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“Farewell, Master burglar.
Go back to your books, and your armchair;
Plant your trees, watch them grow.

If more people valued home above gold, this world would be a merrier
place.”

Thorin oakenshield

The hobbit: the battle of the five armies

"There's only one thing I know about life.
I know some things happen by chance,
And some things happen because we make them happen...”
Thomas Wayne
FLASPOINT



RESUMEN

En el presente estudio; por medio de registros electrofisioldgicos extracelulares, se
llevo a cabo la evaluacion del compuesto G-1-F-2 (conformado por Galphimine-B y
Galphimine-A) con el objetivo de dilucidar la existencia de un efecto modulatorio
ejercido por dicho compuesto. De igual forma, tratamos de definir los circuitos
neuronales cortico-estriatales involucrados en la modulacion generada por este

compuesto.

En los resultados obtenidos, pudimos observar como la aplicacion del compuesto
G-1-F-2 ejerce un incremento del 40% en la respuesta sinaptica poblacional,
corroborando la existencia de un efecto modulatorio ejercido por dicho compuesto.
Sin embargo, al evaluar la interaccion de G-1-F-2 con Bicuculina (bloqueador de
los receptores GABAA) observamos la existencia de un componente sinaptico no
GABAérgico afectado por las galphimines; similarmente, al evaluar la interaccion
de G-1-F-2 con Riluzole (inhibidor de la liberacion de glutamato) observamos el
incremento de la respuesta sinaptica poblacional, con lo cual, se podria inferir que
las galphimines no interactdan directamente tanto con mecanismos GABAérgicos
como con mecanismos glutamatérgicos. No obstante, los datos obtenidos no son
los suficientes como para determinar tanto el mecanismo de accion de las

Galphimines, asi como, los circuitos neuronales involucrados en este.



1.- INTRODUCCION

1.1- Sistema nervioso

Los seres vivos tienen la capacidad de detectar, procesar e interpretar estimulos
medio ambientales ejerciendo una o varias respuestas segun las necesidades
propias del organismo, algunos grupos de animales (cnidarios, platelmintos,
moluscos, artropodos y cordados) han desarrollado una compleja red de
estructuras especializadas, conocida como sistema nervioso, el cual, tiene por
finalidad controlar, regular y mediar tanto el funcionamiento como los procesos de

comunicacion del organismo (Sandoval, 2016).

En los seres humanos el sistema nervioso es un conjunto de elementos
anatomicos que reciben, integran y correlacionan distintos tipos de informacion
con la finalidad de coordinar y regular las repuestas tanto internas como externas
del organismo; anatomicamente el sistema nervioso se encuentra dividido en
sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP); mientras que
el SNC esta conformado por el encéfalo (cerebro, cerebelo y tronco encefalico) y
la medula espinal, el SNP se compone de nervios y ganglios (simpaticos,
parasimpaticos y entéricos) (Langley et al., 1981; Waxman, 2011; Quiroz, 2012).
La unidad minima funcional del sistema nervioso son células especializadas
llamadas neuronas, estas células no funcionan de manera aislada, ya que se
encuentran organizadas en conjuntos denominados circuitos neuronales, que a su
vez estan constituidos por tres tipos basicos de neuronas. A las células que
conducen la informacion desde la periferia hacia el cerebro y/o al cordén nervioso
se les denomina neuronas aferentes o0 sensitivas, mientras que, aquellas que
conducen la informacion del cerebro hacia la periferia son conocidas como
neuronas eferentes o motoras, por udltimo, las neuronas que funcionan como
puente entre las neuronas aferentes y eferentes, son conocidas como
interneuronas (Langley et al., 1981). A los circuitos neuronales que procesan el
mismo tipo de informacion e interaccionan entre si se les considera como sistemas

neuronales (Waxman, 2011).



Los ganglios basales son un claro ejemplo de sistemas neuronales, ya que, son
una red de estructuras altamente organizadas que se encuentran interconectadas
entre si interviniendo en procesos tanto motores como sensitivos; ademas, se
sabe que el dafio o desorganizacién en cualquiera sus componentes, se traduce
en el deterioro de los circuitos neuronales, lo que a su vez, produce diferentes
alteraciones motores, como, los trastornos hipercinéticos (movimientos anormales
excesivos) y los trastornos hipocinéticos (ausencia o lentitud de movimientos)
(Snell, 2006; Purves et al., 2015).

1.2- Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos subcorticales que se localizan
topograficamente en la parte ventral de los hemisferios cerebrales, relacionados
directamente con la corteza cerebral, el cerebelo y el tdlamo, constituyen un
sistema integral que garantiza la intervencion, organizacion y ejecucion de
procesos motores, cognitivos y de asociacion (Alvarez et al., 2001; Herrero et al.,
2012). En primates, los GB se encuentran conformados anatoOmicamente por
cuatro nucleos; el nucleo estriado (conformado por los nucleos caudado y
putamen), el globo pélido (tanto en su segmento interno como externo), el nucleo
subtalamico y la sustancia nigra (pars compacta y pars reticulata) (Bargas &
Galarraga, 2000; Afifi & Bergman, 2006; Avila-Luna & Bueno-Nava, 2014). Estas
estructuras se encuentran mediadas en su mayoria por neuronas de naturaleza
GABAérgica, es decir, neuronas que utilizan el acido y-aminobutirico (GABA)
como neurotransmisor; no obstante, existen pequefias poblaciones neuronales
gue utilizan otro tipo de neurotransmisor, como las neuronas glutamatérgicas del
nacleo subtalamico, las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta

o las interneuronas acetilcolinérgicas del estriado (Fig.1) (Bolam et al., 2009).

La principal entrada de informacion hacia los ganglios basales es el nucleo
estriado (ndacleo de entrada), el cual, recibe una gran cantidad de aferencias
excitatorias glutamatérgicas procedentes del tAlamo y la corteza cerebral, por otra
parte, los nucleos de salida (globo palido, nacleo subtalamico, sustancia nigra

reticulada) proyectan hacia la corteza cerebral por medio del tAlamo, completando



de esta manera el circuito (Bolam et al., 2009; Avila-Luna & Bueno-Nava, 2014;
GoOmez-Chavarin et al., 2014).

Corteza cerebral
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Fig. 1- Conexiones anatomicas entre los ganglios basales, el talamo y la corteza cerebral. En
donde: GPe = globo pélido externo; GPi = globo pélido interno; NST = nucleo subtalamico; SNc =
sustancia nigra pars compacta; SNr = sustancia nigra pars reticulata. Se pueden observar los
principales neurotransmisores involucrados en las conexiones sinapticas. (Figura tomada y
modificada de Lewis et al., 2003).

Las conexiones entre el nucleo de entrada (estriado), y los nucleos de salida
(globo pélido, nucleo subtalamico, sustancia nigra reticulada) se encuentran
organizadas en dos sistemas paralelos de proyeccion, los cuales, forman una “via
directa” y una “via indirecta”. La via directa (Fig.2) es un circuito que comienza con
la recepcion de aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral y
talamo que son proyectadas hacia el ndcleo estriado (ndcleo de entrada),
subsecuentemente las neuronas estriatales proyectan hacia el segmento interno
del globo pélido y a la porcion reticular de la sustancia nigra (nucleos de salida),
los cuales conducen la informacién de vuelta a la corteza por medio del tdlamo;
como resultado de la activacién neuronal de esta via se genera una desinhibicién
de las proyecciones excitatorias talamo-corticales que proyectan hacia los circuitos

premotores corticales, generando la estimulacién de la corteza, lo que se traduce



como la seleccion y facilitacion del movimiento voluntario (Lewis et al., 20083;
Kreitzer & Malenka, 2008; Purves et al.,, 2015). De manera contraria, la via
indirecta (Fig.2) surge de la proyeccion de neuronas estriatales que forman
sinapsis inhibitorias con neuronas GABAérgicas del globo palido externo, el cual,
proyecta con neuronas glutamatérgicas del ndcleo subtaldmico (NST); que a su
vez, forma conexiones excitatorias con el globo pélido interno y con la sustancia
nigra pars reticulata, conectando con el talamo y posteriormente con la corteza,
por lo que, la funcién de la via indirecta es la inhibicion de neuronas de proyeccion
talamo-corticales, reduciendo de esta manera la estimulacién cortical premotora
generando la supresion de movimientos motores inapropiados (Lewis et al., 2003;
Kreitzer & Malenka, 2008; Purves et al., 2015).

