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1. Titulo

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO

ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona

muricata (&, \COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE

TABASCO

2. Resumen

Annona muricata L,conocida como guanabana, es una planta utilizada en la
medicina tradicional mexicana para tratar diversas afecciones, entre ellas la
«pérdida del alma o del espiritu». El objetivo de este estudio fue evaluar la
variabilidad de los marcadores quimicos y la actividad antidepresiva de los extractos
etandlicos de las hojas de Amuricata recolectadas en cinco subregiones de
Tabasco, México (Centro, Chontalpa,.Sierra, Pantanos y Rios). La comparacién de
meétodos de extraccion permitio identificar a 1U como el mejor método y agente
extractante que permite la obtencion del mayor rendimiento de compuestos del tipo
flavonoide. El contenido total”_de. polifenoles y flavonoides (CPT y CFT,
respectivamente), asi como el marcador quimice rutina, se cuantificaron mediante
métodos espectroscopicos y cromatograficos. Ademas, se evalud la actividad
antidepresiva mediante las pruebas de“suspension de la cola (SC), campo abierto
(CA) y rotarod (RT). Los extractos 2b, 4a y.4b presentaron el CPT mas alto (32.71
+ 0.06; 22.96 + 0.32; 29.52 mg Eq AGE/g E, respectivamente), mientras que el
extracto 5a present6 el CFT mas alto (236.01 + 2.20 mg EQ'\RE/g E). En el caso de
la rutina, los extractos con mayor contenido fueron 1b: 2,23 + ;003 mg/g y 4a: 1,81
+ 0,002 mg/g. Por ultimo, en la evaluacion biologica, los extractos 4a y 5a no
mostraron ningun efecto antidepresivo a 200 mg/kg, sin embargo, 5a mostré un
potencial efecto ansiolitico en la prueba de CA. El 4a y el 5a disminuyen la
coordinacion motora en la prueba RT. En conclusidon, existe una” marcada
variabilidad fitoquimica entre las subregiones, lo que influye en la concentracion de
rutina, TPC y TFC, asi como en la posible actividad ansiolitica observada ‘en_los

extractos etandlicos de A. muricata.
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3. Abstract

Annonasmuricata L., known as soursop, is a plant used in traditional Mexican
medicine to_treat various conditions, including “loss of soul or spirit.” The objective
of this study.was to evaluate the variability in chemical markers and antidepressant
activity of ethanolic extracts from A. muricata leaves collected in five subregions of
Tabasco, Mexico (Centro, Chontalpa, Sierra, Pantanos, and Rios). The comparison
of extraction methods.allowed us to identify 1U as the best method and extracting
agent that allows obtainingthe highest yield of flavonoid-type compounds. The Total
Polyphenols and Total Flavonoids contents (TPC and TFC, respectively), as well as
the chemical marker rutin, were guantified using spectroscopic and chromatographic
methods. In addition, antidepressant activity was evaluated using the Tall
Suspension (TST), Open Field (OFT); and Rotarod (RT) tests. Extracts 2b, 4a and
4b had the highest TPC (32.71 + 0.06522.96 + 0.32; 29.52 mg Eq GAE/g E), while
extract 5a had the highest TFC (236.01-+2:20 mg Eq RE/g E). In the case of the
rutin, the extracts with the highestContent’'was 1b: 2.23 + 0.003 mg/g and 4a: 1.81
+ 0.002 mg/g. Finally, in the biological evaluation, extracts 4a and 5a showed no
antidepressant effect at 200 mg/kg, however, 5a.showed a potential anxiolytic effect
in OFT. 4a and 5a decrease motor coardipation in_RT. In conclusion, there is a
marked phytochemical variability between subregions, which influences the
concentration of rutin, TPC, and TFC as well as the“potential anxiolytic activity

observed in the ethanolic extracts of A. muricata.

4. Palabras clave: Annona muricata; Variabilidad; Polifenoles: Flavonoeides; Rutina;
CLAR-DAD; Antidepresivo; Ansiolitico.
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5. Introduccion
El contenido fitoquimico de una planta no es una propiedad constante; por el
contrario, es una expresion dinadmica de la interaccion entre la especie y los factores
que la afectan’; por lo tanto, algunos metabolitos pueden estar presentes o no, lo
que afecta al €ontenido quimico y a la actividad biologica que se puede atribuir a
una planta. Comogesultado, dos individuos de la misma especie, recolectados en
condiciones diferentes, pueden diferir en su composicién?. Por esa razén, es
necesario identificar d#0s- compuestos descritos en una especie concreta y
seleccionar aquellos que permanecen constantes, independientemente de las
condiciones en las que sesrecojan las muestras. Estos marcadores quimicos
representan metabolitos especificos o grupos de metabolitos que son distintivos
tanto de una especie vegetal como, de sus derivados. Esto permite establecer
controles de calidad en la preparacion de preparados a base de plantas o en

estudios sobre su variacién en‘Una especie.objeto de estudio®.

Entre los marcadores quimicos @escritos gpara Annona muricata L., se reportan
polifenoles con actividades antiinflamatorias;” antioxidantes y antidepresivas*®;
ejemplos de ello son la rutina, el kaempferol y eldeido p-cumarico, que han tenido
una actividad antidepresiva significativa €n/modeleS.murinos®1°. Estos resultados
concuerdan con uno de los usos de esta planta ensfa medicina tradicional: el
tratamiento de la “pérdida del alma o del espiritu”, que_se_asocia con un tipo de
depresion'l. Ademas, existen estudios previos que inferman de la actividad
antidepresiva en extractos hidroalcohodlicos y nanoformulaciones de hojas de A.
muricata con porcentajes de inhibicion de la MAO-A entre el 37,69 y el 45,1 %2
También, se ha descrito que el uso de extractos etandlicos de las hojas de la misma
especie tiene actividad antidepresiva al disminuir el tiempo de inmavilidad en la
prueba de natacion forzada a una dosis de 300 mg/kg, asi como una disminucion
significativa de la locomocion en ratones en la prueba de campo abierto, mostrando
un efecto sedante a dosis de 150 y 300 mg/kg'3; Asimismo, se han aisladotrés

alcaloides (annonaina, nornuciferina y asimilobina) de las semillas de A. muricata y.
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han mostrado un efecto agonista no selectivo sobre el receptor 5-HT1A, implicado

en la regulacion de la actividad del sistema serotoninérgico4.

En este sentido, Annona muricata es una especie utilizada en la medicina tradicional
y cultivada ‘como planta de patio en huertos familiares en diferentes areas
geograficas, por loique la presencia y variabilidad de marcadores quimicos puede
estar asociada a la actividad biolégica que en un momento dado se puede atribuir a
la medicina tradicional€n una u otra region. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
es investigar la variabilidad de los marcadores quimicos y su efecto sobre la
actividad antidepresiva en extractos etandlicos de hojas de A. muricata colectadas
en las cinco subregiones de Tabasco, México?!®.
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6. Marco tedrico
6.1 Espectofotometria UV-Vis

La absoreion de radiacion en la region ultravioleta-visible (UV-Vis) por parte de las
moléculas sesmanifiesta en bandas de absorcién. Estas bandas estan compuestas
por una superposicion de multiples transiciones vibracionales y rotacionales sobre
una transicion electronica fundamental. El fendmeno se origina por la interaccion de
fotones con dos tipas principales de electrones moleculares: aquellos que participan
en enlaces insaturadosy los electrones no enlazantes localizados en heteroatomos
como oxigeno, nitrégenoyazufre o halégenos.

Los grupos funcionales“ insaturados, denominados cromoforos, absorben
tipicamente en el rango de 180.a780 nm. Por otro lado, compuestos saturados que
contienen heterodtomos pueden exhibir absorcion entre 170 y 250 nm debido a la
excitacion de sus electrones'."n@ compartidos. Consecuentemente, la
espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica fundamental para la deteccion e
identificacion de estos grupoS~cromoforos, siendo particularmente util para
caracterizar compuestos que contienen azufre”y_halégenos.

Las medidas espectrofotométricas ‘con radiaci6nultravioleta son utiles para la

deteccién de grupos cromoéforos. 16

6.1.1 Curva de calibracion empleada en"cuantificaciones
La cuantificacion de un analito mediante métodos instrumentales se fundamenta, en

gran medida, en procedimientos de calibracion relativa..Este enfoque requiere el
uso de un material de referencia certificado a partir del cual se prepara una
disolucion de alta exactitud, denominada solucion madre._Dicha solucion es
subsecuentemente empleada para obtener, por dilucion, una serie de estdndares
de calibracion que cubren un rango de concentraciones de interés.

El propésito de estos estandares es establecer una curva de calibraciény la cual
modela la relacion funcional entre la sefal instrumental y la concentracion del
analito. Graficamente, esta curva establece el intervalo lineal dinAmico o rango de
trabajo del método analitico, garantizando que las mediciones realizadas dentro de
este intervalo cumplan con los criterios de precision y exactitud establecidos en‘la

validacion. Desde una perspectiva matematica, la calibracién analitica consiste en
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encontrar el modelo, tipicamente una regresion lineal, que mejor se ajuste al
conjunto_de puntos experimentales definidos por las variables de concentracién (x)

y respuesta’instrumental (y) como se muestra en la Figura 1.6

Curva de calibracién

0.5+
®©
= y=5.1933x + 0.1456
@D R2~= 0.9995
e 0.44 i
o i
B -
£ -
8 0.3 e
0
O
2
N
o)
QX 0.2-1 ®

0.00 0.02 0.04 0.06

Concentracion de analito

Figura 1.-Ejemplo de una curva de calibracion.

El modelo de calibracion se ajusta a una ecuacion lineal (y = mx + b), cuyos
parametros, la pendiente (m) y la ordenada al origen (b), se-calculan a partir de los
datos experimentales. La idoneidad del ajuste lineal se(evalia mediante el
coeficiente de determinacion (R?), exigiéndose un valor minimo.,de 0.995 como
criterio de aceptacion para la linealidad del método. El paso final"del analisis
cuantitativo consiste en medir la sefial instrumental de la muestra™y) utilizar la
ecuacion de la recta para interpolar su valor, obteniendo asi la concentracion precisa

del analito.1®
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6.2(Cuantificacion de polifenoles por método de Folin-Ciocalteu

El método Folin-Ciocalteu se emplea para cuantificar la cantidad de compuestos
fenolicos totales en productos de origen vegetal. Se fundamenta en la reaccion de
los compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu en un entorno basico,
generando una coloracion azul que se puede medir espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo,,€ompuesto por wolframato sédico y molibdato sddico en acido
fosférico, reacciona-con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotingstico,de-tono amarillo debido a la combinacién de las dos sales en
medio acido, se transforma en.un complejo de color azul intenso al ser reducido por
los grupos fendlicos. (Figura“2) La intensidad de este color azul es la medida que
se utiliza para evaluar el contenido de polifenoles?!’.

(0]
HO.
0 H
OH ©
OH
HO

OH N32C03 HO

—_— _— HO

Q

o)
HO \,\H o
OH
D HO
N\ \ ~°
@/MO @/MO
o \Oe o \oe

Figura 2.- Mecanismo de reaccion de la cuantificacién de polifenoles por el método Folin-Ciocalteu.

6.3 Cuantificacion de flavonoides por método colorimétrico

La estructura fundamental de los flavonoides y la mayoria de ellos presentan una
estructura con sustitucion en las posiciones 3’y 4' con grupos dihidroxiles. Aquellos
flavonoides cuya estructura esta sustituida en 3’y 4’ dihidroxilos pueden’exhibir una
coloracion especial al interactuar con el sistema NaNO2 — Al (NO3)3 — NaQH. Este
método se fundamenta en la reaccion entre el ion aluminio y el flavonoideyen un
entorno alcalino, dando lugar a la formacion de quelatos rojos. (Figura‘3).-La
medicion de la absorcion de estos quelatos rojos permite la determinacion de les

flavonoidesis.
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Figura 3.- Mecanismo de reaccion\delos flavonoides con el complejo de aluminio.

6.4 Métodos de extraccion de metabolitos secundarios

La extraccion constituye una téchica_de separacion significativa en quimica y
biotecnologia, aplicandose comunmente en esta Ultima como el paso inicial en la
recuperacion de metabolitos primarios “y'secundarios. La extracciébn compite con
numerosos métodos de separacion, (como la adsorcidén, precipitacion,
cromatografia, destilacion, separacion_por membrana, cristalizacion, intercambio

idnico y electrodialisis?®.

6.5 Sistema de 2 fases

En sistemas bifasicos, los microorganismos son separados del medio de cultivo
mediante filtracion o centrifugacion. El producto es extraidodel medio de cultivo libre
de células mediante un solvente/extractante. Durante la extraccion, solo estan
presentes la fase acuosa de alimentacibn y las fases' organicas de

solvente/extractante. No se forma una tercera fasel®.

