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RESUMEN

La ansiedad, segun informes presentados por la OMS ha emergido como una patologia de impacto
significativo en la ultima década a nivel mundial, adquiriendo una importante relevancia tras el
periodo de confinamiento provocado por la pandemia de COVID-19, por tal razon, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la actividad ansiolitica del extracto hidroalcohdlico de hojas de
espinaca (Spinacia oleracea) en ratones (Mus musculus) en tres distintas concentraciones (100
mg/kg, 200 mg/kg y 300 mg/Kg), para lo cual se identificaron flavonoides y fenoles
cualitativamente y cuantitativamente mediante tamizame fitoquimico y métodos colorimétricos
(Folin - Ciocalteu y el AICI3) respectivamente; después, se comprobd la actividad ansiolitica
mediante el uso del equipo electrénico de medicion laberinto en cruz elevado y el equipo de
medicién plataforma agujereada.

Se identifico la presencia de fenoles y flavonoides en los ensayos de cloruro férrico y Shinoda del
extracto acuoso y alcohdlico de Spinacia oleracea. La concentracion de fenoles y flavonoides
totales se estableci6 en 15,74 + 0,29 mg EAG/g PS'y 18,77 + 0,312 mg EQ/g PS respectivamente.
En cuanto a la evaluacidn de la actividad ansiolitica, se evidencié una dependencia de la dosis del
extracto, donde la concentracion maxima de 300 mg/kg redujo la ansiedad en los ratones casi al
mismo nivel que el control positivo (clonazepam) tanto en la evaluacién de hundimientos de
cabeza en la plataforma, como en el nimero de entradas y tiempo de permanencia en brazos
abiertos y cerrados en el laberinto en cruz elevado.

En ese contexto, se concluye que la Spinacia oleracea posee actividad ansiolitica a una dosis de
300 mg/kg en ejemplares Mus musculus, es asi que se recomienda realizar un analisis de toxicidad
de Spinacia oleracea para poder recolectar informacién de los riesgos que pueda ocasionar la

administracion prolongada del extracto a la dosis efectiva.
Palabras clave: < ACTIVIDAD ANSIOLITICA>, <ESPINACA (Spinacia oleracea) >,
<RATONES (Mus musculus)>, <PLATAFORMA AGUJEREADA>, <LABERINTO EN CRUZ

ELEVADA>

0645-DBRA-UPT-2024

iz @%/7” £
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SUMMARY / ABSTRACT

The main objective of this research study was to focus on Anxiety that according to reports
presented by the WHO, has emerged as a pathology of significant impact in the last decade
worldwide, acquiring an important relevance after the period of confinement caused by the
COVID-19 pandemic. For this reason, the objective was to evaluate the anxiolytic activity of the
hydroalcoholic extract of spinach leaves (Spinacia oleracea) in mice (Mus musculus) at three
different concentrations (100 mg/kg, 200 mg/kg and 300 mg/kg), for which flavonoids and
phenols were identified qualitatively and quantitatively by phytochemical screening and
colorimetric methods (Folin - Ciocalteu and AICI3) respectively; then, the anxiolytic activity was
tested by using the electronic elevated cross maze measuring equipment and the needle platform
measuring equipment. The presence of phenols and flavonoids was identified in the ferric
chloride and Shinoda assays of the aqueous and alcoholic extract of Spinacia oleracea. The
concentration of total phenols and flavonoids was established at 15.74 + 0.29 mg EAG/g PS and
18.77 £ 0.312 mg EQ/g PS, respectively. Regarding the evaluation of anxiolytic activity, a dose
dependence of the extract was evidenced, where the maximum concentration of 300 mg/kg
reduced anxiety in mice almost at the same level as the positive control (clonazepam) both in the
evaluation of head sinking on the platform, as well as in the number of entries and time spent in
open and closed arms in the elevated cross maze. In this context, it is concluded that Spinacia
oleracea has anxiolytic activity at a dose of 300 mg/kg in Mus musculus specimens, thus it is
recommended to perform a toxicity analysis of Spinacia oleracea in order to collect information

on the risks that may be caused by prolonged administration of the extract at the effective dose.

Keywords: <ANISOLITIC ACTIVITY>, <SPINACA (Spinacia oleracea) >, <MICE (Mus
musculus)>, <PLATOPHOREAL PLATFORM>, <LABERINTE IN ELEVATED CROSS>,
<LABERINTE IN ELEVATED CROSS>, <LABERINTE IN ELEVATED CROSS>.

~ Mgs. Evelyn Carolina Macias Silva
C.10603239070
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CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

La Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) a través del Centro
Nacional de Farmacovigilancia, indicd que el consumo inadecuado, sin supervision médica e
irresponsable de farmacos con propiedades ansioliticas como clonazepam, tiene efectos
secundarios que van desde la somnolencia, mareos y nauseas hasta pérdida de equilibrio,
problemas de coordinacion, dificultad para pensar o recordar, dolor de cabeza, muscular o de
articulaciones; vision borrosa, temblores, incontinencia o retencién urinaria e incremento de

saliva (ARCSA, 2023).

Por cuestiones de la reciente situacion global por COVID-19, no se dispone de datos estadisticos
concretos sobre el mal uso de estos medicamentos. Sin embargo, se ha evidenciado un aumento
en su consumo en diversos centros hospitalarios (Guzman Villa & Rodriguez Vinueza, 2022, p.11). Esta
tendencia podria mencionar un incremento en la sobredependencia de tales medicamentos,
resaltando la necesidad de realizar monitorizacion hospitalaria a su uso y explorar alternativas de

tratamiento a esta patologia.

Por tanto, el propoésito central de esta investigacion es identificar alternativas complementarias
eficaces para el tratamiento de la ansiedad y la depresion. De esta manera, se busca disminuir el
periodo de uso de ansioliticos convencionales, cuya administracién prolongada puede derivar en
serias complicaciones como problemas respiratorios o sedacidn intensa. Ademas, cabe destacar
que la combinacion de ansioliticos con ciertos medicamentos puede provocar depresion del centro
respiratorio, coma, y en casos extremos, la muerte (Dubovsky & Marshall, 2022, p.4). La investigacion
se orienta, por tanto, a ofrecer opciones mas seguras y con menores efectos adversos para los

pacientes.

1.2 Justificacion

La espinaca es una planta herbacea comun y facilmente accesible que contiene en su composicion
varios compuestos bioactivos que indican propiedades ansioliticas potenciales (Monu Yadav, et al.
2018, p.11). Por lo tanto, el estudio de la actividad ansiolitica del extracto de sus hojas puede ser

una forma efectiva de aprovechar estos compuestos y realizar ensayos para el tratamiento de la



ansiedad, siendo a su vez, beneficioso para la poblacion en términos de accesibilidad y costo
debido a la facilidad de cultivar la planta de espinaca y de encontrarla en la mayoria de las tiendas

de comestibles y mercados locales.

La medicina tradicional, que utiliza plantas y sustancias de origen vegetal, ha evidenciado
resultados positivos en la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades. Esta practica ha
evolucionado hacia técnicas mas avanzadas, como la fitoterapia y ha demostrado eficacia en la
sanacion energética, siendo aplicada en situaciones donde la medicina convencional muestra
limitaciones. Ademas, en varios contextos, ha evolucionado para ser considerada como medicina

alternativa (Bahiense et al., 2017, p.21; Bailon-Moscoso et al., 2015, p.2).

Ecuador es uno de los paises mas ricos en flora por la variedad significativa de especias de origen
vegetal, pues existen gran variedad de bosques de tipo tropical, selvas, pAramos y desiertos con
maés de 2.000 especies vegetales como la espinaca (Spinacia oleracea) (Huaraca Salazar, 2015, p.4).
Sin embargo, existen pocas investigaciones que comprueben las actividades biol6gicas que estas
poseen gracias a sus metabolitos, por lo que es importante investigar estos compuestos sobre todo
aquellas con usos ancestrales, con el fin de que puedan ser estudiadas y pueden formar parte del

desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de todo tipo de enfermedades.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo directo beneficiar de aquellos individuos
gue cursan cuadros de ansiedad y estrés no tratados o tratados de forma insuficiente con
medicamentos sintéticos convencionales. De manera implicita, se busca contribuir al
conocimiento existente sobre la espinaca (Spinacia oleracea), proporcionando una base de datos
gue la comunidad cientifica pueda utilizar como referencia en investigaciones futuras en las que

se usen equipos mas sofisticados.

El empleo de modelos de ansiedad en ratones presenta la ventaja de poder realizar ensayos con
diversas técnicas experimentales que serian impracticables en seres humanos. Al explorar
extractos y alcaloides (sustancias en estudio) extraidos de diversos 6rganos de las plantas, estas
sustancias suelen obtenerse en cantidades reducidas. El uso de ratones permite una utilizacion
Optima de este recurso, facilitando la obtencidn de resultados validos en la investigacion (Yunta,

2007, p.7) .

La evaluacion de la potencial actividad ansiolitica del extracto de hojas de espinaca se presenta

como una investigacion factible y pertinente, esto debido a que existen investigaciones anteriores



gue mencionan la presencia de compuestos bioactivos en esta planta, los mismos que han
mostrado propiedades ansioliticas. Ademas, las instalaciones de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo (ESPOCH) estan equipadas para llevar a cabo este estudio, con laboratorios,
equipos e instrumentos necesarios para los analisis requeridos, asi como un bioterio debidamente
acondicionado. Estos recursos proporcionan un entorno adecuado para la poder realizar

investigaciones de esta naturaleza.

1.3 Objetivos

1.3.1 Ohbjetivo principal
Evaluar la actividad ansiolitica del extracto hidroalcohdlico de hojas de espinaca (Spinacia

oleracea) en ratones (Mus musculus)

1.3.2  Objetivos especificos

o Identificar la presencia de fenoles y flavonoides en las muestras de hojas de espinaca
(Spinacia oleracea) mediante tamizaje fotoquimico.

o Determinar la cantidad de flavonoides y fenoles presentes en el extracto hidroalcoh6lico de
hojas de espinaca (Spinacia oleracea) a través de métodos colorimétricos.

e Comprobar la actividad ansiolitica del extracto hidroalcohdlico de hojas de espinaca
(Spinacia oleracea) mediante el uso del equipo electronico de medicién laberinto en cruz

elevado y el equipo de medicion plataforma agujereada



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1  Marco Referencial

2.1.1 Ansiedad

El manual estadistico y diagndstico de trastornos mentales establece que la ansiedad, esta definida
como un estado de anticipacion aprensiva frente a un posible problema o acontecimiento no
deseado a futuro, acompafiada de un sentimiento de desesperacion o de sintomatologia fisica de
estrés (Pichot et al., 1995, p.402). El objetivo del dafio anticipado puede ser interno o externo

distinguiendo su sintomatologia a cuatro niveles:

e Motor: tensidon muscular, temblor, etc.
e Cognitivo: irritabilidad, agobio, miedo, insomnio, etc.
e Conductual: huida o evitacion ante situaciones determinadas.

e Vegetativo: nauseas, sudoracion palpitaciones, sequedad de boca, etc.

A pesar de que la ansiedad se destaca por su estrecha relacion al miedo, se diferencia a este Gltimo
debido a que estar en un estado de alerta es una condicidn que se manifiesta ante situaciones
especificas establecidos en el momento, el estado de ansiedad en consecuencia, tiene relacion

directa con la prevencion de peligros que se puedan presentar a futuro (Hamati, 2018, p.12).

Es de suma importancia tomar en cuenta de que la ansiedad puede ser tomado en cuenta como un
sentimiento comun ante ciertas situaciones del dia a dia (ansiedad fisioldgica), y, este solo llega
a superar ciertos limites tanto fisiologicos como anatémicos cuando llega a ser de tipo patoldgica.

