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RESUMEN

Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular presentes en
plantas vasculares, ¢l hombre las consume cotidianamente en la dieta, ya que estén
presentes de forma abundante en los vegetales, las frutas rojas como las moras, fresas, son
también prominentes en frutas citricas, el chocolate, y cl vino tinto, entre otros alimentos.

Recientemente, los flavonoides han generado interés como nuevas entidades
quimicas con actividad en el SNC, de manera que se han descrito una variedad de
flavonoides, con efectos ansioliticos, sedantes, neuroprotectores y antiepilépticos; todos
ellos aistados de plantas con reconocidos efectos sobre el SMC, como por ejemplo: la
hierba de San Juan (Hipericum perforatum) y la pasifiora (Passiflora caerulea). Aun mas,
se ha propuesto que los flavonoides ejercen sus efectos centrales a (ravés de diferentes
interacciones con el sistema GABAérgico.

La 7-O-glucosilacacetina es uno de los principales metabolitos secundarios de tipo
flavonoide presente en Agastache mexicana subesp. mexicana, conocida popularmente
como toronjil morado, la cual es empleada en I medicina tradicional para el tratamiento de
“Jos nervios”, como inducior del suefio y como tranquilizante suave,

El propésito de este trabajo fue, evaluar el efecto sedante de la 7-O-glucosilacacetina en
¢l modelo animal del tablero ¢on perforaciones, asi como determinar su posible interaccién
con el sistema GABAérgico en el drea CAl del hipocampo de rata, evaluado en rebanadas
sagitales de cercbro por medio de registros sinépticos.

Los resultados indican que la 7-O-glucosilacacetina induce un efecto sedante en rafones a
través de su interaccion direcra con el sistema GABAérgico, ¢l cual es el principal sistema

inhibitorio del SNC en los mamifervs, incluido el hombre.



I. INTRODUCCION

El uso de las plantas en rituales de sanacion o como remedios medicinales ha
acompafiado a las eivilizaciones del mundo a través del tiempo, asentando a un sin ndmero
de especies, como valiosas herramientas de “sanacién” de diversos padecimientos.
Recientemente, la busqueda de la “cura” o alivio de enfermedades a través del
conocimiento de las propiedades curativas de las plantas, es ¢] punto de lanza de las
investigaciones y desarrollo de nuevas moléculas con potencial farmacolégico.

En México, como en otras civilizaciones, el consumo de plantas como fuente de
alimentacién o como un recurso medicinal se remonta a tiempos anteriores a la conquista;
un ejemplo de ¢ilo son textos como el Codice de la Cruz y Badiano escrito en 1552. Hoy
en dia, un gran porcentaje de la poblacién sigue recurriendo a esta prictica médica para el
tratamiento de diversas enfermedades (Kurt y Andrew, 2002). Partiendo de lo aaterior,
distintos centros de investigacidn del pais han retomado estos conocimientos ancestrales
enfocados, principslmente a la caracterizacién quimica de metabolitos secundarios como
marcadores taxonémicos de las especies vegetales. Sin embargo, es reciente el interés por
conocer el potencial de estas moléculas como farmacos y como herramientas atiles en la
terapéutica modema.

Por otro fado, en la actualidad y debido al acelerado ritmo de vida que impera en las
sociedades modernas, son cada vez mas frecuentes los padecimientos relacionados con el
Sistema Nervioso Central, como lo son las alteraciones del sueflo, los trastornos de
ansiedad y depresidn. Siendo reciente su inclusidn en la lista de problemas de salud piblica.

Las prescripciones médicas para estos trastomos consisten principalmente en

farmacos ansioliticos y/o sedantes pertenecientes al grupo de las benzodiacepinas. Sin



embargo, un amplio sector de la poblacion recurre al uso de las plantas como alternativa
para aliviar estos trastomos (Pérez de la Mora, 2003).

A este respecio, México es un pais con una amplia distribucion y comercializacion
de plantas medicinales, o cual le permite tener una gran tradicion en el uso de remedios
herbolarios exclusivos para el tralamiento de trastornos relacionados con el SNC, lales
como: Hipericum perforatum (hierba de San Juan), Agastache mexicana subesp mexicana
(toronjil morado), Agasiache mexicana subesp xolocotziana (toronjil blanco), Matricaria
chamomilla (manzanilla), Valeriana officinalis (valeriana), Ternstroemia sylvatica (tila),
Tilia americana (azar), Dracocephalum moldavica (loronjil azul), entre otras (Wong y
cols., 1998).

A pesar del smplio uso de este tipo de plantas en nuestro pals, la informacién sobre
sus constituyentes quinticos y fa evaluacién farmacologica de los efectos que se les atribuye
es escasa. Recientemente, se ha descrito en la literatura una gran variedad de metabolitos
secundarios de tipo flavonoide aislados de plantas con reconocidos efectos sobre el SNC,
las cuales son utilizadas en la medicina tradicional (Wang y cols., 2005; Marder y cols,,
20033, de manera que, s¢ ha propuesto a los flavonoides como los responssiles de los
efectos sobre el SNC producidos por dichas plantas.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacion farmacoldgica
de la 7-O-glucosilacacetina aislada de! Agastache mexicana subsp mexicana (toronjil
morado) en modelos animales de conducta y determinar su posible interaccion con el
sistema GABAérgico, en el modelo electrofisiolégico de potencial de campo post-sinaptico

excitatorio (fEPSP, por sus siglas en ingiés).
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Il. MARCO TEORICO

> Fitoquimica de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae; conocida también como la familia de la menta, estd
representada por mds de 6000 especies agrupadas en 220 géneros, con una distribucidn
cosmapolita, ya que se encuentra presente en zonas himedas y/o templadas; por lo que se
les puede encontrar en todo el mundo (Kotsos, 2007). Debido a su amplia disposicidén
como recurse natural y la vasta diversidad que presenta, esta familia pertenece al grupo de
plantas empleadas en las practicas médicas populares, algunas de ellas destaean como
remediog herbolarios para el conirol del suefio, el mal de los “nervios” o el “espanto™
(Linares y cols., 1997).

No obstante, los avances en &l drea de sintesis y desarrollo de nuevos farmacos, el
conocimiento, tradicion y uso de las plantas curativas, s un punto de partida fiable para la
bisqueda y desarrollo de principios activos. Estudios realizados a especies pertenecientes a
la familia Lamiaceae tales como la Rabdosia sp, la Coleus forskohlii, v la Salvia
militiorrhiza han creado expectativas en cuanto a nuevas moléculas con potencial
farmacologico, entre las que destacan: terpenoides, aceites fijos y voldtiles, alcaloides,
taninos, saponinas y flavongides. En cuanto a los flavonoides, en ésta familia se han
descrito mas 147 estructuras diferentes, siendo las flavonas las de mayor abundancia
{60%). segoidas por los flavonoles (16%) y lag flavanonas (20%), mientras que, los
dihidroflavonoles y las chalconas son los menos frecuentes (2%) (Li y Ding, 2001).

