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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA DE Aloysia gratissima
var. gratissima Y Aloysia virgata var. platyphylla EN RATONES

Autor: Teresa Dejesus Taboada Jara
Tutor: Prof. Dra. Maria Luisa Kennedy Rolén

RESUMEN

La depresion es uno de los principales contribuyentes a la carga global de enfermedad,
puede tener efectos graves en el funcionamiento social, la calidad de vida y la salud fisica.
En la actualidad se considera una alternativa util, el uso de plantas medicinales para el
tratamiento de ciertas afecciones, entre ellas la depresion. Existen antecedentes de plantas
medicinales con efecto antidepresivo. El objetivo fue evaluar la actividad antidepresiva
de Aloysia gratissima var. gratissima (Agg) y Aloysia virgata var. platyphylla (Avp,
Verbenaceae) en ratones, determinando la actividad antidepresiva aguda y a 7 dias de
ambos extractos. La evaluacion de la actividad antidepresiva se llevo a cabo empleando
ratones albinos suizos machos por medio de los ensayos de natacién forzada y ensayo de
suspension de la cola. Se testaron dosis de 50, 100, 200 y 400 mg/kg de peso de los
extractos etandlicos de Aloysia gratissima var. gratissima y Aloysia virgata var.
platyphylla, Imipramina 32 mg/kg de peso como antidepresivo de referencia y vehiculo
(Tween 80 al 10%). Se observo una disminucion en el tiempo de inmovilidad en los
animales tratados con las diferentes dosis de los extractos de Agg y Avp de manera aguda
y a 7 dias, en el ensayo de desespero conductual. En base a estos resultados, se puede
concluir que Aloysia gratissima var. gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla
presentan actividad antidepresiva en ratones al ser tratados de manera aguda y a 7 dias,
pudiendo estos resultados extrapolarse a la poblacion humana, lo cual requiere la
realizacion de estudios posteriores.

Palabras clave: depresion, antidepresivo, Verbenaceae, Aloysia gratissima var.

gratissima, Aloysia virgata var. platyphylla, tiempo de inmovilidad.



EVALUATION OF THE ANTIDEPRESSIVE ACTIVITY OF Aloysia gratissima
var. gratissima and Aloysia virgata var. platyphylla IN MICE
Author: Teresa Dejesus Taboada Jara
Advisor: Prof. Dra. Maria Luisa Kennedy Rolon

ABSTRACT

Depression is one of the main contributors to the global burden of disease, it can have
serious effects on social functioning, quality of life and physical health. At present, the
use of medicinal plants is considered a useful alternative for the treatment of certain
conditions, including depression. There is a long use of medicinal plants with
antidepressant effects. The objective of this research was to evaluate the antidepressant
activity of Aloysia gratissima var. gratissima (Agg) and Aloysia virgata var. platyphylla
(Avp, Verbenaceae) in mice, determining the acute antidepressant activity and at 7 days
of both extracts. Evaluation of antidepressant activity was carried out using male Swiss
albino mice by means of the forced swimming tests and the tail suspension test. Doses of
50, 100, 200 and 400 mg/kg of weight of the ethanolic extracts of Aloysia gratissima var.
gratissima and Aloysia virgata var. platyphylla, Imipramine 32 mg/kg of body weight as
reference antidepressant and vehicle (10% Tween 80). A decrease in the immobility time
was observed in the animals treated with the different doses of the Agg and Avp extracts
acutely and at 7 days, in the behavioral despair test. Based on these results, it can be
concluded that Aloysia gratissima var. gratissima and Aloysia virgata var. platyphylla
show antidepressant activity in mice when treated acutely and after 7 days, and these

results can be extrapolated to the human population, which requires further studies.

Keywords: depression, antidepressant, VVerbenaceae, Aloysia gratissima var. gratissima,
Aloysia virgata var. platyphylla, immobility time



1. INTRODUCCION

La depresion es una de las principales causas de discapacidad a nivel mundial y uno de
los mayores contribuyentes en la carga global de enfermedades (1). La prevalencia de la
depresion en entornos de atencion primaria ha sido determinada en un rango de 5-10% en
diferentes paises (2). La depresion puede tener efectos graves en el funcionamiento social,
calidad de vida y salud fisica debido a asociaciones con enfermedades cardiovasculares,

la causa principal a nivel mundial de muerte prevenible (3).

Los desordenes mentales afectan a 350 millones de personas a nivel mundial, de los cuales
el 40,5% resulta ser desordenes depresivos (4). En Paraguay, se estima que alrededor del
5,23% de la poblacion padece de trastornos depresivos, ocupando el cuarto lugar en
América, superado solo por Estados Unidos, Brasil y Cuba (5). Des6rdenes depresivos
ligeros, moderados o severos, con o sin manifestacion sintomatica psicética, son
caracterizados por la presencia de animo depresivo, pérdida de interés y placer, falta de
energia, sentimientos de culpa o baja autoestima, desordenes de apetito y baja
concentracion (6). La evidencia demuestra que la depresion incrementa el riesgo de
enfermedades cardiovasculares severas, incluyendo infarto al miocardio, infarto
hemorragico y enfermedad arterial periférica. Ademas, puede ser considerado un factor
independiente igual de importante como los clasicos factores de riesgo para enfermedades
cronicas (7). En direccion opuesta, la depresion puede surgir como resultado de
limitaciones y discapacidades que conllevan enfermedades cronicas, generando un
circulo vicioso entre los sentimientos depresivos y comorbilidades fisicas (8). En cuanto
a los comportamientos saludables, la asociacion con condiciones depresivas se ha visto
evidenciada por escasa actividad fisica y un estilo de vida sedentario (9,10) consumo

excesivo de alcohol (11), tabaquismo (12,13) y habitos alimenticios (14).



El conocimiento del uso de las plantas medicinales con fines terapéuticos fue originario
de culturas tribales indigenas (15-18) o antiguas civilizaciones como las que alguna vez
se encontraron en Irén, India o China (15-17,19-21) y se pasé de generacion en
generacion principalmente por comunicacion oral. Actualmente, el conocimiento se
encuentra limitado a pueblos y areas rurales o por familias aisladas de centros urbanos
(22).

Entre las plantas medicinales sudamericanas que actian sobre el sistema nervioso,
algunas familias resaltan por la mayor cantidad de citaciones en la literatura, entre ellas:
Lamiaceae (24/138), Asteraceae (16/138) y Verbenaceae (6/138), que representan el
33,7% de las plantas medicinales analizadas. Segun las encuestas etno farmacoldgicas,
las indicaciones mas comunes para el uso de estas fueron: calmante/sedante (72/167),
analgeésico (39/167) y dolor de cabeza (35/167), lo que representa el 86,2% de todas las

indicaciones (18).

En estudios realizados por dos grupos distintos de investigadores, la especie Aloysia
polystachya (Griseb.) Moldenke, perteneciente a la familia VVerbenaceae manifiesta efecto

antidepresivo en modelos en ratones y en peces respectivamente (23,24).

Es por todo lo expuesto que surge el interés en la busqueda del efecto antidepresivo en
las especies pertenecientes a la familia VVerbenaceae, entre ellas Aloysia gratissima var.
gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla, que cuentan con antecedente de presentar
efecto sobre el sistema nervioso central. (25,26) Previamente, hemos evaluado el efecto
sobre el comportamiento y la actividad ansiolitica en ratones (25,26), mostrando ambas

especies un aumento en la actividad exploratoria y una actividad ansiolitica.

La especie Aloysia gratissima ha demostrado efecto antidepresivo, involucrando los
sistemas monoaminérgicos en su efecto antidepresivo en un estudio llevado a cabo por
Zeni et. al (27). Se debe notar que, los estudios fueron realizados en el extracto acuoso de
la especie A. gratissima, no asi en la variedad A. gratissima var. gratissima, ademas, la
administracion del extracto fue realizada de manera aguda (1 hora antes de la introduccidn
al sistema), a diferencia del tratamiento realizado en este estudio, la administracion fue
Ilevada a cabo con tres dosis durante 24 horas (24, 18 y 1 hora antes de la introduccién al
sistema) y por 7 dias consecutivos antes de ser introducidos al sistema. Actualmente, no
existen estudios sobre la actividad antidepresiva de Aloysia virgata var. platyphylla, sin
embargo, estudios de dos diterpenos aislados de Aloysia virgata var. platyphylla llevado

a cabo por Wasowski y colaboradores han demostrado efecto ansiolitico en ratones al



interactuar con el receptor GABAA (28). Por todo lo expuesto, surge la necesidad de
realizar estudios de evaluacion del efecto antidepresivo en las especies Aloysia gratissima
var. gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla, de manera a brindar a la poblacion una
alternativa terapeutica eficaz al tratamiento de una enfermedad tan ampliamente

distribuida e incapacitante a nivel mundial.

1.1 Justificacion

Considerando la amplia prevalencia de la depresion a nivel mundial, existe la necesidad
de evaluar alternativas terapéuticas eficaces para disminuir la morbi-mortalidad de la
enfermedad. El uso de plantas medicinales es ampliamente difundido en la poblacién para

el tratamiento de diversas afecciones, entre ellas la depresion.

Considerando que existe ya una especie, Aloysia polystachya, que manifestd efecto
antidepresivo en estudios previos realizados, los antecedentes de ambas especies Aloysia
gratissima var. gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla sobre el Sistema Nervioso
Central y que la especie Aloysia gratissima manifesto efecto antidepresivo en estudios
realizados por otros investigadores. Ademas, se ha realizado un estudio sobre los
diterpenos aislados de A. virgata var. platyphylla y se demostrd el efecto ansiolitico. Por
ello conviene evaluar la actividad antidepresiva de los extractos etandlicos de Aloysia
gratissima var. gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla en un modelo de tratamiento
oral con tres dosis por 24 horas y otro modelo de tratamiento oral de dosis Unica por 7

dias con el fin de aportar datos cientificos.

Los resultados obtenidos luego de los experimentos propuestos daran soporte al uso de
estas dos especies como tratamiento alternativo en pacientes con patologia de depresion,
y esto pondra a disposicion de la salud pablica un recurso natural, econémico, de facil
acceso y generalmente mas aceptado por toda la poblacion. Igualmente, brindara una
alternativa terapéutica eficaz y segura para el tratamiento de la depresion.
Adicionalmente, contribuye con la formacién académica de recurso humano capacitado

para la investigacion.