A continuacidn, se presenta un cuadro comparativo de las diferencias més notorias:

Tabla 2-1. Diferencia entre ansiedad fisiologica y patoldgica

Ansiedad de tipo Fisioldgica Ansiedad de tipo Patoldgica
e Reactiva a una circunstancia e Puede bloguear una respuesta
ambiental. adecuada a la vida diaria.




e Funcion adaptativa. o Desproporcionada al

e Mejora nuestro rendimiento. desencadenarse.

e Sudesarrollo es mas leve. e Funcion desadaptativa.

e Menor componente somatico. e Empeora el rendimiento.

e No requiere demanda de e Su desarrollo es mas grave.
atencion psiquidtrica. e Mayor componente somatico.

e Requiere demanda de atencion

psiquiétrica.

Fuente: cuadro adaptado del articulo de Orozco et al., 2012, p.14.

Realizado por: Guzman, J., 2024.

2.1.2 Fisiopatologia de la ansiedad

El 4cido g-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC y cumple
un papel fundamental en la modulacion de la actividad neuronal. El GABA actla como mediador
a través de 2 tipos de receptores, los ionotrépicos GABA-A y GABA-C, y los metabotropicos
GABA-B (Benarroch et al., 2012, p.3).

lustracion 2-1. Mecanismos de transmision GABA
Realizado por: Guzman, J., 2024.

El receptor de GABAA, es el que se encuentra mas ampliamente distribuido en el sistema
nervioso de los mamiferos y parece tener un papel importante en el desarrollo posnatal de la
plasticidad sinaptica, asi como en diversas funciones cerebrales (Odalis Fernandez Lépez et al., 2012,
p.6). En este sentido, se han observado déficit en la expresion funcional de estos receptores en
trastornos de ansiedad, epilepsia, déficits cognitivos, esquizofrenia, depresion y en abuso de

sustancias (Benarroch et al., 2012, p.5; Odalis Fernandez Lépez et al., 2012, p.13).



La aminoracion de GABA presente especificamente en el LCR se indica que puede ser causado
por cuadros de estrés de tipo cronico, ansioso y depresivo. Es importante mencionar que los
mencionados agentes agonistas son responsables del incremento de las funciones del GABA y

como consecuencia, una reduccién importante del estado de ansiedad (Navarro, 2012, p3.).

2.1.3 Datos estadisticos de ansiedad

Para el afio de 2019, lo aproximado a una octava parte del planeta (equivalente a 970 millones de
individuos) fueron diagnosticado con un cuadro de trastorno mental. Entre aquellos trastornos
méas comunes y evaluados destacan la depresion y la ansiedad, los cuales para el afio 2020
sufrieron un aumento significativo a causa de la pandemia de COVID-19; los datos iniciales
presentados por la Organizacion Mundial de la Salud presentaron un incremento del 26% al 28%
en cuadros de ansiedad y depresion de alta complejidad en el lapso de un afio. (OMS 2022).

Datos presentados por la Organizacion de las Naciones Unidas establecieron que, en Estados
Unidos, las tasas de ansiedad y depresion alcanzaron hasta el 37% y el 30%, respectivamente, a
finales de 2020, frente al 8,1% y el 6,5% respectivamente en 2019 antes de la pandemia declarada

(ONU, 2023).

En México se encontr6 que los pacientes con enfermedades reuméticas eran mucho mas
propensos a estar ansiosos y deprimidos durante el brote de COVID-19 que antes de la pandemia.
Los impulsores especificos de estas preocupaciones se relacionaban con: la escasez de
medicamentos y la dificultad para encontrarlos a no poder acceder a la atencion médica cuando

la necesitaran (Ardila-Gémez et al., 2023, p.2).

Un estudio a nivel global sobre la prevalencia y la carga de los trastornos depresivos y de ansiedad
debidos a la pandemia de COVID-19 revel6 que las tasas de trastornos mentales aumentaron entre
un 20% y un 40% en los paises de América Latina y el Caribe, lo que supone uno de los mayores

aumentos en el mundo (OMS, 2022).

Dentro del marco de la pandemia por COVID-19, segun datos presentados por Sanchez-Vélez &
Moreta-Herrera, 2022, indicaron que en Paraguay el 21,3% presentd sintomatologia ansiosa —
depresiva moderada y el 15,9% ansiedad y depresién severa. En Colombia, por otro lado, un
estudio realizado por (Ardila-Gémez et al., 2023, p.3), encontré una prevalencia de depresion del
47,98% y de ansiedad del 27,06%.



2.1.4 Trastorno de ansiedad

El Instituto Nacional de Salud (NIH, de sus siglas en inglés) define al trastorno de ansiedad como
la afeccidén por la que una persona tiene preocupacion y sentimientos de miedo, terror o
intranquilidad excesivos. Es posible que un problema médico, un hecho traumatico o estresante,

ciertos medicamentos u otros factores provoquen un trastorno de ansiedad.

Existen varios tipos de trastornos de ansiedad, incluido el trastorno de ansiedad generalizada, el
trastorno de panico, el trastorno de ansiedad social y diversos trastornos relacionados con las

fobias (Bandelow et al., 2017, p.8).

2.1.4.1 Trastorno de ansiedad generalizada

La caracteristica fundamental del trastorno de ansiedad generalizada es la persistente presencia
de ansiedad y preocupacion intensa por un periodo que supera los seis meses. Estas se enfocan en
una amplia variedad de eventos y situaciones, generando dificultades para que la persona logre

manejar de manera efectiva este constante estado de inquietud (Bandelow et al., 2017, p.3).

Entre los principales sintomas que se pueden presentar dentro del trastorno de ansiedad

generalizada se encuentran:

Inquietud

o Fatiga precoz

¢ Dificultades para concentrarse
e lrritabilidad

e Tension muscular

e Trastornos del suefio

2.1.4.2 Trastorno de panico

Tanto el miedo como la incomodidad son dos estados importantes y destacables que se
caracterizan en este trastorno, de igual forma, el paciente experimenta un estado en el que el
mismo llega a perder el control sobre sus actos y estado fisico bajo la presencia de un peligro real

o ficticio ocasionado por el mismo estado patoldgico. (Dubovsky & Marshall, 2022, p.7).



Una sensacion de estar fuera de control, o de tener miedo a la muerte o a una fatalidad inminente
durante un ataque de panico, una preocupacién intensa sobre cuando ocurrira el proximo atagque
de panico, temor de ir o evitar ir a los lugares donde han tenido un ataque de panico en el pasado

(NIH, 2022).

Entre los sintomas fisicos durante un ataque de panico, podemos encontrar:

e Ritmo cardiaco aumentado

e Transpiracion continua

e Estremecimiento

e Escalofrio continuo

e Apneay fatiga

o Veértigo

e Comezon en extremidades superiores e inferiores
e Dolor precordial

e Repulsion y aversién

2.1.4.3 Trastorno de ansiedad social

El rasgo principal para la deteccion de este trastorno es el miedo continuo a situaciones de tipo
social por temor a que resulten bochornosas. La exposicion a estas situaciones produce casi de
forma inmediata una respuesta de ansiedad donde dicha respuesta puede formar parte de una crisis

de angustia situacional 0 mas o menos relacionada con una situacion especifica. (Pichot et al., 1995).

Ciertos pacientes diagnosticados no tienen ansiedad relacionada con las interacciones de tipo
social, sino que la adquieren cuando son expuestos especificamente frente a un publico. Se llegan
a presentar sintomas de desesperacion y crisis personal cuando, por ejemplo, deben citar un
discurso, competir en juegos deportivos grupales o al momento de tocar un instrumento musical

en el escenario (NIH, 2022).
Entre la sintomatologia presente en este trastorno se encuentra:
e Enrojecimiento, sudoracion o temblores.

e Latidos rapidos del corazén

e Malestar estomacal



2.1.5

Mantener una postura corporal rigida o comunicarse con un tono de voz notablemente
bajo

Dificultad para hacer contacto visual

Inseguridad de si mismos frente a otras personas o temor a que se les juzgue
negativamente

Evasidn de los lugares donde hay otras personas.

Fobia especifica

El principal rasgo identificativo de la fobia especifica es un miedo altamente intenso y mantenido

hacia situaciones claramente delimitados o definidos por el individuo. La exposicion a cualquier

estimulo antes mencionado suele provocar una respuesta inmediata relacionada a la ansiedad.

(Pichot et al., 1995).

Aunque los adultos y jévenes diagnosticados con este trastorno asumen conscientemente que su

miedo es altamente injustificable e irracional, esto no ocurre con los menores de edad entre los

tres a ocho afos. En la mayoria de las ocasiones, el paciente evita mantener algun tipo de contacto

con el estimulo por beneficio propio, pero a pesar de ello, en ciertos escenarios puede enfrentarse

al problema incluso con gran miedo. (Pichot et al., 1995).

Entre los sintomas dentro de este trastorno se encuentran:

2.1.6

Sudoracion

Respiracion anormal

Aceleracién del latido del corazén
Temblores

Escalofrios

Dolor en el pecho

Sequedad de boca

Mareos

Dolor de cabeza

Tratamiento de la ansiedad

2.1.6.1 Tratamiento no farmacol6gico



Psicoterapia

La psicoterapia es un procedimiento de salud comunicacional establecido entre un terapeura
profesional y un paciente con una patologia diagnosticada de salud mental que tiene como
principal objetivo establecer mejoras en el paciente para mejorar la situacion de salud mental,
para asi poder eliminar o disminuir los sintomas existentes, disminuir o cambiar los estados de
comportamiento promoviendo asi el desarrollo personal y la mejora en este ambito (Luna et al.,

2001, p.3).

2.1.6.2 Tratamiento farmacoldgico

Los antidepresivos son considerados el tratamiento farmacoldgico principal para la mayoria de
los Trastornos de Ansiedad, excepto en el caso de las fobias especificas. En cuanto a estos
trastornos, las terapias psicodinamicas y la Terapia Cognitivo-Conductual (TCC) han demostrado
ser clinicamente efectivas. Es notable que el tratamiento no farmacol6gico para el trastorno de

fobia especifica muestra efectividad desde las primeras cinco sesiones (Delgado et al., 2021, p.7).

Sin embargo, hay implicaciones significativas asociadas con el sobretratamiento, que pueden
conllevar riesgos para la salud del paciente. La iatrogenia, junto con la medicacién que tiene
potencial adictivo, representa un problema de salud serio, con posibles graves consecuencias a
nivel individual, familiar y social. La adiccién a los medicamentos incrementa el riesgo de

accidentes, lesiones fisicas, intoxicaciones y muerte prematura (Pichot et al., 1995, p.5).

La mayoria de los antidepresivos actllan sobre el sistema monoaminérgico, el cual influye
directamente en el sistema de neurotransmisores, en especial la dopamina, la serotonina y la
noradrenalina. Estos farmacos aumentan la disponibilidad de estos neurotransmisores en la

hendidura sinaptica y regulan los receptores postsinapticos(Goetter et al., 2020, p.3).

El efecto clinico de los antidepresivos suele manifestarse entre 2 y 4 semanas después de iniciar
su uso, debido a cambios adaptativos en los neurotransmisores y sus receptores. Es crucial
informar a los pacientes sobre el proceso del tratamiento, incluyendo la posibilidad de
experimentar sintomas de ansiedad al principio, posibles efectos adversos y los riesgos asociados

con la discontinuidad o suspension abrupta del tratamiento (Goetter et al., 2020, p.8).

Los antidepresivos se clasifican en:
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¢ Inhibidores Selectivos de la Recaptacién de Serotonina (ISRS): Estos comprenden
farmacos como Escitalopram y Sertralina.

e Inhibidores de la Recaptacién de Serotonina-Noradrenalina (IRSN): Ejemplos de
estos son Venlafaxina, Duloxetina y Paroxetina.

e Antidepresivos Triciclicos (TCA): Entre ellos se encuentran Clomipramina e
Imipramina.

