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RESUMEN

Stanhopea tigrina Bateman ex Lindl. (Orchidaceae), conocida como "orquidea calavera™ en
la Huasteca Potosina, "vaquita” en Veracruz y "torito™ en Puebla, es una orquidea endémica
de México. Este estudio etnobotanico y ethomedicinal es el primero en reportar 10s usos
terapéuticos de S. tigrina en la Huasteca Potosina, una region habitada por las etnias Nahuatl,
Tenek y Pame. Los resultados indican que S. tigrina se utiliza tradicionalmente para tratar
trastornos mentales y uroldgicos, con un indice de uso tradicional (UST) del 32%, lo que
refleja una significativa aceptacion cultural y sugiere su potencial para validacion cientifica.
Para este estudio, se obtuvieron extractos acuosos de hojas (HA) y pseudobulbos (PA)
mediante decoccion, y extractos etandlicos de hojas (HE), pseudobulbos (PE) y plantulas in
vitro (IE) mediante extraccidn asistida por microondas (MAE). Los extractos se sometieron
a un tamiz fitoquimico cualitativo y se evaluaron sus actividades antioxidantes, contenido
fendlico total (CFT), contenido de flavonoides, y actividades ansiolitica, locomotora,
hipnotica, sedante y diurética.

El extracto etandlico de hojas (HE) mostro la mayor capacidad antioxidante, con valores
ABTS (Clso= 3.53 mg/mL) y DPPH (Clso= 0.39 mg/mL). Ademas, HE a 50 y 100 mg/kg
reveld actividad ansiolitica (DEso= 11.52 mg/kg) sin inducir hipnosis o sedacion, y efecto
diurético (DEso= 39.47 mg/kg). La actividad ansiolitica de HE se revirtié con flumazenil,
prazosina y Kketanserina, sugiriendo la participacion de los sistemas GABAGérgico,
adrenérgico (receptores a1-AR) y serotoninérgico (receptores 5-HTa), respectivamente. El
efecto diurético fue revertido por L-NAME, un inhibidor no selectivo de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS), indicando la participacion del éxido nitrico (NO).

Los resultados validan el uso de S. tigrina en la medicina tradicional de la Huasteca Potosina,
demostrando que el extracto etandlico de hojas exhibe actividades antioxidante, ansiolitica y

diurética sin inducir hipnosis ni sedacion.

Palabras clave: Actividad ansiolitica, efecto diurético, capacidad antioxidante, sistema
GABA, receptor a1-AR, receptor 5-HT> y o0xido nitrico sintasa (NOS).
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ABSTRACT

Stanhopea tigrina (Orchidaceae), known as "orquidea calavera” in Huasteca Potosina,
"vaquita" in Veracruz and "torito" in Puebla, is an orchid endemic to Mexico. This is the first
ethnobotanical and ethnomedicinal study to report the therapeutic uses of S. tigrina in the
Huasteca Potosina, a region inhabited by the Nahuatl, Tenek, and Pame ethnic groups. The
results indicate that S. tigrina is traditionally used to treat urological mental and renal
disorders, with a traditional use rate (UST) of 32%, reflecting significant cultural acceptance
and suggesting its potential for scientific validation. For this study, aqueous extracts of leaves
(HA) and pseudobulbs (PA) were obtained by decoction, and ethanolic extracts of leaves
(HE), pseudobulbs (PE), and in vitroseedlings (IE) were obtained by microwave-assisted
extraction (MAE). The extracts were subjected to a qualitative phytochemical screening, and
their antioxidant activities, total phenolic content (CFT), flavonoid content, and anxiolytic,
locomotor, hypnotic, sedative, and diuretic activities were evaluated.

The ethanolic extract of leaves (HE) showed the highest antioxidant capacity, with ABTS
(Clso= 3.53 mg/mL) and DPPH (Clso= 0.39 mg/mL) values. Furthermore, HE at 50 and 100
mg/kg revealed anxiolytic activity (EDso= 11.52 mg/kg) without inducing hypnosis or
sedation, and a diuretic effect (EDso= 39.47 mg/kg). The anxiolytic activity of HE was
reversed by flumazenil, prazosin, and ketanserin, suggesting the participation of the
GABAergic, adrenergic (al-AR receptors) and serotonergic (5-HT2 receptors) systems,
respectively. The diuretic effect was reversed by L-NAME, a non-selective inhibitor of the
enzyme nitric oxide synthase (NOS), indicating the participation of nitric oxide (NO).

The results validate the use of S. tigrina in traditional medicine of the Huasteca Potosina,
demonstrating that the ethanolic extract of leaves exhibits antioxidant, anxiolytic, and

diuretic activities without inducing hypnosis or sedation.

Keywords: Anxiolytic activity, diuretic effect, antioxidant capacity, GABA system, al-AR

receptor, 5-HT> receptor and nitric oxide synthase (NOS).

Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca.

Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato.
Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales



PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

l. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las mas diversas del reino vegetal, con aproximadamente
30,000 especies silvestres conocidas y cerca de 100,000 hibridos a nivel mundial (Fonmboh
etal., 2021). Su valor comercial y horticola, junto con sus usos etnobotanicos, han despertado
el interés humano durante siglos (Salazar-Cerezo, 2018). Aunque las orquideas se distribuyen
en casi todos los continentes, su mayor diversidad se encuentra en las regiones tropicales
(Hagsater et al., 2005).

A lo largo de la historia, diversas culturas han utilizado las orquideas en la medicina
tradicional. Los chinos fueron los primeros en cultivarlas, alrededor del afio 500 a.C. Mas
tarde, en el siglo V, los griegos también las emplearon como plantas medicinales. En
América, los aztecas utilizaban las orquideas no solo como plantas medicinales, sino también
como especias, alimentos y ornamentales. Actualmente, muchas comunidades indigenas en
México siguen utilizando diversas especies de orquideas, apreciando tanto su valor estético
como sus propiedades medicinales (Tellez-Velazco, 2011). El uso de plantas medicinales es
una practica fundamental en la cosmovision de los pueblos indigenas, lo que representa un
conocimiento milenario que fortalece y preserva su identidad (Jiménez-Silva, 2017).

Se consideran como plantas medicinales aquellas que contienen en uno 0 mas de sus
drganos, sustancias 0 compuestos quimicos, productos del metabolismo secundario, que al
interactuar con el organismo humano pueden producir un efecto terapéutico (Vazquez y
Quintana, 2008). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (2020), la actividad terapéutica
de una planta medicinal incluye la prevencién, el diagnostico y el tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales, el alivio de sintomas y la regulacién beneficiosa del estado
fisico y mental del organismo. Los componentes responsables de la actividad terapéutica en
una planta son los principios activos, que son en su mayoria metabolitos secundarios
distribuidos de manera regular en el reino vegetal (Da-cheng & Pei-gen, 2020). Las plantas
sintetizan y acumulan estos metabolitos como parte de su defensa quimica contra el estres
biotico y abiotico (Sepulveda et al., 2003).

Actualmente, muchas especies vegetales estdn en peligro de extincién o se han
extinguido debido a problemas ambientales provocados por el hombre y a la

sobreexplotacién de fuentes naturales (Makunga y van Staden, 2008). Esto hace que el
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estudio de los metabolitos presentes en las plantas sea un gran desafio, requiriendo diversas
tecnologias para su produccion, caracterizacion e identificacion (Pérez-Alonso y Jiménez,
2011). La produccion de metabolitos secundarios en cultivos celulares es una alternativa
atractiva frente a su extraccion de plantas silvestres y su sintesis quimica (Rojas-ldrogo et
al., 2014). Sin embargo, aun faltan estudios quimicos, clinicos, epidemioldgicos y
toxicologicos que confirmen los efectos de muchas plantas y los principios activos
responsables (Bermudez et al., 2002). Se estima que alrededor del 5% de las 4000 especies
de plantas mexicanas con propiedades medicinales han sido validadas quimica,
farmacoldgica y biomédicamente (Dorado-Martinez, 2020).

En este contexto, el cultivo de tejido vegetal in vitro es una alternativa para la
produccién de metabolitos secundarios de gran interés sin afectar las poblaciones naturales
de las plantas (Vanisree y Tsay, 2007). Ademas, esta técnica tiene un amplio uso en el
mejoramiento genético de plantas, la obtencién de clones libres de microorganismos
patdgenos y contaminantes, y la conservacion de germoplasma (Perez-Alonso y Jiménez,
2011). El cultivo de tejido vegetal in vitro es una herramienta biotecnologica uatil para
producir grandes cantidades de plantas en un tiempo relativamente corto, con calidad
uniforme y rendimiento independiente de las variaciones geogréficas, estacionales y
ambientales, sin el uso de pesticidas y/o herbicidas (Rao et al., 2002; Debnath et al., 2006;
Bonfill et al., 2013).

Por lo tanto, en este estudio se estandarizaran las condiciones de crecimiento in vitro
de S. tigrina para garantizar la produccion de material vegetal sin afectar las poblaciones
silvestres de esta orquidea. Este sistema in vitro servira como modelo para estudiar las
propiedades medicinales de la orquidea en condiciones controladas, permitiendo comparar
los resultados con las especies silvestres. El estudio de sus propiedades farmacol6gicas
generara informacion sobre las propiedades medicinales de esta orquidea, estableciendo un
sistema productor de compuestos bioactivos a través del cultivo in vitro y preservando el

conocimiento tradicional sobre sus usos en la Huasteca Potosina.
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1.1 Justificacion

Desde tiempos antiguos el ser humano ha tratado de mitigar el dolor, y prolongar su vida con
plantas que presentaban efectos terapéuticos. Cada region del mundo desarroll6 una forma
Unica y caracteristica de curar a partir de plantas medicinales, puesto que se utilizaban
especies endémicas. Con el tiempo, estas terapias locales conformaron la Ilamada medicina
tradicional, la cual. es la suma de conocimientos, tradiciones y creencias de una cultura, para
mantener la salud o tratar la enfermedad. Hasta la actualidad, se han registrado entre 4,000 y
4,500 especies vegetales con potencial terapéutico, de las cuales un bajo porcentaje cuenta
con una validacion farmacoldgica basada en evidencia cientifica. Dentro de esta diversidad
vegetal se encuentra la familia Orchidaceae, de la cual algunas especies son utilizadas en la
medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas. Sin embargo, se carece de informacion
cientifica que confirme los efectos de los principios activos responsables. S. trigrina, orquidea
de interés para este estudio, es una especie que se utiliza en la Huasteca Potosina por su valor
ornamental y medicinal, lo que ha ocasionado que esta especie se encuentre en estado de
amenaza. Ademas, no existen reportes cientificos que validen los usos medicinales que se le
atribuyen. Por ello, es necesario primero resguardar la informacién tradicional sobre sus
propiedades medicinales, y después validarla cientificamente. Ademas, de proponer nuevas
alternativas para la produccién de metabolitos secundarios de interés en la medicina

tradicional sin comprometer la existencia de las poblaciones naturales.

1.2 Hipotesis
Los extractos vegetales de S. tigrina silvestre presentan actividad ansiolitica y efecto
diurético, y estas propiedades medicinales también se encuentran presentes en extractos

vegetales obtenidos a partir del cultivo in vitro.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Estudiar las propiedades medicinales atribuidas a Stanhopea tigrina (Orchidaceae) en

material producido bajo condiciones in vitro y en plantas silvestres.

1.3.2 Objetivos especificos

1.
2.

Conocer los usos medicinales atribuidos a S. tigrina en la Huasteca Potosina.
Establecer el cultivo in vitro de S. tigrina para generar la propagacion masiva de
plantulas.

Determinar la capacidad antioxidante en extractos del material vegetal producido in
vitro y en plantas silvestres.

Evaluar el efecto ansiolitico, sedante y diurético en los extractos de S. tigrina
(vitroplanta y silvestre).

Determinar la dosis letal media (DLso) de S. tigrina que hayan presentado mayor
actividad bioldgica.

Realizar una propuesta integral para garantizar la produccién de metabolitos sin

afectar las poblaciones silvestres.
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II.  ANTECEDENTES

2.1 Medicina tradicional

En cada region del mundo se han identificado distintas formas de atender los
problemas de salud, de acuerdo con las creencias, ideologias y costumbres; cada cultura
desarrollé una forma Unica del uso medicinal de la flora y fauna, apropiandose de la riqueza
bioldgica que ofrecen los ecosistemas en los que habitan (Jiménez-Silva, 2017); es decir, los
recursos vegetales son considerados producto de la cultura (Jiménez-Cabrera et al., 2015).

El planeta alberga una diversidad de 391,000 plantas vasculares, de las cuales al
menos, 35,000 especies presentan potencial para uso medicinal, por ello, el uso de plantas
medicinales ha sido una practica tradicional que no ha caido en desuso. En este contexto, es
importante mencionar que cerca del 25% de los compuestos bioactivos utilizados en diversos
medicamentos provienen de las plantas y que 80% de la poblacién mundial depende de
remedios herbolarios tradicionales (Garcia de Alba-Garcia et al., 2012; Kew, 2016).

La Republica Mexicana posee una gran riqueza biologica debida a la considerable
extension de zona subtropical, por lo que tiene una de las floras mas variadas de América.
Dentro de esta diversidad vegetal existen mas de 30,000 especies de plantas vasculares, de
las cuales se calcula que al menos el 50% se utiliza para satisfacer alguna necesidad humana
y las plantas medicinales ocupan el principal porcentaje (Gheno et al., 2011).

El conocimiento de la medicina tradicional procede de una gran variedad de fuentes
de conocimiento, desde la transmision oral a través de relatos, mitos y rituales hasta los
registros histdricos de preservacion de saberes y practicas escritas en cddices, manuscritos
ilustrados y libros (Gubler, 1996). México cuenta con una riqueza milenaria en el
conocimiento de plantas medicinales, los antiguos pobladores de nuestro territorio, aztecas,
mayas Yy zapotecas cultivaron un profundo entendimiento de la flora local y sus propiedades
curativas desarrollando una de las herbolarias mas complejas del mundo, dan cuenta de ello
con amplitud el “Codice De la Cruz-Badiano” escrito en nahuatl y latin (Martin De la Cruz),
el “Codice Florentino” (Bernardino de Sahagun), la obra “Historia medicinal de las cosas que
se traen de nuestras Indias Occidentales” (Nicolds Monardes), la “Historia Natural de la

Nueva Espafia” (Francisco Hernandez) (Sharma et al., 2017; Miranda-Limon, 2020).
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De la época colonial surgieron los libros de Chilam Balam, el Libro del Judio y el
Libro de medicinas, que contienen una mezcla Gnica de conocimientos prehispanicos y
préacticas médicas europeas (Gubler, 1996). También se encuentran las obras “Historia natural
de la provincia de San Vicente de Chiapas y Guatemala” (Francisco Ximénes), el “Florilegio
Medicinal” (Juan de Esteyneffer), “Medicina doméstica o descripcion de los nombres y
virtudes de las yerbas indigenas de Yucatan y las enfermedades a que se aplican” (Ricardo
Ossado) y la “Historia Antigua de México” (Fco. Javier Clavijero). Del siglo XX destacan
las obras “Apuntes para la geografia botanica de México” (Alfonso Herrera) y el “Atlas de
las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana” resultado de un esfuerzo colaborativo entre
el Instituto Nacional Indigenista (INI), el Instituto Nacional de Antropologia e Historia
(INAH), y la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), entre otros. En esta
¢época se fundo la “Sociedad Botanica de México” por Paul Stanley y Maximino Martinez,
asi como también el “Instituto Mexicano para el Estudio de las Plantas Medicinales
(IMEPLAN)” por Narciso Souza, R. Schultes, A. Hofmamn, Jose Luis Diaz y Xavier Lozoya
(Dorado-Martinez, 2020).

La documentacion escrita ha desempefiado un papel importante en la conservacion y
transmision del conocimiento sobre las plantas medicinales, sin embargo, actualmente la
tradicion de transmitir el conocimiento de forma oral sobre las plantas medicinales es
fundamental en muchas comunidades, en la Region Totonaca el uso de la medicina
tradicional continda siendo un elemento central en la preservacion de la salud en el hogar y
es en la familia nuclear donde primordialmente los padres se ocupan de ensefiar a los hijos la
forma de preparar los remedios caseros herbolarios, considerando los ciclos productivos de
las plantas, intensidades de manejo y de las técnicas de colecta en funcion a la capacidad de
regeneracion de los recursos fitogenéticos de que disponen (Orozco, 2010; Jiménez-Cabrera
etal., 2015). De igual forma, para los habitantes de las comunidades indigenas de la Huasteca
Potosina el uso de plantas medicinales ha sido transmitido de forma oral a sus descendientes
y por lo tanto no existen informes sobre sus usos etnomedicinales; sin embargo, el
conocimiento tradicional sobre plantas medicinales sigue vigente (Puig, 1991).

En nuestro pais las plantas medicinales y su potencial terapéutico solo estan
parcialmente explorados; por lo cual se requiere de la ampliacion, profundizacion y

aplicacion de estudios etnofarmacoldgicos, que permitan explorar el conocimiento tradicional
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de las comunidades indigenas con la ciencia moderna para descubrir y desarrollar nuevos
tratamientos y medicamentos basados en plantas (Luna-Nemecio, 2019).

La etnofarmacologia es una ciencia multidisciplinaria y se considera como el estudio
cientifico del uso tradicional de plantas y otros organismos con fines medicinales; involucra
la recopilacion y documentacidn del conocimiento tradicional, las observaciones en campo,
descripcion del uso y preparacion de los remedios, la recoleccion de plantas medicinales, la
determinacion botanica del material obtenido, estudios fitoquimicos para aislar los
compuestos bioactivos presentes en las plantas, asi como los estudios farmacol6gicos, para
comprobar las propiedades curativas otorgadas de manera empirica por los pueblos
originarios (Dorado-Martinez, 2020).

Los estudios etnofarmacoldgicos son cruciales para entender las propiedades
medicinales de las plantas, identificar compuestos activos, evaluar su seguridad y eficacia,
permite descubrir nuevos medicamentos, comprender los mecanismos de accion de las
plantas medicinales, contribuyen al uso seguro de los medicamentos basados en plantas
medicinales y a la identificacion de patrones para el desarrollo de nuevos farmacos (Da-cheng
& Pei-gen, 2020).

La etnofarmacologia no solo tiene un gran potencial para el desarrollo de nuevos
medicamentos, sino también para la conservacion de la biodiversidad y el fortalecimiento de
las practicas culturales tradicionales, lo que puede contribuir a la preservacion de las culturas
y lograr un desarrollo social sostenible (Luna-Nemecio, 2020). Pues al conocer las
propiedades farmacoldgicas de los compuestos activos se podran ofrecer terapias alternativas
econdmicas, accesibles, con menos efectos adversos y sobre todo propias de la cultura
(Dorado-Martinez, 2020).

2.2 Orquideas en la medicina tradicional
El uso de orquideas medicinales esta extendido por todo el mundo, sin embargo, se encuentra
poca informacion para el continente americano en cuanto al numero de especies y
antecedentes culturales (Cano-Asseleih et al., 2015).