6.6 Extraccidn por solventes

Los extractantes organicos (alcoholes, ésteres y cetonas) se utilizan con‘frecuencia
para la recuperacidon de compuestos polares. Por otro lado, los extractantes
apolares (petroleter, dicloruro de metileno, dicloruro de etileno) se aplican para la

extraccion de compuestos lipofilicos. El proceso consiste en dejar reposar (el
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disalvente organico junto con el material vegetal 24h a condiciones de temperatura

y humedad ambientales?®.

6.7 Extraccion por disociacion

Se ha reportado una técnica de extraccion que utiliza la diferencia entre los
coeficientes degdisociacion de &cidos (pKa) y bases (pKb). Esta técnica resulta
especialmente til .en la separacidon de mezclas de acidos/bases organicas de
ebulliciobn cercana que‘\presentan constantes de disociacion y coeficientes de

distribucion diferentes?®

6.8 Extracciéon con Fluidos’Supercriticos y Casi Criticos

Los fluidos supercriticos son sustancias que existen en estado fluido por encima de
su temperatura critica (Tc) y presién critica (Pc). Debido a sus bajas presiones
criticas, los siguientes gases son Yadecuados para la extraccion con fluidos
supercriticos (SCF): CO2 (31.27°C, 48.1 bar), etano (32.2 °C, 48.1 bar), propano
(96.6 °C, 41.9 bar), butano (135.0°°C, 37.5,bar), pentano (196.6 °C, 37.5 bar)*°.

Las propiedades de estos solventes .son altameénte sensibles a cambios tanto en
presion como en temperatura. Numergsas investigaciones se han ocupado de la
extraccion con fluidos supercriticos. En general, los SCF son adecuados para la
extraccion de compuestos lipofilicos de baja polaridad, como ésteres, éteres y
lactonas, por debajo de 70-100 bares*®.

6.9 Extraccién asistida por ultrasonido

Contrario a los métodos de extraccion convencionales, la téenica de extraccion
asistida por ultrasonido representa un procedimiento sencillo y-econémicamente
viable que conlleva la reduccion del tiempo y el consumo de solvente, a la par que
incrementa la eficiencia del proceso de extraccion. La efectividad de“este’método
se atribuye a los impactos generados por la cavitacion acustica en el soelvente, o
cual posibilita una mayor penetracion del solvente en la muestra, resultando en‘una

mejora sustancial en la transferencia de masa desde las membranas celulares?°.
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6.10 Crematografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAR)

Es unatécnica probada que se ha utilizado en laboratorios de todo el mundo durante
mas de ‘30 afios. Los cromatogramas de extractos vegetales se utilizan como
huellas dactilares y se comparan con compuestos estandar para identificar el
material vegetal y.sus componentes. CLAR es, por lo tanto, una de las técnicas mas
adecuadas para_Ja separacion eficiente de extractos vegetales crudos, Las
columnas de fase‘seversa pueden considerarse las columnas mas populares
utilizadas en la separacion, analitica de metabolitos secundarios de plantas, incluso
si se han explorado nuévas fases estacionarias. La separacion de linea base
mediante CLAR normalmente requiere programas de gradiente de solvente
complejos y tiempos de andlisisprolongados. Ademas, la identificacion inequivoca
de flavonoides, una de las clases.de metabolitos secundarios de plantas mas
grandes y ampliamente distribuidas, que tienen espectros UV y tiempos de elucién

similares, no puede garantizarse?*.

Dos aspectos principales comprenden la teoria de CLAR: el aspecto cinético de la
migracion de la zona cromatografica“es responsable del ensanchamiento de la
banda y los aspectos termodinamicos son responsables de la retencion del analito
en la columna. El proceso de dispersiénide’la zona eromatogréafica en la columna,
generalmente llamado eficiencia, es uno de los deseriptores importantes de un

sistema cromatografico.

La velocidad de migracion de la zona cromatografica esta determinada por las
interacciones competitivas del analito con la superficie de la fase estacionaria. En el
modo de separacion isocrético, esta velocidad es constante y la caracteristica
comun de retencion del analito es el tiempo de retencion (la relacion eéntre la longitud

de la columna y la velocidad de migracion).??
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Defun_eromatograma como el que se observa en la Figura 4 podemos obtener
cuatro~descriptores principales se utilizan comunmente para informar las
caracteriSticas de la columna cromatografica, el sistema y la separacion particular:
Factor dé retencion (k')??

Detector
response

[

v

A

=

|

|
i |
' |
|
| | :
|. o I \ I | \ -

0 e E—— |

=y, I w, Time

Figura 4.- Representacion esguematiea"de un cromatograma analitico ideal
para una mezcla de muestra’binaria con un componente no retenido (to).

El factor de retencion (k') es la medida.sin unidades de la retencién de un compuesto
particular en un sistema cromatografico particulan en condiciones dadas definidas
como se muestra en la Formula 2:

k,:VR_VO :tR_tO

Vo to
Férmula 1.- Expresion matematica para la obtencion de k'

Donde:
VR es el volumen de retencion del analito,
Vo el volumen de la fase liquida en el sistema cromatografico,
tr el tiempo de retencion del analito y, a veces, se define_como el tiempo de
retencion de los analitos no retenidos.

El factor de retencion es conveniente ya que es independiente de las dimensiones
de la columna y del caudal de la fase movil.
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Eficiencia (N)

La eficiencia es la medida del grado de dispersion del pico en una columna en
particular, como tal es esencialmente la caracteristica de la columna. La eficiencia
se expresa/como el nimero de platos tedricos (N) calculado como se observa en la

Formula 3:
tr\?
N=16 (2)
w

Formula 2.- Expresién matemética para la obtencion de N.

Donde:
tr €s el tiempo de retencion del analito
w el ancho del pico en‘ladinea de base.
Selectividad (a)
La selectividad (a) es la capacidad del sistema cromatografico para discriminar dos
analitos diferentes. Se define” como la relaciébn de los factores de capacidad
correspondientes, esto se puedewer en la Formula 4:
kl
kl

Férmula 3.- Expresion matematlca para la obtencion de a.

oA = —

Resolucion (R)
La resolucion (R) es una medida combinada.de la separacion de dos compuestos e
incluye la dispersibn maxima y alguna forma de,selectividad.
La resolucion se define como se muestra.en la Eérmula 5:
b, — 14

R=2—F———
Wat Wy
Formula 4.- Expresién mateméatica parada.obtencion de R.
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6.11 Métodos conductuales de evaluacion antidepresiva

Los metodos més extendidos para inducir y medir estas conductas se basan en la
desesperanza aprendida, donde se expone al animal a un estimulo estresante e
ineludible. Larespuesta conductual clave es la inmovilidad, interpretada como una
conducta pasiva de afrontamiento o "desesperacion”, analoga a la anhedonia o la
falta de motivacion”en humanos. Dos pruebas fundamentales basadas en este

principio son:

1. Pruebade Nado(Forzado (Forced Swim Test, FST): Se introduce al animal
(generalmente un rogder) en un cilindro con agua del cual no puede escapar.
Tras intentos iniciales_de huida, el animal adopta una postura inmovil,
flotando pasivamente. Se” mide el tiempo que pasa en este estado. Un
compuesto con efecto antidepresivo reduce significativamente el tiempo de
inmovilidad, ya que el animalpersiste més tiempo en conductas activas de

escape.

2. Prueba de Suspension por)la Cola”(Tail Suspension Test, TST): De
manera similar, se suspende al animal porila cola, dejandolo en una posicion
incomoda de la que no puede salir..La respuesta conductual es similar a la
del nado forzado: tras luchar, el animal se queda inmovil. Nuevamente, los

farmacos antidepresivos disminuyen la duracién de-esta inmovilidad.®

6.11.1 Pruebas Confirmatorias para Descartar Falsos RPgsitivos

Aunque las pruebas de nado forzado y suspension por la colajson herramientas
valiosas, pueden generar falsos positivos. Un compuesto (podria reducir la
inmovilidad no por un efecto antidepresivo, sino simplemente por ser un'estimulante
psicomotor, aumentando la actividad locomotora general. Para garantizat la validez

de los resultados, es indispensable realizar pruebas de control.?3

Prueba de Campo Abierto (Open Field Test): Esta prueba es crucial, camo
confirmador de falsos positivos. Se coloca al animal en una arena o caja abierta‘y
se mide su actividad locomotora espontdnea, como la distancia total recorrida y\a

frecuencia de cruce de cuadrantes. Si un compuesto reduce la inmovilidad en la
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prueba.de suspension por la cola, pero también aumenta drasticamente la actividad
en el campo abierto, el efecto observado probablemente se deba a una
hiperactividad general y no a una accion antidepresiva especifica. Un verdadero
antidepresivo, deberia reducir la inmovilidad sin alterar significativamente la
motricidad basal,.ademas, esta prueba permite evaluar la tigmotaxis en ratones
(Indicador importapte de ansiedad, especificamente sensible a la administracién de
ansioliticos, estimulantes o sedantes), el cual se determina con la periferia del

campo abierto y la razén.tiempo central/entradas.??

Prueba de Rotarod (Rotarod Test): Es fundamental para evaluar la coordinacion
motora, el equilibrio y posibles efectos sedantes o miorrelajantes. La prueba
consiste en colocar al animal sebre una varilla giratoria cuya velocidad aumenta
progresivamente. Se mide el tiempo,que el animal es capaz de permanecer sobre
la varilla antes de caer. Si un compuésto afecta negativamente el rendimiento en el
rotarod, podria indicar que su/efecto en;Otras pruebas (como el aumento de la
inmovilidad) se debe a un deterigro)motor y'no a un estado de desesperanza. Por
lo tanto, el rotarod ayuda a descartar, queslos resultados conductuales estén

contaminados por déficits motores.10-%4

Santiago Santos Vazquez 25




oy
i

3- |

n
D :

{>’°
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUlMlCOS Y EFECTO .{{
! SUANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “".'.\

COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO h

&
RV

WV

4

12
o

N e
O’\

7. Justificacion

En la actualidad, los trastornos depresivos representan un desafio para la salud
publica a nivel mundial, lo que ha impulsado un creciente interés en la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas a partir de fuentes naturales. Un ejemplo de gran
relevancia etnobotanica es Annona muricata L., una especie utilizada en la medicina
tradicional para elstratamiento de la “pérdida del alma o del espiritu”, un
padecimiento que culturalmente se asocia con un estado animico similar a la

depresiontl.

Por lo que se hace necesario-estudiar la variabilidad de metabolitos secundarios en
A. muricata para determinar su impacto en los efectos farmacoldgicos atribuidos en
la medicina tradicional, ya que podria sentar las bases de estandarizacion de los

remedios herbolarios que se elaboran con esta especie.

Considerando que Annona muricata es uha especie de gran interés medicinal,
cultivada en huertos de traspatio” en las-diversas subregiones del estado de
Tabasco, es fundamental evaluar lasrelacion”entre el contenido quimico y su
potencial efecto antidepresivo, ya que, aungue suso es popular, existe una brecha
entre el conocimiento empirico transmitido y la evidencia cientifica que respalda
estas afirmaciones. Por lo que el propésito de este trabajofue estudiar la variabilidad
en el contenido fitoquimico y la actividad antidepresiva del-€xtracto hidroalcohdlico

de hojas de A. muricata de las cinco subregiones de Tabasco,

8. Pregunta de investigacion
¢ Los extractos hidroalcohdlicos de hojas de A. muricata presentaran _diferencias
significativas en la composicion y concentracion de sus marcadores quimicos; asi

como en su actividad antidepresiva?
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9. Hipotesis

Los extractos hidroalcohdlicos de hojas de Annona muricata L. colectados en las 5
subregiones’del estado de Tabasco presentaran diferencias significativas en la
composicidon y'concentracion de sus marcadores quimicos; asi como en su actividad
antidepresiva.
Objetivos del proyecto
10. Objetivos generales
o Estudiar la variabilidad de los marcadores quimicos en los extractos
hidroalcohdlicos de ¢hojas Annona muricata L. colectadas en las 5

subregiones del estado de Tabasco y su efecto antidepresivo.

11. Objetivos especificos

» Seleccionar el procese’/con mayor_rendimiento en la obtencion de los
extractos por maceracién«y ultrasonido.

» Cuantificar el contenido de polifenolesy flavonoides del extracto etandlico de
A. muricata.

» lIdentificar y cuantificar los principales marcadores quimicos de A. muricata
de las diferentes colectas mediante CLAR-DAD:.

» Seleccionar 2 extractos con variabilidad significativa,en el contenido quimico
para evaluar su actividad antidepresiva.

