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RESUMEN
Introduccién: A nivel mundial se ha visto un incremento en la incidencia de

trastornos de ansiedad (TA), principalmente durante la pandemia producida por el
COVID-19. El enfoque de tratamiento farmacoldgico reduce significativamente su
sintomatologia, pero paradojicamente también genera efectos que ocasionan el
abandono del mismo. La medicina complementaria ha demostrado ser una opcién
alternativa para el tratamiento de los TA. La granada es un fruto estacional cuyo
jugo posee diversas propiedades bioactivas, debido a su contenido rico en
fitoquimicos con propiedades ansioliticas. En este contexto, se consideré de
importancia evaluar si un microencapsulado de jugo de granada posee actividad
ansiolitica. Objetivo: Evaluar el efecto de un microencapsulado de jugo de granada
(Punica granatum L.) sobre la conducta tipo ansiedad en un modelo animal de
respuestas incondicionadas. Métodos: Se formaron 9 grupos de ratas Wistar con
un peso de 200 a 250 g (n=6), se administré por 21 dias ininterrumpidos los
tratamientos correspondientes: grupo control (agua estéril 4 ml/kg/dia, via
intragastrica: i.g.), 4 grupos de microencapsulado (316, 562, 1000y 1777 mg/kg/dia,
i.g.), 4 grupos diazepam (0.56, 1, 1.77 y 3.16 mg/kg/dia, via intraperitoneal: i.p). Al
dia 22, se aplicaron las pruebas conductuales: campo abierto (OFT), laberinto
elevado en cruz (EPM) y tabla de agujeros (HB). Los datos obtenidos fueron
analizados mediante ANOVA de una via con un postest de Tukey. Los valores
p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Resultados:
Comparado con el grupo control, el grupo de microencapsulado (1777 mg/kg), en
OFT tuvo mayor locomocion y las entradas al centro; en el EPM mayores entradas
en los brazos abiertos y el indice de ansiedad fue menor, mientras que en HB tuvo
mayor numero de inserciones de cabeza. La curva dosis — respuesta demostré que
el efecto tipo ansiolitico del microencapsulado es dosis — dependiente. Conclusion:
El microencapsulado de granada en una dosis de 1777 mg/kg posee efecto de tipo
ansiolitico.

Palabras clave: Punica granatum L.; Conducta tipo ansiedad; Respuestas

incondicionadas; Diazepam; Microencapsulado de jugo de granada.
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ABSTRACT

Introduction: Globally, there has been an increase in the incidence of anxiety
disorders (AD). The pharmacological treatment approach significantly reduces their
symptomatology; however, paradoxically, it also generates effects that contribute to
treatment abandonment. Complementary medicine has demonstrated itself as an
alternative option for AD treatment. Pomegranate, as seasonal fruit, contains various
bioactive properties, due to its phytochemical-rich composition with anxiolytic
attributes. In this context, it was deemed important to assess whether
microencapsulated pomegranate juice exhibits anxiolytic activity. Aim: This study
aims to evaluate the effect of microencapsulated pomegranate (Punica granatum L.)
juice on anxiety-like behavior using an animal model of unconditioned responses.
Methods: Nine groups of Wistar rats weighing 200 to 250 g (h=6) were formed, and
the respective treatments were administered for 21 consecutive days: control group
(sterile water 4 ml/kg/day, intragastric route: i. g.), 4 groups of microencapsulated
(316, 562, 1000 and 1777 mg/kg/day, i.g.), 4 groups of diazepam (0.56, 1, 1.77 and
3.16 mg/kg/day, intraperitoneal route: i.p). On day 22, behavioral tests were
conducted: open field (OFT), elevated plus maze (EPM) and hole board (HB). The
obtained data were analyzed using one-way ANOVA with a Tukey's posttest. Values
with p<0.05 were considered statistically significant. Results: In comparison to the
control group, the microencapsulated group (1777 mg/kg), exhibited increased
locomotion and entries to the center in the OFT; more entries into the open arms
and a lower anxiety index in the EPM; and a higher number of head insertions in the
HB. The dose-response curve indicated that the anxiolytic-like effect of
microencapsulation is dose-dependent. Conclusion: Microencapsulation of
pomegranate at a dose of 1777 mg/kg demonstrates an anxiolytic-like effect.

Keywords: Punica granatum L.; anxiety; unconditioned responses; diazepam,;

microencapsulate of pomegranate juice.
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INTRODUCCION

La prevalencia de TA ha incrementado en todo el mundo en los dltimos afios y con
ello, los afios vividos con discapacidad de quien lo padece. Este tipo de trastornos
son tratados principalmente con farmacos, ya que han mostrado mayor efectividad
al disminuir y eliminar sus sintomas, sin embargo, este tipo de tratamiento genera
efectos secundarios de consideracion clinica que algunas veces ocasionan el
abandono del tratamiento y con ello el agravamiento del padecimiento. Los estudios
en la medicina complementaria han reportado compuestos bioactivos antioxidantes
presentes en los frutos que poseen actividad ansiolitica y a los cuales se les atribuye
un efecto neuroprotector. Debido a que estos antioxidantes se han reportado
abundantemente en el fruto de la granada podria ser un buen agente ansiolitico. El
presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de un microencapsulado de
jugo de granada (MEG) en la conducta similar a ansiedad en un modelo animal de

respuesta incondicionada.

La presente tesis se divide en cinco secciones. En la primera se encuentran los
antecedentes donde se abordan temas actualizados sobre la ansiedad,
epidemiologia a nivel internacional, nacional y estatal, los modelos experimentales
en ansiedad, generalidades del fruto del granado, microencapsulacion,
antecedentes y planteamiento del problema. En la segunda se encuentra la
justificacion, las hipétesis y los objetivos planteados. En la tercera se detalla la
metodologia realizada en este estudio, el tipo de estudio, la seleccion de la
poblacion y el tamafio de muestra. En la cuarta se encuentra el diagrama de disefio
experimental, se definen las variables y pruebas utilizadas, asi como el analisis
estadistico. En la quinta se encuentran la discusion, los resultados y las
conclusiones obtenidas en este estudio, asi como las recomendaciones a realizar
para estudios posteriores. Finalmente se enlistan las referencias consultadas, asi
como los anexos donde se encuentran los formatos de aprobacion por parte del

comité de ética animal.
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l. GENERALIDADES

1.1 Ansiedad

La ansiedad, como emocién, es una respuesta adaptativa que se presenta frente a
un peligro potencial en el entorno cuya funcién principal es preparar al organismo a
través de un estado de alerta que tiene como resultado alteraciones conductuales y
fisiologicas que le permiten al sujeto, buscar estrategias de supervivencia
adecuadas en funciéon de la amenaza percibida (1-3). Esta amenaza se percibe por
estimulos, que pueden ser innatos o aprendidos, que indican el peligro, los cuales,
al retirarse, ocasionan que desaparezca el estado de alerta y se normalicen las
funciones del organismo (4). Cuando la intensidad de la ansiedad es moderada,
permite que se busquen mecanismos para la resolucién de problemas e impulsa
mayor desempenio fisico e intelectual para que el sujeto pueda adaptarse a diversos
contextos y situaciones novedosas, que se perciben como desagradables o
inesperadas (5). Sin embargo, cuando la ansiedad se convierte en patolégica, se
considera una respuesta emocional desproporcionada y exagerada ya que se
sobreestima la amenaza percibida o el peligro es valorado errGneamente,
generando respuestas excesivas e inapropiadas que la vuelven desadaptativa (6).
La ansiedad patolégica se manifiesta de manera espontdnea, recurrente e
inesperada ante la ausencia de estimulos amenazantes o cuando estos estimulos
resultan ser inofensivos, por lo que dificulta el manejo efectivo y adaptativo de
estimulos aversivos o circunstancias dificiles, lo anterior ocasiona un deterioro del
funcionamiento para realizar actividades cotidianas que les impide involucrarse
plenamente en el ambito social, laboral, familiar entre otras areas (7, 8). Este tipo
de ansiedad se considera un trastorno psiquiatrico muy comun y requiere de
atencion clinica ya que engloba una sintomatologia caracteristica que se manifiesta
como desajuste y disfuncion a nivel fisico, cognitivo y conductual (9). Dentro de la
ansiedad patoldgica se encuentran los TA; estos son los trastornos mentales mas
comunes que implican una falla para elegir una respuesta adaptativa e inhibir una

respuesta desadaptativa frente a diversas situaciones (10).



1.2 Epidemiologia de los trastornos de ansiedad

El nimero de personas que padecen trastornos mentales va en aumento, tan solo
en el afio 2020, la Organizacion mundial de la salud (OMS) estimé que
aproximadamente 1000 millones de personas en el mundo presentaban algin un
trastorno mental, cifras que van en aumento (11). De manera preocupante, estos
trastornos son un factor importante del crecimiento para el crecimiento de la
morbilidad y discapacidad a nivel mundial. Los TA se encontraron en el séptimo
lugar de una lista 20 principales causas de afios vividos con discapacidad, en el
2013 (12). Se estima que alrededor del 20% de la poblacién a nivel mundial,
padecera algun trastorno afectivo en algin momento de su vida el cual requerira

tratamiento médico (13).

1.2.1 Internacional

En el afio 2020 la prevalencia de TA fue de 298 millones de personas,
posteriormente se realizé un ajuste por la pandemia de COVID-19, y se encontrd
gue este fendbmeno afectdé a la poblacidén, ocasionando un incremento en la
prevalencia de aproximadamente 76.2 millones de personas (mujeres 51.8 millones
y hombres 24.4 millones) (14, 15). Por otro lado, el estudio Global Burden of
Diseases, Injuries, and Risk Factors Study (GBD) en el 2019, mostrd que los TA,
son uno de los trastornos mas discapacitantes a nivel mundial y los clasificé entre

las 25 principales causas de carga global de enfermedad (14).

1.2.2 Nacional

Los TA ocupan el segundo lugar entre los trastornos mentales mas discapacitantes
en la Region de las Américas (16). El Instituto Nacional de Bienestar Autorreportado
(ENBIARE) report6 que, en el 2021, aproximadamente el 19.3% de la poblacion
mexicana en edad adulta presenta sintomas de ansiedad severos, mientras que un

31,3% presenta sintomas de ansiedad minima (17). De acuerdo con el Subsistema



de Prestacion de Servicios de la Secretaria de Salud de Hidalgo, en el Sistema de
Informacion en Salud (SIS) correspondiente al afio 2020 se reportaron para ese afo
65 casos de trastornos de ansiedad generalizada diagnosticados, menos de lo

reportado en el afio 2019 (85 casos) (18).

1.3 Clasificacion

La Asociacion Americana de Psiquiatria (APA, por sus siglas en inglés) publico la
quinta edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-V, por sus siglas en inglés) donde se encuentran una serie de descripciones,
sintomas y criterios para el diagnoéstico de trastornos mentales. En este manual se
incluye el capitulo denominado “Trastornos de ansiedad” donde se muestra su
clasificacion (Tabla 1) (19).

Tabla 1. Clasificacion de los trastornos de ansiedad
DSM-V

Trastornos de ansiedad

Trastorno de ansiedad por separacion

Mutismo selectivo

Fobia especifica

Trastorno de ansiedad social (Fobia social)

Trastorno de panico

Agorafobia

Trastorno de ansiedad generalizada

Trastorno de ansiedad inducido por sustancias/medicamento

Trastorno de ansiedad debido a otra afeccién médica

Otro trastorno de ansiedad especificado

Otro trastorno de ansiedad no especificado
Adaptado de: (19).




1.4 Cuadro clinico

Generalmente, los TA se diferencian del miedo o la ansiedad fisiolégica por ser
excesivos y comunmente inducidos por periodos prolongados de estrés (20); suelen
ser persistentes con una duracién de 6 meses 0 mas y pueden desembocar en
cuadros de depresion mayor y riesgo de suicidio (19). Los sintomas mas
caracteristicos de los TA involucran los siguientes componentes fisicos, cognitivos

y psicoldgicos tales como (6, 21, 22):

- Sintomas fisicos: dolor de cabeza, dolor muscular, taquicardia, hipertension,
nausea, vomito, diarrea, sudoracion, disnea, sensacion de asfixia, mareos,
temblores, hormigueo o entumecimiento de brazos y piernas, desmayo, boca
seca, etc.

- Sintomas cognitivos: inquietud, preocupacion, nerviosismo, irritabilidad,
inseguridad, percepcion de irrealidad o desapego, confusién, sensacién de
muerte, etc.

- Sintomas conductuales: evitacion, huida, paralisis, escape, dificultad para

hablar.

1.5 Factores de riesgo

La etiologia de los TA es tan compleja que aun no se ha llegado a un consenso para
su explicacion, aunque se identifica que implica la interaccion entre factores
biolégicos, ambientales y psicosociales. Asi, entre los factores bioldgicos vy
ambientales se incluyen genes reguladores de la sefializacién de neurotransmisores
(genes relacionados con la funcibn monoaminérgica, estrés oxidativo,
neuropéptidos o sistemas relacionados con el eje hipotalamico-pituitario-adrenal
[HPA]), reactividad emocional hereditaria, hiperreactividad de la amigdala, o la
administracion de algunos medicamentos (23, 24). Entre los factores psicosociales,
se encuentran el estrés continuo, los sucesos traumaticos y estresantes en la nifiez

y adolescencia, incluso durante la gestacion (por ejemplo: maltrato, pérdida, abuso



continuo, rechazo e invalidacion de los padres, etc.) (23, 25, 26).

Existe un predominio de los TA en las mujeres, cuya etiologia incluye otros factores
como la predisposicidn genética, los rasgos de personalidad y las hormonas
sexuales (27) presentes durante las fases de reproduccién. Estos periodos
coinciden con fluctuaciones hormonales drasticas, lo que evidencia la importancia

del papel de las hormonas gonadales en la aparicion de los TA (28).

1.6 Tratamiento

Los TA se pueden tratar con psicoterapia, farmacoterapia o con ambos, estos
tratamientos se deben tomar dependiendo la gravedad del trastorno, la preferencia
del paciente informado, los efectos secundarios esperados, la duracion del efecto

del tratamiento y la disponibilidad del tratamiento en comuan (29).

1.6.1 Psicoterapia

La terapia cognitivo conductual se basa en un modelo psicoterapéutico centrado en
la resolucion tangible de problemas a partir de la modificacion de pensamientos y
creencias que generan un malestar emocional y/o una conducta disfuncional. Es
idonea en todas las etapas del desarrollo, desde nifios, personas jovenes hasta
adultos mayores que padecen algin TA y se conceptualiza tipicamente como un

tratamiento a corto plazo (30, 31)

1.6.2 Farmacoterapia

Esta terapia es la mas utilizada ya que numerosos neurotransmisores intervienen
en los TA, cada uno de estos sistemas es importante para la intervencion
farmacoldgica por ello se utilizan pocas clases de medicamentos para el tratamiento
(32). Para una eleccién adecuada del farmaco deben tomarse en cuenta los efectos
secundarios que producira las interacciones farmacologicas y las comorbilidades

presentes. Los medicamentos de primera eleccion por su seguridad en condiciones



de embarazo y lactancia son los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (ISRS) principalmente el escitalopram y la sertralina. Los inhibidores de
la recaptacion de serotonina - noradrenalina (IRSN) se utilizan mayormente para los
sintomas mixtos de depresién y ansiedad. Los antidepresivos triciclicos (TCA) se
administran mayormente en personas con trastornos del suefio y las
benzodiazepinas (BZPs) que son los mas recetados como tratamiento a corto plazo
(33). La Tabla 2 muestra los farmacos mas utilizados por grupo farmacolégico, asi

como el mecanismo de accion.

Tabla 2: Farmacos mas prescritos para los trastornos de ansiedad divididos por

grupo farmacologico y mecanismo de accion.

Grupo farmacolégico Farmaco Mecanismo de accion
ISRS Fluoxetina
Sertralina
Tratamiento de primera | Citalopram Inhibidor selectivo de la
linea Escitalopram recaptacion de 5-HT
Paroxetina
Fluvoxamina
IRSN Duloxetina Inhibidor de la recaptacion
Tratamiento de primera Venfalexina de 5-HT, NEy DA

linea

Desvenfalexina

TCA

Tratamiento de segunda

linea

Clomipramina

Imipramina

Desipramina

Nortriptilina

Inhibidor de la recaptacion
de 5-HTy NE

BZPs

Tratamiento a corto plazo

Clonazepam

Alprazolam

Lorazepam

Clordiazepéxido

Oxazepam

Diazepam

Agonista GABAA

ISRS, inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina; IRSN, inhibidores de la recaptacion de

serotonina-noradrenalina; TCA, antidepresivos triciclicos; BZPs, benzodiazepinas; 5-HT, serotonina;
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NE, noradrenalina; DA, dopamina; GABAA, receptor 4cido gamma-aminobutirico A. Adaptado de
(34, 35).

Los ISRS son un grupo farmacoldgico de antidepresivos con efecto ansiolitico que
debido a su balance positivo de riesgos/beneficios, como ya mencionado, son los
farmacos de primera eleccion para el tratamiento de los TA (36). El objetivo de los
ISRS es inhibir de manera selectiva la recaptacion presinaptica de serotonina (5-
HT) por su transportador, aumentando su disponibilidad en la membrana
postsinaptica, dosis mas altas del rango terapéutico se asocian a una mayor mejoria
de los sintomas (37). Los efectos de los ISRS a nivel de estructuras neuronales se
dan por su accién en la corteza prefrontal media (CPFm), la amigdala, el cingulo
anterior, la insula, el cuerpo estriado y el tAlamo para disminuir su actividad cuando
se activan por emociones negativas. Este grupo de farmacos, también alteran los
estados emocionales mejorando los procesos de informacion afectiva tanto positiva
como negativa en el cuerpo estriado. La vida media depende del farmaco utilizado,
se metabolizan por el citocromo P450 en el higado y todos los ISRS inhiben el
citocromo P2D6 (38, 39).