Nugraha (2020), en su revision bibliografica sobre plantas medicinales vasculares
epifitas (Tabla 1) mencioné algunas especies de la familia Orchidaceae, cubriendo los usos

etnomedicinales, estudios fitoquimicos y actividades farmacoldgicas.
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Tabla 1. Orquideas medicinales epifitas, usos etnomedicinales y estudios farmacoldgicos.

Parte de Pruebas
Orquideas epifitas ~ Ubicacién Elaboracion Uso tradicional . Referencias
la planta farmacoldgicas
Antiinflamato
] rio
Fiebre,
B _ Hepatoprotect
antiinflamatori
or
Anoectochilus 0, diabetes, o
] . Antihipergluc Nugraha,
formosanus Taiwan Entera Decoccion trastornos )
. emico 2020
Hayata hepaticos, o
. Antioxidante
dolor toracico ) i
. Anticancerige
y abdominal.
no
Fiebre,
mordedura de
serpiente,
. L Efectos
Anoectochilus Taiwan, enfermedades . o
B ) - hipoglucémic Nugraha,
roxburghii China, Entera Decoccion pulmonares y
. i . osy 2020
(Wall.) Lindl. Japon hepaticas, o
) y antioxidantes
hipertension,
desnutricion
infantil
Para tratar la
tuberculosis
pulmonar,
promover la
Bulbophyllum ) . o
China, . produccion de Actividad Nugraha,
kwangtungense S ) Entera Tonico o .
Japén liquidos antitumoral 2020
chltr.
corporales,
reducir la

fiebre, agente

hemostatico
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China,
Birmania, Para tratar la o
) ) Actividad
Bulbophyllum Vietnam, tuberculosis ]
o L antitumoral
odoratissimum (S Tailandia, N pulmonar, la ) i Nugraha,
) Entera Decoccion ) » Anticancerige
m.) Lindl. ex Laos, inflamacion 2020
no
Wall. Nepal, cronica y las
Butén, fracturas
India
Catasetum Japén, Febrifugo y B
) N B _Antiinflamato Nugraha,
barbatum (Lindl. ~ Guayana, Entera Decoccion  antiinflamatori ) 2020
rio
) Lindl. Paraguay 0
- Otitis media,
Decoccion .
] resfriados, S
L (interna), i Antinocicepti
Cymbidium . ) periodos
o Tailandia, ) jugo de ) Vo, Nugraha,
aloifolium (L.) ) Hoja ) irregulares, B
Vietnam hojas o antiinflamator 2020
Sw. ) artritis, llagas, )
calientes o io
) guemaduras,
trituradas. .
tonico
Japén, .
) Antiinflamato
o China, ) y )
Cymbidium Hipertension, rio
o Corea, y o . Nugraha,
goeringii (Rchb.f. ) ) Entera Decoccion agente Antihipertensi
Tailandia, o o 2020
) Rchb.f. ) diurético vo Actividad
Vietnam, L
. diurética
India
Dendrobium Antioxidante
) ) Secoy Enfermedades ] ) Nugraha,
amoenum Wall. e China Hoja ) ) Antibacterian
) molido de la piel 2020
x Lindl. 0
Dendrobium ) . y ] o Nugraha,
Australia Hoja Decoccién Diabetes Antioxidante
chryseum Rolfe 2020
) Antihipergluc
Dendrobium .
) ) . N ] émico Nugraha,
candidum . ex China Hoja Decoccién Diabetes o
Antioxidante 2020

Lindl.

Antitumoral
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Hojas
machacada
s, bulbos
. calentados
. . Hoja - )
Dendrobium Malasia, ) para oo Antimicrobian Nugraha,
. Tubércu . Acné (hojas)
crumenatum Sw. Indonesia | producir 0 2020
o -
Jugoy
aplicados
COMO UsoS
externo
Dendrobium Enfermedades B
) . Secoy ) Antiinflamato Nugraha,
chrysanthum . ex China Hoja ) de la piel y ]
) molido . rio 2020
Lindl. antipirético.
Epidendrum ) y
. China, Infusion o o Nugraha,
strobiliferum Rch Vapor . Analgésico Analgésico
Corea Decoccién 2020
b.f.
Neottia ovata (L.) 3 Tubércu . Enfermedades . Nugraha,
. Espana Tintura Antivirico
Bluff y Fingerh. lo estomacales 2020
Actividad
o Agentes )
Camaridium o ) ) Espasmolitica Nugraha,
) Meéxico Entera Decoccién analgésicos, S
densum (Lindl.) ] Antinocicepti 2020
relajantes
va
Nidema
o . . Agente » Nugraha,
boothii (Lindl.) Malasia Entera Decoccion ) Espasmolitico
relajante 2020
Schiltr.
Escrofula,
dolor de o
Antioxidante
] ) muelas, dolor B
Pholidota China Pseudob . ] Antiinflamato Nugraha,
) o . Tintura de estdbmago, )
chinensis Lindl. India ulbo o rio 2020
bronquitis
cronica, Ulcera
duodenal
. Agentes .
Scaphyglottis . Espasmolitico
o ] o N analgésicos y S Nugraha,
livida (Lindl.) México Entera Decoccion 3 _Antinocicepti
antiinflamatori 2020
Schitr. VO

0s
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Fiebre (en
forma de

pasta), otitis

(jugo caido),
raiz para tratar
Hojas bronquitis,
machacada reumatica, o
) ) Actividad
S para dispepsia, L
. . . . . colineérgica
India, Sri Hoja hacer jugo, ciatica, .
Vanda . . Antiartritico Nugraha,
Lanka, Root pasta, inflamacion, B
tessellata (Roxb.) ) ) - Antiinflamato 2020
Birmania Flower extracto otitis, )
rio
(alcohdlico problema L
i ) Antidiabetico
) deraizy nervioso,
flor. fiebre y como
afrodisiaco,
laxante, ténico
(parael
higado) como
agente
Papilionanthe ) o
) Antienvejeci
teres (Roxb.) Indonesia Entera Ornamento Ornamental )
miento
Schitr.
Fiebre,
reumatismo,
. . ) histeria, o )
Vainilla Indonesia Fruit y Antimicrobian Nugraha,
o . ) Decoccion aumento de
planifolia Jacks , México Vaina i a 2020
energia y
sistema
muscular
Inflamacion y ) i
o Anticancerige
limpias
o y o no Cano
Oncidium o . Infusion (limpieza del » .
] Meéxico Hoja Induccidn de Asseleih et
ascendens Lindl. Completa cuerpo y del .
apoptosis al., 2015
alma
barriéndola
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externamente

con la planta)

Actividad
antifatiga

(confirmada
Stanhopea Dolor Cano
. Pseudob . . enuna .
oculata (G. México Infusion abdominal en . Asseleih et
) ulbo . especie
Lodd.) Lindl. mujeres ] al., 2015
relacionada,

Stanhopea
hernandezii)

Antioxidante
(escopoletina,
(&cido 4-
cumérico, acido

fertlico y &cido

Raiz trans-cinamico;
Pseudob &cido Gutiérrez-
Rhynchostele . vainillico .
o México ulbo Ornamental Ornamental ' Sanchez et
rossii (Lindl.) ] vainillina y acido
Plantula n al., 2020
in vitro hidroxibenzoico y

quercetina-3-D-
galactosido,
quercetina-3-
glucésido y
kaempferide)

La forma de preparacion mas comun alrededor del mundo es mediante decocciones,
debido a que el uso del agua hirviendo puede aumentar el rendimiento de los metabolitos
secundarios extraidos de plantas medicinales, debido a que los metabolitos secundarios se

han relacionado a restos lipofilicos en sus estructuras (Nugraha, 2020).
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2.3 Toxicidad

La concentracion de metabolitos toxicos en las plantas esta determinada por la temporada de
recoleccion, los nutrientes en el suelo y la etapa de crecimiento, entre otros. A pesar del alto
consumo de plantas medicinales y productos relacionados, su toxicidad en la gran mayoria
de estas aln no se ha evaluado. Algunas pueden desencadenar efectos indeseables para la
salud humana debido a: (a) la interaccion farmacodindmica con medicamentos recetados, (b)
efectos intrinsecos, (c) interaccion farmacocinética con medicamentos recetados, y (d) la

presencia de contaminantes y / o microorganismos patogenos (Alonso-Castro et al., 2017).

Aunque las orquideas se siguen utilizado en la medicina tradicional en todos los
continentes, los estudios farmacolégicos y toxicoldgicos de los fitoquimicos presentes en las
orquideas son escasos y se requieren para la validacion de la sabiduria tradicional e

implementacién clinica (Hossain, 2011).

2.4 Metabolitos secundarios en orquideas medicinales

Las orquideas mencionadas en la tabla 1 son epifitas, estas crecen sobre otras plantas en
habitats de dosel y esto influye en los metabolitos secundarios presentes, debido a que
obtienen los nutrientes como el nitrogeno y fosforo de distintas fuentes, como son los
desechos del dosel durante el otofio y la lixiviacion foliar del arbol huésped, el entorno Unico
no impide que las plantas produzcan diferentes tipos de metabolitos secundarios y posean
interesantes actividades terapéuticas, lo que las hace Unicas y valiosas para estudios
farmacoldgicos (Nugraha, 2020).

La distribucion de los metabolitos secundarios esta limitada en el reino vegetal, estos
se presentan tipicamente en s6lo una especie 0 un grupo de plantas taxonémicamente
relacionadas (Garcia, 2004). No existe un patréon Unico de distribucion de fitoquimicos
presentes en las orquideas, pero si existe una correlacion entre subfamilia y subtribu con la
geografia de las especies (Hossain, 2011),

Cada afio se describen aproximadamente 1,600 estructuras quimicas nuevas obtenidas
a partir de plantas superiores, de las cuales un gran nimero tiene actividad bioldgica (Perez-
Alonso y Jiménez, 2011). No existe un patron de maxima produccion ni érganos especiales

de almacenaje de metabolitos secundarios, sin embargo, lo comdn es que las mayores
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concentraciones de estos tipos de compuestos se encuentren en hojas, flores y semillas
(Martinez et al., 2012). Son pocos los compuestos que han sido investigados, entre ellos los
alcaloides y flavonoides, debido a que son los mas importantes por sus propiedades
bioldgicas; sin embargo, la mayoria de estos fitoquimicos aun se desconocen (Hossain, 2011).

Gerlach (2010) presenta los analisis de aromas florales de 12 especies del género
Stanhopea en México, dejando Gnicamente a S. maculosa sin investigacion de aroma floral.
La composicion quimica de la fragancia floral de S. tigrina, presenta un mayor porcentaje de
acetato de etilo, una sustancia de aroma muy fuerte y pesado, y salicilato de metilo (Williams
& Whitten, 1999; Gerlach, 2009). El salicilato de metilo esta relacionado con la estimulacion
del centro respiratorio del sistema nervioso central, también causa alteracion del metabolismo
de lipidos y carbohidratos y alteracién de la respiracion intracelular (Thompson, Toerne &
Erickson 2016).

2.5 Orquideas en México
Los ecosistemas de México més ricos y diversos en orquideas son el bosque meséfilo de
montafia, donde se encuentran 60% de sus especies, asi como la selva tropical humeda del
sur del pais (Rzedowski, 1996; Tejeda-Sartorius & Tellez-Velazco, 2017). Algunas especies
silvestres de la familia Orchidaceae son utilizadas como indicadores de un ecosistema
saludable (Cano-Asseleih et al., 2015). En México han sido registradas en el pais alrededor
de 1260 especies y 170 géneros de orquideas (Soto-Arenas et al., 2007). Su distribucién se
relaciona con la diversidad climatica y tipo de vegetacidn que presenta el pais, se encuentran
distribuidas en los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Morelos, Jalisco,
Michoacan, Puebla y San Luis Potosi (Villasefior, 2003). Se estima que alrededor del 40% de
las orquideas mexicanas son endémicas (Soto, 1996; Soto Arenas et al., 2007). Sin embargo,
la supervivencia de estas especies endémicas se ve amenazada por diversos factores como
son: la ampliacion de los asentamientos humanos, la explotacion, fragmentacion y
destruccion de sus héabitats, la contaminacion, la variabilidad climética y la extraccion de
orquideas de su habitat natural (Salazar-Cerezo, 2018), debido a la sobreexplotacién tanto
para fines ornamentales como medicinales (Hossain, 2011).

Las orquideas son plantas herbaceas, perennes, cuyo tamafio oscila de 3.0 mm hasta

varios metros de altura y presentan diversos habitos de crecimiento estas pueden ser epifitas,
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litéfitas y terrestres, siendo la mayor proporcion la epifita (Ortiz-Arias, 2002); muestran gran
complejidad y especializacion en su morfologia floral y tipos de polinizacion (Espejo et al.,
2002). Las orquideas necesitan un polinizador (insectos, pajaros, moscas, abejas, mariposas,
murciélagos o ranas) para que la transferencia de polen de una planta a otra sea llevada a
cabo. Debido a que el polen se encuentra agrupado en masas llamadas polonias. La
transferencia de granos de polen juntos dentro de la polonia asegura la fertilizacion de muchos
de los enormes Ovulos. Algunas especies tienen adaptaciones notables para la polinizacion,
como el mimetismo visual y quimico, engafiando a un insecto macho para que perciba a la

flor como una posible pareja (Simpson, 2010).

2.5.1 Stanhopeas en México

Gerlach (2010) menciond que en México se encuentran 13 especies del género Stanhopea:
S. hernandezii, S. intermedia Kingle, S. maculosa Knowles & Westc., S. martiana Lindl., S.
pseudoradiosa Jenny, S. radiosa Lem., S. saccata Batem., S. tigrina Batem. ex Lindl., S.
dodsoniana Salazar & Soto Arenas, S. graveolens Lindl., S. oculata, S. ruckeri Lindl. y S.
whittenii Soto-Arenas, Salazar & Gerlach.

En México, una gran variedad de orquideas es utilizada en la medicina tradicional,
especificamente del género Stanhopea esta reportado que Stanhopea oculata, se utiliza para
reducir el dolor abdominal en las mujeres. En Stanhopea hernandezii, se ha confirmado la
actividad antifatiga (Cano-Asseleih et al., 2015).

Urbina (1903) menciona que “con las flores de S. tigrina se preparaban a los principes
de los indios las tortillas que comian para moderar la fatiga producida por los rayos del sol o
desmayos producidos por otra causa, ya sea interna o externa”. Eng-Soon (2019) menciona
que los mexicanos en el periodo poshispanico utilizaron Stanhopea tigrina para tratar la
insolacién y la debilidad. Sin embargo, Dodson (1975) menciona que la orquidea descrita e
ilustrada por Francisco Hernandez desafortunadamente fue interpretada por Schlechter como
S. tigrina, después de una cuidadosa revision de la ilustracion de Hernandez (Lamina V), se
revel6 que la ilustracion corresponde a Stanhopea hernandezii (Kunth) Schltr. en lugar de S.
tigrina. Esta dltima S. tigrina es la orquidea de interés para este estudio, en la Huasteca
Potosina los pseudobulbos son utilizados trastornos renales, mientras que hoja es utilizada
para preparar una bebida que es administrada cuando la persona presenta ansiedad o estrés.
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2.5.2 Stanhopea tigrina

Las plantas de S. tigrina crecen en bosques de encino humedos, en selva mediana
perennifolia, bosque de pino y encino, bosques mesofilos de la Sierra Madre Oriental,
Cuetzalan, Sierra Norte de Oaxaca-Mixe (Soto-Arenas et al.,, 2007). Se establece
principalmente en la Sierra Madre Oriental entre los estados de Hidalgo, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas y Veracruz, entre los 1000 y 1500 msnm (Figura 1)
(Garcia-Sanchez, 2018).

Distribucion de Stanhopea Tigrina
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Figura 1. Distribucion de Stanhopea tigrina en México (CONABIO, 2007).

Esta especie vegetal presenta dos habitos de crecimiento: 1) epifita o 2) lit6fita, su
tamafo varia de 40-70 cm de alto, tiene raices flexuosas y sus flores se encuentran mirando
hacia abajo, son muy grandes de 11 a 18 cm de diametro, puede presentar de 1 a 2 flores
simultaneas, grandes y vistosas, los sépalos son crema o amarillos con manchas variables de
color purpura a purpura negruzcas, sus pétalos son amarillos y presentan una gran mancha
purpura en la base (Figura 2) (Soto-Arenas, 2002). Esta planta posee un labelo complejo de
tres piezas, y con terminacion en dos estructuras semejantes a cuernos, de ahi su nombre
coloquial de “torito” (Gerlach, 2009).
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Figura 2. Stanhopea tigrina (Eng-Soon, 2019)

Sus flores presentan un dulce y penetrante aroma que es ocasionado principalmente
por la presencia del compuesto acetato de feniletilo y salicilato de metilo (Gerlach, 2010;
Salazar-Cerezo, 2018). El aroma es una combinacion de terpenos y aromaticos (Curry &
Pridgeon, 1987; Curry et al, 1991), esta fuerte fragancia atrae a su polinizador la abeja macho
Euglossa viridissima, que son polinizadores muy fuertes capaces de viajar grandes distancias
(Garcia-Sanchez, 2018; Salazar-Cerezo, 2018).

Curry et al (1991), mencionan que la polinizacién de las especies de genero
Stanhopea es inusual porque no hay recompensa alimentaria para el polinizador, Euglossa
viridissima se siente atraida por la fragancia producida en el osmoforo y recolectan la

fragancia que es utilizada como precursora de una feromona sexual.
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S. tigrina es una especie endémica reportada en la Norma Oficial Mexicana de
Proteccion ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres NOM-059-
SEMARNAT-2010, dentro de la categoria de riesgo como una especie amenazada, debido a
que puede encontrarse en peligro de desaparecer a corto o mediano plazo, si se siguen
operando los factores que inciden negativamente en su viabilidad al ocasionar el deterioro o
modificacion de su habitat o disminuir directamente el tamafio de sus poblaciones.

Por lo tanto, es necesario el uso de biotecnologia para poner en practica métodos de
conservacion que nos ayuden a preservar esta especie en peligro, la micropropagacion in vitro
ha demostrado su utilidad practica en especies de multiplicacion deficiente o relativamente

lenta, como las orquideas (Juarez &Rosas, 2007; Salazar-Cerezo, 2018).

2.6 Cultivo tejido vegetal (CTV) in vitro

El cultivo de tejido vegetal in vitro se refiere a la practica de cultivar plantas o sus
componentes (células, tejidos, 6rganos o protoplastos) en medios artificiales y condiciones
esteriles. Esta técnica aprovecha dos caracteristicas esenciales de las células vegetales: la
totipotencia, que se refiere a su capacidad para regenerar una planta completa, y la
desdiferenciacion, que permite a las células volver a un estado meristematico (Martin et al.,
2018). Las células meristematicas, presentes en los apices de las plantas, se caracterizan por
tener una pared celular delgada y un nicleo prominente, y se mantienen en un estado
indiferenciado, dividiéndose constantemente mediante mitosis (Pefia, 2013). En general, las
células vegetales poseen totipotencia, lo que significa que contienen la informacion genética
necesaria para regenerar una planta completa bajo condiciones de cultivo adecuadas
(Martinez y Torres, 2018).