2 MARCO TEORICO

2.1 Depresion

Los trastornos depresivos y de ansiedad son los mas comunes entre los trastornos
mentales, son muy prevalentes en la poblacion. Estos afectan el estado de animo o los
sentimientos de las personas afectadas, de manera leve a grave y puede durar meses o
afios. Unos 300 millones de personas sufren de depresion a nivel mundial (4,4% de la
poblacion mundial) y esta calificada por la OMS como el principal contribuyente a la
discapacidad mundial (7,5% de afios vividos con discapacidad en el 2015), y es el

principal contribuyente de las 800.000 muertes por suicidio por afio (29).

Los trastornos depresivos se caracterizan por tristeza, pérdida de interés o placer,
sentimientos de culpa o baja autoestima, trastornos del suefio o del apetito, sensacion de
cansancio y falta de concentracion. Puede ser duradera o recurrente, perjudica la
capacidad laboral de una persona, la escuela o las situaciones cotidianas, y puede llevar
al suicidio (29).

Se estima que, de los 322 millones de casos de depresion reportados a nivel mundial,
48,16 millones corresponden a los casos reportados en América (equivalente al 15% del
total de casos a nivel mundial). A su vez, la depresidén es mas comun entre mujeres que
en hombres (5,1 y 3,6%, respectivamente, 28). En Paraguay, se estima que alrededor del
5,23% de la poblacién padece de trastornos depresivos, ocupando el cuarto lugar en

Ameérica, superado solo por Estados Unidos, Brasil y Cuba (5).

Las causas de la depresién son aun inciertas, sin embargo, se asocia a la depresion con

otras enfermedades y condiciones de salud como enfermedades cardiovasculares severas,



como infarto al miocardio, infarto hemorragico y enfermedad arterial periférica (7). Otros
estudios manifiestan que uno de los principales causantes de insomnio o alteraciones en
el suefio es la depresion (30). Por otra parte, existen otros estudios que relacionan la edad,
con la incidencia de la depresion en la poblacion, algunos de ellos estiman que gran
proporcion de adultos mayores con enfermedades cronicas de base o disfunciones
cognitivas sufren de depresion, derivada de las enfermedades de base que estos poseen
(31,32). La obesidad, también suele estar relacionada a la depresion, manifestandose un
aumento del indice de masa corporal en nifios y en adultos que cursan depresion (33,34).
La depresion suele manifestarse ademas en mujeres que acaban de concebir, en algunos
estudios mencionan que el 10-20% de las mujeres en Estados Unidos manifestaron
depresidn postparto no psicotica después de los 6 meses de haber concebido (35,36).

La depresién también se encuentra asociada a enfermedades reumatoldgicas, segun
estudios la prevalencia de sintomas depresivos en pacientes con enfermedades
reumatoldgicas es del 93 % para pacientes con lupus eritematoso sistémico y 94% para
pacientes con artritis reumatoidea (37). En un estudio llevado a cabo en Italia, algunos
factores de riesgo para la depresion fueron: el consumo de alcohol, pacientes fumadores

y obesos manifestaban cierta predisposicion para manifestar depresién (38,39).

Actualmente se conoce que la depresion cursa con una disminucién en la secrecion de
monoaminas, por lo tanto, todo compuesto que inhibe la recaptacion de monoaminas,
incrementando la concentracion de monoaminas en el espacio sindptico ha demostrado
ser Util para el tratamiento de la depresion. La inhibicion de la monoamino oxidasa lo cual
induce un incremento en la disponibilidad de monoaminas en las neuronas presinapticas
tambien ha demostrado poseer efecto antidepresivo a nivel clinico. Estas observaciones
llevaron al desarrollo de la teoria farmacologica mas relevante con respecto a la

depresion: la deficiencia de monoaminas como el principal causante de la depresion (40).

La teoria de la deficiencia de monoaminas resalta que la base fisiopatologica de la
depresion es una disminucién en la liberacion de neurotransmisores como: serotonina,

norepinefrina o dopamina en el sistema nervioso central (40).

La gran mayoria de los farmacos antidepresivos empleados actualmente tiene como
blanco terapéutico el sistema monoaminérgico, sin embargo, la resistencia total o parcial
de estas drogas a manifestar efecto antidepresivo o hacerlo de manera retardada en

pacientes con depresion, podria indicar que la deficiencia monoaminérgica es solo un



causal de la depresidn, y que existen otros blancos moleculares a tener en cuenta para el

desarrollo de farmacos antidepresivos (40).

2.2 Tratamiento antidepresivo

Actualmente existe gran variedad de farmacos empleados para el tratamiento de la
depresion. La primera generacion de antidepresivos, los antidepresivos triciclicos y los
inhibidores de la monoamino oxidasa, los cuales incrementan las concentraciones de
serotonina y norepinefrina, y son bastante efectivos aliviando los sintomas de la
depresién. Ambos grupos de farmacos fueron empleados con mucho éxito por muchos
afios, sin embargo, existen efectos adversos graves que limitan su aplicaciéon. Los
antidepresivos triciclicos actian en muchos otros sistemas transmisores del sistema
nervioso central y la periferia, por ejemplo, los sistemas histaminérgicos vy
acetilcolinérgicos, produciendo sedacion, hipotension, vision borrosa, sequedad bucal y
otros efectos no deseados. Ademas, la sobredosis con antidepresivos triciclicos puede
poner en riesgo la vida y ser fatal para los pacientes especialmente por sus efectos a nivel
cardiovascular. Por otra parte, los inhibidores de la monoamino oxidasa interaccionan con
la tiramina, pudiendo llegar a causar hipertensién potencialmente letal. El problema
principal con estos efectos adversos es que lleva a los pacientes a consumir la medicacion
en una dosis no adecuada y por un periodo de tiempo menor, por lo cual permanecen

como si nunca hubieran sido tratados (41).

Los inhibidores de la recaptacion de la serotonina, sin embargo, muestran un mejor perfil
en relacion con los efectos adversos, debido a su selectividad por los receptores de
serotonina. Inicialmente, al comparar con los antidepresivos triciclicos, estos
manifestaban en menor medida efectos adversos, podrian ser utilizados en poblaciones
mas susceptibles a los efectos adversos como ser los nifios y ancianos y pacientes con
comorbilidades. Sin embargo, este grupo de farmacos tampoco carece de efectos
adversos, se reportan, aun asi, algunos efectos adversos como: disfuncion sexual,
hiponatremia en adultos mayores, aumento de peso y efectos en el suefio, mareos,
nauseas, letargia, dolor de cabeza ansiedad y agitacion luego del retiro de la medicacion.
La administracién conjunta de farmacos serotoninérgicos debe ser evitada, ya que puede
producir el sindrome serotoninérgico, el cual puede poner en riesgo la vida del paciente
(41).



Es por todo lo expuesto que la basqueda de activos para el tratamiento de la depresion
continta a la actualidad, buscando también, alternativas de origen natural, con suficientes

estudios que demuestren su utilidad en terapéutica para tratar la depresion.

2.3 Plantas medicinales para el tratamiento de la depresion.

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de ciertas afecciones deriva de las tribus
indigenas o civilizaciones antiguas como las que se encuentran en China, India, y fue
traspasado de generacion en generacion por comunicacion verbal (18). La terapia basada
en plantas medicinales puede ofrecer beneficios como efectos adversos reducidos, mayor
autonomia en el tratamiento de las afecciones de los individuos, costos reducidos o nulos
y fécil acceso para grupos de personas localizadas en areas inaccesibles o alejadas de las

zonas urbanas, que no tienen acceso a sistemas de salud (18).

Actualmente existe mucha evidencia de ensayos in vitro, en animales y estudios clinicos
que reportan que las plantas medicinales pueden ser beneficiosas para tratar varias
afecciones mentales, como la depresion, ansiedad e insomnio. Dentro de ellas se puede
citar Hypericum perforatum, Rhodiola rosea, Crocus sativus, ofrecen tratamientos
prometedores para la depresidn por vias psicofarmacolégicas bien conocidas incluidas la
inhibicidn de la recaptacion de monoaminas, mejorando la union y sensibilizacién de los
receptores de serotonina, inhibicion de la monoamino oxidasa y modulacion
neuroendocrina. Incluso en ensayos clinicos, han demostrado ser mas tolerables en cuanto
a reacciones adversas para los pacientes (42). Estudios realizados en la especie Kyllinga
brevifolia, han demostrado efectos antidepresivos con el extracto hidro-alcohélico y la
fraccion correspondiente al acetato de etilo, demostrando disminucion en el tiempo de
inmovilidad en el ensayo de desespero conductual (natacion forzada) en ratones, tratados

de manera aguda, por 7 dias y 14 dias con los extractos (43).

En una revision bibliogréafica realizada por investigadores, encontraron que las familias
mas citadas fueron Lamiaceae, Asteraceae y Verbenaceae, que representan el 33,7% del

total de plantas medicinales analizadas en el trabajo (18).



2.4 Verbenaceae para el tratamiento de la depresion.

Se llevaron a cabo estudios en varias especies pertenecientes a la familia VVerbenaceae
reportando actividad farmacoldgica de las mismas y algunas de ellas también reportando

actividad antidepresiva, que se mencionan a continuacion.

Lippia sidoides, se llevaron a cabo estudios que indican la actividad antidepresiva de los
aceites esenciales de la especie en ratones, utilizando el ensayo de natacion forzada,
campo abierto, test de suspension de la cola, laberinto en cruz elevado y test de
preferencia de la sucrosa. Se observd una reduccion del tiempo de inmovilidad en el
ensayo de natacion forzada en los animales tratados por 14 dias con los aceites esenciales
de L. sidoides en comparacion con el grupo control, también se observo esta disminucién
en el tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspension de la cola, asi como el incremento
del numero de cruzamientos en brazos abiertos, el porcentaje de entrada en brazos
abiertos, el tiempo de permanencia en brazos abiertos y el porcentaje de permanencia en
brazos abiertos. También, incrementd la preferencia a sucrosa, ensayo que se realiza para
medir un comportamiento similar a la anhedonia, observando que el aceite esencial de L.

sidoides increment0 la preferencia a la sucrosa (44).