Los IRSN son utilizados después de un fallo o respuesta inadecuada a un ISRS ya
gue tienen una mejor tolerabilidad que éstos. Este grupo farmacologico ademas de
ser un antidepresivo, genera efecto ansiolitico. Debido a su balance positivo de
riesgos/beneficios son considerados de los farmacos de primera eleccion para el
tratamiento de los TA. Su acciébn comienza a producirse a partir de dos a seis
semanas posteriores a su consumo para empezar a presentar el efecto ansiolitico
(36, 40). Funcionan al inhibir la recaptacién de 5-HT y noradrenalina (NE) en la
neurona presinaptica, en consecuencia, hay una mayor estimulacién del receptor

postsinaptico y una transmisién neuronal postsinaptica adicional (41, 42).

Los TCA bloquean la reabsorcion (recaptacion) de los transportadores de 5-HT y
NE. Son utilizados con menos frecuencia y como segunda opcion ya que tienen alto
riesgo de letalidad en caso de sobredosis y alta frecuencia de eventos adversos,

mayor que los ISRS o IRSN por lo que deben usarse con precaucién. Ademas, los
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TCA no han demostrado tener una eficacia comparable a la de los ISRS y IRSN
para el tratamiento de los TA. Al igual que los ISRS e IRSN, este grupo
farmacoldgico proporciona el efecto ansiolitico de dos a seis semanas posterior a

Su consumo (43, 44).

Las BZPs se utilizan por sus potentes efectos a corto plazo para reducir la ansiedad
durante las primeras semanas de un antidepresivo cuando aun no se producen los
efectos ansioliticos. En cuanto al acido gamma-aminobutirico (GABA), se unen a su
sitio receptor especifico en el complejo del receptor ionotropico GABA subtipo A
(GABA\) y facilita los efectos inhibidores del GABA al actuar sobre un canal de iones
Cl- (45). Las BDZs se unen a un sitio extracelular en la interfaz al/y, la ocupacion de
este receptor no afecta directamente el canal i6nico de Cl- sino que modifica la
funcioén del canal y la conformacién del receptor GABA para aumentar su afinidad
por GABA y provocar una mayor afluencia de iones CI" y una mayor
hiperpolarizacion neuronal por estas moléculas. Se ha sugerido que el efecto
ansiolitico por parte de las BDZs es el resultado de la union a la subunidad a2 (46,
47).

1.6.2.1 Efectos secundarios

Los ISRS y los IRSN se toleran mejor que otros antidepresivos, aunque los efectos
secundarios mas comunes incluyen: cefaleas, boca seca, somnolencia, vomitos,
nauseas, disminucion de la libido, agitacion e insomnio, mientras que los menos
comunes con un consumo prolongado incluyen: sindrome serotoninérgico
(agitacion. confusion, taquicardia, hipertension, rigidez muscular, diarrea,
temblores), sintomas extrapiramidales (temblores, rigidez, parkinsonismo,
inquietud, taquipneas), hematomas espontaneos, prurito, alopecia, urticaria,
hiponatremia, cataratas, prolongacion del intervalo QT en el electrocardiograma (lo
gue puede generar arritmias) (38, 48, 49). Los TCA no deben ser recetados en
personas con problemas cardiovasculares, ademas de ser los menos recetados ya

gue los efectos adversos son dificiles de soportar, los cuales incluyen: fatiga,



hipotension ortostatica, aumento del apetito, aumento de peso, alteraciones
visuales, confusion, estrefiimiento, sintomas de abstinencia, prolongacion del
intervalo QRS, retencién urinaria (40, 50). Finalmente, las BZPs generan efectos
secundarios que incluyen: sedacion, somnolencia diurna, riesgo de caidas,
debilidad, vértigo, deterioro del desempefio motor, ligera hipotensién, confusion,
amnesia retroégrada y la muerte si se mezcla con otros depresores del sistema
nervioso central (SNC), sobredosis y sindrome de abstinencia. La principal
preocupacion radica en que su consumo a largo plazo puede generar dependencia

y tolerancia por lo que el tratamiento a corto plazo es imprescindible (33, 45, 51).

1.7 Estructuras neuroanatdémicas involucradas en los trastornos de ansiedad

Las respuestas a la ansiedad se asocian a la activacion de circuitos especificos en
el cerebro. Durante mucho tiempo se supuso que las emociones eran procesadas
exclusivamente en la amigdala, sin embargo, la ciencia ha determinado que la

ansiedad se procesa en diferentes sustratos neuroanatoémicos (52).

1.7.1 Amigdala

La amigdala es una estructura cuya forma es similar a una almendra, se ubica en la
parte inferior del I6bulo temporal medial, esta formada por el “complejo amigdalino”
conformado por numerosos subnucleos: el basolateral central y medial. El nucleo
basolateral contiene a la region critica para el desarrollo de la ansiedad y da forma
a la amigdala basolateral (BLA). El nucleo central, que contiene a la amigdala
central (CEA) es la principal estacion de procesamiento y salida hacia otras regiones
cerebrales que regulan las respuestas autondmicas y conductuales de la ansiedad
(locus coeruleus (LC), la sustancia gris periacueductal (GP) y el hipotalamo (HPT).
El nucleo medial contiene a la amigdala medial (MeA). Su funcién es intervenir en
los estados de mayor excitacion y en las respuestas al miedo y ansiedad. En la MeA
atraviesan desde el tdlamo anterior las fibras sensoriales de las vias auditivas,

visuales, olfativas, viscerales y nociceptivas hasta llegar al BLA y de aqui se



transmite la sefial relacionada con el estimulo al CEA. Este ultimo actla integrando
la informacion para ejecutar respuestas autonomicas y conductuales. Sus eferentes
se extienden al nucleo parabraquial que genera respuestas fisiologicas
principalmente la taquipnea, al HPT lateral, que genera respuestas simpaticas, al
LC, que genera aumento de la presién arterial y taquicardias, asi como respuestas
conductuales y al NPV donde se activa el eje HPA. Se ha encontrado que lesiones
en la BLA y en la CEA ocasionan un déficit en las respuestas del eje HPA. Las
respuestas inmediatas a las amenazas ocurren mediante la activaciéon en la entrada
directa del talamo sensorial, mientras que las respuestas lentas se activan en las
entradas talamo-amigdalinas que permiten realizar evaluaciones relacionadas con
amenazas. La funcion de la amigdala esta mediada por neurotransmisores y
moduladores como la 5-HT, dopamina (DA), GABA, acetilcolina, orexinas y
neuropéptido Y. Los déficits en alguna de estas vias o en ambas, asi como una
desregulacion en los neurotransmisores y/o moduladores propician la generacion

de ansiedad con o sin la presencia de alguna amenaza (53-55).

1.7.2 Nducleo del lecho de la estria terminal

El nacleo del lecho de la estria terminal (NLET), se considera una parte extendida
de la amigdala y se conforma de 12 a 18 subnucleos que contienen amplia variedad
de neurotransmisores como GABA (mayor predominancia), glutamato, NE, 5-HT y
la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Por tener conexiones densas con el
NPV y el nodo principal del eje HPA, el NLET desempefia un papel clave en las
respuestas frente al miedo y ansiedad para provocar sefiales de larga duracién que
provocan evitacion o congelacion, estados de hipervigilancia y sentimientos de
ansiedad. La hiperactividad en este nucleo se asocia con la presencia de TA (56-
58).

1.7.3 Nucleo accumbens

El nucleo accumbens (NAc) se divide en dos partes principales: el nucleo central
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gue esta asociado con el sistema motor extrapiramidal y la envoltura periférica o
corteza. Esta Ultima se asocia con el sistema limbico pues tiene una entrada amplia
de receptores dopaminérgicos, ademas recibe multiples fuentes aferentes de la
amigdala basolateral y medial, asi como sus nucleos amigdaloides centrales. Las
eferentes del NAc inervan el cuerpo estriado, el talamo mediodorsal, CPF y las
areas dopaminérgicas mesolimbicas. El principal neurotransmisor de esta zona es
la DA por lo que ésta involucrada en la participacion de varias funciones

neuroconductuales (59, 60).

1.7.4 Hipocampo

El hipocampo (HPC) se encuentra en el I6bulo temporal con un extremo anterior en
la amigdala y un extremo posterior cerca del esplenio del cuerpo calloso. EI HPC
esta formado por tres areas distintas: el giro dentado (GD), el cuerno de Ammon
(CA) y el subiculo. EI GD que contiene neuronas de células granulares las cuales
reciben entradas excitatorias de la capa Il que se encuentran en la corteza entorrinal
a través de axones de la via perforante y se proyectan a una parte de la regién del
HPC. ElI CA se conforma con cuatro campos (CAi1, CA2, CAs Y CA4) donde se
reciben células de la region CAs y que posteriormente se proyectan a la region CA1
y luego al subiculo. Este ultimo es la etapa final donde se combina informacion de
la proyecciéon de CA:1 y la capa lll de la corteza entorrinal cuya finalidad es enviar
informacion a lo largo de las vias de salida del HPC. En esta zona se encuentra una
alta densidad de receptores serotoninérgicos tipo 1A (5-HT1a) y receptores GABAa
subtipos a1 y a2 (a1-GABAA Y «2-GABAA. Una falla en el HPC, asi como un
desequilibrio en sus receptores, ocasionaran que se dificulte la modulacion de la

actividad amigdalina, contribuyendo a la patogenia de los TA (61, 62).

1.7.5 Hipotadlamo

El HPT se encuentra en el prosencéfalo ventral, posee un complejo de nucleos

neuronales, el mas importante en temas de ansiedad es el NPV. Este ndcleo esta
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ubicado en el diencéfalo ventral, en ambos lados del tercer ventriculo y se relaciona
con procesos fisiolégicos como el comportamiento, las emociones, la actividad
cardiovascular, la secrecion de hormonas, entre otros. Estd conformado por tres
tipos de neuronas: neuronas parvocelulares, neuronas magnocelulares y neuronas
de proyeccion larga, las neuronas parvocelulares con axones en la eminencia media
secretan principalmente CRH en la vasculatura portal para iniciar la activacion del
eje HPA (63). Las neuronas magnocelulares transmiten sefales de estrés a través
de una regulacién dinamica a regiones no neurohipofisarias, las neuronas de
proyeccion larga contactan a mudltiples regiones del cerebro donde liberan
neuropéptidos localmente desde las dendritas para regular la motivacion, las
emociones y el comportamiento. La sinapsis del NPV utiliza glutamato o GABA
como neurotransmisores comunes, ademas esta rodeada de botones axonales del
subiculo ventral, la CPF, la MeA, el tabique lateral y el ndcleo supraguiasmatico.
Estas regiones se posicionan para modular la salida paraventricular a través de

excitacion o inhibicion de las proyecciones interneuronales en el NPV (64, 65).

1.7.6 Sustancia gris periacueductal

La sustancia GP es una estructura de materia gris que rodea el acueducto de
Sylvius en el mesencéfalo, se extiende al LC en su primer nivel. Tiene diversos
neurotransmisores como 5-HT, GABA, DAy encefalina, en esta zona hay una fuente
de sensaciones desagradables como la ansiedad, que se genera mediante la
estimulacion quimica a través de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA).
Ademads, participa en la evaluacién de respuestas a amenazas, asi como a la
regulacion de comportamientos defensivos. Esta via da lugar a reacciones

emocionales, respuestas motoras y simpéticas (66, 67).

1.7.7 Corteza prefrontal

La CPF se encuentra en el I6bulo frontal, es conocida como corteza de asociacion

y esta implicada en procesos cognitivos de alto nivel denominadas funciones

12



ejecutivas que incluyen la organizacion de la informacion procedente de diversas
areas sensoriales, el seguimiento de la informacion en la memoria de trabajo y la
coordinacion de conductas dirigidas a objetivos. La CPF esta formada por sectores
lateral, orbital y medial, sin embargo, los que tienen conexiones directas con las
estructuras limbicas implicadas con la ansiedad son la corteza prefrontal medial y
la lateral. El sector medial incluye a la corteza cingulada anterior la cual influye con
las expresiones conductuales y autonémicas asociadas con la ansiedad mediante
conexiones con sistemas motores que permiten la contextualizacién de la amenaza,
estd asociada con el hipocampo. La CPFm en su porcidn ventral se asocia a centros
interoceptivos como la insula anterior y el tronco encefalico, estos se relacionan con
las emociones y el afecto, mientras que su porcion rostral y en su porcion dorsal se
encargan de la evaluacion de las amenazas. Finalmente, en la CPF lateral ayuda a
generar estrategias que permitan la regulacion de emociones, en dirigir la atencién

y manipular tareas que permitan el logro de objetivos (2, 68, 69).

1.7.8 Locus coeruleus

El LC comprende una red de proyeccion que esta presente en todo el SNC, es el
principal productor de NE actuando como un regulador global, LC inerva el HPT en
la porcion lateral en el NPV y el niicleo supradptico, también inerva el ndcleo ventral
y central de la amigdala, el septo medial, el HPC, el cuerpo calloso hasta el cingulo.
La actividad de LC es alta en estados de angustia y ansiedad puesto que las
amenazas activan el sistema nervioso simpatico, lo que se expresa como
respuestas conductuales de lucha-huida. Lo anterior junto con la elevacion de
glucocorticoides, que actian en el eje HPA para provocar una respuesta fisioldgica
y conductual coordinada, son fundamentales para generar una respuesta adaptativa
al entorno dinamico (respuestas ascendentes), que inervan el HPT, la amigdala, el

HPC y el cortex.

Las respuestas descendentes vienen de sistemas corticales frontales de orden

superior, alcanzan el GP, la médula espinal y otros nucleos del tronco encefalico
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cuya finalidad es regular o atenuar la respuesta a una amenaza cuando el entorno
se percibe seguro, junto con la respuesta ascendente excesiva se genera una
desregulacion cortical en las estructuras subcorticales y en el mesencéfalo lo que
lleva a una incapacidad para regular las respuestas fisioldgicas y conductuales
frente a una amenaza. La respuesta adaptativa frente a una amenaza genera una
respuesta rapida y ordenada que prepara y activa al organismo para generar una
respuesta fisiologica, por lo que se activa el eje HPA, se libera corticotropina (CTP)
y el LC comienza a liberar NE el cual llegara a sus dianas en el cértex, amigdala y
CPFm para permitir la modulacién de la excitacion, el aprendizaje de amenazas y
la atencion. Sin embargo, el estrés cronico ocasiona cambios en la respuesta
mediada por el LC ocasionando una hiperactividad y por lo tanto un aumento de NE,
en la amigdala, en el LC, el HPC, el CPFm e incrementa la actividad del eje HPA, a
consecuencia se eleva el cortisol y la NE generando sintomas fisioldgicos
inadaptados (70-73).

De la informacién anterior referente a las estructuras neuroanatémicas, la Figura 1
resume un esquema de los efectos que ocasiona el estimular las diferentes regiones
cerebrales que estan asociadas con la ansiedad, asi como sus proyecciones las
cuales muestran un papel fundamental en la ansiedad y aquellas que tienen un

efecto basado en los neurotransmisores microinyectados en esas regiones.

14



CPFm

NPV

- Areas cerebrales activas en la ansiedad

—  Proyecciones ansiogénicas

Proyecciones ansiogénicas por efecto de
neurotransmisores

Figura 1: Areas cerebrales implicadas en la ansiedad. HPC, hipocampo; CPFm, corteza prefrontal
medial; LC, locus coeruleus; NLET, nlcleo del lecho de la estria terminal; NPV, ndcleo

paraventricular del hipotalamo; BLA, amigdala basolateral; CEA, amigdala central; MeA, amigdala
medial. Adaptado de (74).

1.8 Participacion del eje Hipotalamo-pituitaria-adrenal en los trastornos de
ansiedad

La homeostasis en el eje HPA es fundamental para el sistema endocrino y para una
cantidad importante de procesos y actividades fisiologicas como las respuestas al
estrés y un estado psicologico saludable ya que involucra una serie de hormonas y
de estructuras cerebrales en su funcionamiento. Por lo que la desregulacion y la

hiperactividad del eje HPA da lugar a numerosos problemas de salud como los TA
(75, 76)
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1.8.1 Hormonas involucradas en el eje Hipofisis-Pituitaria-Adrenal

1.8.1.1 Hormona liberadora de corticotropina

Es el factor liberador de corticotropina (CFR) un neuropéptido producido en
subpoblaciones de neuronas en el NLET, en la CEA y en la CPFm (77, 78). Los
péptidos relacionados con CFR ejercen su accion a través de dos receptores
diferentes: los receptores: CFR1 y CFR2. Los receptores CFR1 se expresan en
diversas regiones como la corteza cerebral, el cerebelo, el bulbo olfatorio, el septum
medial, el HPC, la amigdala, la glandula pituitaria y en tejidos periféricos. La
liberacion continua de CFR en situaciones de estrés esta implicada en procesos
patoldégicos. Una alteracion en el sistema CFR disminuye la expresion de CFR1 en
nucleos del NLET se asocian con el desarrollo de trastornos de ansiedad, los
antagonistas de CFR1 reducen el comportamiento similar a ansiedad en modelos
animales. La expresion de los CFR2 esta restringida pero muy presente en el
septum lateral, medial y posterior, en el NLET, nucleo ventral medial del HPT, bulbo
olfatorio y el nucleo del rafe dorsal actia en conjunto con CFR1 oponiéndose al
papel activador de este, generando asi una respuesta atenuadora del estrés y de la
ansiedad (79-81).

1.8.1.2 Hormona adrenocorticotrépica

La hormona adrenocorticotrépica (ACTH) se produce en la hipofisis anterior
(pituitaria) y se encarga de regular la produccién de cortisol y andrégenos. Sus
receptores se encuentran en la corteza suprarrenal en la zona fasciculada, estos
receptores se acoplan a proteinas G estimulando asi la adenilil ciclasa (AC), lo que
aumenta el monofosfato de adenosina (AMP) intracelular y la activacion de la
proteina cinasa A (PKA) (82, 83). La ACTH produce un efecto estimulador directo
gue actua en las células adrenocorticales a través de receptores de melanocortina
tipo 2, estos receptores al activarse aumentan la secrecion de hormonas esteroides

y la liberacion de cortisol desde la zona fasciculada de la corteza suprarrenal. El
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CFR es el encargado de controlar la expresion y secrecion de la ACTH por medio

de la regulacion en la transcripcion de propiomelanocortina (84).