Los métodos de CTV mas utilizados son: la organogénesis, que se refiere a la
produccidn de brotes o raices, directamente a partir de meristemas o indirectamente partiendo
de callo células indiferenciada; y la callogénesis, que se refiere a la produccién de una masa
amorfa compuesta por células, el callo puede ser utilizado para la generacion de plantas
completas o para la produccién de metabolitos en cultivos de suspension celular (Karkénen
et al., 2020).

El CTV es un proceso que requiere de una serie de etapas : etapa 1, seleccionar la
planta de interes libres de enfermedades, plagas e insectos; etapa 2, seleccion del explante
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que pueden ser pequefios cortes de hoja o tallo de la planta o el uso de semillas; etapa 3,
técnicas de asepsia para la esterilizacion del explante; etapa 4, siembra del explante estéril en
medios de cultivo apropiados; etapa 5, resguardo en condiciones de temperatura,
fotoperiodos de iluminacion y humedad relativa ideales hasta la formacion de callo. Las
siguientes etapas varian de acuerdo con el tipo de cultivo que se requiere: organogénesis o
callogénesis. Los cultivos de callos se realizan en biorreactores mientras que para la
organogénesis los brotes propagados se transfieren a medios de cultivo adicionados con
fitohormonas para el enraizamiento y obtencion de plantulas (Figura 3) (Espinosa-Leal et al.,
2018).

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4 ETAPA 5 Callogénesis
;' M V - 7/77 ’ _
| T @® @S e
\/ ganogénesis
Seleccion de Seleccion del Esterilizacion Siembra del explante Formacion “
la especie explante del explante en medio de cultivo de callo
vegetal

Figura 3. Proceso del cultivo de tejido vegetal (CTV) in vitro.

Actualmente, muchas especies de orquideas se encuentran en riesgo de extincion o
amenazadas, por lo que es crucial desarrollar estrategias efectivas para su conservacion. La
conservacion de orquideas medicinales puede abordarse mediante medidas tanto in situ como
ex situ. Aunque la proteccion del habitat es esencial debido al tamafio poblacional reducido
y la distribucién limitada de estas especies, la conservacion in situ puede no ser siempre
viable debido a factores como la alteracion del habitat, la migracion o la ausencia de
polinizadores debido a cambios ambientales adversos y la lenta tasa de propagacion. Por ello,
las medidas de conservacion ex situ, como los bancos de semillas y las colecciones de tejidos
vegetales cultivados in vitro, pueden complementar los enfoques in situ, permitiendo la
propagacion masiva y el restablecimiento de estas especies en su entorno natural (Tabla 2)
(Pant, 2013).
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Tabla 2. Propagacion de orquideas a través de CTV para su conservacion.

] Tipo de Explante Medio de .
Orquidea o - ) Referencia
crecimiento utilizado cultivo
Anacamptis ) ) (Arcidiacono
] Terrestre Semillas Orchimax (OM)
longicornu etal., 2021)
Ophrys ] ) (Arcidiacono
) Terrestre Semillas Orchimax (OM)
panormitana et al., 2021)
MS (Murashige
o & Skoog, 1962), _
Cattleya tigrina A. . ) ] _ (Fritsche et
_ Epifita Semillas carbon activado,
Rich. ex Beer al., 2022)
sacarosa, TDZ
25 uM
MS (Murashige Vargas-
Cattleya crispa Epifita Semilla & Skoog, 1962),  Andriolli et
sacarosa al., 2023
MS (Murashige .
(Gutiérrez-
N . . & Skoog, 1962), .
Rhynchostele rossii Epifita Semillas ] _ Sanchez et
carbon activado,
al., 2020)
sacarosa
- ) Knudson C (KC)  (Alexander
Coelogyne asperata Epifita Semillas
(Knudson, 1946)  etal., 2021)
] New Dogashima
Gastrochilus - ) (Tokuhara et
) ) Epifita Semillas (ND), trehalosa
japonicus al., 2023)
29,2 mM
MS (Murashige
_ & Skoog, 1962), (Harzli &
Anacamptis ) ]
. Terrestre Semillas carbon activado, Kompe,
papilionacea (L.)
sacarosa, hongos 2023)

micorrizicos
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MS (Murashige
& Skoog, 1962),
cinetina (KN),

acido -
Dendrobium Enffit Semillas naftalenoacético  (Kaladharan
ifita
heyneanum Lindl. P Protocormos (NAA), &cido et al., 2024)
indol-3-acético
(AlA) y acido
indol-3-butirico
(IBA)
MS (Murashige ]
) (Hernandez
_ _ ) - Semillas & Skoog, 1962), ]
Guarianthe skinneri Epifita o ~ Ramirez et
Protocormos  6bencilaminopuri
al., 2023)
na (BAP),
Mitra basal
Segmentos  medium (Mitra et )
) . ) (Devina et
Vanda hastifera Epifita apicales de al., 1976), BAP, 1. 2023)
al.,
hojas Kinetin, NAA,
IBA.
MS (Murashige
Rhynchostylis retusa Eoifit Semillas & Skoog, 1962), (Panwar &
ifita
(1) P Protocormos BAP, carbdn Joshi, 2024)
activado
Nudos de MS (Murashige
_ . (Sarmah et
Phalaenopsis Epifita tallos & Skoog, 1962),
al., 2024)
florales BAP, IBA.
) ) MS (Murashige
Dendrobium . Semillas (Chanh et
_ Epifita ) & Skoog, 1962),
thyrsiflorum Plantulas al., 2023)
sacarosa-
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2.7 Trastornos de ansiedad y crisis nerviosas

En la medicina tradicional o popular mexicana existe un grupo de enfermedades conocidas
como “nervios”, “crisis nerviosas” o “mal de 0jo”, las cuales se caracterizan por experimentar
sintomas como pérdida de apetito, insomnio, pulso acelerado, presion alta o baja y
desesperacion (Guzman et al., 2014), este grupo de enfermedades populares estan descritos
en el Apéndice | del Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales 1V
(DSMIV) como “sindromes ligados a la cultura” y pueden ser causados por diferentes
factores que alteran el estado de animo induciendo ansiedad (American Psychiatric
Association, 2013).

La ansiedad es una respuesta emocional normal que todos experimentamos en algun
momento de nuestra vida ante situaciones que son percibidas como amenaza o estrés; sin
embargo, cuando aparece una respuesta desproporcionada ante amenazas minimas estamos
ante un trastorno de ansiedad (Dominguez Dominguez et al., 2024).

Las personas con trastorno de ansiedad pueden experimentar preocupacién o miedo excesivo,
crisis nerviosas, dificultad para concentrarse, tension, palpitaciones, pulso acelerado,
trastornos de suefio y sudoraciones, ante situaciones cotidianas, esta sintomatologia puede
ocasionar un estado incapacitante del individuo al mostrar poco control sobre sus emociones
y acciones (Leichsenring et al., 2023).

Los trastornos de ansiedad son considerados como uno de los desordenes de mayor
prevalencia en el mundo, se calcula que, en 2019, 301 millones de la poblacion mundial
(infancia, adolescencia y adultez) padecia un trastorno de ansiedad (OMS, 2023).

En el siglo XXI, se ha observado un aumento de los trastornos de ansiedad, esto debido a la
interaccion de factores sociales, laborales, tecnoldgicos y medioambientales, en este contexto
de interacciones complejas es necesario tomar en cuenta a las poblaciones que estan mas
expuestas a factores ansiogénicos, como son los pueblos originarios (Expdsito-Duque et al.,
2024).

La salud mental en los pueblos originarios es un tema prioritario para la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), estas poblaciones suelen ser consideradas vulnerables por una
serie de factores que incluyen: discriminacidn, exclusion social, pobreza, desigualdad, dificil

acceso a servicios de salud y educacion, perdida de tierras y exportacion ilegal de los recursos

Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca.

Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato.
Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales



PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

naturales, todas estas condiciones en las que viven pueden tener un impacto en la salud
mental de la poblacion indigena (Cianconi et al., 2019). ,

La Organizacion Mundial de la Salud, define la salud mental como: “Un estado de bienestar
en el cual el individuo es consciente de sus propias capacidades, puede afrontar las tensiones
normales de la vida, puede trabajar de forma productiva y fructifera y es capaz de hacer una
contribucion a su comunidad” (OMS, 2022).

La salud mental esta estrechamente relacionada con el sistema nervioso central (SNC) y
periférico, al influir en la capacidad de percibir, interpretar y experimentar emociones ante
los estimulos internos y externos; un SNC sano y en equilibrio se relaciona con una buena
salud mental, mientras que los trastornos mentales como la ansiedad estan relacionados con
los desequilibrios quimicos en la produccién, liberacion o recepcion de neurotransmisores
interfiriendo en la comunicacién neuronal en algunas regiones cerebrales (Macaya Sandoval
etal., 2018).

2.7.1 Farmacos ansioliticos, mecanismo de accion y efectos secundarios.

Los tratamientos farmacologicos disefiados para los trastornos de ansiedad son conocidos
como ansioliticos, van desde los barbitdricos, antihistaminicos, blogueadores beta o
ansioliticos no sedativos como la buspirona, hasta los benzodiacepinas (BZD) (Cardoner
Alvarez & Segalas Cosi, 2003). El grupo de BZD son sustancias depresoras del sistema
nervioso central que a dosis bajas presentan efecto ansiolitico, mientras que a dosis altas se
observan efectos sedativos-hipnéticos (Vicente et al., 2013).

El mecanismo de accién de los farmacos ansioliticos varia de acuerdo al tipo de farmaco,
pero en general actdan sobre neurotransmisores del SNC, las BZD aumentan la actividad del
inhibidor acido gamma-aminobutirico (GABA) induciendo un efecto calmante, relajacion
muscular y reduciendo la ansiedad; algunos farmacos antidepresivos como los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) y los inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina (IRSN) también se usan como ansioliticos, estos
aumentan los niveles de serotonina, y disminuyen la noradrenalina y adrenalina a nivel

cerebral, disminuyendo la ansiedad (Bourin, 2021).
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Los efectos ansioliticos de los neurotransmisores GABA, serotonina, noradrenalina y
adrenalina estan asociados con los sistemas gabaérgico, serotoninérgico y adrenérgico
respectivamente, y se conocen como los principales sistemas de neurotransmisores
implicados en los trastornos de ansiedad (Carmichael & Lockhart, 2012).

En el sistema gabaérgico el neurotransmisor GABA actlia como agonista ejerciendo su efecto
inhibidor en los receptores GABAA Y GABAGg, los receptores GABAA son receptores
ionotrépicos que funcionan como canales permeables al CI° originando una
hiperpolarizacion, a través de los cuales se puede regular la tensién muscular, el estado de
alerta y la ansiedad; mientras que los receptores GABAg conocidos como receptores
metabotropicos estan acoplados a proteinas G (guanina, guanosina trifosfato y difosfato
guanosina) y modulan la actividad enzimatica (enzimas E) asociandose principalmente con
las sinapsis glutamateérgicas, lo cual genera una disminucion de los sintomas de los trastornos
emocionales como la ansiedad y depresion (Terunuma, 2018; Ochoa-de la Paz et al., 2021).
El sistema serotoninérgico utiliza como neurotransmisor la serotonina también conocida
como 5-hidroxitriptamina (5-HT), la sintetiza en los nucleos del rafe y actla a través de los
autorreceptores de serotonina 5-HTia, 5-HT2, 5-HT3, 5-HTs, 5-HTs, 5-HTe y 5-HTs
presinapticos y postsinapticos, regulando las emociones, locomocion, estrés, la depresion y
la ansiedad (Bourin, 2021). En el sistema adrenérgico las catecolaminas: adrenalina
(hormona) y la noradrenalina (neurotransmisor), llamadas asi por contener un anillo de
catecol en su estructura quimica, son liberadas por las glandulas suprarrenales en respuesta a
situaciones de estrés, ansiedad e ira, ejerciendo sus efectos mediante los receptores al-AR 'y
a2-AR (Pytka et al., 2016; Alcantara-Hernandez & Hernadndez-Méndez, 2018), dependiendo
de los niveles de noradrenalina los receptores al-AR y a2-AR regulan la actividad neuronal,
la noradrenalina tiene una mayor afinidad por los receptores adrenérgicos a2-AR que por los
receptores al-AR, cuando existen condiciones sin estrés se tienen niveles basales de
noradrenalina y se activan los receptores adrenérgicos a2-AR, sin embargo cuando existen
niveles elevados de noradrenalina se une preferentemente a los receptores adrenérgicos al-
AR, una alta concentracion de noradrenalina en la corteza prefrontal medial (mPFC) puede
estar implicada en los deterioros de la regulacion emocional provocando un comportamiento

similar a la ansiedad y disfuncién cognitiva (Kawanabe et al., 2023).
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En los estudios donde se examind el efecto del aislamiento social en ratas, se encontro que el
grupo de ratas socialmente aisladas durante 8 semanas exhiben una mayor concentracion de
noradrenalina en el cerebro (1.18 = 0.05 pg/g) teniendo como respuesta una disminucion de
la funcion cognitiva y un aumento del comportamiento similar a la ansiedad, mientras que
para el grupo control en las ratas en condiciones sin estrés se encontraron concentraciones de
noradrenalina mas bajas (97.02 + 0.02 pg/g) confirmando que la estimulacion social se asocia
con la liberacion reducida de noradrenalina (Heritch et al., 1990).

Los farmacos ansioliticos pueden producir un gran numero de efectos adversos, entre los que
se encuentran: la sedacion debido a que pueden producir alteraciones en la coordinacion
motora, lentitud de reflejos, ataxia y falta de concentracion, por lo que incrementa el riesgo
de caidas o accidentes de trafico; el sindrome de abstinencia crea una dependencia fisica o
psiquica al farmaco; el deterioro cognitivo debido a que pueden llegar a afectar el
rendimiento de aprendizaje y la atencion durante el dia; el aumento de la tolerancia pues se
requiere una mayor dosis para obtener el mismo efecto terapéutico; y durante el embarazo el
consumo de BZD en el primer trimestre se ha asociado con malformaciones neuroldgicas
(Also Fontanet et al., 2024). Por lo tanto, aunque se han logrado avances en los tratamientos
para los trastornos de ansiedad aln se necesitan mas investigaciones para buscar nuevas
sustancias partiendo del conocimiento popular o medicina tradicional para poder desarrollar
otros farmacos con efectos ansioliticos, pero con el menor nimero de efectos no deseados
(Gotyszny & Obuchowicz, 2018).

2.7.2 Medicina tradicional mexicana para la ansiedad

En México, el uso de plantas medicinales para aliviar los sintomas de ansiedad es una practica
que ha existido a través del tiempo y que en los Ultimos afios ha ido en aumento, a pesar de
que existe poca evidencia cientifica que valide la eficacia para poder garantizar la
confiabilidad de su uso (L6pez-Rubalcava & Estrada-Camarena, 2016). Los tratamientos o
remedios caseros incluyen infusiones o decocciones de hierbas, preparadas con una sola
planta 0 una mezcla de plantas y son utilizados por las poblaciones urbanas y rurales
(Guzmaén et al., 2014). Algunas de las plantas reportadas para el tratamiento de trastornos
relacionados con la ansiedad o crisis nerviosas, han sido sometidas a estudios etnobotanicos

e investigaciones neurobioldgicas preclinicas utilizando modelos de ansiedad en animales,
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como el laberinto de cruz elevado (EPM), prueba de natacion forzada, campo abierto,

actividad locomotora, varilla giratoria (rotarod), entre otros (Fajemiroye et al., 2016). A

continuacion, se muestran algunas plantas que se utilizan en la medicina popular de México

para el tratamiento de los nervios, espanto o susto, términos comunes asociados con los

trastornos de ansiedad y que han sido analizadas en investigaciones preclinicas (Tabla 3).

Tabla 3. Estudios preclinicos de algunas plantas medicinales utilizadas para trastornos de
ansiedad en México.

Nombre . Uso medicinal Estudios )
o Familia o Referencia
cientifico popular preclinicos
Ansiedad, Laberinto en
) insomnio, cruz elevado,
Achillea ) . (Baretta et al.,
) ] Asteraceae inflamacion y enterrado de
millefolium L. . 2012)
trastornos marmol y
gastrointestinales ~ campo abierto
Laberinto en
Mal de ojo, cruz elevado, (Molina-
Agastache ) . )
_ Lamiaceae espanto y natacion Hernandez et
mexicana spp. )
nervios. forzada 'y al., 2000)
campo abierto
Relajante,
Annona o . 5
antimalarico, Laberinto en (Rejon-
purpurea ) o
) Annonaceae antihelmintico, cruz elevado, Orantes et al.,
Moc. & Sessé L ]
cardiotdnico, campo abierto 2011)
ex Dunal )
edema, diabetes
) Enfermedades . )
Byrsonima o ] Natacion (Herrera-Ruiz
- Malpighiaceae  relacionadas con
crassifolia L. forzada etal., 2011)

la mente
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Laberinto en

Casimiroa Hipertension cruz elevado, (Molina-
edulis La Rutaceae arterial, ansiedad, natacion Hernandez et
Llave et Lex insomnio forzada y al., 2004)
campo abierto
Asma, bronquitis,
diarrea, dolor de ) (Yuetal.,
_ Laberinto en
Cinnamomum cabeza, 2007);
Lauraceae ) . cruz elevado y
spp inflamacién y Upadhyay et
rotarod
trastornos al., 2016)
cardiacos
caja
Dolor de
] clara/oscura,
Cymbopogon estomago,
_ ] o ) enterrar (Costa et al.,
citratus (DC.) Gramineas vomito, diarrea, )
. canicas y 2011)
Stapf convulsiones y N
) natacion
ansiedad
forzada
Laberinto en
cruz elevado,
nado forzado,
) . actividad
Erythrina Tranquilizante (Raupp et al.,
_ _ Fabaceae locomotora
velutina Willd. y/o sedante ) 2008)
espontanea y
habituacion a
la camara
activa
o L Laberinto en )
Galphimia Excitacion (Herrera-Ruiz
cruz elevado,

Malpighiaceae i
nerviosa et al., 2006)

glauca Cav )
luz-oscuridad,
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natacion

forzada

Campo abierto

Lavandula Estrés, relajante, _ _
o ) o y laberinto (Lejeune et
angustifolia Lamiaceae diureético,
) ) elevado en al., 2023)
Mill. ansiedad
cruz
_ ] _ (Maribel
Loeselia ) Espanto, miedo, Laberinto en )
) Polemoniaceae ) ) Herrera-Ruiz
mexicana L. insomnio y fatiga cruz elevado
etal., 2011)
Passiflora ) Nerviosismo e Laberinto en (Grundmann
_ Passifloraceae ) _
incarnata L. insomnio cruz elevado et al., 2008)
Cilindro
o Reumatismo, exploratorio,
Rollinia ) ) ) ) (Estrada-
) gastrointestinales, hipnosis
mucosa Annonaceas ] ] ) ] Reyes et al.,
respiratorios y inducida por
(Jacq.) ) 2010)
renales pentobarbital y
rotarod
Laberinto en
cruz elevado,
Salvia elegans ) ) natacion (Herrera-Ruiz
Lamiaceae Ansiedad
Vahl. forzada, luz- et al., 2006)
oscuridad y
campo abierto
] Campo
Ternstroemia )

) abierto, )
sylvatica ) ) ) (Molina et
Teaceas Ansiedad laberinto
Schitdl. & al., 1999)

elevado y nado
Cham
forzado
Tilia . Insomnio, el Laberintoen  (Herrera-Ruiz
) Tiliaceae
americana dolor de cabezay  cruz elevado et al., 2008)
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var. mexicana
(Schltdl)

la excitacién

nerviosa

Valeriana
edulis ssp.

procera

Caprifoliaceae

Insomnio y

ansiedad

Rotarod,
hipnosis
inducida por
pentobarbital,
actividad

anticonvulsiva,

(Oliva et al.,
2004)

Valeriana

officinalis L.

