78 Recaptamon € Reboxetina 8-12
e} Noradrenalina
< Inhibidor de la
- Recaptacion de Duloxetina 30-120
Serotonina y Venlafaxina 75-375
Noradrenalina
Inhibidor de la
Recaptacion de BUDIODION /
Noradrenalina y prop
Dopamina
© IMAO Fenelzina 15-90
o « irreversibles no | Tranilcipromina 10-30
'8 E © selectivos Isocarboxazida 30-60
@ X
S S5 | IMAQ reversibles | 0\ pemida 150-600
2 53 selectivos (tipo A)
< = IMAO selectivos Rasagilina /
- (tipo B) Selegilina /

Fuente: Adaptado de Agius M. & Bonnici H., 2017.
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G.ANTIDEPRESIVOS ATIPICOS Y OTRAS CLASES

TABLA N° 8: Antidepresivos atipicos y otras clases.

Farmaco

Clasificacion
de drogas

Mecanismo de accion

Rango de
dosis

(mg)

Mirtazapina

Antidepresivo
noradrenérgico
y serotonérgico

especifico

Antagoniza los subtipos
de receptores
adrenérgicos a2- y
receptores de
serotonina 5-HTza, 5-
HT2c y 5-HTs para
incrementar la
neurotransmision
noradrenérgica central y
serotoninérgica.

15-45

Trazodona
Nefazodona

Antagonista e

inhibidor de la

recaptacion de
serotonina

Antagoniza todos los
sitios receptores de 5-
HT, excepto el 5-HT1a,
donde actlia como un
agonista parcial.
También
simultdneamente
(débilmente) inhibe los
transportadores de
serotonina

150-600

Tianeptina

Potenciador
selectivo de la
recaptacién de

la serotonina

Aumenta la absorcion
de serotonina en las
sinapsis. No se sabe

cémo esto resulta en el
alivio de la depresion,
pero las teorias
incluyen la modulacion
de la transmision
glutamatérgica y sus
efectos agonistas sobre
los receptores -
opiaceos.

12-36

Triptéfano

Aminoacido
esencial

Convertido en
serotonina en si mismo
después de reacciones

de condensacion,
descarboxilaciéon
reductiva y catdlisis

6000-
12000

Agomelatina

Antidepresivo
melatoninérgico

Agonista
melatoninérgico de los
receptores MT1y MT2y

antagonista del receptor
5HT2c de serotonina.

25-50

Fuente: Adaptado de Agius M. & Bonnici H., 2017.

2.4.10. MODELOS EXPERIMENTALES DE DEPRESION

Los modelos experimentales en animales son herramientas
importantes para investigar la etiologia de la depresion, aunque los

modelos en animales ayudan la comprension de los trastornos
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psiquiatricos, tienen algunas limitaciones, como por ejemplo, los
animales no pueden presentar sentimientos de tristeza, culpa o
pensamientos suicidas, sintomas principalmente limitados a los
humanos. (86) Se han establecido algunos criterios para la validacion

de un modelo animal:

TABLA N° 9: Criterios para la validez de un modelo animal de depresién.
Criterios Manifestaciones

Las manifestaciones de comportamiento deben

ser similares a los sintomas observados en

pacientes con depresion.

Los cambios fisiopatolégicos que ocurren en

pacientes con depresién, como los cambios en el

eje hipotalamo — hipdfisis — suprarrenal, la atrofia

del hipocampo y los neurotransmisores también

deben ocurrir en los animales.

Los cambios de comportamiento deben revertirse

con un tratamiento eficaz (antidepresivos y/o

terapia electroconvulsiva).

Fuente: Abelaira H.M. et al., 2013.

Validez aparente (Face
validity)

Validez de constructo
(Construct validity)

Validez predictiva
(Predictive validity)

En la actualidad, existen varios modelos experimentales en la
evaluacion de la actividad antidepresiva en roedores, todos estos

modelos estan basados en dos principios:

1. Pruebas animales basadas en la interaccion entre

antidepresores potenciales y sustancias de referencia

% Potenciacion de la anfetamina (Amphetamine potentiation):
Como resultado el nivel de la anfetamina aumenta la
concentracion en el cerebro, lo que sugiere la utilidad de la
prueba de potenciacion de anfetamina como prueba de
deteccion. Esta prueba no es especifica, a veces da resultados
falsos negativos o falsos positivos. (32)

“ Inversion de la accion de la reserpina (Reversal of reserpine
action): La administracion de reserpina induce ptosis, catalepsia
e hipotermia en roedores lo que se puede revertir con
compuestos que tienen una actividad similar a la de los
antidepresivos, sin embargo, muchos medicamentos
antidepresivos nuevos no alteran la accion de la reserpina.
Ademas, también se observan muchos resultados falsos
positivos en esta prueba. (32)
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2. Pruebas animales basadas en la respuesta al estrés

Modelos de estrés agudo - Modelos predictivos de actividad
antidepresiva

% Prueba de natacion forzada (Forced Swimming Test): Tiene
varias ventajas como la relativa simplicidad, los bajos costos y el
hecho de que es una herramienta rapida y confiable para
investigar la posible actividad antidepresiva (tiene una fuerte
validez predictiva). Desafortunadamente, la prueba tiene una
pobre validez aparente y constructo. (32)

» Prueba de suspension de la cola (Tail Suspension Test): En

L)

este procedimiento, los animales son suspendidos por sus colas.
Al principio, los roedores se involucran de inmediato en
conductas de escape, pero luego toman una postura inmovil, la
cual es medida como tiempo de inmovilidad. Una de las ventajas
de esta prueba es que puede detectar un amplio espectro de

antidepresivos, también es barato y poco sofisticado. (32)

FIGURA N° 8: Representacién esquematica de movilidad e inmovilidad en la
prueba de suspensién de la cola.

3 /
=h )
|

Fuente: Kedzierska E. & Wach 1., 2016.

Modelos de estrés crénico - Manipulaciones ambientales

% Indefension aprendida (Learned helplessness): El estado de
tipo depresivo en roedores es inducido por varias sesiones de
choques eléctricos. Las principales ventajas de la indefension
aprendida como modelo de depresion son su muy fuerte validez

aparente y su validez predictiva. (32)
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% Estrés leve cronico (Chronic mild stress): Se compone de

L)

una exposicion de factores estresantes leves a los roedores.
Entre ellos se encuentran: reducciones de temperatura minimas,
cambios de comparfieros de jaula, periodos de privaciones de
alimentos y agua, interrupciones abruptas circadianas y otras
manipulaciones inofensivas pero impredecibles. Tiene ciertas
desventajas, es mas caro que los otros modelos y es dificil de
llevar a cabo (demanda de espacio, necesita una duracién
prolongada y mano de obra intensiva). (32)

Estrés por derrota social (Social defeat stress): En este
modelo, el conflicto social se crea entre machos experimentales
(intrusos) que se colocan dentro del territorio de los machos
agresivos (residentes). Los intrusos son investigados, atacados
y derrotados por ellos. Los animales experimentales en el
paradigma de estrés de derrota social muestran una interaccion
social reducida (evitacion social), anhedonia (disminucion de la
preferencia de sacarosa y actividad sexual), actividades
exploratorias y locomotoras disminuidas. La principal desventaja
de este modelo es el hecho de que es muy absorbente en el
tiempo (requiere 20 dias). Otro inconveniente es que solo los

roedores machos se pueden utilizar para este modelo. (32)

FIGURA N° 9: Representacién esquematica de estrés por derrota social.

0

Fuente: Siale O.K. et al., 2016.

Sobre la base de los criterios de validez, se han desarrollado y
se estan desarrollando muchos modelos animales de depresion,
incluidos los basados en ingenieria genética, dafio cerebral y

manipulaciones ambientales. (87)
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A. PRUEBA DE NADO FORZADO MODIFICADO

La prueba de nado forzado (Forced Swimming Test, FST) fue
desarrollado por Porsolt y colaboradores en 1977 y modificado por
Detke (1995) es uno de los mas ampliamente utilizados, por su
valor predictivo, ya que posee una alta capacidad para detectar
actividad antidepresiva en una gran numero de sustancias,
extractos y fracciones de plantas medicinales (88) (41). Ademas
este modelo es probablemente el mas empleado en la busqueda
del potencial antidepresivo de un compuesto nuevo. (89)

El parametro mas importante de esta prueba, es el tiempo de
inmovilidad de los animales cuando se los somete a la prueba
(figura N° 10). Un aumento en el tiempo de latencia y una
disminucion en el tiempo de inmovilidad de los animales son

indicativos de actividad antidepresiva (90).

FIGURA N° 10: Representacion esquematica de movilidad e inmovilidad en la
prueba de nado forzado.

Mobility Immobility

Fuente: Abelaira H. M. et al., 2013.

Los farmacos antidepresivos tienen la capacidad de disminuir la
duracion del periodo de inmovilidad. Por lo cual la prueba de nado
forzado es una prueba farmacoldgica experimentalmente valida en
la busqueda de sustancias de origen vegetal que pudieran tener
eficacia antidepresiva en la clinica. Este modelo es sensible a
farmacos como los triciclicos, IMAO, ISRS, cada uno de los cuales

muestras respuestas variables. (91)

Varias clases de antidepresivos reducen el tiempo de inmovilidad

durante la FST. Los medicamentos que afectan a la
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neurotransmision noradrenérgica aumentan el comportamiento de
“climbing”, mientras que los medicamentos que afectan a la
neurotransmision serotonérgica aumentan el tiempo de “swimming.
(87)

FIGURA N° 11: Representacion esquematica de inmovilidad, swimming y

climbing en la prueba de nado forzado modificado.

Immobility Swimming Climbing

Fuente: Cryan J.F. et al., 2002.

Por lo tanto, los antidepresivos que principalmente potencian la
neurotransmision mediada por 5-HT aumentan el comportamiento
de swimming, mientras que aquellos con acciones primarias a
través de catecolaminas aumentan el comportamiento de climbing.
En la figura N° 12, se muestran los efectos diferenciales del
inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (fluoxetina) y del
inhibidor de la recaptacion de noradrenalina (reboxetina) sobre la
FST. (92)

FIGURA N° 12: Representacion esquemética del tiempo de inmovilidad,
swimming y climbing de fluoxetina y reboxetina en la FST modificado.

Fluoxetine Reboxetine
601 o saline 10Saine  g5mgkg”
50 o5mg kg"_1 o0.3mg kg“ mi0omg kg:: *
1@ 10mgkg, 1@1mgkg' W20mgkg
B 20 mg kg L
40 . 1
30 7 x ¥ 1 *
20+ . .
104 | z rm .
Immobility Swimming Climbing I[mmobility Swimming Climbing

Fuente: Cryan J.F. et al., 2002.
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B. FACTORES QUE AFECTAN LA PRUEBA DE NADO FORZADO

Durante la prueba de nado forzado los animales podrian liberar una
“sustancia de alarma” que modifique la conducta del mismo animal
en estudio, pero también la de los otros animales sometidos
subsecuentemente a la prueba cuando no se ha cambiado el agua
del estanque entre prueba y prueba. En ciertos casos, la
inmovilidad disminuye en los animales introducidos al estanque
donde previamente nado otra rata, lo que no sucede en los
animales forzados a nadar en agua limpia. (93) (94)

La profundidad del agua debe considerarse como que los ratones
no deberian sentir un limite por debajo del nivel de agua. Sus colas
no deben tocar la parte inferior del cilindro o se alteraria el
comportamiento de los ratones. El aumento de la profundidad del

agua disminuye el tiempo de inmovilidad. (95)

Actualmente, la mayoria de los estudios utilizan agua mas caliente
entre 23 ° Cy 28 ° C. (95) La variacion de la temperatura del agua
en el estanque es otro factor modificador de la inmovilidad de los
animales forzados a nadar. En este sentido, la actividad de las ratas
o los ratones durante la prueba de nado se da en forma de “U”, es
decir, a temperaturas por debajo de los 20°C y por arriba de los
29°C, el tiempo empleado en el nado es mayor que en los animales

gue nadan en agua a temperatura intermedias. (93) (94)

Otro factor es el intervalo de observacion. Ha sido modificado por
algunos investigadores para aumentar la sensibilidad o la
especificidad de la FST. Algunos autores han creado un
procedimiento de andlisis totalmente nuevo para calificar la
inmovilidad. Para Lucki, 1997, el intervalo de observacién se puede
separar cada 5 segundos, en las que se puntia el comportamiento

principal. (95)
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2.5.DEFINICION DE TERMINOS

10.

ANSIEDAD: Miedo anticipado a padecer un dafio o desgracia futuros,
acompafada de un sentimiento de temor o de sintomas somaticos de
tension. (96)

ANTIDEPRESIVO: Relativo a una sustancia o a una medida que impide
o alivia la depresion. (97)

ANTINOCICEPTIVO: Describe o se relaciona con cualquier factor tnico
gue aumenta la tolerancia o reduce la sensibilidad a un estimulo
peligroso o dafiino, por ejemplo, un estimulo que puede causar dolor.
(98)

DEPRESION: Estado emocional anormal caracterizado por un excesivo
sentimiento de tristeza, melancolia, desanimo, demerito, vacio y
desesperanza, en grado inapropiado y desproporcionado respecto a la
realidad. (99)

ETNOMEDICINA: El estudio comparativo de como las diferentes
culturas ven la enfermedad y cdmo la tratan o la previenen. (100)
GABA: Acido Gamma-Aminobutirico: Sustancia biolégicamente activa
gue se encuentra en las plantas y en el cerebro y otros tejidos animales;
es un neurotransmisor que inhibe la activacion de las neuronas. (101)
NEUROTRANSMISOR: Cualquiera de los numerosos agentes quimicos
gue modifican o producen impulsos nerviosos entre las sinapsis. (99)
NORADRENALINA: Norepinefrina (CgH11NOg), catecolamina que es el
medio quimico de transmision a través de las sinapsis en las neuronas
postganglionares del sistema nervioso simpatico y en algunas partes del
SNC, es una hormona vasopresora de la médula suprarrenal y es un
precursor de la epinefrina en su via biosintética principal. (100)
PREVALENCIA: Numero de casos nuevos en una enfermedad o de
veces que ha aparecido un caso durante un periodo de tiempo
determinado. Se expresa como unarazén en la cual el nimero de casos
es el numerador y la poblacién con riesgo es el denominador. (97)
SEROTONINA: Un neurotransmisor (CioH12N2O) que es un potente

vasoconstrictor y se encuentra especialmente en el cerebro, el suero
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

sanguineo y la mucosa gastrica de los mamiferos, también llamado 5-
HT, 5-hidroxitriptamina. (100)

SIGNO: Hallazgo objetivo percibido por un explorador, con fiebre, una
erupcion, disminucion de los sonidos respiratorios cuando existe
derrame pleural, etc. Muchos signos se acompafian de sintomas. (97)
SINAPSIS: Regidén que rodea el punto de contacto entre dos neuronas
0 entre una neurona y un 6érgano efector, a través de la cual son
transmitidos los impulsos nerviosos por la acciéon de un neurotransmisor,
como la acetilcolina o la noradrenalina. (99)

SINDROME: Complejo de signos y sintomas resultantes de una causa
comun o que aparecen en combinacion como expresion del cuadro
clinico de una enfermedad o de una alteracion hereditaria. (97)
SINTOMA: indice subjetivo de una enfermedad o un cambio de estado
tal como lo percibe el paciente. (97)

SISTEMA LIMBICO: Conjunto de estructuras del rinencéfalo cerebral,
asociadas con diversos sentimientos y emociones, como el hambre, el
miedo, la excitacion sexual, el placer y la tristeza. (99)

TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR: Trastorno del estado de animo,
caracterizado por la presentacion de uno o mas episodios depresivos
mayores y la ausencia de episodios maniacos, mixtos o hipomaniacos.
(99)

TRASTORNO MENTAL: Estado patolégico que se caracteriza por
confusion de ideas, perturbacion emocional y conducta inadaptada.

Puede tener origen organico o funcional. (96)
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1.

3.1.2.

MUESTRA VEGETAL

Se emplearon las partes aéreas de Viola tricolor L. “pensamiento”,
siendo la zona de recoleccién de la muestra vegetal la comunidad de
Janac Chuquibamba (altura: 2941 m.s.n.m.; coordenadas
geograficas: S 13° 21’ 44.307; O 71° 54’ 32.702"), distrito de Lamay,
provincia de Calca, Cusco; los cuales contaron con el certificado de
determinacién taxondmica correspondiente (ANEXO N° 1).

SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 100 ratones albinos (sexo macho) de especie Mus
musculus, cepa balb/c/CNPB, provenientes del bioterio del Instituto
Nacional de Salud — Centro Nacional de Productos Biologicos —
Coordinacion de Bioterio (Lima — Peru), los cuales contaron con el

certificado sanitario correspondiente (ANEXO N° 2).

3.2.CRITERIOS DE SELECCION

3.2.1.

3.2.2.

CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRA VEGETAL

A. CRITERIOS DE INCLUSION: Partes aéreas (flores de color violeta
y tallo) de V. tricolor L. en buen estado de conservacion.
B. CRITERIOS DE EXCLUSION: Flores de otros colores de V. tricolor

L., excepto el violeta o que presenten signos de deterioro.

CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUJETOS DE
EXPERIMENTACION

A. CRITERIOS DE INCLUSION: 100 ratones albinos (sexo macho) de
especie Mus musculus, cepa balb/c/CNPB, con un peso promedio
de 20-25 gramos.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION: Animales de experimentacion que
no cumplan con los criterios de inclusion o que se enfermen durante
el periodo de adaptacion a las condiciones climaticas o de

experimentacion.
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3.3.MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

Materiales de campo:

Bolsas de papel kraft
Bolsas de
transparente

Céamara fotografica

Materiales de laboratorio:

Equipos e Instrumentos del laboratorio:

Baguetas

Columna de cromatografia
Cubetas de vidrio
Embudos

Goteros

Gradillas

Matraz de 250mL

Papel filtro

Balanza analitica sensible al
0.001g

Bafo maria

Bafio ultrasoénico

Camara digital

Cocinilla eléctrica
Congeladora

Crondmetro

Reactivos:

Acetato de etilo
Acetona

Acido clorhidrico
Acido sulfurico

Agua destilada

polietileno

Cuchillo
Guantes de cuero

Tijeras de podar

Pipetasde 1, 2y 5mL

Placas Petri

Probetas de 100mL

Soporte universal

Tubos de ensayo

Vasos de precipitados de 30,
50, 200 y 250mL

Destilador de agua
Espectrofotometro UV-Visible
Estufa

Hervidora

Molino de granos

Rotavapor

Termdmetros

Cloroformo

Cloruro férrico

Etanol al 40, 70 y 90%
Hexano

Limaduras de magnesio
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Metanol e Reactivo de Liebermann -

e Reactivo de bajlet Burchard
e Reactivo de Dragendorff ¢ Resina Diaion® HP-20
e Reactivo de Fheling ¢ Solucion fisiologica al 0,9%

e Solucion gelatina

Material farmacologico:

* Fluoxetina (Prozac®) 20mg Cépsulas

Otros materiales:

e Canulas orales e Jeringas descartables

e Gorras y guantes quirargicos e Papel aluminio
descartables e Papel toalla

e Jaulas para criar a los e Toallas

animales de experimentacion

3.4.DISENO METODOLOGICO

3.4.1.

3.4.2.

TIPO DE INVESTIGACION

Para la determinacion de la actividad antidepresiva se realizé un
estudio de tipo cuasi-experimental porque se manipula
deliberadamente al menos una variable independiente para ver su
efecto y relacion con una o mas variables dependientes; se han
utilizado grupos intactos en el cual los sujetos no se asignan de forma
aleatoria, si no que dichos grupos ya estan formados antes del

experimento.
DISENO DE INVESTIGACION

A.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA PARA EL
EXTRACTO ETANOLICO DE Viola tricolor L. “pensamiento”

Disefio con postprueba uUnicamente, dosis repetidas y grupo

control:
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Simbologia:

G = Grupo

X = Tratamiento

O = Medicién
G1 X1 X2 X3 O:
G2 Xa Xs Xe 02
Gs X7 Xs Xg O3
Gs Xwo Xuu Xz Og
Gs X1z X Xis  Os

G1 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibid
250mg/kg de extracto etandlico de Viola tricolor L.

G2 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
500mg/kg de extracto etandlico de Viola tricolor L.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
750mg/kg de extracto etandlico de Viola tricolor L.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
fluoxetina a 20mg/kg.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g.

X1, 2,3 = Dosis del extracto etandlico de Viola tricolor L. de 250mg/kg
administrado cada 12 h.

Xa,5,6 = Dosis del extracto etandlico de Viola tricolor L. de 500mg/kg
administrado cada 12 h.

X7, 8,9 = Dosis del extracto etandlico de Viola tricolor L. de 750mg/kg
administrado cada 12 h.

X10, 11, 12 = Dosis de fluoxetina a 20mg/kg administrado cada 12 h.
X13, 14, 15 = Administracion de solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g
administrado cada 12 h.

0:...05 = Mediciones del tiempo de inmovilidad, swimming y
climbing en la prueba de nado forzado modificado después de 1
hora de administrado el ultimo tratamiento, por un periodo de 5

minutos.
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B.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA PARA EL
EXTRACTO FLAVONOIDICO DE Viola tricolor L.

“pensamiento”

Disefio con postprueba Unicamente, dosis repetidas y grupo

control:
Simbologia:

G = Grupo

X = Tratamiento

O = Medicion
G:1 X1 X2 X3 O:
G2 X4 X5 Xe 02
Gs X7 Xs Xo O3
Ga Xwo X Xz Og
Gs Xiz Xuu Xz Os

G1 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
250mg/kg de extracto flavonoidico de Viola tricolor L.

G2 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
500mg/kg de extracto flavonoidico de Viola tricolor L.

Gz = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
750mg/kg de extracto flavonoidico de Viola tricolor L.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
fluoxetina a 20mg/kg.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g.

X1, 2, 3 = Dosis del extracto flavonoidico de Viola tricolor L. de
250mg/kg administrado cada 12 h.

Xa, 5, 6 = Dosis del extracto flavonoidico de Viola tricolor L. de
500mg/kg administrado cada 12 h.

X7, 8, 9 = Dosis del extracto flavonoidico de Viola tricolor L. de
750mg/kg administrado cada 12 h.

X10, 11,12 = Dosis de fluoxetina a 20mg/kg administrado cada 12 h.
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X13, 14, 15 = Administracién de solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g
administrado cada 12 h.

0O:...05 = Mediciones del tiempo de inmovilidad, swimming y
climbing en la prueba de nado forzado modificado después de 1
hora de administrado el dltimo tratamiento, por un periodo de 5

minutos.

.ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA PARA LA
FRACCION MAYORITARIA FLAVONOIDICA DE Violatricolor L.

“pensamiento”

Disefio con postprueba Unicamente, dosis repetidas y grupo

control:
Simbologia:

G = Grupo

X = Tratamiento

O = Medicion
G1 X1 X2 X3 O1
Go Xa Xs Xe O2
Gs X7 Xs Xo Os
Gs X X Xz Os
Gs Xiz Xu Xz Os

G1 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
90mg/kg de fraccion mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor L.

G2 = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
180mg/kg de fraccion mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor L.
Gz = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
360mg/kg de fraccién mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor L.
Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio
fluoxetina a 20mg/kg.

Gs = Grupo experimental formado por 5 ratones que recibio

solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g.

64



X1, 2,3 = Dosis de fraccidbn mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor
L. de 90mg/kg administrado cada 12 h.

X4, 5,6 = Dosis de fraccibn mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor
L. de 180mg/kg administrado cada 12 h.

X7, 8, 9 = Dosis de fraccibn mayoritaria flavonoidica de Viola tricolor
L. de 360mg/kg administrado cada 12 h.

X10, 11,12 = Dosis de fluoxetina a 20mg/kg administrado cada 12 h.
X13, 14, 15 = Administracién de solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g
administrado cada 12 h.

0O:...05 = Mediciones del tiempo de inmovilidad, swimming y
climbing en la prueba de nado forzado modificado después de 1
hora de administrado el ultimo tratamiento, por un periodo de 5

minutos.
3.4.3. IDENTIFICACION DE VARIABLES
VARIABLES IMPLICADAS
A.VARIABLES INDEPENDIENTES

+ Dosis del extracto etanolico de las partes aéreas de Viola tricolor
L. “pensamiento” administrados por via oral.

 Dosis del extracto flavonoidico de las partes aéreas de Viola
tricolor L. “pensamiento” administrados por via oral.

+ Dosis de la fraccion mayoritaria flavonoidica de las partes aéreas

de Viola tricolor L. “pensamiento” administrados por via oral.
B.VARIABLE DEPENDIENTE

% Actividad antidepresiva posterior a la administracion de los
extractos etandlico, flavonoidico y fracciones mayoritarias
flavonoidicas de las partes aéreas de Viola tricolor L.

‘pensamiento”.
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3.4.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

A.VARIABLE INDEPENDIENTE: DOSIS DEL EXTRACTO
ETANOLICO

a. Definicién conceptual: Cantidad del extracto etandlico
administrado por via oral de acuerdo al peso de los animales de
experimentacion. (102)

b. Definicion operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

e Forma de medicién: Directa

e Escala de medicion: Razén

¢ Instrumento de medicion: Balanza analitica

e Procedimiento de medicion: Se mide pesando la cantidad de
extracto etandlico de la especie (Viola tricolor L.) de acuerdo
al peso de los animales de experimentacion a las dosis de
250, 500 y 750 mg/Kg de peso.

e Expresion final de la variable: mg/kg

e |ndicador: Dosis administrada

B.VARIABLE |INDEPENDIENTE: DOSIS DEL EXTRACTO
FLAVONOIDICO

a. Definicién conceptual: Cantidad del extracto de flavonoides
administrado por via oral de acuerdo al peso de los animales de

experimentacion. (103)
b. Definicion operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

e Forma de medicion: Directa

e Escala de medicion: Razén

¢ Instrumento de medicion: Balanza analitica

e Procedimiento de medicion: Se mide pesando la cantidad de

extracto flavonoidico de la especie (Viola tricolor L.) de
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acuerdo al peso de los animales de experimentacion a las
dosis de 250, 500 y 750 mg/Kg de peso.
e Expresion final de la variable: mg/kg

e [ndicador: Dosis administrada

C.VARIABLE INDEPENDIENTE: FRACCION MAYORITARIA
FLAVONOIDICA

a. Definicién conceptual: Dosis de la fraccion rica en flavonoides
administrado por via oral de acuerdo al peso de los animales de
experimentacion (2 fracciones). (104)

b. Definicion operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

e Forma de medicion: Directa

e Escala de medicion: Razén

¢ Instrumento de medicion: Balanza analitica

e Procedimiento de medicion: Se mide pesando la cantidad de
la fraccion mayoritaria flavonoidica de la especie (Viola tricolor
L.) de acuerdo al peso de los animales de experimentacion a
las dosis de 90, 180 y 360 mg/Kg de peso.

e Expresion final de la variable: mg/kg

e Indicador: Dosis administrada
D.VARIABLE DEPENDIENTE: ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA

a. Definicién conceptual: Es el restablecimiento a la normalidad
de todo estado emocional anormal caracterizado por un exceso
de sentimiento de tristeza, melancolia, desanimo, desmerito,
vacio y desesperanza, en grado inapropiado y desproporcionado

respecto a la realidad. (105)

67



Indicador: Tiempo de inmovilidad

a. Definicion conceptual: Tiempo en el cual el animal deja de

luchar y solo se observa movimientos necesarios para

mantener su cabeza por encima del nivel de agua. (87)

b. Definicion operacional:

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicién: Directa

Escala de medicion: Razén

Instrumento de medicion: Cronometro y camara digital
Procedimiento de medicion: La actividad antidepresiva se
mide determinado la reduccion del tiempo de inmovilidad
de los ratones sometidos a la prueba de nado forzado
modificado una hora después de la administracion de los
extractos.

Expresion final de la variable: Segundos

Indicador: Tiempo de swimming

a. Definicién conceptual: Tiempo en el cual el animal presenta

movimientos usualmente horizontales. (87)

b. Definicion operacional:

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicion: Directa

Escala de medicion: Razén

Instrumento de medicion: Cronometro y camara digital
Procedimiento de medicién: El mecanismo de accion se
mide determinando la duracion del tiempo de swimming de
los ratones sometidos a la prueba de nado forzado
modificado una hora después de la administracion de los
extractos.

Expresion final de la variable: Segundos
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Indicador: Tiempo de climbing

a. Definicién conceptual: Tiempo en el cual el animal presenta

movimientos verticales. (87)
b. Definicion operacional:

e Naturaleza: Cuantitativa

e Forma de medicién: Directa

e Escala de medicién: Razén

¢ Instrumento de medicion: Cronometro y camara digital

e Procedimiento de medicién: El mecanismo de accion se
mide determinando la duracion del tiempo de climbing de
los ratones sometidos a la prueba de nado forzado
modificado una hora después de la administracion de los
extractos.

e Expresion final de la variable: Segundos
E. VARIABLES INTERVINIENTES

a. De los animales de experimentacion:

e Especie: Ratones albinos de la especie Mus musculus, cepa
balb/c/CNPB.

e Edad: De 2 a 3 meses.

e Sexo: Macho.

e Peso: 20 — 25¢g

e Alimentacion: Todos los animales de experimentacion han
sido mantenidos bajo las mismas condiciones de libre acceso
a agua y alimento, y se les ha dado diariamente comida
estdndar para roedores proveido por el bioterio de
procedencia.

e Ambiente adecuado de crianza y experimentacion: Los
animales han sido mantenidos en el laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica de la Escuela Profesional de Farmacia y

Bioquimica a una temperatura de 20 + 2 °C, con un ciclo
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artificial de luz/oscuridad de 12:12 horas. Las jaulas han sido
secadas y limpiadas diariamente.

b. De la planta en estudio:

e Partes recolectadas y utilizadas: Se colectaron y utilizaron las
partes aéreas de Viola tricolor L.

e Secado del material vegetal: Se realizé el secado de las
partes aéreas de Viola tricolor L. en un ambiente ventilado y
protegido de la luz solar.

e Madurez de la planta: Se recolect6 las plantas en etapa de
florecimiento.

e Zonas de recoleccion: Se recolecto en zonas libres de
contaminacion de insecticidas. La especie Viola tricolor L.
“pensamiento” ha sido recolectado en la comunidad de Janac

Chuquibamba, distrito de Lamay, provincia de Calca, Cusco.
c. Del extracto etandlico:

e Tipo de extraccion: El material vegetal ha sido extraido por
maceracion.

e Solvente: Se utilizo etanol al 70% como solvente.

e Tiempo de extraccion: Se realizé una maceracion de 15 dias.

e Temperatura de extraccion: La extraccion se realizd a
temperatura ambiente.

e Evaporacion de los solventes: El extracto crudo etandlico ha
sido evaporado a sequedad bajo condiciones de presion

reducida.
d. Del extracto flavonoidico:

e Tipo de extraccion: El material vegetal ha sido extraido por
extraccion por sonicacion.

e Solvente: Se utilizo cloroformo y metanol como solvente.

e Tiempo de extraccion: Se realizé en 80 minutos.

e Temperatura de extraccién: La extraccion se realiz6 a 30°C.
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e Evaporacion de los solventes: El extracto cloroformico fue
desechado y luego se agrega metanol el cual se evaporé a
sequedad a presion reducida.

e. De las fracciones mayoritarias flavonoidicas:

e Método: Las fracciones mayoritarias flavonoidicas se
separaron por Cromatografia en Columna.

e Fase estacionaria: Diaion® HP-20

e Fase movil: Gradiente de agua destilada — metanol.

e Velocidad de flujo: 1ml/min
f. De la administracion de los extractos:

e Via de administracion: Los extractos fueron administrados por
via oral.

e Vehiculo: Se utilizdé solucion salina al 0.9%
F. VARIABLES SUBJETIVAS

Las variables subjetivas fueron eliminadas debido a que el estudio
fue de tipo simple ciego. Se recurrio a etiquetar los diferentes
tratamientos con cédigos, en la que solo uno de los investigadores

sabia dichos codigos, mientras que el otro lo desconocia.
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VARIABLES IMPLICADAS

Variables Implicadas

Expresion
Variables Definicién conceptual Naturaleza FO”'.‘a.de Esca_la_ de Instrumento final de la Indicador
mediciéon | medicion | de medicidn .
variable
Dosis del Cantidad del extracto etandlico Balanza Dosis
extracto administrado por via oral de acuerdo al| Cuantitativa Directa Razoén o mg/kg e
o ) . - analitica administrada
° etandlico peso de los animales de experimentacion.
5
= Dosis del Cantidad del extracto de flavonoides :
= - . o . . Balanza Dosis
o extracto administrado por via oral de acuerdo al| Cuantitativa Directa Razon g mg/kg i
= - ! ; - analitica administrada
& | flavonoidico | peso de los animales de experimentacion
©
= . ., . .
= L Dosis de la fraccion rica en flavonoides
Fraccion . p .
o administrado por via oral de acuerdo al I . . Balanza Dosis
mayoritaria . . - Cuantitativa Directa Razén o, mg/kg e
o peso de los animales de experimentacion analitica administrada
flavonoidica .
(2 fracciones).
Cuando el ratén deja de luchar y no se
observa movimientos adicionales que la I . ; . Tiempo de
. q Cuantitativa Directa Razon Cronometro Segundos . Pe
requerida para mantener la cabeza del inmovilidad
o ratono por encima del agua.
=
2 o Son movimientos usualmente .
5 Actividad . L o . L . Tiempo de
c : : horizontales que también incluye cruzar| Cuantitativa Directa Razoén Cronémetro Segundos N
© | antidepresiva swimming
o de un cuadrante a otro.
()
a Son movimientos rapidos de las
extremidades anteriores de manera que I . . . Tiempo de
qu Cuantitativa Directa Razdn Cronémetro Segundos mpc¢
las patas delanteras rompan la superficie climbing
del agua.
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VARIABLES NO IMPLICADAS

Variables Intervinientes

De los animales de
experimentacion

Especie Ratones albinos de la especie Mus musculus, cepa balb/c/CNPB.
Edad 2 - 3 meses

Sexo Macho

Peso 20 - 25g

Alimentacién

Libre acceso a agua y alimento/ comida estandar para roedores

Ambiente de crianza 'y
experimentacion

Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioguimica a una T° de 20 + 2°c, con un ciclo artificial de luz/oscuridad de 12:12h

De la planta en
estudio

Partes recolectadas y utilizadas

Partes areas del material vegetal

Secado

Ambiente ventilado y protegido de la luz solar

Madurez

Etapa de florecimiento de la especie vegetal

Zonas de recoleccién

Comunidad de Janac Chugquibamba, distrito de Lamay, provincia de Calca, Cusco

Del extracto etanélico

Tipo de extraccion

Extraccion por maceracion

Solvente

Etanol al 70%

Tiempo de extraccion

15 dias

Temperatura de extraccién

Temperatura ambiente

Evaporacién de los solventes

Evaporados a sequedad bajo condiciones de presion reducida

Del extracto
flavonoidico

Tipo de extraccién

Extraccidén por sonicacion

Solvente

Cloroformo y metanol

Tiempo de extraccion

80 minutos

Temperatura de extraccién

30°C

Evaporacién de los solventes

Evaporados a sequedad a presion reducida

De las fracciones

Método

Cromatografia en Columna

de los extractos

mavoritarias Fase estacionaria Diaion® HP-20
yoritar Fase moévil Gradiente de agua destilada — metanol
flavonoidicas - - =
Velocidad de flujo 1ml/min
De la administraciéon | Via de administracion Via oral

Vehiculo

Solucioén salina al 0.9%.
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3.4.5. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

A. TECNICAS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

e Se observo en el laboratorio las reacciones de la solubilidad en
diferentes solventes y el analisis fitoquimico cualitativo de los
extractos.

e Se observé en el laboratorio la conducta de los animales de
experimentaciéon para obtener la medicion del tiempo de
climbing, swimming e inmovilidad en la prueba de nado forzado

modificado.