De manera simplificada se puede decir que la via indirecta es antagonista y
complementaria de la via directa, ya que, en conjunto funcionan como un
interruptor que permite abrir o cerrar las puertas fisiologicas que inician y terminan

los movimientos (Purves et al., 2015).

Corteza Cerebral <
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Fig. 2-Esquema de las vias directa e indirecta de los ganglios basales.- En donde: GPe= Globo
palido segmento externo, GPi= Globo palido segmento interno, NST= Ndcleo subtaldmico, SNr=
Sustancia nigra pars reticulata, SNc= Sustancia nigra pars compacta; en rojo se muestran las
proyecciones excitatorias mientras que en negro las proyecciones inhibitorias. La activacion de la
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via directa causa la inhibicion del GPi y la SNr conduciendo a la desinhibicion del talamo y
consecuentemente a la estimulacion de la corteza y a la facilitacion de movimiento. De manera
contraria y complementaria la Via indirecta estimula las neuronas del GPi y la SNr por medio de la
inhibicién del GPe y el NST, estimulando de esta manera la inhibicion de proyecciones talamo-
corticales, generando la supresion de movimientos motores (Figura tomada y modificada de Lewis
et al., 2003).

1.3- Estriado

El nucleo estriado es el componente mas grande de los ganglios basales,
anatémicamente esta conformado por la union del nacleo caudado con la porcién
dorsal del putamen, por medio de fibras que se extienden a través de la capsula
interna (Purves et al., 2015). Aproximadamente el 95% de la poblacién neuronal
estriatal se encuentra conformada por neuronas de proyeccion de naturaleza
GABAérgica, conocidas como neuronas espinosas medianas (MSNs por sus
siglas en ingles), no obstante, el resto de las poblaciones neuronales pertenecen a
diferentes tipos de interneuronas (colinérgicas, dopaminérgicas, GABAérgicas;
contenedoras de parvalbumina, somatostatina, neuropéptido Y) (Afifi & Bergman,
2006; Tepper & Plenz, 2006; Bolam et al., 2009). Las MSNs ademas de utilizar
GABA como neurotransmisor también utilizan diferentes neuropéptidos, entre los
gue estan incluidos la sustancia P, encefalina, neurotensina y dinorfina, e
igualmente, estas células expresan altos niveles de receptores dopaminérgicos
(D1 y D2), receptores muscarinicos (M) y receptores de adenosina (A2) (Tepper &
Plenz, 2006; Bolam et al., 2009; Do et al., 2013).

El nlcleo estriado es una estructura subcortical de vital importancia, ya que recibe,
procesa e integra la informacién originada en la corteza cerebral y el tadlamo,
generando patrones motores basados en experiencias, mediante la intervencion
de circuitos neuronales locales responsables tanto de la facilitacion e inhibicion del
movimiento, asi como, de procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria
(Crittenden & Graybiel, 2011; Do et al., 2013); se sabe que el dafio de este nucleo
o de alguno de sus microcircuitos, se encuentra altamente asociado a alteraciones
neurolégicas, como el Balismo, la Atetosis y el sindrome de Tourette, de igual

manera, las alteraciones en el estriado son un factor implicado en el desarrollo de



enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington o
Parkinson (Afifi & Bergman, 2006; Snell, 2006).

1.4- Plantas medicinales con efecto depresor sobre el sistema nervioso

México es catalogado como un pais megadiverso debido a la gran cantidad de
especies tanto animales como vegetales registradas en él (Challenger & Soberdn,
2008), no obstante, también presenta una gran riqueza cultural que se encuentra
diversificada en alrededor de 68 grupos étnicos distribuidos en 494 municipios del
pais (INEGI, 2016), estos grupos poseen informacién empirica sobre el uso
(antiséptico, antibacterial y antiinflamatorio), aplicacién y/o consumo de diversas
plantas para el tratamiento de diversas enfermedades “populares” como diarrea,
gripe, colicos, dolores articulares, fiebre, tos, insomnio, hiperactividad,
nerviosismo, etc. Se ha estimado que alrededor de 4,000 especies vegetales son
utilizadas por estos grupos; sin embargo, tanto la evaluacion como la validacion
guimica, farmacologica y biomédica solo se han realizado en el 5% de estas
especies (Loraine & Mendoza-Espinoza, 2010; Gémez-Alvarez, 2012; Guzman et
al.,, 2014), por lo que, el estudio de especies vegetales como, Agastachle
mexicana (Toronjil morado), Cinnamomum sp. (Canela), Chiranthodendron
pentadactylon (Flor de manita), Foeniculum vulgare (Hinojo), Ipomoea stans
(Tumba vaquero), Galphimia glauca (Calderona amarilla), Passiflora suberosa L.
(Pasiflora), Pasiflora caeurulea (Pasiflora), Humulus lupulus (Lupulo), Panax
ginseng (Ginseng), Tilia europea (Tila), Valeriana officinalis (Valeriana),
Brugmansia candida Pers (Florifundio o Floripondio), Helianthus annuus L.
(Girasol), Heteropterys beecheyana A. Juss. (Bejuco), utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de enfermedades nerviosas populares (ansiedad,
insomnio, nerviosismo, hiperactividad, depresién) (Pérez & Gonzales, 2015;
Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana”®, 2018), proporciona
informacion sobre los principios activos que poseen estos organismos y Ssus
potenciales efectos ansioliticos, sedantes y/o tonificantes sobre el sistema

nervioso (Ortiz-Caltempa, 2008).
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1.5- ANTECEDENTES

1.5.1- Galphimia glauca

Galphimia glauca Cav. (Fig.3), es una especie vegetal nativa de México que
pertenece a la familia Malpighiaceae, de manera popular es conocida como:
calderona amarilla, ramo de oro, flor de diciembre, hierba del piojo, flor estrella y
arnica roja (Pérez & Gonzales, 2015). En México, esta planta se encuentra
distribuida principalmente en los estados de Guerrero, Michoacan, San Luis
potosi, Morelos, Chiapas, Sonora y Guanajuato en altitudes que van de los 920 a
los 2600 metros sobre el nivel del mar; tiene un crecimiento silvestre asociado a
vegetacién perturbada en pastizales, matorrales y bosques (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana® 2018). En la medicina tradicional mexicana, se
utiliza la infusion de las partes aéreas de G. glauca como sedante y/o
tranquilizante nervioso, principalmente para el tratamiento de enfermedades como
el estrés, miedo, nerviosismo, ansiedad e insomnio (Gonzalez-Cortazar et al.,
2014; Avilés-Montes et al., 2015).

Fig. 3-Galphimia glauca Cav.- Arbusto de 1 a 3 metros
de altura, con hojas ovadas o alargadas de color verde en
la parte superior y verde azuloso en la parte inferior, las
flores se encuentran en racimos de color amarillo, con un
fruto en forma de capsula pequefia (Biblioteca Digital de
la Medicina Tradicional Mexicana® 2018; Imagen tomada
de Tortoriello et al., 2011).

