UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

“PERFIL NEUROFARMACOLOGICO DE AFININA”

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A:

MARIA DEL CARMEN JUAREZ CASTILLO

Director: Dra. Myrna Déciga Campos

Asesor: M en F. Leticia Huerta Flores

México, D.F. 2010.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Este trabajo se desarrollé bajo la asesoria de |a

Dra. Myrna Déciga Campos,

Profesor Titular C de la Seccidn de Estudios de Posgrado e Investigacién de la Escuela Superior de

Medicina del Instituto Politécnico Nacional.

El presente trabajo fue apoyado por la Secretaria de Investigacion y Posgrado del IPN en el proyecto
“Evaluacion farmacoldgica de sustancias nuevas para el tratamiento del dolor” clave SIP: 20091164 y
20100483. Se realizd bajo convenio (IPN-INER) en la Unidad de Farmacologia del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias “Dr. Ismael Cosio Villegas”.



Especialmente para usted mamd, por que sin su ayuda este proyecto no se habria realizado.
Gracias por todo su amor y su paciencia, su esfuerzo y la educacién que me ha dado. Ha sido
a lo largo de mi carrera el principal y mayor apoyo que he recibido. Simplemente, mi
agradecimiento por usted es tan grande que jamds podré pagar todos los sacrificios y todos
los desvelos, que ha pasado para brindarme un mejor futuro y hacer de mi una mejor
persona. Te amo mamd.

Para papd que ha creido en mi y me ha apoyado. Se ha preocupado por mi educacién y me ha
ensefiado a ser una persona dedicada y ha luchar por lo que quiero. Gracias por su amor.

Para mis hermanos: Dulce, Radl, Liberio y Diana (y Alexia) a quienes amo con toda el alma

y representan un parte esencial en mi vida. Pero de forma muy especial a mi hermano Marco

Antonio quien en momentos dificiles y sin que yo se lo pida me ha ayudado y ha creido en mi,
gracias por todo fu apoyo y tu carifio.

A mis amigos: Adrian, Blanca, 6aby, Ruth, Jazmin, Guadalupe y Gloria, con quienes
comparti mi forma de ser y de pensar y han estado conmigo en momentos dificiles y de
alegria, ensefidndome el valor de la amistad. Especialmente, a Antonio quien ha estado a mi
lado en todo momento y me ha regalado el mayor de los tesoros, su amor y con quien he
compartido mis metas profesionales y mis proyectos de vida. Quien ademds ha sido un
estimulo constante para superarme. Por que en los momentos de angustia y desesperacién
ha sido la alegria que ha sostenido a mi vida. Te amo muchisimo.

Gracias Jesiis por permitirme lograr uno de mis suefios



AGRADECIMIENTOS

A laDra. Maria Yolanda Riosdel Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad

Auténoma del Estado de Morelos por haber proporcionado la afinina.
Se le agradece M.V.Z Alberto Pizafia Venegaspor su asesoria técnica.

Agradezco a mi Facultad por que en ella adquiri mi formacién académica, a mis profesores
guienes me dieron los conocimientos necesarios para terminar mi carrera y al INER por darme la

oportunidad de trabajar mi proyecto.

A la Dra. Myrna Déciga Campospor compartir conmigo sus conocimientos y experiencias para
el desarrollo de este proyecto, gracias por su paciencia, ensefianzas y el apoyo que me brind6 en

el transcurso de este tiempo.

AlaM en F. Leticia Huerta Flores por brindarme su amistad y apoyarme en todo lo posible en

mi trabajo.

Al Dr. Benito Reyesal M. en C. Arturo Cano y laM. en C. Juana Rosadpquienes aportaron
sus comentarios tan acertados. Gracias por compartir conmigo su conocimiento y dedicar su

tiempo al mejoramiento de este trabajo.



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

INDICE GENERAL

INDICE DE DIAGRAMAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE GRAFICAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
RESUMEN
l. INTRODUCCION
Il. FUNDAMENTO TEORICO
2.1. Importancia del uso tradicional de plantas medicinales
2.2. Perfil neurofarmacologico
2.2.1. Pruebas de un perfil neurofarmacoldgico
2.2.1.1. Efecto sobre la conducta exploratoria
2.2.1.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica
2.2.1.2.1. Sistemas neurotransmisores en la ansiedad
2.2.1.2.2. Modelos animales de ansiedad
2.2.1.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética
2.2.1.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva
2.2.1.4.1. Prueba de la formalina
2.2.1.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva
2.3. Antecedentes theliopsis longipes
2.4. Generalidades de las N-isobutilamidas
2.5. Aspectos farmacologicos del extractéidengipesy la afinina
Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
IV. HIPOTESIS
V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Péagina



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

5.2. Objetivos especificos
VI. METODOLOGIA
6.1. Aislamiento y caracterizacion de afinina
6.2. Material biolégico
6.3. Farmacos y reactivos
6.4. Determinacion de las dosis de afinina
6.5. Evaluaciones neurofarmacoldgicas
6.5.1. Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria
6.5.1.1. Modelo de campo abierto
6.5.1.2. Modelo del tablero perforado
6.5.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica
6.5.2.1. Modelo del cilindro de exploracién
6.5.2.2. Modelo del laberinto en cruz elevado

6.5.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética

30
31
31
32
32
33
34
34
34
34
35
35
36
36

6.5.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva en la prueba de la formalina

6.5.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva
6.5.6. Analisis estadistico
VIl. RESULTADOS
7.1. Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria
7.1.1. Modelo de campo abierto
7.1.2. Modelo del tablero perforado
7.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica
7.2.1. Modelo del cilindro de exploracién
7.2.2. Modelo del laberinto en cruz elevado
7.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética
7.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva
7.4.1. Conducta nociceptiva inducida por formalina
7.4.2. Efecto de la afinina en la prueba de la formalina
7.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva
VIil. DISCUSION

38
42
43
43
43
44
45
45
46
47
49
49
50
52
53

37



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

8.1. Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria
8.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica
8.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética
8.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva
8.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva
IX. CONCLUSIONES
X. PERSPECTIVAS
XI. BIBLIOGRAFIA

53
54
55
56
57
59
60
61



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

Diagrama 1.
Diagrama 2,

Diagrama 3.

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

INDICE DE DIAGRAMAS

Procedimiento general para determinar el efecto sobre la col
exploratoria, la actividad ansiolitica y la sedante-hipnoética en ratones
Procedimiento general para la evaluacion de la actividad antinocicep
la prueba de la formalina en ratas

Procedimiento general para la evaluacién de la actividad anticonvuls
ratones

INDICE DE FIGURAS

Receptor GAB/, vy sus sitios de unic

H. longipes (A) Parte aérea y flores (B) rai

Estructura quimica de la afinin(N-isobuti-dec:2E,6Z,8E-trienamida,
principal compuesto bioactivo d longipes

Modelo de campo abierto para determinar el efecto sobre la col
exploratoria en ratones

Modelo del tablero perforado para determinar el efecto sobre la co
exploratoria en ratones

Modelo del cilindro de exploredn para determinar la actividad ansiolif
en ratones

Modelo del laberinto en cruz elevado para determinar la acti
ansiolitica en ratones

Forma de ambientacién de las ratas en la prueba de la for

Pagin:
39
40

41

Pagin:
12
20
22
34
35
35

36

38



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

INDICE DE GRAFICAS
Pagin:

Grafica 1. NUumero de plazas exploradas por los rat ICR después de | 43
administracion del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y
afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo de campo abierto en un periodo de
3 min

Graéfica 2. Numero exploraciones por los ratollCR después de la administracién 44
vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y afinina (30-75
mg/kg, i.p.) en el modelo del tablero perforado en un periodo de 2 min

Gréfica 3. Numero de exploraones verticales por los ratonlCR después de | 45
administracion del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y
afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo del cilindro de exploracién en un
periodo de 5 min

Gréfica 4. Tiempo de permanencia ers brazos abiertos por los ratoll CR despué: 46
de la administracion del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg,
i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo del laberinto en cruz elevado
en un periodo de 2 min

Gréfica 5. Efecto sobre | latenca de sedacion (PANEL A), latencia de hipnt 48
(PANEL B) y duracién de la hipnosis (PANEL C) después de la
administracién del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y
afinina (30-75 mg/kg, i.p.), en la prueba de sedacion-hipnosis, después de
la administracion de pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.)

Gréfica 6. Efecto nociceptivo por la administracion de la sustancia algésica 49
prueba de la formalina en ratas, en un grupo administrado con el vehiculo
(CMC 1%)

Grafica 7. Efecto antinciceptivo de la afinina (0-1.7 mg/pata) en la prueba de 51

formalina en ratas. Cada barra representa el ABC en la fase | (panel A), en
la fase Il (panel B) y de ambas fases (panel C), como un promedio de seis
animales = E.E.M, evaluado durante 60 min



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

INDICE DE TABLAS

Pagin:
Tabla 1. Farmacos aislados de plantas medicinales con actividad sobre 5
Tabla 2. Ejemplo de plantas estudiadas mediante un perfil neurofarmacc 8
Tabla 3. Modelos animales para el estudio de ansi 14
Tabla 4. Pruebas animales para el estudio del 17
Tabla 5. N-isobutilamida identificadas dH. longipes 23
Tabla 6. Evaluacién analgésica de los extractosH. longipes y la afinina en I 26
prueba de estiramiento abdominal con acido acético
Tabla 7 Efecto del extracto dH. longipes, afinina y la Misobutil decanamida en 27
prueba de induccion de edema (acido araquidonico) en la oreja del ratén
Tabla 8. Efecto del extracto dH. longipes, afinina y la Misobutil decanamida en 28
prueba de inducciéon de edema (forbol miristato acetato) en la oreja del
ratén
Tabla 9. Fracciones reunidas y cantidad obtenida de afinina por cromatogré 31
columna
Tabla 10. Efecto anticonvulsivo después de la administracion de afinin-45 52

mg/kg, i.p.) y el diazepam (1 mg/kg, i.p.) sobre la apariciébn de convulsiones
clonicas y ténicas en la prueba induccion de convulsiones con
pentilentetrazol (80 mg/kg, i.p.)



Perfil Neurofarmacolégico de Afinina

AA
ABC
AF
AISP
AINE’s
ANOVA
CA
ca*
CE

CL

cl
CMC
DEs
DLsg
DZ
EEHL
E.E.M.
EHL
FHEUM
FMA
GABA
HPB
IBL

IL

i.p.

LC
MOR
NA

No MOR
OMS
PB
PTZ
5-HT
SNC
TP

ABREVIATURAS

Acido araquidénico

Area bajo la curva

Afinina

Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos
Andlisis de varianza

Campo abierto

Calcio

Cilindro de exploracion

Contralateral

Cloruro

Carboximetilcelulosa

Dosis efectiva cincuenta

Dosis letal cincuenta

Diazepam

Extracto etandlico deleliopsislongipes

Error estandar medio

Extracto deH. longipes

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
Forbol miristato acetato

Acido y-aminobutirico

Hipnosis inducida por pentobarbital sodico
N-isobutil decanamida

Ipsilateral

Intraperitoneal

Laberinto en cruz elevado

Movimientos oculares rapidos
Noradrenalina

Movimientos oculares no rapidos
Organizacion Mundial de la Salud
Pentobarbital sédico

Pentilentetrazol

Serotonina

Sistema Nervioso Central

Tablero perforado

Vehiculo



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

RESUMEN

La afinina es una N-isobutilamida, aislada de una planta mexicana ll&teladasis longipes, a

la cual se le han atribuido diversas actividades bioldgicas entre las que pueden considerarse la
actividad como anestésico local, antiinflamatorio, analgésico, antimicrobiano y fungicida. Se ha
establecido que la actividad fungicida se debe a su estructura insaturada, particularmente al
enlace E.

Existen pocas evidencias farmacolégicas que demuestren la actividad de afinina en el Sistema
Nervioso Central (SNC). En el presente trabajo, se evalué un perfil neurofarmacoldgico de
afinina con la finalidad de determinar su efecto sobre la conducta exploratoria (campo abierto y
tablero perforado), ansiolitico (cilindro de exploracion y laberinto en cruz elevado), sedante-
hipnético (induccion de la hipnosis por pentobarbital sddico), antinociceptivo (prueba de la

formalina) y anticonvulsivo (induccion de convulsiones por pentilentetrazol).

Los resultados obtenidos muestran que la afinina (30-75 mg/kg, i.p.) no posee efecto depresor
sobre el SNC en las pruebas de campo abierto, tablero perforado, cilindro de exploraciéon y
laberinto en cruz elevado, asi mismo, no present6 efecto como sedante-hipnotico. Por otro lado,
la administracion local de afinina (0.1-1.7 mg/pata en rata) presento actividad antinociceptiva y la
administracion sistémica intraperitoneal (7.5-45 mg/kg) mostrd efecto proconvulsionante, en

ambos casos el efecto fue dependiente de la dosis.
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I. INTRODUCCION

A lo largo de la historia las diferentes civilizaciones han utilizado muchas especies de plantas
como medicinales lo que ha dado origen al aislamiento, caracterizacién e identificacion de
nuevos compuestos que pueden tener utilidad terapéutica, principalmente en el SNC, lo cual
puede ser justificada por las numerosas enfermedades que resultan en la disfuncién del SNC,

como la ansiedad, los trastornos del suefio, la epilepsia y el dolor.