Caprifoliaceae

Trastornos leves

del suefio y

tension nerviosa

Actividad
locomotora,
anestesia
inducida por
éter, laberinto
elevado,
natacion
forzada 'y
alambre

horizontal

(Hattesohl et
al., 2008)

La farmacognosia tradicional suele utilizar metabolitos vegetales especificos aislados y

purificados de las hierbas medicinales, sin embargo, las plantas contienen una gran variedad

de compuestos bioactivos que pueden interactuar de forma sinérgica y producir efectos

farmacoldgicos mayores (Sarris et al., 2011) Las investigaciones fitoquimicas han revelado

la presencia de diversos fitoquimicos con actividad ansiolitica que han sido utilizadas en la

medicina tradicional por su potencial en el tratamiento de trastornos relacionados con el

miedo, la ansiedad y el trauma (Sartori & Singewald, 2019).
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2.8 Trastornos renales urologicos

Los trastornos urologicos estan relacionados con un estilo de vida poco saludable, falta de
actividad fisica, una alimentacion poco saludable y la obesidad, estas condiciones aumentan
el riesgo de desarrollar enfermedades vasculares, niveles elevados de triglicéridos, niveles
bajos de colesterol HDL, desequilibrios hormonales, presion arterial alta (hipertension) y
sindrome metabdlico, estos desordenes comprenden una amplia gama de problemas
urolégicos que afectan la funcién de los rifiones, entre ellos se encuentran: las infecciones
del tracto urinario (ITU), la glomerulonefritis, la nefritis intersticial, los calculos renales, la
insuficiencia renal aguda, la insuficiencia renal crénica, sindrome nefrotico, y la enfermedad
renal poliquistica (Dodson et al., 2011; Gambaro et al., 2017; Moini et al., 2020).

En este contexto, las practicas de la medicina tradicional en el tratamiento de enfermedades
renales y dolencias asociadas con el rifion son la principal forma de atencién de salud para
muchas poblaciones de bajos y medianos ingresos, las plantas medicinales utilizadas estan
enfocadas en ayudar a los rifiones en la eliminacion de toxinas y desechos a través de la
filtracion de la sangre y produccion de orina (Stanifer et al., 2017). En la siguiente tabla 4,
se muestran los efectos farmacoldgicos y los compuestos bioactivos de algunas plantas
medicinales utilizadas para trastornos uroldgicos en la medicina popular de paises de cuatro

continentes: América del Norte (México), Europa, Africa y Asia (Tabla 4).

Tabla 4. Algunas plantas medicinales con efectos farmacol6gicos renales uroldgicos.

o Efecto
Nombre cientifico o Compuesto )
. farmacologico ] ] Referencias
y familia o bioactivo
renal/urologico
Renoprotector, Quercetina, la
reduccion de la isorhamnetina, el
Abelmoschus albuminuria en sulfato de quercetina, )
_ ) o (Diao et al.,
manihot pacientes con el monoglucuronido 2023)
(Malvaceae) diabetes tipo 2 y de quercetina y el
enfermedad renal monoglucuronido de
diabética isorhamnetina
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Achyranthes aspera

(Amaranthaceae)

Efecto diurético

Flavonoides

(Srivastav et al.,
2011)

Angelica sinensis
(Umbeliferas)

Mejora el dafio
renal diabético en
ratas, inhibidor de

la expresion del
factor nuclear kB

(NF-xB) en rifiones

diabéticos

Arabinoglucano

(Sui et al., 2019)

Astragalus
membranaceus

(Fabaceas)

Mejora el dafio
renal hipertensivo a
través de la red de

coexpresion de

InNcRNA-mRNA

Isoflavonoides, 10-
hidroxi-3,9-

dimetoxipeterocarpan,

(3R)8,2'-dihidroxi-
7,4
dimetoxiisoflavan,
formonenetin (7-
hidroxi-4'-
metoxiisoflavona), 8,
3'-dihidroxi-7,4'-
dimetoxi-isoflavona,
2'-hidroxi-3',4'-
dimetoxiisoflavan-7-

O-glucopiranoésido y

(Zhang et al.,
2012; Zhou et
al., 2022)

alicosina (7,3'-
dihidroxi-4'-
metoxiisoflavona)
Agente
Azima tetracantha nefroprotector (Arunachalam et
(Salvadoraceae) eficaz en la -

insuficiencia renal

al., 2021)
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cronica inducida
por adenina en ratas

albinas Wistar

Bixa orellana o o (Radhika et al.,
_ Actividad diurética -
(Bixaceae) 2010)
Cornus officinalis Alivia la fibrosis o _ (Wang et al.,
Flavona isoginkgetina
(Cornaceae) renal 2024)
Efecto
renoprotector.

Revierte los

cambios
hemodinamicos (Trujillo et al.,
Curcuma longa L. _
o glomerulares, Curcumina 2013; Fan et al.,
(Zingiberaceae)
regulador del factor 2020)

nuclear derivado de
eritroides 2 (Nrf2),

proteccidn contra

lesion renal
Trastornos renales, .
) o acido
Larrea tridentata activacion del o o (Manda et al.,
nordihidroguaiarético
(Zygophyllaceae) factor nuclear 2020)

. (lignano fendlico)
eritroide (NRF2)

Mangifera indica Polifenol

) Efecto diurético o (Devi, 2011)
(Anacardiaceae) manguiferina

Mimosa pudica

(Sangma et al

Linn Efecto diurético -

2010)

(Fabaceae)

Taraxacum Potente diurético ) ) )

o ] o Flavonoides y (Racz-Kaotilla et
officinale/Dandelion similar a .
) ] compuestos fenolicos al., 1974)
(Asteraceas) furosemida
Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca.

Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato.
Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales



PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

Efectos protectores

Zingiber officinale mediados por la )
(Fathi et al.,

roscoe mejora de la -
2021)

(Zingiberaceae) expresion de NRF2
y TNF-a. .

Las investigaciones de plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de enfermedades
renales o uroldgicas demuestran su beneficio terapéutico debido a que pueden conferir

efectos renoprotectores (Khan et al., 2022).

Laboratorio de Ciencias Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca.

Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato.
Programa Multidisciplinario de Posgrado en Ciencias Ambientales



PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio etnobotanico

El estudio etnobotanico se realizd de enero a mayo de 2022 para registrar 10os usos
medicinales de S. tigrina en la regidn de la Huasteca Potosina, habitada por las etnias nahuatl,
tenek y pame, quienes han desarrollado formas de tratar enfermedades con los recursos
vegetales obtenidos del medio ambiente segln sus creencias, costumbres e ideologias. Se
visitaron los tianguis de Xilitla, Aquismon y Tamasopo, municipios de San Luis Potosi,
México, ubicados en la Sierra Madre oriental. Se aplicaron 22 entrevistas semiestructuradas
para obtener informacion sobre S. tigrina, como nombre comun, uso medicinal, parte
utilizada, método de obtencidn, preparacion, efectos secundarios o molestias y posibles
combinaciones con medicina alopatica. También se recogieron datos socioculturales, como
género, edad y ocupacion (ANEXO 1). Los datos se organizaron en frecuencias y porcentajes
de citas de conocimientos tradicionales. El nivel de uso significativo se estimé siguiendo la

metodologia TRAMIL propuesta por Germosén-Robineau (Boulogne et al., 2011).

3.2 Material vegetal

3.2.1 Recolectainsitu de S. tigrina

La recolecta de ejemplares de S. tigrina silvestre se llevd a cabo in situ en Barrio de Jolja,
Tampaxal, Agquismon, municipio perteneciente al estado de San Luis Potosi (Figura 4)
durante el mes de julio del 2021. En la Huasteca Potosina esta especie es conocida
comunmente como ‘“‘orquidea calavera” o ‘“calaverita”. Presenta habitos de crecimiento
litéfito y epifito, se encontrd posada sobre Sambucus nigra var. canadensis (L.) Bolli (sauco)
y sobre rocas sedimentarias calizas cubiertas de musgo, en el bosque de niebla de la sierra
alta de Aquismon en las coordenadas 21°31'44.8"N 99°03'27.8"W a una altitud de 819 (m s.
n. m.) metros sobre el nivel del mar. También se recolectd un ejemplar para su posterior
identificacion taxondmica en el Herbario Isidro Palacios del 11ZD de la UASLP (ANEXO 2).
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Figura 4. Sitio de colecta de los ejemplares de S. tigrina.

3.2.2 Resiembra de vitroplantas de S. tigrina
Se utilizaron vitroplantas de S. tigrina, conservadas en el cuarto de cultivo del laboratorio de
Ciencias Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca. En
condiciones de la campana de flujo laminar, las vitroplantas se extrajeron y se resembraron
en medios de cultivo con 4.43 g/L de medio semisolido Murashige y Skoog (MS) basal
suplementado con vitaminas, sacarosa al 3%, 3g/L de carbén activado (Karal S.A. de C.V,
Leon, México) y 8g/L de agar plant. Se realizaron cinco lotes de resiembra, cada lote
conformado por 25 frascos, en cada frasco se colocaron cuatro plantulas de S. tigrina (Figura
5).

El cuarto de cultivo se mantuvo con una intensidad luminica de 40 umol m? s
generados con ldamparas fluorescentes, de luz blanca, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h
oscuridad, a una temperatura de 25 + 2°C y una humedad relativa de 70%. Se evalu6 el

crecimiento, oxidacion y contaminacion de las vitroplantas cada semana durante cuatro
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meses de cultivo, se registro la longitud inicial y final de las plantulas, asi como el numero

de hojas y raices nuevas.
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Figura 5. Disefio experimental de la resiembra de vitroplantas de S. tigrina.

3.2.3 Germinacion in vitro de semillas de S. tigrina

Se recolectaron capsulas antes de la dehiscencia de S. tigrina. Las capsulas obtenidas, fueron
sometidas a un proceso de asepsia superficial con jabdn antibacterial al 30% por 20 min,
AgNO:s al 10% por 10 min, etanol al 70% por 2 min, y finalmente con hipoclorito de sodio
al 10% por 10 min. En condiciones de la campana de flujo laminar, las semillas fueron
extraidas y sembradas en medios de cultivo. Las semillas fueron cultivadas en %2 de medio
semisdlido Murashige y Skoog (MS) basal suplementado con vitaminas, sacarosa al 3%y 8
g/L de agar plant. Las unidades experimentales se mantuvieron en el cuarto de crecimiento
con una intensidad luminica de 40 mmol m s generados con ldmparas fluorescentes, de luz
blanca, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. La temperatura del cuarto de cultivo
es de 25 £ 2°C y una humedad relativa de 70%. Se evalud el porcentaje de respuesta y
contaminacion cada semana durante un mes de cultivo, y se registro la formacion de cuerpos

similares a protocormos (PLB) a los 30 y 45 d de cultivo.
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3.3 Obtencion de los extractos
El material vegetal de S. tigrina tanto los ejemplares silvestres como las vitroplantas se

sometieron a un proceso de secado, en la estufa de conveccion (marca Lindberg/Blue M
modelo MO1450A-1) a una temperatura de 40°C durante 24 h. El material vegetal seco se
pulverizé en el molino analitico (marca IKA modelo M20) hasta obtener particulas o mas
finas posible. Previamente las plantas silvestres se seccionaron en hoja y pseudobulbo,

mientras que las plantulas in vitro se utilizaron de forma completa.

Se realizaron extracciones acuosas mediante decoccion de acuerdo con la forma
tradicional de preparacion en comunidades de la Huasteca Potosina, se realizé un extracto de
pseudobulbo y otro de hoja en una relacion 20:80 peso/volumen (p/v), los cuales fueron
codificados con las iniciales PA y HA. También se realizaron extracciones etandlicas
mediante el método de extraccidn asistida por microondas (EAM). En el microondas (marca
Anton Paar modelo Multiwave PRO), las extracciones se realizaron en una relacion 20:80 p/v,
para hoja (HE), pseudobulbo (PE) y plantula in vitro (IE). Posteriormente, se realizé el filtrado
con papel filtro (marca Whatman) No. 2 para la eliminacién de la fibra y particulas grandes,
finalmente para la concentracion del extracto se realiz6 la eliminacion de los solventes con el

Rotavapor (marca Biichi modelo R-100) (Figura 6).

SILVESTRE IN VITRO
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Figura 6. Esquema de los procesos de extraccion para S. tigrina.
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El material solido resultante de la extraccion se coloco en la estufa de conveccion
(marca Lindberg/Blue M modelo MO1450A-1) a una temperatura de 40°C durante una hora
para la eliminacion total de humedad, posteriormente los extractos fueron pesados en una
balanza analitica Citizen® con una precision de 0.0001 g. Con los datos obtenidos se

obtuvieron los porcentajes de rendimiento, mediante la siguiente ecuacion.

%R =+ 100 (1)
Donde:
Wi= peso inicial de la planta pulverizada seca.
Wi = peso final después de obtener el extracto.

%R= Porcentaje de rendimiento.

3.4 Tamizaje fitoquimico cualitativo

Se realizo el tamizaje fitoquimico para los extractos HA, PA, HE, PE e IE, con la finalidad de
comparar la actividad biol6gica presente entre tipo de extraccion (acuoso y etanolico) y
6rgano de la planta (hoja y pseudobulbo), atribuida a compuestos bioactivos o metabolitos
secundarios, que incluyen; alcaloides, esteroles, insaturaciones, sesquiterpenlactonas,
flavonoides, flavonas, cumarinas, oxhidrilos fendlicos, glucésidos cardiacos y saponinas
(Figura 7). Se prepararon concentraciones al 5%, se pesaron 50 mg de cada uno de los
extractos HA, PA, HE, PE e IE y se agregaron 5 mL de agua destilada, para cada ensayo se
siguiod la siguiente metodologia. Los resultados fueron expresados como: (-) ausente, (+)

presentes, (++) moderados y (+++) abundantes.
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Prueba de NaOH: Ensayo de espuma

Figura 7. Determinaciones fitoquimicas cualitativas de los extractos de S. tigrina.

3.4.1 Determinacion de alcaloides

Para la determinacion de alcaloides los extractos secos de HA, PA, HE, PE e IE se hicieron
reaccionar con HCI al 1%, posteriormente se filtrd y se desechd el residuo. Esto con la
finalidad de que los alcaloides presentes en la planta en forma de sales de acidos organicos
pasen a formar clorhidratos del alcaloide.

Prueba de Mayer: En un tubo de ensayo se colocaron 200 uL del extracto y se le agregaron
tres gotas del reactivo de Mayer cuidadosamente por un lado del tubo de ensayo. Esta prueba
se basa en la capacidad gue tienen los alcaloides en estado de sal, en su forma de clorhidratos
(extractos acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados formando precipitados con
el reactivo de Mayer (Cloruro mercurico con yoduro de potasio). Un precipitado blanco-
cremoso, indico la prueba como positiva. Se utilizé agua destilada como control negativo y
como control positivo cafeina. La prueba se realizé por triplicado para cada uno de los

extractos (Moushome et al., 2016).
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Prueba de Wagner: Se tomaron 200 pL del extracto se adicionaron tres gotas del reactivo
de Wagner cuidadosamente por un lado del tubo de ensayo. Ante la presencia de la acidez de
los alcaloides se forma un precipitado marron-rojizo, indicando la prueba como positiva. Se
utiliz6 agua destilada como control negativo y como control positivo cafeina. La prueba se

realizo por triplicado para cada uno de los extractos (Moushome et al., 2016).

3.4.2 Determinacion de terpenos

Reaccion de Liebermann-Burchard: En un tubo de ensayo se disolvieron 200 pL del
extracto con 200 pL de cloroformo. De la solucién anterior, se tomaron 200 uL y se
mezclaron con 200 uL de anhidro acético y 200 pL de H2SO4 concentrado. Los cambios de
color indican la presencia de triterpenos y/o compuestos esteroidales, un anillo azul-verde
indica la presencia de terpenoides. Se utiliz agua destilada como control negativo y como
control positivo aceite de almendra. La prueba se realizé por triplicado para cada uno de los
extractos (Ashraf et al., 2022).

3.4.3 Determinacion de esteroles

Prueba de Salkowski: En un tubo de ensayo se agregaron 200 uL del extracto, 200 uL de
cloroformo y 200 pL de H2SO4 concentrado. Al detectar la presencia de colesterol y otros
esteroles se desarrolla un color amarillo o café rojizo, indicando la prueba como positiva. Se
utilizé agua destilada como control negativo y yuca como control positivo. La prueba se

realiz6 por triplicado para cada uno de los extractos (Ashraf et al., 2022).

3.4.4 Determinacién de sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet: Se prepararon dos soluciones, para la solucion A: se coloc6 5.0g de &cido
picrico en 50 mL de etanol para la solucién B: se agregaron 5 g de NaOH en 50 mL de agua,
las soluciones A y B se mezclaron en volimenes iguales antes de usarse. En un tubo de
ensayo se agregaron 200 pL del extracto y 4 gotas de la mezcla de soluciones anterior. Ante
la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico, en particular cumarinas la muestra

adquirié una coloracién naranja o rojo oscuro. Se utilizd agua destilada como control
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negativo y como control positivo apio. La prueba se realizo por triplicado para cada uno de

los extractos (Moushome et al., 2016).

3.4.5 Determinacion de cumarinas

Prueba de NaOH: Se colocaron 200 pL del extracto en un tubo de ensayo, se le agregaron
200 pL de solucion de NaOH al 10%. La prueba fue positiva al aparecer una coloracion
amarilla que desaparecid al acidular con 20 puL de HCI. Se utiliz6 agua destilada como control
negativo y como control positivo canela. La prueba se realizo por triplicado para cada uno

de los extractos (Alemu et al., 2024).