11



1.5.2- Galphimine B y Galphimine A

Debido al uso de G. glauca en la medicina tradicional mexicana, se han realizado
diversos estudios que tienen por objetivo el dilucidar los efectos producidos por
esta especie vegetal sobre el sistema nervioso. Los resultados obtenidos mediante
la separacion, identificacion y aplicacion del extracto metandlico de G. glauca en
modelos neurofarmacolégicos mostraron la inhibicion del 95% de las
contracciones peristalticas de ileon de cobayo, la disminucion en el numero de
convulsiones inducidas con estricnina, asi como, un efecto potencializador del
pentobarbital sodico, generado por la fraccibn mas activa del extracto metandlico,
denominada “G-1-F-2”; sugiriendo de esta manera, la existencia de compontes
ansioliticos que actian sobre el sistema nervioso central (Tortoriello, 1991;
Tortoriello & Lozoya, 1992; Gonzalez-Cortazar et al., 2014). Con el fin de evaluar
la actividad antidepresiva del extracto estandarizado de G. glauca, Herrera-Ruiz et
al., en 2005, realizaron pruebas conductuales (laberinto elevado, luz-obscuridad y
natacion forzada) en ratones, observando diferencias significativas entre el
comportamiento de los ratones tratados con el extracto de G. glauca y aquellos
gue fueron tratados con diazepam (ansiolitico estandar), demostrando la alta
similitud entre el efecto ejercido por el extracto estandarizado y el efecto ansiolitico
ejercido por el diazepam; concluyendo que el extracto estandarizado de G. glauca
ejerce un efecto ansiolitico sobre el sistema nervioso. Por otra parte, en el afio
2007 Aguilar-Santamaria et al., realizaron la evaluacion toxicoldgica y citotoxica de
diversos extractos (acuoso, metandlico y etandlico) de G. glauca; administrandolos
subcronicamente en altas dosis, también evaluaron los efectos farmaco-
toxicoldgicos producidos por dichos extractos; los resultados no mostraron ningun
tipo de efecto apoptoético y/o necrético, de manera complementaria los analisis
histopatoldgicos de higado, pancreas, corazén, rifion, pulmon, estbmago y cerebro
no revelaron ninguna alteracién bioquimica e histologica, por lo que, concluyeron
gue los extractos de G. glauca no presentan ningun efecto toxicolégico y/o

citotoxico.
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Similarmente por medio de estudios fitoquimicos realizados a los diversos
extractos de G. glauca, se logré la identificacion de una serie de nor-se-co-
triterpenos, compuestos conformados por 30 carbonos dispuestos en cuatro
anillos con seis carbonos cada uno y un quinto anillo heterociclico, denominados
“Galphimines”. Posteriormente mediante la separacion biodirigida de estos
extractos, se identificaron varias Galphimines (Galphimine-B, Galphimine-A y
Galphimine-E) (Fig.4), consideradas como los principios activos de esta especie
vegetal y las causantes de los efectos depresores en el sistema nervioso central
(Toscano et al., 1993; Lara-Ochoa et al., 2005; Tortoriello et al., 2006; Cardoso-
Taketa et al., 2008; Sharma et al., 2012; Gonzéalez-Cortazar et al., 2014).

=7 "'oH
= 'OCOCHs3
“Pon
G-B G-E

Fig. 4-Estructura quimica de Galphimine-B, A y E.- Se puede observar la alta similitud
estructural entre las moléculas, asi como, la variacion (marcada en rojo) que radica en un grupo
funcional del carbono seis, ya que, mientras en G-B se presenta un hidrogeno, en G-A existe un
grupo hidroxilo y en G-E se tiene un grupo acetiloxi (Figura modificada de Tortoriello et al., 2011).

Para poder determinar el proceso de absorcién sangre-cerebro de Galphimine-A
(G-A), Abarca et al., en 2014 realizaron un estudio farmacocinético, en el cual, por
medio de la administracion oral de G-A y la cuantificaciébn en plasma y tejido
cerebral, obtuvieron la concentracion maxima de G-A en el cerebro (2.74ug/ml),
asi como el tiempo de retencion (81.6min) y el tiempo de decaimiento (24h) de
esta molécula; los resultados sugieren que G-A tiene el potencial de atravesar la
barrera hematoencefélica, debido a las propiedades lipofilicas de la molécula. Y
debido a que las diversas Galphimines poseen una estructura altamente similar es

muy probable que cualquier tipo de Galphimine presente el potencial de atravesar
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esta barrera. Por otra parte, resultados de pruebas electrofisiol6gicas exponen la
existencia de un efecto modulatorio en la actividad neuronal del Area Tegmental
Ventral (AVT) producido por G-B y aunque se detectaron cambios en la frecuencia
de neuronas GABAérgicas, los resultados muestran un mayor efecto inhibitorio en
la frecuencia de descarga de neuronas dopaminérgicas, lo cual, indica la inhibicién
selectiva de G-B hacia las neuronas dopaminérgicas del ATV (Tortoriello et al.,
1998; Prieto-Gdémez et al., 2003). Del mismo modo, resultados obtenidos mediante
registros electrofisiologicos demostraron que G-B es capaz de modificar la
frecuencia de disparos espontaneos en la actividad eléctrica de neuronas
hipocampales de la region CAl, actuando posiblemente como un modulador en
los sistemas de neurotransmisores involucrados en la patologia de la ansiedad, no
obstante, no se logra determinar a las poblaciones neuronales involucradas en

esta modulacion (Jiménez-Ferrer et al., 2011).

2.- JUSTIFICACION

Con base en los antecedentes descritos, es posible suponer que el efecto ejercido
por las Galphimines sobre el sistema nervioso central, se debe a la interaccion de
estas moléculas con diversos sistemas de neurotransmisores (principalmente de
tipo GABAérgicos) generando la modulacién del estriado; y ya que este ndcleo es
la principal entrada hacia los ganglios basales y a los circuitos neuronales motores
(Afifi & Bergman, 2006; Snell, 2006), el efecto ejercido por estas moléculas se
podria traducir en la regulacién o inhibicibn del movimiento; no obstante, no se
encuentra literatura que esclarezca completamente el efecto (ansiolitico y/o
sedante) ejercido por estas moléculas, ademas de desconocer tanto los
mecanismos de accion como los circuitos neuronales involucrados en dicho
efecto. En este trabajo se tratd6 de esclarecer el efecto generado por estas
moléculas, asi como, determinar la posible interaccion entre las Galphimines y

poblaciones neuronales estriatales.

14



3.- HIPOTESIS

Debido a los diferentes efectos depresores sobre el sistema nervioso central,
producidos por la aplicacién de Galphimine-B y Galphimine-A; suponemos que el
compuesto G-1-F-2 (conformado por estas dos moléculas) podria generar la
potenciacion de la respuesta neuronal inhibitoria estriatal, mediante la modulacion

de mecanismos de tipo GABAérgicos.

4.- OBJETIVOS

Objetivo general
e Evaluar el efecto generado por el compuesto G-1-F-2 en el nacleo estriado
de ratones (Mus musculus).
Objetivos particulares
e Determinar si el compuesto G-1-F-2 genera un efecto modulatorio sobre la
actividad neuronal estriatal.
e Definir los circuitos neuronales estriatales, que se ven involucrados en la

modulacién generada por el compuesto G-1-F-2.
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5.- CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

5.1- Registro electrofisiol6égico

El registro electrofisiolégico extracelular es una herramienta que permite detectar
los cambios en la actividad eléctrica (voltaje) entre la membrana celular y el
espacio extracelular de ciertas poblaciones neuronales (Fanjul de Moles & Hiriart,
2008). En este trabajo realizamos el registro electrofisiolégico de los potenciales
de campo.

Los potenciales de campo son registros extracelulares evocados por la generacion
de corrientes ionicas (llamadas espigas) asociadas a la actividad poblacional
neuronal; la amplitud de estas espigas depende del numero de células que
disparan sincronicamente potenciales de accion; los cuales, tienden a formar una
onda trifasica producida por la diferencia de potencial, que se debe al cambio en la
localizacion de corrientes entrantes activas (pozos) y las corrientes salientes
(fuentes) que cierran el circuito. En el registro extracelular las corrientes salientes
se observan como deflexiones positivas, mientras que las corrientes entrantes
como deflexiones negativas (Fig.5); siendo el componente negativo el
correspondiente a la despolarizacion de la membrana causada por la corriente
entrante (Silva, 2011).