Respecto a lo anterior, las alcamidas o N-isobutilamidas, son metabolitos secundarios en las
plantas de gran interés actual. Una de estas alcamidas, la afinina (N-isobutl@ZcB3E2
trienamida), aislada de. longipes (Molina-Torreset al., 1999), es un compuesto al que se le han
atribuido diversas actividades biolégicas entre las que se pueden considerar la accion de
anestésico local, actividad insecticida y bactericida, actividad antiviral, anestésico local,
antiinflamatorio y analgésico (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). De la afinina se ha
estudiado su actividad antinociceptiva en un modelo de dolor visceral (estiramiento abdominal)
inducido por la administracion de acido acético (Ogtigh.,, 1982) y el efecto de la afinina como
antiinflamatorio en un modelo con acido araquidonico y forbol miristato acetato (Herréindez

al., 2009).

No obstante, la afinina puede ser evaluada mediante las pruebas de un perfil neurofarmacoldégico,
el cual resulta de gran importancia para los compuestos que han sido recientemente aislados de
fuentes naturales o por sintesis quimica y de los cuales no se tiene informacidn precisa de su
utilidad (Williamsonet al., 1996). La evaluacion de un perfil neurofarmacolégico incluye la
cuantificacion de efectos tales como la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica, la sedante-
hipndtica, la antinociceptiva y la anticonvulsiva (Martieeal., 2006, Gonzalez-Trujand al.,

2006). Dicho estudio es fundamental para determinar la accién farmacoldgica de la afinina, cuya
actividad fundamental se ejerza sobre el SNC, cuando se administra en dosis dentro del intervalo

dosis-respuesta de su accion farmacodinamica.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Importancia del uso tradicional de plantas medicinales.

La lucha contra la enfermedad ha sido un aspecto importante de las interacciones entre los seres
humanos y el medio ambiente natural. En el proceso de comprension y tratamiento de
enfermedades, el hombre ha descubierto por ensayo y error una variedad de productos naturales
principalmente de fuentes vegetales de valor terapéutico. Las plantas han servido en casi todas las
culturas antiguas en la alimentacion, el vestido, la vivienda y como farmacos, lo cual proporciona
un valioso legado y conocimiento para el beneficio humano éiVal., 2007). No s6lo en los

paises en desarrollo sino en todo el mundo el uso de plantas medicinales ha venido
desempefiando un papel importante en el mantenimiento de la salud humana y para mejorar la
calidad de la vida humana. De hecho, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que
aproximadamente el 80% de los habitantes de los paises en desarrollo dependen de la medicine
tradicional para sus necesidades de atencion primaria de la salud y que la mayoria de estas

terapias implican el uso de extractos de plantas o sus componentes activos (OMS, 2000).

En las zonas rurales de México se ha encontrado, que la proporcién de la poblacion que utiliza
plantas medicinales y los que acuden al médico es en una relaciéon de cuatro a uno
respectivamente (Badillet al., 2008), lo que indica el uso de la medicina tradicional como la
mejor alternativa para el acceso a servicios de salud de esta poblacién. Ademas, la medicina
moderna involucra para las personas de estas poblaciones altos costos por el consumo de
farmacos sintéticos. Esta es la razén por la que la poblacion sigue utilizando las plantas
medicinales y otras fuentes de la medicina tradicional (Bagillal, 2008). Sin embargo, la

OMS reconoce que no existe un marco juridico internacional que regule el acceso a las plantas
mismas y su uso racional, ni la seguridad, eficacia y calidad de sus principios activos (OMS,
2000). Respecto a lo anterior, en México en el 2001 es publicada por la Secretaria de Salud la
Farmacopea Herbolariade los Estados Unidos Mexican@SHEUM), la cual establece los

lineamientos oficiales relacionados con el control de calidad para el uso de plantas medicinales.
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Ademas trata de establecer los métodos de andlisis y especificaciones técnicas que deberan
cumplir las plantas y los derivados de ellas utilizados en la elaboracion de medicamentos y
remedios herbolarios, su uso adecuado, asi como difundir y promover el potencial terapéutico de
la flora de México (FHEUM, 2001). La lista de especies de uso tradicional incluidas en la
FHEUM corresponde tan solo al 1% del total de la flora de México (Ocegtiatia2005).

Por otro lado la experiencia clinica sugiere que algunas plantas medicinales muestran por si
mismas poca eficacia y efectos secundarios graves, aunque separados de los compuestos
bioactivos a menudo se demuestra lo contrario, es decir, una buena eficacia y menos toxicidad,
este hecho ha dado origen al estudio y aislamiento de muchos principios activos importantes que
actualmente se han convertido en farmacos de uso comure(\lei 2007). El descubrimiento

de farmacos a partir de plantas medicinales ha involucrado el aislamiento de compuestos activos,
como la morfina del opio en el siglo IXX (Newma al., 2000), la cocaina, la codeina, la
digitoxina y la quinina (Butler, 2004). Tal ha sido el éxito de las plantas como fuente para aislar
compuestos farmacolégicamente activos para su uso directo o como precursores de moléculas
modificadas por sintesis quimica y para producir nuevas entidades patentables con mayor
actividad y/o menor toxicidad que en la actualidad, casi el 25% de los farmacos que se prescriben

contienen uno 0 mas principios activos derivados de alguna planta (Pushpam, 2004).

De los medicamentos considerados como basicos y esenciales por la OMS, el 11% son
exclusivamente de origen vegetal y un numero importante de farmacos sintéticos se obtienen a
partir de precursores naturales (OMS, 2000). Sin embargo, existe una necesidad urgente de aislar
y desarrollar nuevos farmacos con actividad en el SNC, lo cual puede ser justificado por las
numerosas enfermedades que resultan en la disfuncion del SNC, como la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, la epilepsia, la migrafia, el dolor, la esquizofrenia y los
trastornos del suefio, ya que se ha documentado que diversos principios activos aislados de las
plantas medicinales pueden tener actividad terapéutica en el SNC (Phillipson, 1999b). En la
Tabla 1 se muestran algunos farmacos aislados de plantas medicinales con actividad en el SNC.
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Tabla 1. Farmacos aislados de plantas medicinales con actividad sobre eFabricant
Farnsworth, 2001)

Nombre y estructura quimica Accién/Uso clinico Fuente

HO—
Anisodina

Anticolinérgico

Anisodus tanguticus

OH
N
o
CHs
0

Atropina

Anticolinérgico

Atropa belladonna

O CHs

CHs
Cafeina

Estimulante del SNC

Camellia sinensis

N C

Cocalna

Anestésico local

Erythroxylum coca

Hs0C

Codeina

Analgésico, antitusivo

Papaver somniferum
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Tabla 1.Continuacién

Nombre y estructura quimica Accién/Uso clinico Fuente

Inhibidor de la

; Lycoris squamigera
colinestareasa y q g

Piper methysticum

Analgésico Papaver somniferum

Relajante muscular Papaver somniferum

Papaverina

/CH3
H3C N
/ ) Parasimpaticomimético | Pilocarpus jaborandi
0™ ™o N

Pilocarpina
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2.2. Perfil neurofarmacologico

El perfil neurofarmacolégico es definido como el estudio de la accion de farmacos o compuestos
qguimicos en el SNC (Webster y Jordan, 1989). Dicho estudio resulta de gran utilidad para los
compuestos que han sido recientemente aislados de fuentes naturales o por sintesis quimica y de
los cuales no se tiene informacion precisa de su utilidad. Este tipo de estudio consiste en una serie
de pruebas conductuales que sirven para determinar el efecto farmacoldgico de un farmaco o
compuesto. Gracias a estos estudios y a los avances en neurofarmacologia, las enfermedades co
origen en el SNC tales como trastornos del movimiento, neurosis y psicosis, ahora pueden
atribuirse a lesiones bioquimicas en areas especificas del cerebro y a alteraciones especificas el
funcion de un neurotransmisor, su sintesis o su liberacion (Williaetsdn 1996). En la Tabla 2

se mencionan plantas en los que se han realizado las pruebas de un perfil neurofarmacoldgico.
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Tabla 2. Ejemplo de plantas estudiadas mediante un perfil neurofarmacolégico

Nor;lt;rr?t;ie la Uso tradicional Pruebas evaluadas Resultado

Actividad motora
Campo abierto (CA)
Efecto ansiolitico:
Laberinto en cruz
elevado (LCE), tablerg
perforado (TP) y
Magnolia Tranquilizante y cilindro de exploracion Hlpnqt_lco, Martinezet
dealbata anticonvulsionante (CE) ansiolitico y

. N . . . al., 2006
Hipnosis inducida por anticonvulsionante
pentobarbital sddico

(HPB)

Anticonvulsivo:
Pentilentetrazol (PTZ
Dosis letal cincuenta
(DLso)
Concucte exploratoria:

TP

Desordenes del HPB

Nauclea . .

latifolia estomago, tos, Comportamiento

Amoset al,
fiebre de malaria y| estereotipado inducid

2005
el dolor

por apomorfina
Coordinacién motora;
rota rod
o . . PTZ
Histeria, epilepsia,

P . HPB L
vértigo, ansiedad, CA Sedante-hipnético
Ruta envenenamiento, L . ansiolitico, )

. L Antinociceptiva: : . Trujanoet al.,
chalepensis parasitos f < anticonvulsionante
. . Acido acético y L ; 2006
intestinales y dolor, ; y antinociceptivo
formalina
de cabeza

DLsg
Enterocolitis,
Tilia colicos _HPB o
. L. Ansiolitico: LCE, TP, | Sedante-hipnético
americanal. gastroenteritis,
. CEyCA
var. Mexicana sedante y
L DLsg
ansiolitico
Cissus Diurético, HPB Ansiolitico Rodriguezt
sicyoides antiinflamatorio y PTZ anticonvulsiori/ante al 2009
antidiabético TPyLCE "

Gonzalez-

y Aguirre et al,
ansiolitico 2007




Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

2.2.1. Pruebas de un perfil neurofarmacoldgico

2.2.1.1. Efecto sobre la conducta exploratoria

Como ya se ha mencionado un perfil neurofarmacolégico puede incluir la determinacion del
efecto sobre la conducta exploratoria, la evaluacion de la actividad ansiolitica, el efecto sedante-
hipnotico, actividad antinociceptiva y la anticonvulsiva (Martieeal., 2006, Gonzalez-Trujano

et al., 2006) Las pruebas de ansiedad estan basadas en la observacion de la conducta y la
actividad motora que presentan los animales, las cuales son de gran utilidad para determinar la
actividad ansiolitica del farmaco en cuestion. Dentro de este aspecto, la determinacion del efecto
sobre la conducta exploratoria del animal incluye desde la observacion de su intensidad, hasta la
deteccion de afectaciones en el transcurso de la prueba. Ademas, se evallan reflejos tales como e
de enderezamiento, el estado de alerta o el escape. Sin embargo, esto se enriquece con Iz
realizacion de estudios especificos de conductas espontdneas o provocadas, que permiten
cuantificar las conductas observadas como eventos acumulados o como porcentaje de animales

gue realizan una conducta en un tiempo dado (Shillito, 1970).

Los modelos para evaluar la conducta exploratoria en animales pueden incluir el de campo
abierto y el de tablero perforado (Hole board) (Vatlal.,1994). Ambos modelos se ha utilizado
originalmente como base para las otras pruebas que registran conductas particulares de los
animales como el numero de posiciones bipedas. Una de la razones de su uso es la comodidac
gue brindan para colocar a los animales en un ambiente en el cual no han tenido experiencia
previa, distinto al sitio en que se encuentran habitualmente, de mayores o menores dimensiones y

luminosidad, lo cual origina una respuesta por parte del animal (RIVAPLAMED, 1996).
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2.2.1.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica

2.2.1.2.1. Sistemas neurotransmisores en la ansiedad

Los principales sistemas neurotransmisores implicados en la génesis y expresion de la
sintomatologia de la ansiedad son el sistema serotoninérgico, el noradrenérgico (Benjamin y
Kennedy, 2005) y principalmente el sistema Gabaérgico (Nemeroff, 2003). Sin embargo, hasta la
fecha no se han publicado muchos estudios que demuestren la importancia de los sistemas

serotonérgicos y noradrenérgicos en la ansiedakiofyamaet al., 2009).

