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Resumen

La depresion constituye uno de los problemas de salud mas
frecuentes e incapacitantes. Se debe diferenciar de la tristeza
que es una respuesta humana universal a la frustracion,
desilusion u otras adversidades. La depresion afecta la vida
afectiva, cognitiva, conductual y somatica de la persona.
La Aloysia citriodora, conocida en Paraguay como Cedréon
Paraguay, es un arbusto aromatico; se ha comprobado que
tiene acciones antiespasmodicas, sedantes, antibacterianas,
antigenotoxicas, antioxidantes. No se conoce el uso de
Cedron Paraguay como un antidepresivo, a pesar de que
existen publicaciones en el pais de textos sobre “Medicina
naturopata” que afirman tener dicho efecto. Realizamos un
estudio experimental, comparativo, en paralelo llevado a
cabo en ratones albinos suizos adultos machos. Los animales
tratados con Aloysia citriodora 600 mg/kg presentaron menor
tiempo de inmovilidad en la prueba de suspension de la cola
con resultados cercanos. Concluimos entonces que el Cedron
Paraguay puede ser 1til en el tratamiento para la depresion.

Abstract

Depression is one of the most frequent and disabling health
problems. It should be distinguished from sadness which is
a universal human response to frustration, disappointment or
other adversities. Depression affects the emotional, cognitive,
behavioral and somatic life of the person. The Aloysia
citriodora, known as Paraguayan Kedron is an aromatic shrub;
It has been shown to have antispasmodic, sedative, antibacterial,
antigenotoxic and antioxidant actions. Paraguayan Kedron is
not used as an antidepressant, although there are reports in the
field of studies on “Naturopathic Medicine” that claim they
have such an antidepressive-like effect. It is an experimental,
comparative study carried out in parallel in adult male Swiss
albino mice. Animals treated with Aloysia citriodora 600 mg
/ kg had lower immobility time in the tail suspension test with
close result. We conclude that the Paraguayan Kedron may be
useful for treating depression.
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INTRODUCCION

La depresion constituye uno de los problemas de
salud mas frecuentes e incapacitantes, que se debe
diferenciar de la tristeza que es una respuesta humana
universal a la frustracion, desilusion y otras adversi-
dades. La depresion afecta la vida afectiva, cognitiva,
conductual y somatica de la persona'.

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la de-
presion “es un trastorno mental frecuente, que se carac-
teriza por la presencia de tristeza, pérdida de interés o
placer, sentimientos de culpa o falta de autoestima, tras-
tornos del suefio o del apetito, sensacion de cansancio y
falta de concentracion” recordando que estos sintomas
deben estar presentes al menos por 2 semanas para rea-
lizar un diagnostico'-2.

Dada la prevalencia de este trastorno se han estudiado
varios farmacos para su tratamiento, a la vez se han es-
tudiado tratamientos con fitoquimicos, en este punto es
importante aclarar que varios de los farmacos aprobados
para su uso en el tratamiento de la depresion muestran
sus efectos luego de por lo menos 15 dias de tratamientos
y otras veces esos efectos son observados en tres a cuatro
semanas luego de empezar el tratamiento®.

La Aloysia citriodora, conocida en Paraguay como Ce-
dron Paraguay, es un arbusto aromatico. Se ha compro-
bado que tiene acciones antiespasmodicas, sedantes, an-
tibacterianas, antigenotoxicas, antioxidantes y repelente
de insectos *¢. La composicion quimica de la 4. citrio-
dora esta formada por monoterpenos y sesquiterpenos,
flavonoides, compuesto fendlicos, taninos hidrolizables,
irioides y trazas de alcaloides’.
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Los principales componentes son: alfa pineno, limoneno, sabineno, ci-
tral, neral, etc.3!°, Hay evidencia de que los flavonoides presentes en ex-
tractos vegetales tienen efecto antidepresivo!'. En el caso particular de la
A. citriodora tiene un flavonoide denominado hesperidina que pareciera
estar relacionado con el sistema opioide produciendo un efecto antide-
presivo en modelos animales '> 3.