3.4.6 Determinacion de Flavonoides

Prueba de Shinoda: En un tubo de ensayo se colocaron 200 pL de extracto y limadura de
magnesio, posteriormente se afiadieron gotas de HCI concentrado por las paredes. La prueba
fue positiva con la aparicion de colores naranja, rojo, rosa, azul a violeta. Se utiliz6 agua
destilada como control negativo y como control positivo yuca. La prueba se realiz6 por

triplicado para cada uno de los extractos (Alemu et al., 2024).

3.4.7 Determinacion de flavonoles, flavonas, chalconas y quinonas

Prueba de H2SOa4: Se colocaron 200 uL del extracto en un tubo de ensayo, posteriormente
se agregaron 200 uL de &cido sulfdrico concentrado. La prueba fue positiva cuando se
observaron coloraciones amarillas para flavonas y flavonoles; naranja-guinda para flavonas;
rojo-azulosa para chalconas y rojo-purpura para quinonas. Se utilizé agua destilada como
control negativo y guayaba como control positivo. La prueba se realiz6 por triplicado para

cada uno de los extractos (Alemu et al., 2024)

3.4.8 Determinacion de oxhidrilos fenolicos

Prueba de FeCls: Se colocaron 200 pL del extracto en un tubo de ensayo y se le adicionaron
gotas de FeCls al 5%. La prueba fue positiva ante la presencia de compuestos fendlicos o
taninos, el ion cloruro del FeCls protona al fenol formando un fendxido con la consecuente
aparicion de un precipitado rojo, azul violeta o verde. La prueba se realiz6 por triplicado para

cada uno de los extractos (Alemu et al., 2024).
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3.4.9 Determinacion de insaturaciones

Prueba de Baeyer (KMnOa): Se agregaron 200 uL del extracto a un tubo de ensayo, se
afiadio gota a gota una solucion de KMnOs al 2%. La presencia de enlaces dobles o triples
indican una prueba fue positiva al observar decoloracion o formacion de un precipitado café,
resultado de la formacion de bidxido de manganeso (MnQO3). Se utilizé agua destilada como
control negativo y como control positivo aceite de oliva. La prueba se realizo por triplicado
para cada uno de los extractos (Sinha et al., 2023).

3.4.10 Determinacién de Saponinas

Ensayo de espuma: en un tubo de ensayo con 200 pL de extracto y 1 mL de agua destilada
agitar por 15 s, observar si se forma una espuma estable como la obtenida al agitar una
solucién acuosa de un jabon. Se mide altura 'y el tiempo que dura la espuma formada (minimo
un min). Esta es una prueba presuntiva de saponinas, ya que existen otras sustancias que
también pueden formar espuma. La prueba se realizd por triplicado para cada uno de los
extractos (Soltani et al., 2014).

3.4.11 Determinacion de glucosidos cardiacos

Test de Keller-Killiani: Se mezclaron 0.5 gr del extracto con 5 mL de agua destilada en un
tubo de ensayo. Posteriormente, se agregaron 2 mL de &cido acético glacial con unas gotas de
cloruro férrico, seguido por 1 mL de H2SO4. La formacion de un anillo café en la interface
indico un resultado positivo para glucdsidos cardiacos. La prueba se realizo por triplicado

para cada uno de los extractos (Amaringo Villa & Hormaza, 2011).

3.5 Ensayos para determinar capacidad antioxidante de los extractos de S. tigrina
3.5.1 Método ABTS (acido 2,2azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

El radical catibnico ABTS** se generd mediante la reaccién estequiométrica de la solucion
ABTS 7mM con el agente oxidante persulfato de potasio (K2S20sg) 2.45 mM. en una relacién
1:0.5, se dejo reaccionar en oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 h para asegurar
la formacion completa del radical. El radical ABTS*" se diluyo con etanol hasta obtener una
absorbancia inicial de 0.70 + 0.02 a una longitud de onda de 734 nm (Re, 1999).
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Para la medicion de las muestras se prepararon concentraciones conocidas en un rango de 2-
10 mg/mL de cada uno de los extractos (PE, PA, HE, HA y IE), de cada concentracion se
tomaron 20 pL y se agregaron 2 mL del radical ABTS** ajustado a 0.70 + 0.02 A°. La mezcla
se resguardo en oscuridad a temperatura ambiente durante 20 min, posteriormente se midio
la absorbancia a 734 nm. Se utiliz6 etanol como blanco. Todas las mediciones se hicieron
por triplicado. La decoloracion o disminucion en la absorbancia fue proporcional a la
capacidad antioxidante del extracto, ya que el antioxidante redujo el radical ABTS™" a su
forma neutra (Figura 8).

METODO ABTS

Acido 2,2’azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico

N4

Persulfato potasico

12 - 16 h de oscuridad

Etanol

Ajuste de ABTS +a 0.70 £ 0.02 a 734 nm

ABTS™ + Extracto -> ABTSH

Decoloracién y disminucién de la absorbancia

Lectura a 734 nm.

Figura 8. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS
en extractos de S. tigrina.
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3.5.2 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
El estudio complementario para la capacidad antioxidante de los extractos fue confirmado
por el ensayo de eliminacion de DPPH. El radical DPPH?® se prepard a una concentracion de
69 mg/L utilizando metanol como disolvente, la solucion se ajustd con metanol a una
absorbancia de 1.8 £ 0.02 a una longitud de onda de 520 nm (Brand-Williams et al., 1995).
Para cada extracto se prepararon concentraciones conocidas en un rango de 2-10
mg/mL. La actividad antioxidante fue determinada usando 400 pL del extracto y se agregaron
3 mL del radical DPPH* ajustado a 1.80 + 0.02 A°, se agité por 30 s y se resguardo en
oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min, finalmente se midié la absorbancia a 520

nm. Se utiliz6 etanol como blanco. Todas las mediciones se hicieron por triplicado (Figura
11).

METODO DPPH

2,2 difenil-1-picrilhidrazil

Metanol

Ajuste de DPPH ® a2 1.80 £ 0.02 a 520 nm

DPPH * + Extracto -> DPPH

Decoloracion y disminucion de la absorbancia

Lectura a 520 nm.

Figura 9. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH
en extractos de S. tigrina.
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3.5.3 Interpretacion de resultados ABTS y DPPH
La capacidad antioxidante del extracto se compar6 con la de la solucion estandar de acido
ascorbico, los resultados se expresaron como Concentracion Equivalente de Acido Ascorbico
(VCEAC pg/mL) (ANEXO 111 y V). Las absorbancias obtenidas de los extractos fueron
interpoladas en la curva de calibracion del acido ascorbico mediante regresion lineal,
utilizando la siguiente formula:
y=mx+b (@)

Donde:

e y= A°del radical mas el extracto

e x= Concentracion equivalente al &cido ascérbico (VCEAC pg/mL)

e b= ordenada al origen

e m= pendiente de la recta

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del radical ABTS** o DPPH ante la presencia

de cada uno de los extractos mediante la siguiente formula:

(A° inicial—-A° final)
(A° inicial)

% Inhibicién = x 100 (3)

Donde:

e A’iiciai: absorbancia del radical ajustado a la longitud de onda deseada.

e A%inai; absorbancia del radical mas el extracto.

Se obtuvo el % de inhibicion de las concentraciones conocidas (2-10 mg/mL) y
mediante una regresion lineal se calculd el valor de la concentracion inhibitoria 50 (Clsg)
expresada en mg/mL, que corresponde a la concentracion de la muestra requerida para
eliminar la radicalizacion al 50%, con la siguiente formula:

y=mx+b 4)
Donde:
e y=concentracion para eliminar la radicalizacion al 50%

e Xx=concentracion inhibitoria 50 (Clso mg/mL)
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e b=ordenada al origen

e m= pendiente de la recta

Y finalmente se calculd el porcentaje de actividad antioxidante relativa (%AAR) para
cada uno de los extractos comparada con la del acido ascérbico utilizando la Clso, mediante
la siguiente formula:

% AAR = =22 x 100 (5)

Donde:

e Clsom= concentracion inhibitoria 50 de la muestra.

e Clsgr= concentracién inhibitoria 50 del &cido ascérbico.

3.6 Ensayos para determinar el contenido de polifenoles totales y flavonoides de los
extractos de S. tigrina

3.6.1 Ensayo de Folin-Ciocalteu para Contenido Fenolico Total (CFT)

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una combinacion de molibdato y tungstato sodico el cual

reacciona con cualquier tipo de fenol. El reactivo Folin-Ciocalteou se prepard al 10% vy la

solucion de carbonato de calcio (CaCOg) al 2%.

Para la cuantificacion del CFT se prepar6é una concentracién de 50 mg/mL de cada
uno de los extractos. De la concentracion conocida se tomaron 90 pL por extracto y se le
agregaron 180 pL de la solucion de Folin.Ciocalteu al 10% y 1 mL de la solucién de CaCOs3
al 2%, la mezcla se incubd a 40 °C durante 1 h, finalmente se tomd la absorbancia a una
longitud de onda de 765 nm. EIl blanco se preparé colocando 180 pL de Folin-Ciocalteu al
10% y 90 pL de agua destilada. Todas las mediciones se realizaron por triplicado para cada

uno de los extractos (Figura 10) (Lugato et al., 2014).
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CONTENIDO FENOLICO TOTAL (CFT)

Extracto de S. tigrina

N

Folin-Ciocalteu al 10%

N

Carbonato de calcio (CaCO;) al 2%

N

Incubacién 1 ha40cC®

Lectura a 765 nm.

Figura 10. Proceso de cuantificacion del CFT en extractos de S. tigrina.

El CFT se compard con la solucion estandar de acido galico (ANEXO V). Los

resultados fueron expresados como Concentracion Equivalente de Acido Galico (EAG

png/mL). Las absorbancias obtenidas de los extractos fueron interpoladas en la curva de

calibracién del acido galico mediante regresion lineal, utilizando la siguiente formula:

y=mx+b»b
Donde:
e y= A°del radical méas el extracto
e x= Concentracion equivalente al cido galico (EAG pg/mL)
e b= ordenada al origen

¢ m= pendiente de la recta
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3.6.2 Ensayo de tricloruro de aluminio (AICIs) para flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides se prepard una solucién de tricloruro de aluminio
(AICI5) al 10 %, una solucidn de nitrito de sodio (NaNO2) al 5% y una solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) 1M.

Se prepar6 una concentracion de 50 mg/mL para cada extracto, de la concentracion
ya conocida se tomaron 500 pL del extracto y se le adicionaron 75 pL de NaNO- al 5%,
después de 6 min se agregaron 150 pL de AlClz al 10%, se dejo reposar durante cinco miny
se adicionaron 500 pL de NaOH 1M. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de
510 nm al tiempo cero y a los 30 min. Todas las lecturas se realizaron por triplicado para
cada uno de los extractos (Figura 11) (Martinez-Véasquez, 2007).

CONTENIDO DE FLAVONOIDES

Extracto de S. tigrina

4

NaNO, al 5%,

%

Reposo 6 minutos

Alcl, al 10%

%

Reposo 5 minutos

NaOH 1M

N

Lectura a 510 nm.

Figura 11. Proceso de cuantificacion de flavonoides en extractos de S. tigrina.

El contenido de flavonoides presente en los extractos se compar6 con la solucién
estandar de catequina (ANEXO VI). Los resultados fueron expresados como Concentracion
Equivalente de Catequina (CAT pg/mL). Las absorbancias obtenidas de los extractos fueron
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interpoladas en la curva de calibracion de catequina mediante regresion lineal, utilizando la

siguiente formula:
y=mx+b (7)
Donde:

e y= A°del radical més el extracto
e x= Concentracion equivalente a catequina (CAT pg/mL)
e b= ordenada al origen

e m= pendiente de la recta

3.7 Biomodelo de experimentacion para las pruebas farmacoldgicas: actividad
ansiolitica, locomotora, hipnética, sedante y efecto diurético de S. tigrina

Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones de acuerdo con lo estipulado en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA, 2001). Se trabajé con ratones
Balb/c de seis semanas de edad, con un peso de 25 a 30 g, procedentes del bioterio de la
Divisién de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato campus Noria
Alta. Los cuales se alojaron en jaulas acrilicas (29 x 17 x 15 cm de altura), tenian libre acceso
al alimento y agua, se mantuvieron a 23 + 2 °C, 55 + 5% de humedad, con ciclos de luz y
oscuridad de 12 h:12 h. El protocolo de este estudio fue revisado y aprobado por el comité

de ética para la investigacion de la Universidad de Guanajuato (CIBIUG-P48-2022).

3.8 Evaluacion de toxicidad aguda DLso
La toxicidad aguda de HE y PE se estimd segun el protocolo de la OCDE, Test No. 425:
Acute Oral Toxicity, los ratones fueron observados diariamente durante 14 d para registrar la

mortalidad, los cambios de comportamiento y otros signos toxicos (OECD, 2022).

3.9 Ensayos neurofarmacologicos para determinar la actividad ansiolitica,
locomotora, hipnética y sedante en extractos de S. tigrina

Los extractos de S. tigrina que obtuvieron una mayor actividad bioldgica en las pruebas antes

mencionadas, son: PE y HE, los cuales se resuspendieron en solucién salina

(sodio=154mmol/L, cloro=154 mmol/L) a concentraciones de 10, 50 y 100 mg/kg para las

evaluaciones farmacoldgicas.
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Para los ensayos neurofarmacoldgicos se formaron ocho grupos experimentales por
ensayo, cada grupo experimental estuvo formado por ocho ratones Balb/c. Todos los
tratamientos se administraron por via oral. El grupo vehiculo recibié 100 pL de solucion
salina (sodio=154 mmol/L, cloruro =154 mmol/L), los grupos experimentales recibieron 10,
50 y 100 mg/kg de extractos de S. tigrina (PE y HE), el clonazepam (CNZ) a 1,5 mg/kg se
administrd al grupo control positivo en las pruebas de ansiolitico, locomotor, hipndtico y
actividad sedante. Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA).
Después de 60 min de cada administracion de tratamiento, se realizd cada prueba de

comportamiento (Figura 12).

MODELO EXPERIMENTAL TRATAMIENTOS PRUEBAS NEUROFARMACOLOGICAS
/ . Solucién salina \
10mli/kg
Clonazepam ACTIVIDAD DE TIPO ANSIOLITICA
1.5mg/kg > Ensayo cilindro exploratorio

PE —> Prueba caja de hoyos

10 mg/kg
—_—

PE

50mg/kg ACTIVIDAD Y COORDINACIGON MOTORA
PE —  Prueba de Rotarod

100 mg/kg

Ocho grupos experimentales
n=8 B HE
10 mg/kg
ACTIVIDAD HIPNOTICA Y SEDANTE

HE —> Prueba de suefio inducida por

50 mg/kg

pentobarbital

HE

\ ; 100 mg/kg /

Figura 12. Modelo experimental para los ensayos neurofarmacoldgicos.

Para estos experimentos se utilizaron jaulas acrilicas experimentales (29 x 17 x 15
cm de altura), cilindro acrilico (45 cm de altura, 20 cm de diametro, con una pared de 3 mm),
rotarod (Panlab) y una caja de madera con 16 orificios de dos cm de didametro (50 x 50 cm a

20 cm de altura).
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3.9.1 Actividad de tipo ansiolitica

3.9.1.1. Ensayo de cilindro exploratorio
Los ratones se colocaron individualmente en un cilindro acrilico (45 cm de altura, 20 cm de
diametro, con una pared de 3 mm) con papel filtro e iluminacion constante. Se registré el
namero de levantamientos del ratdn sobre sus patas traseras cerca de la periferia o0 apoyados
sobre la pared del cilindro, las observaciones se realizaron durante 5 min.

Los resultados se expresaron en frecuencias de levantamientos y se obtuvieron
estadisticas basicas descriptivas, media y error estandar de la media (Media £ EEM). Una
disminucion del nimero de levantamientos y un aumento del tiempo en el area central del
cilindro sugieren un menor estado de ansiedad, debido a que el area central es considerada
mas amenazante que la periferia.

Para obtener la dosis efectiva 50 (DEso) los resultados se expresaron como actividad
de tipo ansiolitico (%), la cual se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Actividad de tipo ansiolitico (%) = (RC—_CRt)x

100 (8)
Donde:
Rc = Media de levantamientos en ratones del grupo de vehiculo

Rt = Media de levantamientos en ratones tratados con diferentes dosis del extracto.

La actividad de tipo ansiolitico (%) se representd en el eje y, mientras que la dosis
logaritmica (10, 50 y 100 mg/kg) se represento en el eje x. Las curvas de dosis-respuesta se
ajustaron mediante andlisis de regresion lineal para obtener la dosis efectiva 50 (DEso).

3.9.1.2. Prueba de caja de hoyos
Los ratones se colocaron de manera individual en la caja de madera con 16 orificios de dos
cm de diametro (50 x 50 cm a 20 cm de altura), después de haber transcurrido 60 min desde
la administracién via oral de los tratamientos de S. tigrina. Se registro el nimero de veces
que el ratén introduce la cabeza en los agujeros hasta por 1o menos el nivel de las orejas, las

observaciones se realizaron en un lapso de cinco min.
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Los resultados se expresaron en frecuencias de exploraciones en los orificios y se
obtuvieron estadisticas basicas descriptivas, como: media y error estandar de la media (Media
+ EEM). El aumento en el numero de exploraciones en los orificios sugiere un menor estado

de ansiedad.

Para obtener la dosis efectiva 50 (DEso) los resultados se expresaron como actividad

de tipo ansiolitico (%), la cual se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(Rc—Rt)
Rc

Actividad de tipo ansiolitico (%) = x 100 9)

Donde:
Rc = Media de las exploraciones en los orificios de los ratones del grupo de vehiculo.
Rt = Media de las exploraciones en los orificios de los ratones tratados con diferentes dosis
del extracto.

La actividad de tipo ansiolitico (%) se representd en el eje y, mientras que en el eje x
se representd la dosis logaritmica (10, 50 y 100 mg/kg). Las curvas de dosis-respuesta se

ajustaron mediante andlisis de regresion lineal para obtener la dosis efectiva 50 (DEso).

3.9.1.3. Mecanismo de accion de la actividad ansiolitica
En la prueba de antagonismo se utilizaron tres grupos de ratones, cada grupo integrado por
ocho ratones. Se les administraron farmacos inhibidores de la actividad de tipo ansiolitica,
via intraperitoneal, al grupo uno se les administr6 100 puL de Flumazenil 1mg/kg, al grupo
dos 100 pL de Prazosina 0.5 mg/kg y al tercer grupo 100 pL de Ketanserina 1 mg/kg.
Transcurridos 15 min se les administré a los tres grupos 100 pL del extracto HE de S. tigrina
100 mg/kg, 45 min después se colocaron en la caja de hoyos. Se registr6 el nimero de veces
que el raton introduce la cabeza en los orificios hasta por lo menos el nivel de las orejas las

observaciones se realizaron por un lapso de cinco min (Figura 13).
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MODELO EXPERIMENTAL TRATAMIENTOS MECANISMO DE ACCION
/ Flumazenil \
1mg/kg
B — Prazosina —  ACTIVIDAD DE TIPO ANSIOLITICA
0.5 mg/kg
Prueba caja de hoyos
Ketanserina
1mg/kg
n=8 K /
Tres grupos experimentales Farmacos inhibidores Prueba de antagonismo

Figura 13. Mecanismo de accion de la actividad ansiolitica.

