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Resumen

Argemone ochroleuca es una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar sintomas
relacionados con diversas enfermedades mentales. En la actualidad no existen estudios cientificos
que comprueben los efectos neurofarmacoldgicos de esta planta. El objetivo de este estudio fue
evaluar los efectos ansioliticos, sedantes y anticonvulsivos de un extracto diclorometénico de las
partes aéreas de Argemone ochroleuca en ratones. Se trabajé con ratones de la cepa BALB/c para
evaluar los efectos ansioliticos, sedantes y anticonvulsivos del extracto vegetal se usaron los modelos
de: caja de hoyos (Hole-Board Test), sedacion inducida con pentobarbital y convulsiones inducidas
con estricnina. Como control negativo se usé solucidon salina administrada por via oral y como control
positivo se empled clonazepam. El extracto se administrd oralmente a dosis de 0.1, 1.0, 10, y 50
mg/kg. Los resultados mostraron que el extracto de Argemone ochroleuca posee efectos ansioliticos,

asi como anticonvulsivos en ratones, pero no produce efectos sedantes.

Palabras clave: Argemone ochroleuca; efectos ansioliticos; Hole-Board Test; sedacion;

convulsiones.
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EVALUATION OF THE ANXIOLYTIC AND ANTICONVULSANT
EFFECTS OF A DICHLOROMETHANOLIC EXTRACT OF THE AERIAL
PARTS OF ARGEMONE OCHROLEUCA SWEET (PAPAVERACEAE)

Abstract

Argemone ochroleuca is a plant used in traditional Mexican medicine to treat symptoms
related to various mental illnesses. Today there are no scientific studies that prove the
neuropharmacological effects of this plant. The objective of this study was to evaluate the
anxiolytic, sedative and anticonvulsant effects of a dichloromethanolic extract of the aerial
parts of Argemone ochroleuca in mice. We worked with mice of the BALB/c strain to
evaluate the anxiolytic, sedative, and anticonvulsant effects of the plant extract, the following
models were used: Hole-Board Test, pentobarbital-induced sedation, and strychnine-induced
convulsions. Orally administered saline solution was used as a negative control and
clonazepam was used as a positive control. The extract was administered orally at doses of
0.1, 1.0, 10, and 50 mg/kg. The results showed that the extract of Argemone ochroleuca
possesses anxiolytic as well as anticonvulsant effects in mice, but does not produce sedative

effects.

Keywords: Argemone ochroleuca; anxiolytic effects; Hole-Board Test; sedation;

convulsions.

1. Introduccidn otras palabras, significa un &nimo

, , transitorio de tension (sentimiento), un
El estrés es un fendmeno normal que

- . reflejo de la toma de conciencia de un
lleva al conocimiento del propio ser,

- . i peligro (miedo), un deseo intenso
moviliza las operaciones defensivas

del organismo, es base para el (anhelo), una respuesta fisioldgica

. . ante una demanda (estrés). El trastorno
aprendizaje, estimula el desarrollo de

. . mental de ansiedad es nocivo,
la personalidad, motiva el logro de

i compromete la eficacia y conduce aun
metas y contribuye a mantener un

. . estado de sufrimiento morbido. Los
elevado nivel de trabajo y conducta; en
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trastornos de ansiedad son los mas
prevalentes (14,3% de la poblacion) y
los més cronicos, se caracterizan por
miedo excesivo y evitacion en
respuesta a objetos o situaciones
especificas que en realidad no
representan un peligro real afectando
el desempefio laboral, académico y
social, ademas de que son un factor de
riesgo para otras enfermedades
fisiologicas. Asimismo, con la reciente
pandemia de Covid-19 la ansiedad,
junto con la depresion, aumentaron
significativamente por el creciente
namero de las noticias sensacionalistas
y la desinformacion, el miedo a
infectarse ellos mismos 0 a sus
familiares (Alonso-Castro, A. J. vy
cols., 2021; Alpizar, C. C., 2020;
Ansell E.B., 2011).

Argemone ochroleuca es una planta anual
0 perenne de vida corta utilizada en la
medicina tradicional mexicana, conocida
comunmente como  “chicalote” o
“amapola amarilla”. Se caracteriza por
alcanzar una altura de 30 cm a 1.2 m; su
tallo, con latex lechoso color amarillo, y
hojas presentan un color verde azulado-
blanquecinas con proyecciones espinosas.