1.8.1.3 Cortisol

El cortisol es un glucocorticoide que se encuentra en todo el cuerpo, una vez
liberado de la capa de la zona fasciculada de la corteza suprarrenal, ejerce sus
efectos sobre la cognicion a través de dos tipos de receptores: receptores
mineralocorticoides (MR) se consideran receptores de tipo 1 y receptores de
glucocorticoides (GR) se consideran receptores de tipo 2. Los MR se expresan en
el HPC y se activan con niveles moderados de cortisol lo que conduce a efectos de
mejora en la memoria. Los GR se encuentran en el HPC y CPF, estos se relacionan
con efectos inhibitorios negativos y a medida que aumentan los efectos del cortisol
los GR se activan cada vez mas provocando efectos perjudiciales en la memoria y

en los estados de ansiedad (85, 86).

1.8.2 Respuesta del eje Hipdfisis-Pituitaria-Adrenal

El sistema de respuesta ante el estrés es un mecanismo complejo y multinivel que
depende de la regulacion por retroalimentacion. En primer lugar, el estresor estimula
al sistema simpéatico autbnomo el cual es responsable de la respuesta mas rapida y
actia a través de la secrecion de epinefrina, lo que genera en el organismo
respuestas de lucha-huida, incremento en la presion arterial y aumento en la
conducta de sobresaltos. Minutos después de la segregacion de epinefrina se activa
el eje HPA y representa una serie de acontecimientos que comienzan con la
secrecion del CFR el cual activa el CFR1 desde el NPV a la circulacion portal que
estimula la liberacion de ACTH por la pituitaria (87). ACTH viaja por el torrente
sanguineo hasta llegar a la corteza suprarrenal (porcion externa de las glandulas
suprarrenales que se encuentran sobre los rifiones) y es asi como comienza a
segregar glucocorticoides, principalmente el cortisol. La mayor parte del cortisol se

une a proteinas de uniéon en la sangre para viajar a todo el organismo y afectar
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diversos sistemas como el cardiovascular, el metabolismo y el cerebro. Una vez que
cortisol llega al cerebro este es detectado por el HPT con la finalidad de detener la
secrecion de mas CFR y con ello una disminucion en la secrecion de ACTH, lo que
ocasionara que se deje de liberar cortisol, este proceso de inhibiciéon de cortisol se
conoce como bucle de retroalimentacion negativa (feed back negativo) y su finalidad
es evitar la liberacion excesiva de cortisol (88, 89). La retroalimentacion negativa
deteriorada en este proceso puede conducir a respuestas de estrés prolongadas o
excesivas, como se ve en los trastornos de ansiedad (90). La Figura 2 resume la

funcion del eje HPA.

Estresor

Respuesta al
estrés

Hipotalamo

' CRH |

Glandula &

pituitaria

o mm™m

{ Glandula
M \ suprarrenal

CRH - Hormona liberadora de corticotropina

AOrw

|
~

ACTH - Hormona adrenocorticotropica

Figura 2: Funcionamiento del eje HPA. El estimulo estresor genera un estimulo en NPV donde se
activa la secrecion de CRH, esta viaja por la circulacion portal hasta llegar a la glandula pituitaria
para activar la liberacion de ACTH, una vez que se libera viaja a través del torrente sanguineo para
llegar a la glandula suprarrenal y dar lugar a la liberacion de cortisol. El cortisol una vez liberado,
comienza a unirse a proteinas de union en el torrente sanguineo para dirigirse a todo el cuerpo, una
vez que regresa al cerebro, el HPT lo detecta y comienza con el feed back negativo para evitar que

se siga segregando ACTH y con ello mas cortisol. Adaptado de: (91).

18



1.9 Neurotransmisores implicados en la ansiedad

Actualmente se sabe que los sistemas monoaminérgicos (5-HT, NE, DA) tienen un
papel importante en la patogenia de los TA. Debido al aumento en su metabolismo
y funcion, la NE es un neurotransmisor que esta involucrado en la respuesta
nerviosa autbnoma que es responsable de los sintomas de ansiedad. La 5-HT
involucra a las amenazas mediadas por la amigdala y las amenazas mediadas por
la sustancia GP y la DA. GABA es el principal neurotransmisor inhibidor mas
importante en el SNC al actuar en este sistema neurotransmisor, las BZPs actdan
disminuyendo la sintomatologia de la ansiedad (92, 93).

1.9.1 5-HT

Las neuronas serotoninérgicas se originan en los nucleos del rafe y a su vez
proporcionan una entrada a las estructuras involucradas en la regulacion de los
estados de ansiedad, principalmente la amigdala y NLET. Las proteinas
transportadoras de recaptacion de 5-HT de alta afinidad se encuentran en todo el
cerebro en las neuronas 5-HT en el cuerpo celular y en los terminales sinapticos,
estas se encuentran estables en la superficie neuronal. Extracelularmente las
moléculas de 5-HT se unen al transportador y se trasladan al interior del cuerpo
celular neuronal haciendo un intercambio de iones sodio, donde son metabolizadas
0 reabsorbidas a las vesiculas para nuevamente ser liberadas, mediante este
proceso se controlan los niveles sinapticos de 5-HT. Otro receptor importante es el
autorreceptor 5-HT14, el cual se encuentra en las dendritas de los cuerpos celulares
en los nucleos del rafe y postsinapticamente en las neuronas serotoninérgicas del
HPC, el septo, la amigdala y la corteza entorrinal. El estrés prolongado ocasiona
una modificacidbn en los niveles cerebrales de 5-HT1a lo que ocasiona una
disminucién de los niveles de 5-HT generando un aumento pronunciado de la
actividad del eje HPA, lo que induce la secrecion de corticoesteroides y la ACTH
(94-96).
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1.9.2 NE

El sistema noradrenérgico tiene funcién en el SNC y en el sistema nervioso
periféerico (SNP). En el SNC, tiene dos proyecciones ascendentes primarias
originadas en el tronco encefalico, uno es el haz noradrenérgico dorsal el cual se
origina en el LC quien esta compuesto por neuronas noradrenérgicas y receptores
subtipo a1, a2, B1 y B2 en la membrana presinaptica y postsinaptica. EI SNC
contiene aferencias hacia la corteza cerebral, HPC, el cerebelo y proyecciones hacia
el haz noradrenérgico ventral, donde inervan la amigdala, el HPT y areas del
mesencéfalo y bulbo raquideo. En el SNP, especificamente el simpatico y en la
médula suprarrenal, el sistema noradrenérgico actla en las células cromafines
neuroendocrinas, estas zonas son los principales responsables de la sintesis y
exocitosis de NE y otras catecolaminas a la circulacién sanguinea, para actuar sobre
receptores alfa y beta adrenérgicas en las células del musculo liso y adiposo de todo
el cuerpo. Al existir una activacién por un estimulo, las neuronas noradrenérgicas
del rombencéfalo liberan NE en diversas zonas del cerebro como la CEA, MeAy el
NLET, ocasionando la activacion del eje HPA y manifestandose como una alteracion
en la reactividad en circuitos neuronales que median respuestas conductuales y
fisiologicas provocando efectos como dilatacion de pupilas, aumento del ritmo

cardiaco, constriccién de los vasos sanguineos, respuestas de lucha-huida (97-99).

1.9.3 DA

La DA es un neurotransmisor catecolaminérgico que desempefia un papel
importante en procesos fisiolégicos como la regulacion de emociones vy
comportamientos. Los receptores dopaminérgicos se subdividen en dos categorias:
la primera se compone de los D1 y D5, acoplados a sitios estimuladores G que
activan la AC y esta a su vez la produccion del segundo mensajero monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) que conduce a la produccion de PKA. El segundo grupo
de receptores (D2, D3, D4) se acoplan a sitios inhibidores G que inhiben la AC y

activan los canales de K+. El receptor D1 es el mas abundante en el SNC y D4 es
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el menos abundante. Los receptores D1 y D5 presentan una alta densidad en el
cuerpo estriado, area tegmental ventral, NA, el bulbo olfatorio y la sustancia negra
mientras que D2, D3 y D4 se presentan en el cuerpo estriado, globo palido externo,
NA, HPC, amigdala y la corteza cerebral. La comunicacion de las vias
serotoninérgicas va desde el cuerpo estriado que contiene inervaciones
dopaminérgicas mientras que el cuerpo estriado dorsal recibe aferencia
dopaminérgica de la sustancia negra, el cuerpo estriado ventral recibe una entrada
dopaminérgica del area tegmental ventral (VTA) y este a su vez proyecta a vias
dopaminérgicas a varias estructuras corticolimbicas. El estrés activa el sistema
mesolimbico dopaminérgico y aumenta el nivel de DA en la hendidura sinaptica. La
inhibicion de la recaptacion de DA induce efectos conductuales similares a la
ansiedad en modelos animales. (100-102). La Figura 3 representa la via
dopaminérgica.

Via dopaminérgica mesolimbica

—————— \ia dopaminérgica mesocortical

Via dopaminérgica nigroestriada

Figura 3: llustracion esquemdtica de la via dopaminérgica nigroestriada, mesolimbica y
mesocortical. La proyeccién a la CPF y la via dopaminérgica mesocorticolimbica se originan de la
VTA. El sistema dopaminérgico mesolimbico y mesocortical esta involucrado en la mediacion de la
ansiedad. VTA, area tegmental ventral; SN, sustancia nigroestriada; NA, ndcleo accumbens; CED,

cuerpo estriado dorsal; CPF, corteza prefrontal. Adaptado de (100).

21



1.9.4 GABA

Como ya se ha mencionado, GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
SNC, reduce la excitabilidad neuronal al inhibir la transmision nerviosa. Se
encuentra en el HPC, CPF, amigdala, el tAlamo, el HPT y el tronco encefalico. GABA
se forma a partir de glutamato, una vez que se forma se libera en las terminales
postsinapticas de las neuronas, sin embargo, la funcion del glutamato es excitatoria.
Los receptores GABA se subdividen en GABAa y el receptor metabotropico subtipo
B (GABABg): GABAA es un receptor ionotropico con 5 subunidades: dos subunidades
a con sitios de union para GABA, benzodiazepinas y alcohol, una subunidad y con
sitios de union para benzodiazepinas y alcohol y dos subunidades 3 con sitios de
unidn para GABA, anestésicos, esteroides y alcohol. Estas subunidades rodean un
canal transmembrana de Cl activados por ligando. Cuando GABA interacciona con
GABAA se abren los canales de CI para aumentar la entrada de este ion y asi
generar una hiperpolarizacion de la membrana y asi reducir la excitabilidad de las
neuronas postsinapticas lo que resulta en una inhibicion fasica (esta alteracion se
relaciona con enfermedades psiquiatricas como los TA). Los agonistas de este
receptor contribuyen a la disminucion de la ansiedad a través de la inactivacion
temporal de la subregion infralimbica o la BLA (103-106). La Figura 4 muestra el

receptor GABAA y su composicion.
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y dicoholes
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Figura 4: Representacion esquematica del receptor GABAa, estructura pentamérica con sus
diferentes sitios de accién para farmacos que interactdan en este sitio. Adaptada de (107).

En cuanto a GABAB& es un receptor metabotropico, compuesto por dos subunidades
GABABg1y GABAB2, son los responsables del componente tardio y mas lento de la
transmision inhibitoria. Se encuentran antes y después de la sinapsis, la activacion
de estos receptores se acopla a canales de K* y Ca?* a través de una via mediada
por proteina G que posteriormente difunden y activan varias cascadas de sefales
intracelulares que contribuiran a la inhibicién sinaptica ya sea via hiperpolarizacion
debida a la inhibicion de los canales postsinapticos de K* o mediante el retraso en
la liberacién de neurotransmisor dada por la inhibicion de los canales presinapticos
Ca?*. Cambios en las neuronas GABAérgicas, la interrupcién en alguna de las vias
de sefalizacion de GABAg Yy la concentracion de las isoformas estan relacionadas
con el desarrollo de los TA, mientras que el estrés cronico afecta la funcién de
GABAs presinaptica y postsingpticamente en el NPV afectando la funcion del eje
HPA (108-111).

1.10 Modelos experimentales en ansiedad

Los modelos animales de trastornos emocionales son utilizados para intentar

reproducir caracteristicas de trastornos psiquiatricos humanos en animales de
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laboratorio, ya que correlacionan los cambios fisiolégicos y de comportamiento-
Estos modelos experimentales no pretender replicar en los animales todas las
caracteristicas de un trastorno especifico puesto que existen evidentes diferencias
cognitivas entre especies (112). Los modelos experimentales para ansiedad miden
Unicamente variables fisioldgicas y conductuales que se provocan cuando al animal
se le expone a situaciones mas o menos naturalistas y potencialmente ansiogénicas
en condiciones controladas de laboratorio. Para ello se utiliza una serie de
instrumentos o herramientas para medir parametros relacionados con la ansiedad y
se les denomina “pruebas”, las cuales se recomiendan utilizar en una bateria para
evaluar el fenotipo conductual de cada individuo en diferentes condiciones (113,
114).

Los modelos roedores de enfermedades psiquiatricas deben de tener validez
aparente, de constructo y predictiva. Para ello, en la variable conductual a medir
debe existir semejanza con las respuestas conductuales en el humano (validez
aparente). Adicionalmente, el modelo debe ser sensible a agentes farmacolégicos
y causar el mismo efecto (ansiolitico, ansiogénico o no tener efecto) en el modelo
animal y en el humano (validez de constructo). Finalmente, el modelo debe tener
una respuesta identificable a los farmacos que generalmente funcionan en el
humano, es decir, los factores biol6gicos subyacentes al trastorno que sean
similares en animales y humanos (validez predictiva) (115, 116).

Trabajar con modelos animales ayuda a reducir los tiempos y costos de la
investigacion y son muy Utiles cuando las consideraciones éticas dificultan e
imposibilitan procedimientos paralelos en investigacion humana, por lo que la
investigacién con animales incluye el trabajo con primates humanos y no humanos,
peces cebra, felinos, caninos, roedores, entre otras especies. La mas comun es la
rata de laboratorio (Rattus norvegicus) la cual ha sido sujeto de investigacion
durante mas de un siglo (117). Mas de 30 modelos animales de ansiedad han sido
propuestos y la mayoria de ellos son de naturaleza conductual. Se clasifican con

base en las respuestas condicionadas o incondicionadas a los estimulos que se
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cree son capaces de causar ansiedad en humanos (118). La Tabla 3 muestra los

modelos animales en ansiedad mas utilizados en ratas y ratones:

Tabla 3: Modelos experimentales en ansiedad de respuesta condicionada y

respuesta no condicionada.

Respuestas condicionadas

Respuestas incondicionadas

Prueba

Modelo

Prueba

Modelo

Conflicto de
Geller Seifter

Modelos basados

Campo abierto

en conflicto
Conflicto de Laberinto elevado
Voguel en cruz
Estimulacion Laberintoen T
cerebral eléctrica elevado
Evitacion Tabla de agujeros
activa/pasiva

Miscelaneos
Respuesta Test de
emocional exploracion libre

condicionada

Enterramiento
defensivo

(sonda)

Sobresalto
potenciado por

miedo

Comportamiento

exploratorio

Test de interaccion

social

Comportamiento social

Caja luz/oscuridad

Transicion oscuro/claro

Evitacion de olores

de depredadores

Antidepredador/defensa

Hiponeofagia
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Respuesta de Otros

sobresalto

Congelacion (no

condicionada)

Adaptado de: (114, 116, 119).

1.10.1 Modelo de respuestas condicionadas

El experimento Pavloviano es un ejemplo clasico de respuestas condicionadas. Los
estudios de Pavlov mostraron que un estimulo neutral puede adquirir propiedades
afectivas debido a una asociacion con un estimulo biolégicamente relevante. La
adquisicién del miedo condicionado se genera ante la presencia de un estimulo
neutral (luz o sonido) que se combina con un estimulo aversivo (generalmente shock
eléctrico leve) que genera un cambio conductual innato (cambio en el ritmo cardiaco,
congelacion) y después de emparejamientos repetidos, el estimulo neutral se vuelve
un estimulo condicionado que provoca las respuestas condicionadas. Estas
respuestas condicionadas se manifiestan como comportamientos anormales que
caracterizan a los TA (hiperactividad, aislamiento social, déficit del aprendizaje) por
lo que se utilizan para investigar fundamentos neurobiolégicos de los circuitos

inhibidores del miedo y ansiedad en el cerebro (120-123).

1.10.2 Modelo de respuestas incondicionadas

Los modelos etoldgicos intentan aproximarse a las condiciones naturales en las que
se producen los estados emocionales de miedo y ansiedad. Estos modelos
etolégicos no necesitan entrenamientos complejos, emplean estimulos aversivos no
dolorosos para inducir ansiedad y usan la naturaleza exploratoria del animal por un
lugar novedoso, midiendo sus respuestas intuitivas a desafios ambientales en

contraste con su temor a las consecuencias que puede tener el exponerse a él. Los
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estimulos que usan para inducir ansiedad son de naturaleza diversa como la
exposicion a areas muy iluminadas, a las alturas, a espacios abiertos o al olor de
algun depredador, etc. (124-126).

1.10.2.1. Pruebas para la evaluacion de la conducta tipo ansiedad

1.10.2.1.1 Campo abierto

La prueba de campo abierto (OFT: Open field test) es la mas utilizada para evaluar
conductas tipo ansiedad. Consiste en un espacio cerrado con cuatro paredes altas
y un suelo, este recinto debe cumplir con caracteristicas como el tamafio, el material
de construccidn, el color, la opacidad y la reflectividad de las paredes y el suelo
puesto que, si se ignoran o se consideran irrelevantes, tienen el potencial de alterar
significativamente el comportamiento del animal (127). Por ello, es necesario que el
aparato sea construido con madera y medidas de 60 centimetros de largo, 60
centimetros de ancho con las paredes de 60 centimetros de altura. Todo el aparato
debe estar pintado de negro y el suelo dividido en 16 cuadrados espaciados
uniformemente (15x15 cm) de los cuales, 4 cuadrados centrales seran la parte
central y los 12 cuadrados restantes seran la periferia (128). OFT se basa en
distintas aversiones del roedor como a entornos abiertos y grandes (agorafobia),
bien iluminados y desconocidos pues se cree que filogenéticamente los roedores
ven este tipo de entornos como peligrosos; es utilizada para observar la actividad
motora general, la conducta exploratoria y ansiosa (129). El roedor se coloca en el
centro o cerca de las paredes del aparato y se graba su actividad durante 5 minutos;
las variables que se registran son las siguientes: locomocion, frecuencia de posicion
vertical, acicalamiento, tiempo de permanencia en el area central. Los roedores que
presenten un aumento de la locomocién central y de la permanencia en el area
central pueden interpretarse como una conducta no ansiosa, bajo un efecto de tipo
ansiolitico del farmaco que se esté probando. Por el contrario, una conducta de tipo
ansiosa se vera reflejada como un aumento del tiempo explorando la periferia del

OFT, manteniéndose en contacto con las paredes (tigmotaxis) y evitando el area
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central que consideran desprotegida (130, 131).