Los resultados se expresaron en frecuencias de exploraciones en los orificios y se
graficaron estadisticas basicas descriptivas: media y error estdndar de la media (media £
EEM) las cuales se compararon con los resultados del grupo vehiculo y el grupo de ratones

que obtuvo una mayor actividad ansiolitica con el extracto de 100 mg/kg de HE.

3.9.2 Actividad y coordinacion motora

3.9.14. Prueba de Rotarod/varilla giratoria
Se realiz6 un entrenamiento previo durante tres dias en el cual se midio el tiempo que duraban
los ratones en el rotarod. Para el ensayo se seleccionaron ratones capaces de caminar sobre la
varilla giratoria a 4 rpm durante 4 min. Los ratones se evaluaron individualmente en funcion
del tiempo que pasaron en la varilla giratoria a los 60 y 120 min después del tratamiento.

Los resultados se expresaron en estadisticas basicas descriptivas, media y error
estandar de la media (Media + EEM) del tiempo que pasaron sobre el rotarod/varilla giratoria
a 4 rpm. Una disminucién del tiempo en el rotarod sugiere la perdida de la actividad y

coordinaciéon motora.

3.9.3 Actividad hipnotica y sedante
3.9.1.5. Prueba de suefio inducida por pentobarbital

Después de la administracion de los tratamientos, todos los grupos de ratones recibieron 40
mg/kg de pentobarbital via intraperitoneal. Después de la administracion de pentobarbital,
los ratones se colocaron individualmente en jaulas acrilicas. El inicio del suefio se tom6 como

el intervalo desde la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital hasta la pérdida del reflejo de
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enderezamiento (cuando un raton pueda colocarse sobre su espalda), mientras que la duracion
del suefio se tomo6 como el intervalo desde la pérdida del reflejo de enderezamiento hasta que
recuperd el reflejo del enderezamiento.

Los resultados del tiempo de latencia y de la duracién del suefio, se expresaron con
estadisticas basicas descriptivas, media y error estandar de la media (Media £ EEM). Cuando
el ansiolitico acorta el periodo de latencia sugiere actividad hipnotica, mientras que si se

prolonga la duracion del suefio sugiere actividad sedante.

3.10 Ensayo para medir el efecto diurético de los extractos obtenidos de S. tigrina
Para el ensayo de efecto diurético se formaron ocho grupos experimentales por ensayo, cada
grupo experimental estuvo formado por ocho ratones Balb/c. Los animales se mantuvieron
sin comida y sin agua en las 18 h previas al inicio del experimento y durante las seis h de
recoleccion de la orina. Todos los tratamientos se administraron por via oral. El grupo
vehiculo recibié 100 pL de soluciédn salina (sodio=154 mmol/L, cloruro =154 mmol/L), los
grupos experimentales recibieron 10, 50 y 100 mg/kg de extractos de S. tigrina (PE y HE)
resuspendidos en solucion salina (sodio=154mmol/L, cloro=154 mmol/L), y el grupo control
positivo 10 mg/kg de furosemida (FUR). Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Después de 45 min de la administracion de los tratamientos, se les
administro via oral un volumen de 10 mL/kg del peso corporal del animal de solucién salina
(sodio=154mmol/L, cloro=154 mmol/L) y se colocaron en la jaula metabdlica de manera
individual (Figura 14).
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MODELO EXPERIMENTAL TRATAMIENTOS PRUEBAS FARMACOLOGICAS
/ . Solucién salina \
10ml/kg
Furosemida ACTIVIDAD DIURETICA
10 mg/kg — Ensayo de efecto diurético
PE
10 mg/kg
—_—
PE
50 mg/ke DETERMINACION DE pH
PE pH
100 mg/kg
Ocho grupos experimentales
n=8 . HE
10 mg/kg
ELECTROLITOS URINARIOS
HE Na* y K+
50 mg/kg
HE

\ : 100 mg/kg /

Figura 14. Modelo experimental para la evaluacion del efecto diurético.

La orina se recolect6 durante seis h en jaulas metabdlicas a una temperatura ambiente
de 23 £ 2 °C, la orina excretada se midi6 a las 6 h después de la administracion. Se midieron
los valores de pH, y las concentraciones de electrolitos urinarios (Na* y K*) con la técnica de
ion selectivo.

Para este ensayo se utilizaron jaulas metabdlicas (15 x 15 x 15 cm. Altura total: 30
cm), micropipetas DLAB® 10-100 pL y 100-1000 uL, microtubos de 1.5 mL. (Eppendorf
Quality™) y analizador de electrolitos (modelo Nova 10, marca Biomedical).

3.10.1 Mecanismo de accién para el efecto diurético

Para determinar el mecanismo de accion se utilizaron dos grupos, cada grupo integrado por
ocho ratones. La administracion de los farmacos inhibidores se realizé via intraperitoneal. A
un grupo se les administraron 100 pL del farmaco L-NAME (inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa), mientras que al segundo grupo se les administraron 100 pL del farmaco
Indometacina (inhibidor de prostaglandinas), transcurridos 15 min se les administro via oral

100 pL del extracto EH en una dosis de 100 mg/kg. Posteriormente, pasados 45 min se les
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administro via oral 10 mL/kg de solucion salina (sodio=154mmol/L, cloro=154 mmol/L). La
orina se recolectd en una jaula metabdlica, y la produccién acumulada de orina se midio a las
6 h después de la administracion. Los resultados fueron expresados con estadisticas bésicas

descriptivas, media y error estandar de la media (Media + EEM) (Figura 15).

MODELO EXPERIMENTAL TRATAMIENTOS MECANISMO DE ACCION
L-NAME
60 mg/kg
_— —>  ACTIVIDAD DE TIPO DIURETICA

Indometacina Ensayo de efecto diurético

5mg/kg
n=8 \ /
Dos grupos experimentales Farmacos inhibidores Prueba de antagonismo

Figura 15. Mecanismo de accion del efecto diurético.

3.9 Anélisis estadistico
Los datos obtenidos sobre la evaluacion de la capacidad antioxidante, la actividad ansiolitica
y el efecto diurético fueron analizados mediante una prueba de normalidad (Test de Shapiro—
Wilk) para conocer el comportamiento de los datos. Posteriormente se realizaron bases de
datos con estadisticos basicos descriptivos (media, desviacion y error estandar de la media).

Los resultados de los ensayos de capacidad antioxidante: ABTS y DPPH, el contenido
total de polifenoles, contenido de flavonoides y efecto diurético, fueron analizados por una
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey, para un nivel de confianza del 95%
(p<0.05), para conocer las diferencias significativas entre tratamientos. Mientras que los
resultados de los ensayos neurofarmacologicos: actividad tipo ansiolitica, locomotora,
hipnotica y sedante se analizaron por una ANOVA de una via con una prueba post hoc de
Dunnett, para un nivel de confianza del 95% (p<0.05), para conocer las diferencias
significativas entre el grupo vehiculo y los tratamientos.

Los analisis estadisticos y graficos realizados en el presente trabajo fueron elaborados

en el programa estadistico GraphPad Prism version 8.0.2 (2019).
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IV. RESULTADOS

S. tigrina es una orquidea reconocida por su valor ornamental, sin embargo, su potencial en
la medicina tradicional ha despertado un creciente interés debido a su uso ancestral en el
tratamiento de diversos trastornos, incluidos los relacionados con la salud mental y renal. En
este contexto, el presente estudio se centr6 en investigar las propiedades medicinales tanto
de vitroplantas como de plantas silvestres de S. tigrina, con el objetivo de comparar su
potencial terapéutico, y evaluar el impacto del cultivo in vitro en la actividad medicinal de
esta especie. Los resultados obtenidos ofrecen una perspectiva Unica sobre la efectividad y
la consistencia de las propiedades ansioliticas y diuréticas de esta orquidea, proporcionando
asi informacion interesante para la aplicacion clinica y el desarrollo futuro de terapias. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos, destacando las similitudes y diferencias
entre las vitroplantas y las plantas silvestres, asi como las implicaciones de estos resultados

para la medicina tradicional y la investigacion farmacéutica.

4.1 Estudio etnobotanico

Se visitaron los tianguis de los municipios de Xilitla, Aquismén y Tamasopo, pertenecientes
a la region de la Huasteca Potosina. Xilitla esta habitada principalmente por la etnia nahuatl,
mientras que los municipios de Aquismén y Tamasopo estan habitados por los grupos tenek
y pames, respectivamente. Estos grupos étnicos viven en comunidades con un alto grado de
marginacion, dificil acceso y pocos o ningun servicio de salud publica. Los fines de semana
los habitantes acuden a las cabeceras municipales a vender sus productos, entre ellos S.
tigrina. La orquidea se vende por su uso medicinal en trastornos mentales y trastornos
uroldgicos. En la entrevista participaron un total de 22 personas, el 72% de los informantes
correspondio al género femenino y el 28% al género masculino, con una edad promedio de
37,9 afos para las mujeres y 49,6 afios para los hombres. La principal ocupacion de mujeres
y hombres fue el comercio y la agricultura, respectivamente. Todos los participantes tenian

un nivel bésico de educacion.
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Del total de personas entrevistadas, el 31,81% utiliza S. tigrina como planta medicinal
y el 68,18% como planta ornamental. Con un indice de nivel de uso significativo, TRAMIL

= 32%, valor que puede considerarse significativo para la aceptacién cultural (Figura 16).
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Figura 16. Estudio etnoboténico sobre el uso de S. tigrina como planta medicinal.

Los usos medicinales o fines magico-religiosos mencionados fueron los siguientes:
tranquilizante/nerviosismo  (57,14%), mal de ojo (28,57%) y enfermedades
renales/uroldgicas (14,29%). Hojas (71,43%), pseudobulbo (14,29%) y planta completa
(14,29%) fueron los 6rganos vegetales utilizados en el preparado medicinal de S. tigrina.

De acuerdo con el estudio etnobotanico, las hojas de S. tigrina se utilizan como
tranquilizante para crisis nerviosas y/o ansiedad, mientras que el pseudobulbo de esta
orquidea se utiliza para enfermedades relacionadas con los rifiones. La prueba X% mostro
diferencias significativas entre los 6rganos de S. tigrina utilizados por el municipio, X2 =
23.818, gl =3y p <0.001 (Figura 17).
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Figura 17. Estudio etnoboténico: usos o fines magico-religiosos de S. tigrina por
municipio.

La especie se obtiene en un 71.43% mediante recoleccion y un 28,57% mediante
cultivo de traspatio. Los informantes mencionaron que la forma de preparacion de la orquidea
es mediante decoccion y su forma de administracion es via oral.

Por ello, para el presente estudio se realizaron extractos de los dos drganos
mencionados (pseudobulbo y hoja) de la orquidea S. tigrina. También se tomo en cuenta la
forma de preparacion utilizada y se realizaron extracciones mediante decoccion tanto para
hoja como para pseudobulbo, asi también para una mayor evaluacion farmacologica se

realiz6 la extraccion asistida por microondas (EAM).

4,1.1 Recolecta in situ de S. tigrina silvestre

La colecta se realiz6 en Barrio de Jolja, Tampaxal, Aquismon, perteneciente al estado de San
Luis Potosi, México; en las coordenadas 21°31'44.8"N 99°03'27.8"W, a una altitud de 818
msnm el 18 de septiembre del 2020. Los ejemplares se encontraron posados sobre Sambucus
canadiensis y sobre rocas sedimentarias calizas cubiertas de musgo (Figura 18). Se
recolectaron cinco ejemplares, uno de ellos fue depositado en el herbario Isidro Palacios del
Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas con numero de registro: 62290.
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Figura 18. Stanhopea tigrina in situ.

4.1.2 Resiembra de vitroplantas de S. tigrina

Los lotes de resiembras de vitroplantas de S. tigrina obtuvieron un promedio de crecimiento
de 3.32 £ 0.40 cm en el transcurso de 20 semanas (Figura 19).
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Figura 19. Crecimiento de las resiembras de vitroplantas de S. tigrina.
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El promedio inicial de hojas por frasco fue de 6.8 = 1.78, mientras que la media del
namero de hojas nuevas fue de 3.6 + 1.51 por frasco, obteniendo como resultado una media
de hojas final de 8.4 + 2.50 por frasco (Tabla 5).

Tabla 5. Resiembra de vitroplantas de S. tigrina por lote.

Resiembras Crecimiento Numero de hojas por frasco NuUmero de raices por

frasco
Medio MS,
sacarosa, —_ .
. § £ - 8 o _ — 8 _
carbon N S < S © < < S <
activado y :E; § E ->9< > '-% E g '-E'-
= T - o < - o
agar -
Lote 1 6.8 10.4 5 3 2 4 5 2 3
Lote 2 5.9 8.6 5 0 4 9 7 0 8
Lote 3 10.1 6.5 7 2 5 10 3 0 3
Lote 4 4 7.6 9 2 2 9 5 3 2
Lote 5 3.8 6.9 8 3 5 10 6 3 3

Por otra parte, se presentd contaminacion de levaduras y hongos en el lote 1 de las
vitroplantas de S. tigrina, mientras que en el lote 3 la contaminacién solamente fue causada
por hongos, y los lotes 2, 4 y 5 no presentaron contaminacion. Se observo oxidacién de hojas
y raices en los lotes 1, 3, 4 y 5, mientras que en el lote 2 no se observé oxidacion de hojas o
raices (Tabla 6).

Tabla 6. Contaminacidn en las resiembras de vitroplantas de S. tigrina.

Resiembras Contaminacion Oxidacion
0% Levaduras Bacterias Hongos 0% + ++ +++
Lote 1 - X - X - - X -
Lote 2 X - - - X - - -
Lote 3 - - - X X - - -
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Lote 4 X - -

Lote 5 X - -

4.2 Tamizaje fitoquimico cualitativo

Se encontrd la presencia de alcaloides, sesquiterpenlactonas, flavonoides, cumarinas,

oxhidrilos fendlicos y glucosidos cardiacos en los extractos PE, PA, HE, HA y IE. Los

extractos PE, HE y HA presentaron una mayor intensidad de coloracién en flavonoides y los

extractos PE, HE, HA e IE una mayor precipitacion en oxhidrilos fenélicos (Tabla 7).

Tabla 7. Perfil fitoquimico cualitativo de los extractos etanélico y acuoso de S. tigrina.

Prueba fitoquimica cualitativa Control + PE PA HE HA IE
Alcaloides — Prueba de Mayer Cafeina + o+ 4+ + -
Alcaloides — Prueba de Wagner Cafeina + o+ 4+ + +
Terpenos — Reaccién Lieberman-Burchard Aceite de almendra - - - - -
Insaturaciones — KMnO4 2% Aceite de oliva - - - - -
Sesquiterpenlactonas Apio + + + + +
Flavonoides — flavonas Guayaba ++ o+ ++  ++ o+
Flavonoides - prueba de Shinoda Guayaba + + + + +
Esteroles - Prueba de Salkowski Yuca - - - - -
Cumarinas — Prueba de NaOH Canela + + + + +
Oxhidrilos fenélicos Precipitado rojoazul ++ + +++ ++ 4+
Glucosidos cardiacos — Prueba Keller Killiani ~ Anillo violetay café +  +  + + 4+

Saponinas — Indice de espuma

Espuma - -
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4.3 Ensayos para determinar capacidad antioxidante de los extractos de S. tigrina
4.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro por ABTS

Por el método ABTS el extracto HE present6 la actividad antioxidante més alta con una
concentracion equivalente a 200.73 + 0.59 mg de Acido Ascérbico (AA) por cada 100 g de
S. tigrina (p < 0.05), con un valor de Concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de 3.53 mg/mL para
ABTS (Tabla 8). Seguido del extracto PE con una concentracion equivalente a 161.55 + 1.76
mg de Acido Ascorbico (AA) por cada 100 g de S. tigrina (p < 0.05), y una Clso de 4.57
mg/mL en ABTS. Todos los extractos presentan diferencias significativas de acuerdo con la

prueba de comparacion mdaltiple de Tukey (Figura 20).
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Figura 20. Capacidad antioxidante in vitro ABTS en extractos de S. tigrina.
Media = SD, ANOVA con test post hoc de Tukey. PE: Pseudobulbo Etanodlico, PA:
Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA: Hoja acuoso e IE: In vitro etandlico. p <

0.05 comparacion maltiple.

Los extractos que mostraron la mejor actividad antioxidante relativa (%AAR)
mediante ABTS fueron HE y PE, con valores de 2.94 % y 3.81 %, respectivamente;

comprobando que estos extractos exhiben una mayor actividad bioldgica (Tabla 8).
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Tabla 8. Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) y porcentaje de Actividad Antioxidante
Relativa (%AAR) mediante ABTS de los extractos de S. tigrina.

Extracto Clso mg/mL % AAR
PE 4.57 3.81
PA 18.12 15.08
HE 3.53 2.94
HA 6.53 5.44
IE 6.53 23.11
AA 0.12 ---

PE: Pseudobulbo Etandlico, PA: Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA: Hoja
acuoso, IE: In vitro etandlico y AA: acido ascorbico.

4.3.2 Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro por DPPH

En la prueba confirmatoria de actividad antioxidante DPPH, el extracto HE presenté la

actividad antioxidante mas alta con una concentracion equivalente a 113.49 + 0.17 mg de
Acido Ascorbico (AA) por cada 100 g de S. tigrina (p < 0.05), con un valor de Clso de 0.39
mg/mL en DPPH (Tabla 9). El extracto PE mostrd una concentracion equivalente a 110.12 +
0.90 mg de Acido Ascdrbico (AA) por cada 100 g de S. tigrina (p < 0.05), y una Clso de 3.04
mg/mL en ABTS. Todos los extractos presentan diferencias significativas de acuerdo con la

prueba de comparacion mdaltiple de Tukey (Figura 21).
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Figura 21. Capacidad antioxidante in vitro DPPH en extractos de S. tigrina.
Media = SD, ANOVA con test post hoc de Tukey. PE: Pseudobulbo Etanodlico, PA:
Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA: Hoja acuoso e IE: In vitro etandlico. p <
0.05 comparacion multiple.

Los extractos que mostraron la mejor actividad antioxidante relativa (%AAR) fueron
HE y PE, con valores de 0.66 % y 5.09 %, respectivamente; comprobando que estos extractos

exhiben una mayor capacidad de captar los radicales libres (Tabla 9).

Tabla 9. Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) y porcentaje de Actividad Antioxidante
Relativa (%AAR) mediante DPPH de los extractos de S. tigrina.