Los polifenoles naturales que podemos encontrar en varios productos
obtenidos de plantas demuestran tener varios efectos psicologicos y bio-
quimicos en el cuerpo utiles para el tratamiento de trastornos mentales,
esto porque modulan la neurotransmisién de monoaminas en el cerebro
lo cual produce el efecto antidepresivo en los modelos animales '* 5.
Por todo lo mencionado, demostrar el posible efecto antidepresivo del
extracto hidroalcohodlico de Aloysia citriodora se ha convertido en el
principal propoésito de esta investigacion.

Experimental, comparativo, en paralelo. La poblacion estuvo constituida
por ratones albinos suizos adultos, procedentes del Instituto de Investiga-
cion en Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional de Asuncion,
machos, de peso entre 20 y 30 gramos. Los ratones utilizados no fueron
modificados genéticamente para expresar genotipo o fenotipo depresivos.

Criterios de inclusion: Ratones sin patologias de base
Criterios de exclusién: Ratones que pesen menos de 20 g

El muestreo es de tipo probabilistico, aleatorio simple. Para el calculo
del tamafio de muestra se tuvieron en cuenta a partir de las indicaciones
del “Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and
Behavioral Research of the National Academy of Sciences” '* norteame-
ricana, la siguiente formula:

n=1+2C(s/d)2

Donde C es un coeficiente determinado por el error a y el error B, que
en este estudio se tomo un a de 0,05 y una § de 10%, con lo que da una
C de 10,51. La s de un estudio previo®® y la d esperada es de 7 segundos
con lo que resulta un tamafio minimo para cada grupo de 3,68 que, por
necesidad de redondeo, se decide 4 animales por grupo, la muestra estu-
vo constituida por 16 animales. Al finalizar el estudio los ratones fueron
sacrificados administrandoles por via intraperitoneal una sobredosis del
anestésico tiopental (dosis de 120 mg/kg). Se asigné aleatoriamente los
16 ratones a 4 grupos, a los cuales se les administré por sonda orogastri-
ca: placebo, fluoxetina, extracto de Aloysia citriodora en diferentes dosis
para medir si producen un efecto antidepresivo y en qué intensidad al
comparar los 4 grupos. Un ratén muri6 en el transcurso de la experimen-
tacion por causas no relacionadas al proceso de investigacion.

- Grupo Control técnica (n=3) Se les administr6é agua mineral (0,8 ml
por cada 100 g de peso)

- Grupo control droga (n=4) Se les administr6é por sonda orogastrica,
fluoxetina, 10 mg/kg (5 ml por cada 100 g de peso), para comparar el
efecto de Aloysia citriodora con el de una droga de comprobada accion
antidepresiva.

- Grupo Experimental 1 (n=4) Se les administr6 por sonda orogastrica,
extracto de Aloysia citriodora en una dosis de 400 mg/Kg (0,3 ml por
cada 100 g de peso).

- Grupo Experimental 2 (n=4) Se les administr6 por sonda orogastrica,

extracto de Aloysia citriodora en una dosis de 600 mg/Kg (0,4ml por
cada 100 g de peso).
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El estudio se realizd en el bioterio de la catedra de Fisiopatologia, de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Asuncion,
Paraguay. Los ratones fueron alojados en jaulas, se les proveyo de ba-
lanceado y agua mineral ad libidum. La temperatura promedio a la que
estuvieron expuestos en el bioterio fue de 21°C y tuvieron un ciclo de 12
horas luz/oscuridad que fue controlado por el investigador encargado del
mantenimiento. Se tuvieron cinco dias de aclimatacion, una semana de
intervencion y dos dias de realizacion de la prueba “test de suspension de
la cola” y posterior eutanasia.

Extracto hidroalcohdlico

La planta fue recolectada del jardin de plantas medicinales de la Facultad
de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Asuncion. El ex-
tracto hidroalcoholico de hojas de Aloysia citriodora fue provisto por el
departamento de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la
Universidad Nacional de Asuncion. El proceso de elaboracion del extrac-
to fue el siguiente: las hojas secas de Aloysia citriodora se maceraron con
etanol mas agua bidestilada luego se filtraron en reposo para la posterior
decantacion y roto-evaporizacion, se liofilizo y se conservo el extracto.