Ademas del conacimiento que representa su caracterizacion quimica, es amplio el

horizonle que se abre ante la posibilidad de generar nuevas moléculas con potencial

)8



farmacologico para el tratamiento de padecimientos y trastomos que en la actvalidad son
problemas de salud mundial,

En cste scntido, el valor medicinal que se ha atribuido a algunas especies de esta
familia es frecuentemente relacionado a la presencia de alguna de cstas entidades quimicas

(Basberan, 1990; Diaz y Sarmiento, 1988; Rodnguez-Hahn y Cardenas, 1999),

» Antecedentes del género Agastache

El género Agasiuche es uno de los 12
géneros de la familia Lamiaceae y esta
representado por 20 especies. distribuidas en
Asia y Nore Ameénca. Agasioche mexicana ¢s
una especie endéniica dec nuestro  lermtorio
(Sanders, 1987). Esta especie se divide a su vez,

en dos subespecies: A, mexicana  subesp

mexicana (Figural) y A. mexicung subesp

¥igura |. Agasiache mexicana subesp xolocotziana; (Figura 2) conocidas

meExwane

tradicionalmente como toronjil morado y toronjil blanco, respectivamente Infusiones de
toronjil morado solo 6 en combijnacién con el toropjil blanco son ampliamente utlizadas
para ¢l tratamiento de Jos “nervios” o para curar el “espanto”. Mientras que, la infusion
compuesta per toronjil morado, toronjil blance y toronjil extranjero (Drucocephalum
moldavica), conocida como el complejo de “las ties toronjiles” teoe también un amplio

uso en la medicina tradicional mexicana como inductor del suchio, tranquilizante nervioso,

o para tratar ¢} insumnio,



Figura 2. Agastache medcana
subesp xnlotoronna

El toronjil morado (Agastache mexicana subesp. mexicana) es uno de los ejemplos
mis claros de uso y temedio en la medicina tradicional como un recurso primiano para la
“cura” de padecimientos relacionados con el SNC debido a sus propiedades sedantes (Bye
y Linares 1988; Linares y cols., 1995). A pesar del amplio uso del toronjil morado, es
recicnte la informacion formal sobre sus componentes quimicos y sus posibles efeclos
farmaeologicos.

El \inico informe sobre la composicion quimiea de 4. mexicana subesp, mexicana
(toronji! morado) v A. mexicana subesp. xolocofziana (loronjil blanco); es un estudio
quimico comparativo, el cual mostro diferencias notables en  Ja composicion de Jos
melabolitos secundarios no polares de ambas especies, siendo el metl chavicol el
sesquilerpeno mas abundante de A. mexiacana subesp mexicana, mientras que; los
sesquiterpenos limoneno y la pulegona fueron los productos pnincipales de A mexicana
subsp xolocetziana (Figura 3), en cuanto a los metabolitos secundarios de polandad media

ambas especies mostraron una gran similirad; los acidos ursolico. maslinico v corosdlico v
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las flavonas S-hidroxi, 7, 4’-dimetoxi flavona (acacetina) y 5-hidroxi, 6, 7, 4, trimetoxi
flavona (salvigenina) fueron comunes a ambas especies, siendo la unica diferencia la
presencia de la flavona 5, 7, 8-trihidroxi, 4°, 6 '-dimetoxi flavona (pilosina), presente en 4.
mexicana subesp. xolcotziong.

Mientras que, la comparacion de los metabolitos secundarios de mayor polaridad
(extractos metandlicos y acuosos) de ambas subespecies, mostrd que A. mexicana subesp.
mexicana ¥ A. mexicana subesp. xolocotziana compatien los mismos glicdsidos de
flavonoide; siendo los productos mas abundantes, la 7-O-glucosilacaeetina y 2-acetil-7-O-

glucosifaeacetina. (Estrada y cols., 2004},

14
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Figura 3, Principales metabolitos secundarios de A, mexacana subesp mexicans y
A. mexicanna subesp xolocorziana
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» Generalidades sobre los Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos
en la naturaleza, en forma de glicésidos o agliconas. Actualmente, se han descrito
aproximadamente 6000 estructuras diferentes en plantas vasculares; sin embargo, su
proporeién depende del tipo de planta, edad, ubicacidn geogréfica y la disposicidn de
nutrientes en el area de crecimiento (Barberdn, 1990).

Los flavonoides son entidades quimicas de bajo peso molecular, la base de su
esqueleto estd constituida por dos anitlos aromaticos (A y B), unidos por una cadena de 3
&tomos de carbono, que posteriormente daran origen al tercer anillo (C) como se muestea en
la Figura 4. Los diferentes arreglos y grados de oxidacion de esta estructura basica: C¢C3Cg
les confiere las caracteristicas quimicas y bioldgicas que las identifica, ademas de permitir
su clasificacién en: chalconas, flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, y glucdsidos

de flavonoide, entre otras (Dewick, 1990).

H
Hi
H
flavona
HO
OH O
1 H
H © HO H
flavono)
H H
Chaleons CCCy flavanona
H
isoflavone

Figura 4. Clasificacién de los flavonoides (Dewick, 1990).



El anillo A presenta grupos hidroxilo que convergen en las posiciones 5 y 7;
mientras que para ef anitlo B estos grupos se encuentran posicionados en el carbono 4’ o
bienen el 3'. Ademas, los grupoes hidroxilo en los anios fendlicos pueden ser sustituidos
por carbohidratos, de tal forma que muchos flavonoides se encuentran en la naturaleza
como flavonoides glicosilados {Dewick, 1990).

La biosintesis de los flavonoides, se lleva a cabo por medio de una ruta mixta que
comprende tanto a la ruta del dcido shikimico como a la ruta del acetato-malonato. E}
intemediario comin a todos los flavonoides es la chalcona (Figura 4) y su formacion se
lleva a cabo por una condensacién tipo Claisen, entre la pcumari-CoA (CsCs) con tres
unidades de malonil-CoA (Cq) ¥ a partir de éste, derivan los diferentes tipos de flavonoides

{ver Figura 5. Ruta biogenética de los flavonoides).
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La participacion de eslos metabolitos secundarios en los organismos vegetales es
muy variada, ya sea formando parte de los mecanismos de defensa ante parsitos, hongos o
invasiones microbianas (Femandez y cols., 2006). O bien, otorgan una pigmentacion
caracteristica a flores y frutos de diversas especies, géneros y familias, Por citar algunos
gjemplos: las chalconas otorgan una tovalidad amarilta, log flavonoles el color rojo,
mientres que las antocianinas producen una variedad de ¢olores en azul (Harbone, 1989).

La coloracién producida por estas entidades quimicas es vital para la reproduccién
vegetal, debido a que atrme insectos, aves y mamiferos (murciélagosy que asisten en el
proceso de polinizacion o digpersion de la planta (Barberan, 1990; Harbone, 1989).
Ademis, se ha descrito su participacién en la proteccion de fa foto-oxidaeion de la luz
ultravioleta v la depredacién (Femandez ¥ cols., 2006).

Ademss de las funciones gue desempefian en los organismos vegetales, algunas
investigaciones sugieren que estas moléculas presentan efectos sobre la funcién de
miltiples sisternag celulares en mamiferos; de hecho se ha descrito que algunos flavonoides
son antioxidantes, debido a su potencial quelante que los bace ser buenos atrapadores de
redicales libres; asi como por su capacidad de inhibir la peroxidacion de lipidos (Hollman

y Katan, 1997, Ebadi, 2002).

Por otto lado, estudios

OH A
HO._~ .y  realizados con ratones han mostrado
H B ¥ ]
H & crisina los efectos sobre el SNC de unma
OH
;”)\(OH variedad de metabolitos secundarios
/’t‘«%'/"
H de tipo flavonoide, por ejemplo los
O
quercetina efectos ansioliticos y antiepilépticos

Figurn 6. Fipvonoides eon sctividad
sobre ¢l SNC



de la apigenina y la crigina (Figura 6), los efectos depresores del flavanol; quercetina
{Figura 6), también se han descrito los efectos centrales de algunos glucdsides de
flavonoide, como por ejemplo: los efectos sedantes de la 2-S-hesperidina {rutindsido de
flavanona) y de la linarina (rutindsido de flavona) (Figura 7) {Viola y cols., 1995; Wolfman

y cols., 1998; Avallone y cols., 2000; Marder ¥ cols., 2003; Fernandez y cols., 2003).