¢ Inhibidores de la Monoaminooxidasa (IMAQ): Como moclobemida y fenelzina.

Entre estos, los mas comdnmente utilizados son los Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de
Serotonina (ISRS) y los Inhibidores de la Recaptacion de Serotonina-Noradrenalina (IRSN)

(Goetter et al., 2020, p.8).

Las benzodiacepinas (BZD) son psicotrépicos que ejercen efectos ansioliticos, hipnéticos,
miorrelajantes, anticonvulsivantes y amnésicos, y son utilizadas en diversos trastornos de
ansiedad por su eficacia en el alivio de sintomas de ansiedad e insomnio. No obstante, es
importante tener en cuenta sus efectos adversos como ataxia, sedacién, problemas al discontinuar
su uso, sintomas de abstinencia, alteraciones cognitivas, complicaciones cuando se combinan con

alcohol y el riesgo de dependencia a largo plazo (Alonso et al., 2018, p.4).

Estos medicamentos actlan en el Sistema Nervioso Central (SNC), especificamente en el sistema
limbico, donde se encuentran receptores que permiten ejercer sus propiedades ansioliticas y
sedantes. Las BZD, al ser liposolubles, atraviesan facilmente la barrera hematoencefalica y tienen
una accion rapida cuando se administran por via oral o parenteral. La vida media de estas
sustancias es un factor clave en la eleccion de la BZD apropiada para uso clinico, siendo
especialmente efectivas para tratamientos breves en pacientes con sintomas agudos (Delgado et al.,

2021, p.12).

Las benzodiacepinas se clasifican segin su semivida de eliminacion, que depende de la
liposolubilidad del farmaco, su metabolismo hepético, la presencia de metabolitos activos y la

grasa corporal del paciente. Se dividen en tres categorias seguin su semivida de eliminacion:

e Accion Larga: Semivida mayor a 24 horas.
e Accion Intermedia: Semivida entre 6 y 24 horas.

e Accibn Corta: Semivida menor a 6 horas.
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En situaciones excepcionales, las benzodiacepinas (BZD) estan contraindicadas para pacientes
con tendencias suicidas, enfermedades cardiacas, antecedentes de abuso de BZD u otras
sustancias. Se puede considerar el uso de BZD en combinacion con Inhibidores Selectivos de la
Recaptacion de Serotonina (ISRS) o Inhibidores de la Recaptacién de Serotonina-Noradrenalina

(IRSN) durante las primeras semanas de tratamiento (Dolores & Martinez, 2023, p 6).

De acuerdo con (Bandelow et al., 2017, p 9), a diferencia de los Antidepresivos Triciclicos (TCA), las
BZD no generan un aumento inicial de nerviosismo e insomnio, pero pueden ocasionar depresion
del sistema nervioso central, resultando en reacciones adversas. El uso prolongado de BZD
durante 4 a 8 meses puede conducir a la dependencia en algunos pacientes, por lo que no se

recomienda como tratamiento de primera linea.

En la practica clinica, siempre se debe evaluar la relacion riesgo-beneficio y determinar la
medicacion apropiada, asi como la dosis y la duracion del tratamiento.

2.1.7 Fitoterapia para la ansiedad

Es importante conocer y tener claro que el uso de material vegetal de ciertas plantas para el
tratamiento de ciertos sintomas o sintomatologias que actGan directamente sobre el sistema
nervioso central (SNC) es una practica de varios afios dentro del marco de la investigacion

cientifica (Romero-Cerecero et al., 2019, p.8).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce la relevancia de las plantas medicinales
tanto en el tratamiento como en la prevencion de diversas enfermedades. Ademas, destaca su
importancia a nivel econémico, ya que son una fuente valiosa para descubrir nuevas drogas, en
algunos casos con costos considerablemente mas bajos en comparacion con la sintesis de nuevos

farmacos (Avello & Cisternas, 2010, p.9).

La fitoterapia se fundamenta en el empleo de plantas medicinales o sus partes con prop6sitos
terapéuticos, transformando el empirismo de la medicina tradicional en un fundamento cientifico.
En este proceso, se someten a prueba las practicas populares, permitiendo validar o descartar su
uso. Esto asegura la adecuada utilizacion, eficacia y seguridad de las plantas medicinales en

cuestiones terapéuticas (Romero-Cerecero et al., 2019, p.12).
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2.1.8

Espinaca (Spinacia oleracea)

2.1.8.1 Descripcion de la planta

Sistema radicular: caracterizado por una raiz pivotante, poco ramificada y con desarrollo
superficial.

Tallo: erguido, con longitudes que varian de 30 cm a 1 m, portando las flores.

Hojas: ubicadas en el tallo, de disposicion mas o0 menos alterna y con peciolos, presentan
formas y consistencias variables segun la variedad. Tienen un color verde oscuro, con
peciolos concavos, a menudo con tonalidades rojas en la base. La longitud del peciolo
disminuye gradualmente a medida que sostiene las hojas mas recientes y desaparece en
las hojas en la parte superior del tallo.

Flores: las flores masculinas se agrupan en espigas terminales o axilares, con
aproximadamente 6-12 unidades. Estas flores poseen un color verde y constan de un
perianto con 4-5 pétalos y 4 estambres. Las flores femeninas se encuentran en glomérulos
axilares, caracterizadas por un perianto tetradentado, ovarios uniovulares, un tnico estilo

y un estigma dividido en 3-5 segmentos. (Gil et al., 2010, p.9).

o V272

llustracion 2- 2. Espinaca (Spinacia oleracea)

Realizado por: Guzman, J., 2024.

2.1.8.2 Habitat y distribucién

La espinaca es un cultivo de amplia distribucion global. Se cultiva en regiones tropicales a lo

largo de todo el afo, especialmente en tierras altas con climas frescos. En las zonas templadas, se

cultiva al aire libre en areas mas bajas durante la primaveray el verano, o bajo invernadero durante

el otofio e invierno (Huaraca Salazar, 2015, p.9).
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2.1.8.3 Propiedades nutracéuticas

La espinaca, gracias a su contenido de vitamina K, desempefia un papel crucial en la formacion
de la protrombina, esencial para el proceso de coagulacion sanguinea. Ademas, contribuye con
hierro mineral, un componente vital de la hemoglobina y la mioglobina, y participa en diversos
procesos enzimaticos. La espinaca también juega un papel importante en el transporte de oxigeno

en el organismo (Huaraca Salazar, 2015, p.9).

El &cido félico, una vitamina hidrosoluble, desempefia una funcién crucial en el desarrollo del
material genético. Es esencial para la formacion del tubo neural durante las primeras ocho
semanas de gestacion en mujeres embarazadas, asi como para la participacion en la produccion
de células sanguineas y la reparacion de tejidos musculares. Esta propiedad nutraceutica, quizas,

destaca como una de las mas significativas de la espinaca (Ramaiyan et al., 2020, p.5).

2.1.8.4 Estudios ansioliticos realizados

Un estudio publicado por la Revista Médica de la Republica Isldmica de Iran (MJIRI) ha
determinado que la espinaca (Spinacia oleracea) es una planta que contiene abundantes
cantidades de flavonoides (quercetina, miristicina, kaempferol, apigenina, luteolina), compuestos
fendlicos (acido paracumarico y acidoferdlico), carotenoides (luteina y betacaroteno), vitaminas
(K, B12, C, Ey A) y minerales, necesarios para su estudio en la atenuacion de la expresion de
TNF-o e IL-1p en ratas Wistar (Rattus norvegicus) sometidas a estrés por restriccion (Pezeshki-Nia

et al., 2020, p.6).

En la Facultad de Ciencias de la ESPOCH se ha determinado actividad ansiolitica en algunas
plantas endémicas del Ecuador con actividad ansiolitica demostrada y evaluada bajo rangos
similares a la presente investigacion como el uso del Laberinto en Cruz Elevado al igual que otros

equipos disponibles en la institucion.

2.1.9 Modelos animales para el estudio de la ansiedad

Las pruebas de comportamiento son muy Utiles para comprender la enfermedad neuropsicética y
también para encontrar el tratamiento de una enfermedad en particular. Un nuevo compuesto o

medicamento que se cree que tiene posibles efectos farmacoldgicos debe probarse en animales
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antes de probarlo en humanos que tienen una fisiologia similar a la de los humanos (Himanshu et

al., 2020, p 6).

2.1.9.1 Pruebas condicionadas

Segun Polanco et al., (2011, p.7), en los modelos animales para el estudio de la ansiedad se emplean
pruebas condicionadas basadas en conductas aprendidas. Estos métodos, también conocidos como
modelos de conflicto, incluyen procedimientos de castigo. En ellos, el castigo suele ser un
estimulo aversivo, como un leve choque eléctrico, administrado a animales previamente

condicionados para mostrar una respuesta especifica.

Sin embargo, estos modelos enfrentan limitaciones significativas. Los animales deben ser
expuestos a estimulos no habituales, lo que requiere un entrenamiento especial para ensefiarles a
emitir la respuesta deseada. Este aspecto ha sido destacado en estudios como el de Gémez et al.,
(2002, p.3), que sefialan la necesidad de un proceso de aprendizaje previo en los sujetos animales.

2.1.9.2 Pruebas no condicionadas

En contraste con las pruebas condicionadas, éstos utilizan conductas no condicionadas, es decir,
no se prepara al individuo de estudio bajo circunstancias estrictas ni establecidas bajo una norma.
Aunque este tipo de pruebas revela resultados importantes a nivel basal evaluando ciertos
parametros de tipo “clinico”, dispone de un nivel aun més alto e importante a nivel de evaluacion
neurobiol6gica, debido a que no requieren procesos de preparacion o entrenamientos y tienen
menos probabilidad de que se relacione a procesos de motivacion (Polanco et al., 2011, p.9; Rejon-

Orantes et al., 2010, p.5).

Labetinto cruz elevado

Este equipo bajo su modelo de medicion es uno de los métodos con mas uso a nivel cientifico y
esta correctamente validado para evaluar la conducta de los roedores en su relacion directa con la
ansiedad y el uso de ansioliticos, debido a que permite tener en cuenta los efectos de estos

medicamentos en diferentes parametros del equipo (Gémez et al., 2002, p.5).

La ventaja de este modelo es que permite la medicion del miedo innato de esta especie por los

espacios abiertos y de la carga alostatica en donde los farmacos se pueden administrar en la
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ausencia de un estresor y después de la exposicién al estresante. EI aumento en el tiempo que el
roedor explora los brazos abiertos de la cruz y la frecuencia de entradas a éstos indican el efecto

como ansiolitico (Sierra & Ortega, 2003.).

Plataforma agujereada

La metodologia de la prueba de la plataforma con agujeros fue introducida por Boisser y Simén
en 1962 (Saitoh et al., 2006, p.6). Este enfoque se utiliza para examinar compuestos ansioliticos,
basandose en la teoria de Montgomery de 1955, que sugiere que un raton enfrenta un conflicto al
ser expuesto a un entorno desconocido, oscilando entre el miedo a lo nuevo y su instinto

exploratorio (Ariza et al., 2006, p.3; Lourengo Da Silva & Elisabetsky, 2001, p.9).

Existen multiples variantes de este disefio, siendo comun el uso de una plataforma gris de 40 x 40
cm con un grosor de 2,2 cm, dotada de 16 agujeros de 3 cm de didametro dispuestos de manera
uniforme en la superficie, y elevada a 15 cm del suelo (Kamei et al., 2004, p.12; Lourengo Da Silva &

Elisabetsky, 2001, p.15; Takeda et al., 1998, p.9).