1.10.2.1.2 Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz (EPM: Elevated pluz mase) es una prueba que mide la
conducta tipo ansiedad; se basa en las tendencias naturales de los roedores para
evitar lugares abiertos y elevados por representar una amenaza. Es de las pruebas
mas utilizadas ya que es sensible a los farmacos ansioliticos, asi como a los
farmacos ansiogénicos (132, 133). Pellow et al., fueron los responsables de
modificar el laberinto que se utiliza en la actualidad; el EPM esta conformado por
dos brazos abiertos de cincuenta centimetros de largo y diez centimetros de ancho,
dos brazos cerrados con las mismas dimensiones y con paredes de cuarenta
centimetros de altura, de manera que los brazos abiertos queden enfrentados,
ambos con un techo abierto. Esta prueba debe estar elevada cincuenta centimetros
sobre el nivel del suelo y realizarse en un cuarto aislado con poca luz (75 Ix).
Inicialmente debe colocarse a la rata en el centro del aparato frente a un brazo
abierto donde se le permitira que explore libremente durante 5 minutos y su
comportamiento sera evaluado con una camara montada por encima del laberinto
(134). Las variables a examinar son: a) tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, nimero de entradas en brazos cerrados y niumero de entradas en brazos
abiertos. Con estos parametros, se puede calcular el indice de ansiedad cuyos
valores oscilan entre 0 y 1, donde un aumento del indice expresa un aumento del
comportamiento ansioso. El indice de ansiedad reune los datos de cada uno de los
pardmetros individuales del comportamiento exploratorio en el EPM vy los
coeficientes aceptados utilizados hasta la fecha en un pardmetro unificado, que
refleja no sélo las medidas absolutas, sino que también indica una tendencia global
(135). Para ser considerada entrada en alguno de los brazos, la rata tuvo que tener
al menos ¥ partes de su cuerpo en esa zona, una conducta ansiosa se vera

reflejada como un aumento de entradas y tiempo en los brazos cerrados (136).

En el EPM, contrarrestado con su curiosidad innata de explorar areas novedosas,
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un roedor con comportamiento menos ansioso ird frecuentemente hacia los brazos
abiertos y expuestos del laberinto, mientras que un roedor con comportamiento muy

ansioso, tendera a pasar mas tiempo en los brazos cerrados (137).

1.10.2.1.3 Tabla de agujeros

La prueba tabla de agujeros (HB: Holeboard), se originé a partir de la OFT, ha sido
utilizada para evaluar la ansiedad y la respuesta al estrés en animales tras la
exposicion a un entorno desconocido. Ofrece un enfoque para estudiar diferentes
patrones de comportamiento, la actividad locomotora y los posibles efectos de los
farmacos neuroactivos sobre la ansiedad (138). Consiste en una arena cuadriculada
de cuarenta centimetros por cuarenta centimetros con fondo negro de dieciséis
agujeros de tres centimetros de diametro, en esta prueba se introduce al roedor
dentro de la arena durante 5 minutos (139). El patréon de comportamiento mas
estudiado en esta prueba es la inmersion de la cabeza en los agujeros; los altos
niveles de inclinacion de la cabeza se interpretan como indicativos de neofobia, y

reflejan un estado tipo ansiedad en el roedor (140-142).

1.11 Fruto de granado

1.11.1 Generalidades

La granada es considerada un fruto ancestral venerado en diferentes culturas por lo
gue tiene diferentes significados. En la tradicion judia se decia que las 613 semillas
gue tenia la granada representaban los 613 mandamientos de la Tora. En otras
tradiciones se cree que las semillas de granada favorecen a la fertilidad y se han
asociado como un simbolo de la diosa del amor Afrodita (143, 144). En el budismo
se considera una de las tres frutas sagradas, en la cultura china estd ampliamente
representada en la ceramica y denota abundancia, posteridad y descendencia
numerosa Yy virtuosa con un futuro santificado (145). Es el primer fruto en ser

domesticado, nativo de Iran, distribuido y cultivado gradualmente en las regiones
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centrales de Asia al Himalaya, el oriente medio y en areas del mediterraneo,
incluyendo a Espafa, China, Marruecos y Afganistan; este ultimo es famoso por
producir granadas de alta calidad mientras que Irdn es uno de los grandes
productores a nivel mundial (146). La granada presenta una amplia distribucion

debido a su adaptacién en climas trépicos y subtropicos (147).

1.11.2 Clasificacion taxonémica

Existen Unicamente dos variedades conocidas de la especie Punica: Punica
granatum L. (P. granatum) y Punica protopunica B, se clasifica de esta forma debido
a la diferencia de habitats, dado que Punica protopunica B. es endémica de la regiéon
de Socotra (148, 149). P. granatum es el nombre cientifico del fruto que proviene
del arbol del granado (150), esta especie fue conocida como Malum punicum
(manzana de Cartago) después Linneo eligi6 el nombre actual con el epiteto
especifico de granatum que significa granulado, por ello lleva la letra “L” al final
(151). Anteriormente se clasificd en la familia Punicaceae, sin embargo, una nueva
clasificacién lo ubica en la familia Lythraceae (152, 153). La Tabla 4 muestra la

jerarquia taxondémica de este género.

Tabla 4: Clasificacion taxondémica de P. granatum

Clasificacion Denominacion
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Familia Lythraceae

Género Punica
Especie granatum

Adaptado de: (153, 154).
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1.11.3 Morfologia

1.11.3.1 El arbol

El granado es un atractivo arbusto caducifolio de hasta 3-8 metros de altura con
hojas perennes de uno a diez centimetros de longitud, espinosas, estrechas,
oblongas y de tallo corto, dispuestas en grupos de cinco a seis ramas. El arbol
conserva sus hojas perennes en las areas tropicas y se mantienen caducas en las
areas templadas y subtrdpicas. Las flores miden tres centimetros de ancho y son
caracteristicas debido a su coloracion roja con sépalos puntiagudos y humerosos
estambres, presentes de dos a siete flores en la periferia de cada rama (149, 155).
El fruto se comienza a dar en el segundo o tercer afio después de su plantacion y
necesita de suelos hiumedos durante la temporada de crecimiento para ayudar a la
produccion de esta. El granado comienza a florecer a principios de mayo y de diez
a quince dias después comienzan a formarse los frutos. Un solo arbol puede tener
hasta 5000 flores si la condicidn climatica lo permite, una vez que estas flores son
polinizadas por las abejas, la granada comienza a madurar en un lapso de 120 a
160 dias (156).

1.11.3.2 El fruto

El fruto del granado botanicamente se le denomina balausta ya que es una baya
pulposa de unos seis a doce centimetros de diametro, coronada por un céliz
prominente que se mantiene hasta la madurez y es distintivo del fruto de la granada.
La cascara se compone de dos partes, por fuera es una piel gruesa, coriacea con
coloraciones que pueden variar del amarillo rojizo al verde con zonas rojizas e
incluso puede ser de coloracion rojo escarlata segun la variedad y la fase de
maduracién, botanicamente se le conoce como pericarpio. El mesocarpio es la parte
interna del fruto y es donde se dividen los I6bulos que contienen unidas las semillas
(arilos) los cuales son granos en forma prismatica recubiertos por una capa llamada

sarcotesta. Los arilos son la porcion comestible del fruto, varian de un color rojo
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intenso a incoloro, su numero puede llegar a 1,300 por fruto; dentro de estos se

encuentra el jugo (144, 157-159).

1.11.4 Composicion nutrimental

La granada es una fruta con bajo contenido energético que con 100 g de porcién

aportan tan solo 34 Kcal. Esta conformada por fibra, carbohidratos, proteinas,

algunas vitaminas hidrosolubles y minerales mientras que las semillas tienen un

gran contenido de acidos grasos (Tabla 5).

Tabla 5: Composiciéon nutrimental del fruto

Granada

Por 100 g de porciéon comestible

Energia (Kcal)

Proteinas (g)

Lipidos totales ()

Acidos grasos monoinsaturados (g)
Acidos grasos poliinsaturados (g)
Acidos grasos saturados (g)
Colesterol (mg)

Hidratos de carbono (g)

Fibra (g)

Agua (9)

Ceniza (9)

Calcio (mg)

Hierro (mg)

Yodo (Hg)

Magnesio (mg)

Zinc (mg)

Sodio (mg)

Potasio(mg)

Fésforo (mg)

Selenio (ug)

34.0
0.7
0.1

0.05

0.06

0.04
0.0
7.5
0.2

91.5
0.6
8.0
0.6
0.0
3.0
0.3
5.0

275.0

15.0

0.6
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Tiamina (mg) 0.02

Riboflavina (mg) 0.02
Equivalentes niacina (mg) 0.3
Vitamina B6 (mg) 0.11
Folatos (ug) 0.0
Vitamina B12 (ug) 0.0
Vitamina C (mg) 5.7
Vitamina A: Eq. Retinol (ug) 3.5
Vitamina D (ug) 0.0
Vitamina E (mg) 0.0

Aminoacidos

Glutamina 0.52
Glicina 0.41
Serina 0.11
Histidina 0.22
Acido aspartico 0.30
Arginina 0.23
Leucina 0.19
Isoleucina 0.1

Valina 0.14
Prolina 0.14
Alanina 0.19
Lisina 0.19

Adaptado de: (160-162).

1.11.5 Composicion fitoquimica

Gracias a los avances tecnoldgicos se ha encontrado que la granada posee
multiples compuestos fitoquimicos, los cuales se han identificado en varias partes
del arbol y del fruto de la granada (jugo, semillas, cascara, flores, hojas del arbol,
raices). El mayor contenido de fitoquimicos en la granada son los polifenoles e
incluye: flavonoles, flavalonas y antocianinas. Asi como taninos (proantocianidinas,

elagitaninos y galotaninos). Otros compuestos fitoquimicos encontrados son los
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acidos orgéanicos y acidos fendlicos, tripterpenos y esteroles. La raiz y corteza del
arbol de granada se encuentra principalmente punicacorteina A, B, C Y D,
punigluconina, punicalinay punicalagina (163, 164). En las hojas encontramos gran
contenido de kaempferol, acido elagico, acido galico, quercetina, rutina (165)
mientras que en las flores posee alto contenido de punicataninos A y B, brevifolina
y gemina D (166). La cascara contiene principalmente punicalina, punicalagina y
pedunculagina (167). En el jugo de granada se encontr6 abundante contenido en
acidos organicos como acido citrico, acido malico, acido ascérbico y galotaninos,
punicalagina y punicalina mientras que en las semillas contienen principalmente
hormonas esteroideas humanas como estrona, estriol, estradiol y testosterona (166,

168). La Tabla 6 resume los fitoquimicos encontrados en diferentes partes del fruto.

Tabla 6: Componentes fitoquimicos de diferentes partes del fruto.

Parte de la Clase de fitoquimico Referencia
granada
Raiz Elagitaninos y galotaninas: (163, 164,
Corteza del e Castalagina 169)
arbol e Casuarina

e Casuarinina

e Corilagina

¢ Pedunculagina

e Punigluconina

e 2-O-Galoil-(4S,6S)-galagoil-D-glucosa
e 2,3-(S)-HHDP-D-glucosa

e Punicacorteina A,B,CyD

e Punicalina

e Punicalagina

e Acido elégico

Flavonoles:
e Quercetina-3,4'-dimetil eter 7- O-a-L-

arabinofuranosa-(1-6)--D-glucésido
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Esteroles y terpenos

¢ Friedooleanan-3-ona

Alcaloides:
o N-metil peletierina
e Sedridina
e Pseudopeletierina
¢ Nor-pseudopeletierina

e 2,3,4,5-tetrahidro-6-propenilpiridina

o 3,4,5,6-tetrahidro-a-metil-2-piridina etanol

Otros compuestos:

e Manitol
Céscara Elagitaninos y galotaninos: (167, 170,
o 2,3-(S)-HHDP-D-glucosa 171)
e Granatina B
e Punicalagina
Catequina y procianidinas:
e Catechin-(4,8)-galocatequina
¢ Galocatequina
e Galocatequina-(4,8)-catequina
¢ Galocatequina-(4,8)- galocatequina
Flavonoles:
o Kaempferol
e Luteolina
e Quercetina
e Quercetin-3,4'-dimetil éter 7- O-a-L-
arabinofuranosa-(1-6)--D-glucésido
Pericarpio Elagitaninos y galotaninos: (163, 172,
e Casuarinina 173)

e Corilagina

e Granatina A
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Pedunculagina
Teligramadina |
Punicalina

Punicalagina
Terminalina/galaildilacton

Acido elagico

Hojas

Elagitaninos y galotaninos:

Corilagina

Ciclic 2,4:3,6-bis (4,4',5,5',6,6"-
hexahidroxi[1,1"-bifenil]-2,2"-dicarboxilato) 1-
(3,4,5-Trihidroxibenzoate) b-D-Glucosa
Punicafolina

Estricnina

Telimagradina |

Tercataina

5-0O-galoil-punicacorteina D

Flavonoles:

Apigenina-4'-O-3-D-glucésido
Luteolina-3'-O-B-D-glucésido
Luteolina-4'-O-B-D-glucésido
Luteolina-3"-O-B-D-Xilosido
Eriodictiol-7-O-a-Larabinofuranosil (1-6)--
Dglucosido

Naringenina 4'-metilether 7-Oa-L-
arabinofuranosil (1-6)-

B-D-glucosido

Derivados de galoil simple

Brevifolina
Acido carboxilico de brevifolina
Acido-10-carboxilico de brevifolina

monosulfato

(165, 174,
175)
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1,2,3-Tri-O-galoil-B-D-glucosa
1,2,4-Tri-O-galoil-B-D-glucosa
1,2,6-Tri-O-galoil-B-D-glucosa
1,4,6-Tri-O-galoil-B-D-glucosa
1,3,4-Tri-O-galoil-B-D-glucosa

1,2, 4, 6-Tetra-O-galoil-B-Dglucosa

1,2,3,4, 6-Pent-O-galoil-B-Dglucosa
3,4,8,9,10-pentahidroxidibenzo[b,d]pirano-6-

ona

Esteroles y terpenos:

B-Sitosterol

Alcaloides:

1-(2,5-dihidroxi-fenil)-cloruro de piridio

Semillas

Antocianinas:

Delfinidina-3-glucésido
Delfinidina-3,5-diglucésido
Cianidina-3-glucésido
Cianidina-3,5-diglucésido
Pelargonidina-3-glucosido

Pelargonidina-3,5-diglucésido

Acidos grasos vy triglicéridos:

Tri-O-punicilglicerol
Di-O-punicil-O-octadeca-8Z-11Z-13E-

trienilglicerol

Elagitaninos:

Punicalina

Punicalagina

Esteroles y terpenos:

Acido asiéatico

Acido betulinico

(165, 176,
177)
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e Daucosterol

e Acido ursélico

Flavonoles:

o Kaempferol

Otros compuestos:

¢ Coniferil 9-0-[3-D-apiofuranosil-(1-6)]-O-p-D-

glucopiranosido

e Sinapil 9-O-[B-D-apiofuranosil-(1-6)-O--D-

glucopiranésido
e Feniletil rutinésido

e |carisido D1
Derivados del acido elagico
e Acido elagico 3,3 -di-O-metil
e Acido elagico 3,3",4 -tri-O-metil

Fruto Elagitaninos y galotaninos: (A77,178)
e Corilagina
e Acido elagico
Flavonoles:
o Kaempferol
e Luteolina
e Miricetina
e Quercetina
e Quercimeritrina
e Quercetina-3-O-rutindsido
Flores Elagitaninos, galotaninos y derivados: (166, 177)

e Granadata

e Punicataninos Ay B

e 3-0xol,3,3a,8b-tetrahidrofuro[3,4
b]benzofurano

e Brevifolina
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¢ Etilbrevifolina
e Hipomanina A

e GeminaD

Derivados del acido elagico:
e Acido galico
Flavonas:

e Luteolina

e Tricetina

Flavanonas:
e Punicaflavanol

e Granatumolavanil xil6sido

Lignanos:

e Punicatanino C

Acidos orgéanicos y fendlicos:

e Acido fumarico

e Acido oxalico

e Acido quinico

e Acido succinico

e Acido benzoico

e Acido cinamico

e Acido 7,8-dihidroxi-3-carboximetilcumarina-5-

carboxilico

Jugo

Antocianinas y antocianidinas:
e Cianidina
¢ Cianidina-3-glucésido
e Cianidina 3,5-diglucésido
e Cianidina-3-rutinosida
¢ Delfinidina
e Delfinidina-3-glucoésido

¢ Delfinidina 3,5-diglucésido
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Pelargonidina 3-O-glucosido
Pelargonidina 3,5-di-O-glucésido
Malvidina

Epicatequina-delfinidina-hexosido

Derivados del 4cido elagico:

Acido galico

Catequinas y procianidinas:

(-)-Catequina
Epicatequina
Procianidina B1

Procianidina B2

Elagitaninos:

Punicalagina

Punicalina

Acido carboxilico brevifolina
Pedunculagina

Granatina A/ largestanina A
Punigluconinaly 2
Causarinina

Acido elagico

Flavonoles:

Quercetina

Isoquercetina

Rutina

Procianidina dimero (1-5)
Epigalocatequina-3-galato
Flavan-3-ol

+ (-) galocatequina

Kaempferol

Acidos orgéanicos:
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Acido succinico
Acido cafeico