Fig. 5-Representacién de un potencial de

Corriente Corriente campo.- Los potenciales de campo tienden
saliente (-) saliente (-) a una forma trifasica debido a la manera de
: ' propagacion del potencial (corrientes
entrantes y salientes) a lo largo de la
neurona. Cuando el potencial se aproxima al
electrodo de registro, este, detecta una
corriente saliente (-) que se traduce como
una onda positiva, al ser despolarizada la
membrana por la corriente entrante (+), esta
es detectada por el electrodo a manera de
una onda negativa, finalmente al
repolarizarse la membrana, se detecta una
Corriente segunda corriente saliente (-) y por
entrante (+) consiguiente una segunda onda positiva

(imagen tomada de Moran, 2013).
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5.2- Protocolo de Pulso Pareado

El protocolo de pulso pareado es una metodologia que consiste en la aplicacién de
dos estimulos de la misma intensidad y duracion, separados por un corto periodo
de tiempo, 50 milisegundos entre cada uno. Esto genera que la respuesta al
segundo estimulo se vea influencia por el primero, resultando en el incremento o
decremento de la amplitud de la respuesta sinaptica; este fenbmeno puede ser
explicado mediante la “Teoria de calcio residual”’, en la que se propone que al
ejercer un primer estimulo (Ei) los canales de Ca?* dependientes de voltaje
ubicados en la terminal presinaptica, son activados induciendo el incremento de la
concentracion intracelular de este ion, al incrementar la concentracién de Ca?*
intracelular se propicia la fusion mediante exocitosis de las vesiculas sinapticas
(las cuales contienen y transportan diferentes neurotransmisores) con la
membrana plasmatica liberando de esta manera el neurotransmisor en el espacio
sinaptico. No obstante, ya que el mecanismo de recaptura de Ca?* intracelular es
mas lento en comparacion con los sistemas de entrada de este ion, al aplicar un
segundo estimulo (Ez), el Ca?* que ingresa con este nuevo estimulo se integra
(suma) al Ca?* que ingreso con el primero; y al ser mayor la cantidad de Ca?*
intracelular incrementa la probabilidad de fusion de las vesiculas sinapticas, lo que
a su vez aumenta la liberacion del neurotransmisor. Este fendmeno es conocido
como facilitacion por pulso pareado (PPF por sus siglas en inglés) (Fig.6) ya que la
segunda respuesta es mas grande que la primera, debido a la facilitacion en la

liberacién del neurotransmisor.

Por el contrario, existe la probabilidad de que la intensidad del primer estimulo sea
tan grande que cause la entrada masiva de Ca?" a la célula, generando la
liberacién de la mayoria del neurotransmisor existente en la terminal presinaptica,
por lo que, la eficacia de liberaciéon del segundo estimulo serAd menor en
comparacion a la del primero debido a la falta de neurotransmisor disponible en la
terminal, ocasionando un fenbmeno conocido como depresion por pulso pareado
(PPD por sus siglas en inglés) (Fig.6) (Johnston & Miao-Sin, 1995; Colino et al.,
2002; Fanjul de Moles & Hiriart, 2008).
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Fig. 6-Facilitacion y
Depresion
por pulso pareado.- En A se
observa como al ejercer un
S estimulo (Ei), los canales de
calcio dependientes de voltaje
Q Q S1 son activados, permitiendo la
S2 entrada de Ca*" extracelular al
interior de la célula, generando
la fusion entre las vesiculas
sindpticas (circulos grises) y la
membrana celular, liberando de

esta manera el neurotransmisor
(circulos naranja), sin embargo,

i ; S2 al ejercer un segundo estimulo
Q (E2), el Ca?* que ingresa a la
S1 célula se suma al Ca?* residual

del primer estimulo,
aumentando la probabilidad de fusion de las vesiculas y por consiguiente aumentando la liberacion
de neurotransmisor; este fendbmeno (como se muestra en a), se traduce en el aumento de tamafio en
la segunda espiga (S2) en comparacion con la primera (S1). Por el contrario en B, se muestra la
entrada masiva de Ca®* provocada por un primer estimulo, generando la liberacion de la mayoria del
neurotransmisor existente, por lo que, aunque se permita la entrada de Ca** extracelular con un
segundo estimulo y este se sume al Ca® residual del primero, al no existir suficiente
neurotransmisor en las vesiculas se producird una depresion, la cual, se registra como la
disminucidn en el tamafio de S2 en comparacién al tamafio de S1, tal y como se representa en b
(modificada de Moran, 2013).

Facilitacion por Pulso Pareado

6.- MATERIALES Y METODOS

Animales

En este trabajo se utilizaron ratones macho de la cepa C57/BL6 (Harlan, México)
con alrededor de 3 a 4 semanas de edad. Los individuos fueron colocados en
cajas de acrilico transparente con libre acceso al alimento y al agua, bajo ciclos de

12 horas luz/obscuridad a una temperatura de 24-26°C.

Farmacos
El compuesto G-1-F-2 fue caracterizado bajo la metodologia descrita por

Tortoriello en 1991 y proporcionado por el Dr. Alfredo Ortega Hernandez, que se
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encuentra adscrito al Instituto de Quimica de la UNAM. Para la aplicacion de dicho
compuesto fue necesario realizar una dilucion 1mg/1ml, en la que, el compuesto
G-1-F-2 fue disuelto en Dimetil-sulféxido. Del mismo modo, se utilizd6 un
antagonista de los receptores GABA,, llamado Bicuculina (10puM) (Mendoza et al.,
2014) asi como, un inhibidor de la liberacion de glutamato llamado Riluzole (10uM)
(Cepeda et al., 2003), ambos farmacos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich México.

Preparacién del tejido

Los ratones fueron anestesiados con éter etilico previo a ser sacrificados por
decapitacion, inmediatamente después del sacrificio se realizd la extraccion
cerebral, una vez extirpado el cerebro, se retiraron tanto el cerebelo como los
bulbos olfatorios. El cerebro restante fue colocado en una solucidn fisiologica
isotonica (simula el liquido cerebro-espinal) a 4°C, saturada con 95% O,y 5% CO:
y con un pH de 7.4; constituida por: CaCl, (2mM), NaCl (125mM), KCI (3mM),
MgCl> (1mM), NaHCOs (26nM), acido ascorbico (0.2mM), tiourea (0.2mM) y
glucosa (10mM). Posteriormente, los hemisferios cerebrales fueron separados y
colocados en un vibratomo (Pelco® 102, 1000 plus, USA), donde se realizaron
cortes sagitales de 400um, obteniendo de esta manera rebanadas cerebrales.
Subsecuentemente, las rebanadas se mantuvieron en solucion fisiolégica isotdnica
con un flujo constante de 95% O, y 5% CO_ a temperatura ambiente durante una
hora, lo cual permite la viabilidad del tejido por un periodo mayor a 10 horas
(Mendoza, 2001).

Registro electrofisiolégico

Las rebanadas cerebrales obtenidas, fueron colocadas en una camara de registro
electrofisiolégico con una perfusion constante de 1+0.5ml/min de solucion
fisiolégica saturada con 95% O y 5% CO, y una temperatura constante de
32+0.5°C. Los registros electrofisiologicos fueron realizados en la parte
dorsolateral del estriado, estimulando con un electrodo bipolar ubicado sobre el
cuerpo calloso, registrando la respuesta con un segundo electrodo de borosilicato

(Ileno con solucion fisioldgica) situado dentro del estriado, posicionado de 2 a 3
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mm de didmetro del electrodo de estimulacion (Fig.7); todos los registros fueron
realizados in vitro, bajo el protocolo de pulso pareado, en el cual, los pulsos

estaban separados por un periodo de 50 milisegundos a una frecuencia de 0.1 Hz.