El procedimiento consiste en situar al raton en el centro de la plataforma y observar su
comportamiento durante cinco minutos. Se registra la cantidad de veces que el raton realiza la
accion de "espiar" los agujeros, lo cual implica introducir su cabeza hasta las orejas en ellos. La
cantidad de exploraciones es inversamente proporcional al nivel de ansiedad del animal; los
agentes ansioliticos, como las benzodiacepinas, aumentan la cantidad y duracién de estas
exploraciones de manera proporcional a la dosis administrada (Sonavane et al., 2001, p.8; Takeda et al.,

1998, p.11).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

La investigacion se focalizd en realizar la evaluacion de la actividad ansiolitica del extracto
hidroalcoholico de las hojas de espinaca (Spinacia oleracea) en ratones (Mus musculus) mediante
el uso del método de laberinto de cruz elevado (validado) y plataforma agujereada (no validado).
De este modo, se busco verificar la concordancia de resultados entre ambos métodos utilizados.

3.1 Lugar de investigacion

La investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Productos Naturales, Bioterio, Tecnologia
Farmacéutica y Analisis Instrumental de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, matriz
Riobamba.

3.2 Recoleccién del material vegetal

Las hojas de espinaca (Spinacia oleracea) fueron recolectadas en el Mercado de Productos
Agricolas “San Pedro de Riobamba”, ubicado en la Region Sierra del Ecuador, Provincia de
Chimborazo, canton Riobamba; Avenida Leopoldo Freire y Avenida Circunvalacién. Las
coordenadas geogréaficas presentadas por Google Earth fueron:

e Longitud: 1°41° 07’ S

e Latitud: 78° 37’ 57 W

e Altitud media: 2.731 m

3.3 Materiales, equipos y reactivos

3.3.1 Material vegetal

Hojas secas de espinaca (Spinacia oleracea)

3.3.2 Material biolégico

Para evaluar la actividad ansiolitica, se emplearon ratones macho (Mus musculus) con edades

comprendidas entre los 2 y 3 meses, y un peso aproximado de 25 a 30 g. Estos animales fueron

suministrados por el bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Durante el
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experimento, se les proporcion6 alimento ad libitum, asegurandose de que cada porcion no

excedieralos 5 g.

3.3.3 Materiales de laboratorio, equipos y reactivos

Tabla 3-2. Lista de materiales, equipos y reactivos utilizados en la investigacion

ACTIVIDAD

MATERIALES

EQUIPOS

REACTIVOS

Obtencion de la

Papel Periddico

Estufa

Papel Aluminio
Pipeta de 1 mL
Pipeta de 5 mL
Popeta de 10 mL
Vaso de precipitacion
250 mLy 500 mL
Pinza

Embudo

Bomba de vacio

Hoja Seca 'y Papel Aluminio
Triturado. Espétula
Cépsulas Balanza analitica Agua destilada
Control de Crisoles Analizador de Nitrato de plata
Calidad de la Pinza humedad Acido clorhidrico
Hoja Seca. Vidrio reloj Estufa 10%
Reverbero Desecador
Papel Filtro Mufla
Pipeta de 5 mL Sorbona
Embudo
Tamizaje Frasco ambar 1000 mL | Balanza analitica Agua destilada
Fitoquimico. Frasco ambar 500 mL Sonicador Eter etilico
Gradilla Sorbona Alcohol 96%
Tubos de ensayo Bafio Maria Reactivo Sudan 11

Acido clorhidrico
1%

Reactivo
Dragendorff
Cloruro de Sodio
Reactivo Mayer
Reactivo Wagner
Reactivo Baljet
Cloroformo
Hidrdxido de sodio
Alcohol amilico

Anhidrido acético
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Acido sulfarico
Solucién A Fehling
Solucién B Fehling
Tricloruro férrico
5%

Acetato de sodio
Magnesio metélico
Carbonato de sodio

Control de Vaso de precipitacion 25 | pH metro Alcohol al 96%
Calidad del mL Refactometro Agua destilada
Extracto Pipeta 5 mL Estufa
Hidroalcohdlic | Cépsula Bafio Maria
0. Pinza
Picndémetro
Piseta
Reverbero
Obtencidn del Baldn esmerilado 500 Rotavapor Alcohol al 96%
Extracto mL Sonicador Agua destilada
Concentrado. Papel aluminio Liofilizador Nitrégeno liquido
Papel filtreo Estufa
Espétula Congelador

Probeta 250 mL

Ensayos para
Cuantificacion
de Fenoles y

Flavonoides

Pipetade 1,5y 10 mL
Balon aforado de 10, 25
y 250 mL.

Puntas amarillas y
azules

Pipeta automatica 1000
uL

Tubos de ensayo
Espatula

Piseta

Gradilla

Balanza analitica
Espectofotometro
Agitador

Agua destilada
Alcohol al 96%
Reactivo Folin
Ciocalteu

Acido galico
Carbonato de sodio
7.5%

Quercetina

Nitrato de sodio 5%
Cloruro de aluminio
10%

Hidrdxido de sodio
M
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Evaluacion de | Cubeta de plastico Balanza analitica Propilenglicol 15%
la Actividad Rejillas Plataforma agujereada | Clonazepam 2.5
Ansiolitica Bebederos 500 mL Laberinto en cruz mg/mL
Jeringuilla 0,5 mL elevado Agua destilada
Cénula

Realizado por: Guzméan J., 2024.

3.3.4 Control de calidad de la planta seca
3.3.4.1 Determinacién de Humedad

Procedimiento: Se pesé aproximadamente 5 g de la planta seca y triturada. Se coloc6 la muestra

en el analizador de humedad RADWAG, a una temperatura de 105 °C (Esther et al., 2020, p 7).
3.3.4.2 Determinacion de Cenizas totales

Procedimiento: se inici6 el proceso colocando entre 2 y 3 g del material vegetal seco y
pulverizado en un crisol previamente pesado. Utilizando un reverbero, se llevo a cabo la
carbonizacion de la muestra. Posteriormente, se ubico el crisol en la mufla, donde se inciner6 a
una temperatura de 700°C durante 2 horas. Después de este paso, se enfrié el crisol en un
desecador y se procedi6 a pesarlo. Este proceso se repitio hasta que se logré un peso constante,

asegurando la precision de los resultados obtenidos. (Esther et al., 2020, p 9).

Expresion de resultados:

m2—m
%C = —— x 100
ml—m

Donde:

%C = Porcentaje de cenizas totales

m2 = peso del crisol con la muestra vegetal incinerada (g)
m1 = peso del crisol con la muestra vegetal (g)

m = peso del crisol vacio (g)

100 = factor matematico
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3.3.4.3 Cenizas insolubles en HCL

Procedimiento: Después de obtener las cenizas totales, se agregaron 3 mL de acido clorhidrico
al 10%. A continuacion, se cubri el crisol con un vidrio reloj y se calent6 sobre un bafio de agua
hirviendo durante 10 minutos. Seguidamente, se procedio a lavar el vidrio reloj con 5 mL de agua
caliente, agregando este liquido al contenido del crisol. A través de un papel filtro, se filtrd y lavd
el contenido hasta eliminar los cloruros. La solucién filtrada, junto con el residuo, se transfiri6
nuevamente al crisol y se carbonizé utilizando el reverbero. Posteriormente, se incinerd en la
mufla a 700°C durante 2 horas. Luego de este proceso, se coloco en un desecador y se pes6 hasta

alcanzar una masa constante (Ferwinson Lara Flores et al., 2020, p 35).

Expresion de resultados:

Donde:

%B = Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

m2 = peso del crisol con la porcion de cenizas de acido clorhidrico (g)
m1 = peso del crisol con la muestra de ensayo (g)

m = peso del crisol vacio (g)

100 = factor matematico

3.3.4.4 Cenizas solubles en agua

Procedimiento: Se comenzé afiadiendo 20 mL de agua destilada a las cenizas totales, llevandolas
a ebullicién durante aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, se filtr6 la solucion mediante
papel filtro y se transfirié al crisol. Luego, se sometié a carbonizacion utilizando el reverbero y
se procedio a incinerar en la mufla a 700°C durante 2 horas. El crisol, una vez incinerado, se
coloc6 en un desecador y se pes6 hasta alcanzar un peso constante (Ferwinson Lara Flores et al., 2020,

p 15).
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Expresion de resultados:

m2 —ma
%Ca = —— x 100
ml—m

Donde:

%Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua

m2 = peso del crisol con las cenizas totales (g)

m1 = peso del crisol con la muestra del ensayo (g)

ma = peso del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
m = peso del crisol vacio (g)

100 = factor matematico

3.3.,5  Screening fotoquimico

El screening fitoquimico, también denominado tamizaje fitoquimico, se basa fundamentalmente
en la identificacién de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de productos
naturales. La presente técnica se realiza consecutivamente a los extractos etéreo, alcohélico y
acuoso del producto natural con el fin de identificar y comparar los metabolitos secundarios

extraidos con cada disolvente de diferentes polaridades (Castillo et al, 2022, p 35)
3.3.6  Preparacion de los extractos
Se inici6 el proceso tomando la muestra seca y pulverizada de las hojas de espinaca (Spinacia

oleracea), pesando 40 g. Luego, se le incorporaron los siguientes solventes: éter etilico, alcohol

etilico al 96%, y agua destilada.
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30 - 50 g Material Vegetal

EXTRAER CON 90 - 150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR
EXTRACTO ETEREQ SECAR Y PESAR EL RESIDUO SOLIDO
Medir Volumen y Calcular Concentracion |

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO EN
VOLUMEN CON ETANOL POR MARCERACION
DURANTE 48 HORAS

|
FILTRAR

| |
EXTRACTO ALCOHOLICO SECAR Y PESAR EL RESIDUO SOLIDO
Medir Volumen y Calcular Concentracion |

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO EN
VOLUMEN CON AGUA DESTILADA PCR
MARCERACION DURANTE 48 HORAS

FILTRAR

EXTRACTO ACUOSO
Medir Volumen y Calcular Concentracion

SECAR Y PESAR Y DESECHAR EL RESIDUO SOLIDO

llustracion 3-3. Esquema de la elaboracion del Tamizaje Fotoquimico

Fuente: Miranda y Cuellar, 2012
Realizado por: Guzman, J., 2024.

Después de haber obtenido los extractos en el periodo establecido de 48 horas, se procedio a

realizar los ensayos respectivos para cada solvente. Los andlisis se detallan a continuacién:
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Ensayo extracto etéreo

DIVIDIR EN 6 FRACCIONES DE 5 mL

ACEITES Y GRASAS
I

5mL
|

ENSAYQ DE SUDAN

|
LACTONAS Y CUMARINAS

\
5 mL
|

ENSAYQO DE BALJET

TRITERPERNOS-ESTEROIDES
|
5mL
|
ENSAYO DE
LIBERMANN-BUCHARL

ALCALOIDES
|
I [ |
5mL 5mL S5mL
I l
ENSAYO DE ENSAYO DE  ENSAYO DE
DRAGENDORFF MAYER WAGNER

llustracion 3-4. Esquema de ensayos del extracto etéreo para el Tamizaje Fotoquimico

Fuente: Miranda y Cuellar, 2012.
Realizado por: Guzman, J., 2024.