Figura 7. Rutindsidas de flavoneide con actividad sobre & SNC

Los efectos cenirales que poseen los flavonoides, han propiciado una inténsa
investigacidn, para tratar d¢ elucidar los mecanismos de sccidn a través de los cuales los
flavonoides ejercen sus efectos, de manera que, recientemente s¢ ha propuesto que estos
metabolitos ejercen sus acciones a través de diferentes interacciones con el sistema
Gabagrgico. Lo anterior ha llevade postular a los flavonoides, como un nuevo grupo de

ligandos de sitios especificos del complejo GABA/BDZ (Ferndndez, 2005; Panthong,
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2007). Estos antecedentes ponen en evidencia el potencial, de los flavonoides en la

terapéutica de trastornos mentales o neurolégicos como la ansiedad y/o la epilepsia.

» Ansiedad

La ansiedad es una respuesta normal y necesaria ante situaciones que suponen una
amenaza y que estimulan al ser humano a enfrentar sitvaciones nuevas e inesperadas a lo
largo de la vida. De esta forma, esta emocién resulta ser benéfica para el individuo al
permitirle un mayor estado de alerta ademds de impulsarlo a realizar acciones que en
circunstancias normales no harfa; por lo que la ansiedad se podrfa definir como una
respuesta adaptativa de un organismo ante un estimulo adverso o desfavorable (Pérez de la
Mora, 2003). Sin embargo, se considera patologica cuando es excesiva o persistente,
cuando ya no sirve para indicar un peligro o cuando su intensidad es tan alta que interfiere
con el rendimiento y el funcionamiento del individuo (Heinze, 2003).

Recientemente, se ha considerado a (a ansiedad, como el padecimiento mental de
mayor prevalencia, afectando a més del 10% de la poblacion genenal (Griez, 2000), de tal
forma que numerosos expertos en salud mental |a ha definido como la auténtica epidemia
del siglo XX1 (Heinze, 2003).

La manifestacion esencial de un trastorno de ansiedad es el aumento del temor,
acompaiiado de manifestaciones subjetivas y objetivas. Las manifestaciones subjetivas van
desde un alto grado de alerta un miedo intenso a un desastre, 0 a la muerte inminente;
mientras que las manifestaciones objetivas son aceleracién de la frecuencia cardiaca,

conducta de evitacién y signos de inquietud, palpitaciones, temblor, sudor (Kandel, 2001}
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Aunque no existe una region cerebral dnica encargada de la tntegracion de

trastornos como la ansiedad, se han identificado varias estructuras anatdmicas de! sistema

limbico implicadas en este padecimiento como: la corteza cerebral, el septo laieral, la

amligdala, el hipocampo y alpunas regiones hipotaldmicas (Pérez de s Mora, 2003).

Estas regiones cerebrales se manlienen comunicadas entre si por medio de uno de

los mecanismos bioldgicos de comunicacidn celular mas complejos y eficaces: la

neurotransmision,  Son varios los sistemas de neurotransmisién que

subyacen a los

procesos de ansiedad. Sin embargo, el GABAérgico es el principal sistema de inhibicidn

sindptica encargado de regular [os procesos de ansiedad.

En la terapéutica, las benzodiacepinasg
son los farmacos mas eficaces para el
fratamiento de los (rastornos de angiedad,
siendo el diacepam (Figura &) el mas
empleado en la clinica. Estos farmacos
gjercen su efecto ferapéutico potenciando la

actividad del receptor GABA» favoreciendo la

inhibicion sinaptica producida por GABA (Kandel, 2001).

¥ Sistema inhibidor GABAérgico.
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Figura §. Estructura
quimica del diacepam

Un neurofransmisor es una molécula derivada principalmente de un aminodcido o

bien del metabolismo intermediario de estos. Su sintesis es llevada a cabo por reacciones
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enzimaticas que, posteriormente son almacenadas en las vesiculas sindpticas terminales y
liberadas por la despolarizacién membranal (Deutch y Roth, 1999).

El efecto inhibidor de un neurotransmisor se ejerce cuando es capaz de deprimir o
atenuar la excitabilidad neuronal y durante este proceso disminuye la probabilidad de que
una neurona genere potenciales de accién. En regiones del cerebro como el hipocampo y la
corteza cerebrel, la inhibicién se produce por circuitos neuronales locales establecidos por
interneuronas de las cuales mas del 90% son GABAérgicas. Estos cireuitos neuronales
inhiben a las neuronas de proyeccidon (piramidales) constituyendo asi, una de las
regulaciones de la excitabilidad mas importantes del Sistema Nervioso Central (Nurse y
Lacaille, 1997; Luddens y cols., 1995).

EJ] neurotransmisor GABA, fue descubierto por Eugene Roberts en 1950. Sin
embargo, no fue hasta 1956 cuando Bazemore y cols., aislaron del tejido nervioso del
langostino, una sustancia enddgena o “factor I”, la cual producia un efecto neural de
inhibicién; mostrando asi, la primera evidencia que sugeria que GABA era un
neurotransmisor. Para 1957 se comprobd que este aminoacido, aplicado en forma directa a
la conteza cerebral, tenia efectos sobre la actividad eléctrica, dando testimonio de la
participaciéon de GABA en el movimiento iénico en las neuronas (Kmjevic, 1984, 1991,
1997, Houser y cols., 1984),

Este neurotransmisor es un pequefio aminoacido de 103 Da, su nombre proviene de
las siglas en inglés de su estructura quimica: Acido y-aminobutirico y es el principal
neurotransmisor inhibidor del cerebro en los mamiferos (Olsen y Tobin, 1990; McKernan y
Whithing, 1996; Avoli y cols., 1997).

El GABA s¢ sintetiza en las tenninales nerviosas por descarboxilacién del

glutamato, por accién de la enzima citos6lica dcido glutamético descarboxilasa (GAD),
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también conocida como L-glutamato-1-carboxilasa-liasa. Esta enzima se encarga del
transporte o derivacién del glutamato garantizando asi la produccion de) GABA. Ademas,
es indispensable para el control de la excitabilidad neural, ya que su disminucién favorece
la aparicién de convulsiones; asimismo es blanco en el tratamienw de algunas epilepsias

(Tapia y cols., 1975; Foster y Kemp, 2006; Wu y cols., 2007).

La mayor parte del 4cido glutmico necesario para {a produccion del GABA no
proviene del sistema sanguineo, ya que las células neuronales poseen un mecanismo
enziméatico de sintesis a partir de una transaminacién oxidativa debido a la a-cetoglutarato
transtaminasa (GABA-T), o su ruta alterna por un proceso de desaminacion de la glutamina
a través de la enzima glutaminasa. Por lo que, de acuerdo a estos eventos metabélicos las
fuentes del acido glutdmico son:

1) La trensformacién de! a-cetoglutarato, metfabolito del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos.

2) La desaminacién de la glutamina (Delorcy y Olsen, 1994; Deutch y Roth, 1999).

Un aspecto interesante en la sintesis del GABA, es que la enzima que produce al
sustrato (glutamato) también Jo degrada (GAD). El GABA es transformado a
semialdehido succinico (dcido-y-hidroxibutirico) por la GABA-T en presencia del dcido a-
cetoglutdmico como co-sustrato pars la reaccién. Por lo que, 8 GABA-T es fundamental
en la sintesis y catabolismo del GABA. Estas caracteristicas hacen diferente la sintesis del
neurotransmisor GABA, ya que es un derivado directo del metabolismo intermediario de la

glucosa y del glutamato (Figura 9; Paul, 1995).
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El GABA ¢s sintetizado por la descarboxilacién del Acido glutdmico mediante la enzima acido
glutdmico descarboxilasa (GAD). La GABA-T es [a enzima que sc encarga de degradar al GABA en dcido
succinico semialdehido (4cidowy-hidroxibutirico, IUPAC) para su posterior insercion al ciclo de Krebs. Asi
mismo, la GABA-T se encarga de proveer el sustrato para fa sinfesis del GABA (tomada de Paul, 1995).