Acido clorogénico
Acido cinamico
Acido citrico

Acido p-cumarico
Acido o-cumarico
Acido hidroxicinamico
Acido tartarico

Acido ferulico

Acido fumarico
Acido oxalico

Acido L-malico
Acido protocatecuico
Acido quinico

Acido tartarico

Acido linoleico

Acido hidroxibenzoico y derivados:

Acido vanilico

Hexoxido de acido hexahidroxidifénico
Digaloil-hexoxido 1

Ester galoil

Hexoxido de digaloil hexahidroxidifenilo 1y 2

Alcaloides:

Peletierina

Aceite

semillas

de

Acidos grasos Yy triglicéridos:

Acido eicosanoico
Acido linoleico
Acido linolénico
Acido araquidico

Acido behénico

(180, 181)
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e Acido lignocérico
e Acido oleico

e Acido palmitico

e Acido punicico

e Acido estearico

e N -palmitoil cerebrosido

e 1-O-trans, cis, trans, octadecatrienol glicerol

e 1-O-isopentil-3-O-octadeco-2-enoil glicerol

Esteroles y terpenos:

e Colesterol

e [Estrona
e Estradiol
e Estriol

e B-sitosterol
e Estigmasterol

e Testosterona

Arilos

Antocianinas:
¢ Cianidin-3-O-glucoésido
¢ Cianidin-3,5-di-O-glucésido
e Delfinidin-3-O-glucésido
¢ Delfinidin-3,5-di-O-glucdsido

e Pelargonidina-3-0-glucésido

e Pelargonidina-3,5-di-O-glucésido

Acidos hidroxicinamicos:
e Acido p-cumarico
e Acido clorogénico
e Acido cafeico
Derivados del 4cido elagico
e Acido galico
e Acidos organicos y fenélicos

e Acido ascorbico
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e Acido fumarico
e Acido oxalico
e Acido quinico
e Acido succinico

e Acido tartarico

1.11.6 Usos en la medicina tradicional

La granada ha sido conocida en diversas civilizaciones y culturas debido a que se
le ha atribuido diversos significados (simbolo de vida, fertilidad, permanencia,
feminidad, conocimiento e inmortalidad), a su vez, todos los componentes del fruto
y arbol de granada (corteza, raiz, flores, fruto, jugo, arilos y hojas) se han utilizado
como remedio curativo (184). El remedio curativo mas famoso en todo el mundo ha
sido su efecto tenicida y vermifugo, obtenido de la raiz y corteza del arbol mientras
gue el segundo remedio mas popular se obtiene de la decoccién de la cascara de
granada como tratamiento para la disenteria, diarrea y estomatitis (185). En la
medicina tradicional se han utilizado decocciones e infusiones de las flores y
cascara del granado para tratar diarreas, enfermedades estomacales, infecciones
vaginales e inflamacioén del pancreas (186). Estudios in vitro e in vivo han permitido
encontrar que el fruto del granado posee propiedades antiinflamatorias,
antiateroescleroticas, anticancerigenas y es un buen tratamiento contra la
osteoartritis y las enfermedades cardiacas, ademas de encontrar que acido punicico
presente en el aceite de semillas de granada tiene la capacidad de actuar sobre el
gen supresor de tumores PTPRG y con ello la capacidad de prevenir el desarrollo
de cancer (187). Gracias a los avances tecnoldgicos, estudios recientes han podido
demostrar que la granada posee efecto neuroprotector frente a varios trastornos
neurodegenerativos (188, 189). La Tabla 7 describe algunas de las propiedades

funcionales encontradas en la granada y sus componentes.
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Tabla 7: Partes de la granada con propiedades funcionales.

Propiedad funcional

Partes de la granada

Referencias

Capacidad antioxidante: e Céscara (179, 186, 187,
Prevencion del estrés oxidativo e Jugo 190-192)

e Arilos
Efecto vasculoprotector: e Jugo (143, 179, 187,
Actividad anti-ateroesclerética e Cascara 190, 192)
Actividad hipolipemiante e Hojas
Actividad hipotensora e Raiz
Efecto gastroprotector: e Céscara (186, 190)

Proteccion de la mucosa gastrica
Proteccion contra colitis

Actividad antidiarreica

Actividad antinflamatoria:

Aceite de semillas

(166, 179, 186,

Artritis reumatoide e Jugo 190)
Efecto nefroprotector e Jugo (193, 194)

e Céascara
Actividad antimicrobiana: e Arilos (150, 179, 187,
Staphyloccoccus aureus, e Jugo 190, 192, 195,
Escherichia coli e Cascara 196)
Shigella dysentriae e Hojas

Shigella sonnei

Shigella flexneri

Shigella boydii
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus mutans
Candida albicans
Penicillium citirnum
Penicillium patulum
Penicillium ruqufortii

Aspergillus achraceous
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Salmonella typhi
Vibrio cholera

Actividad  anticancerigena
antiproliferativa:

Céancer de colon

Céancer de préstata

Céncer de mama

Céancer de piel

Céncer de vejiga

Céancer de pulmoén

Céancer bucal

Leucemia

y

Jugo
Hojas

Aceite de semillas

(166, 179, 186,
190, 192, 197)

Actividad neuroprotectora: ¢ Jugo (143, 179, 188-
Alzheimer e Hojas 190, 198-200)
Demencia e Semilla
Parkinson o Aceite de semillas
Depresion e Cascara
Ansiedad
Actividad antinociceptiva e Cascara (201-203)

e Jugo
Enfermedades metabdlicas: e Jugo (166, 179, 183,
Actividad anti-diabética e Céascara 204, 205)
Actividad anti-obesidad e Flores

e Hojas
Propiedad estrogénica / e Jugo (143, 192, 200,
antiestrogénica e Cascara 206)

e Hojas

Aceite de semillas
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1.12 Toxicidad

Los diversos compuestos obtenidos de diferentes partes de la granada se han
utilizado durante siglos y a la fecha no se han encontrado efectos toxicoldgicos
(197). Una administracion de comprimidos de extracto de granada de 1420 mg/dia
en humanos no genero toxicos sobre la funcion hepatica y renal (196). Por otro lado,
la administracién via oral en tratamiento subagudo de un microencapsulado de jugo
de granada en dosis de 5000 mg/kg en ratas Wistar macho, no provocé cambios
clinicos o lesiones macroscoépicas ni muerte, asimismo, la administracion via oral en
tratamiento subcronico de 3000 mg/kg en ratones CD-1 durante 90 dias, tampoco
causo la muerte, ni afectaciones en el higado y rifidn, ni provoco cambios clinicos
(207).

.  ANTECEDENTES

2.1 Efecto ansiolitico de la granada

Existen pocos estudios del efecto ansiolitico de la granada y ain se desconocen los
mecanismos de accidn por los que se presenta este efecto. En este sentido Kumar
et al., 2008, estudiaron en ratones macho albinos suizos el efecto de la
administracion Unica de un extracto etandlico de semillas de granada (EESM 100,
250 y 500 mg/kg, i.g), utilizando como farmaco de referencia DZP (1 mg/kg, i.g). Se
utilizé la prueba de EPM para evaluar la conducta similar a ansiedad, 60 minutos
posterior a la administracion de los tratamientos. Los autores encontraron que el
EESM en todas sus dosis, asi como el DZP, mostraron mayor tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y una reduccion en el tiempo de permanencia
en los brazos cerrados, en comparacién con el grupo control. Adicionalmente, al
extracto se le realizd un analisis de fitoquimicos que revelaron la presencia de
flavonoides, taninos y saponinas a las que les fue atribuido el efecto ansiolitico por

su sitio de unién a los receptores GABAA (208).
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Riaz y Khan, 2014 (209) evaluaron el efecto del jugo de granada (PJ 2, 5y 8 ml/kg)
sobre la ansiedad inducida en ratas Wistar macho, usando como farmaco de
referencia DZP (25 y 3 mg/kg), los tratamientos fueron administrados durante 15
dias por via i.g. Para analizar el comportamiento se utilizé6 prueba de OFT y EPM,
las cuales se aplicaron al dia 8 y al dia 15 de la administracién de los tratamientos.
Este estudio demostro que el PJ en dosis de 5y 8 ml/kg, asi como el DZP, en OFT
mostraron un efecto significativo al mostrar mayor tiempo de locomociéon y mayor
tiempo de permanencia al centro en comparacion con grupo control en ambos dias
de la prueba. Mientras que, en el EPM se encontré mayor niumero de entradas a los
brazos abiertos y menor tiempo el brazo cerrado. Por lo tanto, los autores concluyen
gue PJ es mas eficaz en dosis moderadas y altas por sus efectos estimulantes del
SNC, ansioliticos y antidepresivos en los modelos animales propuestos. Sin
embargo, se requieren mas estudios farmacoldgicos para vislumbrar el mecanismo

de accién de los componentes del jugo.

Das y Sarma, 2014 (210), evaluaron en ratones machos albinos suizos el efecto
ansiolitico del extracto etandlico de hojas de granada (EEPG 100 y 200 mg/kg), el
farmaco de referencia utilizado fue DZP (2 mg/kg), todos los tratamientos se
administraron por via i.p. La actividad ansiolitica se evalué utilizando las pruebas de
EPM y camara de espejo. Los autores encontraron que, en el EPM, el nimero de
entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos fue significativamente
mayor en los grupos de EEPG comparado con el grupo control, sin embargo, los
efectos fueron menores comparado con el DZP. En la cdmara de espejos, la latencia
dentro de la camara fue menor, pero el nimero de entradas, el tiempo total
empleado por entrada y el tiempo medio por entrada fueron estadisticamente
significativos (p<0.05). Este estudio indica que el extracto etandlico de hojas de

granada posee una importante actividad ansiolitica.

Jahromy et al., 2014, analizaron la actividad ansiolitica de PJ (5, 10 y 20 ml/kg i.g.),
buspirona (BPR 5 mg/kg i.p.) y magnesio (Mg 50 mg/kg i.g.), asi como
combinaciones de PJ/BPR (5 ml/kg + 5 mg/kg), PJ/Mg (5 ml/kg + 50 mg/kg) vy
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BPR/Mg (5 mg/kg + 50 mg/kg) administrados durante 10 dias consecutivos en un
modelo animal de ratones macho, el analisis del comportamiento se realizo
Unicamente en la prueba EPM. Sus resultados mostraron que PJ a todas sus dosis,
presentaron efecto de tipo ansiolitico, mayor tiempo de permanencia y mayor
porcentaje de entradas en los brazos abiertos. Los grupos que presentaron mayor
efecto ansiolitico fueron PJ (5 y 10 ml/kg), PJ/Mg y un menor efecto con la
combinacion de PJ/BPR y PJ/Mg. Estos resultados indican que la granada y el Mg
podrian actuar de manera similar en el receptor 5-HT1a pero no fue similar con la
combinacion con buspirona debido a que aparentemente producen una accién

competitiva sobre el mismo receptor (211).

Kalshetti et al., 2015 probaron el efecto ansiolitico de un extracto de céscara de
granada (HEPG), utilizaron ratas macho Sprague Dawley a las cuales se les realizé
una bulbectomia olfatoria (OBX) para provocarles cambios conductuales, 14 dias
después de la cirugia se dividieron en seis grupos: grupo 1 (sin cirugia y solucién
salina), grupo 2 (OBX y agua destilada), grupo 3 (fluoxetina 30 mg/kg), grupo 4, 5y
6 con OBX y HEPG (10, 30 y 100 mg/kg), todos los tratamientos se administraron
oralmente durante 14 dias. La prueba de OFT y la de alimentacion suprimida por
novedad (NSF), se realizaron posteriormente al concluir el tratamiento. Los
resultados obtenidos en el OFT indicaron que los grupos 4-6 mostraron mayor
actividad central en comparacion con el grupo tratado con fluoxetina, mientras que
en el NSF las ratas con OBX mostraron una menor latencia a la alimentacion y no
estaban hiperactivas, el tratamiento con HEPG en las dosis superiores (30 y 100
mg/kg) tuvo menor latencia a la alimentacién. Los autores concluyeron que el HEPG
posee efecto ansiolitico del cual ain se desconocen sus mecanismos de accion
(212).

El estudio de Kulkarni et al., 2016 evaluo el efecto ansiolitico del PJ y realizé una
prueba de toxicidad oral aguda en un modelo animal de ratones macho albinos,
administrando dosis de (PJ de 50, 100, 200, 400, 800, 1000 y 2000 ml/kg), durante

48 horas que dur6 el periodo del estudio. Al no encontrar toxicidad, estas dosis
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fueron consideradas seguras por lo que se utilizaron (PJ de 100, 200 y 400 ml/kg)
asi como DZP (2 mg/kg), administrados por via i.g una vez al dia durante 8 dias
consecutivos. El dia 8, una hora después de la administracion de los tratamientos,
se realizaron las pruebas comenzando por EPM vy finalizando en HB. Se encontré
gue PJ tuvo efecto dosis dependiente, o que ocasioné una menor conducta similar
a ansiedad al igual que el DZP, reflejada como un mayor nimero de entradas y
tiempo de permanencia en brazos abiertos en comparacion con el grupo control. En
el HB, el PJ a dosis de 200 y 400 mg/kg, asi como el DZP, mostraron mayor tiempo,
mayor niumero de inserciones de cabeza y de la posicion vertical. Estos resultados
se atribuyen a que PJ posee un mecanismo de accién similar al DZP actuando en

los receptores de las BZDs (213).

Riaz y Khan, 2017 (214), analizaron los efectos en el comportamiento de la
administracion PJ en combinacion con jugo de limon (C) en dos dosis combinadas
CPJ-1 (0.4 + 5 ml/kg) y CPJ-2 (0.2 + 8 ml/kg), administrados por via i.g durante 14
dias, en ratas Wistar macho. El efecto ansiolitico se registré dos veces durante 15
dias utilizando las pruebas de OFT y EPM. En la prueba OFT, CPJ-1 mostr6 mayor
distancia recorrida, mayor numero de entradas centrales y nimero de posicidon
vertical, mientras que, en el EPM, mayor numero de entradas en brazos abiertos.
Estos resultados sugieren que la combinacion CPJ-1 posee efecto ansiolitico y que

probablemente actian de manera sinérgica.

Gadouche et al., 2020, probaron un extracto metanodlico de cascara de granada
(EMCG 500 mg/kg) durante 4 horas por dia, seguido de la administracion de acetato
de plomo (ACP, 1000 ppm) durante 20 horas, para inducir neurotoxicidad,
administrados durante 90 semanas en ratones hembra. Las pruebas de
comportamiento utilizadas fueron OFT, caja luz/oscuridad, prueba de nado forzado,
también se midié concentracion de plomo y dafios ocasionados en el cerebro. Los
andlisis estadisticos mostraron en el OFT, que el ACP ocasion6 dafio cerebral
reflejado en hiperactividad locomotora. En la prueba de caja luz/oscuridad el ACP

hubo mayor tiempo de permanencia en el compartimiento oscuro en comparacion
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con el grupo control mientras que el grupo del EMCG no tuvo diferencias
significativas en comparacion con el grupo control. En la prueba de nado forzado el
ACP ocasiond mayor tiempo de inmovilidad mientras que el EMCG tuvo menor
tiempo de inmovilidad. Finalmente, en el analisis de tejido cerebral, el grupo control
presentaba estructuras cerebrales normales, mientras que los cerebros de las ratas
tratadas con el ACP, presentaron lesiones microscopicas en diferentes areas de la
corteza cerebral y el HPC, asi como degeneracion neuronal, vascular, congestion e
inflamacion infiltrada a diferencia de los cerebros de las ratas tratadas con el EMCG
gue presentaban menor neurodegeneracion y vacuolizacion que los controles y las
ratas intoxicadas. Los autores atribuyen al EMCG un efecto neuroprotector
mediante la inhibicidon de colinesterasa, asi como una estimulacion de la capacidad

antioxidante y reduccion del estrés oxidativo (215).

Otro estudio en granada, Estrada et al., 2020, analizé un extracto acuoso (EA) en
un modelo animal con ratas Wistar hembra, ovariectomizadas y obesas (216). Las
ratas fueron alimentadas con dieta de cafeteria (carbohidratos y grasas saturadas)
para inducirles obesidad y a la par, se les administré el EA (1mg/kg) durante 21
dias. En la prueba de EPM. El grupo con EA mostré mayor tiempo de permanencia
en los brazos abiertos, lo que se traduce en que dicho extracto previene el
comportamiento tipo ansiedad. Posteriormente al dia 22 se les retir6 el alimento y
al transcurrir 8 horas, se les realiz6 una prueba de tolerancia a la glucosa para
finalmente aplicarles la eutanasia y recolectar sangre para evaluar parametros
bioguimicos (glucosa, concentracion de lipidos, acidos grasos, concentracion de
insulina plasmética y niveles de estradiol), ademas se midi6 los niveles de la
proteina gamma (PPARYy), proteina quinasa regulada por sefal extracelular
(ERK1/2) en el HPC y la amigdala. En conclusién, el EA tiene efecto hipolipemiante
y protector a los cambios metabdlicos inducidos por la dieta de cafeteria mientras
gue el efecto ansiolitico esta relacionado con la activacion de PPARy-ERK1/2 en la

amigdala.

Por otro lado, Dhakal et al., 2021 (217), analizaron el efecto ansiolitico de las hojas
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de granada, su experimento consistio en obtener dos extractos acuosos, un extracto
metanolico y un extracto con acetato de etilo. Se utilizaron ratones albinos, el
farmaco de referencia fue DZP (3 mg/kg) y flavonoides del extracto metandlico y
extracto de acetato de etilo (100 y 200 mg/kg). EI comportamiento locomotor de los
ratones se analiz6 individualmente una hora después de la administracion de los
tratamientos con un actofotometro y se registroé la actividad basal durante un periodo
de 5 minutos. El efecto sobre la coordinacién motora se evalué mediante un aparato
de varillas giratorias, previo entrenamiento de 24 horas antes de la prueba,
posteriormente se observd en un periodo de 30, 60 y 90 min la caminata sobre la
barra a velocidad de 12 revoluciones por minuto. Se observé el tiempo de
permanencia en el aparato durante 5 minutos (300 s). Los grupos tratados con
flavonoides de extracto metandlico y extracto de acetato de etilo (100 y 200 mg/kg)
mostraron cambios significativos (p <0.05) en comparacién con los grupos del
farmaco estandar (DZP 3 mg / kg) concluyendo que los flavonoides obtenidos de la

planta tienen efectos ansioliticos.