Ensayo extracto alcohdlico

DIVIDIR EN FRACCIONES

CATEQUINAS RESINAS AZUCARES REDUCTORES LACTOINAS
| I |
1mL 2mL 2mL 2 anL
I I |
ENSAYO DE
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE BALJET
CATEQUINAS RESINAS FEHLING
| | I
TRITERPENOS - ESTEROIDES FENOLES Y TANINOS SAPONINAS AMINOACIDOS
| | 1 1
2 mL 2 mL 2 mL 2 rInL
| | |
ENSAYO DE ENSAYO DE CLORURO ENSAYO DE ENSAYO DE
LIBERMANN-BUCHARL FERRICO ESPUMA NINHIDRINA

| [ |
QUINONAS FLAVONOIDES ANTOCIANOS

l | |

2mL 2mL 2 IrnL
| |
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
BORNTRAGER SHINODA ANTOCIANIDINA
ALCALOIDES
]
I [ |
2 mL 2 mL 2mL
I I I
ENSAYO DE ENSAYO DE  ENSAYO DE
DRAGENDORFF MAYER WAGNER

llustracion 3-5. Esquema de ensayos del extracto alcohdlico para el Tamizaje

Fitoquimico.

Fuente: (Miranda y Cuellar, 2012)
Realizado por: Guzman, J., 2024.
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Ensayo extracto acuoso

DIVIDIR EN FRACCIONES

| | l
AZUCARES REDUCTORES FENOLES Y TANINOS  SAPONINAS  MUCILAGOS
I 1 1 1
2mL 2 mL 2 mL 10 mL
| | I
ENSAYO DE ENSAYO DE CLORURO ~ ENSAYO DE ENSAYO DE
FEHLING FERRICO ESPUMA MUCILAGOS
I |
PRINCIPIOS AMARGOS FLAVONOIDES ALCALOIDES
' I |
16 2 gotas I [ |
| 2mL 2mL 2mL
|
ENSAYO DE ENSAYO DE | '
PRINCIPIOS AMARGOS SHINODA ENSAYO DE ENSAYO DE ~ ENSAYO DE
DRAGENDORFF MAYER WAGNER

llustracion 3- 6. Esquema de ensayos del extracto acuoso para el Tamizaje Fotoquimico

Fuente: (Miranda y Cuellar, 2012)
Realizado por: Guzman, J., 2024.

3.3.7

Se empezé con el pesado de 50 g de muestra vegetal de espinaca (Spinacia oleracea) al 70% y se
lo dejé macerar por 72 horas. Después de la maceracion en el tiempo determinado, se colocé el
frasco en el sonicador durante 15 minutos para su posterior filtracion y estudio. Dicho resultado
se colocd en el equipo Rotavapor donde se produciria un efecto de evaporacion en el que

Preparacion del extracto hidroalcohélico

eliminariamos el alcohol de la solucién preparada.

3.3.7.1 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

3.3.7.1.1 Requisitos organolépticos

Procedimiento: para esta prueba se utilizaron los sentidos del gusto, la vision y el olfato donde se

verificé el color, el aspecto, el color, sabor y olor del extracto.

Este andlisis ayuda a garantizar la calidad del extracto a utilizar para los posteriores ensayos.

3.3.7.1.2 Indice de refraccion

Procedimiento: se empled un refractometro KEM modelo RA-620 debidamente calibrado. En
este procedimiento, se depositd una gota de la muestra sobre el prisma del refractometro.

Posteriormente, se ajusté la luz mediante el espejo para lograr la lectura adecuada y obtener el

valor final.
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3.3.7.1.3 Determinacion de pH

Procedimiento: se empled un pHmetro digital para obtener este valor. En el proceso, se colocé
una pequefa cantidad del extracto hidroalcoh6lico en un vaso de precipitacidn y se introdujo el

electrodo del pHmetro para llevar a cabo la medicién correspondiente.

3.3.7.1.4 Densidad relativa

Procedimiento: se empled un picnémetro que fue previamente pesado para obtener el valor del
picnémetro seco y vacio. Posteriormente, se lleno el picndmetro con agua destilada a 25°C y se
volvid a pesar. Este proceso se repitio, pero en esta ocasion se lleno el picnémetro con el extracto
hidroalcohdlico, permitiendo que reposara durante 15 minutos a 25°C, para luego proceder a

pesarlo nuevamente.

Expresion de resultados:

ml—m
 m2-m

Donde:

D = densidad relativa (g/ml)
m = valor del picnémetro vacio
m1 = valor del picnémetro con el extracto hidroalcohdlico

m2 = valor del picnémetro con agua destilada

3.3.7.1.5 Solidos totales

Procedimiento: se realizd la tara de una capsula a 105°C, luego se afiadieron 5 mL del extracto
hidroalcoholico y se permitié su evaporacion mediante un bafio maria. Posteriormente, la capsula
se coloco en una estufa durante 3 horas a una temperatura constante de 105°C. Al finalizar este
proceso, la capsula se ubico en un desecador para enfriarse y alcanzar la temperatura ambiente,

tras lo cual se procedi6 a pesarla.
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Expresion de resultados:

Donde:

ST = Sélidos totales en la muestra (%)
Pr = peso de la capsula con el residuo (g)
P = peso de la capsula tarada y vacia (g)

V = volumen de la alicuota del ensayo (mL)

3.3.8 Determinacion de fenoles totales

Procedimiento: en el procedimiento, se tomaron alicuotas de la muestra y de las diferentes
soluciones estandar de acido galico. Posteriormente, se agregaron 0.5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu al 20%, se esper6 durante 5 minutos y, transcurrido este tiempo, se afiadieron 0.5 mL
de Na2CO3 al 20% y 5 mL de agua destilada. La mezcla resultante se dejé reposar por 2 horas a
temperatura ambiente, evitando la exposicion directa a la luz. Finalmente, se realizaron las
lecturas de las absorbancias en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 765 nm (Pachacama,
2020, p 55).

3.3.9 Determinacion de flavonoides totales

Procedimiento: en el procedimiento, se extrajo una alicuota de la muestra y de la solucién
estandar de quercetina. Posteriormente, se afiadieron 0.3 mL de nitrato de sodio al 5% y 4 mL de
agua destilada. Tras esperar durante 6 minutos, se introdujeron 2 mL de hidroxido de sodio 1 M.
Finalmente, se dejo reposar la mezcla y se realizaron las lecturas de las absorbancias en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm (Pachacama, 2020, p 42).
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3.4 Actividad ansiolitica

34.1

Equipo electrénico Laberinto en Cruz Elevado

o
llustracion 3-7. Equipo de medicion "Laberinto en cruz elevado™

Realizado por: Guzman, J., 2024.

Este equipo consiste en un laberinto en Cruz Elevado elaborado en acrilico, conformado por

cuatro brazos perpendiculares con dimensiones de 30 x 10 cm. Dos de estos brazos presentan

paredes laterales de 20 cm de altura y estan elevados mediante un soporte de 38 cm en cada uno.

Ademas, incluye un soporte metalico envuelto por una cortina que bloguea la entrada de luz,

albergando en su interior una camara de video (Moreno Avilés et al., 2018, p 42).

Parametros de medicion:

1.

Duracion en brazos abiertos: Un tiempo prolongado en esta area sugiere que el roedor no
experimenta ansiedad (Pachacama, 2020, p51).

Duracion en brazos cerrados: Si el roedor pasa méas tiempo aqui, indica ansiedad y
preferencia por su zona de confort (Pachacama, 2020, p51).

Duracion en la zona central: Permanecer en esta area indica que el roedor esta intentando
aventurarse en nuevos entornos (Pachacama, 2020, p51).

Cantidad de accesos a los brazos abiertos: Un mayor nimero de accesos refleja una mejor
movilidad del roedor (Pachacama, 2020, p51).

Cantidad de accesos a los brazos cerrados: Al igual que con los brazos abiertos, mas
accesos indican una mejor movilidad (Pachacama, 2020, p51).

Cantidad de accesos al centro: Un nimero elevado de accesos también sefiala una mejor

locomocidén (Pachacama, 2020, p51)..
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7. Distancia total recorrida: Un roedor relajado tiende a recorrer mayores distancias
(Pachacama, 2020, p51).
8. Velocidad media: Una velocidad de desplazamiento mas alta es indicativo de una mejor

locomocidn (Pachacama, 2020, p51).

3.4.2 Equipo Plataforma agujereada

llustracion 3-8. Equipo de medicion "Plataforma agujereada”
Realizado por: Guzman, J., 2024.

Para el experimento, se empled una plataforma de pléstico acrilico de 50 x 50 cm, situada a 15
cm del suelo, con 16 orificios de 3 cm de didmetro distribuidos de manera equidistante. El
procedimiento comenzé situando al raton en el centro de la plataforma perforada. Durante un
periodo de 5 minutos, se observo y registrd la cantidad de ocasiones en que el roedor

inspeccionaba los orificios.

Se define como "espiar" cuando el ratén introduce la cabeza en los agujeros hasta el nivel de las
orejas. La reduccion en la frecuencia de estas exploraciones indica un menor nivel de ansiedad en

el animal (Castafieda Campos & Castafieda Campos, 2022).

3.5 Analisis estadistico

Los datos estadisticos recolectados fueron tabulados en el programa estadistivo SPSS 24, donde
en principio, se verifico que los resultados obtenidos cumplieran con los parametros necesarios

previos antes de la ejecucion estadistica:

¢ Distribucion normal: prueba estadistica de Kolmogorow -Smirnov
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¢ Homogeneidad de varianzas: estadistico de Levene.

Posterior a la verificacion de los datos evaluados anteriormente, y una vez estos aprobados, se
procedid a realizar el estadistico principal (ANOVA) para comparar las dosis estableciendo que:

e Hipdtesis nula (Ho): Las medias de los pardmetros en los diferentes tratamientos son
iguales.
o Hipotesis de investigacion (Ha): Existe al menos una media de parametros que es diferente.

Si los resultados de la prueba ANOVA son inferiores al nivel de significancia (< 0,01), se
interpreta que al menos hay una diferencia significativa entre un par de medias. Para identificar
especificamente qué pares de medias difieren, se emple6 la prueba post hoc Tukey. Esta prueba
se utiliza principalmente para verificar la significancia estadistica en las relaciones entre dos

conjuntos de datos, contribuyendo asi a una toma de decisiones mas fiable y fundamentada.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1  Control de calidad de la droga cruda

La calidad es una preocupacion primordial en todas las areas de la vida, especialmente en los
productos farmacéuticos destinados al bienestar humano (Balekundri & Mannur, 2020). Tanto los
productos quimicos farmacéuticos sintetizados como las medicinas a base de plantas deben
cumplir con normativas estrictas de control de calidad antes de ser comercializados (Balekundri &

Mannur, 2020; Zhang et al., 2012).

Es crucial asegurar la calidad y estandarizacion de las medicinas a base de plantas para garantizar
su seguridad, eficacia y consistencia, dada la flexibilidad en las regulaciones que ha llevado a una
disminucién en los estandares de calidad, con practicas como la adulteracién, sustitucién de
ingredientes y muchas otras formas que tienden a disminuir la calidad (Balekundri & Mannur, 2020;

Rashid et al., 2018; Wang et al., 2023).

Los procedimientos de control de calidad para materiales de plantas medicinales implican la
evaluacion de la pureza mediante ensayos fisicoquimicos, que abarcan la determinacion de los
niveles de cenizas, contenido de humedad y otros parametros significativos (Balekundri & Mannur,
2020; Kumari & Kotecha, 2016). Como se puede apreciar en la Tabla 1, se examinaron cuatro
parametros de acuerdo con las pautas establecidas en la normativa USP N°42, junto con sus

limites correspondientes segln dicha normativa.