« Evaluar el potencial antidepresivo de los extractos con mayor concentracion

de marcadores quimicos.
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12. Antecedentes

12.1 Boténica y etnobotanica de la familia Annonaceae.

La familia” Annonaceae abarca una amplia variedad de arboles, arbustos y
trepadoras, mayermente presentes en regiones tropicales y subtropicales. En
América tropical;las,éspecies son generalmente arbustivas, mientras que en el viejo
mundo predominan las‘trepadoras. En zonas templadas como América del Norte, el
género principal es Asimina. En Brasil, se han identificado mas de 385 especies,
principalmente en la region amazonica. La clasificacion de Annonaceae ha
evolucionado, desde la ‘pfimera basada en la morfologia del fruto hasta
clasificaciones mas completas queincorporan caracteristicas de flores y morfologia.
La familia se destaca por sus caracteristicas primitivas, siendo considerada por
Darwin como "fésiles vivientes" capaces de sobrevivir a extinciones masivas.

Annonaceae esté relacionada eon Magnoliaceae y otras familias en Magnoliales?!®.

Engloba plantas tropicales y subtropicales con una amplia distribucion en distintos
continentes como Asia, América del.Sur y“Central, Australia y Africa. El género
Annona, uno de los 120 de la familia Annenaceaesalberga mas de 119 especies de
arboles y arbustos, siendo mayormente presentes en América tropical, con mas de
105 especies identificadas. Annona destaca como elgénero mas estudiado de la

familia debido a sus frutos comestibles y propiedades médicinales®®.

12.2 Botanicay etnobotanica de Annona muricata especie y género

El género Annona, uno de los 120 géneros de la familia Annonaceae, alberga mas
de 119 especies de arboles y arbustos, mayormente presentes en zonas,tropicales
de América y Africa. Con mas de 105 especies en América tropical, incluyendo 26
endémicas, y 10 especies en Africa tropical, Annona destaca por su™amplia

distribucion en estos entornos?®.

Este género es crucial debido a sus frutos comestibles y propiedades medicinal€s.

Algunas especies, como la guanabana (Annona muricata L.) y la chirimoya, son
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econdémicamente importantes. Annona exhibe una rica diversidad fitoquimica, con
metabolitos . secundarios como acetogeninas, aceites esenciales, alcaloides y

flavonoides?®.

En la medicina tradicional, las especies de Annona han sido objeto de amplio uso.
Por ejemplo, A4 reticulata, A. muricata y A. salzmannii se han destacado por sus
efectos antidiarreices; mientras que A. cherimola, A. squamosa y A. reticulata han
sido reconocidas per ysus propiedades antiparasitarias. Ademas, tanto A.
vepretorum como A. salzmannii han demostrado efectos antiinflamatorios. En el
ambito medicinal, A. purpurea’y A. reticulata han sido utilizadas para tratar fiebres,
mientras que A. senegalensis”y A. muricata han sido asociadas con efectos
anticancerigenos. En la tradicién curativa, A. foetida, A. muricata y A. glabra han
sido empleadas para tratar afecciones reumaticas, y A. reticulata, A. salzmannii, A.
foetida y A. squamosa se han destacado en el tratamiento de Ulceras. En Indonesia,
el jugo de fruta de A. muricatasse ha utilizado como diurético y para tratar
enfermedades hepaticas y la lepra, JAdemas, las hojas de esta especie se aplican
en el tratamiento de espasmos, forinculos y’se reconocen por sus propiedades
afrodisiacas. A pesar de los informes”sobre la“texicidad de las semillas de A.
muricata, se ha registrado su uso en la farmacopea tradicional mexicana, donde el

polvo de las semillas tostadas se emplea como eméticoy, catartico®®.

Guanabana, cientificamente conocida como Annona muricata, De acuerdo con su
taxonomia, es miembro de la familia Annonaceae, como se muestra en la Figura 5.
Es una especie originaria de América Central y del Sur. Se trata, de un arbol de
dimensiones modestas, alcanzando entre 5y 10 metros de altura'y un diametro que
oscila entre 15 y 83 centimetros (Figura 6). Sus ramas bajas dan lugar a frutos
comestibles, ampliamente aprovechados en la industria para la elaboracion de
dulces y jugos. En términos tradicionales, las partes superiores de la plantashan sido
empleadas en el tratamiento de diversas enfermedades, desde diabetes! hasta
malaria, y hoy en dia es especialmente popular entre aquellos diagnosticados con

cancer.
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Reino.Plantae
Filo; Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona

Especie: Annona muricata L.

Figura 5. - Taxonomia botanica de Annepa muricata

Figura 6.- Hojas de Annona muricata.
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Todas las partes del arbol de A. muricata, asi como de otras especies de Annona
como“A. squamosa y A. reticulata, son extensamente utilizadas en la medicina
tradicional /' para abordar diversas dolencias y enfermedades humanas,
especialmente el cancer y las infecciones parasitarias. La fruta se emplea como un
remedio natural para el dolor artritico, neuralgia, artritis, diarrea, disenteria, fiebre,
malaria, parasitos,#eumatismo, juncos cutaneos y lombrices, y también se consume
para estimular la preduccion de leche materna después del parto. Por otro lado, las
hojas se utilizan en el tratamiento de la cistitis, la diabetes, los dolores de cabezay
el insomnio. Se cree que la decoccidén de las hojas, administrada internamente,
presenta efectos antirreumatiCos y neuralgicos, mientras que las hojas cocidas se

aplican tépicamente para tratarabscesos y reumatismo’.

Annona muricata exhibe diversas propiedades farmacolégicas, incluyendo efectos
vasodilatadores, cardiodepresivos, antiespasmadicos, antimutagénicos,
anticonvulsivos, antivirales, antidiabéticesy antihipertensivos. Tanto las hojas como
las semillas de esta especie han sido minugiosamente analizadas, resultando en la
identificacion y aislamiento de maside 50 campuestos, entre ellos acetogeninas,
alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides;Cumarinas, glucésidos cardiacos,

fenoles, taninos y antraquinonas’.

12.3 Composicion quimica de Annona muricata

Annona muricata, conocida por sus alcaloides, megaestigmanos, triglicésidos de
flavonol, fendlicos, ciclopéptidos y aceites esenciales, destaca como una fuente
significativa de compuestos de acetogenina. La fruta de “A~muricata aporta
esenciales minerales como potasio, calcio, sodio, cobre, hierro y magnesio,

beneficiando la ingesta diaria de nutrientes?>.

En la raiz de A. muricata, alcaloides como coclaurina, reticulina,”argentina,
aterosperminina y xilopina han sido identificados. La cascara de A. muricata'revela
alcaloides como nornuciferina, asimilobina, anonaina e isolaurelina, siende~la
xilopina e isocoreximina notables por su actividad anticancerigena. Posee

compuestos fendlicos en sus hojas, tales como kaempferol-3-O-glucésido y 1-(4¢
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hidroxifenil)-3-fenilpropan-1-ona con propiedades antioxidantes. Polifenoles como

kaempferol, procianidinas, catequina y quercetina.

Annona muricata presenta una variedad de compuestos, como vitaminas,
carotenoides, Yamidas y ciclopéptidos. Semillas contienen amida Np-cumaroil
tiramina y ciclopéptidos. La pulpa del fruto alberga sustancias quimicas volatiles, en
Su mayoria ésteressaromaticos y alifaticos, junto con 80 aceites esenciales en las

hojas, derivados de sesquiterpenos?.

Las acetogeninas, como annomuricina A, B y C, muricatocina C, cis-G
oniotalamicina, muricatacinay” arianacina, anonacina-10-ona, cis-Annonacina y
Javoricina, son metabolitos sécundarios identificados en A. muricata?®, del mismo
modo, Abdul Wahab et al, 2018 hafreportado que las hojas de A. muricata presentan
una abundante concentracion de ‘acetogeninas anonaceas, que constituyen un
grupo distintivo de derivados de7acidos grasos de cadena larga originados de la via
de los policétidos y asociados‘ala familiayAnnonaceae. Exploraciones adicionales
sobre el extracto de hojas de A.'muricata rev€laron la presencia de acetogeninas
anonaceas, cuya identificacién espectral incluyé’cempuestos como murihexocina C

y muricapentocina?®.

Como propuesta para los marcadores a identificar en-los:extractos hidroalcohdlicos
de A. muricata L. se proponen los metabolitos: rdtina, acido p-cuméarico y
kaempferol, los cuales han sido reportados anteriormente para esta especie?’, y por

si solos han mostrado efectos en el sistema nervioso central'?®22+(Figura 7)
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Rutina OH
OH

Acido p-cumérico

Figura 7.- Propuesta de marcadore€s/quimicos de.interés: rutina, acido p-cumarico y kaempferol.
Elaboracion propia.
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12.4 Reportes de actividad antidepresiva de Annona muricata

Un analisis—=in vivo realizado por Mancini et al, 2018 revel6 que el extracto
hidroalcohdlico’ y nanoformulaciones de hojas de A. muricata mostré actividad
antidepresiva presentar porcentajes de inhibicion de la MAO-A entre el 37,6 % y el
45,1 %2,

También, se ha determinado la actividad antidepresiva y conductual del extracto
etandlico de Annona muricata cultivada en Nigeria en ratas Sprague-Dawley en
dosis de 50, 150 y 300 mg/kg, utilizando la prueba de campo abierto y natacién
forzada, presentando actividad.antidepresiva al disminuir el tiempo de inmovilidad
en la prueba de natacion forzada» a una dosis de 300 mg/kg, asi como una
disminucién significativa de la locomocién en ratones en la prueba de campo abierto,
mostrando un efecto sedante.a dosis de 150 y 300 mg/kg'3; Asimismo, se han
aislado tres alcaloides (annonaina, nornugiferina y asimilobina) de las semillas de
A. muricata y han mostrado un efécto agonista, no selectivo sobre el receptor 5-
HT1A, implicado en la regulaciéon dellaactividaddel sistema serotoninérgico'4.

Se ha reportado la actividad antidepresiva y, ansiolitica del extracto hidroalcohdlico
de hojas de A. muricata a 0.5 g/kg empleando el método de nado forzado (efecto
antidepresivo) y laberinto en cruz (efecto ansiolitico);” dénde reportaron que el
extracto de A. muricata no presento efecto antidepresivo a ladosis evaluada, siendo
el tratamiento con el tiempo de inmovilidad més alto (210 seq), mientras que en la
prueba de laberinto en cruz elevado el extracto y la fraccion alcaloidal ejercieron
efecto ansiolitico significativamente superiores tanto en frecuencia (454'58%) como

en tiempo (45, 52%) de acceso a las zonas abiertas.3°
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N 13. Metodologia

7

Durante eé&ecto se llevaron a cabo las actividades descritas en la Figura 8.

~
%
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Marcador quimico

CLAR-DAD

Contenido Fitoquimico
CFT
or - .
< % Anti

)
g
Suspension porlacola

Rotarod

Campoabierto

depressant activity

CPT

7

Annona muricata L. Tabasco, México

S
6@0
Q
O

Colecta

Figura 8.- Esquema general de la metodologia realizada en el proyecto de investigacion. ‘
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13.1 Comparacion de métodos de extraccion

Para realizar la comparacion se obtuvieron 8 extractos por métodos diferentes, se
seleccionaron 10g de una muestra de hojas de A. muricata previamente seco y
molido parascada método y agente extractante, las cuales tuvieron proporciones
diferentes de EtOH y H20 detallados en la Tabla 1, posteriormente se elimino el
disolvente, se filtr#y concentrd a presion reducida mediante evaporacién rotatoria
(Buchi R-100, Suiza)«y se cuantificaron los contenidos de polifenoles y flavonoides

totales, este procedimiente se realiz6 por triplicado.

Tabla 3 Condiciones para la realizaCion de comparacién de métodos de extraccion.

Clave Método Agente extractante
M Macerado 100% EtOH
2M Macerado 80-20 EtOH/H20
3M Macerado 50-50 EtOH/H20
aM Macerado 100% H20
1U Ultrasonido 100% EtOH
2U Ultrasonido 80-20 EtOH/H20
3uU Ultrasenido 50-50 EtOH/H20
41U Ultrasonido 100% H20
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13.2 Material vegetal y extraccion de Annona muricata L.