B.INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

e Para la prueba de solubilidad: Se utilizo ficha estructurada para
la recoleccion de datos de las pruebas de solubilidad (ANEXO
N° 3).

e Para el analisis fitoquimico cualitativo: Se utilizd ficha
estructurada para la recoleccion de datos del analisis fitoquimico
cualitativo (ANEXO N° 4).

e Se realiz6 cromatografia en columna para aislar las fracciones
flavonoidicas.

e Se utilizaron fichas de recoleccion de datos para la medicion del
tiempo de climbing, swimming e inmovilidad en la prueba de
nado forzado modificado (ANEXO N° 5).

e Se realizO espectroscopia UV/Visible para identificar los
principales tipos de flavonoides presentes en las fracciones

flavonoidicas.
3.4.6. PROCESAMIENTO DE DATOS

El procesamiento de los datos se realizO mediante el Software
estadistico IBM SPSS Statistics Base 22.0 (Statistical Package for the

Social Sciences) donde se obtuvieron:

o Los estadisticos descriptivos que fueron el minimo, el maximo, la
media y la desviacion estandar para cada uno de los grupos.
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La prueba de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk, la
cual se utiliza cuando el tamafio de la muestra es menor que 50
datos, por ello no se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov que
es para un mayor tamafo de muestra.

La prueba paramétrica Andlisis de varianza (ANOVA) parte de una
distribucién normal, por ello el ANOVA de una via se utiliz6 para
determinar si existen diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de los diferentes grupos. Un nivel de probabilidad
de 0.05 0 menos (p<0.05) fue considerado como significativo.

La prueba post-hoc de Duncan se utiliz6 para realizar
comparaciones multiples entre las medias.

Para la elaboracion de los graficos también se utiliz6 IBM SPSS
Statistics 22.0.
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3.5.PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

FLUJOGRAMA N° 1: Procedimientos de la investigacion.

RECOLECCION E IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA

y

EXTRACCION POR MACERACION
EN ETANOL AL 70%

OBTENCION DEL
EXTRACTO ETANOLICO

v
SELECCION Y SECADO PORCENTAJE DE HUMEDAD
v
MOLIENDA Y TAMIZADO
I
v v
EXTRACCION POR SONICACION CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
EN CLOROFORMO Y METANOL
v
OBTENCION DEL OBTENCION DE LAS
EXTRACTO FLAVONOIDICO FRACCIONES MAYORITARIAS

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD [«

FLAVONOIDICAS

ANALISIS FITOQUIMICO
CUALITATIVO

f REACCION
’L DE SHINODA

A 4

PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

_r ESPECTROSCOPIA

'L UV/VISIBLE

PRUEBA DE NADO FORZADO MODIFICADO

y

INMOVILIDAD

SWIMMING

CLIMBING

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5.1. MUESTREO Y PREPARACION DE LA ESPECIE VEGETAL
A.UBICACION

La especie Viola tricolor L. “pensamiento” se recolecté en el mes
de Enero, en la comunidad de Janac Chuquibamba (altura: 2941
m.s.n.m.; coordenadas geograficas: S 13° 21’ 44.30”; O 71° 54’

32.7027), distrito de Lamay, provincia de Calca, Cusco.
B.RECOLECCION

La especie vegetal se recolecté en bolsas de papel Kraft durante
las primeras horas de la mafiana, agregandoles etanol para

estabilizar los metabolitos secundarios.
C.SELECCION

El material de la especie vegetal se selecciond cuidadosamente,
tomando en cuenta que las partes aéreas (flores y tallos) estén
enteras y libres de particulas de polvo, manchas, insectos u

hongos.
D. SECADO

Las muestras se sometieron a un proceso de secado sobre papel
kraft en un area ventilada y sombreada a temperatura ambiente por
un periodo de 15 dias. Se preparé 3 ejemplares de la especie
vegetal para su identificacién taxonomica por el Herbario Vargas.
Una vez obtenidas las muestras secas se realizo la molienda en un

molino de granos.
3.5.2. PORCENTAJE DE HUMEDAD

La determinacion del porcentaje de humedad se realiz6 por triplicado
mediante el método gravimétrico, en placas Petri con 10g de muestra
fresca trozada, las cuales se introdujeron a la estufa a una
temperatura de 100°C hasta conseguir un peso constante para luego

determinar el porcentaje de humedad mediante la siguiente formula:
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3.5.3.

3.5.4.

3.5.5.

M, — M,
—— X1
M 00

1

%H =

Donde:

% H = Porcentaje de humedad
M; = Peso de muestra fresca

M. = Peso de muestra seca
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

El porcentaje de rendimiento de extraccion de la especie vegetal se

calcul6 mediante la siguiente formula:
Pf
%E = —x 100
Pi

Donde:

% E = Porcentaje de rendimiento
Pf = Peso final (extracto seco)

Pi =Peso inicial (muestra molida)
PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para la realizacion de las pruebas de solubilidad, los extractos
(etandlico y flavonoidico) de la especie vegetal se colocaron en
diferentes tubos de ensayo y luego se les afiadieron solventes de
diferentes polaridades, ordenados en forma descendente del méas
polar al menos polar (agua destilada, metanol, etanol al 40%, etanol
al 70%, etanol al 90%, acetato de etilo, acetona, cloroformo y hexano);
para asi determinar la naturaleza disolutiva de los extractos a

temperatura ambiente.
ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Para la realizacion de la marcha fitoquimica se utilizé reacciones de
coloracion que determind la presencia de metabolitos secundarios en
los extractos etandlico y flavonoidico de la especie vegetal en estudio
como se muestran a continuacion:
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TABLA N° 10: Andlisis Fitoquimico Cualitativo.

Metabolito secundario Reactivo
Alcaloides Dragendorff
AzUcares reductores Fehling
Compuestos fendlicos Cloruro férrico
Esteroides Liebermann — Burchard
Flavonoides Shinoda
Glicosidos Fehling
Lactonas sesquiterpénicas Baljet
Quinonas Acido sulfurico
Saponinas Afrosimétrico
Taninos Gelatina - sal

Fuente: Elaboracion propia.

3.6.0BTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Se tomaron 200g del material seco y molido de las partes aéreas de la
especie Viola tricolor L., el cual se sometio a un proceso de extraccion por
maceracion con etanol al 70% en una relacién de 1:2, durante un periodo de
15 dias con agitacion constante, a temperatura ambiente en un frasco de
color &mbar. Los extractos fueron filtrados y concentrados en un rotavapor a
una temperatura de 40°C a presion de 175mbar. Luego los extractos fueron
transferidos en envases de boca ancha depositados posteriormente en Bafo

Maria a 40°C para completar la evaporacion del solvente residual.
3.7.0BTENCION DEL EXTRACTO FLAVONOIDICO
3.7.1. EXTRACCION POR SONICACION

300g de la muestra seca y recién pulverizada de Viola tricolor L. se
sometié dos veces con cloroformo durante 25 minutos en un bafio de
ultrasénidos a 30°C. El extracto fue filtrado, posteriormente se
desechd el extracto de cloroformo obtenido. El residuo vegetal se
secO a temperatura ambiente y se volvid a extraer dos veces con
metanol durante 15 minutos en un bafio de ultrasonidos a 30°C. Se
volvié a filtrar, el filtrado fue concentrado en un rotavapor a una
temperatura de 40°C a presiéon de 337mbar. Luego los extractos
fueron transferidos en envases de boca ancha depositados
posteriormente en Bafio Maria a 40°C para completar la evaporacion

del solvente residual, obteniéndose el extracto flavonoidico.
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3.7.2. REACCION DE SHINODA

Al extracto flavonoidico disuelto en agua destilada, se le agregd
limadura de magnesio metalico mas 2 a 3 gotas de HCI concentrado,
el desarrollo inmediato de coloracion fue indicativo de la presencia de
flavonoides.

3.8.0BTENCION DE LAS FRACCIONES FLAVONOIDICAS
3.8.1. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Para aislar las fracciones flavonoidicas se procedié de acuerdo al
método de cromatografia en columna, se eligié las dos fracciones

mayoritarias teniendo en cuenta el porcentaje de rendimiento.
A. FASE ESTACIONARIA

La fase estacionaria se preparé con la resina Diaion® HP-20
(matriz rigida de poliestireno — divinilbenceno) (ANEXO N° 6)
certificada por el proveedor SUPELCO (ANEXO N° 7). Por
indicacion del proveedor se procedié a humectar la resina seca
(ANEXO N° 8), se pesO 30g de resina seca luego se agrego
metanol hasta cubrir la cama de resina, se removio suavemente por
un minuto para asegurar una mezcla completa y se dejo en reposo
durante 15 minutos. Se decant6 la mayor parte del metanol y se
reemplazé con agua destilada, finalmente se dejo reposar durante

5 a 10 minutos.

La suspensién de resina se vertié lentamente a la columna, luego

el exceso de agua se drend por la parte inferior de la columna.
B. FASE MOVIL

La fase movil consisti6 en una gradiente de solventes (agua

destilada — metanol) de la siguiente forma:
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TABLA N° 11: Gradiente de solventes utilizados en CC.

Gradiente de solventes

Volumen (ml)

Agua destilada — metanol (100:0) 100
Agua destilada — metanol (80:20) 100
Agua destilada — metanol (60:40) 100
Agua destilada — metanol (40:60) 100
Agua destilada — metanol (20:80) 100
Agua destilada — metanol (0:100) 100

Fuente: Elaboracion propia.

C. MUESTRA

Se tomaron 8g del extracto flavonoidico y se disolvié en agua

destilada, luego se agreg6 la disolucion a la columna preparada.

FLUJOGRAMA N° 2: Procedimiento de CC.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Fase estacionaria

Resina Diaion® HP-20

v v v
Fase movil Muestra
Gradiente de solventes Solucién del
Agua destilada — metanol extracto
flavonoidico

Humectar la resina seca con
suficiente metanol hasta
cubrir la cama de resina

Remover suavemente
por 1 min y dejar
reposar por 15 min

Decantar el metanol y
reemplazar con agua
destilada, remover y dejar
reposar por 5— 10 min

H20@) — MetOH (100:0)

H20@) — MetOH (80:20)

H20() — MetOH (60:40)

H20@) — MetOH (40:60)

H20() — MetOH (60:40)

H20() — MetOH (80:20)

H20(q) — MetOH (0:100)

Fuente: Elaboracion propia.
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3.8.2. ESPECTROSCOPIA UV/VIS

Las fracciones obtenidas en la cromatografia en columna se
concentraron en bafio Maria, luego se disolvi6 en metanol y se
procedieron a analizarlos por espectroscopia UV/Vis, para determinar
el tipo de flavonoide que presenta cada fraccion.

3.9.MODELO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIDEPRESIVA

3.9.1. PRUEBA DE NADO FORZADO MODIFICADO EN RATONES

Se usaron 100 ratones albinos machos de la especie Mus musculus,
cepa Balb/c/CNPB con un peso promedio entre 20-25g provenientes
del INS, los cuales se mantuvieron en un entorno de temperatura
ambiente con un ciclo de oscuridad/luz de 12:12 horas. Alimento y
agua estuvieron disponibles a voluntad. Los ratones fueron

experimentalmente nuevos y se utilizaron so6lo una vez.

Los extractos, las fracciones aisladas de Viola tricolor L. y el
medicamento innovador Prozac® 20mg (fluoxetina) fueron
suspendidas en una solucion salina al 0.9% y administrados por via
oral. El grupo control recibié soélo la solucion salina a una dosis de
0.2ml/20g de peso corporal y fueron sometidos a las mismas

condiciones que los grupos experimentales.

El método utilizado inicialmente fue descrito por PORSOLT et al. La

prueba de nado forzado modificado consistié en dos sesiones:

La primera sesion fue la adaptacién de los ratones en el agua. Se
colocaron a los ratones marcas de identificacion en las colas de los
animales con tinta indeleble. Se pesaron a los ratones e
inmediatamente se les colocd en cubetas rectangulares de vidrio
(altura: 35cm, largo: 20cm y ancho: 20cm) conteniendo agua hasta
13cm a una temperatura de 25°C = 1 por un periodo de 15 minutos,

inmediatamente fueron secados con toallas. Se cambié el agua

82



3.9.2.

después de cada sesion para evitar cualquier influencia en el siguiente

raton.

A los 60 minutos después de terminada la primera sesién se les
administr6 el tratamiento apropiado via oral. Se realizaron tres
administraciones cada 12 horas (1° dosis 8:30 h, 2° dosis 20:30 hy 3°
8:30 h) de los extractos, del farmaco patron fluoxetina y del grupo
control a las dosis escogidas antes de la segunda seccion de nado.

La segunda sesion fue la evaluacién de los parametros. 24 horas
después de la sesién de adaptacion se realiz6 la segunda sesion que
fue grabada con una camara digital, donde se colocé en la cubeta de
vidrio a cada animal por un periodo de 5 minutos, en el cual se

evaluaron los siguientes parametros:

% Climbing: Son movimientos rapidos de las extremidades anteriores
de manera que las patas delanteras rompan la superficie del agua.

% Swimming: Son movimientos usualmente horizontales que también
incluye cruzar de un cuadrante a otro.

% Inmovilidad: Cuando el ratébn deja de luchar y no se observa
movimientos adicionales que la requerida para mantener la cabeza
del raton por encima del nivel de agua. Parametro inicialmente

medido por Porsolt en la FST tradicional.

El tiempo que duré cada parametro realizados por cada ratén en un
periodo de 5 minutos se registré en intervalos de 5 segundos a lo

largo de la sesion de evaluacion.
CONSIDERACIONES ETICAS

Los investigadores que experimentan estan moralmente obligados al
respeto por la vida de los animales, por ello aparte de obtener
resultados experimentales, se minimizé cualquier dolor o angustia de
los ratones utilizados en la presente investigacion de acuerdo a los
principios dados por el INS (ANEXO N° 9), ademas se tomd en cuenta

la reglas de las 3R’s: Reduccion, refinamiento y reemplazo.
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FLUJOGRAMA N° 3: Procedimiento de la FST modificado en ratones.

PRUEBA DE NADO FORZADO MODIFICADO EN RATONES

A

1° sesion: Adaptacion en el agua

v

Poner marcas de
identificacion a los ratones

v

Colocar a cada ratén en cubetas
vidrio con agua hasta 13cm a

de

temperatura de 25°C + 1 por 15 min

y

Cambiar el agua
después de cada sesion

2

2

1° Dosis =28:30 h

Administracioén via oral cada 12

1h después de terminada la 1° sesion ﬁ

h

2° Dosis 220:30 h

3° Dosis 28:30 h

A

2° sesion: Evaluacion de parametros

v

Se realiza 24 h después
de la 1° sesién

]

v
Grabar la sesién con
una camara digital
A

Colocar en cubetas de vidrio con
agua a cada ratén por 5 min

v
Registrar el tiempo de cada parametro
y v y
Climbing Swimming Inmovilidad
l |
A
Resultados

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y
DISCUSION DE
RESULTADOS



4.1.DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Se determin6 mediante el método gravimétrico, realizando tres
determinaciones de las partes aéreas de Viola tricolor L., obteniéndose los

siguientes resultados.