(Mendoza et al., 2014).
Fig. 7-Esquema representativo del
/—{>— método  electrofisiolégico  de
R estimulacién y registro.- En donde

egistro a :
GP= Globo Palido, SNr= Sustancia

Estimulo Nigra reticulata. Se observa el
’ % posicionamiento tanto del electrodo
ndo Talamo

de estimulacion que se encuentra en
el cuerpo calloso, asi como, el
electrodo de registro ubicado en el
cuerpo estriado (imagen tomada y
modificada de Moran, 2013).

Con el objetivo de poder apreciar los cambios en la amplitud de la respuesta
sinaptica evocada, se llevé a cabo al inicio de cada experimento el registro de la
actividad sinaptica estriatal en su estado basal (control corto). Y con la finalidad de
identificar los circuitos neuronales estriatales afectados por el compuesto G-1-F-2,
se utilizé un antagonista competitivo de los receptores GABAa, llamado Bicuculina,
con el que se bloqued la respuesta rapida GABAérgica (Mendoza et al., 2014), por
otra parte y de manera complementaria se utilizd Riluzole (es un compuesto
organico derivado de benzotiazol), del que se ha propuesto que en
concentraciones bajas (10uM) inhibe la liberacién de glutamato (Urbani & Belluzzi.,
2000; Cepeda et al., 2003).

Finalmente, los datos obtenidos fueron procesados, analizados y graficados con el
software Origin Pro 9.1.0 (USA). Los analisis estadisticos (prueba de t pareada,
Test de normalidad Shapiro-Wilk, Test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y
Andlisis de Varianza-ANOVA) de los datos obtenidos, fueron realizados con ayuda
del software SigmaPlot 12.0; estableciendo una significancia estadistica de
P=<0.05.
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7.- RESULTADOS

Para poder observar cambios en la respuesta sinaptica poblacional (RSP)
realizamos curvas intensidad-amplitud (Fig.8) al inicio de cada experimento;
determinando asi la estimulacion media necesaria para evitar la saturaciéon de la
RSP evocada, ya que, en estas condiciones es posible apreciar cambios en la
respuesta sinaptica causados tanto como por la aplicacion del compuesto G-1-F-2,

como por los farmacos utilizados.

Fig. 8-Curva intensidad-
= ox amplitud.- La intensidad
300 de estimulacién necesaria

1 T R TE g para generar una
g respuesta  sinaptica  se
l/ \ ﬁ%__z_x_ encuentra expresada en
480 J J [‘ multiplos umbral,
] | 25« Mmientras que la amplitud
by 1 Bl :  registrada se encuentra en
1 o orden de pV. En A se
muestra ~ una  curva

intensidad-amplitud
representativa, en la que
/ se observa la relacion
entre los umbrales y la
o i 15 2 25 amplitud generada por
Umbral estos mismos, es posible
observar como al ejercer 2.5 veces umbral la respuesta evocada, alcanza su maxima amplitud y por
tanto ésta comienza a saturarse. No obstante, es claro que al estimular con 1.5 veces umbral se
produce la mitad de la amplitud de la respuesta sinaptica evocada; siendo esta la estimulacién ideal
para evaluar y registrar los cambios en la actividad sinaptica poblacional. En B se muestran trazos
representativos de la curva junto con el nimero de veces umbral en los que fueron estimulados.

(n=4, Prom+SE).

250

Amplitud (pV)
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Por otra parte, y con la finalidad de demostrar que los cambios en la amplitud de la
respuesta sindptica poblacional ante el primer estimulo (RSpEi), eran causados
por los diferentes farmacos y no por inestabilidades originadas por el tiempo y/o el
estado fisiol6gico de la rebanada (a causa de un mal desarrollo metodoldgico), se
realizaron una serie de registros de larga duracién denominados “controles
largos”. Tal y como se observa en la figura 9, en la que se puede apreciar la

estabilidad de la RSpE; registrada durante un periodo de 30 minutos, y ya que no
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se observan variaciones significativas en la amplitud registrada, se demostré la

completa viabilidad de los tejidos obtenidos para el desarrollo experimental.

Fig. 9-Control Largo.- En

: ) , %% A se muestra normalizada
y en porcentaje la amplitud

de la RSpE: registrada

180 - durante un periodo de 30
l min, observando la
estabilidad de dicha
_ 140 respuesta durante el curso
120 ] 1 5 , :emporal. EnB ie;nuest;ar;

] razos representativos de

100 Qiiiiii{ii{i{}iii{i{}{*}}}}}iii curso temporal; donde los
l nameros indican la seccion

1 de registro representada.
60 (n=3, PromzSE).
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7.1- Efecto modulatorio del compuesto G-1-F-2

Para observar cambios en la respuesta sinaptica poblacional causados por el
posible efecto modulatorio del compuesto G-1-F-2; se realizo el registro de la
respuesta sinaptica estriatal en su estado basal (control corto), para
subsecuentemente agregar el compuesto G-1-F-2 de manera directa al
dispensador del bafio de la camara de registro, aplicando 100uL de G-1-F-2 por
cada 10ml de solucion fisiologica generando asi una concentracion final de
10pg/ml; evitando la toxicidad neuronal reportada por Aguilar-Santamaria et al., en
2007. En la figura 10 se observa el efecto del compuesto G-1-F-2 sobre el nacleo
estriado, se aprecia como al agregar este compuesto se genera un incremento del
42.8% en la amplitud de la RSpE: (control: 100.2286%+1.3960 vs. G-1-F-2:
142.8071+1.8347); de la misma forma, los resultados del analisis estadistico (tzo=-
22.585 y P=<0.001) mostraron diferencias significativas entre la actividad sinaptica

control y la actividad sindptica registrada durante el efecto de G-1-F-2. Por otra
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parte, en la Figura 11 se presenta la relacion por pulso pareado (PPR por sus

siglas en ingles) de los experimentos realizados en este grupo; en esta gréfica se

observa la disminucién del cociente de la relacién S2/S1 después de la aplicacion
del compuesto G-1-F-2 (control: 1.4016%0.1335 vs. G-1-F-2: 1.0812+0.0684); lo

cual, es un indicador del aumento en la eficiencia de la transmision sinaptica, y ya

que, los resultados del andlisis estadistico mostraron la existencia de diferencias

significativas (ts=4.442 y P=0.007) entre la respuesta sindptica uno y la respuesta

sinaptica dos, se determiné que la modulacion ejercida por el compuesto G-1-F-2

actla presinapticamente.

B ——Control
—G-1-F-2

240

g B

180 G-1-F-2

- i
100 — !'!oooo;‘“ﬁ#i

80

9% Amplitud RSpE4 (uV)

60 -
40 -

20 —— T T T T T T T T

; ; —_—
0 5 10 15 20 25 30 35
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Fig. 10-Efecto
modulatorio del
compuesto G-1-F-2 en
poblaciones  neuronales
estriatales.- Donde
RSpE = respuesta sinaptica
poblacional ante el primer
estimulo. En A se observa
normalizada y en
porcentaje la amplitud de
la RSpE; registrada durante
el curso temporal (10 min
de control corto y 25 min
del efecto de G-1-F-2). Se
observa un incremento del
40% en la amplitud
registrada  cuando  se
agrega G-1-F-2 al medio.
En B se muestran trazos
representativos del curso

temporal, donde los nimeros indican la seccién del curso representada. (n=7; Prom+SE).
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—e—Promedio | Fig. 11-Relacién de pulso

2.2 pareado (PPR) antes y
> después de la aplicacion
. de G-1-F-2.- Cada uno de

los simbolos con linea
punteada representa un
experimento realizado,
mientras que la linea
continua  representa el
promedio de éstos; para
realizar el PPR se tomaron
los dltimos 10 min de
registro tanto del control
como del efecto de G-1-F-
2. En esta figura se muestra
la  disminucion en el
. . cociente de la relacion
Cor:trol G-1-F-2 S2/S1 a causa de la