Las hojas de Annona muricata L se colectaron en las cinco subregiones del estado
de Tabasco enmarzo-abril de 2023 (Figura 9) y se secaron a temperatura ambiente
en la oscuridad durante 72 horas, luego se pulverizaron con un molino (Estrella
11539 ROJO). Logextractos se obtuvieron mediante ultrasonido con etanol (Merck,
Darmstadt, Alemania); se repitio el procedimiento tres veces para garantizar una
extraccion completa de laplanta, se eliminé el disolvente, se filtr6 y se concentr6 a
presion reducida mediante evaporacion rotatoria (Buchi R-100, Suiza) 3. Se envié
una muestra de cada coleCta, al herbario de la UJAT para su identificacion
taxonodmica, donde se le asign@ un namero de referencia (36575). Se obtuvieron un
total de 10 extractos, y las etiquetas-para su identificacion y rendimiento medio se

muestran en la Tabla 2.
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Figura 9.- Puntos de colecta en las cinco subregiones de Tabasco, México, para las hojas\de
Annona muricata L.; el mapa se elabor6 utilizando QGIS® v. 3.30.3 (Beaverton, Oregon, EE. WU.).
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Enfla Jabla 2 se muestran los datos correspondientes al nimero de muestras,

subregion, geolocalizacién y rendimiento de cada una de las muestras.

Tabla 4.- Datos _de los puntos de colecta de A. muricata en las 5 subregiones de Tabasco

Numero Municipio: Coordenadas
de Subregion Puntos de “ficas* Rendimiento %
extracto colecta geograficas
1a Centro 18°05"16I'I'N 15.3+05
“Centro” 92°51'16"W
1b Jalpa de 18°10'30.9"N 18.7+1.8
Mendez 93°06'42.3"W
24 Comalcalco 18°17'52"N 41+0.3
“Chontalpa” 93012.'30"\,/.\/
b Pardido 18°21'43.5"N 15.7+1.6
93°12'35.8"W
3a galapn 17°41"00.8I'I'N 142+1.2
“Sierrg” 92°49 .09'9..W
3b Tdcotalpa 17°29'57.9"N 11.2+0.6
92°48'40.1"W
4a Cetitla 18°26'02.9"N 20.7+1.2
“Pantanos” 92956'55.7"W
b Macuspaha 17°50'20"N 18.34+1.8
92°31'53"W
52 Emiliano 17°45'02.7"N 12.8+1.9
“Rios” Zapata 91°46'02.3"W
5p Tenosique 17°27'39.2"N 22.1+0.9
91°25'51.8°\W

* Datos obtenidos por Google Maps®, Mountain View, CA, USA
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13.3 Contenido de polifenoles de los extractos de Annona muricata L.

La determinacion del contenido total de polifenoles (CPT) se realiz6 mediante el
método de/Folin-Ciocalteu'’. Las mediciones de absorbancia se realizaron a 760
nm utilizando, un espectrofotometro UV-Vis GENESYS™ 10 (Thermo Scientific,
Waltham, MA; EUA), empleando acido galico como reactivo de referencia. El
estandar utilizado fae acido galico (1,0, 2,0, 4,0, 6,0 y 7,0 pg/mL; 398225, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), y cada ensayo se realizo por triplicado. La curva tuvo
un R? de 0,9991 (Figura Al). El contenido de polifenoles se expresé en mg
equivalentes de &cido galico, por gramo de extracto (GAE)/g para todas las

muestras.

13.4 Contenido total de flavenoides de los extractos hidroalcohdlicos de
Annona muricata L.

La determinacién del contenido total'de“flavonoides ( CFT) se realizé utilizando un
método colorimétrico descrito por-Zhu et-al,; 2010. Las mediciones de absorbancia
se realizaron a 510 nm utilizando, un espectrofotdmetro UV-Vis GENESYS™ 10
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). El estandar utilizado fue rutina (10,0, 20,0,
30,0, 40,0 y 50,0 ug/mL; 78095, Sigma-Aldrich, St Lkouis, MO, EUA), y cada ensayo
se realiz6 por triplicado. La curva tuvo un R2 de 0,9994 (Figura A2)!8. El contenido
de flavonoides se expres6 en mg equivalentes de rutina por gramo de extracto
(RE)/g para todas las muestras, en la Figura 10 se muestra una imagen del equipo

empleado.

Figura 10.- Equipo UV-Vis empleado en el
proyecto.
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13.5 Andlisis CLAR de los extractos hidroalcohdlicos de Annona muricata L.

El analisistCEAR-DAD de los extractos se realizo utilizando el método descrito por
Gallegos et al.; 2023. Las mediciones de absorbancia se realizaron a 360 y 318 nm
para rutina y (acido p-cumarico, respectivamente, utilizando un moédulo de
separacion Waterss2695 con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2695
(Figura 11) y el software Empower Pro (Waters Corporation, Milford, MA, EUA)%.
La identificacion preliminar de los picos se realizO comparando las bandas

caracteristicas con estandares conocidos y datos de la literatura.

13.6 Cuantificacion de metap0litos secundarios

La cuantificacion de rutina y elfaeido p-cumarico se realizé utilizando curvas de
calibracién de patrones externos.\/Cada curva de calibracion se construyo
inyectando 50 pl de diluciones_seriadas de rutina (Sigma-Aldrich, Spruce Street,
Saint Louis) y acido p-cumarico«(Sigma-Aldrich, Spruce Street, Saint Louis); todos
los extractos y estandares se disolvieron en MeOH (12, 25, 50, 100 y 200 pg/mL).
Las curvas de calibracion se basaron en las @reas.de pico de los cromatogramas
CLAR vy tuvieron un R? de 0,9991 y 0,9999, reSpéctivamente. Los resultados se

expresaron en mg por g de extracto3!.

=

|

Figura 11.- Equipo CLAR empleado en el proyecto.
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13.7 Actividad antidepresiva
Animales_de experimentacion

Se utilizaron.atones macho de la cepa CF1 con un peso de 28 + 5 g (Bioterio del
Centro de Investigacion Biomédica Del Sur CIBIS-IMSS). Se formaron grupos de
seis animales y'se_mantuvieron en condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad a 25 °C,(con“comida y agua disponibles ad libitum. Los animales fueron
manejados de acuerdo’ con las especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales’de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). El Comité Local de
Etica e Investigacion en Saldd aprobé el protocolo experimental (aprobaciéon n® R-
CICUAL-2025-3). Se utilizé Tween-20 (1%) como vehiculo en el que se disolvieron

todos los tratamientos.
Disefio experimental

Los extractos etandlicos 4a y-5a*se administraron a una dosis de 200 mg/kg.
Ademas, se ha afiadido un grupa de vehictlos (VEH; Thermo Scientific, Rockford,
IL 61101 EE. UU.) que recibié un 1% de Tween-20 y un grupo de control positivo
que recibio 15 mg/kg de fluoxetina (FLU; Psi-cofarma, Deleg. Tlalpan, D. F. 14050
MX). Todos los tratamientos se administraron por yfa,oral y se evaluaron en las
pruebas de suspension de cola (SC), campo abierto (GA) y Rotarod (RT). Todos los

tratamientos se administraron 24 h, 18 h y 1 h antes de la’prueba.
13.7.1 Prueba de suspension por la cola (SC)

Esta prueba consistié en asegurar las colas de los ratones a un sgporte fijo a 50 cm
del suelo, para que no pudieran escapar o apoyarse en las superficies cercanas.
Esto requeria una caja, cinta, una barra de suspension, un cranémetro, un
dispositivo de video, un generador de ruido blanco, productos de lmpieza v,
opcionalmente, tubos de policarbonato (Figura 12A). El tiempo (en segundes)-que
los ratones permanecieron inmdviles se registré utilizando un cronomeétro
(Heathrow, EE. UU.)1°,
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13.7.2 Prueba de campo abierto (CA)

Los animales fueron colocados en un campo en forma de cuadricula con paredes
acrilicas transparentes (30 cm x 30 cm x 15 cm) divididas en nueve cuadrados de
igual area durante 5 minutos, observando su actividad exploratoria (Figura 12B).
Los parametrosobservados fueron el nimero de cuadrados cruzados con los cuatro
catetos (Cruces totales:;, CT) y la frecuencia de elevaciones verticales (Elevaciones

verticales: EV)32.
13.7.3 Prueba de Rotared (RT)

Los animales se colocaron(en.la pista giratoria del Rotarod (Panlab, Barcelona
08940, ES) y el temporizador sé canfigur6 en 60 segundos a 4, 10 y 40 rpm. Cuando
el animal cayé de manera segura sebre su propia pista, el tiempo de latencia hasta
la caida (en segundos) y la velocidad-de rotacién se registraron automaticamente
(Figura 12C)1°,

Figura 12.- Pruebas conductuales para la determinacion de la actividad antidepresiva del extracto
etandlico de A. muricata; A) Prueba de Suspension por la Cola; B) Prueba'‘de/Campo Abierto; C)
Prueba de Rotarod.
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13.8 Andlisis estadistico

Los resultados de todos los experimentos se expresaron como la media * error
estandar. Los analisis estadisticos se realizaron mediante analisis de varianza de
una via (ANQVA); para CPT, CFT y RC se realizdé una prueba de Tukey post hoc
con un nivel de Significancia del 95% (*p<0,05); Para los modelos bioldgicos, se
realizd una pruebarde_Dunnet post hoc con un nivel de significancia del 95%
(*p<0.05) utilizando elsoftware GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).
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14. Resultados

14.1 Comparacion de métodos de extraccion

Los resultades de la prueba de la cuantificacion de CPT y CFT para la comparacion
de método ‘de _extraccion y agente extractante se muestran en la Figura 13.
Derivado de la prueba de CPT por el método de Folin-Ciocalteau mostrado en la
Figura 13A, se observd,que todas las muestras evaluadas presentaron variabilidad
en su contenido. Las*muestras 3U y 4U presentaron la mayor concentracién de
polifenoles totales sin diferencias significativas entre ellas (55.18 + 1.45; 53.11 +
1.77mg Eq AGE/ g de extracte, respectivamente), seguido de las muestras 2M, 1U
y 2U los cuales presentaron‘lasSegunda mayor concentracion de PT sin diferencia
significativa entre ellas (37.15 #/0.71; 43.54 + 2.28; 40.14 Eq AGE/ g de extracto,
respectivamente), la muestra 3M presento diferencia significativa frente a las demas
muestras con una concentracion de 27.52 + 1.52 Eq AGE/ g de extracto, mientras
que 1M y 4M mostraron la menofr-eoncentracion (16.48 + 1.02; 16.58 + 1.31 mg Eq
AGE/ g de extracto, respectivamente) sin diferencias significativas. La cuantificacion
del CFT de las muestras de A. muricatasse aobserva en la Figura 13B, la muestra
1U fue el extracto que mostro el mayor CFT (216:154 0.98 mg Eq RE/ g de extracto),
presentando diferencias significativas respecto a las-demas muestras, seguido de
las muestras 1M, 2M, 3M y 2U los cuales presentaron la segunda mayor
concentracion de FT sin diferencia significativa entre ellas«(154.44 + 0.61; 156.92 +
1.86; 259.39 + 1.96; 154.15 + 2.57 mg Eq RE/ g de extracto; respectivamente). Las
muestras 4M y 3U presentaron la tercera concentracion mas.alta de FT (132.25 +
0.78; 136.63 mg Eq RE/ g de extracto, respectivamente) sin diferencia significativa,
mientras que 4U present6 el menor CFT (91.44 + 1.52 mg Eq RE/_g de extracto),
presentando diferencias significativas con respecto a los demas extractos. El agente
extractante que permite obtener la mayor cantidad de flavonoides es 100%. EtOH
ultrasonido (1U).
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Figura 13.- Contenido de CPT (A) y'CET (B) de los extractos hidroalcohdlicos de A. muricata
obtenidos por macerado (1M, 2M, 3M y'4M)-y. ultrasonido (1U, 2U, 3U y 4U) *.

*CPT: Contenido de Polifenoles Totales; CET: Contenido de Flavonoides Totales del extracto
etandlico de A. muricata; 1M;1U= 100% EtOH, 2M;2U= 80/20 EtOH/H20, 3M;3U=50/50 EtOH/H-0,
4M;4U= 100% H-0. Los datos representan la media + error estandar (n = 3) para cada extracto. La
significacidn estadistica se determin6 mediante andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba
de Tukey post hoc. Las barras con la misma‘letra (a-h) no.representan diferencias significativas en
p <0.05.

14.2 Contenido de polifenoles totales (CPT) y contenido de flavonoides totales
(CFT) del extracto etanélico de Annona muricata.

Los resultados de la cuantificacion del CPT y CFT del ‘extracto etandlico de A.
muricata se presentan en la Tabla 3. En el caso de CPT, la muestra 2b tuvo el
mayor contenido (32.71 + 0,06 mg AGE Eq/g de extracto), seguida de la muestra
4b (29.52 + 1.39 mg AGE Eq/g extracto), que difirieron significativamente entre siy
del resto de las muestras. Por otro lado, las muestras 2a, 3b y 5a tuvieron el TPC
mas bajo (10.27 £+ 0.60; 10.84 £+ 0.68; 9.44 + 1.08 mg Eq AGE/g de _extracto,
respectivamente), significativamente diferente del resto de las muestras. En-.Cuanto
aL CFT, el extracto 5a mostré el mayor contenido (236.01 + 2.20 mg RE Eq/g de
extracto), seguido del 4a (151.27 = 1.61 mg RE Eqg/g de extracto), que difirieron
significativamente entre si y con el resto de las muestras. Por otro lado, el extracto
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2a tuvoel CFT mas bajo (70.39 + 1.59 mg RE Eq/g de extracto).