TABLA N° 12: PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS PARTES AEREAS

DE Viola tricolor L. “pensamiento”

N DE VUESTRA | MUESTRA | DE HUMEDAD
DETERMINACIONES | coecs ' | 'SECA (@) o
1 10.005 1.375 86.26
2 10.003 1.388 86.12
3 10.005 1.416 85.85
PROMEDIO 86.08

Fuente: Datos experimentales del estudio.

INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 12 se observa que para el porcentaje de humedad de la
especie Viola tricolor L. se hicieron tres determinaciones dando como
resultado un promedio de 86.08% de humedad, este valor refleja el alto

contenido de agua presente en la especie vegetal.

Mishra et al., 2014, determinaron que Viola tricolor L. tiene 81.04% de
humedad, un valor menor obtenido de acuerdo a nuestro estudio, lo que
significaria que este valor puede determinar ciertas diferencias entre la

especie por ubicacién geogréfica. (106)
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4.2. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Para determinar el porcentaje de rendimiento de extraccion se tomo6 en

cuenta el peso del extracto seco extraido de la muestra y se correlacion6 con

la cantidad de extracto crudo que se tiene en un principio.

TABLA N° 13: PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LAS PARTES
AEREAS DE Viola tricolor L. “pensamiento”

PESO DE PESO DE PORCENTAJE DE
MUESTRA MUESTRA EXTRACTO RENDIMIENTO
MOLIDA (g) SECO (9) (%)

Extracto

etandlico al 70% 200 37.68 18.84
Extracto

flavonoidico 300 21.34 7.11

FR1 8 1.135 14.19

FR2 8 0.94 11.75

FR3 8 0.656 8.20

FR4 8 0.099 1.24

FR5 8 0.017 0.21

FR6 8 0.223 2.79

FR7 8 0.018 0.23

Fuente: Datos experimentales del estudio.
Leyenda:

FR1: Fraccion 1
FR2: Fraccion 2
FR3: Fraccion 3
FR4: Fraccion 4
FR5: Fraccion 5
FR6: Fraccion 6
FR7: Fracci6on 7
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 13 se observa que el porcentaje de rendimiento obtenido por
maceracion con etanol al 70% para el extracto etandlico de las partes aéreas
de Viola tricolor L. fue de 18.84%. Witkowska-Banaszczak et al., 2005,
obtuvieron un 14.71% para el extracto etandlico de Viola tricolor, dato
diferente a nuestro estudio. (107)

Por otro lado, Rahimi et al., 2017, en el extracto hidroalcohdlico de Viola
tricolor, obtuvieron un rendimiento de 20%, cifra que se asemeja a nuestro
estudio. (27) Sadeghnia et al., 2014, determinaron que el extracto
hidroalcohdlico de Viola tricolor presenta un rendimiento de 32%, este
resultado es mayor en comparacion a nuestro estudio. (108) Ambos estudios
utilizan el método Soxhlet, con etanol al 70%, pudiéndose notar la diferencia

entre métodos.

El porcentaje de rendimiento obtenido por sonicacion con cloroformo y
metanol para el extracto flavonoidico de las partes aéreas de Viola tricolor L.
fue de 7.11%.

El orden de % de rendimiento para las fracciones flavonoidicas fue el
siguiente: FR1 > FR2 > FR3 > FR6 > FR4 > FR7 > FR5. Se obtuvieron que
las dos fracciones mayoritarias son la FR1 y FR2 con 14.19 y 11.75%
respectivamente, pero la FR1 es una fraccion susceptible a contaminacién
microbiana ya que el solvente por el cual fue arrastrado fue agua, por lo que
es dificil determinar la actividad antidepresiva por lo que se prefirié trabajar
con la FR2 y FR3 (8.20%). Witkowska-Banaszczak et al., 2005, obtuvieron
un 0.91% para la fraccion de metanol de Viola tricolor, mediante extraccion
Soxhlet, resultado que comparando con nuestras fracciones son similares
con respecto a concentraciones bajas obtenidas para la mayoria de las

fracciones flavonoidicas. (107)

Estos datos permiten determinar la cantidad de muestra vegetal que se
requiere para la realizacion de diferentes ensayos del estudio, ademas nos
da informacién para saber si la planta es una buena materia prima o no para

obtener productos a gran escala.
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4.3.PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para la determinacion de las pruebas de solubilidad del extracto etandlico y
flavonoidico de Viola tricolor L. “pensamiento” se utilizaron diferentes

solventes de diferente polaridad obteniéndose los siguientes resultados.

TABLA N° 14: RESULTADOS DE LA SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO
ETANOLICO AL 70% Y FLAVONOIDICO DE Viola tricolor L.

“pensamiento”

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD
EXTRACTO EXTRACTO

SOLVENTE | e+ ANGLICO AL 70% | FLAVONOIDICO
Agua destilada ++ 4+
Metanol +++ 4+
Etanol al 40% +++ 4+
Etanol al 70% +++ 4+
Etanol al 90% + ++

Acetato de etilo - -

Acetona - -

Cloroformo - -

Hexano - -

Fuente: Datos experimentales del estudio.

Leyenda:

Muy soluble +++
Soluble ++
Poco soluble +
Insoluble -
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N°14 muestra la solubilidad de los extractos etandlicos y
flavonoidico de las partes aéreas de Viola tricolor L., en diferentes solventes,

empezando del solvente mas polar al menos polar.

Se observo que el extracto etandlico de Viola tricolor L. es muy soluble en
metanol, etanol al 40 y 70%; soluble en agua destilada; poco soluble en
etanol al 90% e insoluble en acetato de etilo, acetona, cloroformo y hexano;
lo que demuestra que en el extracto se encuentran metabolitos de naturaleza

polar.

Se observo que el extracto flavonoidico de Viola tricolor L. es muy soluble en
agua destilada, metanol, etanol al 40 y 70%; soluble en etanol al 90% e
insoluble en acetato de etilo, acetona, cloroformo y hexano; lo que demuestra

gue en el extracto se encuentran metabolitos de naturaleza polar.

En la literatura podemos encontrar que varios autores Witkowska-
Banaszczak et al., 2005 (107), Vukics et al., 2008 (37), Ghorbani et al., 2012
(25), Piana et al., 2013 (33), Rahimi et al., 2017 (27), Harati et al., 2018 (26),
utilizaron solventes de naturaleza polar como agua destilada, metanol, etanol
para realizar sus investigaciones en Viola tricolor L., lo que indicaria que
estos se disuelven en solventes polares. Aungque autores como Witkowska-
Banaszczak et al., 2005 (107), Ghorbani et al., 2012 (25), Rahimi et al., 2017
(27), utilizaron acetato de etilo como solvente, lo cual no coincide con nuestro

estudio.
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4.4.ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico y
flavonoidico de las partes aéreas (flores y tallo) de Viola tricolor L.

“‘pensamiento” en los cuales se obtuvieron los siguientes resultados.

TABLA N° 15: ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
ETANOLICO AL 70% Y FLAVONOIDICO DE Viola tricolor L.

“pensamiento”

ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
METABOLITOS REACTIVO IEE'I)'(,‘:I:NR(A)\EI-I(-Z% EXTRACTO
SECUNDARIOS FLAVONOIDICO

AL 70%
Alcaloides Dragendorff - -
Azucares Fehling ++ ++
reductores
Com[)'qestos Cloruro férrico +++ +++
fendlicos
. Liebermann-

Esteroides Burchard + -
Flavonoides Shinoda +++ +++
Glicosidos Fehling ++ +

Lactonas .
X . Baljet - -
sesquiterpénicas
Quinonas H2SO04 +++ +++
Saponinas Espuma + -
Taninos Gelatina ++ ++

Fuente: Datos experimentales del estudio.

Leyenda:

Abundante cantidad +++
Moderada cantidad ++
Escasa cantidad +
Negativo -
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 15 se puede observar que el extracto etandlico de Viola tricolor
L., presenta abundante cantidad de compuestos fendlicos, flavonoides y
quinonas; presenta en moderada cantidad azucares reductores, glicosidos y
taninos; en escasa cantidad esteroides y saponinas; ausencia en alcaloides
y lactonas sesquiterpénicas. Piana et al., 2012, reportaron que el extracto
hidroalcohdlico (70% de etanol) de flores cortadas de V. tricolor L. presenta
una cantidad considerable de polifenoles y flavonoides, presenta taninos
condensados en moderada concentracion, pero también pequefas
cantidades de alcaloides a diferencia de nuestro estudio. (33) Ademas Toiu
et al., 2009, establecieron el contenido de saponinas, mucilagos y
carotenoides totales, expresados en [B-caroteno. En partes aéreas frescas,
determinaron por HPLC: violaxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina, -

caroteno 5,6-epoxido, B-caroteno y 9Z-3-caroteno. (109)

En la tabla N° 15 se puede observar que el extracto flavonoidico de Viola
tricolor L., presenta abundante cantidad de compuestos fendlicos,
flavonoides y quinonas; presenta en moderada cantidad azucares reductores
y taninos; en escasa cantidad glicosidos; ausencia en alcaloides, esteroides,
lactonas sesquiterpénicas y saponinas. Segun Vukics et al.,, 2008,
determinaron los dos componentes principales de los flavonoides del
extracto de metanol crudo de Viola tricolor L. los cuales fueron la violantina
(6-C-glucosil-8-C-ramnosil apigenina) y la rutina (3-O-rutinosil quercetina).
(37)

También Witkowska-Banaszczak et al., 2005, ha descrito a Viola tricolor L.
como una fuente rica de terpenoides, compuestos fendlicos, flavonoides y

saponinas. (107)

Toiu et al., 2009, en un examen fitoquimico realizado sobre Viola tricolor L.
condujo a la identificacion de terpenoides, carotenoides, acidos grasos (en
solucion de cloroformo), de taninos, saponinas triterpénicas, flavonoides (en
solucion de metanol) y polisacaridos, aminoacidos, carbohidratos (en

solucion de agua). (109)
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El extracto flavonoidico de Viola tricolor L. representa una extraccion mas
selectiva en comparacion con la extraccion realizada con etanol, ya que de
algun modo esta extraccion no arrastra ciertos metabolitos y se evidencia
porque existe disminucién de metabolitos en el caso de glicésidos o ausencia
en el caso de esteroides y saponinas. Segun Valencia et al., 2017, los
compuestos fendlicos o polifenoles son metabolitos secundarios de las
plantas que presentan estructura molecular similar, por ello existe un amplio
grupo de moléculas pertenecientes a este grupo que van desde estructuras
simples hasta complejas, se encuentran los flavonoides, acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindAmicos, polifenoles volatiles, estilbenos y
compuestos diversos (lignanos y cumarinas). También se clasifican acorde
al nimero de anillos fendlicos y los elementos estructurales unidos a las
unidades basicas, siendo los principales grupos de compuestos fendlicos,
los flavonoides, acidos fendlicos, taninos hidrolizables, taninos
condensados, estilbenos y lignanos. (110) Por ello el andlisis fitoquimico
cualitativo muestra compuestos fendlicos, flavonoides y taninos en el

extracto flavonoidico.

Vukics V., 2009, desarroll6 un fraccionamiento en el extracto metandlico
(obtenido por sonicacion en cloroformo y metanol) mediante cromatografia
en columna convencional con Sephadex LH-20, obteniendo glucésidos de
flavonoides. (35) El extracto flavonoidico realizado en el presente estudio
estd basado en la realizada por Vukics, es por ello que se evidencia

presencia de glicosidos en el analisis fitoquimico.

Ademas, segun Cai et al., 2004, las quinonas también son una clase
importante de fendlicos, que se presentan solo en las hierbas medicinales
(111), por otro lado Martinez et al., 2000, afirma que la presencia de oxigeno
y la actividad de la enzima polifenol oxidasa cataliza la reaccién entre un
grupo fenol y el oxigeno para dar agua y quinona. (112)Entonces la
presencia de quinonas en el extracto flavonoidico es probable que se deba

a una reacciéon de oxidacion.
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4.5.IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES POR ESPECTROSCOPIA UV/VIS

FIGURA N° 13: Espectro UV-Visible de la FR1.
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FIGURA N° 14: Espectro UV-Visible de la FR2.
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FIGURA N° 15: Esectr UV-Visible de la FR3.

Fuente: Datos experimentales del estudio.

FIGURA N° 16: Espectro UV-Visible de la FRA4.

Fuente: Datos experimentales del estudio.
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FIGURA N° 17: Espectro UV-Visible de la FR5.
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FIGURA N° 18: Espectro UV-Visible de la FR6.
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Fuente: Datos experimentales del estudio.

96



FIGURA N° 19: Espectro UV-Visible de la FR7.

2000

Scan Spectun Curve
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TABLA N° 16: TIPO DE FLAVONOIDES IDENTIFICADOS POR
ESPECTROSCOPIA UV/VIS PRESENTES EN Viola tricolor L.

“pensamiento”

Fraccion Méaximos de . .
Y 1 ., Tipo de flavonoide
flavonoidica absorcion (nm)
FR1 242, 402 Flavona o flavonol
FR2 239, 420 Flavona o flavonol
FR3 239, 411, 664 Flavona o flavonol
FR4 240, 410, 663 Flavona o flavonol
FR5 240, 424 Flavona o flavonol
FR6 239, 426,664 Flavona o flavonol
FR7 240,537,607,674 | Auronas, chalconas o
antocianina

Fuente: Datos experimentales del estudio.

TABLA N° 17: REACCION DE SHINODA EN LAS DIFERENTES
FRACCIONES OBTENIDAS POR CC DE Viola tricolor L. “pensamiento”

Fraccion Reaccion de Observacion
flavonoidica Shinoda

FR1 Positivo Color rojo magenta
FR2 Positivo Color rojo magenta
FR3 Positivo Color rojo magenta
FR4 Positivo Color rojo magenta
FR5 Positivo Color rojo
FR6 Positivo Color rojo
FR7 Positivo Color amarillo

Fuente: Datos experimentales del estudio.
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla N° 16, se muestran las siete fracciones (FR1 — FR7) separadas
por CC utlizando una resina de Diaion® HP-20 a partir del extracto

flavonoidico de Viola tricolor L., analizadas por espectroscopia UV-Vis.

Segun Andersen and Kenneth, 2006, un excelente método para la obtencion
de fracciones ricas en flavonoides en CC es la utilizacién de resinas como
DIAION HP-20, con gradientes de elucién de metanol — agua. (54) Ademas
la tabla N° 17 muestra que las fracciones obtenidas en CC son ricas en

flavonoides.

Segun Paredes, 1976, las flavanonas presentan maximos entre 270 — 290
(banda II) y entre 300 — 330 nm (banda I) de menor intensidad, las
isoflavonas, tienen maximos entre 250 — 270 nm (banda Il) y un maximo de
menor intensidad a los 330 nm (banda 1), las auronas, se caracterizan por
presentar tres o cuatro maximos, teniendo su principal absorcion entre 350
— 430 nm, las chalconas, presentan una banda de baja intensidad entre 220
— 270 nm y absorben fuertemente entre 300 — 340 nm, las antocianinas
producen una banda entre 500 — 550 nm ademas de otras de menor
intensidad entre 430 — 440 nmy 270 — 280 nm, en el caso de las flavonas,
presentan maximos entre 304 — 350 nm (banda I) y 240 — 270 nm (banda II),
y los flavonoles, presentan maximos entre 340 — 390 (banda I) y 240 — 270
nm (banda I1). (113) Harborne and Baxter, 1999, considera que las flavonas
se observa una banda entre 304 — 350 nm y otra entre 239 — 281 nmy que
también los flavonoles pueden presentar maximos en 239 nm. (114) Los
espectros UV de flavonas y flavonoles en metanol exhiben dos picos de

absorcion principales en la regién 240 — 400 nm. (115)

En las fracciones (FR1 — FR7) se puede observar maximos de absorcion de
239, 240, 242 nm gque podrian ser flavonoides tipo flavona (banda 1) o
flavonoides tipo flavonol (banda Il), aunque existia la posibilidad de que estos
compuestos sean de tipo aurona o chalcona, pero segun Lock, 1997, ambos
presentan en la banda Il absorciones de baja intensidad, caso contrario pasa
con nuestro estudio que presentan absorciones de alta intensidad a

excepcion de la FR7 que si presenta baja intensidad por lo que si se podria
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tratar de flavonoide tipo aurona o chalcona, con respecto al maximo de
absorcion de 537 nm, podria tratarse de flavonoide tipo antocianina.