Tabla 4-3. Resultados del control de calidad de hojas secas de Spinacia oleracea

Parametro % en Spinacia oleracea Limites de referencia
Humedad 12,73+ 0,05 Hasta 14 %
Cenizas Totales 9,70 £0,03 Hasta 12 %
Cenizas solubles en agua 5,87+ 0,01 Hasta 7 %
Cenizas insolubles en HCI 1,87 £0,03 Hasta 5 %

Nota. Los valores se expresan como media * desviacion estandar (DE) de seis determinaciones

independientes. Los limites de referencia se ajustan acorde a la normativa USP N° 42,
Realizado por: Guzman, J., 2024.
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Los resultados obtenidos (Tabla 4-3) se encuentran dentro de los limites permitidos establecidos
por la normativa aplicada (USP N°42) para todos los parametros analizados. La evaluacion de
cenizas en el material vegetal proporciona informacion sobre la presencia de minerales y
materiales terrosos (Dinakaran, Chelle & Avasarala, 2019). En este estudio, se registro un contenido del
9,70 £ 0,03 %, notablemente inferior al obtenido por Sonkamble & Pandhure (2017), que fue del
18,50 % en hoja no seca de Spinacia oleracea. Segln Kadam et al., (2013), la cantidad y composicién
de las cenizas resultantes de la combustion del material vegetal varian significativamente segun

diversos factores, como la parte de la planta, su edad y el tratamiento aplicado.

La determinacién de la ceniza soluble en agua se emplea para cuantificar la cantidad de
compuestos inorganicos presentes en una muestra solida (Dinakaran, Chelle & Avasarala, 2019). En este
estudio, se observo un porcentaje de 5,87 + 0,01 %, considerablemente superior al valor obtenido
por Sonkamble & Pandhure (2017), que fue del 2,35%. Por otro lado, las cenizas insolubles en acido,
compuestas principalmente de silice, sefialan la presencia de contaminacién por material terroso
(Dinakaran, Chelle & Avasarala, 2019). En este estudio, se registr6 un valor del 1,87 + 0,03 %,
significativamente inferior al 16,15 % reportado por Sonkamble & Pandhure (2017).

En cuanto al contenido de humedad, en este estudio se registr6 un 12,73 + 0,05 %, notablemente
superior al estudio de Sonkamble & Pandhure (2017), que fue del 6,79 %, dicha disparidad presentada
principalmente por la técnica utilizada y la temperatura de tratamiento. De acuerdo a Dinakaran,
Chelle & Avasarala (2019), es fundamental mantener el contenido de humedad de la planta en niveles
minimos debido a que este estado, es esencial para prevenir la proliferacion de bacterias,

levaduras y hongos durante el almacenamiento y tratamiento de la muestra.

4.2  Tamizaje Fitoquimico

Tabla 4-4. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, alcoh6lico y acuoso.

Tipo de ensayo Compuesto Extracto Extracto Extracto
identificado etéreo alcoholico acuoso
SUDAN Grasas + N/A N/A
BALJET Lactonas y - + N/A
cumarinas

DRAGENDORFF Alcaloides ++ ++ ++
MAYER Alcaloides + ++ +

WAGNER Alcaloides + ++ ++

32



LIBERMANN - Triterpenos y - ++ N/A
BOUCHARD esteroides
CATEQUINAS Catequinas N/A - N/A
RESINAS Resinas N/A - N/A
FEHLING Azlcares N/A + +
CLORURO Compuestos N/A ++ +++
FERRICO fenolicos
ESPUMA Saponinas N/A ++ +++
BORNTRAGER Quinonas N/A - N/A
SHINODA Flavonoides N/A ++ +
ANTOCIANIDIN Secuencias de N/A + N/A
AS grupos de

flavonoides
Mucilagos Polisacaridos N/A N/A -
Principios N/A N/A N/A N/A
amargos y

astringentes

Nota. (-) No detectado; (+) Presencia escasa; (++) Presencia relativamente abundante, (+++) Presencia

abundante
Realizado por: Guzméan, J., 2024.

La Tabla 4-4 muestra que en el extracto etéreo se encuentra una baja cantidad de grasas y una
presencia moderada de alcaloides. En cuanto al extracto alcohdlico, se observa una moderada
presencia de alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y saponinas, con una escasa presencia
de azlcares, lactonas y cumarinas. Por Gltimo, en el extracto acuoso se evidencia una presencia
abundante de compuestos fendlicos y saponinas, con una moderada cantidad de alcaloides, y una

escasez de flavonoides y azlcares.

Se confirmé la presencia de flavonoides y fenoles tanto en el extracto alcohdlico como en el
acuoso, respaldando los hallazgos de un estudio de la Revista Médica de la Republica Islamica
de Irdn (MJIRI). Este estudio sefial6 que Spinacia oleracea contiene cantidades significativas de
flavonoides como quercetina, miristicina, kaempferol, apigenina y luteolina, asi como

compuestos fenodlicos como &cido paracumaérico y acido feralico (Balasundram, 2006, p. 195).

Los alcaloides presentes en Spinacia oleracea poseen actividad simpaticomimética y

alucindgena, interviniendo ademas en las reacciones principales del metabolismo y actuando en
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el sistema nervioso central como alucinégeno o depresor del SNC (Arango, 2008, pp. 6-13). ES
importante considerar que la planta de estudio, a pesar de no ser endémica del Ecuador, cuenta
con una gran variedad de usos ancestrales no probados cientificamente, lo que lo hace un blanco

de estudio de gran interés farmacol6gico por presentar diversidad de metabolitos secundarios.

4.3 Control de calidad extracto hidroalcohoélico

Tabla 4-5. Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de hojas de Spinacia oleracea.

Parametro Caracteristicas

Caracteristicas organolépticas

Olor Alcohdlico aromético

Color Verde oscuro intenso

Aspecto Turbio

Sabor Amargo ligeramente astringente

Caracteristicas fisico — quimico

indice de refraccion 1.37

pH 6.92
Densidad relativa 1.1353 g/mL
Sélidos totales (%) 1.904

Realizado por: Guzméan, J., 2024.

En la Tabla 4-5 se detallan las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas exhibidas por el
extracto hidroalcohdlico de hojas de Spinacia oleracea. Estas caracteristicas organolépticas,
como se registra en el extracto, coinciden con lo observado por Ewais et al. (2023) y Vecchia et al.
(2022), quienes de igual forma obtuvieron y reportaron un extracto con una coloracion verdosa,
sabor fuerte caracteristico a cualquier planta y un sabor amargo principalmente relacionado a la

preparacion del extracto hidroalcoholico.

En el trabajo realizado por Gutiérrez et al. (2018), se registro un indice de refraccion de 1,36 + 0,00
para el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Phania matricarioides (Spreng.) Griseb. Por
otro parte, Fierascu et al. (2018), informaron la presencia de un rango del indice de refraccion de 1,32
a 1,37 para el extracto hidroalcohélico de Juniperus communis L. Por tanto, se sugiere que el
extracto hidroalcoholico de hojas de Spinacia oleracea se encuentra dentro de este rango, con un

valor de 1,37. Es importante mencionar que cada sustancia tiene un indice de refraccion
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caracteristico que puede ser utilizado para identificar el tipo de solvente usado en la extraccion y

los posibles metabolitos secundarios presentes en ellos (Fierascu et al. 2018).

Asimismo, segun la investigacion realizada por Sengupta et al. (2014), el pH de Spinacia oleracea
mostro un caracter neutro tanto en un extracto etanolico como hidroalcohdlico, corroborando los
resultados de este estudio que revelaron un pH de 6,92, indicando asi que el extracto de estudio
se encuentra en un punto 6ptimo donde no existe acidez ni alcalinidad que pueda generar un

desequilibrio en el organismo del individuo.

Del mismo modo se observé que la densidad relativa encontrada en el extracto se encuentra dentro
de los valores mencionado por otros autores como el de Gonzalez Villalva, 2013, pp.40, con un valor
de 1,028 para el extracto de romero 0 Erazo, 2018, pp. 34 con un valor de 1,19 para el extracto
hidroalcoholico de Tagetes filifolia. En cuanto a los sélidos disueltos se encontr6 valores bajos
en consideracion a otros como el de Erazo, 2018, pp. 34 en que se encontraron valores de 5,34,
5,02y 2,61 para los extractos hidroalcoh6licos de Ricinus communi, Nicotiana tabacum y Tagetes

filifolia, respectivamente

4.4  Cuantificacion de fenoles y flavonoides del extracto hidroalcohdlico de hojas de

espinaca

Tabla 4- 6. Cuantificacion de la concentracion de fenoles y flavonoides de Spinacia oleracea.

Fenoles totales (mg EAG/g PS) Flavonoides totales (mg EQ/g PS)

15,74 + 0,29 18,77 £ 0,312

Nota. Los valores se expresan como media £ DE de seis determinaciones independientes. PS: Peso Seco;

EQ: Equivalente de Quercetina; EAG: Equivalente de Acido Galico.
Realizado por: Guzméan, J., 2024.

La concentracion de fenoles totales en el extracto hidroalcohdlico de hojas de Spinacia oleracea
se estableci6 en 15,74 £ 0,29 mg EAG/g PS (Tabla 6), mostrando una significativa disparidad
respecto al estudio de Kaliyaperumal & Radhika (2020), quienes registraron un valor de 2,06 mg EAG/g
PS en extracto metanolico, y 4,33 mg EAG/g PS en extracto con etil acetato, esta diferencia se la

puede atribuir al tipo de solvente utilizado. De igual manera, el estudio de Pandjaitan et al. (2005), las
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hojas maduras de Spinacia oleracea presentaron una concentracion de fenoles de 15,0 a 35,2 mg
EAG/g PS.

En cuanto a la cuantificacion de flavonoides totales, el presente estudio mostrd resultados de
18,77 + 0,312 mg EQ/g PS (Tabla 6), una cifra ligeramente superior al registro de Kaliyaperumal &
Radhika (2020), quienes reportaron 11,41 mg EQ/g PS en extracto metanolico y 3,37 mg EQ/g PS
en extracto etil acetato. Por otro lado, en el estudio de Pandjaitan et al. (2005), las hojas maduras de
Spinacia oleracea evidenciaron en extracto alcohdlico la presencia de 6,6 a 16,4 mg EAG/g PS
de flavonoides totales, siendo un valor muy por debajo del encontrado en el presente estudio.

La composicion fendlica de las plantas esta influenciada por diversos elementos, como la
variabilidad genética, cosecha, condiciones ambientales y suelo, procesamiento de muestras,
almacenamiento, desarrollo de la planta y los tratamientos especificos aplicados (Pratyusha, 2022).
La variabilidad de estos factores podria tener un impacto significativo en la composicion fendlica
y, por ende, en su utilidad y posibles aplicaciones en diversos ambitos (Dai & Mumper, 2010; Pratyusha,
2022).

Es asi como los niveles de fenoles obtenidos en esta investigacion fueron significativamente
inferiores, mientras que los de flavonoides superaron los reportados por Ghazizadeh et al. (2020),
para el extracto hidroalcohdlico de Melissa officinalis L., la misma que ha sido conocida por sus
propiedades ansioliticas y antidepresivas. Ademas, en el mencionado estudio, se registraron
concentraciones de 62,085 + 1,136 mg EAG/g PS y 15,87 + 2,85 mg EQ/g PS para fenoles y

flavonoides, respectivamente.

Ademas, analizando otros extractos hidroalcohdlicos de diversas plantas con propiedades
ansioliticas como Lavandula angustifolia y Lavandula x intermedia, se evidenciaron valores entre
17,83 y 26,21 EAG/g PS para la concentracion de fenoles y 10,30 a 19,81 y 13,83 a 17,36 mg

EQ/g PS para flavonoides, respectivamente (Dobros, Zawada & Paradowska, 2022).