Figura 9. Diagrama de la sintesis del GABA

> Receptores GABAérgicos
Los efectos del GABA » nivel pre y post-sindptico son consecuencia de su
interaccidn con la membrana neural a través de proleinas receptoras. Los receptores para el
GABA estin divididos en dos grupos: uno de tipo metabotrépico (GABAg); asociado a
segundos mensajeros via proteinas G y nucledtidos ciclicos (AMPe), y dos de tipo
ionotropieo: GABAA y GABAc. Sin embargo, los receptores GABA¢ se encuentran

exclusivamente en la retina.
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de la célula neural, con lo que se produce una hiperpolarizacidn o un cambio en el potencial

de membrana, alejando del umbral el disparo del potencial de accion.

Estos sucesos se deben al cambio conformacional de la proteina receptora que la
convierten en un canal {de 58 A); este conducto presenta una marcada preferencia por el
ién CI', permitiendo su entrada al interfor de la célula, debido a la earga positiva de los

aminoacidos que se localizan en la porcién final del canal.

» Fisiologia y Recaptura del GABA

Las células nerviosas inician una respuesta ante una estimulacidn eléctrica o
quimica; dentro de los eventos que se suseitan, se puede identificar a las respuestas
sinépticas excitadoras e inhibidoras. El primer tipo de respuesta promueve la propag.acion
de los impulsos eléctricos, ya sea por la liberacién de neurotransmisores o por f{a
modificacion de los receptores postsindpticos. Mientras que los efectos sindpticos
inhibidores, presentan mecanismos tales como: reduccién en la liberacion de
neurotransmisores excitadores en la membrana pre-sindptica o bien reduccidn en [a
excitabilidad de la célula post-sinadptica (Kuriyama, 1993).

El sistema GABA¢érgico tiene efecto en la membrana pre y post-sindptica y sus
efectos son consecuencia de su interaccion en la membrana a través de las proteinas
receptoras (Figura 12). El mecanismo de inhibicién presindptico inieia con la disminucién
en el ingreso de Ca®*, catién involucrado en la maquinaria de liberacion de
neurotransmisores en la terminal nerviosa. A nivel post-sindptico el mecanismo se debe a

un incremento en la conductancia de CI, con lo cual la membrana neuronal presenta un
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inactivacion de su efecto; ademés depende del gradiente electroquimico del Na', por lo que
depende de la actividad de la ATPasa Na'/K".

Se han clasificado cuatro distintos transportadores transmembranales de GABA la
GATI, 2,3 y 4, siendo la GAT-1 y 4 los que se encuentran en las terminales GAB Aérgicas;
esta caracteristica permite que su distribucidén sea amplia en todo el SNC. El transportador
GAT-2 se localiza principalmente en la glia, mientras que la GAT-3 se expresa en el

leptomeninge y el plexo coroideo (Foster y Kemp, 2006).

» Modulacién del GABA,

El receptor GABAA es una protefna alostérica; ya que sus propiedades como
receptor pueden ser moduladas por la unidn de otros compuestos que no se unen al mismo
sitio que reconoce al GABA, Cieros farmacos hacen més eficiente la transmisién
GABAérgica, incrementando la frecuencia de apertura del canal o cambiando el tiempo de
apertura del mismo. Algunas moléculas alostéricas son los neuroesteroides, el alcohol, los

barbitiricos y las benzodiacepinas (Hadingham y cols., 1992 McKeman y Whiting, [996).

Las BDZ son moléculas que modulan las corrientes del ién Cl” incrementando la
frecuencia de apertura del canal, pero no la duracién de los estados abiertos, el efecto
alostérico de estas moléculas es observable con la presencia de]l GABA. Estos farmacos
tienen su sitio de unién en el receptor cntre las subunidades a y B; aunque, quien confiere la
afinidad por {as mismas es la subunidad vy, principalmente ef subtipo 2 (2y). Mientras que
los barbitiricos alteran las corrientes GABAérgicas amplificando el tiempo de apertura del
poro; ademas presentan una accién dual ya que a concentraciones pequefias su efecto

depende de la presencia de GABA, enfretanto a dosis grandes depende exclusivamente del
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barbitirico. Su sitio de interaccién son las subunidades a y B del receptor (McDonald y

Olsen, 1994; Kardos, 1999).

Otros tipos de moléculas que interaccionan con esle receptor son la bicuculina un
potente convulsionante, el cual disminuye la unién del GABA al receptor de manera
competitiva; otro caso es la picrotoxina, que se une aparentemente al poro del canal
previniendo el flujo de iones, bloqueando la apertura del canal; estos compuestos actdan
como antagonistas; mientras que los agonistas selectivos de este receptor son la isoguvacina

y el muscimol (Figura 13).

O
O
C, HO O
O
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picrotoxina isoguvacina muscimol

Figura 13. Algunas moléculas que interactuan con el
receptor GABA

La neurotransmisién GABAérgiea tiene un papel predominante en la fisiopatologia
de diversos trastornos neuronales como la epilcpsia, ansiedad, sindromes de abstinencia,
sedacién, asi como trastornos del suefio, entre otros. Estos padecimientos tienen un factor
comun: ¢l incremento de la excitabjlidad neural, esta hiperexcitabilidad es consecuencia de
alguno de los siguientes eventos que pueden presentarse como uno solo o bien, actuar de
forma conjunta: modificacién en la sintesis de GABA, disminucién en su liberacién,
cambios en el proceso de recaptura, todificaeion en la estructura del receptor y cambios en
la afinidad del receptor GABA
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Los avances y descubrimientos de la fisiologfa, la bioquimica y la farmacologia del
sistema GABAérgico, han abierto una puerta para la bisqueda de moléculas quc modulen
la actividad de estos receptores, sin modificar o alterar fa neurotransmisién, sintesis,
recaptura o estructura de los receptores. De manera que, el descubrimiento de moléculas
alostéricas moduladoras podria revolucionar et tratamiento de los trastornos mentales que
aquejan a un sector importante de la poblacién. De aqui la importancia de realizar estudios
farmacolégicos de plantas empleadas en la medicina popular, puesto que estas son fuente

de moléculas con potencial aplicacién en la terapéutica de los trastornos mentales.
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[11. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han mostrado ser una importante fuente de moléculas
bioactivas, por lo cual, resulta importante realizar estudios farmacolégicos para caracterizar
moléculas con potenciales efectos sobre el SNC, obtenidas a partir de plantas medicinales
con reconocidas propiedades sedantes, como es el caso del Agasiache mexicaona subesp

mexicana,
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IV. OBJETIVOS

v Evaluar el efecto sedante de la 7-O-glucosilacacetina en el modelo de tiempo

de suefio inducido por pentobarbital sddico.

v Evaluar el electo sedante de la 7-O-glucosijacacetina en un modelo animal

de conducta del tablero con perforaciones.

¥ Evaluar la actividad anticonvulsiva de la 7-O-glucosilacacetina, en el

modelo de convulsiones inducidas quimicamente.