Aloysia citradora (Cedron Paraguay), se estudio el extracto hidroalcohélico en ratones
utilizando el ensayo de suspension de la cola, observando una disminucion en el tiempo
de inmovilidad de un grupo de animales tratados con una dosis de este extracto, dicha
reduccion fue similar a la del grupo tratado con fluoxetina, pudiendo llegar a tener
actividad antidepresiva (45). En cuanto a la determinacion de componentes de los aceites
esenciales, llevada a cabo con muestras obtenidas de Argentina, Paraguay y Chile, se
encontrd igual patron en aquellas muestras recolectadas en Argentina y Paraguay, sin
embargo, se observaron variaciones en aquellas recolectadas de Chile, presentando mayor

porcentaje de sabineno y 1-8 cineol (46).

El efecto ansiolitico y antidepresivo del aceite esencial de Acantholippia deserticola, una
especie perteneciente a la familia Verbenaceae mas comun en Chile, fue estudiado por un
grupo de investigadores. Se demostro una disminucion de la actividad motora general, y
el efecto ansiolitico al incrementar el nimero de entradas y el tiempo de permanencia en
brazos abiertos en el ensayo de Laberinto en cruz elevado evaluado en ratas. Finalmente,

evaluaron la actividad antidepresiva, observando un aumento en el tiempo de nado y una



disminucion en el tiempo de inmovilidad en los animales tratados con el aceite esencial,

indicando la posible actividad ansiolitica y antidepresiva de esta especie (47).

Verbena officinalis, otra especie perteneciente a la familia VVerbenaceae, fue evaluada
para determinar su composicion farmacognostica, la actividad antidepresiva y sus efectos
sobre el comportamiento. El extracto acuoso de V. officinalis contiene polifenoles,
flavonoides, taninos y terpenoides. Aquellos animales tratados con V. officinalis 200
mg/kg de peso disminuy0 significativamente el tiempo de inmovilidad en el ensayo de
natacion forzada en ratas de manera similar a la fluoxetina, comparando con el grupo
control negativo. Ademas, se observd una disminucion en el tiempo de permanencia en

el sector iluminado en la caja claro-oscuro (48).

Vitex megapotamica, popularmente conocida como taruma, es una especie que crece en
territorio argentino, brasilero y paraguayo, perteneciente a la familia Lamiaceae
(previamente Verbenaceae). Se evalud la actividad bioldgica del extracto crudo (etanol:
agua 70:30), entre ellas se evalud la actividad antidepresiva del extracto crudo en el
ensayo de natacién forzada en ratas, disminuyendo el tiempo de inmovilidad en los

animales tratados con el extracto crudo luego de 7 dias de administracion (49).

Aloysia polystachya, conocida en Paraguay como burrito, también perteneciente a la
familia Verbenaceae, demostr6 efecto antidepresivo. En este estudio se observé efecto
antidepresivo del extracto concentrado de A. polystachya al tratar de manera aguda (1
hora antes del estudio) a grupos de ratones con una sola dosis de extracto (100 mg/kg de
peso). Sin embargo, al administrar el extracto concentrado por 7 dias, una vez al dia, se
observo disminucion en el tiempo de inmovilidad de los animales tratados con 1, 10 y
100 mg/kg de peso, en el ensayo de desespero conductual o natacion forzada. Al realizar
la evaluacidn de la actividad antidepresiva de las fracciones del extracto concentrado de
A. polystachya, la fraccion en acetato de etilo demostrd disminucién en el tiempo de

inmovilidad comparando con el vehiculo (24).

El efecto antidepresivo del extracto hidroalcohdlico de A. polystachya también fue
evaluado en ratas, por medio del ensayo de desespero conductual (natacion forzada),
donde se observé una disminucion en el tiempo de inmovilidad de los animales tratados
con 12,5, 25 y 50 mg/kg de peso de A. polystachya comparado con el grupo control. Se
observo un aumento en los comportamientos de nado y escape en los animales tratados
con 25 y 50 mg/kg de peso de A. polystachya similar al de las ratas tratadas con

imipramina y fluoxetina (50).
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2.5 Antecedentes quimicos y farmacoldgicos de Aloysia
gratissima, Aloysia gratissima var. gratissima, Aloysia

virgata y Aloysia virgata var. platyphylla.

En extractos de A. gratissima se han encontrado kauranos, flavonoides, a-bisabolol,
triterpenos como a-amirina, acidos betulinico, oleandlico y ursdlico. El contenido total
de polifenoles y carotenoides fue mayor en las especies recolectadas en otofio y en
invierno. Por el contrario, el contenido total de flavonoides fue mayor en las muestras
recolectadas en primavera y otofio. El extracto acuoso de Aloysia gratissima demostro
efecto antioxidante, relacionado con el contenido de polifenoles. Ademas, el extracto
acuoso administrado a animales demostré no presentar efectos toxicos, y no presentar

efectos adversos graves en ratones (51).

En otro estudio sobre la composicion fitoquimica de A. gratissima, se constato la ausencia
de iridoides y la presencia de ent-kauranos y flavonoides metoxilados. El extracto
metandlico de A. gratissima ha demostrado actividad anti edematogénica y
antibacteriana, relacionada con la presencia de triterpenos, flavonoides y feniletanoides
glicosidos (52,53).

La actividad ansiolitica, efectos sobre el comportamiento y evaluacion de la toxicidad
aguda del extracto metandlico de Aloysia gratissima var. gratissima fue evaluada en
ratones por Kennedy y colaboradores, se demostré la ausencia de signos y sintomas de
toxicidad a las dosis testadas. No se observo efecto estimulante sobre el sistema nervioso
central en el ensayo de tiempo de suefio inducido por barbitdricos. Asi también, se
demostro disminucion en el tiempo de inmovilidad comparando el grupo tratado con el
vehiculo, y el incremento del cruzamiento en la periferia en el ensayo de campo abierto.
Ademas, se observo un incremento en el tiempo y nimero de hurgonadas en el ensayo de
caja perforada, y el incremento en el nimero de entradas y tiempo de permanencia en los
brazos abiertos en el ensayo de laberinto en cruz elevado, demostrando de esta manera el

potencial efecto ansiolitico del extracto metandlico de A. gratissima (25).

El extracto acuoso de Aloysia gratissima demostré que disminuye el tiempo de
inmovilidad en los animales tratados de manera aguda, en los ensayos de suspension de
la cola y natacion forzada en ratones, evidenciando un efecto antidepresivo. Ademas, se

evidencio el efecto neuroprotector ante el dafio inducido al hipocampo por el glutamato.
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El efecto antidepresivo mostro relacionarse con la interaccion con los receptores de
NMDAy la via de sefializacion de L-Arginina-NO-cGMP (27). En el mecanismo ademas
podria estar involucrado el sistema de recaptacion de monoaminas, y el sistema
adrenérgico, ya que el tratamiento previo con antagonistas revirtio el efecto antidepresivo
de A. gratissima. Finalmente, el mecanismo de accion del extracto acuoso de A.
gratissima demostré también tener relacion con el sistema dopaminérgico, al inhibir el

efecto anti inmovilidad del extracto acuoso con antagonistas de la dopamina (54).

En cuanto a Aloysia virgata, se han realizado estudios de caracterizacion fitoquimica del
extracto metanodlico del polvo de las hojas previamente secadas, observandose la
presencia de hoffmaniacetona, acetato de hoffmaniacetona. Del polvo de las ramas se
aislaron verbascosido, luteolina y arenariésido. Se aislaron feniletanoides, caracteristicos
de la familia Verbenaceae y kauranos, sin embargo, no se aislo iridoides del mencionado
extracto. De los compuestos aislados, el arenaridsido demostrd efecto antibacteriano
frente S. aureus y M. luteus, a diferencia del flavonol luteolina que demostré efecto
antibacteriano solo frente a M. luteus. El extracto estudiado, ademas presenta actividad

antiedematogénica al reducir el porcentaje de inflamacidn en los materiales testados (55).

Se ha llevado a cabo la evaluacion de los aceites esenciales de las partes aéreas de Aloysia
virgata var. platyphylla, observandose mayor proporcion de sesquiterpenos, 6 elemeno,
- cariofileno, germacreno D y biciclogermacreno como componentes principales. La
composicion quimica de estos aceites esenciales analizados demuestra variacion

cuantitativa debido a las condiciones ambientales locales y el periodo de coleccién (56).

La evaluacion del efecto ansiolitico de dos diterpenos aislados de Aloysia virgata var.
platyphylla fue llevada a cabo por Wasowski y colaboradores, por medio de un ensayo
bioquimico denominado ensayo de union de [3H]-flunitrazepam, ensayos
comportamentales en ratones por medio de los ensayos de caja perforada, laberinto en
cruz elevado, actividad locomotora y caja claro-oscuro. Ambos diterpenos mostraron
afinidad moderada al sitio de union de las benzodiacepinas del receptor GABAA, uno de
ellos increment6 el nimero y el tiempo de exploracion en caja perforada, ademas de
incrementar el porcentaje de entradas en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado,
indicando la posible actividad ansiolitica, a diferencia del otro diterpeno, el cual no
demuestra efectos sobre el comportamiento en el ensayo de caja perforada y laberinto en

cruz elevado, sin embargo, manifiesta un aumento en la actividad locomotora (28).
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Finalmente, el estudio del efecto sobre el comportamiento y la actividad ansiolitica del
extracto metanolico Aloysia virgata var. platyphylla en ratones, fue llevado a cabo por
investigadores del departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas-
Universidad Nacional de Asuncién. En donde se observé un incremento en el nimero y
tiempo de exploracion en el ensayo caja perforada y un aumento en el nimero de entradas
y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos en laberinto en cruz elevado, indicando
potencial actividad ansiolitica (26). Sin embargo, no se reportan estudios de la actividad

antidepresiva en esta especie.