De acuerdo con Bellavite (2023), los compuestos polifendlicos pueden proteger las células nerviosas
sobre las principales enfermedades neurolégicas y neurodegenerativas, tales como la ansiedad,
estrés y depresion, lo cual, su cuantificacion en este tipo de investigaciones es de suma

importancia.
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45 Evaluacion de la actividad ansiolitica

451

45.1.1 Evaluacion de control

Equipo de medicion “Plataforma agujereada

La determinacion de la actividad ansiolitica utilizando el equipo "Plataforma agujereada” es un

método que no se habia empleado anteriormente en las instalaciones del bioterio de la Facultad

de Ciencias. Con el propésito de validar su viabilidad, como un primer paso, se llevo a cabo la

evaluacion por duplicado del método con un grupo de ratones a lo largo de 5 dias. Todas las

evaluaciones se realizaron en el mismo intervalo horario (14:00-14:30) para mantener la

variabilidad de datos dentro de un rango consistente, permitiendo asi obtener resultados robustos

para el estudio. Ademas, los resultados obtenidos fueron comparados con un método previamente

validado, como el puente de cruz elevado (Moreno Avilés et al., 2018, p 11).

Tabla 4-7. Resultados de la primera evaluacion de control de la plataforma agujereada

Grupo Fecha de Tiempo de | Cddigo Concentracion | Hundimientos
evaluacion evaluacion
13/11/2023 5 min. E-001 No Dosificacion 13
14/11/2023 5 min. E-002 No Dosificacion 16
Evaluacion 15/11/2023 5 min. E-003 | No Dosificacion 12
16/11/2023 5 min. E-004 No Dosificacion 14
17/11/2023 5 min. E-005 No Dosificacion 11

Nota: cada sujeto experimental fue nombrado con un codigo especifico.

Realizado por: Guzméan, J., 2024.

Tabla 4-8. Resultados de la segunda evaluacion de control de la plataforma agujereada

Grupo Fecha de Tiempo de | Cddigo Concentracion | Hundimientos
evaluacion evaluacion
20/11/2023 5 min. E-001 No Dosificacion 15
21/11/2023 5 min. E-002 No Dosificacion 12
Evaluacion 22/11/2023 5 min. E-003 | No Dosificacion 13
23/11/2023 5 min. E-004 No Dosificacion 15
24/11/2023 5 min. E-005 No Dosificacion 10

Realizado por: Guzman, J., 2024.
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La verificacion realizada ha confirmado que el método cumple con las expectativas previstas,
observandose que, en ausencia de estimulos, los ratones realizan inspecciones en cada uno de los
agujeros presentes en la plataforma de manera similar sin que influya su “conocimiento” previo
del equipo tras la primera evaluacion. La colocacion de la cabeza de los ratones en los orificios
del dispositivo se considera un método idéneo para evaluar la ansiedad, dado gque se registran
resultados inversos en ratones que experimentan este estado (Ariza et al., 2011, p 8). Este hallazgo

respalda la idoneidad del método para la evaluacion del extracto en diversas concentraciones.

45.1.2 Efecto de Spinacia oleracea sobre actividad ansiolitica en Plataforma Agujereada

Tabla 4-9. Numero de hundimientos de los ratones ante los tratamientos aplicados

Grupo | Fechade | Tiempode | Coédigo | Concentracion | Hundimientos | Promedio
evaluacion | evaluacion
11/12/2023 5 min. B-001 | Propilenglicol 17
15%
Blanco | 12/12/2023 5 min. B-002 | Propilenglicol 21
15%
13/12/2023 5 min. B-003 | Propilenglicol 18 192
15%
14/12/2023 5 min. B-004 | Propilenglicol 15
15%
15/12/2023 5 min. B-005 | Propilenglicol 25
15%
18/12/2023 5 min. C-001 Clonazepam 43
1.25mg
Control | 18/12/2023 5 min. C-002 Clonazepam 40
1.25mg
19/12/2023 5 min. C-003 Clonazepam 39
1.25 mg 108
19/12/2023 5 min. C-004 Clonazepam 41
1.25mg
20/12/2023 5 min. C-005 Clonazepam 41
1.25mg
20/12/2023 5 min. D-001 Extracto 18
100mg/kg
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D1-SO | 21/12/2023 5 min. D-002 Extracto 19
100mg/kg
21/12/2023 5 min. D-003 Extracto 17
100mg/kg
22/12/2023 5 min. D-004 Extracto 19 166
100mg/kg
22/12/2023 5 min. D-005 Extracto 20
100mg/kg
25/12/2023 5 min. F-001 Extracto 25
D2-SO 200mg/kg
25/12/2023 5 min. F-002 Extracto 23
200mg/kg
26/12/2023 5 min. F-003 Extracto 25
200mg/kg 24,2
26/12/2023 5 min. F-004 Extracto 22
200mg/kg
27/12/2023 5 min. F-005 Extracto 26
200mg/kg
28/12/2023 5 min. G-001 Extracto 39
D3-SO 300mg/kg
29/12/2023 5 min. G-002 Extracto 40
300mg/kg
29/12/2023 5 min. G-003 Extracto 41
300mg/kg 390
30/12/2023 | 5 min. G-004 Extracto 40
300mg/kg
30/12/2023 | 5 min. G-005 Extracto 38
300mg/kg

Realizado por: Guzméan, J., 2024.

En la Tabla 4-9 se evidencia un patron de comportamiento similar al observado en el nimero de
entradas y el tiempo de permanencia. Es decir, a medida que aumenta la concentracion del
extracto, se observa una reduccion en el estado ansiolitico del raton, y comienza a explorar de

manera casi similar a lo observado en el control positivo.
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Tabla 4-10. Prueba ANOVA de cada tratamiento realizado en la prueba de plataforma agujereada.

ANOVA
Suma de Media ]
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos | 2387,440 4 596,860
Dentro de
Plataforma 90,800 20 4,540 131,467 0,000

grupos
Total 2478,240 24

Realizado por: Guzman, J., 2024.

Tabla 4-11. Prueba Post Hoc de Tuckey de cada tratamiento realizado en la prueba de

plataforma agujereada.

Plataforma agujereada
HSD Tukey?
] Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N
1 2 3
Extracto 100 mg/kg 5 18,6000
Blanco - Propilenglicol
5 19,2000
15%
Extracto 200mg/kg 5 24,2000
Extracto 300mg/kg 5 39,6000
Control positivo -
5 40,8000
Clonazepam 1.25 mg
Sig. 0,991 1,000 0,897

Realizado por: Guzman, J., 2024.

Para verificar de manera estadistica si el aumento del namero de hundimientos depende de la
concentracion del extracto, se aplicé la prueba estadistica ANOVA seguida del analisis post hoc
de Tukey. Se pudo confirmar que, efectivamente, al aumentar la concentracién del extracto, el
raton retoma su comportamiento normal de manera significativa (p=0,0001), presentando un

namero de hundimientos similar (n=39,6) al observado en el control positivo (n=40,8).
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Letras distintas representan grupos formados al aplicar la prueba ANOVA seguido de una prueba Post hoc
Tukey.

llustracion 4-9. Numero de hundimientos por cada tratamiento en plataforma agujereada.
Realizado por: Guzméan, J., 2024.

La ilustracion 4-9 muestra los efectos de Spinacia oleracea sobre el nimero de hundimientos por
cada tratamiento aplicado. La administracién del extracto hidroalcélico de Spinacia oleracea en
dosis de 300 mg/kg de peso corporal (PC) demostro actividad ansiolitica al aumentar el nimero

de inmersion de la cabeza en los agujeros, siendo casi similar a lo generado por el control positivo.

A una dosis de 200 y 100 mg/kg PC, Spinacia oleracea no exhibi6 un efecto ansiolitico
considerable, en comparacion con el control positivo, de hecho, la dosis mas baja exhibié valores
semejantes al grupo blanco. Como era de esperar, el control positivo aument6 significativamente

la inmersién de cabeza (40,09 + 0,29; P < 0,5) a comparacion con el grupo blanco.

Varios estudios sobre plantas con propiedades ansioliticas han destacado que la combinacion de
diversas pruebas comportamentales es fundamental para validar los datos y confirmar el efecto
ansiolitico de los extractos vegetales. Por ejemplo, el estudio de Doukkali et al. (2015, p 11) reveld
que la administracion del extracto metanélico de hojas de Urtica urens a una dosis de 200 mg/kg
PC en ratones suizos adultos aumentd la inclinacion de la cabeza, respaldando la utilidad de la
prueba del tablero perforado para modelar la ansiedad en animales.

Del mismo modo, el estudio de Apu et al. (2012, p 4) demostr6 en ratones albinos suizos que el

extracto metandlico del fruto de Jatropha gossypifolia Linn, administrado a 200 mg/kg PC,
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mostré un potencial ansiolitico, respaldado por varias pruebas comportamentales, como la prueba

de plataforma agujerada y el laberinto de cruz elevada.

4.5.2 Efecto de Spinacia oleracea sobre actividad ansiolitica en Laberinto en Cruz elevado

Tabla 4-12. Namero de entradas en brazos abiertos y brazos cerrados.

Grupo | Cddigo | Concentracion Entradas | Entradas | Entradas en | Entradaen
en Brazos | en Brazos | Brazos Brazos
Abiertos Cerrados | Abiertos Cerrados
(Promedio) | (Promedio)
B-001 Propilenglicol 15% 2 20
B-002 Propilenglicol 15% 1 18
Blanco B-003 Propilenglicol 15% 4 19 2.4 198
B-004 Propilenglicol 15% 3 21
B-005 Propilenglicol 15% 2 21
C-001 | Clonazepam 1.25 mg 9 2
C-002 Clonazepam 1.25 mg 8 2
Control =508 | Clonazepam 1.25 mg 8 1 86 18
C-004 Clonazepam 1.25 mg 10 3
C-005 | Clonazepam 1.25 mg 8 1
D-001 | Extracto 100mg/kg 4 15
D-002 Extracto 100mg/kg 3 17
D1-S0 5003 [ Extracto 100mg/kg 2 18 2.8 16.6
D-004 | Extracto 100mg/kg 3 18
D-005 Extracto 100mg/kg 2 15
F-001 Extracto 200mg/kg 5 8
D2-SO | F-002 Extracto 200mg/kg 8 14
F-003 | Extracto 200mg/kg 3 10 4.6 104
F-004 Extracto 200mg/kg 3 11
F-005 Extracto 200mg/kg 4 9
G-001 | Extracto 300mg/kg 9 2
D3-SO | G-002 | Extracto 300mg/kg 8 3
G-003 | Extracto 300mg/kg 7 3 4 2.8
G-004 | Extracto 300mg/kg 7 4
G-005 | Extracto 300mg/kg 6 2

Realizado por: Guzman, J., 2024.

42



En la Tabla 4-12, se aprecia la variacion en el tiempo de permanencia tanto en brazos abiertos

como en brazos cerrados. Se pudo verificar que conforme aumenta la dosis del extracto, se

incrementa el tiempo de permanencia de los ratones en brazos abiertos, mientras que se reduce el

tiempo de permanencia en brazos cerrados.

Tabla 4-13. Tiempo de entradas en brazos abiertos y brazos cerrados.