Serotonina (5-HT): La 5-HT representa un papel muy importante en el desarrollo de la
neurofarmacologia. Sus receptores forman un grupo caracteristico por su heterogeneidad. Estos
receptores han sido clasificados en siete familias (baHbFHT;) (Benjamin y Kennedy, 2005).
Particularmente el receptor 5-khl(acoplado a proteinas G) ha sido implicado en una amplia
variedad de funciones del SNC, como ansiedad, la regulacion del apetito, la liberacion de
hormonas de estrés, la locomocion y la termorregulacion (Kobe&l, 1992). El sistema
serotoninérgico proviene de los nucleos del rafe del tronco del encéfalo. Dentro del cerebro
limbico es particularmente rica la inervacion serotoninérgica del complejo septo-hipocampico. La
disminucion de la transmisién serotoninérgica (bloqueo de receptores, lesiones, toxinas,
deplecién de 5-HT e inhibicion de la sintesis) origina efectos ansioliticos en el aaaregni

et al., 2006). Se ha informado que la buspirona (agonista parcial de los receptores ge 5-HT
inhibe selectivamente la recaptacion de la 5-HT en el tratamiento de la anMedgéduet al.,

1997).

Noradrenalina (NA): Modula muchos componentes del comportamiento, autbnomo y endocrino
de la respuesta al estiggpuede tener un papel especifico en la modulacion de la ansiedad vy el
miedo (Charneyet al., 1992). En estados de ansiedad existe un exceso de liberacion de NA
debido a una disfunciobn en los receptores inhibidereadrenérgicos. La administracion

sistémica dei,- adrenérgicos como la yohimbina inducen la liberacion de NA en el hipotalamo y
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el hipocampo y originan comportamientos compatibles con la ansiedad y el miedo (Tgirmina
al., 1999).

Acido y-aminobutirico (GABA): El receptor GABA es el principal neurotransmisor inhibidor

en el SNC (Koch y Magnusson, 2009). Se han estudiado tres tipos de receptores GABA, los
cuales se han clasificado en GARAde caracter ionotrépico asociado a las membranas
postsinapticas, GABA de tipo metabotropico y generalmente se encuentran en las terminales
pre y postsindpticas y GABA que sOlo se encuentra en la retina, de caracter ionotrépico
(Bormannet al., 1995).

El principal receptor implicado no so6lo en la ansiedad, sino también en la sedacidn-hipnosis y la
epilepsia, es el receptor GARA Los receptores de GABA son moléculas proteicas
oligoméricas, ensambladas a base de distintos tipos de subunidades polipeptidicas que, en
namero de cinco, conforman el receptor y delimitan el canal transmembranal preferentemente
selectivo a iones cloruro (Ql(Mehta y Ticku, 1999)En este receptor han sido identificadas las
siguientes subunidades: 6 variantes4 variantes3, 4 variantesy, 9, &, = y 0 (Jones-Davis y
Macdonald, 2003). Las subunidades méas abundantes y estudiadas sgnplas y. La
combinacién de las subunidadey  produce receptores GABAuncionales, pero no fijan las
benzodiacepinas. El papel de las subunidédesr y 6 que tienen una expresion limitada en el
cerebro, no esté claro, pero es posible que ejerzan funciones similares a las de la spbunidad
(Méhler et al,, 2001). Estudios genéticos y farmacolégicos sugieren un importante papel de las
subunidadesi2 y a3 del receptor GABA en la mediacion de ansiedad (Ataetkal., 2005,
Rudolph y Mohler, 2002). El receptor GARAs el sitio de accion de una variedad farmacos con
aplicaciones terapéuticas importantes entre las cuales se incluyen, ademas del GABA, otros
compuestos como: benzodiazepinas, barbitiricos, esteroides neuroactivos, picrotoxina, cationes

metéalicos como el zinc y el etanol (Roth-Schecéte., 1983)como se muestra en la Fig. 1.

11
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Intracelular

Figura 1. Receptor GABA Yy sus sitios de uni6fRussek, 2006)

Los receptores GABAcomprenden un lugar de reconocimiento y un canal ionico, de calcio o de
potasio, con el que estan acoplados indirectamente, mediante proteinas G. La activacion de
GABAg en las neuronas periféricas como las del ganglio raquideo posterior lleva a una reduccion
de la entrada de calcio en la célula, mientras que en el SNC, como en el caso de las células
piramidales del hipocampo, produce un aumento de flujo de potasio hacia el exterior de la
neurona. La activacion presinaptica del receptor reduce la liberacion de monoaminas,
aminoacidos excitadores, neuropéptidos y hormonas, asi como el mismo GABA (Grant y Heel,
1991). El GABA también puede inducir una respuesta inhibitoria con un lento comienzo por la

activacion de los receptores GABpostsinapticos (Rudolpdt al, 1999).

Los receptores GABA se localizan predominantemente en la retina. Se diferencian de los
receptores GABA en que son insensibles a los antagonistas clasicos de los receptores GABA
como la bicuculina, asi como tampoco poseen afinidad por baclofeno (agonista del receptor

GABAgB) y su funcidén no esta regulada por las benzodiacepinas (Luddens y Korpi, 1996).

12
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El diazepam es un compuesto quimico con estructura de benzodiacepina que posee dos atomos d
nitrogeno en posicion 1y 4 (1,4-benzodiazepina). Este farmaco se utiliza como prototipo, ya que
tiene una amplia aplicacion terapéutica como tranquilizante, sedante-hipnético, relajante
muscular y anticonvulsionante, cuyo mecanismo de accién involucra la unién a un modulador
ubicado en los receptores GABA El diazepam modifica la disposicion estructural
tridimensional del receptor aumentando la frecuencia de apertura del cana) det @ accion

del GABA (Biachet al, 2009).

2.2.1.2.2. Modelos animales de ansiedad

La investigacion preclinica en el area de la ansiedad utiliza cerca de 30 modelos animales que
permiten observar y cuantificar conductas de diversa indole. Estas conductas responden de una
manera especifica al tratamiento con compuestos ansioliticos (@brlez2002). Los modelos
animales para el estudio de la ansiedad son clasificados de acuerdo a la naturaleza del estimulc
aversivo y de la respuesta que se produce en dos categorias: modelos condicionados y modelos
no condicionados, ver Tabla 3. En los modelos condicionados (modelos de conflicto) se incluyen
procedimientos de castigo. El castigo consiste en un estimulo aversivo, generalmente el uso de
descargas eléctricas, aplicado a un animal entrenado o condicionado para emitir una respuesta

condicionaddRodgerset al., 1997a).

Los modelos no condicionados se han desarrollado mediante la clasificacion del repertorio
conductual natural de diferentes especies animales. Estos modelos tienen un mayor grado de
validez neurobiol6gica, no requieren entrenamiento y son menos susceptibles a la inferencia de
procesos motivacionales (Gometzal., 2002, Bourin, 2007). Entre los modelos no condicionados

se encuentran el modelo del cilindro de exploracién y el laberinto en cruz elevado. El modelo de
cilindro de exploracion, también llamado de exploraciones verticales, consiste en colocar los
ratones tratados de manera individual en un cilindro durante un tiempo predeterminado

(generalmente 5 min) y cuantificar las veces que el roedor se eleva sobre sus patas traseras con €

13
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objetivo de explorar. Se considera que la disminucion en las exploraciones con respecto al

control, es debido al efecto ansiolitico y sedante del farmaco (Aguirre-Herreirade2007).

Tabla 3. Modelos animales para el estudio de ansi (Modificado d¢ Rodgerset al,
1997a)

Respuestas condicionadas Respuestas no condicionadas

1. Pruebas de conflict 1. Pruebas exploratorias:
Geller-Seifter Laberinto en cruz elevado
Vogel Transiciones luz/oscuridad
Campo abierto

Tablero perforado

2. Otras 2. Pruebas sociale

Respuesta emocional condicionada Vocalizaciones ultrasénicas inducidas
Evitacién activa/pasiva separacion

Supresién condicionada de la ingesta | digteraccién social

liquidos
Vocalizaciones ultrasénicas condicionadas

3. Otras:
Conducta defensiva de enterramiento

El modelo del laberinto en cruz elevado, es una de las pruebas de ansiedad mas utilizadas y es e
modelo mejor validado desde el punto de vista conductual, farmacoldgico vy fisioldgico para este
fin (Pellowet al., 1985). El modelo del laberinto es una estructura en forma de cruz, dos de sus
ramas son abiertas y dos cerradas, de las mismas dimensiones, separadas por una zona centre
Las ramas abiertas y cerradas se encuentran enfrentadas. El laberinto se levanta del suelo de
modo que los brazos abiertos combinan elementos de la falta de familiaridad, la apertura y la
elevacion (Bouriret al, 2007). El fundamento del modelo del laberinto en cruz elevado radica en
gue los ratones son animales de habito nocturno, por lo que se estima que permaneceran,
preferentemente en la rama cerrada (Pellow y File, 1986). Por lo anterior, la interpretacion mas
aceptada es que la exposicion a un estimulo novedoso promueve tanto la exploracién como el
miedo, generando un conflicto de aproximacién-evitacion y que la rama abierta elevada refuerza
el miedo y la evitacion, en relacion a la rama cerrada. En este modelo la ansiedad se determina

considerando el tiempo en el que el animal permanece en los brazos abiertos, por lo tanto la
14
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administracion de un farmaco ansiolitico incrementara la permanencia del animal en los brazos
abiertos (Bouriret al., 2007).

2.2.1.3. Evaluacion de la actividad sedanteipnética

La sedacién es definida como una disminucion de la capacidad de respuesta con disminucion en
la actividad locomotora, modera la excitacion y tranquiliza en general, en tanto que un hipnético
produce somnolencia y facilita la iniciacion y la conservacién de un estado de suefio similar al
suefio natural en sus caracteristicas electroencefalograficas (Barrett y Dimascio, 1966). El suefio
consta de dos categorias principales: Suefio con movimientos oculares no rapidos (no MOR), que
representa del 70-75% del suefio total y suefio con movimientos oculares rapidos (suefio MOR).
El suefio no MOR pasa por cuatro etapas que se designan del | al IV. Ambos se presentan de
manera ciclica durante un intervalo de 90 min (Murillo-Rodrigtied., 2007).

Los efectos que se producen por la administracion de los sedantes-hipnaticos en los patrones del

suefio normal son:

1) La latencia del inicio del suefio disminuye
2) La duracion de la etapa Il del suefio no MOR aumenta
3) La duracion del suefio MOR disminuye

4) La duracion de ondas lentas disminuye (Velasco, 1993).

En la prueba de sedacion-hipnosis inducida por la administraciéon de una dosis de pentobarbital
sodico (0.1 6 1 mg/kg) se evalla la capacidad de los farmacos de interés de potenciar los efectos
hipnéticos del barbitdrico (disminuye el tiempo de induccién y aumenta el periodo de hipnosis) o
antagonizarlos (aumenta el tiempo de induccion y disminuye el periodo de hipnosis), entendiendo
por induccion de la hipnosis como la perdida del reflejo de postura y como periodo de hipnosis
aquella porcion de tiempo que transcurre entre la pérdida y la recuperacion de dicho reflejo
(Aguirre-Hernandeet al., 2007).
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El pentobarbital es un barbitdrico que actia provocando un efecto sedante-hipnético al actuar
sobre los receptores GARAacilitando la neurotransmision GABA, aumentando el tiempo de
apertura del canal de Clle los receptores GABA dicha interaccién representa un papel
importante en la accion anestésica de este farmaco. Dependiendo de su concentracion el
pentobarbital puede potenciar, activar o bloquear el canal del @ABA GABA y el
pentobarbital inducen diferentes reordenamientos estructurales en el receptor y asi activan al

receptor mediante diferentes mecanismos (Metrai., 1994).

2.2.1.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International Association for the
Study of Pain) define al dolor como la experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a
dafio tisular real o potencial o descrito en términos de dicho dafio (IASP, 1986). La manifestacion
del dolor se debe a la presencia de mecanismos neurofisiolégicos como la nocicepcién, la cual es
definida como el mecanismo por el cual un estimulo nocivo es transmitido al SNC, que se origina
por la estimulacion y activacion de los receptores sensoriales (nociceptores) localizados en la

periferia y que nos informan acerca del dafio a algun tejido (Catixig 2000).