¥ Evaluar la susceptibilidad/inhibicién producida por la 7-O-glucosilacacetina

en el modelo electrofisiolégico de potencial de campo post-sinéptico

excitatorio.
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V. HIPOTESIS

Con base a los antecedentes quimicos y bioldgicos de los glucdsidos de flavonoide y
mediante una aproximacion quimica es factible suponer que la 7-O-glucosilacacetina, posea
propiedades sedantes en ratones ¥ produzca un incremento en la inhibicidn neural debido a

su posible interaccién con el sistema GABAérgico.
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V1. PARTE EXPERIMENTAL

Este estudio se realizé con cuatro técnicas distintas:

) Aislamiento y caracterizacién de la 7-0-GAC

2) Prueba de prolongacion del tiempo de sueffo inducido por
pentobarbital sédico.

3) Determinacion de los efectos sedantes y/o ansioliticos de la 7-O-GAC
en el modelo del tablero con perforaciones.

4) Determinacion de la actividad antiepiléptica de la 7-O-GAC en el
modelo de convulsiones inducidas quimicamente por pentilentetrazol.

3) Preparacidn de rebanadas de cerebro para medir {a actividad sindptica

del area CAl del hipocampo de rata.

» Firmacos y sustancias:

Los farmacos y sustancias empleadas en este trabajo fueron obtenidos del
laboratorio Sigma-Aldrich (St. Louis, MO. USA), las soluciones de los farmacos
preparados antes de iniciar cada experimento en una relacién de 10mL por kg de peso
de animal, la administracion se realizd via intraperitoneal, con una latencia de
administracion de 60 min.

e 7-O-glucosilacaeetina (7-0-GAC) fue aislado en el Laboratorio de Fitofarmacologia

del INPRF.
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» Apimales:

En la pruebas conductuales, se utilizaron ratones macho Swiss Webster de 6-8
semanas de edad y 25-30 g de peso, los cuales fueron proporcionados por el Bioterio
del INPRF. Los animales fueron resguardados en un cuarto con temperatura controlada
entre 20-22 °C, colocados en grupos de 8 por caja. con libre acceso a comida y agua.
Bajo ciclo de w2/ oscuridad invertido de (12h /12h). Los animales de prueba fueron
habituados en el cuarto de experimentacidn durante la semana previa a los ensayos, para
permitit su adaptacidn al nuevo ambiente y disminuir su estrés.

Para fa evaluacién del potencial post-sindptico excitatorio. se utilizaron ratas
macho de la cepa Winslar con peso aproximado de 250-300 g; mantenidas en
condiciones de lemperatura constante {20-25 °C), con slimento y agua ad libitum, y
bajo ciclo de luz/ oscuridad invertido (12h /12h).

El manejo de los animales se realizd conforme a las normas oficiales: NTH No.
85-23 (National Institutes of Health; USA) revisada en 1985 y la Norma Ofjcial
Mexicana NOM-062-200-1999 y conté con la aprobacién del comité de ética del

INPRFM.

1. Aislamiento y caracterizacién de la 7-0-GAC:

El material vegetal dc A. mexicana subsp mexicana fue colectado en San José
Tlacotitlan, municipio de Ozumba, Estado de Méxica. La identificacidn botanica la
realizé el Dr. Robert Bye y una muestra del material vegetal fue depositada en el
Herbario del Instituto de Biologla, UNAM (MEXU No. 1120)

Las partes atreas sccas y molidas (1000 g) dc Agastache mexicara subesp

mexicanu, se¢ extrajeron de forma sucesiva en hexano (5 L), acetato de etilo (S L) y
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ftnalmente con metanol (5 L), los tres extractos fueron filtrados por separado y los
disolventes se evaporaron a presion reducida y los extractos fueron trabajados por
separado.

Se obtuvieron 100.02 g del extracto metanélico {10.02% en relacion al peso seco
del material vegetal inicial) éste extracto fue separado en sus componentes, mediante
cromatografia en columna al vacio, empacada con silica gel 60G Fys, Merck en una
proporcién de 1:15 con respecto al peso del extracto, utilizando eomo eluyente hexano,
mezclas dc hexano-AcQOEL, de polaridad crecienle, AcOEt, mezclas de AcOEt-MeOH y
MeOH. De las fracciones eluidas con AcOEL se obtuvieron 30.15 g (de un sélido
amarillento, el cual fue nuevamente sometido a cromatografia en columna, empleando
el mismo sistema de elusion. De [as fracciones  polares se obtuvieron, por
precipitacidn y posteriores recristalizaciones 5.2g de 7-O-glucosilacaceting, como un
sélido blanco, con p.f.=230-233 °C. La identidad del producto fue confirmada por sus
caracler(sticas de RMN'H y espectrometria de masas (FAB") y por su comparacién con
lag descritas en la literatura.

Adicionalinente, la pureza del producto fue confirmada, mediante un analisis de
CLAR-EM, utilizando un Cromatégrafc Waters modelo 600, con un detector de UV-
vis, acoplado a un espectrometro de masas Bruker Esquire modelo 6000.

Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: columna Synergi Polar-
RP 150 mm x 2.0 mm y DI = 4pm, Utilizando como fase mévil un sistema de
acetonilrilo-agua (10:90 v/v por 30 min) con una velocidad de flujo de 0.2 mL/min, &l
volumen de inyeccion fue de 5 pl de 7-0-GAC en solucidn acuosa concentrada, la
temperatura del sistema se mantuvo a 25 °C y la longitud de onda de deteccién fue de

254 nm.
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A partir de la columna de elusidn se adquirid el espectro de iones positivos de 7-0-GAC

{Estrada y cols., 2009).

2.  Prueba de prolongacién del tiempo de sueflo inducide por

peatobarbital sédico.

Esta prueba s empled pars evaluar el efecto sedante & hipndtico en grupos de 8
a 10 animales para eada tratamiento. Su desarrollo consistié en dos etapas
experimentales: en la primera se administrd via ip las dosis correspondicnte del
principic activo; para el caso la 7-0-GAC (ver Apartado L Disefio experimental).
Despucs de 60 min. s¢ administré por la misma viz 42 mp/kg de PB ¢ inmediatamente
fueron celocados de forma individual en una caja de acrilico de 30 x 21 x 21 cm que
contenfa una cama de aserrin fino vy fueron observados cuidadosamente hasta su
recuperacidn total.  Los controles fueron administrados con soluciom salina (ss} y
Tween® 80, y 60 min después s¢ administrd PB (42 mg/kg). {Ver Apartado | Discfio
experimental).

En cada caso se rcgistraron tanto los tiempos de lalencia de sedaciom;
considerada como el tiempo en minutos que transcurrid entre la administracion de PB y
la pérdida de la coordinacion locomotriz; tempo de latencia de hipnosis, siendo el
ticmpo trascurtido desde la administracion ded PB hasta la inmovilidad total sin la
pérdida del reflejo de enderczamiento. Finalmente se evalud el tiempo de suefio, siendo
el tiempo que transcurre entre [a pérdide del reflejo de cnderezamiento y su

recuperacion,
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3. Evaluacion de los efectos sedantes y/o ansioliticos en el modelo del

tablero con perforaciones.

Este modelo evalub el efecto ansiolitico y/o sedante de la 7-O-GAC. El aparato
consislio en una caja de plexiglds de 60 * 60 cm, con paredes de |0 em de alto (sin
superficies reflejantes), cuyo piso tenfa 4 perforaciones equidistantes, de 2 ecm de
diametro.

A los animales se les adminisied por via ip las dosis correspondientes del
principio activo (Apartado I Disefio experimental). Transcurridos 60 min, se ihicié la
prucba colocando al sujeto experimental en el centro del tablero, observando la
conducta exploratoria del animal durante 5 min. En cste periodo se evalué el nimero de
veces que introduce la cabeza en cualquiera de las perforaciones (NA), el tiempo total
de exploracién, siendo el tiempo total cn que ¢l ratdon mantene la cabeza dentro de
alguns de las perforaciones (TA) y el namero de veces que se para en sus patas
posteriores (NP). Después de cada prueba la caja se limpié cuidadosamente con una
solucién hmpiadora especial, pam eliminar rastros que pudieran afcctar el

comportamiento del siguiente animal.