Abu-Taweel y Al-Mutary, 2021 (218), estudiaron el efecto ansiolitico de PJ en ratas
Wistar macho las cuales fueron expuestas a tricloruro de aluminio (AICI3). Se
formaron seis grupos, el grupo control tratado con agua, dos grupos tratados con
PJ al 20% y 40%, un grupo tratado con AICl3, y dos grupos tratados con una
combinacion AICIz y PJ al 20% y 40%, todo por via i.g. durante 35 dias.
Posteriormente se realizaron pruebas de OFT, EPM, suspension de la cola, nado
forzado, caja luz/oscuridad para evaluar el comportamiento tipo ansiedad y
depresivo, ademas de evaluar neurotransmisores y parametros oxidativos en el
cerebro al final del experimento. Los analisis de comportamiento mostraron que el
PJ inhibi6é los efectos depresivos y ansiogénicos provocados por el AlCIz en las
pruebas de comportamiento, ademas en los resultados neuroquimicos, se encontro
gue PJ Unicamente a una concentracion del 20%, minimizo la toxicidad del AICls.
Finalmente, los resultados proponen que el PJ mejora los comportamientos tipo
ansiedad y depresién mediante la inhibicion del dafio oxidativo y minimizando los

cambios en los neurotransmisores y la actividad hormonal.
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Hassanen et al., 2021, estudiaron el impacto en el comportamiento y toxicopatologia
de la administracion de nanoparticulas de Oxido de cobre (CuO-NPs) y el
mecanismo que ejerce el PJ para reducir esta toxicidad. Se formaron seis grupos
de ratas Wistar macho (n=6): el grupo 1 fue el control y inicamente se le administrd
solucion salina, al grupo 2 y 3 se les administro PJ (3 y 6 ml/kg), al grupo 4 se le
administré CuO-NPs (300 mg/kg) mientras que al grupo 5y 6 se les administré CuO-
NPs (300 mg/kg) y PJ (3 y 6 ml/kg), todos por via i.g. durante 28 dias, cada 24 horas.
Posteriormente al dia 28, las pruebas que se realizaron fueron: prueba de nado
forzado, EPM y prueba de laberinto en Y, ademas de analisis bioquimicos como el
estrés oxidativo en muestras de tejido cerebral. Las ratas intoxicadas con CuO-NPs,
en la prueba de nado forzado permanecieron mas tiempo inméviles lo que indica
una reaccion depresiva como respuesta a un nivel mayor de estrés, en el EPM
disminuyeron significativamente el tiempo y el nimero de entradas en brazos
abiertos y finalmente en el laberinto en Y se observo deterioro en la memoria
espacial reflejado como una alteracion en el comportamiento. En el parametro
bioquimico para medir estrés oxidativo, se encontré que CuO-NPs incrementd
significativamente el nivel de malondialdehido contenido en el tejido cerebral en
comparacion con el grupo control, sin embargo, estos niveles disminuyen con la
administracion del co-tratamiento con 3 y 6 ml de PJ. En conclusion, se determiné
gue CuO-NPs ocasiona inflamacion, apoptosis, dafio en el DNA y estrés oxidativo
en el cerebro que se vio reflejado como una alteracion en el comportamiento, lo cual
se contrarrestdé con la administracion de PJ gracias a su gran capacidad
antioxidante, antiinflamatoria y anti apoptosis debido a sus compuestos fendlicos y
flavonoides (219).

Zhu et al., 2021 evaluaron el efecto de un extracto del fruto de granada roja en
combinacion con gluconato de magnesio y vainillina (RPFE) como potencial
ansiolitico y antidepresivo. Se utilizé un modelo de estrés de restriccion cronica
(CRS), combinado con inyeccion subcutanea de corticosterona (CORT), en ratones

C57BL/6 que presentan un estado similar a la ansiedad/depresion. Se formaron 3
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grupos experimentales: grupo control ayuno 6h/dia; grupo vehiculo sometido a CRS
6h/dia e inyeccion subcutanea de solucion salina; control del modelo: sometidos a
CRS 6h/dia e inyeccion subcutdanea con CORT, administrados durante 21 dias. En
la etapa de tratamiento, los ratones modelo de control se asignaron aleatoriamente
a 5 grupos que corresponden al grupo control y el grupo vehiculo fueron tratados
con solucién salina mientras que los grupos de extractos fueron los siguientes:
RPFEH (férmula a dosis alta, 2.0 mg/g dia), RPFEM (férmula a dosis media, 1.5
mg/g dia) y RPFEL (férmula a dosis baja 1.0 mg/g dia) administrados por via i.g.
durante 4 semanas. Al finalizar la administracion de los tratamientos, todos los
ratones se sometieron a pruebas de comportamiento animal durante el dia. Las
pruebas de comportamiento utilizadas fueron prueba de natacion forzada, OFT y
EPM. Posteriormente se realizaron analisis bioquimicos, recolectando sangre del
globo ocular y extrajeron los cerebros (tejido de HPC). Se analizaron los niveles del
factor nuclear kB (NF-kB), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-
6), interleucina 1B (IL-1pB), interferéon gamma (IFN-y), CRH, ACTH y CORT en suero
de la sangre recolectada mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) y por colorimetria. Del tejido de HPC se determiné asi la actividad total de
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), Oxido nitrico sintasa (NOS),
indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO), triptéfano hidroxilasa (TPH), malondialdehido
(MDA) y la cantidad de 5-HT. El grupo de RPFEH permanecié mas tiempo en los
brazos abiertos en el EPM, en la OFT los grupos de RPFEH y RPFEM pasaron mas
tiempo en el centro en comparacion con los demas grupos. En la prueba de nataciéon
forzada, los ratones tratados con CRS-CORT mostré significativamente menos
tiempo de inmovilidad después de la administracion con RPFEH, RPFEM, RPFEL,
por lo que esta formula contrarresta los comportamientos similares a la depresion.
En los analisis bioguimicos se encontraron efectos de reversion significativos con la
férmula de RPFE en los niveles de concentracion de MAD, SOD y NOS ya que
fueron significativamente menores que el resto de los demas grupos, de igual forma
las citocinas inflamatorias como NF-kB e IL-13 mostraron significativamente menor
nivel en comparacién con los otros grupos. Los 3 grupos de RPFE tuvieron mayor

nivel de CORT y menos niveles de CRH, ACTH y CORT en comparacién con el
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grupo control modelo, siendo la dosis alta RPFEH la mas eficaz. En cuanto a la
formula RPFE en el nivel de 5-HT en el HPC, la sintesis de 5-HT aumento al inhibir
la actividad de IDO a través del efecto antiinflamatorio de RPFE. Se concluye que

RPFE es un producto terapéutico eficaz para tratar la ansiedad/depresion (220).

Patil et al., 2022, estudiaron el efecto ansiolitico de un extracto metandlico de hojas
de granada (MLPG), en ratones albinos suizos y se formaron 4 grupos que
corresponden a: grupo 1 control, salina (10 ml/kg), grupo 2 DZP (4 mg/kg)
administrado por via i.p., grupo 3 MLPG (50 mg/kg) y grupo 4 MLPG (100 mg/kg)
administrados por via i.g. Se aplicaron las pruebas conductuales: prueba de
rotaroad, EPM, caja luz/oscuridad y HB. Los resultados obtenidos indican que el
tiempo medio de caida fue significativamente menor en el grupo 4 MLPG, en el EPM
el DZP y el extracto del grupo 3 MLPG hubo mayores entradas en brazos abiertos
en comparacion con el grupo control, mientras que DZP y los grupos de MLPG
mostraron mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos, asi como un menor
tiempo de permanencia en los brazos cerrados. En la caja luz/oscuridad el DZP tuvo
mayor tiempo de permanencia en el &rea iluminada en comparacién con el control
y los grupos de MLPG muestra significativamente menor tiempo de permanencia en
el area iluminada en comparacién con el grupo DZP. En el HB el DZP y el grupo 4
MLPG mostraron significativamente menos olfateos y mayores inmersiones de
cabeza. Los autores concluyeron que MLPG posee propiedades ansioliticas (221).
Los autores que condujeron estos estudios sugieren que el efecto ansiolitico de la
granada puede ser dado por sus altas cantidades de polifenoles y flavonoides o por
el acido elagico, sin embargo, los estudios sobre el efecto ansiolitico aun son

escasos y su mecanismo de accién aun no esta dilucidado.

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la OMS en el 2020, aproximadamente 1000 millones de personas en el
mundo vivian con un trastorno mental (11). Los TA son los trastornos mentales mas

frecuentes y los mas discapacitantes, como resultado de ello se han clasificado en
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el lugar 25 de las principales causas de carga global por enfermedad. En este mismo
afo, se estimo que 374 millones de personas a nivel mundial padecieron algun TA,
donde las mujeres, nifios y adolescentes tuvieron mayor prevalencia que los
hombres (14, 15). El Instituto Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE)
reporto que, en el 2021, aproximadamente el 19.3% de la poblacion mexicana adulta
presento sintomas de ansiedad severos, mientras que un 31,3% presento sintomas
de ansiedad minima (17).

Por otra parte, el tratamiento farmacoldgico mas utilizado a nivel mundial para los
TA son las BDZs, representadas por el DZP, el cual ha demostrado su eficacia y
seguridad en los TAG, cuando se administra a corto plazo (2-6 semanas) (222), este
farmaco esta enfocado en disminuir o eliminar los sintomas de ansiedad y permitir
gue la persona realice sus tareas cotidianas sin mayor complicacion. Sin embargo,
un consumo inadecuado y prolongado del farmaco puede ocasionar dependencia,
deterioro de la cognicion y de la memoria, disminucion del estado de alerta,
empeoramiento o precipitacion de la ansiedad e incluso la muerte por sobredosis si
se mezcla con alcohol u opioides (45, 51). Por lo anterior, dentro de la medicina
complementaria se busca un remedio natural como la granada que supone una
alternativa para tratar la ansiedad debido a que diversos estudios han encontrado
gue posee un efecto neuroprotector frente a diversos trastornos neurodegenerativos
(188) gracias a su alto contenido en polifenoles (163). Finalmente, no existe ninguna
informacion sobre el efecto ansiolitico de un microencapsulado de jugo de granada

(MEG). Tomando en cuenta la problematica, la pregunta de investigacion es:
¢La administracién crénica de un microencapsulado de jugo de granada (Punica

granatum L.) tendra efecto ansiolitico sobre la conducta tipo ansiedad en un modelo

animal de respuesta incondicionada?

IV. JUSTIFICACION

El uso de la medicina complementaria en los TA tiene gran potencial, ya que,
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dependiendo de su eficacia, podrian coadyuvar con los medicamentos ansioliticos,
mismos que implican la presencia de efectos adversos e indeseables, y, por otro
lado, una administracién concomitante puede ayudar a reducir dichos efectos. En
general son opciones naturales con un menor costo y riesgo de intoxicacién o
dependencia. En este contexto, se han encontrado algunos reportes preclinicos que
indican que el jugo de granada presenta efecto ansiolitico, los reportes aun son
limitados y poco contundentes, por lo que es necesario ahondar en la exploracion
de dicho efecto. Por otro lado, el MEG supone una innovacion tecnoldgica con
ciertas ventajas sobre el jugo fresco de granada como la disponibilidad anual (la
granada es una fruta de temporada, sin embargo, el MEG sera disponible todo el
afno), el tiempo de vida de anaquel (los microencapsulados pueden almacenarse
por periodos prolongados y confieren estabilidad a los compuestos bioactivos del
jugo susceptibles a factores como la luz, la temperatura y el pH) y la practicidad de
la administracion. Ante la falta de estudios del efecto ansiolitico del MEG, es
necesario realizar estudios en donde se demuestre si tiene un efecto ansiolitico para
gue a futuro pueda estudiarse como tratamiento en combinacion con algun
ansiolitico farmacéutico, asi como establecer parametros farmacoldgicos que

sentaran las bases para estudios futuros y encontrar su mecanismo de accion.

V. HIPOTESIS

5.1 Hipétesis alterna Ha:

El tratamiento crénico con un microencapsulado de jugo de granada tiene efecto
ansiolitico sobre la conducta tipo ansiedad en un modelo animal de respuesta

incondicionada.

5.2  Hipétesis nula Ho:

El tratamiento crénico con un microencapsulado de jugo de granada no tiene efecto

ansiolitico sobre la conducta tipo ansiedad en un modelo animal de respuesta
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incondicionada

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento crénico de un microencapsulado de jugo de
granada (Punica granatum L.) sobre la conducta tipo ansiedad inducida con un
modelo de respuestas incondicionadas en ratas Wistar.

6.2  Objetivos especificos

e Analizar el efecto ansiolitico y motor que genera la administracion de un
microencapsulado de jugo de granada en una bateria de pruebas
conductuales en ratas Wistar.

e Comparar los efectos sobre la conducta tipo ansiedad de las dosis ensayadas
del microencapsulado de jugo de granada con la respuesta ansiolitica del
farmaco de referencia.

e Analizar el indice de ansiedad mediante una curva dosis - respuesta del
microencapsulado de jugo de granada y del farmaco de referencia para

determinar dosis efectivas.

VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1  Microencapsulacion de jugo de granada roja

El MEG utilizado en este estudio fue previamente elaborado por secado mediante
técnica de aspersion de acuerdo a las condiciones reportadas por Estrada-luna et
al., 2019 (223) por la empresa Granding International S.A. de C.V. ubicada en

Jilotepec, Morelos, México. Una vez adquirido se procedié a realizar la parte
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experimental en el modelo animal que se describe a continuacion.

7.2 Implicaciones éticas

Este proyecto siguid las pautas éticas internacionales de la declaracion de Basel
(224), asi mismo, siguio los lineamientos de la Asociacion Americana de Psiquiatria
“Directrices de conducta ética en el cuidado y utilizacién de animales no humanos
en investigacion” (225). Ademas, se dio cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 que trata de las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio (226). Para poder llevar a cabo este
experimento se tuvo la aprobacién (002/2022) por parte del Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo (UAEH) (Anexo 1).

7.3 Animales

Todas las pruebas se realizaron con ratas adultas macho (Rattus norvegicus) cepa
Wistar (200g — 2509). Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico por grupos
de 4, a temperatura y ciclos de luz/oscuridad 25 + 2 °C; 12h/12h) con acceso ad
libitum a agua esterilizada y alimento comercial (Lab Diet 5008 Formulab, CA, USA).
Las ratas tuvieron un periodo de adaptacion a las condiciones del laboratorio y a la

manipulacién una semana antes de iniciar la administracion de los tratamientos.

7.4  Compuestos y dosis

Se utilizé6 DZP (ampula de 10 mg/2ml, laboratorios Pisa S.A de C.V., D.F., México)
como farmaco de referencia y el MEG como tratamiento. Ambos se administraron
de acuerdo a las dosis calculadas (Tabla 8). Para la disolucion del MEG se utilizo
agua estéril con un volumen de administracion de 4 mi/kg i.g. Al grupo control se le
administré agua estéril 4 ml/kg i.g. Todas las soluciones fueron preparadas el mismo

dia de su administracion.
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Las dosis de DZP se estandarizaron por incrementos logaritmicos basados en la
dosis méaxima que genera efecto ansiolitico (227); las del MEG también se

estandarizaron por incrementos logaritmicos

Tabla 8: Dosis calculadas para la curva dosis — respuesta

Logaritmo Dosis (antilogaritmo base 10)
DIAZEPAM
-0.25 0.56 mg/kg
0 1 mg/kg
0.25 1.77 mg/kg
0.5 3.16 mg/kg

MICROENCAPSULADO

2.5 316 mg/kg
2.75 562 mg/kg

3 1000 mg/kg
3.25 1777 mg/kg

7.5 Grupos experimentales y administracion de los tratamientos

54 ratas Wistar macho de 200 — 250 g se dividieron aleatoriamente en 9 grupos de
6 individuos por grupo: cuatro grupos de DZP (que recibieron segun su grupo, dosis
de 0.56 mg/kg, 1 mg/kg, 1.77 mg/kg y 3.16 mg/kg, i.p.), cuatro grupos de MEG (que
recibieron dosis de 316 mg/kg, 516 mg/kg, 1000 mg/kg, 1777 mg/kg, i.g.), estas
dosis se estandarizaron por incrementos logaritmicos y un grupo control (Control) al
gue se le administré Unicamente agua estéril. Los tratamientos se administraron una

vez cada 24 horas durante 22 dias.

7.6  Medicién del comportamiento tipo ansiedad en las pruebas conductuales

El dia 22 del experimento, una hora antes de la administracion de los tratamientos,
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las ratas fueron llevadas a un cuarto aislado, con poca luz donde se realizaron las
pruebas conductuales con la finalidad de que se adaptaran a las condiciones de ese
lugar. Posteriormente a la administracion del tratamiento, rata por rata, se espero
media hora para poder comenzar las pruebas. Cada rata paso una sola vez y en
continuidad en cada prueba, iniciando con el OFT, seguido del EPM vy finalmente
con HB utilizando las metodologias que se describen a continuacion. Al finalizar
cada prueba, cada aparato se limpié con algodén impregnado de etanol al 70%.
Todas las pruebas de comportamiento fueron grabadas mediante camara de video
para posteriormente analizarlos con el programa de seguimiento Ethovision XT 10.0

(Noldus Information Technology, Wageningen, Paises Bajos).

7.6.1 OFT

Se utilizo la metodologia descrita previamente por Zimcikova et al., que consiste en
un cubo de madera (sin tapa), de 60 cm de arista, pintado de negro y el suelo
dividido uniformemente en 16 cuadrados espaciados (15 x 15 cm; Figura 5). La
prueba se llevd a cabo en un cuarto aislado con control de luz a 30 limenes. La rata
fue colocada en la esquina inferior del aparato y se grabo en video su conducta
durante 5 minutos, la camara se coloc6 a 100 centimetros por encima del campo.
Con la grabacién en video, se registro el siguiente comportamiento: a) distancia total
recorrida (centimetros) b) duracién en la zona central y en las esquinas (segundos)
c) acicalamiento (tiempo), d) posicion vertical (tiempo). La actividad vertical se
contabilizé cuando la rata levanto las patas delanteras del suelo y se estir6 con el
apoyo de la pared. El acicalamiento se midi6 como el tiempo que la rata pasé
lamiéndose o rascandose de la cabeza hacia sus patas. La posicion vertical y el
acicalamiento en las ratas se puntuaron manualmente ya que el programa de

seguimiento no podia identificarlos.
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Figura 5: Prueba OFT, se observan el area central, conformada por cuatro cuadrados distribuidos
equitativamente, mientras que el area periférica esta conformada por doce cuadrados restantes,

imagen propia.