Ademas Vukics et al., 2008, encontraron dieciséis glucésidos de flavonoides
en extracto metandlico de Viola tricolor L. Caracterizaron cuatro O-
glucésidos de flavonol, nueve C-glucésidos de flavona, y tres C, O-
glucésidos de flavona; de los cuales, los dos constituyentes principales
fueron aislados e identificados como violantina (6-C-glucdsido-8-C-ramnosil-
apigenina) y rutina (3-O-ramnoglucosil quercetina). Ademéas encontraron que
todos estos glicoconjugados son derivados de seis agliconas: apigenina,
crisoeriol, isorhamnetina, kaempferol, luteolina y quercetina. (116) Segun
Bravo y Acufia, 2015, los glicésidos son solubles en agua y alcohol. (117)
Esto podria indicar que los flavonoides aislados presentarian en su
estructura glicosidos, lo que se confirma con la prueba de solubilidad y el
Andlisis Fitoquimico Cualitativo en la tabla N° 14 y N° 15, respectivamente.

Andersen and Kenneth, 2006, afirman que los compuestos polifendlicos
revelan dos bandas de absorcion UV caracteristicas con maximos en el
rango de 240 a 285 y de 300 a 550 nm. Las diversas clases de flavonoides
se pueden reconocer por sus espectros UV. (54) Finalmente, se demuestra
gue los maximos de absorcion son caracteristicos de compuestos fendlicos
en general, especialmente flavonoides; ademas de observarse maximos
correspondientes a pigmentos, responsables de la coloracion, que son
compuestos coloreados porque absorben la luz en la regidn visible del
espectro que esta entre 400 y 800 nm, segun Mulder-Krieger y Verpoorte.
(118) Uno de los pigmentos carotenoide es la violoxanthina, identificado
anteriormente en V. tricolor L., soluble en etanol, metanol y éter; cuyo

maximo de absorcion es 418, 443 y 472 nm en etanol como solvente. (119)
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4.6.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA EN EL EXTRACTO ETANOLICO

TABLA N° 18: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE RATONES
TRATADOS A DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST

MODIFICADO
DESCRIPTIVOS
Parametro Tratamiento N | Minimo | Maximo | Media (seg) | Desviacidn estandar
V. tricolor L. 250mg/kg 5 0 65 31.00? 26.077
V. tricolor L. 500mg/kg 5 0 80 28.002 30.943
Tiempo de inmovilidad V. tricolor L. 750mg/kg 5 0 20 14.002 8.944
Fluoxetina 20mg/kg 5 15 100 68.00° 35.461
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 160 175 168.00° 5.701
V. tricolor L. 250mg/kg 5 170 225 200.00%° 21.213
V. tricolor L. 500mg/kg 5 205 275 235.00° 26.458
Tiempo de swimming V. tricolor L. 750mg/kg 5 155 290 231.00° 60.457
Fluoxetina 20mg/kg 5 130 210 170.00° 29.791
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 115 130 123.002 5.701
V. tricolor L. 250mg/kg 5 35 105 69.00° 25.100
V. tricolor L. 500mg/kg 5 10 75 37.00%° 26.125
Tiempo de climbing V. tricolor L. 750mg/kg 5 10 100 35.00%° 37.417
Fluoxetina 20mg/kg 5 20 115 62.00° 47.249
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 5 15 9.00? 4.183

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

a: Primer subconjunto
b: Segundo subconjunto
¢: Tercer subconjunto

En la tabla N° 18 se aprecia los estadisticos descriptivos de la inmovilidad, swimming y climbing como el minimo, el maximo, la media

y la desviacion estandar para cada uno de los grupos presentados en el extracto etandlico.

100



TABLA N° 19: PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS RESULTADOS DEL
EXTRACTO ETANOLICO

Prueba de normalidad

2 . Shapiro-Wilk
Parametro Tratamiento Estadistico | gl Sig,
V. tricolor L. 250mg/kg 0.935 5 0.634
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.842 5 0.171
inmovilidad V. trlcolo_r L. 750mg/kg 0.771 5 0.056
Fluoxetina 20mg/kg 0.902 5 0.421
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 | 0.814
V. tricolor L. 250mg/kg 0.951 5 0.747
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.942 5 0.679
swimming V. trlcolo_r L. 750mg/kg 0.887 5 0.341
Fluoxetina 20mg/kg 0.987 5 | 0.970
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 | 0.814
V. tricolor L. 250mg/kg 0.950 5 0.740
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.932 5 0.610
climbing V. tricolor L. 750mg/kg 0.746 5 0.057
Fluoxetina 20mg/kg 0.806 5 | 0.091
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.881 5 | 0.314

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 19 se presenta la prueba de Shapiro-Wilk para cada uno de los
grupos presentados en el extracto etandlico, en el cual los valores Sig > 0.05,
entonces se acepta la hipotesis nula y se concluye que los datos tienen una

distribucion normal por lo tanto se puede utilizar ANOVA.

TABLA N° 20: ANOVA DE LOS RESULTADOS DEL EXTRACTO

ETANOLICO
ANOVA
- Fuente de Suma de Enedles Media .
Parametro - de aof F Sig.
variacion cuadrados . cuadratica
libertad
Entre 78464.000 4 19616.000
Tiempo de grupos
T Dentro de 12030.000 20 601500 32.612 | 0.000
grupos
Total 90494.000 24
Entre 43394.000 4 10848.500
Tiempo de grupos
swimming | DM de | 55900,000 20 1145000 | 9475 | 0.000
grupos
Total 66294.000 24
Entre 11456.000 4 2864.000
Tiempo de grupos
climbing | PeM0de | 19850000 20 992.500 2.886 | 0.049
grupos
Total 31306.000 24

Fuente: Datos estadisticos del estudio.
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En la tabla N° 20 se muestra el andlisis por ANOVA unifactorial. Como el valor
de Sig = 0.000 es mucho menor que 0.05 se afirma que existe diferencia
altamente significativa en la inmovilidad y swimming media presentada a partir

de los diferentes tratamientos, es decir que existe actividad antidepresiva.

Como el valor de Sig = 0.049 es menor que 0.05 se afirma que existe diferencia
significativa en el climbing media presentada a partir de los diferentes

tratamientos.

TABLA N° 21: PRUEBA DE DUNCAN DE LOS RESULTADOS DEL
EXTRACTO ETANOLICO

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS: DUNCAN
Parametro Grupo N Suticonjunto gara alfa = 2.05
V. tricolor L. 750mg/kg 5 14.00
V. tricolor L. 500mg/kg 5 28.00
Tiempo de V. tricolor L. 250mg/kg 5 31.00
inmovilidad Fluoxetina 20mg/kg 5 68.00
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 168.00
Sig. 0.313 1.000 1.000
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 123.00
Fluoxetina 20mg/kg 5 170.00
Tiempo de V. tricolor L. 250mg/kg 5 200.00 200.00
swimming V. tricolor L. 750mg/kg 5 231.00
V. tricolor L. 500mg/kg 5 235.00
Sig. 1.000 0.176 0.137
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 9.00
V. tricolor L. 750mg/kg 5 35.00 35.00
Tiempo de V. tricolor L. 500mg/kg 5 37.00 37.00
climbing Fluoxetina 20mg/kg 5 62.00
V. tricolor L. 250mg/kg 5 69.00
Sig. 0.198 0.132

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 21 se observa que en el tiempo de inmovilidad, se consideraron
subconjuntos, en el primer subconjunto se encuentran los tratamientos del
extracto etandlico de V. tricolor L. a las dosis de 750, 500 y 250 mg/kg de peso
gue redujeron el tiempo de inmovilidad en los roedores en 14 + 8.944, 28 +
30.943 y 31 £ 26.077 segundos respectivamente, en el segundo subconjunto se
encuentra el tratamiento con el patrén fluoxetina y el tercer subconjunto se
encuentra el tratamiento con el control (solucion salina), entonces los
tratamientos del primer subconjunto presentan mayor actividad antidepresiva

gue el grupo patrén, estadisticamente.
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El tiempo de swimming fue mayor para el tratamiento del extracto etandlico de
V. tricolor L. a la dosis de 500 y 750 mg/kg de peso que aumentaron el tiempo
de swimming en los roedores en 235 = 26.458 y 231 + 60.457 segundos

respectivamente.

El tiempo de climbing fue mayor para el tratamiento del extracto etandlico de V.
tricolor L. a la dosis de 250 mg/kg de peso y Fluoxetina 20 mg/kg de peso que
aumentaron el tiempo de climbing en los roedores en 69 + 25.100 y 62 + 47.249
segundos respectivamente.

GRAFICO N° 1: TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DEL

EXTRACTO ETANOLICO DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST
MODIFICADO
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Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En resumen, el grafico N° 1 muestra el tiempo de cada parametro a los diferentes
tratamientos sometidos, en donde se muestra que los extractos etandlicos de V.
tricolor L. disminuye el tiempo de inmovilidad pero también existe un incremento
del tiempo de swimming en comparacion a la fluoxetina y al grupo control en la
FST modificado.
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4.7.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA EN EL EXTRACTO FLAVONOIDICO

TABLA N° 22: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE RATONES
TRATADOS A DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO FLAVONOIDICO DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST

MODIFICADO
DESCRIPTIVOS
Parametro Tratamiento N | Minimo | Maximo | Media (seg) | Desviacidn estandar
V. tricolor L. 250mg/kg 5 20 65 46.00%° 19.812
V. tricolor L. 500mg/kg 5 10 45 24.002 12.942
Tiempo de inmovilidad V. tricolor L. 750mg/kg 5 10 60 25.002 20.310
Fluoxetina 20mg/kg 5 15 100 68.00° 35.461
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 160 175 168.00° 5.701
V. tricolor L. 250mg/kg 5 210 240 224.00° 13.874
V. tricolor L. 500mg/kg 5 240 270 259.00¢ 12.450
Tiempo de swimming V. tricolor L. 750mg/kg 5 240 280 258.00¢ 18.235
Fluoxetina 20mg/kg 5 130 210 170.00° 29.791
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 115 130 123.002 5.701
V. tricolor L. 250mg/kg 5 0 70 30.00 30.208
V. tricolor L. 500mg/kg 5 0 50 17.00 19.235
Tiempo de climbing V. tricolor L. 750mg/kg 5 0 40 17.00 19.235
Fluoxetina 20mg/kg 5 20 115 62.00 47.249
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 5 15 9.00 4.183

Fuente: Datos estadisticos del estudio.
a: Primer subconjunto
b: Segundo subconjunto
¢: Tercer subconjunto
d': Cuarto subconjunto
En la tabla N° 22 se aprecia los estadisticos descriptivos de la inmovilidad, swimming y climbing como el minimo, el maximo, la media

y la desviacion estandar para cada uno de los grupos presentados en el extracto flavonoidico.
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TABLA N° 23: PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS RESULTADOS DEL

EXTRACTO FLAVONOIDICO

Prueba de normalidad

2 . Shapiro-Wilk
Parametro Tratamiento Estadistico | g Sig,
V. tricolor L. 250mg/kg 0.879 5 | 0.305
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.894 5 |0.376
inmovilidad V. trlcolo_r L. 750mg/kg 0.770 5 | 0.055
Fluoxetina 20mg/kg 0.902 5 10421
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 250mg/kg 0.876 5 10.292
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.895 5 10.384
swimming V. trlcolo_r L. 750mg/kg 0.860 5 10.229
Fluoxetina 20mg/kg 0.987 5 ]0.970
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 250mg/kg 0.902 5 10.422
Tiempo de V. tr?color L. 500mg/kg 0.801 5 10.083
climbing V. tricolor L. 750mg/kg 0.829 5 |0.137
Fluoxetina 20mg/kg 0.806 5 ]0.091
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.881 5 ]10.314

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 23 se presenta la prueba de Shapiro-Wilk para cada uno de los

grupos presentados en el extracto flavonoidico, en el cual los valores Sig > 0.05,

entonces se acepta la hipétesis nula y se concluye que los datos tienen una

distribucion normal por lo tanto se puede utilizar ANOVA.

TABLA N° 24: ANOVA DE LOS RESULTADOS DEL EXTRACTO

FLAVONOIDICO

ANOVA
- Fuente de Suma de Enedles Media .
Parametro - de aof F Sig.
variacion cuadrados . cuadratica
libertad
Entre 71264.000 4 17816.000
Tiempo de grupos
T Dentro de 9050.000 20 452 500 39.372 | 0.000
grupos
Total 80314.000 24
Entre 70094.000 4 17523.500
Tiempo de grupos
swimming Dentro de 6400.000 20 320.000 54.761 | 0.000
grupos
Total 76494.000 24
Entre 8790.000 4 2197.500
Tiempo de grupos
climbing | DM de | 15610.000 20 780.500 2.816 | 0.053
grupos
Total 24400.000 24

Fuente: Datos estadisticos del estudio.
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En la tabla N° 24 se muestra el andlisis por ANOVA unifactorial. Como el valor
de Sig = 0.000 es mucho menor que 0.05 se afirma que existe diferencia
altamente significativa en la inmovilidad y swimming media presentada a partir

de los diferentes tratamientos, es decir que existe actividad antidepresiva.

En el caso del tiempo de climbing, como el valor de Sig = 0.053 es mayor que
0.05 se afirma que no existe diferencia significativa en el climbing media
presentada a partir de los diferentes tratamientos del extracto flavonoidico de V.

tricolor L.

TABLA N° 25: PRUEBA DE DUNCAN DE LOS RESULTADOS DEL
EXTRACTO FLAVONOIDICO

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS: DUNCAN

Parametro Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
V. tricolor L. 500mg/kg 5 24.00
V. tricolor L. 750mg/kg 5 25.00
Tiempo de V. tricolor L. 250mg/kg 5 46.00 46.00
inmovilidad Fluoxetina 20mg/kg 5 68.00
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 168.00
Sig. 0.137 0.118 1.000
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 123.00
Fluoxetina 20mg/kg 5 170.00
Tiempo de V. tricolor L. 250mg/kg 5 224.00
swimming V. tricolor L. 750mg/kg 5 258.00
V. tricolor L. 500mg/kg 5 259.00
Sig. 1.000 1.000 1.000 0.930

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 25 se observa que en el tiempo de inmovilidad, se consideraron
subconjuntos, en el primer subconjunto se encuentran los tratamientos del
extracto flavonoidico de V. tricolor L. a las dosis de 500 y 750 mg/kg de peso que
redujeron el tiempo de inmovilidad en los roedores en 24 + 12.942 y 25 + 20.310
segundos respectivamente, en el segundo subconjunto se encuentra el
tratamiento del extracto flavonoidico de V. tricolor L. a la dosis de 250 mg/kg de
peso compartiendo datos con el subconjunto 1, ademas en este subconjunto se
encuentra el tratamiento con el patron fluoxetina y el tercer subconjunto se
encuentra el tratamiento con el control (solucién salina), entonces los
tratamientos del primer subconjunto (500 y 750 mg/kg) presentan mayor

actividad antidepresiva que el grupo patrén, estadisticamente.
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El tiempo de swimming fue mayor para el tratamiento del extracto flavonoidico
de V. tricolor L. a la dosis de 500 y 750 mg/kg de peso que aumentaron el tiempo
de swimming en los roedores en 259 + 12.450 y 258 = 18.235 segundos
respectivamente.

GRAFICO N° 2: TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DEL

EXTRACTO FLAVONOIDICO DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST
MODIFICADO
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Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En resumen, el grafico N° 2 muestra el tiempo de cada parametro a los diferentes
tratamientos sometidos , en donde se muestra que los extractos flavonoidicos de
V. tricolor L. disminuye el tiempo de inmovilidad pero también existe un
incremento del tiempo de swimming en comparacién a la fluoxetina y al grupo

control en la FST modificado.
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4.8.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA EN LA FR2

TABLA N° 26: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE RATONES
TRATADOS A DIFERENTES DOSIS DE LA FR2 DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST MODIFICADO

DESCRIPTIVOS
Parametro Tratamiento N | Minimo | Maximo | Media (seg) | Desviacidn estandar
V. tricolor L. 90mg/kg 5 0 80 30.00% 32.596
V. tricolor L. 180mg/kg 5 10 90 35.00% 32.210
Tiempo de inmovilidad V. tricolor L. 360mg/kg 5 0 50 27.002 23.076
Fluoxetina 20mg/kg 5 15 100 68.00° 35.461
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 160 175 168.00° 5.701
V. tricolor L. 90mg/kg 5 160 230 199.00%° 33.615
V. tricolor L. 180mg/kg 5 180 260 221.00° 35.071
Tiempo de swimming V. tricolor L. 360mg/kg 5 180 290 241.00° 42.485
Fluoxetina 20mg/kg 5 130 210 170.00° 29.791
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 115 130 123.002 5.701
V. tricolor L. 90mg/kg 5 0 120 71.00 44.777
V. tricolor L. 180mg/kg 5 10 105 44.00 45.194
Tiempo de climbing V. tricolor L. 360mg/kg 5 5 75 32.00 25.884
Fluoxetina 20mg/kg 5 20 115 62.00 47.249
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 5 15 9.00 4.183

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

a: Primer subconjunto
b: Segundo subconjunto
¢: Tercer subconjunto

En la tabla N° 26 se aprecia los estadisticos descriptivos de la inmovilidad, swimming y climbing como el minimo, el maximo, la media

y la desviacion estandar para cada uno de los grupos presentados en la FR2.
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TABLA N° 27: PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS RESULTADOS DE LA

FR2
Prueba de normalidad
2 . Shapiro-Wilk
Parametro Tratamiento Estadistico | g Sig,
V. tricolor L. 90mg/kg 0.893 5 |10.374
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.811 5 | 0.099
inmovilidad V. trlcolo_r L. 360mg/kg 0.863 5 ]10.241
Fluoxetina 20mg/kg 0.902 5 10421
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 90mg/kg 0.791 5 |0.068
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.897 5 |0.396
swimming V. trlcolo_r L. 360mg/kg 0.977 5 |0.916
Fluoxetina 20mg/kg 0.987 5 10.970
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 90mg/kg 0.918 5 |0.515
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.784 5 |0.060
climbing V. tricolor L. 360mg/kg 0.850 5 |0.195
Fluoxetina 20mg/kg 0.806 5 ]0.091
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.881 5 ]10.314

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 27 se presenta la prueba de Shapiro-Wilk para cada uno de los

grupos presentados en la fraccion FR2, en el cual los valores Sig > 0.05,

entonces se acepta la hipétesis nula y se concluye que los datos tienen una

distribucion normal por lo tanto se puede utilizar ANOVA.