La actividad antinociceptiva puede evaluarse por medio de modelos animales del dolor, los

cuales tratan de reproducir situaciones clinicas o fisiopatologicas que permiten el estudio de

alternativas terapéuticas aplicables a la clinica humana o, al menos, el mejor conocimiento de las
mismas. En este sentido, un modelo de dolor es el procedimiento por el cual se valora la reaccion
de un animal ante un estimulo nocivo de naturaleza variada o situacién patoldgica inducida que
puede ser utilizado en circunstancias fisiolégicas o patologicas (Gonzalez;[291d@). De

acuerdo al estimulo aplicado a los animales, los modelos para el estudio del dolor pueden ser
clasificados como se indican en la Tabla 4. Los ensayos mas comunes para la prueba de la

nocicepcion son los que utilizan un estimulo quimico, como la prueba de la formalina.
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Tabla 4. Pruebas animales para el estudio del dolor (Wilson y Mogyl, 2001)
Prueb:i Ventaja: Desventaje Comentario

Estimulo Mecéanico

El umbral de
Requiere vocalizacion puede ng
entrenamiento reflejar con precisio
el umbral nociceptivg
Los filamentos s
deben calibrar
periddicamente.
Sensible a la
colocacion precisa d¢
filamento

Aplicacién precisa de
Presidn sobre la pata estimulo (pata derecha
VS pata izquierda)

Respuesta inestable
laborioso, requiere
mucho tiempo

Filamentos de Von No requiere
Frey entrenamiento

Estimulo Térmico

El lamido,

Puede desarrollar | levantamiento, el salt@
Simplicidad hiperalgesia. Requiere o la sacudida de la
entrenamiento pata son las conductds
a evaluar

Placa caliente (hot
plate)

No requiere

Retiro de la pata entrenamiento,
(hargreaves) aplicacion precisa de

estimulo

Respuesta inestable
requiere mucho
tiempo, laborioso

Sensible a la
temperatura ambientgl

Sensille al lugar y a I
temperatura
Retiro de la cola Respuesta estable, Requiere ambiental. La

(Tail flick) simplicidad entrenamiento pigmentacion de la
cola afecta la

absorcion del calor

Estimulo Quimico

Sensible (an Los estiramiento

analgésicos), alta tienen algun grado

variabilidad subjetivo
Sensible a analgésic , . Sensible a |i
. . Laborioso, requiere . i
Formalina opiaceos y no , habituacion y

> mucho tiempo .

opiaceos temperatura ambientdl

Estiramiento Sensible a los
abdominal (writhing) | analgésico débiles

2.2.1.4.1. Prueba de la formalina

En la prueba de la formalina se evalla la forma en la que un animal responde a moderados y

continuos estimulos nociceptivos generados por una lesion tisular (Abbott y Teng, 1998).
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Ademas, tiene la ventaja ética de que la nocicepcidén provocada sobre los animales es de tiempo
limitado y de corta duraciéon comparado con modelos de caracter cronico como el de la artritis
inducida por el adyuvante de Freundz($¢net al., 1992). La prueba consiste en la inyeccion de

una solucion de formalina, generalmente en el espacio subcutaneo de la cara dorsal de la pata de
la rata o raton (Gonzalez-Darder, 2000). Los volimenes que mas a menudo han sido
administrados son de 20-25 pL en raton y de 30-100 pL en ratas y se sugiere que las
concentraciones empleadas de formalina sean del 1-5% (Dubuisson y Dennis, 1977). En esta
prueba la conducta responde a la inyeccién de formalina diluida dentro de la pata de un animal.
En ratas adultas la respuesta consiste en lamer, morder, elevar, sacudir y/o proteger la pata
administrada (Abbott y Teng, 1998), comunmente las sacudidas son usadas para cuantificar la
antinocicepcion en rata (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991).

La prueba de la formalina produce complejas respuestas que duran aproximadamente 60 min y
cuya caracteristica importante en roedores es que los animales muestran dos fases de
comportamiento nociceptivo que parecen implicar a dos estimulos diferentes (Puig y Sorkin,
1996). La primera fase (aguda) inicia inmediatamente después de la inyeccion de formalina y
finaliza aproximadamente a los 5 min (Rosland, 1991). Esto es debido probablemente a la
estimulacion quimica directa de los nociceptores, predominantemente en las fibras C y no en las
Ad aferentes. Una segunda fase (ténica o fase tardia) de alta actividad de respuesta se produce
tras un tiempo de latencia de unos 10-15 min y es observada de 20-30 min después de la
inyeccion de formalingRosland, 1991), aunque puede extenderse mas de 60 min y se deberia al
desarrollo de un proceso inflamatorio local con liberacion de sustancias nociceptivas, asi como a
la puesta en marcha de mecanismos a nivel medular inducidos en la primera fase (Gonzalez-
Darder, 2000). La prueba de la formalina resulta ser particularmente influenciada por factores
como el olor, los sonidos, la luz intensa, elevada presién atmosférica y la temperatura, la cual
debe fluctuar entre 25-27°C para ratas y 22-23°C para ratones, debido a que ésta afecta la Fase |

de esta prueba (Rosland, 1991).
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2.2.1.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva

Una hipétesis siempre considerada en la fisiopatologia de la epilepsia es que las alteraciones de
los sistemas de inhibicion son las principales responsables del comienzo de las crisis epilépticas.
Més concretamente, se ha documentado de la participacion critica que tendrian las alteraciones de
la inhibicion procedente de las interneuronas que secretan el neurotransmisor inhibidor GABA.
Del mismo modo, también se ha podido observar ampliamente que la activacion de las sinapsis
glutamatérgicas genera convulsiones (Costat, 2005).El desarrollo de sustancias utiles para

el tratamiento de las crisis convulsivas depende de la disponibilidad de modelos adecuados para
el estudio de la patofisologia y de la neurobiologia de la epilepsia (Velasco, 1993). Para ello al
evaluar la actividad anticonvulsiva de un compuesto o farmaco se utilizan mas comunmente
modelos animales en lo que se administran sustancias quimicas o bien modelos animales en los

gue se aplican estimulos eléctricos (Webster y Jordan, 1989).

Dentro de los modelos en los que se administranraigsaquimicas se ha sefialado que muchos
compuestos quimicos pueden producir crisis generalizadas si se aplican en forma sistémica, como
por ejemplo, penicilina, bicuculina, picrotoxina, pentilentetrazol (PTZ) y estricnina. Es el PTZ el
mas clasico de los agentes empleados. En el animal produce sacudidas mioclénicas y crisis
generalizadas a tdnico-clonicas. Pareceria que estructuras como los cuerpos mamilares, los
tractos mamilotalamicos y anterior talamico participan en las crisis generadas por el PTZ. Para
algunos autores el PTZ bloquea la inhibicion mediada por GABA (Graidbd, 2002). El PTZ

es un antagonista no competitivo de los receptores GA@R® actla en todo el SNC, pero es
particularmente activo en regiones sensitivo-motoras de la corteza cerebral del mamifero. En
1960 se encontré que el PTZ era un compuesto convulsionante con un sitio de accion a nivel de
la sinapsis y particularmente en la sinapsis excitatoria, en contraste con otras sustancias, como la

estricnina que actda a nivel de la sinapsis inhibitoria (Hernandez, 2000).

Como ya se ha mencionado el PTZ causa convulsiones miocldnicas, tonicas y clonicas. Las crisis
mioclonicas se distinguen por ser sacudidas musculares bilaterales y simétricas, subitas y breves,

sin alteracion de la conciencia y son originadas en los circuitos talamo-corticales. Las crisis
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ténicas son breves contracciones musculares mas prolongadas, simétricas y bilaterales, con o sin
pérdida de la conciencia y que con frecuencia causan la caida del sujeto, se originan en el tallo
cerebral, mientras que las convulsiones clénicas se ha demostrado que surgen de la corteza

cerebral y el cerebro anterior (André, 1998).

2.3. Antecedentes deleliopsis longipes

El géneroHeliopsis pertenece a la tribu Heliantheae de la familia Asteraceae (anteriormente
Compuestas). La mencionada tribu comprende cerca de 2,500 especies agrupadas en 189 génerc
y esta fraccionada en diez subtribus (Bremer, 1994)Jongipes (Gray) Blake, es una planta
silvestre, cuyas raices al masticarse producen un abundante flujo de saliva. Esta es una herbéace:
perenne de hojas opuestas ovadas y cabezuelas de color amarillo. Las raices miden de 15-30 cn
de largo por 33 mm de ancho, ver Fig. 2. La planta casi se seca en invierno, pero brota en la
estacion lluviosa de julio a septiembre (Martinez, 1990). Entre los nombre comunes asociados a
H. longipes se encuentrahilcuague chilcuan chilmecatl,chilicuau pelitre, peritre, raiz azteca

o raiz de oro(Martinez, 1990, Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). Los lugares en México en
los que se puede encontrar la plantaddéongipes son el Estado de Guanajuato, el sur de San
Luis Potosi y norte de Querétaro (Martinez, 1990).

A)

B)

Figura 2.H. longipes(A) Parte aérea y flores (B) raices (L6pez-Buatial, 2006).
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Las actividades biolégicas atribuidaslalongipesson la actividad antiviral, en el tratamiento de

las aftas bucales y de algunas variedades de herpes, actividad fungicida y antimicrobiana, en el
tratamiento de pie de atleta; actividad molusquicida y en el tratamiento de algunos parasitos
intestinales (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). Ademas, se distingue su uso tradicional
como analgésico y antiinflamatorio en el dolor de muelas, como anestésico local, estimulante de
la salivacion y como antibiético para infecciones de los aparatos digestivo y respiratorio (Correa
etal., 1971).

2.4. Generalidades de las N-isobutilamidas

Las N-isobutilamidas (alcamidas) son un grupo de metabolitos secundarios derivados del grupo
amida, comprenden alrededor de 200 compuestos relacionados y distribuidos en 10 familias de
plantas, dentro de las cuales, adquieren una mayor importancia las familias Asteraceae,
Piperaceae y Rutaceae, por la elevada concentracion de alcamidas en sus tejidos. Desde el punt
de vista biogenético, las alcamidas se originan al condesarse un &cido graso de una longitud de
cadena que puede ser de ocho a dieciocho carbonos (lineal o alifatica) con una amina proveniente
de un aminoacido por descarboxilacion (Garcia-Ché&ted, 2004). Las amidas cuya cadena
acidica es alifatica, dependiendo del tipo de enlaces insaturados que presenten, se pueden separ:
en dos grupos: las alcamidas olefinicas, con al menos una doble ligadura; y las alcamidas

acetilénicas, con al menos una triple ligadura (Greger, 1984).

Las N-isobutilamidas alifaticas con varias insaturaciones son poco estables en presencia de aire,
lo que dificulta su purificacion y caracterizacion, asi como su evaluacion bioldgica, ya que se
dispone de ellas por poco tiempo (Elletal., 1987, Hernandez, 2000). Cada una las alcamidas
tienen caracteristicas individuales pero es interesante que sus moléculas bioactivas presentan
estructuras quimicas relacionadas. Dichos compuestos han demostrado su eficacia como
medicinales, saborizantes e incluso en control biolégico, por lo que son un grupo de metabolitos

de gran interés actual (Molina-Torres y Garcia-Chavez,)2001
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H. longipesfue la primera especie en la que se determiné la presencia de una alcamida olefinica
(Acreeet al., 1945). Sin embargo, la planta cuya muestra de raices fue sometida para su analisis
en laboratorio resultd erroneamente identificada canigeron affinis(Martinez, 1990) y asi la

amida aislada fue denominada afinina (N-isobutil-dde&28E-trienamida), ver Fig. 3.

Figura 3. Estructura quimica de la afinina (N-isobutil-deda&Z,8E-trienamida), principal compuesto
bioactivo aislado d&l. longipegMolina-Torreset al, 1996).

De acuerdo a su estructura la afinina es un compuesto formado por un acido graso alifatico de 10
carbonos con tres insaturaciones, unido a una isobutilamina y pertenece al grupo de alcamidas
olefinicas (Ramirez-Chavez, 2000). La presencia de la insaturd€iba gido asociada con la
toxicidad de las alcamidas en insectos (Jacobson, 1954). Lo anterior también puede ser posible
para la toxicidad observada en contra de las bacterias y hongos, ya que el principal isémero (la
afinina) en el extracto dd. longipes, tiene un doble enlace E, en el carbono 2. Sin embargo, es
necesario confirmar la toxicidad especifica de esta isomeria, ya que las alcamidas naturales alfa
insaturadas pueden tener mas de un mecanismo de interaccion con tejidos diferentes (Molina-
Torres, 1999). Una de las ventajas de obtener sustancias tales como la afinina, producidas por
biosintesis de plantas, es que no tienen efectos secundarios en el ecosistema, dado que pueden s
metabolizados por uno u otro organismo (Ramirez-Chaves., 2000). Por mucho tiempo se
considero a la afinina como Unico componente bioactivo presemtelengipes (Romeret al.,

1989). Sin embargo, un analisis fitoquimico mas detalladdddéongipesha revelado la
presencia de otros principios bioactivos con posibles propiedades antimicrobianas (Molina-Torres

et al., 1995). En la Tabla 5 se representan las N-isobutilamidas identificadakdgipes.
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Tabla 5 N-isobutilamidas identificadas dte longipes(Garcia-Chavez, 2004)

o o
NH NH

N-isobutil decanamida N-isobutil-ZE-decenamida

O
NH :

N-isobutil-6Z,8E-decadienamida N-(2-metilbutil)-2E,6Z,8E-decatrienamida

N-isobutil-8,10-undecadiinZenamida

N-isobutil-2E,4E,87,10E-
dodecatetraenamida

N-(2-metilbutil)-2&,42,82,10E-
dodecatetraenamida

2E,6Z,8E decatrinoato de bornilo
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2.5. Aspectos farmacologicos del extracto d¢. longipesy la afinina

La utilidad de las plantas del géndtieliopsis desde el punto de vista antropocéntrico se ha
limitado a dos especiekt. helianthoidescomercializada en Estados Unidos como flor de ornato
en jardineria bajo el nombre de falso girasdi.ylongipes con aplicaciones mas diversas en
México (Molina-Torres y Garcia-Chavez, 2001). Entre las actividades farmacologicas evaluadas

del extracto dél. longipesy la afinina se tienen:

Actividad Bactericida: La afinina posee accion inhibitoria solischerichia coli, Pseudomonas
solanacearum, Bacillus subtilig Sacharomyces cerevisid®lolina-Torres y Garcia-Chavez,
1999).