Figura 14, Modelo de tablero cou perforaciones.
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La disminucién de estas variables con respecto al conirol, en este modelo es
considerado un efecto sedante, un aumento en estas variables sin modificar la actividad
locomotriz es considerado como un efecto ansiolitico; mientras que una disminucién de
Jas mismas, acompafiado de un aumento en la actividad locomotriz puede ser
considerado como un efecto ansiogénico (Marder y Viola, 2003; Estrada-Reyes y cols.,

2009).

4. Evaluacién de los efectos amti-convulsives de Is 7-0-GAC en el

modelo de convulsiones inducidas quimicamente.

La evaluacién del efecto anti<onvulsivo se realizd en el modelo de actividad
convulsiva inducida con pentylenetetrazol (PTZ). Los animales se admintstraron via ip
de forma individual con la 7-0-GAC a las dosis de 2.5, 5.0. 10.0 0 20.0 mg/kg y 60
min después, fueron administrados por la misma via con 70 mg/kg de PTZ.

Inmediatamente después los animales se colocaron de manera individual dentro
de una caja de acrilico de 44 x 22 x 21 c¢m. que contenia una cama de aserrin fino y
fueron observados cuidadosamente hasia su total recuperacién o muerte, Se registré el
tiempo de {atencia de la primera crisis (el tiempo que transcwre entre Ja administracién
del PTZ y la aparicién de la primmera crisis) y el tiempo de latencia de las crisis clénicas-
tonicas generalizadas (como el tiempo que transcurre entre la administracion de PTZ. y
la aparicién de crisis severas), en las cuales se pueden observar caidas, clonias y
extension tanto de las patas delanieras como traseras. Ambos conductas Mueron medidas
en minutos. El grupo de animales que sirvié coma se traté de la misma forma, sdlo que
en lugar dei principio activo se administré con el vehiculo (Apartado [. Disefio

experimental).
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Figurs 15. Modelo de actividad convulsiva inducida quimicamente
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5. Determinacion de la actividad sindptica en ¢l drea CAl del hipecampo, inducida

por -0-GAC.

Datos previos sobre esta linea de investigacidn, muestran que fenémenos hiper-
excitabilidad en ¢l animal integro pueden cuantificarse en condiciones in vitro. Por lo
que &l registro de la actividad sindptica ¢n rebanadas de cerebro es un método que
garantiza fa conservacion de los componentes sindpticos asi como la identificacion
precisa de los elementos y estructures del cerebro, ademas permite mantener un control
especifico de la estimulacidn en fibrag/axones, asi como de las regiones o nicleos de
registro (Calixto y cols., 2000).

En esta serie de experimentos los animales integros, fueron anestesiades con una
dosis de 50mp/kg de peso de pentobarbital sdico (Anestesal®). Posteriormente, fueron
perfundidos con un catéter a nivet del ventriculo fzquierdo del corazdn con una solucion
2 base de sacarosa a temperatura de 4 °C (composicién en mM: sacarosa 229, KCI 2.0,
glucosa 10, Na,HCO; 26, NaH,PO, 1.2, MpCl; 1.3), burbujeada con una mezcla de
gases Oy al 95% y CO, al 5%, con ta cual se mantiene un pH constante de 7.4.

Al término de la perfusién, e] cerebro fue cxtraido ripidamente. Cada
hemisferio se s¢cciond en un vibratomo (pelco M-(01), con rebanadas sagitales de
400um de grosor a una temperatura de 4 °C. Las rebabadas obtenidas se mantuvieron
en una solucian saling con una composicién semejante a la del liquido cefaloraquideo
{concentraciones en mM: NaCi 125, KCl 2.0, MpCl, 6.0, CaCl. 1.0, glucosa 1],
NazHCO; 26: con un burbujeo continuo con la mezcla de gases Oy al 95% y CO, al
5%), ajustado a un pH de 7.4 y una osmolaridad de 300 mOsmol/L, El registro de la
retividad electrofisiologica se realizd en una cémura de perfusion continua (2.5 ml., con

una velocidad de perfusién de 2 mL/min 2 la emperaturs ambiente. La solucidn de
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registro estandar contenia: NaCl 125 mM, KCl 3 mM, MgCl; 1.0 mM., CaCl; 2.5 mM,
Na;HPO, 1.2 mM, glucosa 11 mM, ¥y Na:HCOy 26 mM; con un burbujeo continue de la
mezela de gases (022l 95% y CO,) y pH de 7.4.

Los registros de los potenciales postsinapticos excilatorios (fEPSP) se realizaron
en el drea CAl del hipocampo, en ¢l stratum radiatum, por medio de micropipetas de
vidrio Henas con solucién de NaCl al 0.9% (2-4 M; amplificador Axoclamp 2B, axon
{nstrument). Los fEPSP fueron digitalizados v almacenados en computadora utilizando
¢l programa pClamp V9.2 de Axoclamp Instraments.

Los estimulos para provocar los fEPSPs se realizaron con un electrodo bipolar
concéntrico en las coluterales de Shaffer, mediante pulsas cuadrados de voltaje (nicos
(0.40-1.0 ms a 0.1Hz; estimuiador Grags S-11, unidad de aislamiento Grass PSI U6}, asi
como pulsos pareado: 10 a 60 ms en intervalos crecientes de 10 ms. La estimulacion se
ajusto en todos los experimentos para obtener un MEPSP con amplitud de 50-60% de la
amplitud maxima. Estos protocolos no indujeron depresion o espigas miliiples, ni
potenciaron la respuesta en las condiciones control.

Los grupos que s¢ realizaron fueron (Apartado 11 Disedo experimental):

1) Grupe control en ¢l que s¢ verificd ¢l efecto de GABA (5 mM) y bicuculina (Bic:
20pM) (n=3)
2) Grupo tratado con vehiculo (IIMSO) {(n=3}).

3y Grupo tratado con 7= GAC (n=3)
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¥ Anslisis Estadistico

Los experimentos conductuales se realizaron con poblaciones de 8 & 10 ralones, por
dosis y los resultados fueron expresados como ta media t el error esténdar medio, Cuando
los resultados cumplicron con 1a prueba de normalidad, la comparacion de estadistica entre
los grupos experimentales y los grupos control se realizd, mediante un andlisis de varianza
de una sola via, seguido de la prueba posi doc de Tukey. (*p< 0.05, **p<0.0l y
*#20<0.001). Cuando los datos no cumplieron con los criterios de normalidad las
comparaciones estadisticas se realizaron mediante un andlisis de varianza de Kruskal-
Wallis, seguido de la prueba pareada de !/ de Mann-Whitney (*p< 0.05, **p<0.0l ¥y
*#30<0.001). Todos los andlisis estadisticos y graficos se realizaron en el programa

Sigmastat 2.0 y Sigmaplot 2.0 respectivamente.