Test de Suspension de la cola

Este protocolo describe un procedimiento en ratones que es conceptual-
mente relacionado al test de nado forzado, donde la inmovilidad se indu-
ce simplemente suspendiendo el animal por la cola. Un ratén inicialmen-
te tratara de escapar de la suspension de la cola mediante la realizacion
de movimientos vigorosos y luego, al cabo de unos minutos, se queda
inmévil. Al igual que la prueba de natacion forzada, la inmovilidad se
reduce con una amplia variedad de antidepresivos.

Se coloca a los animales en la sala experimental 60 minutos antes de co-
menzar el experimento, y de inmediato se coloca una marca de identifi-
cacion en la cola de cada animal con tinta indeleble. Se retira el alimento
y el agua durante la prueba.

Se envuelve con cinta adhesiva alrededor de la cola del animal en una
posicion constante, tres cuartas partes de la distancia desde la base de la
cola. Debe suspenderse a los animales por la cola pasando el gancho de
suspension a través de la cinta adhesiva lo mas cerca posible a la cola (de
1 a2 mm) para asegurar que el animal se cuelgue con su cola en una linea
recta (para evitar lesiones). La observacion de los animales debe ser de
forma continua durante 6 minutos.

Este experimento se realizo en un modulo de 20x25x30 cm, con la ca-
beza del animal suspendida a 5 cm de la base. La experiencia se realiz
en una habitaciéon con minimo ruido que pudiera estresar al animal. La
duracion de la inmovilidad se observo durante los ultimos 4 minutos,
cuando menor sea el tiempo de inmovilidad en los ratones estudiados,
mayor sera el efecto antidepresivo'® .

Variables y mediciones

- Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Aloysia
citriodora provisto por el Departamento de Fitoquimica, de la Facultad
de Ciencias Quimicas, de la Universidad Nacional de Asuncion.

- Variable dependiente: Efecto antidepresivo.

- Tiempo de la inmovilidad (Cuantitativa nominal): Tiempo en que el
ratéon queda sin realizar ningin movimiento de escape, se permiten los
movimientos que no se consideren como “intento de escape”. Esto se
interpreta como “desesperanza aprendida”.



Se realizo la prueba de suspension de la cola con cada raton de los cua-
tro grupos segun lo indicado. Las pruebas fueron grabadas con una ca-
mara filmadora y luego se utiliz6 un programa gratuito de conversion
lo cual permiti¢ analizar el video en el programa Ethowatcher®. Los
datos numéricos (tiempo en segundos) obtenidos a través del programa
Ethowatcher® fueron procesados utilizando el programa estadistico Epi
Info. Para cada una de las variables se medieron la media, la desviacion
tipica y la prueba T de Student para comparar las medias de grupos. Se
considerara una significancia de p<0,05.

Consideraciones éticas

Para la presente investigacion se respetaron los principios éticos en cuan-
to a los animales de experimentacion, a) Brindar los cuidados adecuados
a los animales; b) Evitar el dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesio-
nes prolongadas; c¢) Evitar la duplicacion o repeticion innecesaria de ex-
perimentos; d) Reducir al minimo indispensable el nimero de animales
para garantizar la validez del estudio a realizar.

Asi mismo se respetaron los delineamientos propuestos en principios
éticos universales para el uso y cuidado de animales del Consejo Inter-
nacional de Organizaciones Médicas, asi como los parametros del Cana-
dian Council on Animal Care para el manejo de los animales durante el
experimento'® 1.

La prueba tuvo una duracion de 4 minutos (240 segundos) para cada
ratéon. La Tabla 1 muestra los resultados del analisis descriptivo de la
latencia de inmovilidad y tiempo de inmovilidad en la prueba de suspen-
sion de la cola para los grupos de estudio.

Tabla 1. Tiempo de inmovilidad y latencia de inmovilidad de los
grupos en estudio.

Variables Control  Fluoxetina Experimental 1  Experimental 2
Latencia de

- 17,980 + 65,462 +
Inmovilidad 12.435 66.285 60,393 +29,322 50,877 + 36,33
(segundos)
Tiempo de 78,643 + 36,684 + 59,074 + 8,242 48,304 + 71,516*
inmovilidad 29,722 63,479* (p=0,06) (p=0,04)

*Las diferencias entre las medias, en relacion con el grupo control es
significativa al nivel de p<0,05.