Actividad Insecticida: Por sus propiedades insecticidds longipesfue una de las plantas
descubiertas por los Estados Unidos durante la segunda guerra mundial, observando que los
extractos de sus raices tienen el mismo grado de accion paralitica y toxicidad contra moscas y
otros insectos (Little, 1948). El extracto crudo obtenido de la rail.d®ngipes muestra
actividad insecticida para controlar la antracnosis, ocasionada por el Bafigtotrichum
lindemuthianum en el cultivo de frijol en invernadero y campo. Estos compuestos pueden

proteger al frijol al mismo nivel de otros fungicidas sintéticos (Salgado-Garciglia, 2008).

Actividad Fungicida: Se ha demostrado que la afinina purificada a una concentracion promedio
de 75ug/mL, inhibe completamente el desarrollo del micelio de varias especies de hongos
fitopatogénos (Molina-Torrest al, 2004). Por otro lado al utilizar el extracto etandélicoHde
longipes(EEHL) frente aSclerotium rolfsiiun hongo fitopatogéno, se observé que ademas de la
afinina, otros compuesto del extracto ayudan a inhibir su crecimiento (Ramirez, 2000). Ademas,
el EEHL muestra actividad fungicida en algunos hongos fitopatogenos $omepivorum,
Fusarium oxysporuny C. gloesporioidegMolina-Torres y Garcia-Chavez, 2001, Morales-
Loépez, 2007).

24



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

En relacion a sactividad larvicida se tiene reportes de que el EHL posee actividad larvicida
frente a la mosca domeéstica y con poblaciones de un lepidopiaqhania hyalinatay un

diptero:Aedes aegy{Jacobsort al.,1971).

Actividad en el SNC Se ha demostrado la actividad antinociceptiva del EHL y de la aénina

una prueba de dolor visceral (estiramiento abdominal) inducido por la administracion de &cido
acético. En esta evaluacion inicialmente se determin6 que la aplicacion de un pedazo de raiz en la
lengua produce un efecto adormecedor intenso que persistié durante 45-60 min. Posteriormente
se evaluaron tres fracciones (la primera (A) fue el extracto crudo de acetato de etilo, la segunda el
extracto usando como disolvente el agua (B) y la tercera fraccion, la afinina), las cuales se
administraron por via oral y por cada fraccion se realiz6 un grupo control (€tgalra1982).

Los resultados obtenidos de esta prueba se mencionan en la Tabla 6.

En la fraccion B no se presentaron manifestaciones farmacoldgicas graves. Los ratones que
recibieron 25 mg/kg (oral) de la fraccion A mostraron una cierta depresion inicial seguida de
temblores leves. La actividad normal se reanud6 después de 5-10 min, interrumpida por la
presencia de temblores de periodos cortos y poco frecuentes, asi como un decremento en la
actividad motora. Los animales que recibieron 50 mg/kg de la fraccion A presentaron temblores,
sobre todo de la cabeza y las extremidades delanteras de 2-5 min después de la administracion de
la fraccion A y continuaron durante unos 20 min. Se incrementd la respiraciéon y la frecuencia
cardiaca, seguida de una depresién severa observada 30 min después de la administracion de |
fraccion A por lo que el 60% de los animales murieron; los animales restantes observaron una
depresion de la actividad motora por mas de 2 h. Para la afinina (7.5 mg/kg) se presenté una sola
manifestacion de toxicidad, ya que se observo una leve depresion, seguida de una supresion de le
actividad motora que durd aproximadamente 10 min. El 40% de los animales que recibieron la
dosis de 10 mg/kg de afinina, manifestaron una depresion en la actividad 40 min después de la
administracion de la afinina. Las 2 fracciones y la afinina presentaron una disminucion en el
numero de estiramientos. Sin embargo, con respecto a la Tabla 6 la afinina muestra un mayor

efecto antinociceptivo, ya que su efecto farmacolégico se observa a menores dosis y presento una
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DEso menor que la de los extractos ldelongipes, asi mismo, se observa una menor toxicidad

con respecto a la fraccion A (Oguwetal., 1982).

Tabla 6. Evaluacion antinocicepti de los extractos cH. longipe: y la afinine en laprueba de
estiramiento abdominal con acido acético (Ogural., 1982)

Promedio de
namero de % de Significancia
estiramientos o | inhibicién estadistica
contracciones
418 2.C No
40.2 5.7 Si
27.8 34.9 Si
24.6 42.3 Si
21.2 50.3 Si

NUmero
Fraccion de
animales,

A

427
39.¢
34.4
32.0
30.7
23.3
47

39.¢
30.6
21.8
14.3
10% etanc 44.¢

*3 animales (60%) murieron después de la administracion del extracto, los restantes n
utilizados debido a la severa depresion que presentaron.
** 2 animales (40%) murieron después de la administracion de la afinina.

10% etanc

Afinina

o101 01 01 0101|071 O1 01 O1 01|01 * 01 O1 O1 01 O1

Estudios recientes han demostrado la actividad farmacologica de la interaccion entre el EEHL y
el diclofenaco, un analgésico antiinflamatorio no esteroideo (Acosta-Metliad, 2009). El

objetivo principal de este estudio fue determinar la posible interaccién farmacologica entre el
EEHL vy el diclofenaco en un modelo de hiperalgesia térmica en el raton. Todos los tratamientos
mostraron un efecto dosis-dependiente. Los datos sugieren que a bajas dosis en la combinacion
del diclofenaco-EEHL pueden interactuar de manera sinérgica a nivel sistémico y que esta
asociacion puede representar una ventaja terapéutica para el tratamiento clinico del dolor
inflamatorio (Acosta-Madri@t al., 2009).
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Por otra parte, se ha informado que el EHL y la afinina tienen la capacidad de aumentar la
liberacion de GABA, de acuerdo a estudios realizados en cerebro d@e vata. Una solucion

de 10 pg/mL de extracto de diclorometano de esta planta mostr6 actividad analgésica
determinada por medio de la liberacién de GABA en rebanadas del cerebro de ratones. La afinina
fue el Unico compuesto activo que provoco la liberacion de GABA, por lo que los autores
sugieren que la actividad analgésica del extracto crudo estad asociada a la afinira @Rjos
2007).

Muy recientemente se ha evaluado el efecto antiinflamatorio del EHL, la afinina y la N-isobutil
decanamida. El efecto antiinflamatorio fue evaluado en la oreja del ratén, por la administracion
de dos agentes irritantes, el acido araquidonico (AA) y el forbol miristato acetato (FMA).
longipes la afinina y la N-isobutil decanamida mostraron un efecto antiinflamatorio dependiente
de la dosis en el modelo de AA. La nimesulida (1 mg/oreja) fue utilizada como farmaco de
referencia, ver Tabla 7.

Tabla 7. Efecto del extracto dH. longipe, afinina y la Misobutil decanamida en la prue
de induccién de edema (acido araquidonico) en la oreja del raton (Herefiatle2009)

Dosis Extracto deH. Afinina N-isobutil
longipes decanamida
% de inhibicion de eder

Acido araquidonic 1.C -

Tratamiento

(mg/oreja)

EHL,AF, IBD 0.5 29.5
1.0 46.8
2.0 72.6
3.0 72.4
Nimesulida 1.0 66.7
DEsg(mg/oreja . 1.2

EHL= Extracto deH. longipe:, AF= Afinina, IBD= M-isobutil decanamida. Cada gru
estuvo formado de 7-10 animales.

En el modelo de FMA, el extracto y las dos N-isobutilamidas (afinina y N-isobutil decanamida),

también mostraron una relacion dosis-dependiente en el efecto antiinflamatorio. La indometacina
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(3 mg/oreja) fue utilizada como farmaco de referencia (Hern&tddz 2009). Los resultados de

esta prueba se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Efecto del extracto cH. longipe, afinina y la Misobutil decanamida en la prue
de induccion de edema (forbol miristato acetato) en la oreja del ratén (Hermdralez
2009)

Extracto deH. Afinina N-isobutil
longipes decanamida
% de inhibicion de eder
Forbol miristato 0.00z -
acetato

Dosis
(mg/oreja)

Tratamiento

EHL,AF, IBD 0.5
1.0
2.0
3.0

Indometacina 3.0
I DEs (mgloreja 2.C 13 11 |

EHL= Extracto deH. longipe:, AF= Afinina, IBD= N-isobutil decanamida. Cada gru
estuvo formado de 7-10 animales.
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[11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante las dos Ultimas décadas, el tratamiento farmacolégico con farmacos psicoactivos y
analgésicos ha sido cada vez mas reconocido como eficaz en el tratamiento de la ansiedad, los
trastornos del suefio, el dolor y los convulsivos. Sin embargo, el uso prolongado de
tranquilizantes, psicofarmacos o analgésicos conduce a una variedad de efectos secundarios
graves. Por otra parte, tanto los trastornos de ansiedad y los convulsivos constituyen los
problemas psiquiatricos y neurolégicos de mayor prevalencia en nuestro medio, siendo también
el dolor la causa mas comun de estrés psiquico Yy fisiologico y el motivo més frecuente para
buscar atencion médica. Esto hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas farmacoldgica
dentro de las cuales podrian incluirse a los principios activos derivados de las plantas
medicinales, ya que estos han demostrado una mejor eficacia y menor toxicidad que los farmacos

sintéticos.

En este sentido, las alcamidas son un grupo de metabolitos secundarios de gran interés actual &
las cuales se le han atribuido diversas actividades bioldgicas. La afinina, una alcamida olefinica
aislada de la planta mexicakh longipes ha sido utilizada en la medicina tradicional como
analgésico, a pesar de su uso existen muy pocos estudios farmacoldgicos que avalen este efect
terapéutico. Por otro lado, se desconoce si presenta otras actividades en el SNC, como ansiolitico,
sedante-hipnético o anticonvulsivo, los cuales de demostrarse podrian representar una nueva
alternativa farmacolégica para el tratamiento de los trastornos de ansiedad, los trastornos del
suefio y/o los convulsivos. Por lo anterior, fue indispensable la realizacién de un determinado
namero de pruebas que permitieron establecer el perfil neurofarmacolégico, a través de las cuales
pudo ser definido un primer perfil farmacoldgico con la finalidad de determinar nuevas
aplicaciones en el SNC, que ayuden a mejorar la calidad de vida del ser humano. Asi, este trabajo
tuvo como objetivo realizar un perfil neurofarmacolégico de la afinina, aisladaldegipes, ya

gue esto fue de utilidad para determinar el potencial terapéutico de éste compuesto, ademas la
informacion generada de este proyecto servird para corroborar, documentar y establecer de

manera preliminar el uso farmacoldgico de la afinina.
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IV. HIPOTESIS

La afinina es un compuesto que actia en el SNC, por lo que presentara efecto sobre la conducta

exploratoria, actividad ansiolitica, sedante-hipnotica, antinociceptiva y anticonvulsiva.

V. OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Evaluar el perfil neurofarmacolégico de la afinina, alcamida aisladé thangipes mediante: la
determinacion del efecto sobre la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica, la actividad

sedante-hipnética, la antinociceptiva y la anticonvulsiva en animales de experimentacion.

5.2. Objetivos especificos

» Determinar el efecto de la afinina sobre la conducta exploratoria administrada por via
intraperitoneal en las pruebas de campo abierto y del tablero perforado en ratones.

» Determinar la actividad ansiolitica de la afinina administrada por via intraperitoneal en las
pruebas del cilindro de exploracion y del laberinto en cruz elevado en ratones.

» Determinar la actividad sedante-hipnotica de la afinina administrada por via
intraperitoneal en la prueba de induccion de la hipnosis por pentobarbital sédico en
ratones.

» Determinar la actividad anticonvulsiva de la afinina administrada por via intraperitoneal
en la prueba de induccion de convulsiones por pentilentetrazol en ratones.