Para el aoalisis de cada experimento (control, vehiculo DMSO y 7-0-GAC), las
respuestas se normalizaron al 100% del valor de amplitud promedio de los fEPSPs en los §
min iniciales de cada experimento o linea base. Para la evalvacion del efecto de bicuculina
en cada uno de los experimentos se normalizd al 100% el promedio de la amplitud antes de
la aplicacion del antagonista (15 min previos a la exposicion de la Bic}. La intensidad de la
estimulacion se ajustd para lodos los experimentos para obtener un fEPSP con amplitud del

50-60% de la amplitud maxima,

El analisis estadistico se llevd a cabo validando la diferencia entre los promedios
normalizados de [a amplitud de los fEPSPs + su error estandar, identificando el porcentaje
de cambio en esta amplitud en ¢l curse temporal de los experimentos. Utilizzndo la prueba
{ de Student (pareada y no pareada, segln ¢l caso) y la prueba varisnza no paramétrica U de

Mann-Whitney, considerando una significancia al valor de p< 0.05.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacién de 7-0-GAC

La 7-O-glucosilacacetina (5.2 g) representada en la Figura 16; se obtuvo de les
fracciones polares del extracto metandlico, como un sélido blanco con p.f.= 230-233 °C. La
identidad del producto fue confirmada por sus caracteristicas de RMN'H y “C y
espectrometria de masas, mediante la técnica FAB', las cuales son descritas a continuacién:

EM: FAB', [M" +1], a m/z = 447, requiere una formula molecularr CnHnOg
(anexo 1)

RMN 'H: (300 MHz, DMSO), 5 (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacién): 13.3 (1H, s,
OH), 8.07 y 7.14 (4H, sistema AA'BB’, H-2’ y H-6", H-3’ y H-5"), 6.96 (1H, s, H-3), 6.86
y 6.46 (2H, sistemna AB, 1.8 Hz, H-8 y H-6). 5.40, 5.07 y 4.62 (4H, s, OH glucosa), 5.07
(1H, d, H-2 glucosa), 3.87 (3H, s, 4’-OCHa3) y 3.735-3.2121 (5H, varias sefiales, protones

del anillo de glucosa) (anexol).

Figura 6. 7-O-glucosilacaceting

En la Figura 17, se muestra e} perfil en CLAR de la 7-O0-GAC, la cual se obtuvo

con 98.3 % de pureza, con un tiempo de retencion de [6.4 min.
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Figura 17. Perfil de CLAR de la 7-0-GAC

El espectro de iones adquirido a este tiempo de retencién (TR = 16.4 min) confirmé
la identidad de la 7-0-GAC (Figura 18), en el cual se observa un M+ H a m/z= 447 que

corresponde a una formula CuHay00,.

tntemé mvma0131.d +MS 16.3-18 8mun, 160%=9
x10

10 447 1

0.8+
08
049
02

2850
a0 > §16.2

Figura 18. Masa molecular + 1 [M"+H] de ls 7-0-GAC

Evaluacién farmacoldgica de la 7-0-GAC

Los modelos animales de conducta son herramientas experimentales atiles para la
investigacién y el estudio de los efectos de nuevos farmacos o principios activos con
potencial aplicacion en el tratamiento de trastornos como insomnio o trastornes del suefio.

Los efectos de la 7-0-GAC fueron evaluados en el modelo de prolongacién del tiempo de
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suefio inducide por PB. En esta pruebs se estudid el efecto sedante producido por la 7-0-
GAC a las dosis de 5, 10 y 20 mg/kg de peso. Como se representa en la tabla 1, la
administracion de 7-0-GAC no produjo cambios significativos en el tiempo de latencia de
sedacién ni en el tiempo de hiprnosis (H= 1,985, gl= 3; H= 2,95, gl= 3, respectivamente),
con respecto al control.  Sin embargo, a la dosis de 10 mp/kg produjo un asmento
estadisticamente significativo en el tiempo de suefio inducido por PB, con respecto &l grupo

control (H= 15.38, gi= 3, p= 0.003}.

Tabla 1. Resultados obtenidos en ¢l modele de prolongacion del tiempo de sueito
inducido por pentsbar bitzl sédico.

I Conir 1.42+£0.06 2.8i.3k h 1553&.75
5 1432012 LEBOAS | 19458271
10 1.83£0.23 2445024 | 37.014£2,137
20 160420 248022 19.8241.36

Los renubindos se exprosan coma ¢l promedio + et error estandar medio,
Animales por dosis (n= 7). Prueba past doc (prueba de Tukey) ¥**p<0.06]1.

Lo anterior indica que la 7-0-GAC, ejercié un efeeto sedante en los animales de
prueba la dosis de 10 mg/kg. Es importante mencionar que la 7-0-GAC a las dosisde § ¥
20 mg/kg prodnjo una disminucién significativa de la actividad ambularfa de los sujetos
experimentales, lo cual puede indicar que la 7-0-GAC produce un efecto depresor del
SNC.

Los efectos depresores producidos por 1a 7-O-GAC, fueron confinmados cuando
ésta se evalud en el modelo del tablero con perforaciones, el cual es Gti! para evaluar los
efectos ansioliticos y/o sedantes producidos por firmacos o principios activos. Este modelo

se basa en la eonducta natural de los roedores a explorar zonas desconocidas ¢ novedosas.
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Estos resultados en su conjunto muestran gue la 7-O-GAC ejerce un efecto sedante
en los roedores, a la dosis de 10 mg/kg,

En cuanto a la actividad epiléptica inducida por PTZ, como se muestra en |a tabla 2,
la 7-O-GAC no evitd ni retardo la aparicion de las crisis, observindose Gnicamente un
aumento en log tempos de latencia a la dosis de 5 mg/kg. La 7-0-GAC no present6 un

efecto antiepiléptico a las dosis evaluadas.

Tabla 2. Resultados del madelo de
Induecién de convulsiones con PTZ

eontrol 098 +£0.02 12 &.08 '
g e eyt
s | 1242 0.06%* 2,81 £ 0,344
16 0.90 £ 0.0 (26 % 0.1
20 0.84 £0.06 1154 0.08

Los resultados e expresan como el promedio + el ervor estindar medio (n=7).
Prueba post doc (prueba de Tukey) * p< 0.03, **p< 0.01 ***p< 0.001

Estudio de los cambios electrofisiolégicos inducidos por 7-G-GAC en el drea CAl del
hipocampe.

El hipocampo represenia la estructura extracortical con mayor factibilidad de
identificar y de valorar cambios en la neurotransmnision GABAérgica, debido a su facil
acceso e interpretacion de resuliados que a partir de €l se obtiene. Esto obedece a dos
aspectos basicos: a) el conocimiento de los tipos de componentes neuronales que io forman

¥ b) su conexidn entre ellos {componente sindptico neurotransmisores y reccptores). Es asi,



que el hipocampo constituye electrofisiolégica y farmacolégicamente un excelente circuito
neuronal funcional para medir los cambios de la inhibicidn/excitacién. Debido a que en fa
primera parte de esta tesis se evalud el efecto de la 7-0-GAC en modelos animales de
conducta, nuestro siguiente propdsito fue establecer el mecanismo de accidn de la 7-O-
GAC, utilizando para ello un correlato anatémico y electrofisioldgico de! sistema de
neurotransmision GABAérgica en el hipocampo.

Con el objetivo de verificar si la 7-0-GAC interactia con la neurotransmisién
GABAérgica. En rebanadas de cerebro se registro la actividad sinaptica del swratum-
radiatum del 4rea CA1 del hipocampo con un protocolo de estimulacion estandar en las
colaterales de Shaffer (frecuencia 0.0) Hz e intensidad a 50-60% de la respuesta maxima).
Este patron de estimulacion evocd los fEPSP, los cuales fueron estables en su morfologia y
amplitud en un periodo de 2 h de registro en rebanadas control (Figura 21, circulos negros;
n=3)}. Del mismo modo, el grupo expuesto al DMSO (vehiculo) no modificé el patrdn de
registro en la evolucién temporal; ya que este grupo no presenté ningln incremento o
disminucién en la amplitud de la respuesta sinaptica durante los 15 min en que se mantuvo
la exposicion manteniendo un porcentaje de amplitud de 94.7 + 2.9%.