Es por todo lo mencionado y considerando los antecedentes fitoquimicos y
farmacoldgicos anteriormente mencionados, surgio la necesidad de la evaluacion de la
actividad antidepresiva del extracto etandlico de Aloysia gratissima var. gratissima y
Aloysia virgata var. platyphylla, de manera a brindar informacion suficiente para el uso
seguro y efectivo de este recurso natural para el tratamiento coadyuvante de esta afeccion,

ampliamente padecida a nivel mundial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Evaluar la actividad antidepresiva de Aloysia gratissima var. gratissima y
Aloysia virgata var. platyphylla en ratones.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad antidepresiva aguda con tres dosis por 24 horasy a 7
dias de administracion de los extractos etandlicos de Aloysia gratissima var.
gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla mediante el ensayo de

suspension de la cola en ratones.

e Determinar la actividad antidepresiva aguda con tres dosis por 24 horasy a 7
dias de administracion de los extractos etandlicos Aloysia gratissima var.
gratissima y Aloysia virgata var. platyphylla en el ensayo de natacion forzada

en ratones.
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4 MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio: Experimental

Poblacion enfocada: Ratones albinos suizos machos (Mus musculus).

Poblacion accesible: Ratones albinos suizos machos del bioterio de la Facultad de

Ciencias Quimicas-Universidad Nacional de Asuncion en el afio 2020.

Criterio de inclusion: Ratones adultos machos, jovenes, entre 25y 35 g de peso corporal

mantenidos en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, climatizados a 23-25°C de temperatura

y una humedad relativa del 40-70%

Criterio _de exclusién: Ratones machos con manifestaciones anormales de salud,

conductas bizarras, o que no cumplan con el régimen de peso mencionado.

Variable independiente: Tween 80 al 10% disuelto en agua destilada empleado para la

disolucidn de los extractos previamente obtenidos (vehiculo). Solucién salina empleado

como medio disolvente del Imipramina empleado como control positivo.

Variable dependiente: Manifestacion o no de inmovilidad como signo de efecto

antidepresivo.
Instrumento de medicion: Observacion clinica.

Tipo de Muestreo: No probabilistico por conveniencia.

Tamario de la muestra: 96 animales (6-8 animales por grupo)

Hipdtesis nula: Los extractos etandlicos de Aloysia gratissima var. gratissima y Aloysia

virgata var. platyphylla no presentan actividad antidepresiva.
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Hipdtesis alternativa: Los extractos etanolicos de Aloysia gratissima var. gratissima y

Aloysia virgata var. Platyphylla presentan actividad antidepresiva.

4.1 Preparacion de muestras

Las partes aéreas de Aloysia gratissima var. gratissima (Gillies & Hook. ex Hook.) Tronc.
y Aloysia virgata var. platyphylla (Brig.) Moldenke fueron recolectadas del Jardin de
Aclimatacion de Plantas nativas y medicinales de La Facultad de Ciencias Quimicas-
Universidad Nacional de Asuncidn, las mismas fueron identificadas por investigadores
del departamento de Boténica de la Facultad de Ciencias Quimicas y una muestra de
herbario sera depositada en el Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas. Luego de
ser secadas a temperatura ambiente por 48 horas, en un ambiente aireado, protegido del
sol y reducida a polvo fino, el extracto crudo se obtuvo macerando 200 g del polvo
obtenido, en un bafio con ultrasonido a 50°C, en 1000 ml de etanol por 15 minutos,
repitiendo la operacion tres veces. El extracto fue filtrado, sometido a reflujo tres veces y
el exceso de solvente fue eliminado en un evaporador rotatorio, el extracto obtenido fue
mantenido en un desecador hasta el momento de su uso. Los ensayos biolégicos se
Ilevaron a cabo con el material asi obtenido. En base a los resultados de toxicidad aguda
previamente reportados, se seleccionaron las dosis a ensayar, cuyos resultados son los

reportados en este trabajo.

4.2 Animales

Fueron utilizados ratones albinos suizos machos y con pesos comprendidos entre 25y 35
g. Los animales fueron mantenidos en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, climatizados a
23-25°C de temperatura y una humedad relativa del 40-70%. Los animales tuvieron libre
acceso a alimento y agua. La noche anterior a los experimentos, se retiraron los alimentos
para tener animales en ayunas, pero con libre acceso a agua, salvo especificaciones en
contrario. Los animales fueron sometidos a evaluaciones anteriores para determinar si
manifestaban comportamientos anémalos que podrian interferir en los resultados,

descartando aquellos que lo manifiesten.
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4.3 Reactivos

Fue empleado Imipramina hidrocloruro obtenida del Laboratorio SIGMA ALDRICH-
Alemania, Cloruro de Sodio, Etanol y Tween 80 de uso farmacéutico fueron adquiridas

localmente.

4.4 Evaluacion de la actividad antidepresiva

4.4.1 Ensayo de suspension de la cola después del tratamiento oral con

tres dosis en 24 horas, y tratamiento oral por 7 dias

Los ratones machos adultos fueron sometidos al ensayo propuesto para evaluar posibles
acciones antidepresivas. El procedimiento experimental consistié en suspender a los
animales por la cola, por un periodo de 6 minutos, en el cual se registré el tiempo total de
inmovilidad para cada animal, a partir del final del segundo minuto. El tratamiento con
farmacos antidepresivos disminuye el tiempo de inmovilidad de los animales tratados con
los mismos al comparar con el tiempo de inmovilidad de los animales tratados con
vehiculo, en el ensayo de suspension de la cola (57). En este estudio, se analizo el efecto
de los extractos luego de la administracion de tres dosis en 24 horas, y luego de siete dias

de administracion.

En el primer caso, fueron empleados 6 grupos de 6-8 ratones por cada extracto en estudio.
Los mismos fueron tratados con vehiculo (tween 80 al 10%; 0,1 ml/10 g de peso, via
oral), los extractos (Agg y Avp 50,100, 200 y 400 mg/kg, via oral), e Imipramina (Im. 32
mg/kg, via intraperitoneal), 24, 18 y 1 hora antes de ser sometidos individualmente al

ensayo de suspension de la cola (24).

En el segundo caso, otros 6 grupos de animales de 6-8 ratones por cada extracto fueron
tratados por 7 dias con el vehiculo (tween 80 al 10%; 0,1 ml/10 g de peso, via oral), los
extractos (Agg y Avp 50,100, 200 y 400 mg/kg, via oral), e Imipramina (Im. 32 mg/kg,
via intraperitoneal). En el séptimo dia, luego de una hora de la ultima administracion,

fueron sometidos individualmente al mismo procedimiento de suspension de la cola (43).
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4.4.2 Ensayo de natacion forzada despueés del tratamiento oral con tres

dosis en 24 horas, y tratamiento oral por 7 dias

Los animales tratados como se detallo en el apartado anterior con vehiculo, el extracto de
A. gratissima var. gratissima o A. virgata var. platyphylla, e imipramina; luego de ser
sometidos al ensayo de suspension caudal fueron observados en el ensayo de natacién
forzada. Para ello, fueron introducidos individualmente en un cilindro de 25 cm de alto y
15 cm de didmetro conteniendo 12,5 cm de agua mantenida entre los 21-24 °C. La sesion
es de 6 min de duracion y la inmovilidad, el tiempo de conducta de escape y tiempo de
nado fueron registrados mediante filmacion y luego contabilizados, a partir del final del
segundo minuto (57,58). La inmovilidad se considera cuando un raton realiza los
movimientos minimos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua. La conducta de
escape (climbing) se define como movimientos de las patas delanteras hacia arriba a lo
largo del lado del cilindro de natacion. La conducta de nado (swimming) se define como
movimiento usualmente horizontal a través del cilindro de natacion que suele incluir
cruzamientos en otro cuadrante. Los farmacos antidepresivos disminuyen el tiempo de
inmovilidad en el ensayo de natacion forzada de los animales tratados con los mismos al
comparar con el tiempo de inmovilidad de los animales tratados con vehiculo.
Adicionalmente, el incremento en la conducta de escape podria orientar sobre otros
efectos sobre el SNC o el mecanismo de la accién antidepresiva, y el tiempo de nado es
inversamente proporcional a la inmovilidad (58, 59).

En este tipo de estudios el control de calidad se realiza al comparar con un grupo de
animales que recibe el vehiculo (control) y otro grupo que recibe el antidepresivo de

referencia, en este caso, imipramina.

4.5 Gestion y analisis de los datos

Los datos obtenidos en los diferentes grupos en estudio fueron expresados como
promedios * desviacion estandar. El analisis estadistico se realiz6 mediante un programa
estadistico (GraphPrism Version 7) empleando ANOVA de una via, seguida de test de
comparacion multiple de Dunnett. Un nivel de p < 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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4.6 Asuntos éticos

Al tratarse de un estudio experimental con animales de laboratorio, se considero a los
mismos como reactivos bioldgicos y se trabajé de acuerdo a las normas establecidas en
la comisién de ética de la comunidad europea. EI manejo de los animales se realiz6 por
procedimientos estandarizados y la regla basica a seguir es que “todo animal tratado debe
ser sacrificado”. El protocolo fue aprobado por el Comité de ética de investigacion de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNA (Codigo 718/2021). Se utilizo para los ensayos el
ndmero minimo necesario, y el menor tiempo de duracion de la observacion requerida

para obtener datos consistentes. Cada animal fue empleado una vez (60).
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5 RESULTADOS

5.1 Efecto del tratamiento oral con tres dosis por 24 horas con
el extracto de Aloysia gratissima var. gratissima en el

ensayo de suspension de la cola

Al evaluar la actividad antidepresiva por medio del ensayo de suspension de la cola se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 1. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de inmovilidad del grupo de animales
tratado con imipramina, al ser comparado con los animales tratados con vehiculo
(40,5+7,5 seg; 110,1+21,6 seg, respectivamente; p<0,0001), con esto se demuestra la
validez del método para evaluar la posible actividad antidepresiva de una muestra en
estudio. No se observo diferencia estadisticamente significativa entre los animales
tratados con el extracto de Aloysia gratissima var. gratissima a 50,100,200 y 400 mg/kg

de peso y el grupo tratado con el vehiculo (ver figura 1).
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Tiempo de inmovilidad (seg)

Figura 1. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de suspension de la cola en los
grupos tratados oralmente con tres dosis en 24 horas con Aloysia gratissima var.
gratissima. (Agg). Im.: imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA

de una via, post test de Dunnett. ****p<0,0001.