Extracto CI150 mg/mL % AAR
PE 3.04 5.09
PA 16.98 28.36
HE 0.39 0.66
HA 7.54 12.60
IE 21.35 35.67
AA 0.59 -

PE: Pseudobulbo Etanolico, PA: Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA: Hoja
acuoso, IE: In vitro etandlico y AA: &cido ascorbico.
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4.4 Ensayos para determinar el contenido de polifenoles totales y flavonoides de los
extractos de S. tigrina

4.4.1 Cuantificacién del Contenido Fendlico Total (CFT)
El extracto HE mostr6 un mayor contenido de polifenoles totales con una

concentracion equivalente de 23.17 + 0.02 mg de acido galico (GA) por cada 100 g de S.
tigrina, seguido del extracto PE que mostro 17.45 + 0.03 mg equivalentes al GA por cada
100 g de S. tigrina. Todos los extractos mostraron diferencias significativas (p<0.05) (Figura
22).
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Figura 22. Contenido de polifenoles totales en extractos de S. tigrina.
Media + SD, ANOVA con prueba post hoc de Tukey p < 0.05 comparacion multiple.
PE: Pseudobulbo Etandlico, PA: Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA:
Hoja acuoso e IE: In vitro etandlico.

4.4.2 Cuantificacion de flavonoides totales
El extracto HE mostré un alto contenido de flavonoides con una concentracion

equivalente a 391.54 £ 0.53 mg de catequina (CAT) por cada 100 g de S. tigrina, seguido del
extracto IE con 215.49 + 0.42 mg de CAT por cada 100 g de S. tigrina. PA mostro la actividad
antioxidante mas baja con 60.17 + 0.19 mg de CAT por cada 100 g de S. tigrina. Todos los
extractos mostraron diferencias significativas en la comparacion multiple (p<0.05) (Figura
23).
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Figura 23. Contenido de flavonoides en extractos de S. tigrina.
Media + SD, ANOVA con prueba post hoc de Tukey p < 0.05 comparacion multiple.
PE: Pseudobulbo Etandlico, PA: Pseudobulbo Acuoso, HE: Hoja Etandlico, HA:
Hoja acuoso e IE: In vitro etandlico.

4.4.3 Correlacion entre actividad antioxidante con polifenoles y flavonoides
Se realiz6 una prueba de Pearson para conocer las correlaciones entre la actividad

antioxidante total (ABTS y DPPH) con el contenido de polifenoles totales y flavonoides. Se
observd una correlacion positiva entre la actividad antioxidante total y el contenido de
polifenoles y flavonoides, con un valor de r? = 0.94 entre ABTS vy polifenoles (Figura 24),
una r?> = 0.66 entre ABTS vy flavonoides (Figura 25), r> = 0.91 entre DPPH y polifenoles
(Figura 26) y r? = 0.63 entre DPPH y flavonoides (Figura 27). Indicando que a mayor
concentracion de compuestos fendlicos y contenido de flavonoides se presenta una mayor

actividad bioldgica.
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Figura 24. Correlacion de Pearson entre ABTS y CFT.

Scatterplot: ABTS
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Figura 25. Correlacion de Pearson entre ABTS y flavonoides.
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Scatterplot: DPPH  vs. Polifenoles (Casewise MD deletion)
Polifenoles = 8.3684 + 10499 * DPPH
Correlation: r = 91329
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Figura 26. Correlacion de Pearson entre DPPH) y CFT.
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Figura 27. Correlacion de Pearson entre DPPH y flavonoides.

Los extractos PE y HE mostraron una mayor actividad bioldgica en el tamizaje

fitoquimico, en las pruebas de actividad antioxidante total (ABTS y DPPH), en el CFT y el

contenido de flavonoides. Por lo tanto, PE y HE fueron los extractos utilizados en las pruebas

farmacoldgicas.
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4.5 Evaluacion de toxicidad aguda DLso

La toxicidad aguda revel6 que ambos extractos presentaron valores de DLso superiores a 2000
mg/kg v.0.; no se apreciaron signos visibles de toxicidad en los ratones y no se observaron
signos visibles de toxicidad en el higado, los pulmones, el corazén, los intestinos y la vejiga.

4.6 Actividad ansiolitica, locomotora, hipnoética y sedante de los extractos de S. tigrina
4.6.1 Ensayo de cilindro exploratorio

Los tratamientos PE y HE mostraron diferencias significativas con el vehiculo (p<0,05). Se

observa una reduccién en el numero de levantamientos, con un efecto dosis-dependiente de

tipo ansiolitico, en HE 36.79, 54.95 y 60.92% y en PE 30.7, 35.7 y 46.8%, respectivamente.

Esto indica que los tratamientos tienen efectos ansioliticos similares a los del CNZ (1.5

mg/kg). EI CNZ reduce el nimero de elevaciones en el cilindro exploratorio, lo que indica

un menor estado de ansiedad (Figura 28).
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Figura 28. Cilindro exploratorio con los tratamientos de S. tigrina.
Media = EEM, ANOVA con prueba Post hoc de Dunnet. PE: Pseudobulbo Etandlico,
HE: Etandlico de Hoja, CNZ: Clonazepam y Vehiculo: solucién salina. **p < 0.05
comparacion con el grupo vehiculo.
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La dosis efectiva 50 (DEso) para el extracto HE fue de 49.34 mg/kg, dosis que produce

la respuesta farmacoldgica deseada en el 50% de la poblacion (Figura 29).
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Figura 29. Curvas dosis-respuesta DEso para efecto ansiolitico por el ensayo cilindro
exploratorio.

4,6.2 Ensayo de caja/tablero de hoyos

El nimero de inmersiones de cabeza en la caja de hoyos registrado en los tratamientos HE
de 50 y 100 mg/kg presenta diferencias significativas en comparacion con el grupo de
vehiculo (p<0,05). EI CNZ 1.5 mg/kg aumenta el nimero de exploraciones en el tablero, lo
que indica un menor estado de ansiedad. El efecto ansiolitico mostrado por el extracto HE
fue del 40.89 y 96%, respectivamente. Esto indica que los tratamientos presentan actividad
ansiolitica como la mostrada por CNZ. PE en dosis de 10, 50 y 100 mg/kg y 10 mg/kg de HE
no mostraron (p>0.05) efectos ansioliticos significativos. Se observo que HE presenta una

actividad dosis dependiente (Figura 30).
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Figura 30. Tablero de hoyos con los tratamientos de S. tigrina.
Media £ EEM, ANOVA con prueba Post hoc de Dunnet. PE: Pseudobulbo Etandlico, HE:
Etanolico de Hoja, CNZ: Clonazepam y Vehicle: solucion salina. **p < 0.05 comparado
con el grupo vehiculo.

La dosis efectiva 50 (DEso) para el extracto HE fue de 11.52 mg/kg, dosis que produce

la respuesta farmacoldgica deseada en el 50% de la poblacién (Figura 31).
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Figura 31. Curvas dosis-respuesta DEsg para efecto ansiolitico por el ensayo caja de hoyo.
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4.6.3 Mecanismo de accion del modelo de ansiedad

El posible mecanismo de accién de la actividad de tipo ansiolitico se realizé con la prueba
del tablero perforado con hoyos a 100 mg/kg HE porque esta dosis mostrd una actividad
similar a 1.5 mg/kg CNZ. Los pretratamientos con 0.5 mg/kg de prazosina, 1 mg/kg de
flumazenil y 1 mg/kg de ketanserina inhibieron (p < 0.05) la actividad de tipo ansiolitico

presentada por la HE (Figura 32).
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Figura 32. Posible mecanismo de accion del HE en el ensayo del tablero perforado.
Media + EEM, ANOVA con prueba post hoc de Dunnet. **p < 0,05 respecto al grupo de
vehiculo.

4.6.4 Prueba de rotarod

Los resultados en la prueba de rotarod indicaron que solo 100 mg/kg de HE a los 60 min
después del tratamiento afectaron (p <0.05) la actividad locomotora de los ratones, este efecto
no durd hasta los 120 min después del tratamiento (Figura 33b). En el resto de los
tratamientos no se observaron diferencias significativas a los 60 y 120 min postratamiento
(Figura 33). EI CNZ reduce el tiempo que pasaron en la varilla giratoria, indicando un

deterioro de la actividad locomotora.
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Figura 33. Prueba de rotarod con extracto de S. tigrina a los 60 y 120 min.
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Media £ EEM, ANOVA con prueba Post hoc de Dunnet. PE: Pseudobulbo Etandlico, HE:
Etandlico de Hoja, CNZ: Clonazepam y Vehiculo: solucion salina. *p < 0.0001 comparado
con el grupo vehiculo.

4.6.5 Prueba de suefio inducida por pentobarbital

Los extractos PE y HE no mostraron diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con

el vehiculo en la latencia del suefio (Figura 34a) y la duracion del suefio (Figura 34b), lo que

indica que PE y HE no mostraron actividad sedante ni hipnética (Figura 34). Se observo un

aumento ligero, pero no significativo en la duracion del suefio con 100 mg/kg de HE (Fig.

34b). CNZ (1.5 mg/kg) disminuye el tiempo de latencia del suefio y aumenta la duracion del

suefio, esto indica actividad sedante e hipnotica.
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Figura 34. Prueba de suefio inducida por pentobarbital con los extractos de S. tigrina.
Latencia de suefio (a) y duracion de suefio (b). Media £ EEM, ANOVA con prueba Post hoc
de Dunnet. PE: Pseudobulbo Etanolico, HE: Etandlico de Hoja, CNZ: Clonazepam y
Vehiculo.

4.7 Efecto diurético de los extractos de S. tigrina
Se evaluo el efecto diurético de los extractos PE y HE de S. tigrina. El tratamiento PE no

aumentd la excrecion de orina, por lo tanto, no se realiz6 la medicion de pH y de los
electrolitos Na™ y K* (no se muestran los resultados). El tratamiento HE a 100 y 50 mg/kg
incremento el volumen de orina excretado, con una diferencia significativa respecto al
vehiculo (p<0.05) (Figura 35a). Los valores de pH de la orina recolectada con el tratamiento
HE no mostraron diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) (Figura 35b). En la
excrecion de Na* y K*, HE a 100 mg/kg mostré diferencias significativas con el vehiculo
(Figura 35cd). La eliminacién de Na* fue similar a furosemida FUR a una dosis de 10 mg/kg

(Figura 35¢) mientras que la excrecién de K™ fue menor al control (Figura 35d).
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Figura 35. Efecto diurético de los tratamientos del extracto HE de S. tigrina.
pH en orina Media £ EEM, ANOVA con prueba post hoc de Tukey. Na™ en orina y K* en
orina. Media £ SEM, ANOVA con prueba Post hoc de Dunnet. ** p < 0.05 comparado con
el grupo vehiculo. PE: Pseudobulbo Etandlico, HE: Etandlico de Hoja, FUR: Furosemiday
Vehiculo: solucion salina.
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La dosis efectiva 50 (DEso) para el efecto diurético del extracto HE fue de 39.47
mg/kg, dosis que produce la respuesta farmacoldgica deseada en el 50% de la poblacién
(Figura 36).
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Figura 36. Curvas dosis-respuesta DE50 para efecto diurético.

4.7.1 Mecanismo de accion del modelo de ansiedad

El posible mecanismo de accion de la actividad diurética del extracto HE se evalu6 con dos
farmacos antagonistas: L-NAME a 60 mg/kg e Indometacina a 5 mg/kg. El pretratamiento
con Indometacina no mostrd diferencias significativas con HE, mientras que L-NAME

inhibio (p<0,05) el efecto diurético mostrado por HE (Fig. 37).
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Figura 37. Posible mecanismo de accion del efecto diurético de HE
Media + EEM, ANOVA con prueba post hoc de Dunnet. HE: extracto de hoja. **p < 0.05
comparado con el grupo de vehiculo.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El uso de S. tigrina obtenido mediante el estudio etnobotanico revela su potencial
farmacoldgico. Esta especie es utilizada en la Huasteca Potosina principalmente como
tranquilizante ante sintomas asociados a crisis nerviosas o ansiedad. El indice UST = 32%,
revela que el uso que se le da a S. tigrina tiene aceptacion cultural. De acuerdo con Jiménez-
Romero et al. (2019) un UST superior o igual al 20% es un valor significativo de aceptacion
cultural y la especie puede considerarse para su validacion cientifica. Por lo tanto, el actual
uso medicinal que se le otorga a esta especie impulsé su investigacion etnofarmacoldgica
para validar su uso medicinal en la Huasteca Potosina.

En los ensayos para conocer la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), el contenido
fenolico total y flavonoides se encontrd una mejor respuesta en el extracto etanélico de hoja
(HE), seguido del etanolico de pseudobulbo (PE), ambos extractos realizados mediante
extraccion por microondas; en comparacion con las extracciones acuosas por decoccién de
hoja (HA) y pseudobulbo (PA), los cuales presentaron respuestas mas bajas en los diferentes
ensayos. La extraccion asistida por microondas (MAE) es de gran interés en la investigacion
de compuestos bioactivos de tejidos vegetales debido a que acelera la transicion de los
metabolitos secundarios al solvente (Addo et al., 2022; Barroso et al., 2023; Cafiadas et al.,
2023; Thi & Tai, 2023; W. Wang et al., 2023). Las microondas se absorben y se convierten
en energia térmica calentando desde el interior de la célula vegetal y generando una alta
presion sobre la pared celular ocasionando su ruptura, esto permite que los compuestos
bioactivos se filtren hacia el solvente mejorando el rendimiento de extraccion (Mandal et al.,
2015).

El solvente utilizado es un factor importante en la MAE, cuando las microondas
entran en contacto con el solvente polar se genera un calentamiento dieléctrico en las
moléculas a través de la conduccidn idnica y la rotacion dipolar, provocando un aumento de
iones disueltos entrando al interior de la célula para la captacién de los metabolitos
secundarios (Liu et al., 2019). La MAE mediante el sistema de recipiente cerrado es otro

factor a considerar, debido a que la temperatura puede alcanzar valores mas altos que el punto
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de ebullicion, ocasionando una rapida ruptura de la pared celular y preservado a su vez las
cualidades funcionales de los compuestos bioactivos (Harith et al., 2023).

Los compuestos bioactivos extraidos de orquideas medicinales tienen un rol
importante en el &rea farmacéutica (Gantait et al., 2021). Los metabolitos secundarios mas
comunes en las plantas son los polifenoles y la mayoria presentan una alta actividad
antioxidante (Devkota & Adhikari-Devkota, 2022), los flavonoides son compuestos
polifendlicos, y debido a su estructura también poseen una alta capacidad antioxidante,
actividad biol6gica que se ha relacionado con algunos efectos farmacoldgicos, como:
antilipoperoxidantes,  antivirales,  radioprotectores,  antimutagénicos,  diuréticos,
neuroprotectores y antiinflamatorios (Hernandez-Rodriguez et al., 2019). Algunos
flavonoides presentan efectos farmacoldgicos a nivel periférico y del SNC, pueden
interactuar con varios sistemas de neurotransmision que incluyen la modulacién del complejo
GABAA/receptor de benzodiacepinas, cambios en los niveles de serotonina y restauracion
de los niveles de dopamina y noradrenalina, vias de sefializacion relacionadas con la ansiedad
(Rodriguez-Landa et al., 2022).

En algunas especies de la familia Orchidaceae, como en: Anoectochilus
formosanus Hayata, Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl, Dendrobium amoenum Wall. ex
Lindl, Dendrobium chryseum Rolfe, Dendrobium candidumex Lindl, Pholidota
chinensis Lindl (Nugraha 2020) y en Rhynchostele rossii (Lindl.) se ha confirmado la
actividad antioxidante (Gutiérrez-Sanchez et al., 2020).

La ansiedad se ha relacionado con el desequilibrio de las enzimas antioxidantes del
SNC, estas aumentan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando
estrés oxidativo, el cual genera dafio en las membranas neuronales (Rodriguez-Landa et al.,
2022).

Algunos estudios clinicos y preclinicos han informado sobre la disminucion del estrés
oxidativo a nivel periférico asociado a sintomas de ansiedad (Bouayed et al., 2007; Salim et
al., 2010; Ghaemi, Kerahrodi & Michal, 2020). El estrés es el precursor del desarrollo de los
trastornos de ansiedad en humanos y animales, debido a que activa el eje hipotalamico-
pituitario-suprarrenal (HPA) liberando el factor liberador de corticotropina (CRF) que induce
la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH). Ante la presencia de ACTH se
libera el cortisol en humanos y la corticosterona en roedores, conocidas como hormonas del
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estrés y precursoras de las enfermedades neuropsiquiatricas, como la ansiedad (Farzamfard
et al., 2022).

Para la validacion farmacologica del uso medicinal de S. tigrina los estudios se
realizaron con los extractos HE y PE obtenidos mediante MAE. La actividad ansiolitica se
evalud con la prueba de cilindro exploratorio y la prueba de tablero perforado, ensayos
asociados a respuestas neuroconductuales (Asif et al., 2021). Estas pruebas son aceptadas
para estudiar el comportamiento caracterizado por la exploracion (deambulacion vy
levantamientos), considerando que en un ambiente desconocido se modifican factores
psicoldgicos como la ansiedad, miedo y curiosidad (Nakama et al., 1972).

En la prueba de cilindro exploratorio la reduccion de levantamientos exploratorios
después de la administracion del tratamiento indica un efecto ansiolitico (Gonzalez-Trujano
et al., 2006). Las dosis administradas de HE y PE no mostraron similitud respecto al CNZ
1.5 mg/kg; sin embargo, se registré un menor nimero de levantamientos conforme aumento
la dosis, estas observaciones sugieren que S. tigrina tiene un efecto tipo ansiolitico
dependiente de la dosis.

La prueba de tablero perforado con hoyos evalla los trastornos de ansiedad
generalizada, ansiedad social y panico mediante el comportamiento exploratorio de los
ratones, debido a que cuando son expuestos a un entorno desconocido este les genera estrés
y presentan cambios conductuales (Himanshu et al., 2020). Cuando el tratamiento ocasiona
disminucion del numero de inmersiones de cabeza en la prueba de tablero perforado,
confirma actividad antipsicotica, mientras que el aumento de exploraciones en los agujeros
se traduce como actividad de tipo ansiolitica (Ahmadu et al., 2022). En la prueba de tablero
perforado HE mostro actividad de tipo ansiolitico, en las dosis de 50 y 100 mg/kg, se observé
un aumento en el niumero de exploraciones actividad similar al CNZ, lo cual sugiere un menor
estado de ansiedad. Los hallazgos muestran que el extracto HE de S. tigrina induce un efecto
ansiolitico dependiente de la dosis.

El CNZ pertenece a la familia de los benzodiacepinas, potencian la accion del GABA
produciendo efectos inhibidores sobre el SNC, ademas de la actividad ansiolitica se pueden
presentar algunos efectos adversos como los: sedantes, hipnoticos y reductores de la actividad

locomotora (Angel J Alonso-Castro et al., 2020).
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En el rotarod se evaluo el efecto de los extractos HE y PE de S. tigrina sobre la
actividad locomotora. La actividad observada fue similar a la del vehiculo, con diferencias
significativas con el CNZ (p<0.05), sin embargo, a la dosis de 100 mg/kg HE mostr6é un
menor tiempo de permanencia en el rotarod respecto al CNZ 1.5 mg/kg con la consecuente
pérdida de las caracteristicas evaluadas, lo que sugiere que a mayor dosis se tiene un efecto
depresor sobre el Sistema Nervioso Central (CNS).