En contraste, las rebanadas de hipocampo que fueron expuestas con la 7-O-GAC,
la actividad sinaptica fue disminuida en su amplitud. Los fEPSP durante los 15 minutos en
los que se mantuvo la superfusion de la 7-O-GAC redujo 1a amplitud hasta el 60.1 + 4.7%,
como se representa en la Figura 21. Esta disminucion en la amplitud de los fEPSP fue
estadisticamente significativo (p< 0.001) comparado con el grupo control y con e} grupo

expuesto 8] DMSO (vehiculo) representados en la misma Figura.
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Protocolo de pulsos pareados producidos por la exposicién a la 7-O-

GAC
En condiciones conirol la estimulacidn por pulsos pareados en las colaterales de
Sheffer, inducen la aparicién de dos fEPSP en ¢l drea CAl, separados por un pertodo corto
(ms) entre ellos, genera una disminucién sobresaliente en Ta amplitud del segundo (EPSP
comparada con la amplitud del primer fEPSP; es decir, {a relacién aritmética de 12 amplitud
del fEPSP 2 con respecto al fEPSP | (fEPSP 2/ fEPSP [) es menor a 1 en intervalos Inter.-
estimulos (IIE) entre 10 y 60 ms (Garcia-Ugalde y cols.,1992; Casasola y cols., 2004); esta
relacién matemética se va perdiendo proporcionalmente cuando el 1IE entre ambas
respucstas se va haciendo mas grande estableciendo con ello una regla simple: mientras
menor sea Ja distancia entre los fEPSP existe una mayor inhibicién, cuando el valor de esta

relacién es igual a 1, entonces ya no existe inhibicién recurrente.
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Figura 23

Tnhibician recurvente del CAL del bipocatupo control Expusivida
por fa exposicion a la 7-0-GAC a8 MAGAC
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A la dereeta, se muestran tos IEPSP represendauvos durdnle a exposieion a la 7-0-GAL (rombos
verdes; 1=3) los coales presenlan un incremeuto en o inbibicién recimzents {(D-F; p < 0.02) respecw a la
inhibicion GABAergica control (A-C). Fn la grilica se muaestry la proporcion matamdtiva del prolocols por
puisos parcados z untervalos de 10-60 ms, en donde ¢l cocsente de [n amplilud del segundo (EPSP coltre fa del
potner {ENSIY brinda uny relacion de inbbuadn (vomdiciones vontro! sirclos negros, grupo DMSO cuadros
azules, 753 ) ¢y cOmMpAMTIon von un grupa expuesio 6 GABA (SmM, cirvulos blentos, n=3).

Comno se representa en la Figura 23, durante el registro de la metacion de pulsos
pareados (fEPSP 2/ fEPSP 1), cn condiciones control se obtuvieron los siguientes
cocientes: 0.63 £ 0.09 a IIE de 10 ms (Figura 23A), 0.76 £ (.04 a IIE de 30 ms (Figura
23B) v de 0.85 + 002 a IIE de 60 ms (p < 0.005) (Figura 23C). los cuales no fueron
estadisticamente significalivos respecto al grupo expuesto al DMSO (vehiculo, p< 0 7).

En contraste, para los grupos e¢xperimentales expuestos a la 7-0-GAC, la relacién
de las amplitudes del fEPSP 2 / EPSP [ alos 10, 30 y 60 ms fue de 0.6240.03 (Figura 23
D}, 066 + 0.06 (Figura 23E) v 0.68 = 0.01 (Figura 23F) rcspectivamcnie, todos ellos

estadisticamente significativos respecto al grupo control (px 0.02). No obstante, la
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inhibicién por pulsos pareados que genera el GABA es semejante a la que evoca la 7-0O-
GAC, de tal forma que no se observa una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.2).

La inhibicidn recurrente que prueba la relacidn de los pulsos pareados se debe al
siguiente mecanismo sindptico: en paralelo a la estimulacion sindptica excitatoria, se
estimula a una interneurona recurrente, cuya actividad es inhibitoria debido a la liberacidn
de GABA; por lo que, en un periodo corto de estimulacién, produce una mayor
concentracién del neurotransmisor GABA en el espacio sindptico, generando una paradoja
fisioldgica: una alta frecuencia de estimulacién o periodos de estimulacion cortos favorecen
la disminucion de la excitabilidad. Por lo que, la actividad de la interneurona en el
hipocampo representa un sistema protector a las neuronas piramidales, impidiéndoles
despolarizaciones por largos perjodos.

Por lo anterior, el protocolo de pulsos pareados sirvié como un correlato
electrofisiolégico para evidenciar el incremento de la actividad GABAérgica producida por

fa 7-O-GAC cl cual se observé previamente en la evolucién temporal (Figura 21 y 22).

Relacion de intensidad (estimulacién) / veoliaje (amplitud de la
respuesta) durante la exposicién de 7-0-GAC
En condiciones control, la amplitud de una respuesta sindptica (fEPSP) depende de
la intensidad, frecuencia y duracidon del estimulo, si estas dos Gltimas son constantes,
entonces 1a amplitud del (EPSP depende de la intensidad del estimulo {umbral) que
desencadena Ja actividad sindptica.
Como se representa en la Figura 1, en condicioncs control no se generan
modificaciones en la relacion E/R en el tiempo de registro. Los fEPSPS fueron generados

por el mismo rango de intensidad de estimulacidén (50-60% de la respuesta méxitna),
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semejante duracion (0.4-1.0 ms) y frecuencia (0.1-0.2 Hz). La 7-O-GAC, incrementd la
inhibicién recurrente durante la estimulacion de pulsos pareados, es decir, presentd una
interaccidn positiva con la neurotransmisibn GABAérgica. Por lo que, el sigujente
protocolo fue encaminado & demostrar que en las rebanadas de hipocampo expuestas a 7-
O-GAC larelacién de E/R es menor; es decir, que la exposicién a este glucésido flavonoide
presenta un desplazamiento hacia ls derecha. Una rebanada de hipocampo, en
condiciones control, muestra una curva E/R que es proporcional al incremento de [a
amplitud del fEPSP (Figura 24, circulos negros), por lo que en este experimento, se
normalizé la intensidad del estimulo a un valor inicial de umbral de induccién del fEPSP,

por lo que el valor minimo para generar la respuesta sinaptica se definié como vator umbral

(X).
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sinfiptica; asi como se constatd en la curva E/R. Este incremento en la actividad
GABA¢érgica podria deberse al aumento de GABA en el espacio presindptico, o un
incremento en la sintesis del neurotransmisor, o al cambio del receptor GABAA. Sin

embargo, es necesario realizar otros experimentos para comprobar lo anterior.
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Viil. CONCLUSIONES

» La 7-O-GAC ejerci un efecto sedante en el modelo de tiempo de suefio

inducido por Pb y en el modelo del tablero con perforaciones en ratones.

» La 7-O-GAC no produjo un efecto anticonvulsivo en el modelo de

induccidn quimica de convulsiones con PTZ.
» La 7-O-GAC evoca un efecto inhibitorio similar al ejercido por GABA,
principal neurotransmisor iphibitorio del SNC, en rebanadas de hipocampo

de rata.

» La 7-O-GAC incremento la actividad inhibitoria de la en Jas rebanadas del

hipocampo podria estar ligada a la sintesis o recaptura del GABA

» Es necesario realizar mds estudios para determinar exactamente los

mecanismos de accién de la 7-0-GAC

» El presente trabajo es una aportacién al estudio de busqueda de moléculas

bioactivas, a partir de fuentes vegetales.
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