TABLA N° 28: ANOVA DE LOS RESULTADOS DE LA FR2

ANOVA
. Fuente de Sumade Grados Media .
Parametro S de " F Sig.
variacion cuadrados . cuadratica
libertad
S 70926.000 4 17731.500
Tiempo de grupos
inmovilidad | DENrode | 15690 000 20 L
grupos
Total 86616.000 24
I 42644.000 4 10661.000
Tiempo de grupos
swimming | Penrode | 54346000 20 1017.000 | 10483 | 0.000
grupos
Total 62984.000 24
ELTU:S 12106.000 4 3026.500
Tiempo de Dgentfo de 2.172 | 0.109
climbing 27870.000 20 1393.500
grupos
Total 39976.000 24

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 28 se muestra el andlisis por ANOVA unifactorial. Como el valor

de Sig = 0.000 es mucho menor que 0.05 se afirma que existe diferencia
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altamente significativa en la inmovilidad y el swimming media presentada a partir

de los diferentes tratamientos, es decir que existe actividad antidepresiva.

En el caso del tiempo de climbing, como el valor de Sig = 0.109 es mayor que
0.05 se afirma que no existe diferencia significativa en el climbing media
presentada a partir de los diferentes tratamientos de la FR2 de V. tricolor L.

TABLA N° 29: PRUEBA DE DUNCAN DE LOS RESULTADOS DE LA FR2

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS: DUNCAN
Parametro Grupo N Suticonjunto gara alfa = 3.05
V. tricolor L. 360mg/kg 5 27.00
V. tricolor L. 90mg/kg 5 30.00 30.00
Tiempo de V. tricolor L. 180mg/kg 5 35.00 35.00
inmovilidad Fluoxetina 20mg/kg 5 68.00
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 168.00
Sig. 0.675 0.054 1.000
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 123.00
Fluoxetina 20mg/kg 5 170.00
Tiempo de V. tricolor L. 90mg/kg 5 199.00 199.00
swimming V. tricolor L. 180mg/kg 5 221.00
V. tricolor L. 360mg/kg 5 241.00
Sig. 1.000 0.166 0.061

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 29 se observa que en el tiempo de inmovilidad, se consideraron
subconjuntos, en el primer subconjunto se encuentran los tratamientos de la FR2
de V. tricolor L. a la dosis de 360 mg/kg de peso que redujo el tiempo de
inmovilidad en los roedores en 27 + 23.076 segundos, en el segundo subconjunto
se encuentra el tratamiento de la FR2 de V. tricolor L. a las dosis de 90 y 180
mg/kg de peso compartiendo datos con el subconjunto 1, ademas en este
subconjunto se encuentra el tratamiento con el patron fluoxetina y el tercer
subconjunto se encuentra el tratamiento con el control (solucién salina),
entonces el tratamiento del primer subconjunto (360 mg/kg) presenta mayor

actividad antidepresiva que el grupo patrén.

El tiempo de swimming fue mayor para el tratamiento de la FR2 de V. tricolor L.
a las dosis de 360 y 180 mg/kg de peso que aumentaron el tiempo de swimming

en los roedores en 241 + 42.485y 221 + 35.071 segundos respectivamente.
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GRAFICO N° 3: TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE LA
FR2 DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST MODIFICADO
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Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En resumen, el grafico N° 3 muestra el tiempo de cada parametro a los diferentes
tratamientos sometidos, en donde se muestra que la FR2 de V. tricolor L.
disminuye el tiempo de inmovilidad pero también existe un incremento del tiempo
de swimming en comparacion a la fluoxetina y al grupo control en la FST

modificado.
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4.9.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA EN LA FR3

TABLA N° 30: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE RATONES
TRATADOS A DIFERENTES DOSIS DE LA FR3 DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST MODIFICADO

DESCRIPTIVOS
Parametro Tratamiento N | Minimo | Maximo | Media (seg) | Desviacidn estandar
V. tricolor L. 90mg/kg 5 0 35 16.00% 16.355
V. tricolor L. 180mg/kg 5 5 115 57.00° 44.805
Tiempo de inmovilidad V. tricolor L. 360mg/kg 5 5 15 8.00% 4.472
Fluoxetina 20mg/kg 5 15 100 68.00° 35.461
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 160 175 168.00° 5.701
V. tricolor L. 90mg/kg 5 200 270 229.00° 29.026
V. tricolor L. 180mg/kg 5 185 285 234.00° 43.932
Tiempo de swimming V. tricolor L. 360mg/kg 5 230 280 256.00° 22.749
Fluoxetina 20mg/kg 5 130 210 170.00° 29.791
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 115 130 123.002 5.701
V. tricolor L. 90mg/kg 5 15 100 55.00° 39.843
V. tricolor L. 180mg/kg 5 0 30 9.00? 12.450
Tiempo de climbing V. tricolor L. 360mg/kg 5 10 65 36.00%° 23.292
Fluoxetina 20mg/kg 5 20 115 62.00° 47.249
Solucién Salina 0.2ml/20g | 5 5 15 9.00? 4.183

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

a: Primer subconjunto
b: Segundo subconjunto
¢: Tercer subconjunto

En la tabla N° 30 se aprecia los estadisticos descriptivos de la inmovilidad, swimming y climbing como el minimo, el maximo, la media

y la desviacion estandar para cada uno de los grupos presentados en la FR3.
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TABLA N° 31: PRUEBA DE NORMALIDAD DE LOS RESULTADOS DE LA

FR3
Prueba de normalidad
2 . Shapiro-Wilk
Parametro Tratamiento Estadistico | g Sig,
V. tricolor L. 90mg/kg 0.870 5 | 0.265
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.955 5 |0.776
inmovilidad V. trlcolo_r L. 360mg/kg 0.771 5 | 0.056
Fluoxetina 20mg/kg 0.902 5 10421
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 90mg/kg 0.937 5 |0.642
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.900 5 10.410
swimming V. trlcolo_r L. 360mg/kg 0.839 5 10.163
Fluoxetina 20mg/kg 0.987 5 10.970
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.961 5 10.814
V. tricolor L. 90mg/kg 0.848 5 |0.189
Tiempo de V. tr?color L. 180mg/kg 0.806 5 |0.090
climbing V. tricolor L. 360mg/kg 0.933 5 |0.619
Fluoxetina 20mg/kg 0.806 5 ]0.091
Solucién Salina 0.2ml/20g 0.881 5 ]10.314

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 31 se presenta la prueba de Shapiro-Wilk para cada uno de los

grupos presentados en la fraccion FR3, en el cual los valores Sig > 0.05,

entonces se acepta la hipétesis nula y se concluye que los datos tienen una

distribucion normal por lo tanto se puede utilizar ANOVA.

TABLA N° 32: ANOVA DE LOS RESULTADOS DE LA FR3

ANOVA
- Fuente de Suma de Enedles Media .
Parametro - de aof F Sig.
variacion cuadrados . cuadratica
libertad
Entre 81596.000 4 20399.000
Tiempo de grupos
[ Dentro de 14340.000 20 717.000 28.450 | 0.000
grupos
Total 95936.000 24
Entre 59666.000 4 14916.500
Tiempo de grupos
swimming | PeM0de | 15840000 20 g42.000 | 17-716 |0.000
grupos
Total 76506.000 24
Entre 12394.000 4 3098.500
Tiempo de grupos
climbing | PeM0de | 18140000 20 907.000 sy Bz
grupos
Total 30534.000 24

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 32 se muestra el andlisis por ANOVA unifactorial. Como el valor

de Sig = 0.000 es mucho menor que 0.05 se afirma que existe diferencia
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altamente significativa en la inmovilidad y swimming media presentada a partir

de los diferentes tratamientos, es decir que existe actividad antidepresiva.

En el caso del tiempo de climbing, como el valor de Sig = 0.028 es menor que
0.05 se afirma que existe diferencia significativa en el climbing media presentada

a partir de los diferentes tratamientos.

TABLA N° 33: PRUEBA DE DUNCAN DE LOS RESULTADOS DE LA FRS3

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS: DUNCAN
Parametro Grupo N Sulbcon'unto2 para alfa :30.05
V. tricolor L. 360mg/kg 5 8.00
V. tricolor L. 90mg/kg 5 16.00
Tiempo de V. tricolor L. 180mg/kg 5 57.00
inmovilidad Fluoxetina 20mg/kg 5 68.00
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 168.00
Sig. 0.642 0.523 1.000
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 | 123.00
Fluoxetina 20mg/kg 5 170.00
Tiempo de V. tricolor L. 90mg/kg 5 229.00
swimming V. tricolor L. 180mg/kg 5 234.00
V. tricolor L. 360mg/kg 5 256.00
Sig. 1.000 1.000 0.179
V. tricolor L. 180mg/kg 5 9.00
Solucién Salina 0.2ml/20g 5 9.00
Tiempo de V. tricolor L. 360mg/kg 5 36.00 36.00
climbing V. tricolor L. 90mg/kg 5 55.00
Fluoxetina 20mg/kg 5 62.00
Sig. 0.194 0.211

Fuente: Datos estadisticos del estudio.

En la tabla N° 33 se observa que en el tiempo de inmovilidad, se consideraron
subconjuntos, en el primer subconjunto se encuentran los tratamientos de la FR3
de V. tricolor L. a las dosis de 360 y 90 mg/kg de peso que redujeron el tiempo
de inmovilidad en los roedores en 8 + 4.472 y 16 + 16.355 segundos
respectivamente, en el segundo subconjunto se encuentra el tratamiento de la
FR3 de V. tricolor L. a la dosis de 180 mg/kg de peso y al tratamiento con
fluoxetina y el tercer subconjunto se encuentra el tratamiento con el control
(solucién salina), entonces el tratamiento del primer subconjunto (360 y 90

mg/kg) presentan mayor actividad antidepresiva que el grupo patron.

El tiempo de swimming fue mayor para el tratamiento de la FR3 de V. tricolor L.

a las dosis de 360, 180 y 90 mg/kg de peso que aumentaron el tiempo de
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swimming en los roedores en 256 + 22.749, 234 + 43.932 y 229 + 29.026

segundos respectivamente.

El tiempo de climbing fue mayor para el tratamiento con fluoxetina y del
tratamiento de la FR3 de V. tricolor L. a la dosis de 90 mg/kg de peso que
aumentaron el tiempo de climbing en los roedores en 62 £ 47.249 y 55 + 39.843
segundos respectivamente.

GRAFICO N° 4: TIEMPO DE INMOVILIDAD, SWIMMING Y CLIMBING DE LA
FR3 DE Viola tricolor L. SOMETIDOS A LA FST MODIFICADO
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Fuente: Datos estadisticos del estudio.
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En resumen, el grafico N° 4 muestra el tiempo de cada parametro a los diferentes
tratamientos sometidos, en donde se muestra que la FR3 de V. tricolor L.
disminuye el tiempo de inmovilidad pero también existe un incremento del tiempo
de swimming en comparacion a la fluoxetina y al grupo control en la FST

modificado.
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS:

La prueba de nado forzado (FST), desarrollada originalmente por Porsolt et al.,
es una prueba de comportamiento en roedores que se utiliza para evaluar la
mayoria de los farmacos antidepresivos actualmente disponibles, ademas de la
eficacia antidepresiva de nuevos compuestos Yy las manipulaciones
experimentales que tienen como objetivo generar o prevenir estados depresivos,
ademds, la FST es uno de los modelos mas utilizados para evaluar

comportamientos similares a los antidepresivos en ratas y ratones. (120) (121)

La prueba de nado forzado es un modelo animal de depresion inducida por
desesperacion en el que el animal se ve obligado a nadar sin poder salir frente
a una situacion de estrés inducido, se genera una disminucion de la respuesta
de escape llamada inmovilidad. (122) (123) La dosis utilizada en la prueba de
nado forzado, son dosis altas en comparacion con la humana, pero los
parametros farmacocinéticos en ratones son muy diferentes (es decir, la vida
media es de aproximadamente 1h para los ratones en comparacion con varias

horas en humanos). (95)

La FST es una buena herramienta de deteccion con buena confiabilidad y validez
predictiva, a pesar de eso ha sido cuestionada muchas veces. Grillo et al., 2011,
Karson et al., 2013, y muchos otros autores han comparado los resultados de la
FST con otras pruebas de medicion de la depresion, como la prueba de
preferencia de sacarosa que se basa en la medicion de la anhedonia inducida
por estrés en ratones, encontrado resultados consistentes. Otro tema que causa
controversia y que ha sido analizado en varios estudios son las modificaciones
del procedimiento de la FST desarrollado por Porsolt y su influencia en sus
resultados, ya que el comportamiento del animal se analiza generalmente
mediante el registro de intervalos parciales. Alvarez-Suarez et al., mostraron que
no existen diferencias significativas entre intervalos de 3, 5 y 10 segundos
analizados en la FST para las principales conductas registradas (inmovilidad,

swimming y climbing). (124) (125)

Lucki et al., modificaron algunos parametros de la FST tradicional para facilitar
la diferenciacion entre las clases de farmacos antidepresivos serotoninérgicos y

noradrenérgicos. Todos los farmacos antidepresivos reducen la inmovilidad en
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la FST, la version modificada de la FST ademéas de considerar la inmovilidad,
considera una clasificacion en los comportamientos activos que son: climbing y
swimming, con el fin de facilitar la diferenciacion entre las clases de farmacos
antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos respectivamente. (120) (126)
(127)

En este estudio los resultados de la FST modificado mostraron que el tiempo de
inmovilidad en los ratones tratados con el extracto etandlico de las partes aéreas
de V. tricolor L. a las dosis de 750, 500 y 250 mg/kg (Tabla N° 18), con el extracto
flavonoidico disminuyeron a las dosis de 750 y 500 mg/kg (Tabla N° 22), con la
FR2 disminuyeron a una dosis de 360 mg/kg (Tabla N° 26), y con la FR3
disminuyeron a las dosis de 360 y 90 mg/kg (Tabla N° 30); disminuyeron en
relacion al grupo patron. Entonces, los extractos de Viola tricolor L. disminuyeron

notablemente el tiempo de inmovilidad.

En el caso del tiempo de climbing fue significativamente mayor en los ratones
tratados con el extracto etandlico de V. tricolor L. y la FR3 a la dosis de 250 y 90
mg/kg respectivamente en relacion al grupo patron, y con respecto al extracto
flavonoidico y la FR2 no existe diferencia significativa estadisticamente. Por otro
lado el tiempo de swimming fue significativamente alto en el grupo de ratones
tratados con los extractos etandlico y flavonoidico de V. tricolor L. a las dosis de
500y 750 mg/kg para ambos extractos, con la FR2 fue mayor a las dosis de 360
y 180 mg/kg y con la FR3 fue mayor a las dosis de 360, 180 y 90 mg/kg; todos
los extractos en relacion al grupo patron. Entonces, los extractos de Viola tricolor
L. aumentaron notablemente el tiempo de swimming con respecto al tiempo de

climbing.

Los medicamentos que afectan a la neurotransmision serotoninérgica, por
ejemplo, fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram; aumentan el tiempo de
“swimming”, mientras que los medicamentos que afectan la neurotransmisién
noradrenérgica por ejemplo, imipramina aumentan el comportamiento de
“climbing”. (87) Prozac® 20mg (fluoxetina), es un medicamento innovador
apropiado en la presente investigacion ya que los diferentes tratamientos
evaluados también aumentan el tiempo de swimming en comparacion al tiempo

de climbing, lo que facilita su comparacién a pesar de que la fluoxetina se puede
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sustituir con otros farmacos que también presentan el mismo mecanismo de

accion, es utilizado frecuentemente como farmaco patrén en otros estudios.