Esta especie recibe su nombre cientifico
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debido a su peculiar flor color amarillo
crema con una textura parecida al papel.
Se encuentra distribuida desde el centro de
México hasta el sur de Estados Unidos
puesto que crecen en clima calido,
semicalido, semiseco y templado, incluso
en  condiciones  extremas  como
precipitaciones limitadas, altas
temperaturas y en altas concentraciones de
sal. Se considera maleza debido a que
crece en campos abandonados o de cultivo,
al igual que a la orilla de caminos (Brown
G.R. y Nemes C., 2008; Casarrubea, M. y
col., 2021; Mervin-Chéavez, M.D., y cols.,
2021; Fernandez-Chalco, J. y cols., 2018;
File, S.E. y Pellos, S., 1985). Esta planta es
utilizada en la medicina tradicional
mexicana para aliviar infecciones oculares,
tos, trastornos dermatoldgicos, combatir el
insomnio, tratar sintomas relacionados con
diversas enfermedades mentales, ademas
de poseer propiedades anticonvulsivas,
tranquilizantes, antidiabéticas y
antiespasmodicas. [Brown G.R., Nemes C.
(2008); Casarrubea, M., et al. (2021)]. La
planta es triturada y sometida a procesos
de decoccidn para obtener sus extractos.
En la actualidad no existen estudios
cientificos que comprueben los efectos

neurofarmacologicos de esta planta.
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El objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos  ansioliticos, sedantes vy
anticonvulsivos  de un extracto
diclorometanico de las partes aéreas de

Argemone ochroleuca en ratones.

Figura 1. Planta Argemone ochroleuca

2. Materiales y Métodos

2.1 Animales de experimentacion.

Se usaron ratones BALB/c del bioterio de
la Division de Ciencias Naturales y
Exactas. La alimentacion de los ratones se
realiz6 a base de pellets para roedor y agua
a voluntad. ElI Comité Institucional de
Bioética en la investigacion de la
Universidad de Guanajuato (CIBIUG)
revis6 y aprob6 el protocolo de este
proyecto (CIBIUG-P03-2020).

2.2 Material vegetal.
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El extracto se obtuvo por medio de sistema
Soxhlet con diclorometano de las partes
aereas de la planta A. ochroleuca durante
2 horas.

2.3 Prueba en la caja de hoyos

Para el ensayo se uso una plataforma de
madera cerrada con 16 agujeros de
didmetros similares. Se seleccionaron
grupos de 5 ratones, a los cuales se les
administr6 100 pL del extracto de A.
ochroleuca (1, 10 y 50 mg/kg), solucion
salina (control negativo) y clonazepam 1.5
mg/kg (control positivo). Al cabo de 45
minutos, se coloco cada raton dentro de la
plataforma agujerada en la parte central y
se evalué por 5 minutos el nimero de
veces que cada raton introdujo
completamente la cabeza dentro de los
agujeros. El aumento en el numero de
exploraciones sugiere un menor estado de
ansiedad o una mayor actividad
exploratoria (File SE y Pellos, 1985).

2.4 Analisis de sinergismo en efecto
sedante.

Se seleccionaron grupos de 5 ratones y se
les administro via oral 100 pL del extracto
de A. ochroleuca (1, 10 y 50 mg/kg)
seguido de 100 uL de pentobarbital (40
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mg/Kg) por via intraperitoneal, como
control negativo se us6 solucion salina y
como control positivo clonazepam (1.5
mg/kg p.o.). Se midid el tiempo en el que
el animal tarda en perder su estado de
alerta (periodo de latencia), el cual se
denomind “fase 1” y también se cuantificd
la duracion del suefio, el cual es de la
perdida de reflejos hasta que el raton
puede recuperar los reflejos motores (fase
2).

2.5 Andlisis de efecto anticonvulsivo.

La prueba de convulsiones consistio en la
seleccién de grupos de 5 ratones, a los
cuales se les administrd por via oral un
pretratamiento de 100 pL del extracto de
A. ochroleuca a dosis de 0.1, 1.0, y 10
mg/kg, como control negativo se uso
solucion salina 'y como positivo
clonazepam (1.5 mg/kg i.p.). Después de
45 minutos se les administraron por via
intraperitoneal 100 pL de estricnina (2
mg/kg), se midio el tiempo en que el raton
presentaba la primera convulsion (tiempo
de latencia), asi mismo se registraron los
tiempos de las convulsiones (duracion de

las convulsiones).

2.6 Analisis estadistico.
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Todos los datos obtenidos fueron
evaluados estadisticamente en el software
GraphPad Prism 9 ®. Se realiz6 un analisis
de varianza de una sola via (ANOVA),
seguido de una prueba Tukey y un modelo
Dunnett. Presentando una a=0.05 y solo
se consideraba diferencia significativa
cuando p< 0.05 y se indica mediante un

asterisco (*).