Tabla 3.- Comparacion del CPT y CFT del extracto etandlico de A. muricata*

Extracto TPC TFC
(mg Eq AGE/ g de extracto) (mg Eq RE/ g de extracto)

la 18.67 +0.48 ¢ 142,72 +1.84°¢
1b 19.02 +0.29 @ 127+2.61°¢
2a 10.27 £ 0.60 ©f 70.39+£1.59"
2b 32.71+0.062 114.18 £+ 2.19°
3a 12.83+£0.37° 88.05+2.249
3b 10.84 + 0.68 ©f 124 +2.48°¢
da 22.96 + 0.32 ¢d 151.27+1.61°
4b 2952 +1.39° 131.83+2.74 ¢
5a 9.44 +1.08 236.01+2.202
5b 20.44 0,10 ¢ 122.51+1.23¢®

*CPT: Contenido de Polifenoles Tetales; CFT: Contenido de Flavonoides Totales del extracto
etandlico de A. muricata; 1a: Centro, 1biJalpa de Mendez, 2a: Comalcalco, 2b: Paraiso, 3a: Jalapa,
3b: Tacotalpa, 4a: Centla, 4b: Macuspanha, 5a:{Emiliano Zapata, 5b: Tenosique. Los datos
representan la media + error estandar (n =3) para cada extracto. La significacion estadistica se

determiné mediante andlisis de varianza (ANOVA) seguido‘de una prueba de Tukey post hoc. Las

barras con la misma letra (a-h) no representan diferencias significativas en p < 0.05.
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14.3 Caracterizacion fitoquimica preliminar del contenido metabdlico de
Annona muricata mediante CLAR-DAD.

El andliSis/ cromatogréfico del extracto etandlico de A. muricata permitio la
identificacion"de 7 compuestos con base en los tiempos de retencion y las bandas
de absorcion en lps espectros UV-Vis (Figuras A3-A12) de los picos mostrados en
la Tabla 4, comparando dichos parametros con estandares conocidos y datos de la
literatura, y que se encuentran agrupados en un tiempo de retencion (tr) de 8.48 a
9.68 min, los cuales se’identificaron de la siguiente manera: El pico 1 con un tr de
8,48 mostré bandas de absorcion en Amax = 284 y 312,5 nm, correspondientes a
un derivado de catequina?’-337Los picos 2 y 3 se identificaron como acido cumarico
(tr de 8,73 min) y rutina (tr de 8;85 min); las bandas de absorcién de ambos picos
en Amax = 220,4; 311,3 nm y 256,9;.356,6 nm3*, respectivamente, coincidieron con
los estandares analizados en las mismas condiciones experimentales. El pico 4 con
un tr de 9.05 mostré bandas de absorcion en Amax = 265.1 y 343.4 nm,
correspondientes a un derivado-~glucésido de luteolina reportado para esta
especie?’. En el caso del pico 5, con un tr de"9,15, las bandas de absorcién a Amax
= 266,3 y 344,6 nm coincidieron con elestandar de glucosido de luteolina analizado
en las mismas condiciones experimentales y estuvo en buen acuerdo con las
reportadas en la literatura®*. Los picos 6 y 7 se identificaron como acido p-cumarico
y un derivado del acido cumarico con tr de 9,41 y 9,68.min, respectivamente. Las
bandas de absorcion de pico 6 Amax = 226.3 y 310.1Cnm coincidieron con el
estandar bajo las mismas condiciones experimentales y 10, reportado en la
literatura®®, mientras que las de pico 7 (Amax = 236.8 y 326.7 nm), estuvieron en
buen acuerdo con las reportadas en la literatura?’-36. Cabe mencionar que los picos
1-5 se identificaron en todas las muestras analizadas, mientras que los picos 6y 7
estuvieron presentes solo en la muestra de una subregion (5a), como se muestra

en la Tabla 4.
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Tabla 4.-Perfil fitoquimico preliminar mediante analisis CLAR-DAD del extracto etandlico de Annona
muricata.

Tiempo
Banda de o
4 de » Afinidad al
Pico y absorcion  Extracto (s)* Ref.
retencion compuesto**
. (nm)
(min)
1a, 1b, 2a ,2b, ]
284.0, Derivado de
1 8448 3a, 3b4a, 4b, ] [19, 20]
312.5 catequina
5a, 5b
la, 2b, 2a,2b,
220.4, Acido i
2 8.73 3a, 3b4a, 4b, . Estandar
311.3 cumarico
5a, 5b
1a, 2b, 2a ,2b, }
256.9, . Estandar
3 8.85 3a,3b4da,4b, Rutina
356.6 [21]
5a, 5b
tay2b, 2a ,2b, Derivado de
2654, )
4 9.05 3a,3bda, 4b, glucosido de [19]
3434 )
5a’, 5b luteolina
la, 2b,"2a%2Db, . i
266.3, Glucosido de Estandar
5 9.15 3a,3b 44, 4by ]
344.6 luteolina [21]
5a, 5b
226.3, Acido p- Estandar
6 9.41 5a .
310.1 Cumarico [22]
Derivade de
236.8, )
7 9.68 5a acido [19, 23]
326.7

cumarico

*1a: Centro, 1b: Jalpa de Mendez, 2a: Comalcalco, 2b: Paraiso, 3a: Jalapa, 3b: Tacotalpa, 4a:
Centla, 4b: Macuspana, 5a: Emiliano Zapata, 5b: Tenosique. **Los compuestes fueron sugeridos
por una comparacion preliminar del tiempo de retencion (tr) y las bandas UV-Vis con\estandares y

datos de la literatura.
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14.4 Cuantificacion del contenido de rutina (CR)

En la‘Figura 14 se muestra la concentracion del contenido de rutina del extracto
etandlico de A. muricata, dénde se observé que 1b present6 el mayor contenido de
este metabalito (2.23 + 0.003 mg/g), seguido de los extractos 4a, 2b, 4b, 1lay 5b
(1.81 £ 0.0027 1.30 = 0.010, 1.34 + 0.004, 1.15 + 0.012, 1.03 + 0.009 mg/g,
respectivamente); por otro lado, los extractos 3a, 3b, 3a 'y 5a presentaron el menor
CR (0.57 £ 0.008, 0:46 + 0.001, 0.36 £ 0.007, 0.43 £ 0.003 mg/g, respectivamente).
Todos los extractos, a€xeepcion de 2b y 4b, presentaron diferencias significativas

entre ellas.

2.5=

= = n
o o o
| | |

Concentracion mg/g

o
o
|

AR n R0

la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b _5a
Muestras

Figura 14.- Comparacion del contenido de rutina en mg/g del extracto 'de_A. muricata de las 5
subregiones de Tabasco.

la: Centro, 1b: Jalpa de Méndez, 2a: Comalcalco, 2b: Paraiso, 3a: Jalapa, 3bs#Tacotalpa, 4a:
Centla, 4b: Macuspana, 5a: Emiliano Zapata, 5b: Tenosique. Los datos representanda media + error
estandar (n = 3) de cada extracto. La significancia estadistica se determind mediante”analisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey post hoc. Las barras con la misma letra,(a — i)

no representan diferencias significativas en p <0.05.
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14.5 Actividad antidepresiva

Para la actividad antidepresiva se seleccionaron dos extractos: el extracto 4a, que
tenia uno de los mayores contenidos de CPT y CR, y el extracto 5a, que tenia el
menor contenido de estos grupos metabdlicos combinado con el mayor CFT, ambos

con buenos rendimientos de extraccion.

14.5.1 Prueba de suspension por la cola (SC)

Los resultados de la prfueba de suspension por la cola de los extractos etandélicos
4a y 5a de A. muricata“’se muestran en la Figura 15, los cuales no mostraron
actividad antidepresiva a una dosis de 200 mg/kg (265.86 + 4.40 seg y 257.28 +
3.91 seq, respectivamente). Sin ‘embargo, el control positivo (Flu) mostré actividad
antidepresiva (176.48 £ 12.21 segundos).

400 =

300 *

200

100

Tiempo de inmovilidad (s)

0= 1 1
Veh Flu 4a 5a

Tratamientos

Figura 15.- Tiempo de inmovilidad en segundos de los tratamientos en la prueba de SC.

Veh: Vehiculo Tween 20; Flu: Fluoxetina 15 mg/kg; 4a: A. muricata Centla 200 mg/kg; 5a: A. muricata
Emiliano Zapata 200 mg/kg. La significancia estadistica se determiné mediante analisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Dunnet post hoc. Las barras marcadas con un asterisco (*)

representan diferencias significativas en p < 0,05.
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14.5.2 Prueba de campo abierto (CA)

El nimero de eventos en CA se muestra en la Figura 16, donde 5a (79,38 + 6,95)
aumentd el'numero de eventos en CT similar a Flu (90,00 + 5,98), sin diferencias
significativas™entre ellos, aumentando la actividad motora espontanea de los
ratones, mientras.que Veh (57,71 + 4,65) y 4a (73,37 = 5,68) disminuyeron este
parametro, mostrando diferencias significativas en comparacion con Flu. En el caso
de EV, el tratamiente4a (42,62 + 2,71) mostré un aumento en el nUmero de eventos
en comparacion convel~grupo Flu (32,43 + 2,66), presentando diferencias
significativas entre ellos’y aumentando el tiempo de EV, lo que sugiere que 4a
genera un potencial efecto anSiogénico; en contraste, 5a disminuy6 este parametro
en comparacion con Flu, con.)diferencias significativas entre ambos; Estos

resultados permiten considerar un potencial efecto ansiolitico para 5a (17,3 £ 3,29).

150
7]
2]
S 100
o T
) 1T
() *
° -
o T
()
E 50_ *
o]
=2

, M
Veh Flu 4a 5a

Tratamientos

- Elevamientos Verticales
[_ICruces Totales

Figura 16.- Namero de eventos en CA de los tratamientos de A. muricata.

Veh: Vehiculo Tween 20; Flu: Fluoxetina 15 mg/kg; 4a: A. muricata Centla 200 mg/kg; 5a: A. muricata
Emiliano Zapata 200 mg/kg. La significancia estadistica se determind mediante analisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Dunnet post hoc. Las barras marcadas con un asterisco (*)

representan diferencias significativas en p < 0,05.
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14.5.3 Prueba de rotarod (RT)

En esta prueba (Figura 17), los tratamientos 4a (4 rpm; 26.71 + 1.14 seg; 10 rpm;
25.42 +1.27 seqg; 40 rpm; 1.2 £ 0.17 seg) y 5a (4 rpm: 37.57 = 1.6 seg; 10 rpm:
30.71 + 0.56"seq; 40 rpm; 2.14 + 0.51 seg) mostraron una tendencia a modificar la
coordinacion de los animales disminuyendo el tiempo que los ratones permanecian
en la barra horizontal a todas las velocidades evaluadas. mostrando diferencias
significativas a 4 y 20/pm en comparacion con Flu en ambos extractos (Flu: 4 rpm;
57.14 £ 1.20, 10 rpm; 46.£.1.95, 40 rpm; 2 £ 0.53; Veh: 4 rpm; 49.85 + 1,95, 10 rpm;
36.57 £ 1.71, 40 rpm; 2.28 + 0.47).

w

o 807 Veh
c

< = Flu
S 60-

Gc) 4a
o -

= 40— oa
D

5

= 20+

o

o

5 0

|_

rpm

Figura 17.- Tiempo promedio en la barra en RT para tratamientos de A. muricata*.

*Veh: Vehiculo entre 20; Flu: Fluoxetina 15 mg/kg; 4a: A. muricata Centla 200 mg/kg;5a: A. muricata
Emiliano Zapata 200 mg/kg. La significancia estadistica se determind mediante analisis'de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Dunnet post hoc. Las barras marcadas con un asterisco (*)

representan diferencias significativas en p < 0,05.
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15. Discusion

15.1 Comparacion de métodos de extraccion

Los extractos obtenidos por ultrasonido presentaron el mayor CPT, con una
tendencia a @umentar el contenido de estos metabolitos al aumentar la polaridad de
la mezcla extragtante, por otro lado, los extractos obtenidos por macerado
presentaron un menar contenido, mostrando una tendencia a aumentar el contenido
de este grupo de metabdlico al disminuir la polaridad de la mezcla extractante, cabe
destacar que 2M es el (ipico extracto de macerado que alcanza un contenido similar
a los de ultrasonido. La mezcla extractante EtOH/H20 (50/50) de 3U y H20 (100%)
de 4U son las mas eficaces¢para obtener la mayor concentracion de compuestos
del tipo polifenol. En el caso del CFT, se observa que todas las muestras evaluadas
presentaron un alto contenido de flavonoides totales en comparacion con el CPT,
las 4 muestras obtenidas por ultrasonide muestran una tendencia a la igualdad en
la concentracion de este metabolito secundario, donde solo 4M difiere del resto de
las muestras, por otro lado, los“extractos/obtenidos por ultrasonido muestran una
tendencia a disminuir el CFT conforme se aumentando la polaridad de la mezcla
extractante.