5.2 Efecto del tratamiento oral por 7 dias con extracto de
Aloysia gratissima var. gratissima en el ensayo de

suspension de la cola.

Al evaluar la actividad antidepresiva en los animales tratados por 7 dias por medio del
ensayo de suspension de la cola se obtuvieron los resultados expresados en la figura 2. El
resultado mas relevante en este estudio es la diferencia estadisticamente significativa
entre los animales tratados con 50 mg/kg del extracto de Aloysia gratissima var.
gratissimay el grupo vehiculo (86,1+29,7 seg; 130,3+22,3 seg, respectivamente; p<0,01).
Se observé también una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo de
inmovilidad del grupo de animales tratados con imipramina al comparar con el vehiculo
(40,4+25,2 seg; 130,3+22,3 seg, respectivamente; p<0,0001), validando de esta manera

el método para la determinacion de sustancias antidepresivas.
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Figura 2. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de suspension de la cola en los
grupos tratados oralmente por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima. (Agg). Im.:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de

Dunnett. * p<0,05; ****p<0,0001.

5.3 Efecto en los parametros evaluados en natacion forzada
luego del tratamiento oral con tres dosis en 24 horas de

Aloysia gratissima var. gratissima

Al evaluar la actividad antidepresiva por medio del ensayo de natacion forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 3. El resultado mas relevante observado
en este ensayo fue la diferencia estadisticamente significativa entre los animales tratados
con 200 mg/kg del extracto de Aloysia gratissima var. gratissima y el grupo vehiculo
(64,7+32,6 seg; 115,1+21,9 seg. respectivamente; p<0,05, figura 3). Se observo, ademas,
una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo de inmovilidad del grupo de
animales tratado con imipramina y el tratado con vehiculo (37,0£20,6 seg; 115,1+21,9
seg, respectivamente; p<0,001), validando de esta manera el método para la

determinacion de potenciales antidepresivos.
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Tiempo de inmovilidad (seg)

Figura 3. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de natacion forzada en los grupos
tratados oralmente con tres dosis por 24 horas con Aloysia gratissima var. gratissima
(Agg). Im.: imipramina. Los datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via,
post test de Dunnett. * p<0,05; ***p<0,001.

Al evaluar el tiempo de conducta de escape por medio del ensayo de Natacion Forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 4. No se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de escape del grupo de
animales tratado con imipramina, los animales tratados con las diferentes dosis de
extracto etanolico de A. gratissima var. gratissima y los animales tratados con el vehiculo.
Si bien se observo un aumento en el tiempo de conducta de escape en los animales tratados
con 50 y 100 mg/kg de A. gratissima var. gratissima, comparado con el grupo de animales

tratado con vehiculo, esta diferencia no es estadisticamente significativa (figura 4).
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Figura 4. Tiempo de conducta de escape (seg) en el ensayo de natacion forzada en los
grupos tratados oralmente con tres dosis por 24 horas con Aloysia gratissima var.
gratissima (Agg). Im: imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA

de una via, post test de Dunnett.

Al evaluar el tiempo de conducta de nado en el ensayo de natacion forzada se obtuvieron
los resultados expresados en la figura 5. Se observo diferencia estadisticamente
significativa entre el tiempo de conducta de nado del grupo de animales tratados con
imipramina y los animales tratados con el vehiculo; y entre el grupo de animales tratados
con 200 mg/kg de A. gratissima var. gratissima y el grupo vehiculo (Veh: 120,8+21,4
seg; Im: 197,0£19,0 seg p<0,001; Agg 200 mg/kg: 180,3+£29,8 seg; p<0,01, ver figura 5).
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Figura 5. Tiempo de nado (seg) en el ensayo de natacion forzada en los grupos tratados
con tres dosis en 24 horas, con Aloysia gratissima var. gratissima (Agg). Im.: imipramina.
Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de Dunnett. **
p<0,05; ***p<0,001.

5.4 Efecto en los parametros de natacion forzada luego del
tratamiento oral por 7 dias con Aloysia gratissima var.

gratissima

Al evaluar la actividad antidepresiva en los animales tratados durante 7 dias por medio
del ensayo de natacion forzada se obtuvieron los resultados expresados siguientes. Se
observo diferencia estadisticamente significativa entre los animales tratados con 50, 100,
200 y 400 mg/kg del extracto de Aloysia gratissima var. gratissima y el grupo vehiculo
(57,0+32,8 seg; 60,3+29,4 seq; 44,2+17,0 seqg; 49,5+20,8 seg; 179,3+£37,6 seg, p<0,0001,
respectivamente). Se observé igualmente diferencia estadisticamente significativa entre
el tiempo de inmovilidad del grupo de animales tratados con imipramina (40,5+21,7 seg;
p<0,0001) y los animales tratados con vehiculo, validando de esta manera el método para
la evaluacion de potenciales antidepresivos (figura 6). La disminucién en el tiempo de
inmovilidad de los animales tratados con las diferentes dosis de extracto de A. gratissima
var. gratissima, aparentemente, no es dependiente de la dosis, puesto que en todas las
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todas las dosis ensayadas se observo aproximadamente el mismo % de reduccién. Como
dato interesante, se resalta también que la reduccién observada con todas las dosis del
extracto es similar a la imipramina, que reduce la inmovilidad en 77%, y con las dosis del

extracto el promedio de reduccion es casi del 70%.
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Figura 6. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de natacion forzada en los grupos
tratados oralmente por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima (Agg). Im.:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de
Dunnett. ****p<0,0001.

Al evaluar el tiempo de conducta de escape por medio del ensayo de Natacion Forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 7. No se observo diferencia
estadisticamente significativa en el tiempo de conducta de escape del grupo de animales
que fue tratado con imipramina, los animales tratados con 50, 100, 200 y 400 mg/kg del
extracto de A. gratissima var. gratissima al ser comparados con el grupo que recibio el

vehiculo.
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Figura 7. Tiempo de conducta de escape (seg) en el ensayo de natacion forzada en los
grupos tratados oralmente por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima (Agg). Im:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de

Dunnett.

Al evaluar el tiempo de conducta de nado por medio del ensayo de Natacion Forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 8. Se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de nado del grupo de animales
tratados por 7 dias con 50, 100, 200 y 400 mg/kg de A. gratissima var. gratissima y los
animales tratados con vehiculo. Se observd adicionalmente, diferencia estadisticamente
significativa en el tiempo de nado en los animales tratados con imipraminay los animales
tratados con vehiculo, validando de esta manera el método para la determinacion de
potenciales antidepresivos (Veh: 53,3+38,9 seg; Im: 191,8+22,5 seg; Agg 50: 174,8+30,1
seg; Agg 100: 176,3+32,3 seg; Agg 200: 192,7+£16,7 seg y Agg 400: 182,8+19,1 seg;
p<0,0001, figura 8). El aumento en la conducta de nado observado con las diferentes dosis

del extracto fue similar al de la imipramina.
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Figura 8. Tiempo de nado (seg) en el ensayo de natacion forzada en los grupos tratados
oralmente por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima (Agg). Im.: imipramina. Los
datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via, post test de Dunnett.
****n<0,0001.

5.5 Efecto del tratamiento oral con tres dosis por 24 horas con
el extracto de Aloysia virgata var. platyphylla en el ensayo

de suspension de la cola

Al evaluar la actividad antidepresiva por medio del ensayo de suspension de la cola se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 9. Se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de inmovilidad del grupo de animales
tratado con imipramina y los animales tratados con vehiculo (40,5+7,5 seg; 110,1+21,6
seg respectivamente; p<0,0001), validando de esta manera el meétodo para la
determinacion de potenciales candidatos antidepresivos. No se observo diferencia
estadisticamente significativa entre los animales tratados con las diferentes dosis de
extracto de Aloysia virgata var. platyphylla y el grupo tratado con el vehiculo (ver figura
9).
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Figura 9. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de suspension de la cola en los
grupos tratados oralmente con tres dosis en 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla
(Avp). Im.: imipramina. Los datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via,
post test de Dunnett. ****p<0,0001.

5.6 Efecto del tratamiento oral por 7 dias con Aloysia virgata

var. platyphylla en el ensayo de suspension de la cola

Al evaluar la actividad antidepresiva en los animales tratados por 7 dias por medio del
ensayo de suspension de la cola se obtuvieron los resultados expresados en la figura 10.
El resultado mas resaltante en este ensayo fue la diferencia estadisticamente significativa
entre los animales tratados con 50 y 100 mg/kg del extracto de Aloysia virgata var.
platyphylla. y los animales tratados con vehiculo (84,3+34,8 seg; 83,5+28,5 seg ;
134,2+21,7 seg. respectivamente; p<0,05). Si bien se observd también una reduccion de
la inmovilidad en los animales que recibieron 200 y 400 mg/kg del extracto, esta
diferencia no resulté estadisticamente significativa (ver figura 10). Se observo asimismo,
una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo de inmovilidad del grupo de
animales tratado con imipramina y los animales tratados con vehiculo (32,7+16,1 seg;
134,2+21,7 seg respectivamente; p<0,0001), validando de esta manera el método para la

determinacion de sustancias antidepresivas.
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Figura 10. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de suspension de la cola en los
grupos tratados oralmente por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp). Im:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de
Dunnett. * p<0,05; ****p<0,0001.

5.7 Efecto en los parametros de natacion forzada luego del
tratamiento oral con tres dosis en 24 horas de Aloysia

virgata var. platyphylla

La actividad antidepresiva fue evaluada también por medio del ensayo de natacion
forzada, los resultados obtenidos se detallan a continuacion. Se observo diferencia
estadisticamente significativa entre los animales tratados con 50, 100, 200 y 400 mg/kg
de Aloysia virgata var. platyphylla y los animales tratados con vehiculo (45,3+£29,6 seg
p<0,001; 53,7+42,0 seg p<0,01; 43,5£13,5 seg p<0,001; 50,7+12,6 seg p<0,01,
118,8+21,5 seg. respectivamente). También se hizo evidente una diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de inmovilidad del grupo de animales
tratado con imipramina y los animales tratados con vehiculo (31,3+15,5 seg; 118,8+21,5
seg respectivamente; p<0,0001 ), validando de esta manera el método para la

determinacion de potenciales antidepresivos. La disminucién en el tiempo de inmovilidad
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de los animales tratados con las diferentes dosis de extracto de A. virgata var. platyphylia,
aparentemente, no es dependiente de la dosis, ya que es muy similar la reduccién
observada con todas las dosis ensayadas. Es interesante sefialar que la reduccion
observada con el extracto, con todas las dosis, es similar a la imipramina. Esta Gltima
reduce la inmovilidad en 73%, y con las dosis del extracto el promedio de reduccion es
alrededor de 60%.
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Figura 11. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de natacién forzada en los grupos
tratados oralmente con tres dosis por 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp).
Im: imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test
de Dunnett. ***p<0,001; ****p<0,0001.