» Determinar la actividad antinociceptiva de la afinina administrada por via subcutanea en
la prueba de la formalina en ratas.
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VI. METODOLOGIA
6.1. Aislamiento y caracterizacion de afinina

La muestra de afinina fue aislada y caracterizada por la Dra. Maria Yolanda Rios y Dra. A.
Berenice Aguilar-Guadarrama en el Instituto de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma
del Estado de Morelos. Las muestras fueron proporcionadas constantemente de marzo a julio del

2009. Inmediatamente de que fue aislado el compuesto, éste fue evaluado farmacolégicamente.

Para la obtencion de la afinina se realizé un extracto con hojas freddakodgipes (4.725 kg)

con acetona a temperatura ambiente (3x24 L, cada 48 h), el cual se concentré a vacidé hasta
sequedad con un rendimiento de (76.5 g de extracto). Este extracto se fracciond por
cromatografia abierta (silica gel, 100-230) utilizando el siguiente gradiente de concentracion
hexano-acetona (100:0-40:60); se colectaron 124 fracciones de 250 mL cada una, la presencia de
afinina fue monitoreada por cromatografia en capa fina utilizando una referencia de la sustancia
pura (Rf=0.33, hexano-acetona 80:20). Se reunieron varios grupos de fracciones de los cuales se
purificaron 14.09 de afinina por cromatografia en columna (silica gel 230-400, eluente hexano-

CH,CI, 70-30. velocidad de flujo 2 mL/min) como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Fracciones reunidas y cantidad obtenida de afinina por cromatografia en
columna

Fracciones Cantidad reunida de lag Cantidad obtenida de afini
reunidas fracciones (g) en la cromatografia (g)*

1.97 (2.58%

7.34 (9.59%)

4.78 (6.25%)

Total= 14.09 g

* 0% con respecto al peso del extracto.
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La estructura de la afinina fue establecida con base a sus espectros de Infrarrojo, Ultravioleta,
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno, de Carbono 13 y espectro de masas. Los datos
experimentales se compararon con los datos previamente documentadoset@brré71). La

pureza de la afinina fue de 96.15 %, establecida por su andlisis gases-masas.

6.2. Material biolégico

Se utilizaron ratones macho de la cé@B®& (25-30 g) y ratadMistar macho (200-220 g), los

cuales se mantuvieron en ciclos de 12 h luz/oscuridad a una temperatura de 21+1°C, los animales
recibieron agua y comida a libre demanda. Todos los animales tuvieron un periodo de adaptacion
de 5 dias antes de la realizacion de los experimentos y fueron manejados de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana sobre el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-ZO0-1999). Todos los
experimentos se realizaron en un horario de 12:00-17:00 h, los animales se utilizaron sélo una

vez y se sacrificaron después de cada evaluacion.

Los grupos de animales para la evaluacion del efecto sobre conducta exploratoria, actividad
ansiolitica y actividad sedante-hipnaética estuvieron formados por ocho animales por tratamiento,
mientras que para la evaluacion del efecto antinociceptivo y anticonvulsionante los grupos
estuvieron conformados por seis animales por cada tratamiento.

6.3. Farmacos y reactivos

El PTZ se adquirié de Biomedicals INC., el diazepam de Roche y el pentobarbital sédico (PB) de
Pfizer, mientras que el formol se adquirio de J.T. Baker. Los farmacos fueron preparados el dia
de los experimentos. La afinina y el diazepam se disolvieron en carboximetilcelulosa al 1%

(CMC) disuelta en agua inyectable, el pentilentetrazol y el PB se disolvieron en solucion salina

isoténica al 0.9%. El formol fue utilizado en solucién al 1% en agua inyectable.
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Los animales control recibieron el vehiculo (CMC al 1%) y el farmaco de referencia utilizado
para la evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica, sedante-
hipnética y anticonvulsiva fue el diazepam (1 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.). Las pruebas

mencionadas se realizaron de forma consecutiva con el mismo ratén.

El volumen administrado tanto del vehiculo, los farmacos y la afinina para la evaluacion del
efecto sobre la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica, sedante-hipnética y
anticonvulsionante fue de 0.1 mL/10 g de peso del ratén (i.p.), mientras que para la evaluacion de
la actividad antinociceptiva fue de 50 pL, en la superficie dorsal de la pata derecha (Ipsilateral,

IL) de la rata o de la pata izquierda (Contralateral, CL), segun el grupo tratado.

6.4. Determinacion de las dosis de afinina

Inicialmente, se determinaron las dosis a administrar de afinina para la evaluacion del efecto
sobre la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica y la sedante-hipnaética, para lo cual se
realizaron 3 grupos conformados por 3 animales cada uno. El primer grupo fue administrado con
una dosis baja de afinina (10 mg/kg, i.p), el segundo con una dosis media (45 mg/kg, i.p) y el
tercero con una dosis elevada (85 mg/kg). A la dosis baja no se observé ningun tipo de efecto
sobre la conducta exploratoria y a la dosis de 85 mg/kg se presentd la muerte de los ratones. Las
dosis en las que se esperaba observar el efecto terapéutico fueron de 30-75 mg/kg. Para la
determinacion de la actividad antinociceptiva (en la prueba de la formalina) inicialmente se
evaluaron 4 grupos de 6 animales cada uno. Al primer grupo se le administré la dosis de 0.1
mg/pata, al segundo 1 mg/pata, al tercero 2 mg/pata y al Gltimo 3 mg/pata. La afinina mostré
efecto terapéutico a bajas dosis 0.1-2 mg/pata y a dosis mayores de 2 mg/pata se observé efectc
nociceptivo. Por lo anterior, se utilizaron dosis logaritmicas de afinina (0.1-1.7 mg/pata). En la
determinacion de la actividad anticonvulsiva inicialmente se evaluaron 2 grupos de 3 animales, a
los cuales se les administro la dosis de 75 mg/kg y de 55 mg/kg (i.p), respectivamente. En ambos
grupos, todos los animales murieron después de la administracion del PTZ, por lo que las dosis
de afinina fueron de 7.5-45mg/kg, i.p.
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6.5. Evaluaciones neurofarmacoldgicas
6.5.1 Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria
6.5.1.1. Modelo de campo abierto

Los ratones fueron administrados con afinina (30-75 mg/kg, i.p.). Quince min después se realizd
la prueba colocando al raton en el centro de una caja dividida en 9 plazas (4 cm x 5 cm), ver Fig.
4. El nimero de plazas exploradas por cada ratén se registr6 como conducta exploratoria en un
intervalo de 2 min (Gonzalez-Trujaebal., 2006), ver Diagrama 1. Se consider6 como conducta
exploratoria que el ratdn tuviera al menos la cabeza en otra plaza.

Figura 4. Modelo de campo abierto para determinar el efecto sobre la conducta exploratoria en ratones.

6.5.1.2. Modelo del tablero perforado

Los ratones antes mencionados fueron colocados individualmente en el centro de un tablero
perforado (con 9 orificios de 2 cm de didmetro ubicados de manera equidistante), ver Fig. 5. El
numero de inclinaciones de la cabeza (head diping) dentro de los orificios del tablero perforado
fue registrado durante 3 min (Clagkal., 1997), ver Diagrama e consideré como conducta

exploratoria que el ratdn inclinara la cabeza dentro de los orificios hasta el nivel de las orejas.
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Figura 5. Modelo del tablero perforado para determinar el efecto sobre la conducta exploratoria en
ratones.

6.5.2. Evaluacion de la actividad ansiolitica

6.5.2.1.Modelo del cilindro de exploracién

Cada ratén se coloc6 individualmente en un cilindro de acrilico (16 cm de altura y un diametro de
11 cm), como se muestra en la Fig. 6 y se registré el nimero de levantamientos sobre sus patas

traseras, que realizé el animal en un periodo de 5 min (Hiller y Zetler, 1996), ver Diagrama 1.

Figura 6. Modelo del cilindro de exploracién para determinar la actividad ansiolitica en ratones.
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6.5.2.2. Modelo del laberinto en cruz elevado

Los ratones fueron colocados en el centro de la plataforma, mirando hacia un extremo abierto, su
comportamiento se observo durante 5 min y se registré el tiempo de permanencia del animal en
las zonas abierta, ver Fig. 7 (Aguirre-Hernandeal., 2007). Se consideré que el animal se

encontraba dentro de la zona abierta siempre que sus cuatro patas se encontraran en dicha zon:
ver Diagrama 1.

Figura 7. Modelo del laberinto en cruz elevado para determinar la actividad ansiolitica en ratones.

6.5.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética

Inmediatamente después de las pruebas anteriores se administrd PB (40 mg/kg, i.p.) y se registro
la latencia para la pérdida de coordinacién motora (fase sedante), la pérdida del reflejo (hipnosis)
y la duracién de la hipnosis (Aguirre-Hernaneéeal., 2007), ver Diagrama 1.

36



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

6.5.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva en la prueba de la formalina

La temperatura en el laboratorio se mantuvo constante de 25-27°C. Para disminuir las
condiciones de estrés en los animales, las ratas requirieron de un periodo de ambientacion en el
laboratorio de 60 min antes del inicio de los experimentos, para lo cual se colocaron
individualmente en cilindros de acrilico de 30 cm de diametro, situando espejos detras de estos

para facilitar la observacion, ver Fig. 8.

Una vez transcurrido el periodo de ambientacion, la rata fue removida para la inyeccion
subcutanea de afinina (0.1-1.7 mg/pata, 50 pL) en la region dorsal de la pata inferior IL y fueron
devueltas a la cdmara de observacion. 15 min después las ratas fueron inyectadas con 50 pL de
formalina al 1% en la superficie dorsal de la pata IL e inmediatamente se cuantifico el
comportamiento nociceptivo mediante el nimero de sacudidas de la pata inyectada durante un
min en periodos de 5 min durante 60 min. La conducta nociceptiva en este modelo es bifasica. La
primera fase se presenta inmediatamente después de la administracion de la formalina y termina
aproximadamente al min 10, la fase tardia comienza a partir de los 20-25 min (Wheeler-Aceto y
Cowan, 1995), ver Diagrama 2. Solo las sacudidas rapidas y de corta duracion de la pata
administrada se definieron como una conducta adecuada de nocicepcion. En este modelo la

disminucion en el nimero de sacudidas se interpreté como efecto antinociceptivo.

Con la finalidad de evaluar si el efecto antinociceptivo de la afinina fue debido a una accién local
en el sitio inflamado o a una accion sistémica se emplearon dos grupos, en los que se administro
subcutdneamente el vehiculo y la afinina (1.7 mg/pata) respectivamente, en la region dorsal de la
pata CL, 15 min después se administré la formalina en la pata IL. En cada procedimiento

experimental se utilizaron seis animales por grupo.

Los animales control recibieron el vehiculo (CMC 1%). En la prueba de la formalina se
construyeron curvas del nimero de sacudidas/min en funcion del tiempo. Los datos se presentan

como el area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales del numero de sacudidas/min. El ABC

37



Perfil Neurofarmacoldgico de Afinina

se determind por el método de los trapecios y representa el efecto antinociceptivo de las

sustancias administradas.

Figura 8. Forma de ambientacion de las ratas en la prueba de la formalina.

6.5.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva

El PTZ se utilizé para inducir convulsiones tonicas y clonicas. Una dosis de PTZ (80 mg/kg, i.p.)
se administré 20 min después de la administracion de afinina (7.5-45 mg/kg, i.p.). Se registro el
tiempo de latencia para la aparicion de convulsiones ténicas y clonicas, asi como el nimero de
muertes que se presentaron en cada grupo, durante 30 min después de la inyeccién de PTZ

(Martinezet al., 2006), ver Diagrama 3.
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Vehiculo Diazepam Afinina

(CMC 1%, i.p.) (2 mg/kg, i.p.) (30-75 mg/kg, i.p.)

Registro del nimero de plazas exploradas (2 mi

Registro del nimero de inclinaciones de la cabez
en las perforaciones (3 min)

4

Registro del nimero de levantamiento del ratén sol
sus patas traseras (5 min)

Registro de la latencia de permanencia en las ramas abiert]
(5 min)

Administracion de PB (40 mg/kg, i.p.). Registro de la latencia
perder la coordinaciéon motora, el reflejo de enderezamiento
duracion de la hipnosis

Diagrama 1. Procedimiento general para determinar el efecto sobre la conducta exploratoria, la actividad
ansiolitica y la sedante-hipnética en ratones. Cada grupo estuvo formado por ocho animales.
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Vehiculo Afinina
(CMC 1%) (0.1-1.7 mg/pata, IL)
(1.7 mg/pata, CL

Formalina al 1% en la superficie dorsal
la pata IL

Registro de numero de sacudidas de
pata IL durante un min en periodos de
min durante 60 min

Diagrama 2 Procedimiento general para la evaluacion de la actividad antinociceptiva en la prueba de la
formalina en ratas. Cada grupo estuvo formado por seis animales.
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Vehiculo Diazepam Afinina
(CMC 1%, i.p.) (2 mg/kg, i.p.) (7.5-45 mgl/kg, i.p.)