La mezcla extractante elegida para laabtencion de los extractos de las 5
subregiones del estado de Tabasco fue 1U«(100% EtOH), ya que permitio extraer el
mayor contenido de flavonoides, y fue la segunda mezcla extractante que consiguié
extraer el mayor contenido de polifenoles, dando esta preferencia debido a que la
mayoria de los marcadores quimicos propuestos en el proyecto son del tipo

flavonoides (rutina y kaempferol) y uno del tipo polifenol (&cido p-eumarico).

15.2 Contenido de polifenoles totales y contenido de flavonoides totales del
extracto etandlico de A. muricata.

Los resultados para CPT y CFT no presentaron una tendencia en cuanto a la
subregion de donde provinieron las muestras, como lo mostraron las que tuvieron
mayor contenido en ambas pruebas. En el caso del CPT, el extracto con mayor
contenido fue de la subregion de Chontalpa (2b), mientras que la muestra 2a de\la

misma subregion tuvo el menor CFT, y la muestra 5a de la regién de Rios tuvo el

Santiago Santos Vazquez 53

\ e



IC

9
in 't
-b

{>’°
c® ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUlMlCOS Y EFECTO .{{
Ty SUANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. ‘e‘.'.ﬁ

COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

"\'
\

Wioo =
1] 31
-

\'\

I
\

\

mayor €FT y el menor CPT. Estos hallazgos son consistentes con los reportados
por Montejo_et al., 2023, quienes reportan un CFT de entre 73.48 y 592.70 mg Eq
R/g E paraslas subregiones de Rios, Centro y Chontalpa, en comparacion con los
hallazgos de“Grijalva-Verdugo et al., 2022, quienes reportan un CPT en hojas de A.
muricata de Chiapas y Nayarit de entre 0.182 + 0.020 y 0.235 + 0.012 mg Eq AGE/g
E. Las hojas de esté estudio mostraron un CPT mas alto. Asimismo, una variacion
en el contenido de polifenoles de las especies colectadas en diferentes subregiones
puede afectar la capacidad antioxidante de los preparados herbolarios empleados

en la medicina tradicional®’:37,

15.3 Caracterizacion fitoquimica preliminar del contenido metabdlico de A.
muricata empleando CLAR-DAD.

El perfil fitoquimico preliminar obtenido por CLAR-DAD permitié identificar siete
compuestos, entre ellos rutina, &cido'p-cumarico, glucésido de luteolina y derivados
de catequina. Si bien cinco de gstes compuestos estuvieron presentes en todas las
subregiones, el &cido p-cumaricofy,su derivada fueron detectados en el extracto 5a
proveniente de la subregion de 'Rios, .mientras_que en el extracto 5b no se
detectaron, en el caso de &cido p-Cumarico .se cuantific6 mostrando una
concentracion de 0.693 + 0.002 mg/g, .estos hallazgos ponen manifiesto la
variabilidad en los marcadores quimicos presentes endos extractos analizados en
el presente estudio; en este sentido estos resultados_son congruentes con la

variabilidad fitoquimica descrita en otras annonaceas*°3.

15.4 Cuantificacion de metabolitos secundarios

Con base en el perfil fitoquimico preliminar, se eligi6 a rutina como marcador
quimico porgue cumple con las caracteristicas para este propdsito®;y se cuantificé
su contenido en todos los extractos de las subregiones de Tabasco. LoS resultados
mostraron una variabilidad significativa entre las diferentes areas de muestrep. Sin
embargo, las muestras 1b (subregion Centro) y 4b (subregién Pantanos)
presentaron el mayor contenido; en contraste, las muestras 5a (subregion Ri0s).y.
3a (subregidn Sierra) mostraron la menor concentracion de este marcador quimico,

mientras que los extractos 2b y 4b de dos subregiones diferentes, Chontalpa y
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Pantanes, mostraron similitud en el CR. Algunos estudios informan que el contenido
de este flavonoide puede ser modulado por varios factores ambientale3%4°, Por lo
tanto, identificar areas donde un marcador quimico de una especie tiene el mayor
contenido yy“con un interés particular debido a su valioso potencial terapéutico,
puede ser una gestrategia util para desarrollar preparaciones mas efectivas y

estrategias de orientacion para el cultivo de esta especie.

15.5 Prueba de suspension por la cola (SC)

La evaluacion antideprésiva realizada en este trabajo mostré que los extractos
evaluados (4a y 5a) no presentaron actividad antidepresiva, estos resultados
contrastan con estudios previas€n los que emplearon el modelo de natacién forzada
y reportaron una disminucion significativa del tiempo de inmovilidad en un extracto
etandlico de A. muricata a una‘\dosis de 300 mg/kg, ejerciendo actividad
antidepresiva'®. De manera similar, 6tros trabajos han descrito actividad inhibitoria
sobre la enzima MAO-A y eféctes sobrg el sistema serotoninérgico?>'4. Estas
diferencias entre las actividadeg\reportadas _previamente en la literatura y los
resultados de este proyecto podrian atribuirse” a dos factores principales: la dosis

administrada y la composicion fitoquimicayespecifica de los extractos.

15.6 Prueba de campo abierto (CA)

En el caso del potencial efecto ansiogénico de 4a, podemos destacar que, aunque
este extracto mostré los CPT y CR mas altos, estos no-fueron suficientes para
generar un efecto ansiolitico, donde segun diversos reportes, se.ha demostrado que
para tener un efecto ansiolitico se necesita una concentracion mayor a la reportada
en este trabajo para el extracto 4a284-%3, Por el contrario, el potencial efecto
ansiolitico mostrado en 5a podria estar relacionado con su mayor .CFT y, en
particular, con los flavonoides identificados en este extracto, como da-futina, el
glucésido de luteolina y su derivado, lo que sugiere que este grupo de metabolitos
aumenta el namero de eventos de CT y disminuye los EV, reduciendo la ansiedad
en ratones. Esto es consistente con los estudios que informan la capacidad de-los
flavonoides para modular las respuestas neuroconductuales, ejerciendo acciones

sobre el sistema nervioso central y generando un efecto ansiolitico?%4445,

Santiago Santos Vazquez 55




o

’.asu:n,\‘
=)
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO ;j: (.7 \
L ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. ‘-.'.;' =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

-

15.7 Prueba de rotarod (RT)

El extracto 4a indujo el mayor déficit en la coordinacién motora en RT, el cual se
caracterizd/por un alto CPT y CT. Por lo tanto, es posible sugerir que la alta
concentracign,_de rutina y otros compuestos polifendlicos en el extracto 4a esta
relacionada con la disminucion observada en la coordinacion motora. Del mismo
modo, el extracto 5a, que tiene un alto CFT, redujo el tiempo de permanencia en el
RT en menor medida?®, Estos resultados sugieren que los efectos observados en
ambos extractos podrian- estar asociados con la alteracion de la coordinaciéon
motora, lo que afecta la variabilidad en la composicién quimica del extracto etandlico
de A. muricata. Estos resultados son consistentes con los descritos por Fernandez
et al., 2023, quienes reportan, _que el extracto hidroalcohdlico de Byrsonima
crassifolia provoca una disminucion.de la coordinacién motora en la prueba de
rotarod asociada a compuestos de_tipo polifenol, incluyendo los flavonoides

catequina, epicatequina y proeianidina B247,
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16. Conclusiones
Este estudio mostr6 que las hojas de A. muricata colectadas en diferentes
subregiones del estado de Tabasco variaron en su contenido quimico, siendo 2b
(subregion Chontalpa) asi como 4a y 4b (subregion Pantanos) las que tuvieron el
CPT mas alta’y 5a en la subregion de Rios la que tuvo la CFT mas alta. Asimismo,
el marcador qufmiCo, rutina, mostré variabilidad en su contenido, siendo 1b
(subregién Centrab#y_ 4a (subregion Pantanos) los que tuvieron la mayor
concentracion. En cuanto-a la evaluacion antidepresiva, los extractos 4a y 5a de A.
muricata evaluados en el modelo de SC no mostraron actividad antidepresiva; sin
embargo, la muestra 5a mostrg un posible efecto ansiolitico en CA. Finalmente,
estos resultados sugieren una relacion entre la variabilidad del contenido quimico y
el potencial efecto ansiolitico de las_hojas de A. muricata, ademas de explorar este

efecto en modelos mas especificos.
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Resumen de la Tesis: |Anpgha muricata L., conocida como guanabana, es una

planta“utilizada’en la medicina tradicional mexicana para
tratar diversas afecciones, entre ellas la «pérdida del alma o
del espiritu». El objetivo de este estudio fue evaluar la
variabilidad‘.de- los marcadores quimicos y la actividad
antidepresiva de los extractos etandlicos de las hojas de A.
muricata recolectadas encineo subregiones de Tabasco,
México (Centro, Chontalpa, ‘Sierfa, Pantanos y Rios). La
comparacion de métodos de extraceion permitio identificar a
1U como el mejor método y agente” extractante que permite
la obtencién del mayor rendimiento de compuestos del tipo
flavonoide. El contenido total de polifenoles y flavonoides
(CPT y CFT, respectivamente), asi como“el marcador
guimico rutina, se cuantificaron mediante ) métodos
espectroscopicos y cromatograficos. Ademas, se evalud la
actividad antidepresiva mediante las pruebas de suspension
de la cola (SC), campo abierto (CA) y rotarod (RT). Los
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extractos 2b, 4a y 4b presentaron el CPT mas alto (32.71 +
0.06; 22.96 + 0.32; 29.52 mg Eq AGE/g E, respectivamente),
mientras que el extracto 5a presento el CFT mas alto (236.01
+ 2.20 mg Eq RE/g E). En el caso de la rutina, los extractos
con mayor contenido fueron 1b: 2,23 + 0,003 mg/g y 4a: 1,81
+ 0,002 mg/g. Por ultimo, en la evaluacion biologica, los
extractos 4a y 5a no mostraron ningun efecto antidepresivo a
200 mg/kg, sin embargo, 5a mostré un potencial efecto
ansiolitico en la prueba de CA. El 4a y el 5a disminuyen la
coordinacion motora en la prueba RT. En conclusién, existe
una’marcada variabilidad fitoquimica entre las subregiones,
lo que influye en la concentracién de rutina, TPC y TFC, asi
como en_la\posible actividad ansiolitica observada en los

extractos etandlicos de A. muricata.

Palabras claves de la | Annona.muricata,-Variabilidad; Polifenoles: Flavonoides;
Tesis: Rutina; GLAR-DAD; Antidepresivo; Ansiolitico.

Referencias citadas: (1) Yang, Ly, Wen, K. S.yRuan, X.; Zhao, Y. X.; Wei, F.; Wang,
Q. Response of Plant Secondary Metabolites to Environmental
Factors. Molecules. MDPI AG 2018.
https://doi.org/10.3390/molecules23040762.

(2) Moore, B. D.; Andrew, R. L.gKilheim, C.; Foley, W. J.
Explaining Intraspecific Diversity in Plant\Secondary Metabolites
in an Ecological Context. New Phytologist. February 2014, pp
733-750. https://doi.org/10.1111/nph.12526.

(3) European Medicines Agency. Annex 1 WHO Guidelines for
Selecting Marker Substances of Herbal Origin for Quality Control
of Herbal Medicines; 2008.
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scien
tific_guideline/ 2009/09/WC500003196.pdf (accessed 2025-10-
21).

Santiago Santos Vazquez 64




M

i ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';

U ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

(4) Mishra, S.; Ahmad, S.; Kumar, N.; Kumar Sharma, B.
Annona Muricata (The Cancer Killer): A Review. J. Pharm. Res
2013, 2, 1613-1618.

(5) Adewole, S. O.; O Ojewole, J. A. PROTECTIVE EFFECTS
OF ANNONA MURICATA LINN. (ANNONACEAE) LEAF
AQUEOUS EXTRACT ON SERUM LIPID PROFILES AND
OXIDATIVE STRESS IN HEPATOCYTES OF
STREPTOZOTOCIN-TREATED DIABETIC RATS; 2009; Vol. 6.
www.africanethnomedicines.net.