PPR aplicacion de G-1-F-2.
(n=7; Prom#SE).
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7.2- Interaccion del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales
GABAérgicas

Confirmada la existencia de un efecto modulatorio ejercido por G-1-F-2 (Fig.10),
se procedié a comprobar la interaccion entre el compuesto G-1-F-2 y poblaciones
neuronales de tipo GABAérgico, para lo cual, se realizd un “registro control” o
“control corto”, subsecuentemente se agrego Bicuculina (10uM) al dispensador del
bafio, para posteriormente y de manera conjunta con Bicuculina aplicar el
compuesto G-1-F-2 (10ug/ml), finalmente se suspendio la aplicacion de Bicuculina,
registrando la actividad sinaptica afectada por G-1-F-2. En la figura 12 se muestra
el comportamiento de la respuesta sinaptica registrada; se puede apreciar el
incremento del 23.6% en la amplitud de la RSpE:1 a causa de la interaccidon
Bicuculina+G-1-F-2 (B+G), en comparacién a la respuesta control (control:
100+0.4820 vs. B+G: 123.6604+0.5042), sin embargo, la amplitud registrada
parece no ser afectada por la interrupcién en la aplicacion de Bicuculina (B+G:
123.6604+0.5042 vs. G-1-F-2: 120.9833+0.5740); por otra parte, los resultados del
analisis estadistico ANOVA (H4=60.489 y P=<0.001) evidenciaron la presencia de
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diferencias significativas entre las condiciones; Bicuculina vs. efecto conjunto G+B
implicando una posible interaccion entre el compuesto G-1-F-2 y poblaciones
neuronales no GABAérgicas. Por lo que, con la finalidad de observar el
componente sinaptico no GABAérgico afectado por G-1-F-2, se realizaron restas
digitales entre las diferentes condiciones experimentales registradas; generando la
diferencia entre (G+B) y (G-1-F-2); asi como, la diferencia entre (Bicuculina) y
(B+G), obteniendo como resultado la amplitud del componente sinaptico no
GABAérgico afectado por dicho compuesto (Fig.13). Finalmente, los resultados de
la relacién de pulso pareado, no mostraron diferencias significativas en el cambio
del cociente la relacion S2/S1 antes, durante y después de la aplicacion de G-1-F-
2, por lo que, se puede considerar que todos los efectos registrados después de la

aplicacion de Bicuculina son mediados postsinapticamente (Fig.14).
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Fig. 12-Interaccion del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales GABAérgicas.- Donde

RSpE;= Respuesta Sinaptica Poblacional ante el Primer Estimulo; B+G= efecto conjunto de
Bicuculina+G-1-F-2. En A se muestra normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSpE:
registrada durante el curso temporal (10 min de control; 15 min con Bicuculina; 20 min de efecto
conjunto B+G; 30 min con G-1-F-2 y 10 min de lavado). En B se muestran trazos representativos
del curso temporal, donde los nimeros indican la seccién del curso representada. Por otra parte, C
muestra los cambios en la RSpE; registrados durante las diferentes condiciones generadas en el
curso temporal. (n=6; Prom+SE).
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Fig. 13-Resta digital.- Donde RSpE;=Respuesta Sinaptica Poblacional ante el Primer Estimulo;
ms= milisegundos; B+G= efecto conjunto de Bicuculina+G-1-F-2. En A se observa la resta digital
realizada entre el efecto producido por B+G y el producido por G-1-F-2, por otra parte, a (superior
derecha) muestra una ampliacion de A, en la que se observa la inexistencia de una diferencia entre
estas dos condiciones. En B se observa la resta realizada entre el efecto producido por Bicuculina y
el efecto causado por B+G, en donde se puede apreciar la presencia de una pequefia respuesta
sinaptica (apreciada de mejor manera en b) reflejando la posible existencia de un componente
sinaptico no GABAGérgico afectados por el compuesto G-1-F-2. (n=6).
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Fig. 14-Relacién de pulso pareado (PPR), antes y después de la aplicacion de G-1-F-2.- Cada
uno de los simbolos con lineas punteadas representa un experimento realizado, mientras que la linea
continua representa el promedio de éstos; en cada uno de los PPR realizados fueron tomados los
Gltimos 10 min de registro de cada condicion. En A se observa el cociente de la relacion S2/S1
antes y después de la aplicacion de Bicuculina (t5=1.160 y P=0.298); por otra parte, en B se muestra
el cociente de la relacion S2/S1 antes y después de la aplicacion de G-1-F-2 (t5=2.007 y P=0.101);
finalmente en C se muestra el cociente de la relacion S2/S1 del efecto generado por la suspension
en la aplicacion de Bicuculina (t5=1.320 y P=0.244). Al no existir diferencias significativas entre
las diferentes relaciones evaluadas, se puede considerar que los efectos producidos por el
compuesto G-1-F-2 durante y después de la aplicacion de Bicuculina son mediados
postsinapticamente. (n=6; PromSE).

27



7.3- Interaccién del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales no
GABAérgicas

Ya que el compuesto G-1-F-2 parece estar interactuando tanto con neuronas de
tipo GABAérgico como con neuronas de tipo no GABAérgico (Fig.12 y 13), se llevd
a cabo la evaluacion de los componentes sinapticos evocados por dicho
compuesto; para lo cual, se realizd el registro de la actividad sinaptica basal
(control corto), posteriormente se agregd G-1-F-2 (10ug/ml) al dispensador del
bafio de la camara de registro y subsecuentemente bajo la presencia de G-1-F-2
se agreg0 Bicuculina (10uM) al medio; finalmente se suspendié la aplicacion de G-
1-F-2. En la figura 15 se muestra el comportamiento de la respuesta sinaptica
registrada, en donde se puede apreciar un aumento del 22.1% en la amplitud de
RSpE: a causa de la aplicacion de G-1-F-2 (control: 100+0.8131 vs. G-1-F-2:
122.1912+0.6495); del mismo modo, se observa un incremento del 15.6% en la
amplitud cuando se es agregada la Bicuculina (G-1-F-2: 122.1912+0.6495 vs.
G+B: 137.5097+0.8965), lo que, en comparacion al control representa un aumento
del 37.5% (control: 100+0.8131 vs. G+B: 137.5097+0.8965); por el contrario,
cuando se interrumpe la aplicacion de G-1-F-2 se genera la disminucion en la
amplitud de la respuesta (G+B: 137.5097+0.8965 vs. Bicuculina:
130.6678+0.8650); no obstante, los resultados del andlisis estadistico ANOVA
(H3=56.539 y P=<0.001) mostraron diferencias significativas entre las condiciones
G-1-F-2 vs. G+B; y G-1-F-2 vs. Bicuculina. Por otra parte, no se encontraron
diferencias significativas en el cambio del cociente de la relacion S2/S1 antes y
después de la aplicacion de Bicuculina (t3=0.813 y P=0.476), asi como, antes y
después de la suspension de G-1-F-2 (13=1.938 y P=0.148), considerando de esta
manera, que los efectos registrados durante la interaccion del compuesto G-1-F-2
con Bicuculina son mediados postsinapticamente (Fig.16). Finalmente, los
resultados de la resta digital realizada entre las condiciones experimentales (G+B)
y (G-1-F-2), confirmaron la existencia de un componente sinaptico no GABAérgico

afectado por la modulacion del compuesto G-1-F-2 (Fig.17).
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Fig. 15-Interaccion del compuesto G-1-F-2 con neuronas no GABAérgicas.- Donde RSpE;=
Respuesta Sinaptica Poblacional ante el Primer Estimulo; G+B= efecto conjunto de G-1-F-
2+Bicuculina. En A se observa normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSpE; registrada
durante el curso temporal (10 min de control corto, 20 min con G-1-F-2, 20 min de efecto conjunto
G+B, 15 min con Bicuculina). En B se muestran trazos representativos del curso temporal, donde
los nimeros indican la seccion del curso representada. En C se observan los cambios en la amplitud
de la RSpE;, registrados durante las diferentes condiciones generadas en el curso temporal. (n=4;
Prom+SE).
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Fig. 16-Relacion de pulso pareado (PPR) antes y después de la aplicacion de Bicuculina.- Cada
uno de los simbolos con lineas punteadas representa un experimento realizado, mientras que la linea
continua representa el promedio de éstos; en cada uno de los PPR realizados se tomaron los Gltimos
10 min de registro de cada condicion. En A se observa la disminucidon en el cociente de la relacion
S2/S1 antes y después de la aplicacion de Bicuculina. En B se muestra la diferencia en el cociente
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de la relacién S2/S1 antes y después de suspender la aplicacion de G-1-F-2; en ambas gréficas
parece existir una diferencia en el cociente de la relacion S2/S1, no obstante, los resultados
estadisticos no mostraron diferencias significativas, por lo que, se supone una modulacion
postsinaptica en ambas condiciones. (n=4; Prom+SE).