El efecto hipnotico y sedante de HE y PE se observd mediante la prueba de suefio
inducida por pentobarbital. Es una prueba en la que el pentobarbital induce el efecto
hipnotico y sedante (Alonso-Castro et al., 2020), debido a que se une a los receptores del
acido gamma-aminobutirico (GABA) subtipo A (Bustos-Gémez et al., 2022). Los resultados
sugieren que los tratamientos PE y HE de S. tigrina no potencian el efecto hipnético y sedante
del pentobarbital. Sin embargo, la dosis de 100 mg/kg del HE de S. tigrina presento un ligero
aumento en el tiempo de duracion del suefio, aunque menor que el efecto del control positivo.

Los ensayos neurofarmacoldgicos de antagonismo sugieren que los posibles
mecanismos de accion de la actividad ansiolitica de HE se relacionen de forma directa o
indirecta mediante los sistemas gabaérgico, adrenérgico y serotoninérgico. La actividad
ansiolitica del extracto HE de S. tigrina se vio inhibida por los farmacos antagonistas
flumazenil, prazosina y ketanserina, los cuales se unen a los receptores GABA (Felice et al.,
2022), al-AR (Kawanabe et al., 2023) y 5-HT. (Martinez-Hernandez et al., 2021)
respectivamente.

El principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central (SNC) es el
acido gamma-aminobutirico (GABA), reduce la actividad neuronal, regula la funcion
cognitiva, el comportamiento emocional y la respuesta del cuerpo frente al estrés (lbarra et
al., 2010).

Los receptores o2-Adrenergic (o2-ARS) se expresan en regiones cerebrales
noradrenergicas y serotoninergicas, y participan en la modulacion de la depresién y la
ansiedad (Schramm et al., 2001). Mientras que los receptores de serotonina 5-HT>, situados
en el hipocampo y amigdala, participan en la modulacién de funciones cognitivas, emocion
humana y en la regulacién de la ansiedad (Nunes-de-Souza et al., 2008).

El hecho de que los farmacos antagonistas flumazenil, prazosina y ketanserina
participen en la inhibicidn del efecto ansiolitico de HE de S. tigrina, puede deberse a que
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diversos compuestos presentes sean los responsables de la actividad ansiolitica, y por lo tanto
estén actuando por los tres sistemas, gabaérgico, adrenérgico y serotoninérgico, pero sin
producir efectos adversos hipnéticos, de sedacion y reduccién en la actividad locomotora
tipicos del CNZ.

Este es el primer estudio farmacologico que evalla el efecto diurético para validar el
uso medicinal de S. tigrina en enfermedades asociadas al rifidn. Los diuréticos son
estimulantes de la excrecion de orina, electrolitos y agentes toxicos, promoviendo efectos
renoprotectores (Kurkin et al., 2015). Los resultados evidenciaron que la administracion oral
del extracto HE de S. tigrina a la dosis de 100 mg/kg indujo efecto diurético, actividad similar
a furosemida. Los diuréticos de asa bloquean el transportador de Na*/K*/2Cl renal en el asa
de Henle, estimulando el aumento en la eliminacion de orina, disminucion del volumen de
liquido en los tejidos y aumento de la excrecion de electrolitos (Pereira et al., 2023). El
aumento del volumen de orina se debe a la inhibicién de la reabsorcidn de iones de sodio y
cloruro en el tubulo renal y genera modificaciones en el manejo renal de potasio, calcio,
magnesio y ureato (Venkateshwarlu et al., 2015). Una cualidad esencial de un buen diurético
es cuando el tratamiento aumenta la excrecién de sodio en mayor medida que el potasio
(Ntchapda et al., 2016), caracteristica considerada como un buen perfil de seguridad por la
reduccién de la hipopotasemia, efecto secundario adverso de la furosemida (Hailu &
Engidawork, 2014). El incremento en el volumen de orina excretado por efecto de HE
aumento la eliminacion urinaria de sodio similar a furosemida, mientras que para potasio a
pesar de mostrar un incremento dependiente de la dosis el efecto no fue similar al producido
por el control. Los resultados indican que el extracto HE de S. tigrina puede actuar como un
diurético de asa, aumentando la natriuresis y la kaliuresis, y con poco riesgo de
hipopotasemia.

El ensayo para determinar el posible mecanismo de accién se realiz6 con la
administracion de dos farmacos antagonistas: L-nitro arginina metil éster (L-NAME) e
Indometacina. De acuerdo con los resultados el efecto diurético del extracto HE de S. tigrina
se vio inhibido con la administracion de L-NAME, un inhibidor no selectivo de la 6xido
nitrico sintasa (NOS) (Oyagbemi et al., 2022). La inhibicion de la NOS por L-NAME
ocasiona una progresiva lesion renal con infiltracion de macrdfagos intersticiales e
hipertension sistémica ocasionada por la reduccion del vasodilatador 6xido nitrico (NO) a
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nivel vascular (Ikeda et al., 2009). Por lo tanto, es probable que el mecanismo de accion del
efecto diurético de S. tigrina se asocie con la sintesis del 6xido nitrico (NO) con un efecto
vasodilatador.

Los resultados de este trabajo validan el potencial terapéutico de las hojas de S.
tigrina como agente ansiolitico y diurético utilizado en la Huasteca Potosina (region central
de México).

El presente trabajo de investigacion se enfrentd a diversos desafios o limitantes
significativas relacionadas con el CTV. Una de las principales limitantes encontradas fue la
poca disponibilidad y dificil obtencién de capsulas de semillas viables para su germinacion
in vitro, asi como problemas de contaminacion y la implementacién efectiva de estrictos
protocolos de asepsia. A pesar de los esfuerzos dedicados a optimizar los protocolos de
cultivo, la tasa de germinacién alcanzada fue inferior a la esperada, por lo que se opt6 por
realizar resiembras de vitroplantas de S. tigrina para la obtencion del material vegetal. Estos
obstaculos contribuyeron con la generacion de conocimiento en el campo de CTV.

Otra de las limitantes encontradas en el CTV fue la baja actividad bioldgica que
presentd el extracto (IE) de S. tigrina in vitro, en el tamizaje fitoquimico, actividad
antioxidante (ABTS y DPPH), el CFT y contenido de flavonoides comparado con los
extractos (PE y HE) del material vegetal silvestre. Debido a esto el extracto IE no se probd

en las pruebas farmacoldgicas realizadas en esta investigacion.
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VI. CONCLUSIONES

La primera etapa de este estudio, destinada a establecer el cultivo in vitro de S. tigrina, se vio
obstaculizada por la escasa disponibilidad de capsulas de semillas y por problemas de
contaminacion. Sin embargo, fue posible la obtencion de plantulas de 7.4 + 0.92 cm para
realizar los estudios etnofarmacolégicos.

Este estudio describe, por primera vez, informacidn etnomedicinal sobre la orquidea
S. tigrina. Los hallazgos validan el uso medicinal de S. tigrina como fuente de compuestos
con efectos ansioliticos y diuréticos. Las pruebas farmacoldgicas confirman que la
administracion del extracto HE ejerce actividad similar a la de un ansiolitico sin producir
deterioro hipnotico, sedante ni locomotor, que son efectos adversos mostrados por CNZ. Los
posibles mecanismos de los efectos ansioliticos del extracto HE se deben a la participacion
de los sistemas gabaérgico, adrenérgico y serotoninérgico. sugiriendo que la actividad
ansiolitica de S. tigrina se debe a diversos compuestos bioactivos presentes en el extracto.

El extracto HE de S. tigrina también mostrd efecto diurético con un aumento en la
excreciéon de sodio y en menor medida de potasio, caracteristica de un buen diurético al
reducir el riesgo del efecto adverso de hipopotasemia. El posible mecanismo de accién es a
través de la sintesis del éxido nitrico (NO), inhibiendo los transportadores Na*/K*/2ClI", con
el consecuente aumento en la excrecion de los electrolitos.

Los resultados de esta investigacion proporcionan una base solida para futuros
estudios sobre Stanhopea tigrina, ofreciendo informacion relevante para la medicina

tradicional, la investigacion farmacéutica y el desarrollo de nuevas terapias naturales.
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VII. PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Las perspectivas de esta investigacion son prometedoras y comprenden diversas areas de
estudio y aplicacién entre las que destacan las siguientes:

Dado que S. tigrina es una especie endémica y sujeta a la pérdida de hébitat y la
sobreexplotacion, es importante implementar medidas de conservacion para proteger sus
poblaciones silvestres. Esto puede incluir programas de reforestacion, monitoreo de
poblaciones y educacion sobre la importancia de la conservacion de orquideas nativas.

Ademas, la dificultad para establecer el cultivo in vitro de orquideas silvestres debido
a la poca disponibilidad y dificil obtencién de capsulas de semillas viables para su
germinacion in vitro, asi como los problemas de contaminacion destaca los desafios
asociados con esta técnica, subrayando la necesidad de ajustar y optimizar los protocolos de
cultivo para futuras investigaciones. Esto permitird obtener vitroplantas viables para
investigaciones futuras y facilitara la produccién a gran escala de material vegetal con fines
medicinales.

Por otra parte, es necesario realizar estudios especificos para identificar los
compuestos que estén actuando en cada uno de los sistemas y vias de sefializacion,
responsables tanto de la actividad ansiolitica como del efecto diurético. Esto proporcionara
una comprensién mas profunda de los mecanismos de accién subyacentes y permitira el
desarrollo de terapias mas especificas y efectivas. Ademas de la validacién cientifica de las
propiedades medicinales, los compuestos bioactivos de S. tigrina pueden tener aplicaciones
en la industria farmacéutica.

Los resultados de esta investigacion sientan las bases para futuros estudios que
contribuiran al conocimiento cientifico sobre S. tigrina y su potencial en diversos campos,

desde la medicina hasta la conservacion de la biodiversidad.
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PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

ANEXO I. Estudio etnobotanico para S. tigrina

Genero: Masculino | Femenino | Edad: ___ afios | Ocupacion: Lugar:
Nombre Usted ha | Enfermedades | Parte Forma de |Forma de | Forma de | ¢Ha Combina esta
comun de la | usado 0 fines | usada de | obtencion preparacion | administracion | presentado | planta
planta que |esta (S) | mégico- la planta | (cultivada o | (infusion, (oral, untada, | algin medicinal
recomienda | planta (s) | religiosos (raiz, recolectada) | decoccion, etc.) y dosis | malestar con
medicinal | paralosquese | tallo, maceracion, | recomendada provocado | medicamento
(es) usa la planta planta etc) al alopata
completa, consumo
etc.) de esta
planta?
Si__ Si___ No [Si __ No
No - -
¢Cual? ¢Cual?
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PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

ANEXO II1. Datos de colecta in situ

Especie: | Stanhopea tigrina
Familia: | Orchidaceae
Pais: | México
Estado: | San Luis Potosi
Municipio: | Aquismon
Ubicacion: | Barrio de Jolja, Tampaxal.
Coordenadas: | 21°31'44.8"N 99°03'27.8"W
Altura: | 819 msnm
Habitat: | Bosque de niebla, sierra alta de Aquismon, rocas sedimentarias calizas.

Observaciones:

Epifita, posada sobre sambucus o sauco Y lit6fita sobre roca cubierta de musgo.

Colector:

Rocio del Carmen Diaz Torres

Fecha de colecta:

17 de julio del 2021

NUmero de colecta:

S/N
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PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

ANEXO I1I. Curva de calibracién para ABTS

Reactivos:

Sal de diamonio ABTS del acido 2,2azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(Roche), persulfato potasico (CTR Scientific), Acido L(+)-ascorbico (Thermo Scientific
Chemicals) y alcohol etilico 96° (Protect).

Material:

Espectrofotometro Thermo Scientific UV-Visible, celdillas de acrilico de 10 mm de
espesor Hellma®, micropipetas DLAB® 10-100 pL y 100-1000 pL, balanza analitica
Citizen® con una precision de 0.0001 g.

Preparacion de los reactivos:

e Solucion ABTS 7mM: se pesaron 0.03841g de sal de diamonio ABTS y se

disolvieron en 10 mL de agua destilada desionizada.

e Solucion de persulfato potasico 2.45 mM: se pesaron 0.06622 g de K2S;0g Yy se
disolvieron en 100 mL de agua destilada desionizada.

e Radical ABTS*": para la formacién del croméforo ABTS** verde azulado se hizo
reaccionar estequiométricamente 10 mL de la solucion ABTS 7 mM y 5 mL de la
solucion de persulfato potasico 2.45 mM, en una relacién 1:0.5, dando como
resultado una oxidacion incompleta del ABTS. Se dejé reposar la mezcla en
oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 h hasta alcanzar su maxima
estabilidad y absorbancia. Posteriormente, el radical ABTS** se diluyo con etanol
hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a una longitud de onda de 734 nm.
El croméforo ABTS®* es estable durante 2 dias, almacenado en oscuridad. (Re,
1999).
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PROPIEDADES MEDICINALES DE VITROPLANTAS Y PLANTAS SILVESTRES DE STANHOPEA TIGRINA (ORCHIDACEAE). [2024]

Preparacion de la curva de calibracion

Se realiz6 una solucion patron de acido ascorbico a una concentracion de 1.66 mg/mL.
Partiendo de esta solucion se prepararon diluciones de (20-200 pg/mL). Las diluciones se
prepararon por triplicado. Cada punto de la recta de prepar6 colocando 20 uL de cada dilucion
y 2 mL de la solucién del radical ABTS*" ajustado a una absorbancia de 0.70 + 0.02. La
mezcla se agitd durante 30 s, se resguardo en oscuridad a temperatura ambiente y a los 20 min
se midio la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm (Figura 38).
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Figura 38. Curva de calibracién de acido ascérbico por el método ABTS.
Parametros de la curva: y= -0.0576x + 0.76. Coeficiente de correlacion: R?: 0.9962
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ANEXO 1V. Curva de calibracion para DPPH

Reactivos:

Radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich), Acido L(+)-ascorbico
(Thermo Scientific Chemicals) y metanol (Merck).
Material:

Espectrofotdmetro Thermo Scientific UV-Visible, celdillas de acrilico de 10 mm de
espesor Hellma®, micropipetas DLAB® 10-100 pL y 100-1000 pL, balanza analitica
Citizen® con una precision de 0.0001 g.

Preparacion de los reactivos:
e Solucion DPPH?®: se pesaron 6.9 mg del radical DPPH*® y se disolvieron en 100 mL

de metanol. La solucidn se diluyo con metanol hasta obtener una absorbancia de 1.8

+ 0.02 a una longitud de onda de 520 nm. Esta solucion es estable durante 12 h al

resguardo de la luz (Brand-Williams et al., 1995).
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Preparacion de la curva de calibracion

Se realiz6 una solucion patron de acido ascorbico a una concentracion de 1.66 mg/mL.
Se prepararon diluciones de 10-100 pg/mL por triplicado. Cada punto de la recta de preparo
colocando 400 pL de cada dilucion de acido ascorbico y 3 mL de la solucion del radical
DPPH?* ajustado a una absorbancia de 1.80 £ 0.02. La mezcla se agit6 durante 30 s, se dejo en
oscuridad a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a los 20 min a una longitud de
onda de 520 nm (Figura 39).
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Figura 39. Curva de calibracion de acido ascorbico para el método DPPH.
Parametros de la curva: y=-0.2894x + 2.0615. Coeficiente de correlacion: R%: 0.9989.
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ANEXO V. Curva de calibracion para Contenido Fendlico
Total (CFT)

Reactivos:

Folin-Ciocalteu (Fluka-chemicals), &cido galico (Sigma-Aldrich), carbonato de calcio
CaCO (CTR-Scientific) y metanol (Merck).

Material:

Espectrofotdmetro Thermo Scientific UV-Visible, celdillas de acrilico de 10 mm de
espesor Hellma®, micropipetas DLAB® 10-100 pL y 100-1000 pL, balanza analitica
Citizen® con una precision de 0.0001 g.

Preparacion de los reactivos:
e Solucion carbonato de calcio (CaCOz) al 2%: se pesaron 0.2 g de CaCO3zy se
disolvieron en 10 mL de agua destilada.
e Solucion Folin-Ciocalteou al 10%: se tomaron 20 mL del reactivo Folin-Ciocalteu y

se disolvieron en 180 mL de agua destilada.
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Preparacion de la curva de calibracion:

Se realizd una solucion patron de &cido gélico, para la cual se pesé 0.1 g de &cido
galico y se diluyo en 10 mL de metanol, partiendo de esta solucién se realizaron diluciones
de 4 — 32 pg/mL. Para cada punto de la recta se tomaron 90 pL de las diluciones de acido
gélico, se agregaron 180 pL de la solucion de Folin.Ciocalteu al 10% y 1 mL de la solucion
de CaCOs al 2%, la mezcla se incub6 a 40 °C durante 1 hora, posteriormente se tomé la
absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. Todos los puntos de la curva de calibracion

se realizaron por triplicado (Figura 40).
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Figura 40. Curva de calibracion para el CFT.
Parametros de la curva: y= 0.1909x — 0.1909. Coeficiente de correlacion: R%: 0.9989.
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ANEXO VI. Curva de calibracion para Contenido de
flavonoides

Reactivos:

Cloruro de aluminio (AICIz) (Sigma-Aldrich), Nitrito de sodio (NaNOz) (Fermont),
hidroxido de sodio (NaOH) (CTR-Scientific), Catequina (Sigma-Aldrich) y Metanol
(Merck).

Material:

Espectrofotdmetro Thermo Scientific UV-Visible, celdillas de acrilico de 10 mm de
espesor Hellma®, micropipetas DLAB® 10-100 pL y 100-1000 pL, balanza analitica
Citizen® con una precision de 0.0001 g.

Preparacion de los reactivos:
e Solucion cloruro de aluminio (AICI3) al 10 %: se pesé 1 g de AICls y se disolvié en

10 mL de agua destilada desionizada.

e Solucion de nitrito de sodio (NaNO) al 5%: se pesaron 0.5 g de NaNO; y se
disolvieron en 10 mL de agua destilada desionizada.
e Solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 1M: se pesaron 3.9 g de NaOH y se

disolvieron en 100 mL de agua destilada desionizada.
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Preparacion de la curva de calibracion:

Se preparo una solucion patron de catequina a 0.1 mg/mL, partiendo de esta solucion
se prepararon diluciones en un rango de 20- 100 pg/mL. Cada punto de la recta de preparo
colocando 500 pL de las diluciones de catequina, se adicionaron 75 puL de NaNO; al 5%,
transcurridos 6 min se agregaron 150 pL de AlClzal 10%, se dejé reposar durante cinco min
y se adicionaron 500 pL de NaOH 1M. Inmediatamente se midio la absorbancia a una

longitud de onda de 510 nm y se tomo una segunda lectura a los 30 min (Figura 41).
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Figura 41. Curva de calibracion para flavonoides.
Parametros de la curva: y= 0.0215x + 0.0685. Coeficiente de correlacion: R?: 0.9943.
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