(6) de Sousa, O. V.; Vieira, G. D. V.; de Pinho, J. de J. R. G;
Yamamoto, C. H.; Alves, M. S. Antinociceptive and Anti-
Inflammatory Activities of the Ethanol Extract of Annona Muricata
L. Leaves.in Animal Models. Int. J. Mol. Sci. 2010, 11 (5), 2067—
2078. https:#/doi.org/10.3390/ijms11052067.

(7)77 Moghadamtousi, S. Z.; Fadaeinasab, M.; Nikzad, S.;
Mohan, G.; Ali, H. M.; Kadir, H. A. Annona Muricata
(Annonaceae): ‘A JReview of Its Traditional Uses, Isolated
Acetogenins, and Biolegical Activities. International Journal of
Molecular Sciences. MDPI AG July 10, 2015, pp 15625-15658.
https://doi.orgl10.3390/ijms160715625.

(8) Foudah, A. I.; Algarni, M™H.; Alam, A.; Devi, S.; Salkini, M.
A.; Alam, P. Rutin Improves Anxiety and Reserpine-Induced
Depression in Rats. Moleeules 2022, 27 (21).
https://doi.org/10.3390/molecules27217313.

(9) Lee, S.; Kim, H. B.; Hwang, E. S.yKim, E. seok; Kim, S. S.;
Jeon, T. D.; Song, M. cheol; Lee, J. S.; Chung,)M. C.; Maeng, S.;
Park, J. H. Antidepressant-like Effects of p-Ceumaric Acid on
LPS-Induced Depressive and Inflammatory Changes in Rats.
Exp. Neurobiol. 2018, 27 (3), 189-199.
https://doi.org/10.5607/en.2018.27.3.189.

(10) Park, S.-H.; Sim, Y.-B.; Han, P.-L.; Lee, J.-K.; Suh,H.-W.
Antidepressant-like Effect of Kaempferol and Quercitirin, Isolated
from Opuntia Ficus-Indica Var. Saboten; 2010; Vol. 19.

Santiago Santos Vazquez

65




M
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

(11) UNAM. Biblioteca Digital de La Medicina Tradicional
Mexicana - Annona Muricata L, Guanabana. 2023.

(12) Mancini, S.; Nardo, L.; Gregori, M.; Ribeiro, I;
Mantegazza, F.; Delerue-Matos, C.; Masserini, M.; Grosso, C.
Functionalized Liposomes and Phytosomes Loading Annona
Muricata L. Aqueous Extract: Potential Nanoshuttles for Brain-
Delivery of Phenolic Compounds. Phytomedicine 2018, 42, 233—
244, https://doi.org/10.1016/j.phymed.2018.03.053.

(13) Bikomo, E.; Ebuehi O.A . T.; Magbagbeola O. A.
Antidepressant Activity of Ethanol Leaf Extract of Annona
Muricata L., in Sprague-Dawley Rats. American Journal of
Biochemistry 2017, 2017 Q), 1-5.
https://doi.org/10.5923/j.ajb.20170701.01.

(14) Hasrat, J. A.; De Bruyne, T.; De Backer, J. P.; Vauquelin,
G.#Vlietinck, A. J. Isoquinoline Derivatives Isolated from the Fruit
of Annona Murigata as 5-HTergic 5-HT(1A) Receptor Agonists in
Rats:\ Unexploited sAntidepressive (Lad) Products. Journal of
Pharmacy and Pharmacology 1997, 49 (11), 1145-1149.
https://doi.ofg/10.11117}.2042-7158.1997.tb06058.x.

(15) Al Kazman, B. S¢ Ms Harnett, J. E.; Hanrahan, J. R.
Traditional Uses, Phytochemistry and Pharmacological Activities
of Annonacae. Molecules. / MDPI  June 1, 2022.
https://doi.org/10.3390/molecules27113462.

(16) Dosal, M. A.; Villanueva, M. Introducciéon a La Metrologia
Quimica: Curvas de Calibraciéon En Loy Métodos Andliticos.
Antologia Quimica Analitica Exp. 2008, 18—26;

(17) Garcia-Martinez, E.; Fernandez-Segovia, |.; Loépez, F.
Determinacion de Polifenoles Totales Por El Método de Folin-
Ciocalteu.
https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/52056/Garcia%20
Mart%C3%ADnez%20et%?20al.pdf?sequence=1 (accessed
2025-10-21).

(18) Zhu, H.; Wang, Y.; Liu, Y.; Xia, Y.; Tang, T. Analysis of

Santiago Santos Vazquez

66




(g
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO S’; 75& .\';
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. s 715
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO "

Flavonoids in  Portulaca Oleracea L. by UV-Vis
Spectrophotometry with Comparative Study on Different
Extraction Technologies. Food Anal. Methods 2010, 3 (2).
https://doi.org/10.1007/s12161-009-9091-2.

(19) Schigerl, K. Extraction of Primary and Secondary
Metabolites. Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology. Springer Science and Business
Media Deutschland GmbH January 28, 2005, pp 1-48.
https://doi.org/10.1007/b98920.

(20) Hernandez-Rodriguez, S.; Quiroz-Reyes, C. N.; Ramirez-
Ortiz, M. E.; Ronquillo-de Jesus, E.; Aguilar-Méndez, M. A.
Optimizacién Del Proceso de Extraccion Asistida Por Ultrasonido
de Compuestos Fendlicos de Justicia Spicigera Schitdl.
Mediante La Metodologia de Superficie de Respuesta. TIP
Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas 2020, 23.
https.//doi.org/10.22201/fesz.23958723e.2020.0.246.

(21) “Bertoli-Dipartimento Di, A.; Farmaceutiche, S.; Giardi, M.
T.; Rea, G.; Berra, B.;sBertoli, A.; Ruffoni, B.; Pistelli, L.; Pistelli,
L. Analytical Methods” for, the Extraction and Identification of
Secondary Metabolite Produetion in “In Vitro” Plant Cell Cultures.
Springer US 2010, 250-266.

(22) Fornstedt, T.; Forssén; P.; Westerlund, D. Basic HPLC
Theory and Definitions: Retention, Fhermodynamics, Selectivity,
Zone Spreading, Kinetics, and Resolation. Analytical Separation
Science 2015, 1-24.
https://doi.org/https://doi.org/10.1002/9783527678129.assep001

(23) Belovicova, K.; Bogi, E.; Csatlosova, K., Bubovicky, M.
Animal Tests for Anxiety-like and Depression-like.Behavior in
Rats. Interdiscip.  Toxicol. 2017, 10 (1),1 ) 40-43.
https://doi.org/10.1515/intox-2017-0006.

(24) Dunham, N. W.; Miya, T. S. A Note on Simple Apparatus

for Detecting Neurological Deficit in Rats and Mice. Journal of the

Santiago Santos Vazquez

67




M
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

American Pharmeceutical Assosiation 1986, 3, 208-209.
https://doi.org/doi:10.1002/jps.3030460322.

(25) llango, S.; Sahoo, D. K.; Paital, B.; Kathirvel, K.; Gabriel, J.
l.; Subramaniam, K.; Jayachandran, P.; Dash, R. K.; Hati, A. K;
Behera, T. R.; Mishra, P.; Nirmaladevi, R. A Review on Annona
Muricata and Its Anticancer Activity. Cancers. MDPI September
1, 2022. https://doi.org/10.3390/cancers14184539.

(26) Wahab, S. M. A.; Jantan, |.; Haque, M. A.; Arshad, L.
Exploring the Leaves of Annona Muricata L. as a Source of
Potential Anti-Inflammatory and Anticancer Agents. Frontiers in
Pharmacology. Frontiers Media S.A. June 20, 2018.
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.00661.

(27) “Montejo-Méndez, H. Diversidad Genética, Extructura y
Perfil Fitoquimico de Annona Muricata En El Sureste de México,
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Villahermosa, 2023.
(28) ~Ganeshpurkar, A.; Saluja, A. K. The Pharmacological
Potential of Rutin. Saudi Pharmaceutical Journal. Elsevier B.V.
February, 1 2017, pp 149-164.
https://doi.org/10.1016/j.jsps.2016.04.025.

(29) Jin, L.; Wu, L.; Zhd, G+ Yang, L.; Zhao, D.; He, J.; Zhang,
Y. Association between Dietary Flavonoid Intake and Anxiety:
Data from NHANES 2017-2018. BMC Public Health 2025, 25 (1).
https://doi.org/10.1186/s12889-025-22621-7.

(30) Oviedo, V.; Garcia, M.; Diaz,/C.; Marder, M.; Costa, M.;
Rincon, J.; Sanchez, C.; Guerrero, M. ) Extracto y Fraccion
Alcaloidal de Annona Muricata Con Actividad de Tipo Ansiolitica
En Ratones; 2009; Vol. 38. www.farmacia.unal.edu.co.

(31) Medrano-Sanchez, E. J.; Hernandez-Bolios“G. |.; Lobato-
Garcia, C. E.; Gonzalez-Cortazar, M.; Antunez-Mojica, M.;
Gallegos-Garcia, A. J.; Barredo-Hernandez, C."0O.;) Lépez-
Rodriguez, R.; Aguilar-Sanchez, N. C.; Gomez-Rivera; A. Intra-
and Interspecies Differences of Two Cecropia Species_from

Tabasco, Mexico, Determined through the Metabolic Analysis

Santiago Santos Vazquez

68




M
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

and 1H-NMR-Based Fingerprinting of Hydroalcoholic Extracts.
Plants 2023, 12 (13). https://doi.org/10.3390/plants12132440.
(32) Gallegos-Garcia, A. J.; Lobato-Garcia, C. E.; Gonzalez-
Cortazar, M.; Herrera-Ruiz, M.; Zamilpa, A.; Alvarez-Fitz, P.;
Pérez-Garcia, M. D.; Lépez-Rodriguez, R.; Ble-Gonzélez, E. A.;
Medrano-Sanchez, E. J.; Feldman, M. R.; Bugarin, A.; Gomez-
Rivera, A. Preliminary Phytochemical Profile and Bioactivity of
Inga Jinicuil Schitdl & Cham. Ex G. Don. Plants 2022, 11 (6).
https://doi.org/10.3390/plants11060794.

(33) Jakabova, S.; Arvay, J.; Snirc, M.; LakatoSova, J.;
Ondejcikova, A.; Golian, J. HPLC-DAD Method for Simultaneous
Determination of Gallic Acid, Catechins, and Methylxanthines
and “lts.Application in Quantitative Analysis and Origin
Identification, of Green Tea. Heliyon 2024, 10 (16).
httpS://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e35819.

(34) Mabry, T4 J.; Markham, K. R.; Thomas, M. B. The
Systematic Identification of Flavonoids; Springer Berlin
Heidelberg, 1970. hitps://doi.org/10.1007/978-3-642-88458-0.
(35) Karthikeyan, R, sDevadasu, C.; Srinivasa Babu, P.
Isolation, Characterizationy~and RP-HPLC Estimation of P-
Coumaric Acid” from Methanelic Extract of Durva Grass (
Cynodon Dactylon Linn.) (Pers.).dnt. J. Anal. Chem. 2015, 2015,
1-7. https://doi.org/10.1155/2015/201386.

(36) Holser, R. A. Principal Component Analysis of Phenolic
Acid Spectra. ISRN Spectroscopy, 2012, 2012, 1-5.
https://doi.org/10.5402/2012/493203.

(37) Grijalva-Verdugo, C.; Rodriguez-Nufiezy J. R.; Nufez-
Colin, C. A.; Aguirre-Mancilla, C. L.; Montoya-Anaya, D.;
Villareal-Fuentes, J. M.; Balois-Morales, R.; Rodrigtiez-Carrillo,
M. G. Total Polyphenolic Antioxidants and Cytotoxic ‘Activity of
Infusions from Soursop (Annona Muricata) Leaves from Two
Mexican Regions. Agron. Colomb. 2022, 40 (2), 314=324.
https://doi.org/10.15446/agron.colomb.v40n2.102621.

Santiago Santos Vazquez

69




M
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

(38) loannis, P.; Anastasis, S.; Andreas, Y. Review on Its
Anticancer Properties. Am. J. Cancer Prev. 2015, 3 (6), 128-131.
https://doi.org/10.12691/ajcp-3-6-5.

(39) Valares Masa, C. Variacion Del Metabolismo Secundario
En Plantas Debida al Genotipo y al Ambiente; 2011.
http://www.unex.es/publicaciones (accessed 2025-10-21).