Administracién de Pentilentetrazol (80 mg/kg, i.p|

Registro de tiempo de latencia parala aparicion
prevencién de convulsiones (30 min)

Diagrama 3. Procedimiento general para la evaluacién de la actividad anticonvulsiva en ratones. Cada
grupo estuvo formado por seis animales
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6.5.6. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos se expresan como el promedio de 6-8 animales por grupo * el error
estandar medio (E.E.M.). Para determinar diferencias estadisticas significativas se utilizé6 un
analisis de varianza (ANOVA, una via), seguido por una prueba de comparaciones multiples

(post-hoc) de Tukey, utilizando un criterio de significancia estadistica A®p.
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VII. RESULTADOS

7.1. Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria

7.1.1. Modelo de campo abierto

La afinina aislada deH. longipes no produjo cambios significativos sobre la conducta
exploratoria en ninguna de las dosis evaluadas en el modelo de campo abierto. En la Gréfica 1 se
muestra el comportamiento en el nimero de plazas exploradas en un grupo de ocho ratones en ur
periodo de 2 min. En la grafica se observa que el numero de plazas exploradas no fue modificada
por la administracion a dosis crecientes de afinina (30-75 mg/kg, i.p.), 15 min antes de la
evaluacién. Sin embargo, se observo un pequefio aumento en el nimero de plazas en la dosis ma
alta (75 mg/kg, i.p.) sin diferencia significativa con respecto al vehiculo. Todas las dosis
administradas fueron significativamente diferentes@5) con respecto al diazepam (1 mg/kg,

i.p.), el cual fue evaluado como farmaco de referencia.
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Modelo de campo abierto (2 min)
S
1

o
|

\Y Dz 30 45 60 75

Afinina (mg/kg, i.p.)

Grafica 1. Numero de plazas exploradas por los ratonesd€pués de la administracion del vehiculo

(V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo de campo abierto
en un periodo de 3 min. Cada barra representa el promedio de ocho animales + E.E.M.

*estadisticamente significativo con respecto al vehiculo, # estadisticamente significativo con respecto al
DZ. p<0.05, ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).
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7.1.2. Modelo del tablero perforado

En el modelo del tablero perforado se cuantificé el numero de inclinaciones de la cabeza del

raton en las perforaciones del tablero durante 3 min. La administracion de afinina (30-75 mg/kg,

i.p.) no produjo una respuesta significativamente diferente a la del vehiculo. La dosis en la que se
presentaron mayor numero de exploraciones fue en la dosis de 75 mg/kg. Todas las dosis
administradas son significativamente diferentes@b) con respecto al diazepam (1 mg/kg,

i.p.), el cual mostré una disminucién en el nUmero de exploracion con respecto al grupo control.

3
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(3 min)
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Numero de exploraciones
Modelo del tablero perforado

o
|

\Y DZ 30 45 60 75

Afinina (mg/kg, i.p.)

Gréfica 2. Numero exploraciones por los raton€f después de la administracion del vehiculo (V, CMC
1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo del tablero perforado en un
periodo de 2 min. Cada barra representa el promedio de ocho animales + E.E.M.

*estadisticamente significativo con respecto al vehiculo, # estadisticamente significativo con respecto al
DZ. p<0.05, ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).
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7.2. Evaluacioén de la actividad ansiolitica

7.2.1. Modelo del cilindro de exploracion

El nimero de levantamientos sobre las patas traseras del ratén en el cilindro de exploracion, ver
Grafica 3,fue evaluado durante 5 min. En dicha prueba la afinina no mostré efecto ansiolitico en
ninguna de las dosis evaluadas (30-75 mg/kg, i.p.). Se observé un aumento en el nimero de
exploraciones en las dosis de 60 y 75 mg/kg. Por el contrario, el diazepam (1 mg/kg, i.p.) mostro
un decremento significativamente diferente con respecto al vehiculo. El efecto de la

administracion de la afinina es significativamente diferente con respecto al diazeg@dx)p
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Grafica 3. NUmero de exploraciones verticales por los ratd@#s después de la administracién del
vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en el modelo del
cilindro de exploraciéon en un periodo de 5 min. Cada barra representa el promedio de ocho animales +
E.E.M.

*estadisticamente significativo con respecto al vehiculo, # estadisticamente significativo con respecto al
DZ. p<0.05, ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).
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7.2.2. Modelo del laberinto en cruz elevado

En la Gréfica 4 se representa el efecto de la administracién de afinina (30-75 mg/kg, i.p.) sobre la
latencia de permanencia en brazos abiertos en el modelo de laberinto en cruz elevado, durante 5
min. La administracion de afinina (30-75 mg/kg, i.p.) no provocé un aumento en la latencia de
permanencia en los brazos abiertos, ya que los valores obtenidos para tales grupos son similares «
los valores del grupo control. La administracion de diazepam (1 mg/kg, i.p.) ocasiond un
aumento del periodo de latencia en los brazos abiertos, el cual resulté significativamente

diferente (0.05) con respecto al vehiculo.
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Grafica 4. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos por los rat@iesdespués de la
administracion del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1 mg/kg, i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.) en
el modelo del laberinto en cruz elevado en un periodo de 2 min. Cada barra representa el promedio de

ocho animales + E.E.M.
*estadisticamente significativo con respecto al vehiculo, # estadisticamente significativo con respecto al

DZ. p<0.05, ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).
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7.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética

La Grafica 5 representa el efecto de la administracién de la afinina (30-75 mg/pata) sobre la
induccién de la sedacion-hipnosis por la administracion de PB (40 mg/kg, i.p.). En el panel A
referente a la latencia de sedacion se muestra un efecto constante sobre la respuesta, en el panel
tiende a disminuir la latencia de hipnosis y en el panel C se observd una tendencia a aumentar la
duracion de la hipnosis. EI comportamiento de la afinina no fue significativamente diferente con
respecto al vehiculo. El diazepam en el panel A mostré una disminuciéon en la latencia de
sedacion, en el panel B mostré una disminucién en la latencia de hipnosis y en el panel C, se

observo un aumento en la duracién de la hipnosis.
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Grafica 5. Efecto sobre ldatencia de sedacién (PANEL A), latencia de hipnosis (PANEL B) y duracion

de la hipnosis (PANEL C) después de la administracion del vehiculo (V, CMC 1%), diazepam (DZ, 1
mg/kg, i.p.) y afinina (30-75 mg/kg, i.p.), en la prueba de sedacidn-hipnosis, después de la administracion
de pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.). Cada barra representa el promedio de ocho animales + E.E.M.
*estadisticamente significativo con respecto al vehiculo, # estadisticamente significativo con respecto al
DZ. p<0.05, ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).
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7.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva

7.4.1. Conducta nociceptiva inducida por formalina

En la prueba de la formalina, la inyeccion subcutanea de formalina al 1% en la pata de la rata
produjo la conducta nociceptiva tipica de sacudida caracterizada por el retiro breve y rapido de la
pata inyectada. EI nUmero de sacudidas se grafico en funcién del tiempo, ver Grafica 6. En esta
gréfica se observé un comportamiento bifasico caracteristico de este modelo. La primera fase se
presentd inmediatamente después de la administracion de la sustancia algésica y termin6 en el
min 10, la segunda fase se observo a partir de los 10 min y se caracterizdé por un incremento
gradual en el nimero de sacudidas, observandose un efecto maximo de nocicepcion a los 20 min,

conforme el tiempo transcurrio, la conducta nociceptiva fue disminuyendo.

al
o

40 4

Fase | Fase Il

30

20

10

NuUmero de sacudidas-min

o
o

10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Grafica 6. Efecto nociceptivo por la administracién de la sustancia algésica en la prueba de la formalina
en ratas, en un grupo administrado con el vehiculo (CMC 1%).
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7.4.2. Efecto de la afinina en la prueba de la formalina

La Gréfica 7 muestra el efecto de la administracién de afinina (0.1-1.7 mg/pata) sobre la conducta
nociceptiva inducida por la formalina (1%). En cada uno de los paneles se observa una
disminucion del ABC del nimero de sacudidas, lo cual representa el efecto antinociceptivo del
compuesto. Para conocer si la conducta antinociceptiva que ejercio la afinina fue debido a una
accion local en el sitio inflamado o a una accion sistémica se evalué un grupo (con su respectivo
grupo control) en el que se administré la dosis mas alta de afinina (1.7 mg/pata) en la pata CL y
15 min después la formalina en la pata IL. En los paneles A y B se muestra el ABC del numero
de sacudidas en la Fase | y Il respectivamente. En ambos paneles (A y B) se presentd efecto
antinociceptivo dependiente de la dosis. La diferencia significativeD(®p) con respecto al
vehiculo IL fue a partir de la dosis de 0.3 mg/pata. El panel C representa el ABC del nimero de
sacudidas de las Fases | y Il. Las diferencias significativas se presentaron en las dosis de 1y
1.7.mg/pata. En ninguno de los paneles se encontraron diferencias significativas entre los grupos

ViL/VcL Yy la dosis 1.7 mg/pata administracion IL y la dosis 1.7. mg/pata administracion CL.
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Grafica 7. Efecto antinociceptivo de la afinina (0.1-1.7 mg/pata) en la prueba de la formalina en ratas.
Cada barra representa el ABC en la fase | (panel A), en la fase Il (panel B) y de ambas fases (panel C),
como un promedio de seis animales + E.E.M, evaluado durante 60 min. *estadisticamente significativo
con respecto al vehiculo IL, # estadisticamente significativo con respecto al vehiculeQdl5, p
ANOVA (1 via) seguida de post-hoc (Tukey).

V., vehiculo (CMC 1%), administracion ipsilateral

V(c), vehiculo (CMC 1%), administracion contralateral
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7.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva

La administracion de PTZ (80 mg/kg, i.p.) produjo convulsiones tonicas y cldnicas, las cuales se
presentaron en el 100% de los ratones tratados con vehiculo. Después de la administracion de
afinina (7.5-45 mg/kg, i.p.) se presentd un efecto proconvulsionante dependiente de la dosis, en
todos los grupos. No fue afectada la latencia para la presencia de convulsiones clonicas a medida
gue aumento la dosis. Sin embargo, el tiempo en el que se presentaron las convulsiones tdnicas
disminuyd en las dosis de 7.5y 30 mg/kg. Por otro lado, la mortalidad también mostro un efecto
dosis-dependiente al administrarse la afinina. El diazepam (1 mg/kg, i.p.) presenté un efecto

preventivo sobre las convulsiones clonicas y ténicas, asi como para la mortalidad.

Tabla 1C. Efecto anticonvulsivo después de la administracion de afinin-45 mg/kg, i.p.) y €
diazepam (1 mg/kg, i.p.) sobre la apariciébn de convulsiones clonicas y ténicas en la prueba
induccion de convulsiones con pentilentetrazol (80 mg/kg, i.p.). Cada grupo estuvo formado por
seis animales.

Latencia (min)

Grupo Dosis (mg/kg, i.p.) Clonicas Tbnicas Mortalidad
Vehiculo _ 0.8+0.2 6.2+1.3 7/7
Afinina 7.5 1.1+0.2 4.0+1.6* 2/7

15 1.1+0.3 5.5+1.4 2/7

30 1.1+0.2 3.1+0.8* 4/7*

45 1.4+0.7 6.3+1.3 6/ 7*
Diazepam 1.0 30+0.0* 30+0.0* o7

*estadisticamente significativo con respecto al vehici<0.05, ANOVA (1 via) seguida ¢
post-hoc (Tukey).
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VIII. DISCUSION

El uso de las plantas medicinales y/o sus principios activos han representado una alternativa
terapéutica en México. En este catdongipes de la cual se ha aislado el principal compuesto
bioactivo, la afinina, ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional por sus
propiedades como anestésico y analgésico principalmente (@braka 1971). Sin embargo,

existen muy pocos estudios farmacolégioosivo que avalen su actividad como analgésico y

por otra parte, es completamente desconocida otra actividad en el SNC, para lo cual fue necesario
realizar las pruebas de un perfil neurofarmacolégico, dentro del cual fue posible evaluar el efecto
de la afinina sobre la conducta exploratoria, la actividad ansiolitica, la sedante-hipnética, la
antinociceptiva y la anticonvulsiva.