Fig. 17-Resta digital.-
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7.4- Interaccion del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales de tipo
Glutamatérgico
Debido a la interaccion del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales no

GABAérgicas (Figs.15 y 17), asi como, a la gran cantidad de aferencias de tipo
glutamatérgico que recibe el estriado, suponemos que el compuesto G-1-F-2
ejerce un efecto modulatorio sobre neuronas glutamatérgicas cortico-estriatales.
Para corroborar dicha suposicién, realizamos el registro de la actividad sinaptica
basal (control corto), posteriormente se agregé G-1-F-2 (10ug/ml) al dispensador
del bafio de la camara de registro para consecutivamente y de manera conjunta
con G-1-F-2 agregar Bicuculina al medio y finalmente en presencia del efecto

conjunto G-1-F-2+Bicuculina se agreg6 Riluzole (10uM) al dispensador.

En la figura 18 se observa el comportamiento de la respuesta sinaptica registrada,

se puede apreciar un incremento del 21.6% en la amplitud de la RSpE; a causa de

la aplicacion de G-1-F-2 (control: 100+0.5301 vs. G-1-F-2: 121.6471+3.5507), del
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mismo modo, se observa un aumento del 30.5% en la amplitud de esta respuesta
cuando se agrega Bicuculina al medio (G-1-F-2: 121.6471+3.5507 vs. G+B:
152.19671+2.74049); por otra parte, cuando se agrega Riluzole se genera un
incremento del 17.2% (G+B: 152.19671+2.74049 vs. G+B+R: 169.3638+0.4077),
gue en comparacion con el control representa un aumento del 69.3% en la
amplitud registrada (control: 100+£0.5301 vs. G+B+R: 169.3638+0.4077). Los
resultados del analisis estadistico ANOVA (Hz=65.326 y P=<0.001) confirmaron la
existencia de diferencias significativas entre las condiciones G-1-F-2 vs. G+B; G-1-
F-2 vs. G+B+R; y G+B vs. G+B+R, implicando una interaccion entre el compuesto
G-1-F-2 y poblaciones neuronales no glutamatérgicas. Finalmente, la relacion de
pulso pareado muestra la disminucion en el cociente de la relacion S2/S1 antes y
después de la aplicacion de Riluzole, no obstante, debido a que los resultados
estadisticos (t2=3.827 y P=0.062) son muy cercanos a la significancia estadistica
establecida (P=<0.05), no podemos determinar si existe o no una diferencia
significativa entre la respuesta sinaptica uno y la respuesta sinaptica dos, por lo
gue tampoco podemos determinar si el efecto observado es modulado de manera

presinaptica o postsinaptica (Fig.19).
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Fig. 18-Interaccion del compuesto G-1-F-2 con poblaciones neuronales de tipo Glutamatérgico
Donde RSpE1= Respuesta Sinaptica Poblacional ante el Primer Estimulo; G+B= efecto conjunto de

31



G-1-F-2+Bicuculina; G+B+R= efecto conjunto G-1-F-2+Biuculina+Riluzole. En A se muestra
normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSpE; registrada durante el curso temporal (10min de
control; 10 min con G-1-F-2; 20 min bajo G+B y 20 min bajo G+B+R). En B se muestran trazos
representativos del curso temporal, en donde, los nimeros indican la seccién del curso representada.

(n=4; Prom+SE).
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Fig. 19-Relacion de pulso
pareado (PPR), antes vy
después de la aplicacion de
Riluzole.- Donde G+B=
efecto conjunto G-1-F-
2+Bicuculina; G+B+R= efecto
conjunto G-1-F-
2+Bicuculina+Riluzole. Cada
uno de los simbolos con lineas
punteadas  representa  un
experimento, mientras que la
linea continua representa el
promedio de éstos; para
realizar el PPR se tomaron los
Gltimos 10 min de registro de
cada condicion. En esta figura
se aprecia la disminucién en el

cociente de la relacion S2/S1 antes y después de agregar Riluzole, sin embargo, debido al nimero
de repeticiones realizadas, asi como a los resultados obtenidos, no nos es posible determinar si
existe 0 no una diferencia significativa en la respuesta sindptica antes o después de la aplicacién de

Riluzole (n=3; PromSE).
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8.- DISCUSION

8.1- Efecto del compuesto G-1-F-2 y su interaccion con mecanismos
GABAérgicos

En este trabajo se llevd a cabo la evaluacion del efecto producido por el
compuesto G-1-F-2 (constituido por Galphimine-B y Galphimine-A) sobre la via
cortico-estriatal. En los resultados obtenidos se observa el incremento de la
actividad sindptica estriatal, debido, a la interaccion de este compuesto con
circuitos neuronales cortico-estriatales (Fig.10), demostrando de esta forma la
existencia del efecto modulatorio ejercido por el compuesto G-1-F-2 sobre el
nuacleo estriado. Similarmente, en estudios previos se ha reportado el efecto
modulatorio ejercido por Galphimine-B sobre la frecuencia de descarga de
neuronas del area tegmental ventral (Tortoriello et al., 1998; Prieto-Gomez et al.,
2003), asi como, en la frecuencia de disparo de neuronas hipocampales (Jiménez-
Ferrer et al., 2011); ademas, se tiene evidencia de la gran similitud entre el efecto
sistémico generado por Galphimine-A y el producido por Diazepam (ansiolitico
estandar) (Herrera-Ruiz et al., 2006; Avilés-Montes et al., 2015), por otra parte,
diversos autores han reportado la existencia del efecto ansiolitico producido por la
aplicacion sistémica del extracto de G. glauca (constituido principalmente por
Galphimine-B, Galphimine-A y Galphimine-E) (Herrera-Ruiz et al., 2005; Herrera-
Ruiz et al.,, 2006; Garige et al., 2016). De la misma forma, pruebas clinicas
evidencian la seguridad y efectividad terapéutica del uso de Galphimine-B como
tratamiento en pacientes con ansiedad generalizada (Herrera-Arellano et al., 2007;
Herrera-Arellano et al., 2011). Por lo que y en consecuencia, no es dificil suponer
gue las galphimines ejercen un efecto ansiolitico sobre el sistema nervioso central
y si bien es cierto, que los ansioliticos convencionales (benzodiacepinas) son
farmacos que estimulan la union del acido y-aminobutirico (GABA) con los
receptores GABAa, incrementando la frecuencia de apertura del canal de CI-
potenciando la respuesta GABAérgica (revisado en Brunton et al., 2007 y en
Waldman & Terzic, 2010); se podria esperar que las galphimines (G-B y G-A)
actuen de una manera similar; no obstante, al evaluar la interaccion de G-1-F-2