Grupo | Cédigo | Concentracion Minutos | Minutos | Minutos en | Minutos en
en en Brazos | Brazos Brazos
Brazos Cerrados | Abiertos Cerrados
Abiertos (Promedio) | (Promedio)
B-001 Propilenglicol 15% 0,56614 1,98464
B-002 Propilenglicol 15% 0,53114 2,95649
Blanco  "57503 [ Propilenglicol 15% 047984 | 266151 | 02368 2,58443
B-004 Propilenglicol 15% 0,55164 3,08337
B-005 Propilenglicol 15% 0,48964 2,23614
C-001 Clonazepam 1.25 mg 1,42645 1,26639
C-002 Clonazepam 1.25 mg 1,61768 1,24548
Control C-003 | Clonazepam 1.25 mg 1,25669 1,32564 149653 117012
C-004 Clonazepam 1.25 mg 1,54871 0,98745
C-005 Clonazepam 1.25 mg 1,63312 1,02564
D-001 Extracto 100mg/kg 0,72975 2,00210
D-002 | Extracto 100mg/kg 0,74031 1,60878
D1-SO "52003 [ Extracto 100mgikg 0,79640 | 246584 | 076092 2,18771
D-004 | Extracto 100mg/kg 0,78694 2,96549
D-005 | Extracto 100mg/kg 0,75120 1,89634
F-001 Extracto 200mg/kg 1,22574 | 1,48554
D2-SO | F-002 Extracto 200mg/kg 1,20831 | 1,65218
F-003 | Extracto 200mglkg 131458 | 158364 | 1126224 1,60291
F-004 Extracto 200mg/kg 1,21598 | 1,80364
F-005 Extracto 200mg/kg 1,34658 1,48955
G-001 Extracto 300mg/kg 1,35066 | 1,16116
D3-SO | G-002 | Extracto 300mg/kg 1,23614 | 1,18944
G-003 | Extracto 300mg/kg 111347 | 136549 | 142125 1,27657
G-004 | Extracto 300mg/kg 1,73614 | 1,47849
G-005 | Extracto 300mg/kg 1,66984 | 1,18827

Realizado por: Guzman, J., 2024.
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De manera similar a lo observado en la Tabla 4-13, se nota que a medida que aumenta la
concentracion del extracto, también aumenta el tiempo de permanencia de los ratones en brazos

abiertos, al mismo tiempo que disminuye el tiempo de permanencia en brazos cerrados.

Tabla 4-14. Prueba ANOVA de cada tratamiento realizado en la prueba de brazos abiertos y

cerrados.
ANOVA
Suma de Media ]
ol . F Sig.
cuadrados cuadratica
) Entre grupos 3,668 4 0,917
Tiempo en
Dentro de
brazos 0,419 20 0,021 43,793 0,000
) grupos
abierto
Total 4,087 24
) Entre grupos 7,344 4 1,836
Tiempo en
Dentro de
brazos 2,252 20 0,113 16,309 0,000
grupos
cerrados
Total 9,596 24
Entre grupos | 151,760 4 37,940
Entradas en
Dentro de
brazos 33,600 20 1,680 22,583 0,000
) grupos
abiertos
Total 185,360 24
Entre grupos | 1292,240 4 323,060
Entrada en
Dentro de
brazos 42,800 20 2,140 150,963 0,000
grupos
cerrados
Total 1335,040 24

Realizado por: Guzméan, J., 2024.

Tabla 4-15. Prueba Post Hoc de Tuckey de cada tratamiento realizado en la prueba de brazos

abiertos
Entradas en brazos abiertos Tiempo en brazos abierto
HSD Tukey? HSD Tukey?
Subconjunto para Subconjunto para
Tratamientos | N alfa=0.05 Tratamientos N alfa=0.05
1 2 1 2
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Blanco - Blanco -
) ) 2,4000 ) ) 0,5237
Propilenglicol A Propilenglicol A
15% 15%
Extracto 100 2,8000 Extracto 100 0,7609
ma/kg A mg/kg A
Extracto 4,6000 Extracto
1,2622°8
200mg/kg A 200mg/kg
Extracto Extracto
7,40008 1,42138
300mg/kg 300mg/kg
Control Control
positivo - positivo -
8,6000 B 1,49658
Clonazepam Clonazepam
1.25 mg 1.25 mg
Sig. 0,092 0,596 Sig. 0,110 0,117

Realizado por: Guzman J., 2024.

Con el objetivo de verificar las diferencias observadas tanto en el nimero de entradas como en la
permanencia de los ratones en brazos abiertos y cerrados, se aplicé la prueba estadistica ANOVA
seguida del analisis post hoc de Tukey. De este modo, se pudo observar que, efectivamente, a
medida que aumenta la concentracion del extracto, se reduce significativamente (p=0,0001) el

nimero de entradas en brazos cerrados y el tiempo de permanencia, llegando incluso a niveles

casi similares a los observados en el control positivo.
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Nota. Efectos del extracto hidroalcohdlico de Spinacia oleracea (100, 200, 300 mg/kg PC), control positivo (clonazepam 1,25 mg/kg

PC) y grupo blanco (propilenglicol 15%) sobre el nimero de entradas (A) y el tiempo transcurrido (B) en brazos abiertos en la prueba

LCE. Letras distintas representan grupos formados al aplicar la prueba ANOVA seguido de una prueba Post hoc Tukey.

llustracion 4-9. nimero de entradas y tiempo transcurrido de Mus musculus en brazos abiertos

en laberinto de cruz elevado.
Realizado por: Guzméan, J., 2024.

La lustracion 4-9 demuestra mediante el diagrama de caja y evaluando los parametros de entradas
y tiempo de permanencia en brazos cerrados y abiertos, que, la administracion del extracto
hidroalcdlico de Spinacia oleracea en dosis de 200 y 300 mg/kg de peso corporal (PC)
efectivamente mostro actividad ansiolitica al incrementar el tiempo de permanencia y el nimero

de entradas en brazos abiertos del equipo de manera directa a la concentracion utilizada
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A pesar de ello, solo Unicamente se pudo evidenciar un incremento significativo en el tiempo de
permanencia y el nimero de entradas en brazos abiertos en el grupo tratado con 300 mg/kg PC
(ANOVA p=0,0001) (tabla 4-9 y 4-10).

Por el contrario, a una dosis de 200 mg/kg, Spinacia oleracea exhibié un efecto ansiolitico
moderado, aunque no significativo en el nimero de entradas en los brazos abiertos, pero si un
incremento significativo en el tiempo de permanencia (ANOVA p=0,0001). En cambio, la dosis
de 100 mg/kg no generé ningun efecto significativo en comparacion con el control positivo.

Como era de esperar, el control positivo aumento significativamente tanto el tiempo transcurrido
(1,53 + 1,29 %; P < 0,5) como el nimero de entradas (8,02 + 0,70 %; P < 0,5) en los brazos
abiertos en comparacion con el grupo tratado con propilenglicol 15% (blanco) (tabla 4-10). Segun
el estudio llevado a cabo por Kaur et al. (2016, p 12), el extracto hidroalcohélico de Spinacia oleracea
mostro efectos ansioliticos prometedores a una dosis de 200 mg/kg de PC. Este hallazgo se
sustentd en la evaluacion de LCE, donde se observé un aumento significativo en el tiempo de
permanenciay el porcentaje de entradas en los brazos abiertos, siendo comparable a los resultados

obtenidos con diazepam (2 mg/kg PC).

Asi mismo, de acuerdo con la investigacion de Gorgi, Safakhah & Haghighi (2010, p 12), se observé que
el extracto acuoso de la misma planta administrado a una dosis de 100y 150 mg/kg PC, y evaluado
en el LCE alivi6 el comportamiento asociado a la ansiedad en ratones. Rios, Schinella & Moragrega
(2022, p 9) indica en su investigacion que los compuestos fendlicos, en particular los flavonoides,
han sido vistos como agentes que regulan el sitio BZD de los receptores GABA-A, lo que puede

resultar en efectos sedantes, ansioliticos o anticonvulsivos.

A pesar de que no se identifico la presencia especifica de los compuestos fenolicos dentro de la
investigacion, basado en la actividad ansiolitica observada, dicho comportamiento podria ser
vinculado a la presencia de acido cafeico, &cido ferdlico y rutina en el ectracto hidroalcoholico
(Montenegro-Landivar et al. 2021). Un estudio realizado por Bhuia et al. (2023) demostré que el acido
feralico muestra actividad ansiolitica cuando se trabaja en administraciones con concentraciones

de 25, 50 y 75 mg/kg de peso corporal en ratones Mus musculus.

Como se mencioné previamente, la medicion de la actividad ansiolitica se la puede realizar a
través de varios métodos, como la plataforma agujereada, puente cruzado elevado, nado forzado

y la caja de luz oscuridad. Aunque cada uno de estos métodos emplea enfoques distintos, es
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crucial que los resultados sean consistentes para comparar la eficacia del método en la condicion

gue se esta analizando (Rejon-Orantes et al., 2010, p 9).

En este contexto, la investigacién actual logré corroborar que el método de la plataforma
agujereada arrojo resultados comparables a los obtenidos en el laberinto de cruz elevado. Este
hallazgo adquiere una relevancia crucial, ya que se introdujo una prueba adicional, no
comuUnmente empleada, que permitid alcanzar resultados consistentes. Es importante sefialar que
los andlisis estadisticos de cada prueba individual reflejaron resultados idénticos, indicando una
dependencia de la dosis, siendo la concentracion de 300 mg/kg la que manifesté el efecto méas

pronunciado.
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CONCLUSIONES

Se evalud la actividad ansiolitica del extracto hidroalcohdlico de hojas de espinaca (Spinacia
oleracea) en ratones (Mus musculus) mediante la utilizacion del equipo electronico de
medicién Laberinto en Cruz Elevado y la Plataforma Agujereada a tres concentraciones
distintas (100 mg/kg, 200 mg/kg y 300 mg/kg), siendo la concentracion mayor del estudio
(300 mg/kg) la que presentd actividad ansiolitica en ambos equipos.

A través de la aplicacion del tamizaje fitoquimico, se ha evidenciado la presencia de diversos
metabolitos secundarios en el extracto etéreo, acuoso y alcohélico. Entre ellos, se destacan
fenoles, flavonoides, y alcaloides, a los cuales se les atribuyen diferentes actividades
biolégicas, actuando, por ejemplo, en el sistema nervioso central como alucinégeno o

depresor del SNC asi como estimulando la activacion de los receptores GABA.

Mediante un analisis espectrofotométrico, se logré determinar la presencia de una cantidad
considerable de fenoles (15,74 + 0,29) y flavonoides (18,77 = 0,312) en el extracto
hidroalcoholico de Spinacia oleracea. De acuerdo con diversas investigaciones, los
compuestos polifendlicos pueden proteger las células nerviosas sobre las principales
enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, tales como la ansiedad, estrés y depresion,

lo cual, su cuantificacién en este tipo de investigaciones es de suma importancia.

La aplicacién del tiempo y el nimero de entradas en brazos abiertos en la prueba del laberinto
en cruz elevado, junto con la medicion del ndmero de hundimientos en la plataforma
agujereada, permitid evaluar y confirmar el potencial ansiolitico del extracto hidroalcohdlico
de Spinacia oleracea, especialmente a una concentracion de 300 mg/Kg, siendo esta, la cual

mostrd niveles equiparables a los encontrados en el control positivo (Clonazepam).
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar un analisis de toxicidad de Spinacia oleracea para poder recolectar
informacion de los riesgos que pueda ocasionar la administracion prolongada del extracto

hidroalcohdlico de la planta a una dosis de 300 mg/kg.

e Se recomienda realizar un software que pueda facilitar el proceso de lectura de resultados
dentro de la Plataforma Agujereada, que ayude a obtener resultados automatizados para el

procesamiento de mas evaluaciones dentro del mismo equipo.
e Se recomienda evaluar mas parametros dentro de la Plataforma Agujereada que puedan ser

estandarizados para la correlacion con la actividad ansiolitica como la velocidad media o el
tiempo que el individuo introduce la cabeza dentro de los agujeros
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ANEXOS

ANEXO A: CONTROL DE CALIDAD DE LA HOJA SECA DE Spinacia oleracea.




ANEXO C: CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE

Splinacia oleracea
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1.36592




ANEXO E: CUANTIFICACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES




ANEXO G: ANIMALES DE EXPERIMENTACION

ANEXO H: COMPORTAMIENTO DEL RATON (Mus musculus) EN LA PLATAFORMA
AGUJEREADA
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