Al evaluar el tiempo de conducta de escape por medio del ensayo de natacion forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 12. No se observé diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de escape del grupo de
animales tratados con 50, 100, 200 y 400 mg/kg de A. virgata var. platyphylla, e

imipramina al comparar con los animales tratados con vehiculo (ver figura 12).



31

»
)

(3]
1

i =N
1

w
1

N
1

-
1

Conducta de escape (seg)

o
1

Figura 12. Tiempo de conducta de escape (seg) en el ensayo de natacién forzada en los
grupos tratados oralmente con tres dosis por 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla
(Avp). Im: imipramina. Los datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via,

post test de Dunnett.

Al evaluar el tiempo de conducta de nado por medio del ensayo de Natacion Forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 13. Se observd diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de nado de los animales
tratados con 50, 100, 200 y 400 mg/kg A. virgata var. platyphylla, los animales tratados
con imipramina y los animales tratados con vehiculo (Avp 50:193,0+29,7 seg p<0,001;
Avp 100: 185,5+42,6 seg p<0,001; Avp 200: 195,7+14,2 seg. p<0,0001; Avp 400:
188,8+12,4 seg. p<0,001; Im: 197,2+19,0 seg. p<0,0001; Veh: 120,3+20,8 seq, ver figura
13). Se observo un aumento similar en el tiempo de conducta de nado en los animales
tratados con imipramina y A. virgata var. platyphylla comparado con el grupo vehiculo.
Tal como se esperaba para este parametro cuantificado, el porcentaje de incremento en el
tiempo de conducta de nado es similar con entre todas las dosis ensayadas y también con
la imipramina. Estos resultados son, ademas, inversamente proporcionales al tiempo de

inmovilidad previamente descrito.
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Figura 13. Tiempo de nado (seg) en el ensayo de natacién forzada en los grupos tratados
oralmente con tres dosis en 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp). Im:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de
Dunnett. ***p<0,001; ****p<0,0001.

5.8 Efecto en los parametros de natacion forzada luego del

tratamiento oral por 7 dias con Aloysia virgata var.

platyphylla

Al evaluar la actividad antidepresiva en los animales tratados por 7 dias por medio del
ensayo de natacion forzada se obtuvieron los resultados expresados en la figura 14. Se
observo una disminucion en el tiempo de inmovilidad y una diferencia estadisticamente
significativa entre los animales tratados con 50, 100, 200 y 400 mg/kg de Aloysia virgata
var. platyphylla y los animales tratados con vehiculo (22,2£19,6 seg; 23,8+9,2 seg;
30,0+17,3 seg; 6,2+4,8 seq; 179,3+£37,6 seg respectivamente; p<0,0001, ver figura 14).
Adicionalmente, se observé una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo
de inmovilidad del grupo de animales tratado con imipraminay los animales tratados con
vehiculo (40,5+21,7 seg: 179,3+£37,6 seg respectivamente; p<0,0001), validando de esta

manera el método para la determinacion de potenciales sustancias antidepresivas.
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Por un lado, se destaca la disminucion en el tiempo de inmovilidad de los animales
tratados con las diferentes dosis de extracto de A. virgata var. platyphylla, aparentemente,
no es dependiente de la dosis, aunque con la dosis mas alta ensayada se observo un tiempo
de reduccién de inmovilidad mas marcado. Por otro lado, con las dosis 50, 100 y 200
mg/kg de Avp, lareduccion observada es de aproximadamente 85%, mayor a la observada
con imipramina la cual fue de un 77%, y con 400 mg/kg de Avp el tiempo de inmovilidad
se redujo hasta un 96,5%, que es mucho mayor a la obtenida con el antidepresivo de

referencia, imipramina.
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Figura 14. Tiempo de inmovilidad (seg) en el ensayo de natacién forzada en los grupos
tratados oralmente por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp). Im: imipramina.
Los datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via, post test de Dunnett.
***%n<0,0001.

Al evaluar el tiempo de conducta de escape por medio del ensayo de Natacion Forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 15. No se observé diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de escape de los animales
tratados durante 7 dias con las diferentes dosis de A. virgata var. platyphylla, ni con los
que fueron con imipramina al compararlos con los animales del grupo que recibid

vehiculo (ver figura 15).
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Figura 15. Tiempo de conducta de escape (seg) en el ensayo de natacion forzada en los
grupos tratados oralmente por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp). Im:
imipramina. Los datos corresponden al promedio + SD. ANOVA de una via, post test de
Dunnett.

Al evaluar el tiempo de conducta de nado por medio del ensayo de natacion forzada se
obtuvieron los resultados expresados en la figura 16. Se observd diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de conducta de nado del grupo de animales
tratados durante 7 dias con 50, 100, 200 y 400 mg/kg de A. virgata var. platyphylla y los
animales tratados con imipramina al compararlos con los animales tratados con el
vehiculo (214,2+21,4 seg; 212,0+10,06 seg; 195,2+13,3 seg 222,0+15,5 seg; 191,8+22,5
seg; 54,3+38,9 seg respectivamente, p<0,0001, ver figura 16). Se observo un aumento
mas evidente en el tiempo de conducta de nado en los animales tratados con A. virgata
var. platyphylla que con la imipramina. Tal como se esperaba para este parametro
cuantificado, el porcentaje de incremento en el tiempo de conducta de nado es

inversamente proporcional al tiempo de inmovilidad previamente descrito.
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Figura 16. Tiempo de nado (seg) en el ensayo de natacién forzada en los grupos tratados
oralmente por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla (Avp). Im: imipramina. Los
datos corresponden al promedio £ SD. ANOVA de una via, post test de Dunnett.
****n<0,0001.
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6 DISCUSION

En los resultados obtenidos luego de tratar a los distintos grupos de animales con tres
dosis en 24 horas, del extracto etantlico de Aloysia gratissima var. gratissima y Aloysia
virgata var. platyphylla en el ensayo de suspension de la cola, se observé diferencia
estadisticamente significativa en el tiempo de inmovilidad en segundos en los animales
tratados con imiprimina y el vehiculo. Por otro lado, luego del tratamiento de los distintos
grupos de animales con el extracto etandlico de Aloysia gratissima var. gratissima y
Aloysia virgata var. platyphylla, 24, 18 y 1 h antes del ensayo, se observoé en el ensayo de
natacion forzada que hubo diferencia estadisticamente significativa en el tiempo de
inmovilidad en los animales tratados con el antidepresivo de referenciay el vehiculo. Esto
también se verificd luego del tratamiento por 7 dias, demostrando de esta manera que los
métodos empleados son capaces de identificar potencialmente Utiles para el tratamiento
de la depresion (58,59,61).

Zeni et al. evaluaron el efecto del extracto acuoso de Aloysia gratissima luego de una
unica dosis en ratones, y encontraron una disminucion en el tiempo de inmovilidad en el
ensayo de suspension de la cola. También reportaron disminucion en el tiempo de
inmovilidad en el ensayo de natacion forzada en los grupos de animales tratados con una
sola dosis, en el ensayo de natacion forzada (54). Al evaluar la actividad antidepresiva
del extracto de A. gratissima var. gratissima se observo una disminucion estadisticamente
significativa en el tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspension de la cola, del grupo
de animales tratados con 50 mg/kg, por 7 dias (p<0,05) en relacion con el grupo que
recibié vehiculo. En el ensayo de natacion forzada, con 200 mg/kg de A. gratissima var.
gratissima luego que los animales fueron tratados con tres dosis en 24 horas, también

reduce significativamente el tiempo de inmovilidad (p<0,05).
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Por otro lado, en el ensayo de natacion forzada llevado a cabo luego del tratamiento de
los animales por 7 dias, se observd reduccion del tiempo de inmovilidad con todas las
dosis de Aloysia gratissima var. gratissima ensayadas, al comparar con el vehiculo
(p<0,0001), y estos tiempos son mucho menores a los obtenidos en el ensayo de 24 horas
y de los obtenidos por Zeni y colaboradores para A. gratissima (54). Es interesante notar
que los porcentajes de reduccion que se obtuvieron son similares a la imipramina, de

alrededor del 70%, estos resultados no muestran una relacion de dependencia de la dosis.

En cuanto a la conducta de escape en el ensayo de natacion forzada, no se observo
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de animales tratados con
vehiculo, imipramina ni los grupos de animales tratados con las diferentes dosis testadas
de A. gratissima var. gratissima. En cuanto a la conducta de nado, si se observo un
aumento estadisticamente significativo (swimming) en los animales tratados con A.
gratissima var. gratissima, que es esperable considerando los resultados en cuanto al
tiempo de inmovilidad. Estos resultados obtenidos con A. gratissima var. gratissima
concuerdan con lo reportado por Kennedy y colaboradores (25), que demostraron que este
extracto no evidencio efecto estimulante sobre el SNC en el ensayo de tiempo de suefio
inducido por barbitaricos, y parece indicar que la actividad antidepresiva de A. gratissima
var. gratissima posiblemente podria estar relacionada al mecanismo de accion de la
imipramina, antidepresivo triciclico que ejerce su efecto al inhibir de manera no selectiva
la recaptacion tanto de noradrenalina como de serotonina (58,59). Costa y colaboradores
en 2013, demostraron que el tiempo de conducta de escape medido en ratones albinos
suizos podria distinguir entre potenciales estimulantes del SNC y antidepresivos, y

adicionalmente orienta también el posible mecanismo de la accion antidepresiva (58).