(40) Pefnaranda, J. C.; Rodrigo, G. C.; Ticona-Bustillos, A. R.;
Valenzuela C., E.; Ramos, S.; San Martin, A.; Ghezzi, F. G.;
Almanza, G. R. Variacién En La Concentracién de Flavonoides y
Clorofila, y Cambios En La Morfologia y Anatomia Foliar, Debido
a Radiacion Visible (PAR) o Ultravioleta (UVA, UVB) En
Baccharis Latifolia. Revista Boliviana de Quimica 2020, 37, 210—-
222.

(41) Shah\M. S.; Tayab, M. A.; Rahman, A.; Hasan, M. N.;
Taldkder, M. S. H.; Uddin, A. M. K.; Jabed, M.; Chy, M. N. U.;
Paul,/A.; Rahman, M. M.; Bin Emran, T.; Seidel, V. Anxiolytic,
Antidepressant andsAntioxidant Activity of the Methanol Extract
of Canarium,Resiniferum. Leaves. J. Tradit. Complement. Med.
2022, 12 (6), 567-574.
https://doi.orgl10.,1016/j.jtcme.2022.07.001.

(42) Zhu, X.; Li, W.; Li, Y.; Xu~W.; Yuan, Y.; Zheng, V.; Zhang,
H.; O’'Donnell, J. M.; Xu, Y.;*Yin, X. The Antidepressant- and
Anxiolytic-like  Effects of Resveratrol: Involvement of
Phosphodiesterase-4D Inhibition. Neuropharmacology 2019,
153, 20-31. https://doi.org/10.1016/j.netxopharm.2019.04.022.
(43) Heitman, E.; Ingram, D. K. Cognitive and Neuroprotective
Effects of Chlorogenic Acid. Nutritional Neuroscience. Taylor and
Francis Ltd. January 2, 2017, pp 32-39.
https://doi.org/10.1179/1476830514Y.0000000146,

(44) Aguirre-Hernandez, E.; Gonzélez-Trujano; | M. E.;
Terrazas, T.; Santoyo, J. H.; Guevara-Fefer, P. Anxialytic and
Sedative-like Effects of Flavonoids from Tilia Americana.Var.

Mexicana: GABAergic and Serotonergic Participation. Salud

Santiago Santos Vazquez

70




M

i ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i{: ﬁﬁ: ';

U ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

Mental 2016, 39 (1), 37-46. https://doi.org/10.17711/SM.0185-
3325.2015.066.

(45) Singla, R.; Kamboj, S.; Duvey, B. K.; Bhargava, A.;
Chaudhary, J. Flavonoids and Anxiety: Decoding Their Role in
Brain Function and Pathophysiology. Medicine in Drug
Discovery. Elsevier B.V. September 1, 2025.
https://doi.org/10.1016/j.medidd.2025.100214.

(46) Hanlon, K. E.; Vanderah, T. W. Constitutive Activity at the
Cannabinoid CB1 Receptor and Behavioral Responses. Methods
Epzymol. 2010, 484, 03-30. https://doi.org/10.1016/S0076-
6879(10)84001-7.

(47) \JFernandez, S. P.; Wasowski, C.; Loscalzo, L. M.; Granger,
R. E% Johnston, G. A. R.; Paladini, A. C.; Marder, M. Central
Nervous- System Depressant Action of Flavonoid Glycosides.
Eur: J. Pharmacol. 2006, 539 (3), 168-176.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2006.04.004.

Santiago Santos Vazquez

71




ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO )
L ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. S’ s
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO "

1.0+ .
y= 133.65x + 0.0434
R2 = 0.9991
0.8+ -0
o )
O
% 0.64 .
y=
2
o 0.41 :
< -
0.2- o
0.0 : . | |
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008

ug/mL acido-galico

A1l.- Curva de calibracion empleada para la cuantificacion de Polifenoles Totales

Santiago Santos Vazquez 72




M

i ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO}RES QUIMICOS Y EFECTO i’; ﬁﬁ: ';

U ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. “-.'.\\ =
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO *

0451
y=5.1933x + 0.1456
R2 = 0.9994
© 04 '
&) ot
:
2
Q3 0.3- .
o
< o
0.2 o
0.00 0702 0.04 0.06

pg/mLrutina

A2.- Curva de calibracion empleada/para la‘cuantificacion de Flavonoides Totales

Santiago Santos Vazquez 73




2000 240.00 260.00 280.00 Q

nm
Compound (1)

2651 7.0

22000 24000 26000 28000 300.00 32000 34000 238000

nem
Compound (4)

A3.- Espectro-UV de los com

Santiago Santos Vazquez

{,
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \.{
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. g!!\w. ,!..j
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO i

f"\\l

3
\
S—

2134 30653196

028

2569
3565

22000 24000 260.00 280.00 30000 2000 34000

nm
Compound (2)

200.0022000240.00260 0028000 200.00320.00240. 00 380, 00380 00400 0C

nm
Compound (3)

m:.:d:;w OO0 38000
@s pri les de (1a) A. muricata.




i
()
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADO’RES QUiMICOS Y EFECTO \‘{()‘11.:@}"
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. '}}(!‘L;
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO e

7063 foos 2028
‘ |
o | M\//“\
d%’

20000220 00240 0280, 002800 0300, 00320,00340 .08 0,00 360, 59400.0C 20000 22000 24000 26000 28000 30000 32000 200 00220,00240, 01260 00280 0300,00320,003 40.0EE0, 00280 0.0400.00
am

nm nm
Compound (1) Compound (2) Compound (3)

201.7 1946

266.3

47
341.0 — 253

200.00220 04240.00260.00280.00300.00320 00340, OB 60.00 380, 00400.0C 20000 m.w&.: 250,00 300,00 320,00 340 00 350,00

350.6

nm nm

Compound (4) Compound (5)
A4.- Espectro-UV de los com@s prin?ales de (1b) A. muricata.
]/ L

Santiago Santos Vazquez 75




[T
(T

@ASICAg
Vg~V
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \'{ @,@}5

ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. '}}(!‘L;

COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

063 ’ 9.2
7z, ,
. 31i 5! ‘ 368.2
220,00 240.00 260 00 280,00 300,00 320.00 .‘%{n; 22000 24000 26000 28000 30000 32000 200,0220.04240 0025000250, 09300.00320 00340 D360, 06350,0400.00

m m nm
Compound (1) Compound (2} Compound (3)

258.0 %53
263.9 320.

a1 349.4
y—l—'_"’_‘-,

r\\v\/-\m_ﬂ/‘\ N

200.00220.00240 00260.00220.00300,00320 00340,00360.00380.00400.0¢
nm

Compound (4} Comp;:nd
A5.- Espectro-UV de los com%_pri‘nggs de (2a) A. muricata.
~+. "
()
7 O

80.00300 0032000340 00360 00380 00400.0C

Santiago Santos Vazquez 76




‘énc

{, )

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \'{}'f

ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. gﬁ}}(!};
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

fisd 6 0.050{198.2

256 9 356.5

EAER} 36943874
o.000

.00

22000 24000 26000 28000 30000 32000 200.00220.00240.00260, 00 250,00 300.00320 00340 U360, 0U3E0 0040000 200.00220 0024000260 00280 00300,00320 00340 OU3E0.00380.00400.0C
nm P P
Compound (1) Compound (2) Compound (3)

194.6

2663 46
J‘»W_,d_,)—\__,_#——-—u

éon.nnzzo.nozq 0.00260.00280 0020000320 00340 .00360. 103 80.00400.0 200.00220.00240. WT‘) 00320.00340.00360. 00380004 00.0
0l

Cnmp:l‘md (4) mpound (5)
AG6.- Espectro-UV de los com ales de (2b) A. muricata.

Santiago Santos Vazquez 77




[T
(T

@ASICAg
Vg~V
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \'{ @,@}5

ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. '}}(!‘L;

COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

5 3137
m 266.3 348.2
37e
2000 24000 26000 28000 30000 330, « M000 26500 30000 N300 SIG08 MO0 3300 stast 22000 240.00 260,00 280.00 300.00 32000 340.00 30.00 38000

nm nm

Compound (1) Corm:»ound (2) Compound (3)
fisz3 :

200.00220.00240.00 260.00 2860.00 300.00320.00 34 0.00 250.00 380.0C
am

Compound (4) Compou )
A7 .- Espectro-UV de los compue@ prln§ ales de (3a) A. muricata.
2 ‘O
7 O

Santiago Santos Vazquez 78




Vil u' : B f G
ik o ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \.{()‘11.:@
LAY ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. gﬁ}}(&
b COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO -
EE 2017
A

L [\’\R‘ 263.9 3018
' 258.0 381.7

- - - 200.00220,00240.00250.00280, 00300 503.20.00340. 00360, 00380, 00400.0C
260,00 280,00 300.00 32000 340 360.0¢ 20000 22000 24000 26000 28000  300.00 o
am

am
Compound (1) @ Compound (2) Compound (3)
195.8 Q

266.3 3541

.00 m.oo\umo 260.00 280.00 30000 320.00 34000 380.00
nm

200.00220.00240.00 26000280 .00 300.00320 00340, 00360.00360.00400.00
nm

Compound (4)

A8.- Espectro-UV de los comp

und (5}

rn es de (3b) A. muricata.
~+. "
2 O

OO. oo

Santiago Santos Vazquez 79




=Y
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO Q.‘ (;.j}'!
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. < 704

o

COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO i

o,

2

2204 P11.0

256.9
3565

3113

22000 24000 26000 28000 30000 §20.0049840.0¢ 22000 24000 26000 28000 30000  3200¢ 220.00240.00 260.00280.00 300.00 320.00340.00 360.0038 0,00 400.0¢
nm am m
Compound (1) Compound (2) Compound (3)
2663 348.2
| 2663
3470
220,00240.00260.00280.00 300.00 320.00 340.00350.00 330,00 400.0¢C 24000 26000 nav 32000 34000 36000 3800C
nm

A9.- Espectro-UV de los com@s pdﬁ?ﬂles de (4a) A. muricata.

Santiago Santos Vazquez 80




L
2000 2@ 2000 200 2WW WM WO AN N
am

Compound (1)

253
N e
™ 4
/ \ -~
\ P
/ \ 2N
1 ,
\ y \
\ S
T
\_~
Se i mim | we e e wim @w
Compound (3)

A10.- Espectro-UV de los compuest

Santiago Santos Vazquez

7 )
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \.ji(éj.:%j
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L.
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

buss
28238 .
313 l, e
(=Y . I‘-. u70
280.00 30000 320.00 340.00
nm
Compound (2)
AT
- Eeci] o W0 ma wem uw Moo W00
‘ Compound (5)
o ,

o3 TMD MWOG OGS WIS DAM MEM 3000 XS WIM K

®;om pound {4)

incipales de (4b) A. muricata.

"
%




7 )

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO e{@j.:%j

ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L. gﬁ}\.ﬂ
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO i

L 3291
Ca 3137

31438

e
200 .00 22000 24000 260.00 280 00 32000 200.00 220.00 240,00 280.00 280.00 300.00 2000

L nm 22000 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00
Compound (1) Compound (2}

am
Compound (3)

<? 3101
265.1

226.3

5.1

Q

240.00 26000 28000 300.00 320.00 34000 380.00 280.00 24000 2mmém 32000 34000 38000 38000
am 220.00 24000 260.00 280.00 30000 320.00 340.00 260.00

Compound (4) 2; Compo ::ls} Com';“ound[ﬁ)
! :
236.8 B A\ (
ey / 7 / O‘
7 O

22000 24000 26000 28000 30000 32000 34000
nm
Compound (7}

A11.- Espectro-UV de los compuestos principales de (5a)@nuricata.

>
6%
@
O

.

Santiago Santos Vazquez 82




7 )
ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE MARCADORES QUIMICOS Y EFECTO \.ji(éj.:%j
ANTIDEPRESIVO DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Annona muricata L.
COLECTADOS EN LAS 5 SUBREGIONES DEL ESTADO DE TABASCO

o
+
/ 3125
7
25 1 \
x_\ "Vi;ﬂuuii\
3060 32900 33000 M000 4000 26048 3 D00 10000 40000 41000 4200C 2000 | 24000 | 26008 | 2008 30000 | 3000 34000 | 36000 | 3600C
™ am
Compou Compound (2)
(/
™ 2663
258.0 i
S
3817 S u5E
AR ~
/ . h,
® g II -
-~ A \,
" ™
AN /’ b
: v \
hY
: b
\
™,
\H‘-\-.
26000 280,00 0000 2000 34000 36000 ' e 00.00 26000 80,00 30000 2000 000 8000 380 00 40000
am 6 ) am
Compound (3) ! Compound (4)
‘
( —
'/ O
2663

3434

27000 OO0 29000 30000  310.00
nm

Compound (5)

32000 33000 MO0 35000

A12.- Espectro-UV de los compuestos principales de (5b) A. murica%

Santiago Santos Vazquez

>
6%
@
O

.