Tradicionalmente, Viola tricolor L. ha sido recomendada por sus propiedades
sedantes. Ghorbani et al., 2012, investigaron en el extracto hidroalcohdlico (70%
etanol) de las partes aéreas de V. tricolor L. (HAE) en dosis de 50, 75, 100, 150,
200, 300 mg/kg, i.p. y su correspondiente fraccionamiento en fraccion de agua
(WF), fraccion de acetato de etilo (EAF) y fraccion de N-butanol (NBF) en una
dosis de 200 mg/kg, i.p., las cuales se administraron a ratones, 30 minutos antes
de la inyeccion de pentobarbital (30 mg/kg, i.p.). Los resultados indicaron que el
HAE, a una dosis de 300 mg/kg, prolongé significativamente (34%) la duracién
del suefio inducido por pentobarbital, asi mismo, la EAF aumenté
significativamente la duracion del suefio en 51%, demostrando que V. tricolor L.
potencia la hipnosis con pentobarbital y que los componentes responsables de
este efecto se encuentran probablemente en la fraccion de acetato de etilo
(EAF), que presenta compuestos de polaridad intermedia, entonces lo que
favorece el papel de los flavonoides ya que posiblemente estos actien a través
de la modulacion alostérica positiva del complejo del receptor GABAA en la
prolongacion del suefio. (25) En relacién al tratamiento de la depresion, Moéhler,
2012, ha sugerido que las benzodiacepinas tienen un efecto antidepresivo por si
mismas a través de su accidon sobre los receptores GABAa. (128) Flores et al.,
2017, afirma que existe evidencia suficiente para considerar que el sistema
GABAérgico desempefia un papel importante en la etiopatogenia de la
depresion, tanto estudios en animales como aportaciones clinicas coinciden en
la importancia que dicho sistema tiene sobre la presencia de sintomas
depresivos. (129) Por ello Estrada et al., califica a los flavonoides como una
nueva familia de benzodiacepinas, con la ventaja de no presentar los efectos

colaterales que éstas producen. (5)

Por otro lado Slattery et al., 2004, demostraron que los receptores GABAg
desempefian un papel en el comportamiento similar a los antidepresivos en la
FST modificada. Los antagonistas del receptor GABAg disminuyeron el tiempo
de inmovilidad a través de un aumento en el swimming. Este perfil es similar al
producido por los antidepresivos serotoninérgicos, lo que sugiere que los

antagonistas del receptor GABAg pueden reclutar mecanismos serotoninérgicos
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para provocar sus efectos en el comportamiento. (130) Mé&s tarde, Asaoka et al.,
2017, demuestra que la inhibicion de los receptores GABAEg postsinapticos en las

neuronas serotoninérgicas aumenta la actividad serotonérgica. (131)

Viola odorata L. se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de trastornos
neuropsiquiatricos, recientemente Karim et al., 2018, investigaron los efectos
antidepresivos de fitoconstituyentes aislados que incluyen tres flavonoides; 5,7-
dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona [1]; 5,7,4'-trihidroxi-3',5'dimetoxiflavona [2] y 5,7,4'-
Trihidroxi-3'-metoxiflavona [3] de toda la planta de Viola odorata L. y su posible
mecanismo de accién usando antagonistas del sistema serotoninérgico,
dopaminérgico y adrenérgico. Para evaluar los efectos antidepresivos, utilizaron
modelos animales clasicos de depresion, como la prueba de suspension de cola
(TST) y la prueba de natacion forzada (FST) con ratones, donde los resultados
indicaron que los compuestos [1], [2], y [3] en la dosis de 1, 10 y 30 mg/kg, i.p.,
disminuyeron significativamente el tiempo de inmovilidad en la FST y la TST en
ratones. Para experimentos que involucran la determinacion de mecanismos, los
ratones fueron tratados previamente con 5-HT, dopamina y antagonistas
adrenérgicos. En conclusion, Karim et al., hallaron en este estudio que los
compuestos flavonoides [1], [2], ¥ [3] poseen efectos similares a los de los
antidepresivos y que estos podrian mediarse a través del sistema
serotoninérgico. (31) De manera similar, varios autores (Machado et al, 2008; Li-
Tao, 2008; Kawabata et al, 2010) afirman que los flavonoides de las plantas

serian los responsables de la actividad antidepresiva. (5)

Caso contrario reportaron Muhammad et al.,, 2013, que investigaron las
propiedades neurofarmacoldgicas en otra especie de la familia violaceae, en el
extracto de n-hexano de la planta entera de Viola betonicifolia, utilizado como
sedante y en varios trastornos nerviosos en las medicina tradicional pakistani.
Los resultados sugirieron que el extracto de n-hexano de V. betonicifolia, tiene
actividad ansiolitica, relajante muscular, sedante; pero no ocurre lo mismo con la
actividad antidepresiva determinada mediante la FST a dosis de 0.3, 0.4y 0.5
mg/kg, en el cual se determind que no presenta efecto antidepresivo en ninguna
de estas dosis con fluoxetina, como farmaco patrén, mas bien se observé una
depresion del SNC dependiente de la dosis en la FST. (132)
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El presente estudio demuestra que los extractos etandlico, flavonoidico y
fracciones ricas en flavonoides FR2 y FR3 de Viola tricolor L., reducen
significativamente alto el tiempo de inmovilidad al ser administrados via oral en
ratones especie Mus mdusculus, cepa Balb/c/CNPB sometidos a la FST
modificado lo que sugieren que Viola tricolor L., tendria efectos similares a los
antidepresivos; ademas debemos considerar que el tiempo de swimming es
mayor con respecto al tiempo de climbing lo que indicaria una posible accién por
un mecanismo serotoninérgico, tal como se encontraron en V. odorata L., y que
los componentes principales responsables de este efecto se encuentran mas

probablemente en compuestos tipo flavonoide.

Por ultimo, se menciona que en el siguiente trabajo existe la posibilidad de sesgo,
con respecto al ambiente en que fueron acogidos los animales de
experimentacion considerando que los factores que afectan la prueba de nado

forzado serian el ruido y las condiciones de crianza antes del experimento.
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CONCLUSIONES

1. Los extractos etandlico, flavonoidico y fracciones flavonoidicas FR2 y FR3 de
Viola tricolor L. “pensamiento” administrados por via oral presentan actividad
antidepresiva en la prueba de nado forzado modificado en ratones
Balb/c/CNPB, mediante un posible mecanismo de accién serotoninérgico. Los
metabolitos responsables serian flavonoides tipo glicésidos de flavona y
flavonol.

2. Se determiné el porcentaje de humedad de las partes aéreas (flores de color
violeta y tallo) de Viola tricolor L. “pensamiento” en tres determinaciones
dando como resultado un promedio de 86.08%.

3. Se obtuvieron los extractos etanodlico y flavonoidico de Viola tricolor L.
“‘pensamiento”, el extracto etandlico se realiz6 por maceracion en etanol al
70% y el extracto flavonoidico por sonicacion con cloroformo y metanol.

4. Se determin6 el porcentaje de rendimiento del extracto etandlico de Viola
tricolor L. obteniéndose 18.84%, del extracto flavonoidico se obtuvo 7.11% y
las dos fracciones mayoritarias fueron la FR1 y FR2 con 14.19 y 11.75%,
respectivamente, pero la FR1 es una fraccién susceptible a contaminacion
microbiana, por ello fue dificil determinar su actividad antidepresiva por ende
se opto trabajar con la FR2 y FR3 (8.20%). Se establecié que los extractos
etandlico y flavonoidico son solubles en solventes polares. Ademas el analisis
fitoquimico cualitativo de los extractos etandlico y flavonoidico de Viola tricolor
L. “pensamiento” mostraron compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas,
glicésidos, azlcares reductores, taninos.

5. Se separo las fracciones flavonoidicas (FR1 — FR7) a partir del extracto
flavonoidico de Viola tricolor L. “pensamiento” por Cromatografia en Columna,
de las cuales se eligieron dos fracciones: FR2 y FR3 para poder determinar
su actividad antidepresiva.

6. Se identificd por espectroscopia UV/Vis los principales tipos de flavonoides
presentes en las fracciones flavonoidicas de Viola tricolor L. “pensamiento”,
encontrandose flavonoides tipo glicésidos de flavona y flavonol, los cuales
serian los responsables de la actividad antidepresiva.

7. Se determiné el tiempo de inmovilidad de los extractos etandlico, flavonoidico
y fracciones FR2 y FR3 de las partes aéreas de Viola tricolor L. “pensamiento”
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en la prueba de nado forzado modificado, administrados por via oral con
fluoxetina como farmaco patron para determinar la actividad antidepresiva,
observandose una disminucion significativamente alto del tiempo de
inmovilidad en ratones tratados con el extracto etandlico a las dosis de 750,
500 y 250 mg/kg (14 £+ 8.944, 28 + 30.943 y 31 + 26.077 segundos
respectivamente), con el extracto flavonoidico disminuyeron a 750 y 500
mg/kg (24 + 12.942 y 25 + 20.31 segundos respectivamente), con la FR2
disminuyeron a 360 mg/kg (27 + 23.076 segundos), y con la FR3 disminuyeron
a 360 y 90 mg/kg (8 £ 4.472 y 16 + 16.355 segundos respectivamente),
comparado con fluoxetina a 20 mg/kg y solucién salina al 0.9% a 0.2ml/20g
(68 £ 35.461 y 168 + 5.701 segundos respectivamente).

. Se evaluo los indicadores de depresion swimming y climbing en la prueba de
nado forzado modificado tratados con los extractos etandlico, flavonoidico y
fracciones FR2 y FR3 de Viola tricolor L. “pensamiento”; se observo un
incremento de forma altamente significativo del tiempo de swimming con
respecto al tiempo de climbing en ratones tratados con el extracto etandlico a
las dosis de 500 y 750 mg/kg (235 + 26.458 y 231 + 60.457 segundos
respectivamente) y flavonoidico a 500 y 750 mg/kg (259 + 12.450 y 258 *
18.235 segundos respectivamente), con la FR2 fue mayor a 360 y 180 mg/kg
(241 + 42.485 y 221 + 35.071 segundos respectivamente) y con la FR3 fue
mayor a las dosis de 360, 180 y 90 mg/kg (256 + 22.749, 234 + 43.932 y 229
+ 29.026 segundos respectivamente), comparado con fluoxetina a 20 mg/kg y
solucion salina al 0.9% a 0.2ml/20g (170 £ 29.791 y 123 + 5.701 segundos
respectivamente); lo que indicaria que la actividad antidepresiva podria

mediarse por un mecanismo de accion serotoninérgico.
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RECOMENDACIONES

1. A las autoridades y docentes

% Implementar los laboratorios de la escuela profesional de Farmacia y
Bioquimica, con equipos dedicados a la investigacion cientifica para facilitar
la ejecucion de los trabajos de investigacion y su respectiva capacitacion.

% Seguir motivando econdmicamente a la realizacion de proyectos de
investigacion en relacion al uso de las plantas de la regién del Cusco.

% Apoyar en los trabajos de investigacion que requieran su orientacion y
consejeria e incentivar a los alumnos al estudio de metabolitos

responsables de las plantas causantes de diferentes efectos.
2. Al personal de salud

% Fomentar el uso de plantas medicinales, con la difusion de revistas,
boletines informativos, medios de comunicacioén, internet, acerca de los

trabajos de investigacion en la Universidad.
3. Alos investigadores

% Analizar y estudiar los efectos terapéuticos de las plantas para conocer los
principios activos responsables de cortar, aliviar o curar las enfermedades,
separarlos de las plantas que lo contienen, determinar sus estructuras
guimicas, procurar su sintesis, proponer modificaciones estructurales en
busca de una mayor actividad.

% Realizar estudios de toxicidad aguda y crénica de Viola tricolor L.
“‘pensamiento”.

“ Realizar el efecto antidepresivo en los otros colores de los pétalos de Viola
tricolor L., excepto los pétalos de color violeta estudiados en la presente
investigacion.

% ldentificar la molécula o moléculas responsables de la actividad
antidepresiva de Viola tricolor L.

“ Realizar estudios neuroquimicos para establecer el mecanismo de accién
por la que se da la actividad antidepresiva de Viola tricolor L, utilizando

antagonistas del sistema serotoninérgico, dopaminérgico y adrenérgico.
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ANEXO N° 1: CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA DE LA
ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO EMITIDO POR EL HERBARIO VARGAS
(CUZ)

HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N* 005-2018-HVC-FCB-

La directora del Herbario Vargas (CUZ) -Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), deja constancia que: la sefiorita
Roxana Cahuana Lloclla con codigo 114255 y sefior Yon Aguilar Quispe con cddigo
111276, Bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, han
presentado a la Direccion del Herbario Vargas (CUZ) muestras de plantas para su
determinacién taxondmica (expediente N00O1406), para el proyecto de tesis intitulado
“Estudio de la actividad antidepresiva del extracto etandlico, flavondidico y fracciones
mayoritarias de Viola tricolor (pensamiento), usando el método de nado forzado
modificado”. La que al ser diagnosticada por la M.Sc. Gloria Calatayud Hermoza,
utilizando claves dicotdomicas, consulta con bibliografia especializada, y comparacién
con muestras del Herbario, concuerdan con la clasificacion del grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group-APG IV, 2016).

N° FAMILIA ESPECIES
] | Violaceae Viola tricolor L.

Se le expide la presente certificacion a peticion formal de los interesados para los fines
que vieran por conveniente.

Cusco, 20 de Marzo de 2018.

................. cdstloss el

Blga, Maria Luisa Ochoa Cdmara | ;
Directora del Herbario Vargas (CUZ)\

--------
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ANEXO N° 2: CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION EMITIDO POR EL BIOTERIO DEL INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 0942018

Producto . Ratén albino Lote N® . M-16-2018

Especie : Mus mdsculus Cantidad : 100

Cepa . Balb/c/CNPB Edad  : 21a 23 dias

Peso : 11aldqg. Sexo : machos

Guia de : 035651 Destino . Aguilar Quispe, Yon
remision

Charrillos  : 17 de abril del 2018 Cusco

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacién.

Chorrilles, 17 de abril del 2018

(Fecha de emisién del certificado)

NOTA: El Bioterio no se hace
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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ANEXO N° 3: FICHA PARA LA RECOLECCION DE DATOS PARA LAS

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

SOLVENTE

EXTRACTO ETANOLICO
AL 70%

EXTRACTO
FLAVONOIDICO

Agua destilada

Metanol

Etanol al 40%

Etanol al 70%

Etanol al 90%

Acetato de etilo

Acetona
Cloroformo
Hexano

Leyenda:

Muy soluble +++
Soluble ++
Poco soluble +

Insoluble -
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ANEXO N° 4: FICHA PARA LA RECOLECCION DE DATOS DEL ANALISIS
FITOQUIMICO CUALITATIVO

ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

EXTRACTO
METABOLITOS p EXTRACTO
SECUNDARIOS REACTIVO ETAN%O'/OCO AL | ELAVONOIDICO
Alcaloides Dragendorff
Azlcares :
reductores Fehling
Compy_estos Cloruro férrico
fendlicos
) Liebermann-
Esteroides Burchard
Flavonoides Shinoda
Glicosidos Fehling
Lactonas .
X . Baljet
sesquiterpénicas
Quinonas H>SO4
Saponinas Espuma
Taninos Gelatina
Leyenda:
Abundante cantidad +++

Moderada cantidad
Escasa cantidad
Negativo

++
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ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Estas pruebas rapidas consisten en la evaluacion cualitativa (por cambios de
coloracion) de la presencia de metabolitos secundarios como son los fenoles,

esteroides, alcaloides, flavonoides, saponinas, etc.
ALCALOIDES: Reaccion de Dragendorff

Se toma 0.5ml de la solucién acida del extracto y agregar 2 a 3 gotas de reactivo
de Dragendorff. La formacion de un precipitado o coloracion roja indica prueba
positiva para alcaloides.

AZUCARES REDUCTORES: Ensayo de Fehling

A 1 o 2ml de extracto diluido agregar 2ml de reactivo, se somete a calentamiento
en bafio Maria por 5 a 10 minutos. Si la solucién se colorea de rojo o aparece un

precipitado de color rojo indica prueba positiva.
COMPUESTOS FENOLICOS: Reaccién con FeCls (1% en H,0)

A 0.5 ml de extracto diluido agregar 1 o 2 gotas cloruro férrico al 1 %, la presencia
de precipitaciones azuladas o verdosas indican prueba positiva para compuestos

fendlicos.
ESTEROIDES — TRITERPENOS: Reaccion de Liebermann-Burchard

Se coloca aproximadamente 0.5ml de extracto y se agrega 2 a 3 gotas de
reactivo de Liebermann-Burchard. Una coloracién azul o verde para esteroides,
rojo, rosado o violeta para triterpenos y amarillo palido para esteroides o

triterpenos saturados.
FLAVONOIDES: Reaccion de Shinoda

De la diluciéon ya preparada tomar 0.5ml y agregar limaduras de magnesio
metélico mas 2 a 3 gotas de acido clorhidrico concentrado. La presencia de

coloraciones rojizas tendientes al amarillo o azuladas indica prueba positiva.