7.6.2 EPM

Se utilizé la metodologia descrita por Pellow et al., (132) con adaptaciones por
Knight et al., (134) y Griebel et al.,(228). Se utilizo un aparato de metal, elevado 50
cm del nivel del piso, con forma de cruz, formado por dos brazos abiertos de 50
centimetros de largo y 10 centimetros de ancho, asi como de dos brazos cerrados
con las mismas dimensiones, con paredes de 40 centimetros de altura, de manera
que los brazos abiertos quedan enfrentados, con un techo abierto (Figura 6), el
control de luz fue de 75 limenes. De inicio se coloc6 a la rata en el centro del aparato
frente a un brazo abierto donde se le permitié explorar libremente durante 5 minutos
y su comportamiento fue grabado con una cadmara de video montada por encima
del laberinto para su andlisis. Para ser considerada entrada en alguno de los brazos,
la rata tuvo que tener al menos ¥ partes de su cuerpo en esa zona. Las variables
examinadas fueron: a) tiempo de permanencia (segundos) en los brazos abiertos,
b) nimero de entradas totales en brazos abiertos y en brazos cerrados d) nimero
de entradas en los brazos abiertos (porcentaje) y e) indice de ansiedad, el cual fue

calculado con la siguiente formula:
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Tiempo dedicado a brazos Numero de entradas en los
[ abiertos J+ [ brazos abiertos )

Tiempo total de la prueba Entradas totales en la prueba

Indice de ansiedad = | — 2

Adicionalmente, para realizar la curva dosis respuesta se trabajo el indice de
ansiedad, por lo que el porcentaje de efecto fue expresado de tal forma que el 0
representa el 0% de efecto ansiolitico y el 1 al 100% de efecto ansiolitico, esto con

la finalidad de sacar el porcentaje de efecto ansiolitico.

Figura 6: Prueba EPM, estéd conformada por dos brazos; el brazo abierto que corresponde al area

horizontal, el brazo cerrado que corresponde al &rea vertical con paredes elevadas, imagen propia.

7.6.3 HB

Para esta prueba se utilizé la metodologia descrita previamente por Boissier (229)
con adaptaciones dadas por Casarrubea et al., (140), Pisula et al., (138) File y
Wardill (230). Se utiliz6 un cubo de madera (sin tapa), de 60 cm de arista, pintado
de negro y el suelo dividido uniformemente en 16 cuadrados agujeros con un
diametro de 4 cm cada uno y un control de luz de 30 limenes (Figura 7). Para iniciar

la prueba, se colocé a la rata en una esquina y se comenz6 a grabar durante 5
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minutos. La variable a analizar fue la insercion de la cabeza en los agujeros, esta
conducta se registré cuando el animal sumergia su cabeza hasta el tercio medial de
la oreja, tapando los ojos con los agujeros de la placa (139). Esta variable se puntu6

manualmente ya que el programa de seguimiento no pudo realizarlo.

Figura 7: Prueba HB, esta conformada por dieciséis agujeros como superficie, disefiado para que

la rata inserte su cabeza, imagen propia.

Las ratas que terminaron de pasar por la bateria de pruebas conductuales fueron

sacrificadas por guillotina, previa sedacion con isoflurano inhalado.

63



7.7 Diagrama del disefio experimental

Efecto de un microencapsulado de jugo de granada (Punica granatum L.) sobre la conducta tipo ansiedad en un
modelo animal de respuesta incondicionada

|

Aprobacion por el
Comité de Etica
Animal (CICUAL)

Ratas Wistar macho. Parte experimental
Formacién de 9 grupos _
(n=6) por muestreo

aleatorio simple.

|

Periodo de adaptacion:
1 semana

l

Administracion de control y
tratamientos: una toma
diaria durante 21 dias cada
24 horas

Grupo Diazepam: Grupo
(0.56,1,1.77,3.16  Microencapsulado:
mg/kg) (316, 562, 1000,
Via intraperitoneal 1770 mg/kg)
Via intragastrica

Grupo Control:
(Agua estéril)
Via intragastrica.

|

Aplicacién de pruebas 5 min 5min
conductuales: aldia22, . Campo
30 minutos despues de abierto
administrar control y
tratamientos

Laberinto
elevado en cruz

Anélisis estadistico

_Andlisis de videos

Andlisis de curva
dosis-respuesta

Andlisis de datos:
(Media + DE), ANOVA 1
via - post test Bonferroni

5min
Tabla de
agujeros

con Ethovision

Obtencién de datos

Escritura de tesis y
publicacion de resultados

Aversién natural a espacios abiertos, iluminados y alturas

7.8 Contexto del estudio

El presente estudio se llevé a cabo en la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo (UAEH), Instituto de Ciencias de la Salud, Laboratorio de Nutricion

Molecular y Bioterio en el periodo comprendido entre mayo del 2022 hasta julio del
mismo afo.

7.9 Tipo de estudio

El estudio realizado es de tipo cuantitativo, experimental y transversal.
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7.10 Tamafio de muestray muestreo

El estudio se realizo en un total de 54 ratas macho cepa Wistar y se utiliz6 muestreo
aleatorio simple para formar 9 grupos, el tamafio de muestra fue de 6 animales por
grupo, determinado de acuerdo al poder estadistico requerido por el tipo de estudio
y las pruebas estadisticas a realizar, conforme a lo reportado previamente (231).

7.11 Seleccion de la poblacién, criterios de inclusién y exclusion

En la Tabla 9 se describen los criterios de seleccién en los que se baso este

estudio:

Tabla 9: Criterios de seleccion

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
- Ratas (Rattus norvegicus) cepa Wistar. - Ratas visiblemente enfermas.
- Sexo: machos. - Ratas en ayuno prolongado y
- Peso: 200 g a 250 g. deshidratadas.

- Producidas y adquiridas en el bioterio de | - Ratas visiblemente estresadas.
la UAEH.

- Ratas sanas.

- Aislamiento asignado en el bioterio de la
UAEH.

- Ratas alimentadas e hidratadas ad

libitum.

Criterios de eliminacion

- Ratas que mueran por causa desconocida.

7.12 Definicién operacional de las variables (dependientes, independientes)

En la Tabla 10 se describe la definicion operacional de las variables:
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Tabla 10: Definiciéon operacional de las variables

Variable Tipo de Definicion de la Medicion
variable variable
Distancia total Dependiente | Distancia que la rata | Medicion:
recorrida recorrio en toda la prueba | (5 minutos)

de OFT

-Distancia total

recorrida en cm

Duracién en la
zona central y en

las esquinas

Dependiente

Tiempo que la rata

permanecié en la parte
central del aparato (los
cuatro cuadrados del
centro) y en las esquinas.
Se contabilizé6 cuando la
rata coloc6 dos patas
delanteras y la cabeza en el

area respectiva.

Medicion:
(300 segundos)

- Duracién centro
- Duracién en

esquinas

Acicalamiento

Dependiente

Tiempo que pasa la rata
limpiandose con las patas
delanteras en el rostro y/o
cuerpo, tomando en cuenta
el aseo completo como el
interrumpido en algun punto
del cuerpo se cuentan

juntos.

Medicion:
(300 segundos)

- Duracion del

acicalamiento

Posicién vertical

Dependiente

Cuando el animal se para o
se levanta sobre las patas
traseras y con las patas
delanteras contra la pared

del laberinto.

Medicion:
(300 segundos)

-Duracién de la

posicion vertical

Tiempo dedicado

a los brazos

Dependiente

Tiempo que pasa el animal

en los brazos abiertos.

Medicion:
(300 segundos)
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abiertos

- Tiempo de
permanencia en los

brazos abiertos

Entradas en los
brazos abiertos y

cerrados

Dependiente

Para  ser considerada
entrada en alguno de los
brazos, la rata tuvo que
tener al menos ¥ partes de
Su cuerpo en esa zona, una
conducta ansiosa se vera
reflejada como un aumento
de entradas y tiempo en los

brazos cerrados.

Medicion:
(300 segundos)

- Namero de
entradas en los
brazos abiertos.

- NUmero de
entradas en los
brazos cerrados.

- NUmero de
entradas totales en

la prueba.

indice de

ansiedad

Dependiente

Férmula para obtener el
indice de ansiedad:

1 - ((tiempo de permanencia
en brazos abiertos/tiempo
total de la prueba) +
(nimero de entradas en los
brazos  abiertos/entradas

totales en la prueba) /2)

Medicion:

0- poca o nula
ansiedad

1- comportamiento

muy ansioso

Insercion de

cabeza

Dependiente

El animal sumerge su

cabeza hasta el tercio
medial de la oreja, tapando
los ojos con los agujeros de

la placa

Medicion:

(5 minutos)

- NUmero de
inserciones de

cabeza
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7.13 Analisis estadistico

Una vez que se capturaron en Excel los datos de todas las pruebas, se sometieron
a un analisis estadistico descriptivo y se expresaron como la media £ desviacion
estandar de cada variable, mismas que fueron analizadas mediante ANOVA de una
via con un post test de Tukey para andlisis de diferencias de medias con un nivel
de significancia de (p<0.05). Todo el analisis estadistico se llevé a cabo con el
software GraphPad Prism Version 8 (GraphPad, USA) y Microsoft 365 Excel 2019
(Microsoft, USA).

VIIl. RESULTADOS

8.1 OFT

8.1.1 Distancia total recorrida

La distancia total recorrida (centimetros) fue significativamente mayor (p<0.001) en
el grupo de DZP con su dosis mas alta (DZP 3.16 mg/kg) en comparacién con el
grupo control, mientras que el grupo con MEG con la dosis de (1777 mg/kg)
presentd una mayor distancia total recorrida (p<0.001) en comparacién con los

demas grupos de MEG y el grupo control, los cuales se muestran en la Figura 8.

El Control

DZP 0.56 mg/kg
*k o DZP 1 mg/kg

DZP 1.77 mg/kg
DzP 3.16 mg/kg
MEG 316 mg/kg
MEG 562 mg/kg
MEG 1000 mg/kg
MEG 1777 mg/kg

3000+

2000+ L

X + DE

1000+

AT

Distancia total recorrida (cm)

Grupos
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Figura 8: Distancia total recorrida en centimetros en OFT. *p<0.05, **p<0.0001 vs control

(ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.1.2 Duracion en centro

La variable de duracién en centro (segundos) no mostro diferencias significativas en
los grupos de DZP a dosis de 0.56 mg/kg y de 1 mg/kg contra el grupo control, sin
embargo, en las dosis de 1.77 mg/kg y de 3.16 mg/kg de DZP la duracién en centro
fue significativamente mayor (p<0.0001), en comparacion con el grupo control. El
MEG en el grupo de la dosis maxima presenté mayor duracion en el centro (p<0.03),

en comparacion con el grupo control, la figura 9 muestra los resultados obtenidos.

El Control

DZP 0.56 mg/kg
DZP 1 mg/kg
DZP 1.77 mg/kg
DZP 3.16 mg/kg
MEG 316 mg/kg
MEG 562 mg/kg
MEG 1000 mg/kg
MEG 1777 mg/kg

o]
o
]

**

N
o
[ |

Duracién en centro (s)
X + DE
N
o
[
—
NI

114

Grupos

Figura 9: Duracién en el centro en segundos en OFT. *p<0.05, **p<0.0001 vs control

(ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.1.3 Acicalamiento

El tiempo de acicalamiento (segundos) no mostré diferencias estadisticamente
significativas en los grupos de DZP a dosis de 0.56 mg/kg y 1 mg/kg, aunque en los
grupos de 1.77 mg/kg y 3.16 mg/kg si presentd diferencia estadisticamente
significativa (p<0.0001), lo que se vio reflejado en mayor tiempo de acicalamiento,

de igual forma, los grupos de MEG no presentaron diferencias significativas a

69



excepcion de la dosis mas alta (p=0.001) en comparaciéon con el grupo control, la

Figura 10 muestra los resultados obtenidos.

HEl Control

DZP 0.56 mg/kg
> DZP 1 mg/kg
DzP 1.77 mg/kg
DZP 3.16 mg/kg
MEG 316 mg/kg
MEG 562 mg/kg
MEG 1000 mg/kg
MEG 1777 mg/kg

25+

_|

g AT

20+

15+
*% **x

10+

Acicalamiento (s)
X + DE

Grupos

Figura 10: Duracién del acicalamiento en segundos en OFT. *p=0.001, **p<0.0001 vs

control (ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.1.4 Posicién vertical

La variable posicion vertical (segundos) no mostré diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los grupos. La Figura 11 muestra estos resultados

descritos.
HEl Control

20 DZP 0.56 mg/kg
. DZP 1 mg/kg
< 30~ B DZP 1.77 mg/kg
S T == DZP 3.16 mg/k
= T ‘|’ .16 mg/kg
4 20+ T = " MEG 316 mg/kg
S = =1 MEG 562 mg/kg
§ 10- = = MEG 1000 mg/kg
Q — = MEG 1777 mg/kg

Grupos

Figura 11: Posicidn vertical en segundos en OFT. Se realizé una prueba de ANOVA de una
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via para grupos independiente y un post test de Tukey’s. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos tratados.

8.2 EPM

8.2.1 Numero de entradas en brazos abiertos

El nimero de entradas en brazos abiertos (porcentaje) no difirié entre los grupos de
DZP, sin embargo, se puede observar que el numero de entradas en los brazos
abiertos fue mayor en todos los grupos de DZP (p<0.0001) en comparacion con el
grupo control, asi como la dosis mas alta de MEG (p=0.001) presenté mas entradas
en los brazos abiertos en comparacion con el grupo control, la Figura 12 representa

graficamente los resultados obtenidos.

El Control
DZP 0.56 mg/kg
DzP 1 mg/kg
80 I *% . Bm DZP 1.77 mg/kg
w T 7T * Bl DZP 3.16 mg/kg
N 1 MEG 316 mg/kg
MEG 562 mg/kg
MEG 1000 mg/kg
MEG 1777 mg/kg

100

40+ T

20+

[T~

Entradas en brazos abiertos (%)

Grupos

Figura 12: Porcentaje del numero de entradas en brazos abiertos en EPM. *p=0.001,

**n<0.0001 vs control (ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.2.2 Tiempo de permanencia en brazos abiertos

La variable tiempo de permanencia en brazos abiertos (porcentaje), no difirié entre
los grupos de DZP, sin embargo, se puede observar que el porcentaje de

permanencia en brazos abiertos fue mayor en todos los grupos de DZP (p<0.0001)
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en comparacion con el grupo control, asi como la dosis mas alta del MEG que
presentd mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos (p<0.01), en
comparacion con el grupo control. La figura 13 muestra graficamente los resultados

obtenidos.

Il Control

DZP 0.56 mg/kg
DZP 1 mg/kg
DZP 1.77 mg/kg
DZP 3.16 mg/kg
MEG 316 mg/kg
MEG 562 mg/kg
MEG 1000 mg/kg
MEG 1777 mg/kg

Permanencia en brazos abiertos (%)

Grupos

Figura 13: Porcentaje del tiempo de permanencia en brazos abiertos en EPM. * p<0.01,

**n<0.0001 vs control (ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s)

8.2.3 Numero de entradas en brazos cerrados

El nUmero de entradas en brazos cerrados (porcentaje) no difirié entre los grupos
de DZP, sin embargo, se puede observar que el numero de entradas en los brazos
abiertos fue mayor en todos los grupos de DZP (p<0.0001) en comparacion con el
grupo control, asi como la dosis mas alta MEG (p<0.04) present6 mas entradas en
los brazos abiertos en comparacién con el grupo control, la Figura 14 representa

graficamente los resultados obtenidos.
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El Control
DZP 0.56 mg/kg

S

E 1007 DZP 1 mglkg
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o T Bl DZP 3.16 mg/kg
8w 607 o e L * " MEG 316 mg/kg
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L
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Figura 14: Porcentaje del nimero de entradas en brazos cerrados en EPM. *p<0.05;

**p<0.0001vs control (ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.2.4 Entradas totales

El nimero de entradas totales increment6 en los grupos de DZP a dosis de 0.56
mg/kg y 1 mg/kg (p<0.006) asi como con las dosis de 1.77 mg/kg y 3.16 mg/kg
(p<0.0001), en comparacién con el grupo control, por otro lado, el MEG presenté un
mayor numero de entradas totales Unicamente en la dosis maxima (p<0.006) en
comparacion con el grupo control, la Figura 15 muestra graficamente los resultados

obtenidos.
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Il Control
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DZP 1.77 mg/kg
DZP 3.16 mg/kg
MEG 316 mg/kg
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Figura 15: Nimero de entradas totales en brazos abiertos y cerrados en EPM. *p<0.05;

**n<0.0001 vs control (ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.2.5 Iindice de ansiedad

La variable indice de ansiedad mostré diferencias estadisticamente significativas en
todos los grupos experimentales, donde los grupos de DZP presentaron el mayor
efecto ansiolitico (p<0.0001) en comparacién con el grupo control mientras que los
grupos de MEG, este efecto se mostré Unicamente en el microencapsulado a la
dosis mas alta (p<0.001) en comparacién con el grupo control. La Figura 16 muestra

el efecto mencionado.

W Control
1.0 DZP 0.56 mg/kg
| DZP 1 mg/kg

g o8 = DZP 1.77 mg/kg
3 BN DZP 3.16 mg/kg
cw 0.6+
o T * " MEG 316 mg/kg
o 04 = — = MEG 562 mg/kg
] o =
S o2 T 1 *x = =a MEG 1000 mg/kg
N — = MEG 1777 mglkg

0.0- —

Grupos

Figura 16: indice de ansiedad en EPM. *p<0.001, *p<0.0001 vs control (ANOVA de una
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via para grupos independientes postest Tukey’s).