con mecanismos GABAérgicos (mediante el bloqueo de receptores GABAA) se
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observé la posible interaccion de las galphimines con mecanismos de tipo no
GABAEérgicos, ya que, a pesar de encontrarse bloqueados los receptores GABAAa
al aplicar G-1-F-2 se registré el incremento de la respuesta sinaptica estriatal
(Fig.12), similarmente, al bloquear la respuesta GABAérgica en el efecto producido
por el compuesto G-1-F-2, sobre poblaciones neuronales estriatales, se observo la
potenciacion de la respuesta sindptica evocada por dicho compuesto (Fig.15).
Ahora bien, para poder explicar el comportamiento de los datos expuestos es
necesario considerar que la respuesta sinaptica poblacional registrada, es en si, la
suma de las interacciones y conexiones intrinsecas de los circuitos cortico-
estriatales, por lo que, es altamente probable que el efecto del compuesto G-1-F-2
evoque el incremento de aferencias glutamatérgicas proyectadas desde la corteza
hacia el estriado, generando el aumento en la liberacion de GABA y por tanto el
incremento en la actividad sinaptica estriatal registrada (Fig.10). No obstante, ya
que al bloquear los receptores GABAA se observo la presencia de un discreto
componente sinaptico aparentemente no GABAérgico, afectado por el efecto del
compuesto G-1-F-2 (Fig.12 y 15); existe la probabilidad de que las galphimines (G-
B y G-A) no se encuentren interactuando de manera directa con mecanismos
GABAérgicos, coincidiendo con lo propuesto por Prieto-Gomez et al. (2003) y
Avilés-Montes et al. (2015). En contraste, al realizar el analisis de la relacion por
pulso pareado, observamos como en la ausencia de Bicuculina el efecto ejercido
por el compuesto G-1-F-2 (Fig.11) se encuentra modulado por mecanismos
presinapticos, por el contrario, al evaluar el efecto de la interaccion de G-1-F-2 con
Bicuculina se encontr6 que la modulacién de dicho efecto, se lleva a cabo
mediante mecanismos de tipo postsinapticos (Fig.16); evidenciando de esta forma,
la posibilidad de que las galphimines se encuentren interactuando sobre diferentes
tipos de receptores, como receptores GABAérgicos no sensibles a Bicuculina,

receptores de tipo NMDA o bien sobre transportadores de glutamato.

Por otra parte, con base en los reportes de la selectividad que presenta
Galphimine-B sobre neuronas dopaminérgicas (Tortoriello et al., 1998; Prieto-

Gomez et al.,, 2003) y considerando que las espinosas medianas reciben
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aferencias dopaminérgicas mesencefalicas, al igual que también expresan
receptores dopaminérgicos D1 y D> (revisado en Waldman & Terzic, 2010; Gémez-
Chavarin et al., 2014), no podemos ignorar la probabilidad de que la respuesta
evocada por la accion del efecto del compuesto G-1-F-2, se encuentre mediada
por el bloqueo directo de circuitos dopaminérgicos mesencefélicos, que de ser
este el caso, incrementaria la actividad de las neuronas de proyeccidn
GABAérgica provocando la inhibicion de los circuitos de los ganglios basales y a

su vez incitando un efecto ansiolitico sistémico.

8.2- Interaccién del compuesto G-1-F-2 con mecanismos glutamatérgicos

A causa de los resultados previamente expuestos y a la posible interaccion de las
galphimines con mecanismos no GABAérgicos (Fig.15), en la segunda parte de
este trabajo, llevamos a cabo la evaluacion de la posible interaccion entre el
compuesto G-1-F-2 y mecanismos de tipo glutamatérgicos. En los resultados
obtenidos observamos cémo la aplicacion de Riluzole incrementa la amplitud de la
respuesta sinaptica evocada por el efecto conjunto de G-1-F-2+Bicucuclina, es
decir, a pesar de bloquear la respuesta rapida GABAérgica e inhibir la liberacion
de glutamato y en consecuencia reducir la excitabilidad neuronal, se sigue
registrando el incremento de la respuesta sinaptica poblacional (Fig.18), lo que en
primera instancia implicaria el hecho de que las galphimines (G-B y G-A) no

interactian con mecanismos glutamatérgicos.

Para poder explicar este comportamiento es importante considerar, que, pese a
gue se sabe que el Riluzole es un farmaco que puede inhibir la liberacion de
glutamato, alin se desconoce el mecanismo su mecanismo de accion; y dado que
se ha propuesto que dicho mecanismo podria ser efectuado mediante el
antagonismo de los receptores a glutamato, la promocion en la movilizaciéon de
Ca*, el bloqueo directo de canales de potasio dependientes de voltaje o mediante
su interaccion con transportadores de glutamato (Cheramy et al., 1992; Harriet et
al., 1996; Kretschmer et al., 1998; Albo et al., 2004; Jahn et al., 2008), asi como, a
los experimentos realizados tanto en modelos animales como en pruebas clinicas,

en los que se exponen las propiedades ansioliticas y antidepresivas ocasionadas
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por la aplicacion de Riluzole (Pittenger et al., 2008; Gourley et al., 2012; Sugiyama
et al., 2012; Salardini et al., 2016). Es posible inferir que quiz& las galphimines se
encuentren compitiendo con el efecto ansiolitico producido por este farmaco, o
bien, la interaccion de las galphimines con Riluzole pueda tanto potenciar el efecto
modulatorio ejercido por el compuesto G-1-F-2, como, inversamente potenciar el

efecto ansiolitico generado por el Riluzole.

Por otra parte, si consideramos que la activacion de los receptores NMDA
depende de la union simultanea tanto de glutamato como de glicina (Brunton et al.,
2007; Flores-Soto et al., 2012), y que la aplicacion de bajas concentraciones de
Riluzole inhiben la liberacion de glutamato, existe la probabilidad de que las
galphimines (G-B y G-A) modulen la activacion de los receptores NMDA mediante
su interaccion con glicina; del mismo modo, los resultados obtenidos por Avilés-
Montes (2015), sugieren que la actividad ejercida por las galphimines se debe a un
efecto antagonista sobre los receptores NMDA. Tampoco podemos omitir la
posibilidad de que las galphimines actien mediante el bloqueo de los mecanismos
de recaptura de glutamato, uniéndose a los transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT-1 y EAAT-2) provocando la permanencia de glutamato en el
espacio sinaptico, incrementando a su vez la probabilidad de union del
neurotransmisor con receptores membranales y por tanto evocando el aumento en
la respuesta sinaptica excitatoria; sin embargo, es preciso mencionar que no hay
evidencia experimental que sustente estas conjeturas, que bien podrian 0 no
ayudar a explicar los circuitos neuronales involucrados en el mecanismo de accion

del compuesto G-1-F-2.

En conclusion, aunque con los resultados obtenidos en este trabajo se ayudé a
esclarecer la existencia del efecto modulatorio ejercido por el compuesto G-1-F-2,
la cantidad de datos obtenidos no son los suficientes como para determinar tanto
el mecanismo de accion de las Galphimines, asi como, los circuitos neuronales

involucrados en éste.
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9.- CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se comprobd que el compuesto denominado
“G-1-F-27, conformado por Galphimine-B y Galphimine-A; ejerce un efecto
modulatorio sobre circuitos cortico-estriatales y de acuerdo a los datos
obtenidos mediante el andlisis de PPR, concluimos que dicha modulacion
es efectuada de manera presinaptica.

Aunque en la literatura se sugiere que las Galphimines (G-B y G-A) no
interactian directamente con mecanismos de tipo GABAérgico, debido a la
cantidad de datos obtenidos, asi como a la naturaleza de nuestros
experimentos, no podemos confirmar o negar esta suposicion, asi como,
tampoco podemos confirmar la posible interaccion de estas moléculas con
mecanismos de glutamatérgicos.

Finalmente, los datos obtenidos en este trabajo no son los suficientes como
para determinar tanto el mecanismo de accidén, asi como, los circuitos
neuronales afectados por el efecto modulatorio ejercido por el compuesto
G-1-F-2.
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