» Flavonoles: Rojo magenta.
» Glavanona : Rojo magenta , violeta, azul

> Isoflavonas: Amarillo
143



GLICOSIDOS: Ensayo de Fehling

A 1 o 2ml de extracto diluido agregar 2ml de reactivo, se somete a calentamiento
en bafio Maria por 5 a 10 minutos. Si la solucién se colorea de rojo o aparece un

precipitado de color rojo indica prueba positiva.
LACTONAS SESQUITERPENICAS: Reaccion de Baljet

A 2 o0 3ml de extracto diluido agregar 3 o 4 gotas de reactivo, siendo positivas si

se forma coloracién anaranjada o roja oscura.
QUINONAS: Acido sulfdrico

A 0.2 ml de la dilucién se agrega 0.4 ml de &cido sulfarico concentrado, las

coloraciones rojizas indican prueba positiva.
SAPONINAS: indice Afrosimétrico o de la Espuma

En un tubo de ensayo se colocan 0.5g de extracto y se le agrega 10 ml de agua.
Se agita vigorosamente por 30 segundos y se deja en reposo durante 15
minutos. Se considera positivo si la espuma sobrenadante tiene una altura mayor

a 5mm.
TANINOS: Reaccion Gelatina (1g) — NaCl (10mg) (100ml H,0)

A 0.5 ml del extracto se adiciona 3 a 5 gotas de la solucién gelatina-sal. La

formacion de un precipitado indica prueba positiva.
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ANEXO N° 5: HOJA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA MEDICION
DEL TIEMPO DE CLIMBING, SWIMMING E INMOVILIDAD EN LA PRUEBA
DE NADO FORZADO MODIFICADO

Para la medicion del tiempo de climbing, swimming e inmovilidad total durante
los ultimos cinco minutos de la prueba de nado forzado se utiliza la técnica de
medicion de la conducta predominante en intervalos de 5 segundos siguiendo la
descripcién de Detke et al., (1995). Las conductas que se midieron fueron las

siguientes: Climbing: “C”, Swimming: “S” e Inmovilidad:

‘(I”

Grupo: | Numero de raton: | Color: | Cdédigo de videograbacion:
MINUTO SEGUNDOS
Min 1 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 2 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 3 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 4 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 5 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Climbing: C Swimming: S Inmovilidad: |
Tiempo total: Tiempo total: Tiempo de total:
Grupo: Numero de raton: Color: | Cdédigo de videograbacion:
MINUTO SEGUNDOS
Min 1 1-5 | 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 2 1-5 | 6-10 | 11-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 3 1-5 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 4 1-5 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Min 5 1-5 6-10 | 11-15| 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35 | 36-40 | 41-45 | 46-50 | 51-55 | 56-60
Climbing: C Swimming: S Inmovilidad: |
Tiempo total: Tiempo total: Tiempo de total:

Fuente: Adaptado de DETKE et al., 1995.
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ANEXO N° 6: HOJA DE DATOS DE LA RESINA DIAION® HP-20

No.01-10-A-0101
Product Data Sheet

DIAION™ HP20

DIAION™ HP20 is based on a unique rigid polystyrene/divinylbenzene matrix. A controlled pore size
distribution and large surface area offer excellent resolution and the capacity for a wide range of
molecules, from small peptides and oligonucleotides up to large proteins.

DIAION™ HP20 is characterized by:
== Unique pore size distribution => High chemical and physical stability
>> Excellent batch-to-batch reproducibly => Excellent pressure/flow characteristics
=> Wide application

Physical and chemical properties

Grade Name DIAION™ HP20
Bead form Spherical, porous
Matrix Paolystyrene/divinylbenzene

_CHE_CH_CHZ_CH_

Chemical Structure @ @

—CH-CH,—
Shipping Density* g/L 690
Water content % 55-65
Particle Size Distribution thr. 250 pm % 10 max.
Effective size mm 0.25 min.
Uniformity Coefficient - 1.6 max.
Particle Density™® g/mL 1.01
Specific Surface Area* m’/g 590
Pore Volume* mL/g 1.3
Pore Radius* A 290

i ii

Note : properties with a mark "*" are referential data.

Swelling ratio in various solvents

Methanol 1.13
Ethanol 1.24
2-Propanol 1.17
Acetone 1.24
Toluene 1.25
Acetonitrile 1.17
Water 1.00

2 MITSUBISHI CHEMICAL

Mitsubishi Chemical Corporation 1-11-2, Osaki, Shinagawa-ku, Tokyo 141-0032, Japan
Tel: +B1-3-6748-7146 Fax: +81-3-5487-6810 Web: www_diaion.com/en
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Pore size distribution
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Fig. 1 Pore size distribution of HP20

Recommended Operating Conditions

Maximum Operating Temperature °C 130
Operating pH Range 0-14

Minimum Bed Depth mm 800

Flow rate BV/h Loading 0.5-5

BV/h Displacement 0.5 - 2

BV/h Regeneration 0.5 - 2

BV/h Rince1-5

Regenerant
Organic solvents for hydrophobic compounds
Bases for acidic compounds
Acids for basic compounds
Buffer solution for pH sensitive compounds
Water for an ionic solution
Hot steam for volatile compounds

' MITSUBISHI CHEMICAL

Mitsubishi Chemical Corporation 1-11-2, Osaki, Shinagawa-ku, Tokyo 141-0032, Japan
Tel: +81-3-6748-7146 Fax: +81-3-5487-6810 Web: www.diaion.com/en
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Hydraulic Characteristics
The approximate pressure drop at various temperatures and flow rates for each

meter of bed depth of DIAION™ HP20 resin in normal down flow operation
is shown in the graphs below.
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Fig. 2 Pressure Drop of HP20
FDA status

DIAION™ HP20 may be used to process food and beverage products and isolate
specialized food additives as intended and such used may be said to fully comply
with the Federal Food, Drug, and Cosmetic Act.

Applications

=Purification of small peptides, oligonucleotides and proteins

= Adsorption of vitamins, antibiotics, enzymes, steroids and other substance from
fermentation solutions

*Decolorization of various sugar solutions

= Adsorption of fatty acids

-Removal of phenol

= Adsorption of various perfume

*Decolorization and purification of various chamicals

Notice

This information are given in good faith but without warranty, and this also applies where proprietary
rights of third parties are involved. The application, use and processing of our products are beyond
our control and therefore your own responsibility.

2 MITSUBISHI CHEMICAL

Mitsubishi Chemical Corporation 1-11-2, Osaki, Shinagawa-ku, Tokyo 141-0032, Japan
Tel: +81-3-6748-7146 Fax: +81-3-5487-6810 Web: www.diaion.com/en
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ANEXO N° 7: CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA RESINA DIAION® HP-20
EMITIDO POR SUPELCO

Certificate of Analysis

Diaion HP20 Resin

Catalog Number: 13605
Test Date: 01/26/2017
Supelco Lot Number: 101324

Manufacturer Lot Number: 61502

Analytical data provided by manufacturer

Test Specification Results
Water Content 55-65% 59.8 %
Effective Size =0.25 mm
Particle Size Distribution through 250 pm =10 %

Uniformity Coefficient =1.6

ﬂg@b«m«,

Quality Control Supervisor

SUPELCO
Supelco Park - Bellefonte, PA
16823-0048 USA - Phone (814) 359-3441
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ANEXO N° 8: PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR Y USAR COLUMNAS
DE RESINA DIAION® HP-20 EMITIDO POR SUPELCO

Procedures for Preparing and Using Columns of Amberlite XAD, Diaion, Dowex,
MCI GEL, Sepabeads, and Supelite DAX Adsorbent Resins

Precautions: DO NOT use nitric acid or other strong oxidizing agents with these materials.
Elutionwith organic solvents, such as methanol, ethanol. orisopropanol, can cause these resins to swell.

Use enough resin to half-fill the column only. This will allow room for expansion when resin-swelling
solvents are used.

Resin Wetting Procedure
Most of these materials are supplied in wet form. However, prolonged exposure to air during

shipment and/or storage may cause the material to dry. The material must be wetted before use
uniess the application is air sampling. Follow the procedure outlined here.

1. Transfer the dry resin to a 500mL beaker. Add sufficient methanol to cover the resin bed by
1-2inches (2.5-5cm).

2. Stirthe resin gently for 2 minute to ensure complete mixing. Allow the material to stand for 15
minutes.

3. Carefully decantmost of the methanol and replace it with distilled water. Stir the mixture, then allow
it to stand for 5-10 minutes. Follow the column preparation instructions below.

Preparation of Columns

Always use fully hydrated resin when preparing a column. If necessary, wet the material by
following the procedure described above, and do not allow the resin bed to dry during preparation or
subsequent use. A constant head of about 1" (2.5cm) of water or solvent above the resin bed will
prevent resin dehydration and will reduce channeling in the bed.

1. Add approximately 1" (2.5cm) of deionized water to the empty column before you add the resin
slurry.

2. Slowly pourthe resin slurry into the column. As the column fills, drain excess water through the
bottom of the column, but do not allow the liquid level to fall below the top of the resin bed.
Add enough resin to half-fill the column only. This will allow room for expansion when resin-
swelling solvents are used.

SUPELCO

WE1D Bellefonte, PA
®1998 Sgma-Aldrich Co. *
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ANEXO N° 9: PROCEDIMIENTO PARA EL USO DE ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

DEg ,,
g° %
=, ©

N°// " -2012-J-OPE/INS

RESOLUCION JEFATURAL

Lima, /./ de /%2t de2012

VISTO:

El expediente con registro N° 0001863711, Informe N° 002-2011-CIEA-INS del Comité Institucional de Etica
para el Uso de Animales en Investigacion, en relacion a la solicitud de aprobacion del Procedimiento para el
Uso de Animales de Laboratorio en Investigacion en el Instituto Nacional de Salud;

SR NCONSIDERANDO:
A oo

'y

- m"l)b

éue. el Instituto Nacional de Salud es el Organismo Publico Ejecutor del Ministerio de Salud, tiene como parte

su misién, la promocién, desarrollo y difusion de la investigacion cientifica-tecnologica y la prestacion de
rvicios de salud en los campos de la salud publica, el control de las enfermedades transmisibles y no
nsmisibles, la produccion de biolégicos;

Que, el Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales de Investigacion designado por la Resolucion

Jefatural N° 134-2010-J-OPE/INS, modificado por la Resolucion Jefatural N° 188-2011-J-OPE/INS, ha

presentado el proyecto del Procedimiento para el Uso de Animales de Laboratorio que tiene por finalidad

asegurar que las actividades que impliquen la utilizacion de animales de laboratorio u ofros animales por la

entidad, se desarrollen en forma humanitaria y en marco de los principios éticos y normativos y en el marco de

la Ley N° 27265, Ley de Proteccion a los Animales Domésticos y a los Animales Silvestres mantenidos en
c{b{/' Cautiverio;

Que, el Instituto Nacional de Salud para cumplir sus funciones formula y aprueba los procedimientos por lo que
es necesaria la aprobacion del presente Procedimiento del Comité Institucional de Etica para el Uso de
Animales en Investigacion del Instituto Nacional de Salud;

Con las visaciones de la Sub Jefatura Oficina General de Investigacion y Transferencia Tecnologica, la Oficina
General de Asesoria Técnica y la Oficina General de Asesoria Juridica; y,

nformidad con lo dispuesto en el literal h) del articulo 12° del Reglamento de Organizacion y Funciones
stituto Nacional de Salud, aprobado por Decreto Supremo N° 001-2003-SA;
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SE RESUELVE:

Articulo 1°.- APROBAR el “Procedimiento para el Uso de los Animales de Laboratorio en el Instituto Nacional
de Salud" primera edicion, con el codigo PRA-INS-L36, Edicion N° 01, que forma parte del anexo.

Articulo 2°.- NOTIFICAR la presente Resolucion a la Oficina General de Investigacion y Transferencia
Tecnoldgica, Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales de Investigacion al Organo de Control
Institucional, a los Centros Nacionales de Salud del Instituto Nacional de Salud.

Registrese y comuniquese,

e

Jefe (e)
Instituto Nacional de Salud

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

SERTFICO:
ERTIFICO: Que ia peasarny topa folostance as weacts

& Jocumento que b s e
nalay U2 N Gvus) /
nietesade.  Regisero ":,.S’ 2 4. Lima b v
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PROCEDIMIENTO PRAINS (026
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4 Edicion N° 01
i PARA EL USO DE ANIMALES DE LABORATORIO
EN EL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD Pagina 2 de 30
]

4.8. International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals.
CIOMS, 1985.

5. PRINCIPIOS GENERALES PARA EL CUIDADO ANIMAL

Todas las actividades que utilicen animales para la investigacion, diagnostico,
control de calidad y produccion de biolégicos deberan de tener en cuenta los
siguientes principios:

51 Posibilitar solamente el minimo de manipulaciones al animal y las intervenciones
en su entorno, evitando perturbarlo o provocarle reacciones de alerta, refugio o
escape.

5.2. Debera evitarse el dolor o sufrimiento que puede ser experimentado por los
animales, o minimizado en la mayor medida posible, con asesoramiento
veterinario para el uso de sedacion, anestesia apropiada, analgesia y otras
medidas aplicables al tipo de animal y estudio.

5.3.  Aquellos que utilicen o cuiden animales deben ser calificados y competentes para
ello, por ambos motivos, por su propia seguridad y por la salud y bienestar de los
animales.

5.4.  Ofrecer al animal un entorno confortable y protegido en cuanto a:

a. Agentes fisicos: temperatura, humedad, ventilacion, ruidos, iluminacion y
cama.

b. Agentes quimicos: calidad de aire, ausencia de sustancias quimicas o
nocivas a su especie, calidad del agua y de los alimentos.

c. Agentes biolégicos: ausencia de microorganismos patégenos (bacterias,
virus, parasitos).

5.5. Lograr la seguridad del confinamiento, evitando su escape o fuga, la penetracion
de otros animales, la exposicion a dafios y la ausencia de peligros.

56. Las areas de alojamiento de los animales deben ser especificas para este
proposito y responder a los requerimientos establecidos para la actividad de que

se trate.
57  Se deben lograr los objetivos del ensayo o validacion con el minimo de variables
“ A de tiempo y de animales,
“Th 5.8.  En caso necesario, se debera aplicar la eutanasia a los animales lo mas temprano

posible, coherente con los objetivos cientificos del estudio.
6. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Los procedimientos descritos en el presente documento normativo se refieren a:
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ANEXO N° 10: ARCHIVO FOTOGRAFICO

FOTOGRAFIA N° 1: Viola tricolor L. “pensamiento”, en su
habitat natural en la comunidad de Janac Chuquibamba,
distrito de Lamay, provincia de Calca, Cusco.

Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 2: Pesado de la especie vegetal en estudio
después de estar introducidas en la estufa para la
determinacion del porcentaje de humedad.

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 3: Proceso de concentracion de las
muestras para la obtencion de los extractos mediante un
rotavapor.

Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 4: Prueba de solubilidad realizado a los
extractos etanolico y flavonoidico de Viola tricolor L. en
diferentes solventes

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 5: Reacciones de coloracion para la
identificacion de metabolitos secundarios en el andlisis

fitoquimico cualitativo.

Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 6: Reaccion de Shinoda positivo para
identificar flavonoides de los extractos etandlico vy
flavonoidico de Viola tricolor L., respectivamente.

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 7: Resina Diaion® HP-20 utilizado como
fase estacionaria en Cromatografia en Columna
Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 8: Proceso de Cromatografia en Columna
realizado al extracto flavonoidico de Viola tricolor L.
Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 9: Fracciones flavonoidicas (FR1 — FR7)
obtenidas por Cromatografia en Columna.
Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 10: Reaccién de Shinoda positivo para
identificar flavonoides de las fracciones flavonoidicas de
Viola tricolor L.
Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N°  11: Fracciones flavonoidicas
concentradas y disueltas en metanol (Blanco) para su
identificacion por espectroscopia UV/Vis.

Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 12: Andlisis en espectrofotometro de las
diferentes fracciones flavonoidicas.
Fuente: Propia.

159



PU 3108

FOTOGRAFIA N° 13: Medicamento Prozac® (Fluoxetina) 20
mg utilizado como patréon en la prueba de nado forzado
modificado.

Fuente: Propia.

FOTOGRAFIA N° 14: Administracion del tratamiento via oral
a los animales en experimentacion, en la prueba de nado
forzado modificado.

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 15: Grupo de animales de
experimentacion sumergidas en cubetas de vidrio con agua
en la prueba piloto de nado forzado.

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 16: Grupo de animales de
experimentacion sumergidas en cubetas de vidrio con agua
en la prueba de nado forzado modificado.

Fuente: Propia.
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FOTOGRAFIA N° 17: Animales de experimentacion secadas
con toallas pequefias después de la prueba de nado forzado
modificado.

Fuente: Propia.
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