En relacion al grupo control y al grupo experimental 1 (4loysia citrio-
dora 400 mg/kg) los animales no mostraron diferencias en el tiempo de
inmovilidad estadisticamente significativa; en contraste a los animales
tratados con fluoxetina 10 mg/kg y Experimental 2 (4loysia citriodo-
ra 600 mg/kg) quienes presentaron menor tiempo de inmovilidad en la
prueba de suspension de la cola con resultados cercanos.

El grupo Experimental 2 (4loysia citriodora 400 mg/kg) disminuyo el
tiempo de inmovilidad en un 38,5% con relacion al grupo control.

En la Figura 1 podemos ver un grafico de caja y bigote con los datos del
tiempo de latencia de inmovilidad de los ratones estudiados en los cuales
podemos observar los valores extremos y la mediana.

La prueba de suspension de la cola es una prueba que produce estrés
en los ratones ya que crea una situacion en la cual el animal no puede
escapar. Ademas, produce desesperanza al no poder el animal escapar

de la situacion. Esta prueba tiene mayor sensibilidad que la prueba de
natacion forzada y es eficaz para evaluar antidepresivos serotoninérgicos.
Durante la prueba se crea una hipoactividad generalizada debido a la
incapacidad de mantener el esfuerzo de intento de escape, algo analogo
al dafio psicomotriz en los pacientes con depresion®*-2,

Los resultados que encontramos en este trabajo sugieren que los ratones
tratados con Aloysia citriodora 600 mg/kg presenta un menor tiempo de
inmovilidad en 38,5% (p=0,04) en relacion con el grupo control, estos
resultados fueron similares a los encontrados en el grupo que fue tratado
con fluoxetina, sin embargo en este punto es necesario aclarar que estos
ratones no fueron modificados genéticamente teniendo en cuenta las
bases genéticas de la depresion, por lo que se convierte en una limitacion
de nuestro estudio'.

Basandonos en los resultados obtenidos en la prueba de suspension de la
cola, podemos afirmar que las hojas de Aloysia citriodora podria presentar
actividad antidepresiva; el mecanismo de accion probablemente, segun
la literatura, por su actividad neuronal serotoninérgica®.

Estos resultados pueden justificar el uso tradicional de Aloysia citriodora
para el tratamiento de ansiedad, depresion y otros trastornos mentales. Por
lo cual creemos importante seguir realizando estudios sobre el extracto de
esta planta ya que falta determinar si existen ciertos componentes o dosis
que pueden llegar a ser toxicas, asi como determinar especificamente
cual de los componentes es el responsable del efecto encontrado en
nuestra investigacion.

Parte del posible efecto antidepresivo que hemos encontrado en la presente
investigacion puede explicarse por la presencia de polifenoles, los cuales
fueron descritos en la introduccion, sabemos que la cantidad total de
fenoles en Aloysia citriodora es de 67,1 mg de acido galico por gramo®.

Ademas del efecto antidepresivo encontrado, sabemos que A. citriodora
exhibe un leve efecto hipotensor, inotropismo negativo y un importante
efecto sedante de tipo benzodiacepina, por lo cual recomendamos
realizar estudios adicionales para determinar la eficiencia de la planta
como antidepresivo y como ansiolitico.

150 000 =

T =

50 000 -

0,000

Duracién de la inmovilidad [segundos)

Control Fluoxetina  Experimental 1 Experimental 2

Grupos

Figura 1. Tiempo de inmovilidad de los ratones estudiados.

Contrastados con el grupo control encontramos posibles efectos
antidepresivos con el uso del extracto hidroalcoholico de Aloysia citriodora
a una dosis de 600 mg/kg. Podemos concluir que Aloysia citriodora puede
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tener efectos beneficiosos para el tratamiento de la depresion, sin embargo,
se necesitan mas estudios para confirmar su efecto y saber qué componentes
de la misma son los que pueden explicar este efecto.
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