8.1. Evaluacion del efecto sobre la conducta exploratoria

En el modelo de campo abierto se considera que el numero de cuadrados avanzados es une
medida de la conducta exploratoria, por lo que la disminucién de esta variable indica un efecto de
tipo ansiolitico y sedante (Viokt al., 1994). Los resultados obtenidos indican que el nimero de
cuadrados avanzados por los ratones tratados con afinina (30-75 mg/kg, i.p.) no fueron
modificados con respecto al grupo control. Por otra parte, en el modelo del tablero perforado se
mide basicamente la curiosidad del animal. Se considera que la curiosidad es un acto instintivo,
pero al enfrentarse a una situacién novedosa pueden originar 2 tipos de respuesta: aproximacion
hacia el estimulo o bien producir una anulacién de éste. Se utiliza como indicativo del estado de
ansiedad o depresiéon del animal al evaluar el comportamiento de los psicofarmacos sobre el SNC
(CYTED, 1998). En el modelo del tablero perforado la afinina no ocasion¢ diferencias en el
numero de exploraciones entre los grupos en estudio (30-75 mg/kg, i.p) con respecto al grupo
control. Los resultados de ambos modelos sugieren que la afinina (administracion sistémica) es

un compuesto que no posee efecto depresor en el SNC.
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Los resultados anteriores no corresponden a los reportados por @aira(1989), quien
documenté que la administracion oral de afinina (10 mg/kg) produjo en el 40 % de los animales
una supresién de la actividad motora que duré aproximadamente 40 min después de la
administracion de la afinina. Lo anterior podria deberse a las diferencias en la via de
administracion, las dosis, el peso, la edad, el género y la cepa de los ratones utilizados en los
ensayos. Por otro lado la administracion de una sustancia ansiolitica como el diazepam en
animales de experimentacion provoca a bajas dosis (0.1 mg/kg) un efecto ansiolitico, es decir un
aumento en la conducta exploratoria y a altas dosis (1 mg/kg) se observa un efecto depresor
(disminucién de la conducta exploratoria, sedante) (Takedh, 1998). La administracion de
diazepam (1 mg/kg, i.p) produjo la disminucién del nimero de exploraciones (modelo de campo
abierto y tablero perforado), lo cual corresponde a lo documentado por Gonzélez-&@ajano
(20086).

8.2. Evaluacién de la actividad ansiolitica

Los modelos animales de ansiedad son pruebas en las que se evalla la actividad motriz y la
conducta de exploracion, dichas pruebas son utilizadas para evaluar farmacos psicotrépicos. Se
basan en la hipotesis de que los roedores por naturaleza exploran nuevos lugares y por
consiguiente les producen ansiedad, lo cual depende de lo novedoso de la situacion. Los farmacos
gue son capaces de reducir estos mecanismos aumentan los niveles exploradores y reducen I
ansiedad (Alcocer, 2009). En el modelo del cilindro de exploracion se determina el grado de
ansiedad y de exploracion del animal. La disminucién de la actividad en este modelo, indica un
efecto de tipo ansiolitico del farmaco administrado (Hiller y Zetler, 1996). Mientras tanto en el
modelo del laberinto en cruz elevado el aumento de tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, es un parametro indicativo de la disminucion de la ansiedad por parte de los ratones
(Ruarte y Alvarez, 1999).

En esta investigacion la administracién de afinina (30-75 mg/kg, i.p.) no produjo cambios en el
numero de levantamientos sobre las patas traseras del raton (cilindro de exploracién), ni en el

tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el laberinto en cruz elevado, ya que al estar
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sometidos a ese medio en el cual no habia tenido experiencia previa, manifiestan ansiedad
(Lister, 1990). Los resultados obtenidos de ambos modelos permiten suponer que la afinina es un
compuesto que no posee capacidad ansiolitica, ni inhibitoria en el SNC, ya que la administracion

de un ansiolitico disminuiria considerablemente los parametros antes mencionados.

La afinina mostr6 un comportamiento diferente al diazepam en los modelos del cilindro de
exploracion y el laberinto en cruz elevado. El diazepam pertenece al grupo de las
benzodiacepinas con efecto ansiolitico, sedante-hipnético y anticonvulsivo (Mrugnetrelam
2000), el cual actia aumentando el nivel de actividad inhibitoria al acoplarse a un sitio especifico
en el receptor GABA provocando un aumento en el flujo de ioneq&tkephenson, 1988). Los
farmacos ansioliticos incrementan el comportamiento exploratorio y la actividad locomotora,

pero en dosis mas altas causa sedacion del aparato locomotor (Belzung y Berton, 1997).

8.3. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética

En los resultados la administracién (30-75 mg/kg, i.p.) de afinina no modifico la latencia de
sedacion, la de hipnosis, ni la duracién de la hipnosis, con respecto al vehiculo, después de la
administracion de PB (40 mg/kg, i.p.). Lo anterior sugiere que la afinina no presenta actividad
depresiva en el SNC, ya que la administracion de un sedante-hipnético (diazepam) disminuye la
latencia de sedacién y de hipnosis y aumenta la duracion de la hipnosis. Hasta este momento no
existen estudios farmacoldgicos que demuestren que la afinina o alguna otra alcamida puedan
actuar o no a nivel del SNC, por lo que se desconocen los mecanismos de accién farmacolégicos
en el SNC de este tipo de compuestos. El efecto de la afinina difiere de lo observado con el
diazepam, el cual disminuye la latencia de sedacion y de hipnosis y aumenta la duracion de la
hipnosis al actuar sobre los receptores GABla participacion de los receptores GABén la
ansiedad, los trastornos del suefio y la epilepsia ha sido ampliamente estudiada y confirmada
(Nemeroff, 2003). El receptor GABAes una proteina de la membrana compuesta de cinco
subunidades, cuyo canal de iones conduce a la inhibicion en el SNC. Es conocido que el

pentobarbital implica la activacion de los receptores de GABM embargo, se ha informado
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gue la prolongacion del tiempo de suefio inducido por este barbitlrico puede ser debido a una
inhibicion enzimética en el metabolismo hepéatico (Gyaehfal., 2000). Por lo tanto, una
inhibicidn sinaptica, en particular, no necesariamente resulta en la depresién de las funciones
complejas del SNC. La accion fisiologica de GABA se puede observar, por ejemplo, en el inicio
del suefio. GABA en las neuronas del talamo empieza a inhibir el flujo de sefiales o continuar de
otro modo para llegar a la corteza cerebral, como es el caso durante la vigilia (Mehta y Ticku,
1999).

8.4. Evaluacion de la actividad antinociceptiva

En la prueba de la formalina se observé una respuesta bifasica, la primera fase (dolor agudo)
comenz6 inmediatamente después de la administracion de la formalina y se debe a la
estimulacion directa de los nociceptores, mientras que la ultima fase (cronica o tardia) que inici
a partir de los 10 min posteriores a la administracion de la formalina, se debe directamente a una
respuesta inflamatoria subsiguiente y/o de los cambios producidos en glD8bN@sson y

Dennis, 1977). Los resultados obtenidos en la prueba de la formalina indican que la
administracion subcutanea de la afinina (0.1-1.7 mg/pata) provoca un efecto antinociceptivo a
nivel periférico, debido a que se observé una disminucion del nimero de sacudidas (ABC) de
forma dependiente de la dosis en la fase I, en la cual se ha documentado que la formalina genera
irritaciéon y liberacién de mediadores inflamatorios que actdan a nivel loes€mgt al., 1992).

En la Fase Il se observé una disminucién del ABC del nUmero de sacudidas, por lo que se sugiere
gue la afinina ejerce efecto antinociceptivo también a nivel central, ya que en esta segunda fase se
mide el efecto inflamatorio debido a la liberacion preferentemente de medigue@ntribuyen

al proceso nociceptivo central @$enet al., 1992).De acuerdo a Shibatt al. (1989b) en la

prueba de la formalina la sustancia P y la bradicinina participan en la primera fase, mientras que

la histamina, serotonina, prostaglandinas y la bradicinina son liberados durante la segunda fase.

Los resultados anteriores indican que el posible m&t® antinociceptivo es diferente al de los

AINE’s (analgésicos antiinflamatorios no esteroideos) (Acosta-Madrid, 2009), los cuales reducen
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la nocicepcion en la fase tardia, pero tienen poco o ningun efecto sobre la respuesta en la primera
fase en la prueba de la formalina (Shitettal., 1989).Se ha sugerido que la afinina puede tener
efectos antiinflamatorios similares al de la indometacina y superiores que los de nimesulida
(modelo de inflamacion en el oido provocado por acido araquidonico), asociados a la accién
inhibitoria de la alcamida sobre la ciclooxigenasa y la 5-lipooxigenasa. Estos resultados podrian
representar una importante contribucién para la comprension de los efectos antiinflamatorios
documentados por el uso Helongipes y otras plantas medicinales utilizadas por las diferentes
culturas (Hernandeat al., 2009).

Cabe sefalar que al observarse efecto antinociceptivo de la afinina y para conocer si el
compuesto tenia un efecto local en el sitio inflamado o0 a una accion sistémica se administro la
afinina en la pata izquierda y la sustancia algésica en la derecha. Los resultados mostraron que la
afinina tiene la propiedad de actuar a nivel del SNC, dicho efecto podria resultar de la liberacion
de GABA y la inhibicion de la excitacion excesiva de los circuitos nociceptivos en el talamo y la

corteza provocada por la lesion tisular (Millan, 2002).

8.5. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva

Los modelos experimentales de epilepsia han sido fundamentales para demostrar la efectividad
de los nuevos farmacos anticonvulsivos. De esta forma se considera que las crisis convulsivas en
animales provocadas experimentalmente, pueden integrar un modelo valido de epilepsia cuando
los anticonvulsionantes que son efectivos para los animales de experimentacion sean también
efectivos para el ser humano (Hernandez, 2000). La prueba mas ampliamente utilizada en la
seleccion de nuevos farmacos antiepilépticos es la de PTZ (ViaRgrict, 2009). En esta
determinacion la afinina (7.5-45 mg/kg, i.p.) mostré un efecto proconvulsionante y mortalidad
dosis-dependiente. Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Hernandez (2000).
Se sabe que las convulsiones ocasionadas por el PTZ se deben a la despolarizacién neurona

inducida por este farmaco, lo cual ocasiona la apertura de canale¥ tipcCs, en particular en
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el talamo anterior, generando las sacudidas tan particulares de las crisis de ausencia

(Ramanjaneyulu y Ticku, 1984).

El mecanismo del PTZ por el que se cree que ejerce su accidn es que actia como un antagoniste
de los receptores GABA(Vlaini¢ y Perict, 2009), de modo que la prueba es particularmente
sensible a los medicamentos GABAmiméticos (Meldrum, 1909a@). otro lado los estudios
experimentales han demostrado que el deterioro del sistema GABA puede originar la presencia
de convulsiones (Léscher y Schmidt, 1988). Sin embargo, en cuestion de la afinina no se tiene
referencia sobre cual es el mecanismo por el que ejerce actividad convulsiva. Estudios realizados
sobre la actividad convulsiva de una N-isobutilamida denominada alfa-sanshool (N-isobutil-
dodeca-E,6Z,8E,10E-tetraenamida) con estructura similar a la de afinina, concluyeron que este
tipo de compuestos ejercen un mecanismo de accion similar al del PTZ, presentando
convulsiones toénico-clonicas y difiere considerablemente de las convulsiones provocadas por

otros agentes convulsionantes (Hernandez, 2000).

El diazepam (1 mg/kg, i.p.) utilizado como farmaco de referencia fue altamente eficaz contra las
convulsiones tonicas y clonicas inducidas por la administracién de PTZ (80 mg/kg, i.p.) tal como
fue demostrado anteriormente por Gasioal. (2000). El diazepam actia como un modulador
alostérico sobre el receptor GABAaumentando la frecuencia de apertura del canal ‘déoCl

gue produce la hiperpolarizacién de la membrana y disminuye la probabilidad de disparo del
impulso eléctrico (Soderpalm, 2002). Por otro lado, se cree que el aumento en la estimulacion de
glutamato podria estar implicado en los mecanismos celulares subyacentes a la iniciacién y
propagacion de crisis epilépticas y los procesos que conducen a la epileptogénesis (Loscher,
1998).
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IX. CONCLUSIONES

» La afinina (administrada i.p. en un rango de dosis de 30-75 mg/kg en ratdn) no posee
efecto depresor en el SNC, en las pruebas del efecto sobre la conducta exploratoria, la
actividad ansiolitica y la sedante-hipnatica.

» La administracion de afinina a nivel local (0.1-1.7 mg/pata) ejercio efecto antinociceptivo
en la prueba de la formalina en rafstar, asi mismo, se demostré que dicho compuesto
posee actividad antinociceptiva sistémica.

« La afinina (7.5-45 mg/kg) presenta el inconveniente de ser un compuesto
proconvulsivante a nivel sistémico, por lo cual su utilidad antinociceptiva seria a nivel

local.
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X. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos se propone:

» Evaluar la actividad anestésica de la afinina, debido aHgdengipes es una especie

medicinal que se utiliza tradicionalmente como anestésico.
» Realizar la caracterizacion de las propiedades convulsionantes de la afinina, evaluando el
tipo de convulsiones que produce, el tiempo de latencia y lg, &I como los

mecanismos farmacologicos involucrados.

» Estudiar los posibles mecanismos de accion implicados en la actividad antinociceptiva de

la afinina.

» Determinar si los isdmeros de la afinina (obtenidos por sintesis quimica) tienen o no

actividad antinonociceptiva.
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