3. Resultados

3.1 Prueba en la caja de hoyos

Los resultados muestran que, con el
extracto vegetal de Argemone ochroleuca
se obtiene un efecto ansiolitico parecido,
al clonazepam 1.5 mg/kg (tabla 1). Al
realizar la comparacion del grupo control
con cada una de las sustancias se puede
detectar que, si bien el tratamiento con el
extracto tiene un efecto ansiolitico mejor
que el control negativo (vehiculo, solucién
salina), el efecto que se logra es inferior al
control positivo (clonazepam). Por lo que
se observa en la grafica 1, el efecto
ansiolitico maximo del extracto se observo
desde una dosis de 1 mg/kg. Ademaés, no
hay un efecto dependiendo de la dosis ya
que al de la dosis la respuesta es muy

similar.
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Comparacion del efecto ansiolitico:

Numero de veces que el raton introdujo la cabeza al hoyo

vs tratamientos
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Graéfica 1. Simplificacién de los resultados
de la prueba en la caja de hoyos, modelo de
Dunnett del tratamiento administrada vs el
promedio del nimero de veces que el raton
introdujo la cabeza al hoyo. *Resultado

verificado por prueba de Dunnett.
3.2 Sinergismo en efecto sedante

Los resultados fueron recopilados en dos
fases, tiempo de latencia y duracion del
efecto (Tabla 2) y se agrega el promedio
de los grupos de tratamiento, asi como el
control positivo y negativo. En la prueba
de Dunnett se graficaron las medias * error
estandar y se identifico que la media de
cualquier concentracion del extracto es
muy cercana a la del vehiculo lo que
sugiere que el extracto carece de efectos
sedantes. Por el contrario, el control
positivo disminuy6 (p<0.05) el tiempo de
latencia e increment6 (p<0.05) la duracion
del suefio (gréfica 2).
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Grafica 2. (a) Modelo Dunnett de la Fase 1.
(b) Modelo Dunnett de la fase 2. * Indica

diferencia significativa.
3.3 Analisis de efecto anticonvulsivo

Los resultados de convulsiones mostraron
que la dosis de 10 mg/kg del extracto de A.
ochroleuca es significativamente diferente
(p < 0.05) del vehiculo y del control
positivo debido a que se encontrd un
efecto anticonvulsivo, cabe sefialar que,
esta misma dosis del extracto tiene mejor
efecto anticonvulsivo que las dosis de 0.1

y 1.0 mg/kg del extracto.

No obstante, la dosis de 1.0 mg/kg del
extracto de A. ochroleuca tiene efecto
anticonvulsivo similar al control positivo,
tanto en el periodo de latencia como en la
duracion de las convulsiones, mientras que
la dosis de 0.1 mg/kg del extracto no
presentd valores significativos respecto

del clonazepam (gréfica 3).
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(a) Comparacion de los tiempos y
las convulsiones
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Grafica 3. (a) Modelo de Dunnet para los
tiempos de latencia. (b) Modelo de Dunnet de

la duracién de las convulsiones.

Derivado del tratamiento del efecto
anticonvulsivo se evaluo el porcentaje de
mortalidad (gréfica 4), donde se identificd
que la dosis de 10 g/kg del extracto de A.
ochroleuca tiene mayor eficacia respecto
del control positivo, comprobando que el
porcentaje de mortalidad es 0, ya que se
encontré que no provoca convulsiones a
esta concentracion del extracto. Sin
embargo, se identificé que el porcentaje de
mortalidad del clonazepam (1.5 mg/kg
i.p.) esigual al del control negativo, con un
100% de mortalidad tras la administracion
de estricnina (2 mg/kg), mientras que las
dosis de 0.1 y 1.0 mg/kg del extracto de A.
ochroleuca presentaron un porcentaje de
mortalidad del 80 y 40, respectivamente,
es decir, la administracion del extracto a

estas dosis puede disminuir la mortalidad.
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Grafica 4. Mortalidad en porcentaje del

tratamiento de la prueba de convulsiones.