Todo esto concuerda también parcialmente con lo reportado por Zeni y colaboradores
luego de la administracién de una dosis de A. gratissima. Cabe resaltar que para este
estudio se empled un extracto en etanol de una variedad, A. gratissima var. gratissima, a
partir de la planta recolectada en verano, ademas de contar con diferencias en las
condiciones ambientales y de alimentacion de los ratones albinos suizos provenientes del
bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas empleados (27,52). Moroni y colaboradores
han descrito para A. gratissima un complejo de 4 variedades, esto probablemente
contribuye a una variacion en la composicion de metabolitos secundarios y por ende en
el efecto en el tiempo de inmovilidad observado (54,63). También se describen otras

diferencias en cuanto a la metodologia empleada, ya que los mismos mencionan
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aislamiento visual y acustico, ademas de la suspension de los animales a unos 50 cm de
altura por encima del nivel del suelo, sujetados por medio de cinta adhesivaa 1 cm de la
punta de la cola. En nuestros experimentos, el aislamiento acustico no fue factible, y la
suspension de los animales se realiz6 a una distancia aproximada de 60-75 cm del nivel

del suelo, por medio de cinta adhesiva a 3 cm de la base de la cola (54).

Al extracto acuoso de A. gratissima estudiado por Zeni y colaboradores, se le podria
atribuir el efecto agudo antidepresivo encontrado en el ensayo de suspensién de la cola
mecanismos relacionados a la interaccion con los sistemas serotoninérgicos (5-HT1a Yy 5-
HT2a2c), dopaminérgicos (receptores Di y D2) y noradrenérgicos (o1 y o2
adrenoreceptores) (27), ya que este método resultd efectivo en la determinacién de
sustancias activas para el tratamiento de la depresion por medio de estas vias de
sefializacion (64). Teniendo en cuenta esto, y las diferencias con los resultados obtenidos
en el presente estudio con el extracto etandlico de A. gratissima var. gratissima podriamos
indicar como posible mecanismo de accién del efecto antidepresivo, un conjunto de
interacciones con otros receptores no estudiados por Zeni y colaboradores, para los cuales

el método de suspension de la cola no es lo suficientemente sensible (64,65).

En cuanto a A. virgata var. platyphylla se observé una disminucion estadisticamente
significativa en el tiempo de inmovilidad del grupo de animales que fue tratado por 7 dias
con 50 y 100 mg/kg (p<0,05) en relacion con el grupo que recibié vehiculo, en el ensayo
de suspensién de la cola. Los resultados obtenidos al evaluar la actividad antidepresiva
por medio del ensayo de natacion forzada demostraron que tanto en el modelo de
administracion multiple en 24 horas, como en el tratamiento por 7 dias con el extracto
etanolico de Aloysia virgata var. platyphylla hay disminucion en el tiempo de inmovilidad

en los animales, comparando con el grupo vehiculo.

Al igual que con A. gratissima var. gratissima, en la conducta de escape (climbing) en el
ensayo de natacion forzada, no se observo diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de animales tratados con vehiculo, imipramina ni los grupos de animales
tratados con las diferentes dosis testadas de A. virgata var. platyphylla y si se observo un
aumento estadisticamente significativo en el tiempo de conducta de nado (swimming) lo
cual podria indicar que este extracto demuestra actividad antidepresiva sin manifestar
efecto estimulante sobre el SNC, por un mecanismo de accion similar a la imipramina, tal

como se describio previamente.
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En evaluacion previa de la actividad antidepresiva de otra Verbenaceae, Aloysia
polystachya, se demostrd que tanto la administracion aguda, como la de 7 dias disminuye
el tiempo de inmovilidad en el ensayo de natacién forzada en ratones. Al igual que en este
trabajo de investigacion, la administracion por 7 dias resultd en un mayor porcentaje de

reduccion de la inmovilidad (24).

Una ventaja del ensayo de natacion forzada es que al realizar modificaciones como
incrementar la profundidad del agua en el cilindro, permite distinguir tres tipos de
comportamientos en los animales: conducta de inmovilidad, conducta de escape y

conducta de nado, tal como se describié en el apartado metodologia.

Una ventaja de diferenciar los tipos de comportamientos en los animales es la posibilidad
de diferenciar el efecto estimulante del SNC del efecto antidepresivo y orientar acerca
del mecanismo de accion, ya que aquellos farmacos antidepresivos cuyo mecanismo de
accion involucra la inhibicion no selectiva de la recaptacion de la serotonina y
norepinefrina disminuyen el tiempo en que los animales manifiestan la conducta de
inmovilidad, e incrementan el tiempo en que los animales manifiestan la conducta de nado
sin modificar la conducta de escape (58, 59). Si bien la evaluacion inicial de estas
conductas se llevo a cabo en ratas, es valida la evaluacion de estos comportamientos en
ratones, en los que demostré su utilidad ya que al cuantificar esta conducta en esta especie
es posible encontrar una diferencia estadisticamente significativa en estas conductas y por

tanto orientar la accion del farmaco sobre el sistema nervioso central (58, 59, 62).

No se reportaron estudios previos sobre la actividad antidepresiva del extracto de A.
virgata var. platyphylla. Sin embargo, previamente se ha estudiado la accion sobre el
sistema nervioso central de dos diterpenos aislados de esta planta. Uno de ellos demostro
efecto ansiolitico, ademas se reportd que esto podria deberse a su afinidad moderada al
sitio de union de las benzodiacepinas al receptor GABAAa (28). Farmacos ansioliticos
como el diazepam, ejercen su efecto mediante este mecanismo y con este farmaco se
describid previamente que el tiempo de inmovilidad en el ensayo de suspension de la cola
se incrementa (28, 64, 65). Una teoria actual acerca de una de las causas de los sintomas
de la depresion postula la disminucion del acido gama-aminobutirico en la corteza
occipital y prefrontal en estudios de espectroscopia de resonancia magnética en pacientes
que cursan con depresion aguda en conjunto con la teoria de la disminucion en la
liberacion de monoaminas en el espacio sindptico (40). Por esto, la interaccion con el sitio

de unién de las benzodiazepinas en el receptor GABAAa podria explicar uno de los
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mecanismos por el cual es posible observar esta disminucion en el tiempo de inmovilidad

en los animales tratados con las distintas dosis de A. virgata var. plathyphylla.

Se requieren estudios adicionales que identifiquen la composicion fitoquimica y el
mecanismo por el cual ejerce su efecto antidepresivo, de cada uno de los extractos

empleados en este trabajo a fin de concluir al respecto.
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7 CONCLUSION

Se evaluo la actividad antidepresiva de los extractos etandlicos de Aloysia gratissima var.
gratissima y Aloysia virgata var platyphylla por medio de los ensayos suspension de la
colay natacion forzada, en animales tratados con dosis multiples en 24 horas y por 7 dias.
Se determind que ambos extractos disminuyeron el tiempo de inmovilidad de los ratones

tratados en el ensayo de natacién forzada, en las dos modalidades de tratamiento.

Se concluyd que los extractos etandlicos de A. gratissima var. gratissima y A. virgata var
platyphylla demostraron efecto antidepresivo en el ensayo de natacion forzada, en las

dosis ensayadas, luego de los tratamientos en 24 horas y por siete dias.

Para ambos extractos, A. gratissima var. gratissima y A. virgata var. platyphylla, los
porcentajes de reduccion de la inmovilidad en el ensayo natacion forzada son similares a

la imipramina, ya que resultaron altamente significativos.

Los resultados indican que la reduccion del tiempo de inmovilidad es ain mayor mayor
en A. virgata var. platyphylla que en el extracto de A. gratissima var. gratissima, en ambas
modalidades de tratamiento. Luego del tratamiento por 7 dias se observé una disminucion
mayor que con el tratamiento de tres dosis en 24 horas. Esto indica una mayor potencia

antidepresiva del extracto de A. virgata var. platyphylla.
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Andlisis Estadistico de los Resultados Obtenidos

Tabla 1- Analisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tres dosis en 24 horas con Aloysia gratissima var. gratissima en el
ensayo de suspension de la cola.

Number of families 1
Number of comparisons per
family 5
Alpha 0,05
Dunnett's multiple comparisons Mean| 95,00% CI of| Significantf Summar| | A-
test Diff, diff, ? y ?
vehiculo vs. im. 32 mg/kg 71,14| 43,43 to 98,86 Yes okkk B| im, 32 mg/kg
vehiculo vs. A. g. 50 mg/kg 5,286 -22,43 10 33 No ns C|A, g, 50 mg/kg

A, g, 100
vehiculo vs. A. g. 100 mg/kg -6,571] -34,29t0 21,15 No ns D mg/kg

A, g, 200
vehiculo vs. A. g. 200 mg/kg -22,29 -50 t0 5,431 No ns E mg/kg

A, g, 400
vehiculo vs. A. g. 400 mg/kg 3,714 -24 t0 31,43 No ns F mg/kg

SE of| n D

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff, diff,| 1| n2 q F
\vehiculo vs. im. 32 mg/kg 117 45,86 71,14 10,43| 7| 7 6,82/30
vehiculo vs. A. g. 50 mg/kg 117 111,7 5,286 10,43| 7 7 0,5067|30
vehiculo vs. A. g. 100 mg/kg 117 123,6 -6,571 10,43| 7| 7 0,63|30
vehiculo vs. A. g. 200 mg/kg 117 139,3 -22,29 10,43| 7| 7 2,136|30
vehiculo vs. A. g. 400 mg/kg 117 113,3 3,714 10/43| 7 7 0,3561|30
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Tabla 2- Analisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima en el
ensayo de suspension de la cola.

Number of families 1

Number of comparisons per family 5

Alpha 0,05

Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff,|95,00% CI of diff,|Significant?|Summary| A-?)

\Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 101,5| 64,57 to 138,4 Yes Fkkk B| Imp, 32 mg/kg
\Vehiculo vs. A.g. 50mg/kg 54,17 17,23t091,1 Yes * C| A,g, 50mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 100 mg/kg 36,83| -0,1014 to 73,77 No ns D|A,g, 100 mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 200 mg/kg 3517] -1,768t0 72,1 No ns E|A,g, 200 mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 400 mg/kg 35,67 -1,268 to 72,6 No| ns F|A,g, 400 mg/kg

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff,|SE of diff,| n1 n2 g DF
Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 134,2 32,67 101,5 13,74) 6 6 7,386 25
Vehiculo vs. A.g. 50mg/kg 134,2 80 54,17 13,74) 6 6 3,942 25
Vehiculo vs. A.g. 100 mg/kg 134,2 97,33 36,83 13,74] 6 6 2,68 25
Vehiculo vs. A.g. 200 mg/kg 134,2 99 35,17 13,74) 6 6 2,559 25
Vehiculo vs. A.g. 400 mg/kg 134,2 98,5] 35,67 13,74 6 6 2,595 25
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Tabla 3- Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tres dosis en 24 horas con Aloysia gratissima var. gratissima en el
ensayo de Natacion Forzada

Number of families 1
Number of comparisons per
family 5
Alpha 0,05
Dunnett's multiple comparisons Mean| 95,00% CI of| Significantf Summar| | A-
test Diff, diff, ? y ?
vehiculo vs. im. 32 mg/kg 84,17| 33,53t0134,8 Yes il B| im, 32 mg/kg
vehiculo vs. A. g. 50 mg/kg 32,67| -17,97 to 83,3 No ns C|A, g, 50 mg/kg

A, g, 100
vehiculo vs. A. g. 100 mg/kg 48,67 -1,9711t0 99,3 No ns D mg/kg

A, g, 200
vehiculo vs. A. g. 200 mg/kg 60,67| 10,0310 111,3 Yes * E mg/kg

A, g, 400
vehiculo vs. A. g. 400 mg/kg 42,17 -8,4711t092,8 No ns F mg/kg

SE of| n D

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff, diff,| 1| n2 q F
\vehiculo vs. im. 32 mg/kg 118,8 34,67 84,17 18,84| 6| 6 4,467|25
vehiculo vs. A. g. 50 mg/kg 118,8 86,17 32,67 18,84/ 6| 6 1,734(25
vehiculo vs. A. g. 100 mg/kg 118,8 70,17 48,67| 18,84/ 6| 6 2,583|25
vehiculo vs. A. g. 200 mg/kg 118,8 58,17 60,67 18,84| 6| 6 3,22|25
vehiculo vs. A. g. 400 mg/kg 118,8 76,67 42,17| 18,84/ 6| 6 2,238|25




Tabla 4- Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que

recibieron tratamiento por 7 dias con Aloysia gratissima var. gratissima en el
ensayo de Natacion Forzada
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Number of families 1
Number of comparisons per
family 5
Alpha 0,05]
Dunnett's multiple comparisons Mean| 95,00% CI of| Significant| Summar,
test Diff, diff, ? Y A-?
\Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 138,8] 105,1t0172,6 Yes i Bl Imp, 32 mg/kg
\Vehiculo vs. A.v. 50mg/kg 157,2| 123,410 190,9 Yes xkkk C| A,v, 50mg/kg
A,v, 100
Vehiculo vs. A.v. 100 mg/kg 155,5| 121,8to 189,2 Yes il D mg/kg
A,v, 200
Vehiculo vs. A.v. 200 mg/kg 149,3] 115,6t0 183,1 Yes ielel E mg/kg
A,v, 400
Vehiculo vs. A.v. 400 mg/kg 173,2| 139,4 to 206,9 Yes ielel F mg/kg
SE of
Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff, diff, nl n2 q|DF
Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 179,3 40,5 138,8 12,56 6 6 11,06| 25
\Vehiculo vs. A.v. 50mg/kg 179,3 22,17 157,2 12,56 6 6 12,52| 25
Vehiculo vs. A.v. 100 mg/kg 179,3 23,83 155,5| 12,56 6 6 12,38| 25
Vehiculo vs. A.v. 200 mg/kg 179,3 30 149,3 12,56 6 6 11,89| 25
\Vehiculo vs. A.v. 400 mg/kg 179,3 6,167 173,2 12,56 6 6 13,79 25




53

Tabla 5- Analisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tres dosis en 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla en el ensayo
de suspension de la cola.

Number of families 1

Number of comparisons per family 5

Alpha 0,05

Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff,|95,00% CI of diff,|Significant?|Summary| A-?)

\vehiculo vs. im. 32 mg/kg 73,33 46,67 to 100 Yes Fkkk B| im, 32 mg/kg
vehiculo vs. A. v. 50 mg/kg 22,83 -3,831t049,5 No ns C| A, v, 50 mg/kg
vehiculo vs. A. v. 100 mg/kg -15,67 -42,33t0 11 No ns DJA, v, 100 mg/kg
vehiculo vs. A. v. 200 mg/kg -31| -57,66 to -4,336 Yes * E|A, v, 200 mg/kg
vehiculo vs. A. v. 400 mg/kg -16,67| -43,33 to 9,998 No ns F|A, v, 400 mg/kg

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff,|[SE of diff,| nl| n2 g DF
vehiculo vs. im. 32 mg/kg 113,8 40,5 73,33 10,04 6 6 7,307| 30
vehiculo vs. A. v. 50 mg/kg 113,8 91 22,83 10,04 6 6 2,275 30
vehiculo vs. A. v. 100 mg/kg 113,8 129,5 -15,67| 10,04 6 6 1,561 30
vehiculo vs. A. v. 200 mg/kg 113,8 144,8 -31 10,04 6 6 3,089] 30
vehiculo vs. A. v. 400 mg/kg 113,8 130,5 -16,67| 10,04 6 6 1,661 30
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Tabla 6- Analisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla en el ensayo
de suspension de la cola.

Number of families 1
Number of comparisons per
family 5
Alpha 0,05
Dunnett's multiple Adjusted
comparisons test Mean Diff.|95.00% CI of diff.| Significant?] Summary| P Value| A-?
Imp. 32
Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 101,5 56.85to 146.2 Yes **xx| <0.0001 B mpg/kg
\Vehiculo vs. A.v. 50mg/kg 49,83 5.181t0 94.49 Yes *|  0,0245 C|A.v. 50mg/kg
A.v. 100
\Vehiculo vs. A.v. 100 mg/kg 50,67 6.014to0 95.32 Yes * 0,0218 D mg/kg
A.v. 200
Vehiculo vs. A.v. 200 mg/kg 38| -6.653to 82.65 No ns| 0,1162 E mg/kg
A.v. 400
Vehiculo vs. A.v. 400 mg/kg 41,5 -3.153to0 86.15 No ns| 0,0754 F mg/kg
Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff.| SE of diff. ni n2 g| DF
\Vehiculo vs. Im. 32 mg/kg 134,2 32,67 101,5 16,81 6 6 6,04| 30
Vehiculo vs. A.v. 50mg/kg 134,2 84,33 49,83 16,81 6 6 2,965| 30
Vehiculo vs. A.v. 100 mg/kg 134,2 83,5 50,67 16,81 6 6 3,015| 30
Vehiculo vs. A.v. 200 mg/kg 134,2 96,17 38 16,81 6 6 2,261| 30
Vehiculo vs. A.v. 400 mg/kg 134,2 92,67 41,5 16,81 6 6 2,469| 30
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Tabla 7. Analisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento tres dosis en 24 horas con Aloysia virgata var. platyphylla
en el ensayo de Natacion Forzada

Number of families 1
Number of comparisons per
family 5
Alpha 0,05
Dunnett's multiple comparisons 95,00% CI of| Significant] Summar
test Mean Diff, diff, ? V| A-?)
\vehiculo vs. im. 32 mg/kg 77,17| 38,44 t0 115,9 Yes i B| im, 32 mg/kg
vehiculo vs. A. v. 50 mg/kg 63,17| 24,44 t0 101,9 Yes il C|A, v, 50 mg/kg

A, v, 100
vehiculo vs. A. v. 100 mg/kg 54,83| 16,1 to 93,56 Yes ** D mg/kg

A, v, 200
vehiculo vs. A. v. 200 mg/kg 65| 26,27 to 103,7 Yes el E mg/kg

A, v, 400
vehiculo vs. A. v. 400 mg/kg 57,83| 19,1 to 96,56 Yes ** F mg/kg

SE of

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff, diff| nl n2 q DF
vehiculo vs. im. 32 mg/kg 108,5 31,33 77,17 14,41 6 6 5,355 25
vehiculo vs. A. v. 50 mg/kg 108,5 45,33 63,17 14,41 6 6 4,384 25
vehiculo vs. A. v. 100 mg/kg 108,5 53,67 54,83 14,41 6 6 3,805 25
vehiculo vs. A. v. 200 mg/kg 108,5 43,5 65 14,41 6 6 4,511 25
vehiculo vs. A. v. 400 mg/kg 108,5 50,67 57,83 14,41 6 6) 4,013 25
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Tabla 8- Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento por 7 dias con Aloysia virgata var. platyphylla en el
ensayo de Natacion Forzada

Number of families 1

Number of comparisons per family 5

Alpha 0,05

Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff,|95,00% CI of diff,|Significant?|Summary| A-?

\Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 138,8 96,64 to 181 Yes i B| Imp, 32 mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 50mg/kg 122,3| 80,14 to 164,5 Yes Fkkk C| A0, 50mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 100 mg/kg 119 76,810 161,2 Yes i D|A,g, 100 mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 200 mg/kg 135,2] 92,97to 1774 Yes| ool E|A,g, 200 mg/kg
Vehiculo vs. A.g. 400 mg/kg 129,8 87,641t0172 Yes i F|A,g, 400 mg/kg

Test details Mean 1 Mean 2| Mean Diff,[SE of diff,| nl n2 g DF
Vehiculo vs. Imp. 32 mg/kg 179,3 40,5] 138,8 15,88 6 6 8,742 30
Vehiculo vs. A.g. 50mg/kg 179,3 57 122,3 15,88 6 6 7,703 30
Vehiculo vs. A.g. 100 mg/kg 179,3 60,33 119 15,88 6 6 7,493 30
Vehiculo vs. A.g. 200 mg/kg 179,3 44,17 135,2 15,88 6 6 8,511 30
Vehiculo vs. A.g. 400 mg/kg 179,3 49,5] 129,8 15,88 6 6 8,175 30