8.2.6 Curva dosis-respuesta

Se realizdé una curva dosis-respuesta de cuatro puntos con dosis a incrementos
logaritmicos a partir del porcentaje de efecto de DZP y MEG obtenido a partir de la
variable indice de ansiedad. Se encontré que DZP no es dependiente de la dosis en
las dosis evaluadas, su porcentaje de efecto fue de 79% a 82% considerando el
promedio de los grupos control como el 0% de efecto ansiolitico. En cuanto al MEG
se encontrd que, en las dosis evaluadas el efecto ansiolitico es dosis dependiente,
su porcentaje de efecto fue de 9% al 56% considerando el promedio del grupo
control de efecto ansiolitico. La Figura 17 muestra graficamente los resultados
obtenidos. Despejando la ecuacién de la recta (y=ax+b — y=14.775x-2.72) se
encontré que la dosis efectiva 50 (DEso) corresponde a una dosis de 1584 mg/kg de
MEG.

120
Z e DZP
& 1007 = MEG
_g 80
S 60-
c
© 40—
L
§ 20—
L

O-_l_l-l'l'l'l'l'l'l T 1 |||l|'|'| T 1 |||||'|'| T 1 |||||'|'| T 1 |l|||'|'|

-1 0 1 2 3 4

Log/dosis mg/kg v.o.

Figura 17: Porcentaje de efecto ansiolitico de acuerdo al indice de ansiedad, obtenidos por

la administracion del Diazepam (DZP) y el microencapsulado de jugo de granada (MEG).
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8.3 HB

8.3.1 Insercién de cabeza

En la variable de insercion de cabeza (nimero de veces), se encontré que los
grupos de DZP a patrtir de la dosis de 1 mg/kg (p=0.0001), tuvieron mayor numero
inserciones de cabeza en los agujeros de la prueba, sin embargo, en el caso del
MEG, la dosis alta fue la Unica que presentd un incremento (p<0.04) en el nUmero

de inserciones de cabeza, la Figura 18 muestra graficamente los resultados

E
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Figura 18: Numero de inserciones de cabeza en HB. *p<0.04, *p=0.0001 vs control

(ANOVA de una via para grupos independientes postest Tukey’s).

IX. DISCUSION

El presente estudio evalu6 el efecto del MEG sobre la conducta tipo ansiedad
utilizando una bateria de pruebas conductuales para evaluar con la conducta

exploratoria y ansiosa en el OFT, la conducta ansiosa en el EPM y en la prueba HB.
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9.1 El microencapsulado de jugo de granada disminuye la conducta ansiosa y
aumenta la conducta exploratoria de las ratas en la bateria de pruebas

conductuales.

Las pruebas conductuales se encargan de evaluar las respuestas incondicionadas
del animal sometiéndolos a situaciones que les generan conflicto de aproximacion
— evitacion (232), ya que en todas las pruebas se coloca al animal en una
circunstancia emocionalmente desafiante que activa las motivaciones competitivas
de implicarse activamente en el entorno frente a la cautela de evitar la novedad.
Esto debido a que los roedores son animales nocturnos y muy susceptibles a ser
depredados, por su naturaleza tienden a evitar espacios abiertos y muy iluminados,
por lo que la exploracion de nuevos entornos puede llevarlos a descubrir
recompensas como comida o una via de escape (233). Por lo menos dos pruebas
deben ser independientes con diferencias en principio y método por lo que los
resultados de cada prueba puedan validarse aun mas (234). En este sentido, en
nuestro estudio realizamos una bateria con tres pruebas conductuales, de las cuales
OFT y EPM, la primera se basa en la aversion natural de los roedores por los
espacios abiertos mientras que la segunda se basa en la aversion natural por las
alturas y los espacios abiertos e iluminados. La prueba de HB es una variacion
modificada del OFT, por lo tanto, se basa en el mismo principio, aunque el método
no tiene similitud por medir variables distintas. En los siguientes parrafos se discutira

los resultados obtenidos.

El estudio de diversos compuestos ha sido investigado con la prueba de OFT, por
ello, buscamos identificar el efecto de tipo ansiolitico del MEG reflejado en un
aumento en la posicion vertical (131, 235). La variable acicalamiento indica estados
similares a ansiedad en ratas, por lo que una disminucién de este comportamiento
es resultado de un efecto de tipo ansiolitico (236). En este sentido, en nuestro
estudio se encontr6 que el MEG en su dosis alta (1777 mg/kg) mostré en las ratas,
un aumento significativo en la locomocion y el tiempo de permanencia en la parte

central, dicho efecto mostro ser dependiente de la dosis, sin embargo, en la variable

77



posicidn vertical no se encontré diferencia estadisticamente significativa en ninguno
de los grupos ensayados. Estudios similares que ensayaron con el jugo de granada
(5y 8 ml/kg) (209), porcentaje de jugo (20% y 40%) (218), extracto acuoso del fruto
(2.0 y 1.5 mg/kg) (220) mostraron aumento significativo en las variables antes
mencionadas, incluyendo la variable de posicién vertical. Sin embargo, en otro
estudio similar se evaluo el efecto ansiolitico del jugo de zarzamora (136), que
pertenece al igual que la granada, a la clase Magnoliopsida, los autores encontraron
un aumento en locomocién y actividad central, y tampoco encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la variable posicion vertical en ninguno de sus
grupos ensayados, pero si una tendencia a disminuirlas con la dosis intermedia del
jugo de zarzamora. Los autores de estos resultados sugieren una relacién en la
cantidad de polifenoles y antocianinas con su capacidad para generar efecto
ansiolitico al estimular los receptores GABAAa (237). En este sentido, tanto la
granada como la zarzamora presentan un gran contenido en polifenoles y
antocianinas, por lo que probablemente sean responsables del efecto de tipo
ansiolitico observado. En la siguiente seccidén se explicara a detalle los posibles
mecanismos de accién de la granada.

En cuanto a los grupos tratados con DZP, el efecto ansiolitico no fue dependiente
de la dosis y el mejor efecto ansiolitico y motor se presentd con las dosis de 1.77
mg/kg y 3.16 mg/kg en las variables distancia total recorrida, duracién en centro y
acicalamiento, estos datos coinciden con los de Gries et al., donde probaron una
curva dosis-respuesta de DZP encontrando que el mejor efecto ansiolitico se
produce a dosis de 3.5 mg/kg (238). Es por ello, que las dosis de DZP mas utilizadas
en estudios para evaluar la conducta similar a ansiedad son dosis a partir de 2y 3
mg/kg (209, 210, 213, 214, 217).

La prueba EPM es de las mas utilizadas para evaluar el comportamiento ansioso en
roedores al tener mayor sensibilidad a los efectos de agentes ansioliticos y
ansiogénicos (239), para confirmar los resultados obtenidos en el OFT, se utilizé
esta prueba. En nuestro estudio encontramos que el DZP y el MEG a dosis alta,

presentaron efecto ansiolitico, respecto al MEG, mostré una tendencia a aumentar
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dicho efecto cuando se incrementa la dosis, lo cual se reflejé6 en un mayor tiempo
de permanencia y entradas en los brazos abiertos, asi como un mayor nimero del
total de entradas en ambos brazos. Nuestros resultados se respaldan con el estudio
de Villas Boas et al., donde evaluaron el efecto ansiolitico de Campomanesia
pubescens (CP) la cual pertenece al orden de los Myrtales al igual que la granada,
los resultados indicaron que las dosis de CP ensayadas, aumentaron el tiempo de
permanencia y entradas a los brazos abiertos, asi como el total de entradas en
ambos brazos (240). CP presenta un gran contenido de flavonoides los cuales
producen acciones en el SNC (241), al igual que el jugo de granada que contiene
un alto contenido en flavonoides. A pesar de que no existen antecedentes directos
del efecto ansiolitico de un MEG, a lo largo de este documento se mostréo que
distintas partes de este fruto han sido evaluadas en ansiedad. Por otro lado, en
cuanto al DZP, todos los grupos mostraron un efecto ansiolitico en las variables
mencionadas por lo que determinamos que no es dosis dependiente pues el efecto
gue se encontro fue muy similar entre los cuatro grupos de DZP. Estos resultados
se respaldan con el estudio de Bert et al., donde se realiz6 una curva dosis —
respuesta con DZP (0.5 - 4 mg/kg) i.p., donde el mejor efecto ansiolitico se registrd
a partir de la dosis de (0.5 — 3 mg/kg) (242), rango que coincide con las dosis de

DZP usadas en el presente estudio.

Adicionalmente, se incorpor6 la variable indice de ansiedad propuesta por Cohen et
al., (243) la cual se disefié con la finalidad de reunir los datos de cada uno de los
parametros individuales del comportamiento exploratorio para unificarlo y reflejar las
medidas absolutas asi como una tendencia general, creando asi, una féormula
importante que involucra a todas las variables de medicion en el EPM que arroja
resultados en un rango del 0 a 1, donde un incremento del indice de ansiedad indica
un comportamiento similar a la ansiedad y un rango cercano al cero indica lo
opuesto. En nuestro estudio, utilizamos este indice de ansiedad para formar una
curva dosis respuesta, donde el rango de 0 a 1 fue expresado como porcentaje de
efecto ansiolitico, de tal forma que 0 equivale al 0% de efecto ansiolitico y 1 al 100%

de efecto ansiolitico. En este sentido, el DZP presentd un porcentaje de efecto
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ansiolitico del 79% al 82% mientras que el MEG presentd un porcentaje del 9% al
56% por lo que se corrobora que el MEG posee efecto dosis — dependiente,
mientras que el DZP no lo presenta. Estos resultados coinciden con los de
Fernandez - Demeneghi et al., (244) en donde el indice de ansiedad en el EPM
disminuy6 de manera similar en el grupo de jugo de frambuesa a dosis mediay DZP
en comparacion con el grupo control quién tuvo valores cercanos a 1. El jugo de
frambuesa presenta un alto contenido en &cido galico y cianidina, presentes también
en la granada (136). Aungue no se encontraron estudios similares donde se exprese
el indice de ansiedad como porcentaje de efecto ansiolitico en una curva dosis -

respuesta, esto representa una sugerencia para futuras investigaciones.

En la prueba HB, se termin6 por corroborar los datos obtenidos en las pruebas
anteriores. HB evalla las reacciones de los roedores frente a un entorno
desconocido y con ello muestra si existe un efecto de tipo ansiolitico que aumente
la conducta exploratoria por lo que farmacos benzodiacepinicos son completamente
eficaces en esta prueba. En este sentido, nuestro estudio encontré que MEG en su
dosis mas alta expresd un incremento significativo en las inmersiones de cabeza en
los agujeros, estos resultados coinciden con estudios similares con jugo de granada
(200 y 400 ml/kg) (213), los ratones mostraron mayor namero de inmersiones de
cabeza en los agujeros. Nuestros resultados se corroboran con el estudio de Rakib
et al., quienes encontraron que las concentraciones altas del extracto metandlico de
Tinospora crispa incrementaron la inmersién de la cabeza de los ratones. Esta
planta al igual que la granada, contiene flavonoides, esteroles y lignanos (245). La
presencia de estos compuestos se asocia a un efecto de tipo ansiolitico. En cuanto
al DZP, las dosis 1 - 3.16 mg/kg presentdé un incremento significativo en las
inmersiones de cabeza en los agujeros en comparacion con el grupo control y DZP
(1.77 mg/kg) presentd un efecto similar al MEG en su dosis alta. Estos resultados
coinciden con que las dosis de DZP mas utilizadas y con mayor efecto ansiolitico,

comienza a partir de la dosis de 1 mg/kg (246).
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9.2 Posibles mecanismos de accion que producen efecto ansiolitico en la

granada

Los trastornos de ansiedad se desencadenan principalmente por la presencia de
estrés cronico que resulta en el incremento de estrés oxidativo y un estado
inflamatorio elevado (247) asi como, alteraciones en el funcionamiento de regiones
cerebrales y disfuncion en la transmision de diversos sistemas neurotransmisores
(GABA, 5-HT, NA) y la desregularizacion del eje HPA (248, 249).

La evidencia cientifica indica que el consumo de polifenoles ayuda a prevenir y tratar
la ansiedad gracias a su capacidad antioxidante mediante la reduccion del estrés
oxidativo y la capacidad que tiene de actuar en diferentes sistemas como GABA y
por diferentes vias del sistema adrenérgico/noradrenérgico (250, 251), asi como la
disminucién de la inflamacién y la modulacion del eje HPA (252). EI MEG utilizado
en nuestro estudio es elaborado Unicamente de jugo, el cual en estudios previos se
ha encontrado la presencia de un alto contenido de antocianinas, un estudio de
microencapsulacion de arilos de granada encontrd que se retuvo cerca del 100% de
antocianinas en las microcapsulas de granada (253). Las antocianinas pertenecen
al grupo de los flavonoides, los cuales le proporcionan su color rojizo al jugo y que
poseen una amplia capacidad antioxidante provocando la inhibiciéon de la
produccion de EROs e induciendo la expresion del Nrf2 para regular la expresion
de enzimas antioxidantes enddgenas, ademas de suprimir la liberacion de
mediadores proinflamatorios (166). Como ya se menciond, el jugo de granada
contiene antocianinas, principalmente la cianidina (254). Un estudio de Inan et al.,
demostré que el tratamiento crénico con cianidina previno el comportamiento tipo
ansiedad y el estado inflamatorio en un modelo de ratén al que se le indujo ansiedad
(255). En este contexto, las antocianinas tienen una amplia capacidad para reducir
los niveles de EROs, elevando los niveles de Nrf2 y disminuir el estado inflamatorio
mediante la inhibicion del NFkB (256). En modelos de roedores se ha encontrado
niveles de acumulacién de antocianinas de hasta 0.21 nmol/g en tejido cerebral, las

cuales atraviesan la barrera hematoencefalica para transportarse al SNC y su
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acumulacion se produce en las células endoteliales del cerebro, el cuerpo estriado,
el HPC, el cerebelo y la corteza donde poseen un papel neuroprotector (257). Por
otro lado se encontr6 que el jugo de granada contiene elagitaninos (punicalagina,
punicalina y derivados del acido elagico) (258), asi como quercetina y kaempferol
(179). La quercetina y el kaempferol pertenecen al grupo de flavonoles, la quercetina
posee la capacidad de disminuir la sintesis de CRH y con ello, regular el eje HPA
(259, 260) mientras que el kaempferol actia en el sitio de accién de GABAa (261).
La punicalagina es capaz de reducir la neuroinflamacion interfiriendo la sefializacion
del NFkB (262). El acido elagico se encarga de reducir el estrés oxidativo, regula
los mediadores proinflamatorios como IL-6 y TNFa, regula positivamente el Nrf2 e
inhibe la accion de NF-kB (263). Un estudio de Cervantes-Anaya et al., demostro
gue el acido eldgico y la punicalagina poseen la capacidad de atrapar radicales
libres evitando el estrés oxidativo y preservando la homeostasis, ademas de
encontrar que el acido elagico reduce las citocinas proinflamatorias TNFa e IL-6
(264). Otro estudio en ratas Wistar encontré que el acido elagico actia como un
antagonista parcial en el sitio de unién de GABA (265). Finalmente, el principal acido
fendlico en la granada es el acido galico (266), estudios recientes indican que este
actua en los receptores GABAAa (267, 268), asi como en el sistema serotoninérgico
(269) donde actua en el receptor 5-HT1a y disminuye los niveles de corticosterona

por su accién ansiolitica en el HPC (270).

El efecto ansiolitico que generan los polifenoles se debe a propiedades
neuroprotectoras que actlan a través de cambios en diferentes vias de
neurotransmision (271). En este sentido, estd demostrado que el jugo de granada
posee polifenoles de diversos grupos (163, 164), por lo que el efecto ansiolitico
puede deberse a su accién en diferentes vias de neurotransmision. Una de las
limitaciones encontradas en nuestro estudio es que no se estudié el mecanismo de
accion para demostrar el efecto ansiolitico encontrado, sin embargo, podemos
sugerir que este efecto ocurre por la interaccion de sus compuestos polifenélicos en
el receptor GABAAY 5-HT1a.
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X.  CONCLUSIONES

En este estudio reunimos evidencia que sugiere que el microencapsulado de jugo
de granada posee la capacidad de disminuir el comportamiento ansioso, el indice
de ansiedad y aumentar la actividad exploratoria en las pruebas ensayadas, sin
embargo, el diazepam ejerce mayor efecto ansiolitico en comparacién con el
microencapsulado, el cual solo en su dosis mas alta (1777 mg/kg) presentd este
efecto. Los datos de la curva dosis respuesta nos proporcioné evidencia que indica
gue el efecto ansiolitico del microencapsulado de jugo de granada es dosis —
dependiente y que la dosis efectiva 50 corresponde a una dosis de 1584 mg/kg.

XI.  PERSPECTIVAS

Se espera que se realicen mas estudios a partir de la dosis de MEG que posee
efecto de tipo ansiolitico para determinar el mecanismo de accién por el que actua,
asi como, explorar el efecto del MEG en un modelo animal de ratas
ovariectomizadas para determinar si posee efecto ansiolitico en este modelo de
menopausia inducida. Asimismo, es recomendable estudiar y analizar la expresion
de la proteina C-Fos, un marcador de actividad neuronal en las estructuras
cerebrales como la amigdala, el HPC, el HPT, CPF que estan directamente
relacionadas con la regulacion de la ansiedad, finalmente se sugiere evaluar por
separado los principales compuestos presentes en MEG para determinar si el efecto

ansiolitico se produce por un solo compuesto o por la mezcla de varios compuestos.

Xll. RECOMENDACIONES

Se recomienda que para encontrar el mecanismo de accion del MEG se utilice un
antagonista de los receptores GABAa Yy 5HT1a. Asimismo, se exhorta considerar que

las dosis del MEG con efectos ansioliticos reportadas en este estudio deben ser
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adecuadamente convertidas a la dosis equivalente humana, considerando el
método de superficie de area corporal (272). En cuanto al espacio de ejecucion de
las pruebas, se recomienda que los estudios sean realizados en un espacio aislado
completamente de sonidos exteriores y tener un adecuado control de la luz. Las
pruebas deben cumplir con las caracteristicas descritas para evitar que el roedor se

guede paralizado y que el estudio pueda arrojar resultados incorrectos.
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