4. Discusion de resultados
4.1 Prueba en la caja de hoyos

La prueba en la caja de hoyos es una
prueba conductual datil para evaluar los
farmacos disefiados para el
comportamiento  relacionado con la
ansiedad (Gémez- Contreras, K. E., 2019),
fue introducida en 1962 por Boissier y
Simon; con la hipdtesis de que la
exposicion a un entorno desconocido le
crea un conflicto por la novedad de la
situaciéon (Villegas-Gomez, C. y cols,,
2020; Martinez-Delgado, A. A., y caols.,
2021). Esta prueba consiste en una caja
con un nimero determinado de agujeros en
donde el raton puede introducir su cabeza
hasta las orejas (head-dipping); se coloca

al raton en el centro de la caja y se evalla
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el head-dipping por 5 minutos, al final se
registra el nUmero de veces que el raton
introdujo su cabeza por los orificios
(Martinez-Delgado, A. A., y cols., 2021)

El estado de ansiedad junto con el nimero
de introducciones de cabeza tiene una
relacién inversa, en la que la frecuencia de
la inmersion de la cabeza indica una
reduccion de la ansiedad y viceversa
(Hernandez-Ruiz, J., y cols., 2020; Hiroshi
Takeda y cols., 1998; Martinez-Delgado,
A. A., ycols., 2021). Las benzodiacepinas,
incrementan el ndmero y la duracion del
head-dipping a los orificios (Martinez-
Delgado, A. A., y col., 2021), por lo que,
con el clonazepam, los ratones tienen el
mayor nimero de introducciones. Esto se
basa en el fundamento del miedo que
presentan los ratones a los espacios
abiertos y desconocidos, por ende, no
existe actividad exploratoria debido a la
ansiedad que se presenta y el uso de
compuestos ansioliticos incrementa esta
actividad (Lalonde R, Strazielle C. 2010).
Sin embargo, el extracto vegetal de
Argemone ochroleuca tuvo un efecto
menor, pero significativo para esta prueba,

demostrando su efecto ansiolitico.

4.2 Sinergismo de efecto de sedante
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El pentobarbital es un barbitdrico el cual
produce sedacion. Se administra primero
el extracto o compuesto teniendo una
espera de 45 min para que pueda tener su
efecto farmacoldgico, ya que se desconoce
la farmacocinética de extractos o de
compuestos nuevos. Por ello esto nos daria
la respuesta acerca del andlisis sinérgico
de efecto sedante del pentobarbital con la

combinacion de extracto/compuesto.

A partir del analisis estadistico ANOVA se
determin6 que Prob>F es mayor a 0=0.05,
lo cual afirma que no existen diferencias
significativas entre los efectos de las

diferentes concentraciones utilizadas.

En la prueba Dunnett se muestra que las
medias de las distintas concentraciones
son cercanas a las del wvehiculo
permitiendo identificar que no hay efecto
sedante aun siendo combinados con
pentobarbital, pues los efectos ansioliticos
estdn por debajo del tiempo de suefio
inducido con clonazepam indicando una
diferencia significativa. Se debe tener en
cuenta que las sustancias hipnoticas
disminuyen la latencia para el inicio del
suefio e incrementan el tiempo total de
suefio (Chavez-Mervin, Nava-Manuel, y
cols., 2017)
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Adicionalmente, no existe un efecto
dependiente de la dosis aun cuando se
incrementa la concentracion, ya que el
periodo de latencia y la duracion del efecto

siguen siendo similares entre si.

4.3 Analisis de efecto anticonvulsivo

En el presente trabajo se analizd la
actividad anticonvulsivante del extracto de
Argemone ochroleuca en ratones de la
cepa BALB/c sometidos al modelo de
induccion de convulsiones con estricnina
(2 mg/kg i.p.). Estudios preclinicos
demuestran que las benzodiacepinas como
el clonazepam, farmaco clinicamente
preinscrito como anticonvulsivo (Mora-
Pérez, A. y Hernandez-Mendel, M. R.,
2016; Ngo, E. y cols., 2004; Ohl, F., 2003),
aminoran la severidad de las convulsiones
inducidas por estricnina (Mora-Pérez, A.,
y Hernandez-Mendel, M. R., 2016; Rejon-
Orantes, J. y cols., 2011).

Se observo experimentalmente una mejor
eficacia anticonvulsiva con la dosis de 10
mg/kg del extracto de A. ochroleuca,
puesto que, no presenta un tiempo de
latencia y tiene un porcentaje de
mortalidad de 0, a diferencia del
clonazepam (1.5 mg/kg) que si presenta
latencia (Ngo, E. y col., 2004; Ohl, F.,
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2003), un tiempo de convulsiones y un

porcentaje de mortalidad de 100.
5. Conclusiones

Los hallazgos de este estudio demuestran
que el extracto de Argemone ochroleuca
presento efectos ansioliticos sin induccion
de efectos sedantes en ratones, con un
efecto maximo a una dosis de 1.0 mg/kg,
respectivamente, sin embargo,
estadisticamente no existe una diferencia
significativa entre las dosis empleadas.
También se encontr6 evidencia de que a
una dosis de 10 mg/kg el extracto de A.

ochroleuca tiene efecto anticonvulsivo.
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