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Resumen

Los extractos y alcaloides del género Annona se caracterizan por poseer
efectos sobre el sistema nervioso central (SNC), sin embargo los informes
acerca de los efectos de los alcaloides de la Annona purpurea y A. diversifolia
son escasos. En el presente trabajo se dan a conocer los efectos sobre el SNC
de extractos crudos de A. purpurea asi como de la annomontina, un alcaloide
pirimidil-B-carbolina que no habia sido informado previamente en la A. purpurea
y la liriodenina, un alcaloide oxoaporfinico perteneciente al grupo de los
bencilisoquinolinicos obtenido de la A. diversifolia.

Los efectos de extractos de la A. purpurea en pruebas conductuales no
estan reportados. En esta investigacion encontramos que el extracto alcaloidal
mostro propiedad sedante en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital y
carecio de toxicidad a las dosis probadas, evaluada por el nimero de ratones
muertos en 48 h. El extracto hexanico disminuyé la actividad motora
espontanea en la prueba de campo abierto, afecté la coordinacion motriz en el
rodillo rodante y prolongé el tiempo de hipnosis por pentobarbital, indicando
poseer un efecto depresor del SNC. La actividad farmacolégica de la
annomontina estda escasamente documentada, se sabe que posee una
modesta actividad analgésica y antiinflamatoria, un efecto antileishmaniasico,
asi como estimulacion del receptor de dioxina. Otros alcaloides derivados de la
B-carbolina actuan en la unién de las benzodiazepinas al receptor GABAA y
poseen actividad ansiolitica. En este trabajo se investigaron los efectos
ansioliticos de la annomontina, usando la prueba del laberinto elevado en
forma de “+”. Asimismo, fueron también evaluados los efectos conductuales de
este alcaloide en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital, la actividad
locomotriz y la coordinacién motora. En el laberinto elevado en forma de “+”, la
inyeccidon intraperitoneal de annomontina, incrementd en forma dosis-
dependiente tanto la entrada de los animales a los brazos abiertos del laberinto
como el tiempo de permanencia en ellos. Dichos efectos fueron bloqueados por
la administracion previa de flumazenil un antagonista especifico de la unién de
las benzodiazepinas al receptor GABAA. En contraste, la annomontina
inyectada por la misma via y a las mismas dosis no tuvo ningun efecto en la
conducta de los animales en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital,
ni afectd la actividad locomotriz y/o la coordinacion motora. Los resultados
anteriores sugieren que la annomontina posee efectos ansioliticos y que
probablemente dichos efectos estén mediados a nivel del sitio de unién de las
benzodiazepinas en el receptor GABAA,,

Dado que se han demostrado actividades ansioliticas en los alcaloides
bencilisoquinolinicos y que en experimentos in vitro, la liriodenina afecta los
sistemas catecolaminérgicos al inhibir las actividades de las enzimas
hidroxilasa de la tirosina y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, y
disminuye la liberacién de dopamina en células PC12 se considerd importante
estudiar los efectos de este alcaloide en algunas conductas donde los sistemas
catecolaminérgicos estan involucrados. Los resultados mostraron que la
administracion sistémica de liriodenina en ratones tiene efectos significativos
sobre la ansiedad, evaluados en la prueba no condicionada de enterramiento
de canicas. Sin embargo, este compuesto carecio de efectos en las pruebas de



caja luz/oscuridad, plataforma con orificios y laberinto elevado en forma de “+”.
Por otro lado, este compuesto produce sedacion, prolongacién de la hipnosis
inducida por pentobarbital y un efecto cataleptogénico claro, pero de poca
duracién, medido en la prueba de la barra. De la misma manera, la liriodenina
produjo una disminucion de la hiperactividad motora inducida por anfetamina,
asi como una pérdida de la coordinacién motriz en la prueba del rodillo rodante.
Finalmente se encontré una disminucién de la actividad motora espontanea en
la prueba de campo abierto. Los resultados anteriores sugieren que la
liriodenina podria ejercer parte de sus efectos conductuales interfiriendo con la
transmision dopaminérgica.



Abstract

Extracts and alkaloids of the genus Annona are characterized by having activity
on the central nervous system (CNS), however the reports dealing with the
effects of alkaloids from Annona purpurea and A. diversifolia are scarce. The
present study informs about the effects on the CNS of crude extracts from A.
purpurea as well as of the annomontine, a pyrimidyl-B-carboline alkaloid which
had not been informed before in A. purpurea, and liriodenine, an oxoaporfinic
alkaloid belonging to the group the benzylisoquinolines isolated from A.
diversifolia.

The effects of extracts from A. purpurea in behavioral tests have not
been reported. In this investigation we found that the alkaloidal extract showed
sedative properties in the pentobarbital-induced hypnosis test without toxicity at
the doses tested assessed by the number of dead mice within 48h. The hexane
extract decreased spontaneous motor activity in the open field test, affected
motor coordination in the rotarod test and prolonged pentobarbital sleeping
time, indicating a depressant action on the CNS. The pharmacological activity of
annomontine is poorly documented, however it is known that it possesses a
modest analgesic, anti-inflammatory, an antileishmanial effect, and stimulation
on the dioxin receptor. Other alkaloids derived from [-carboline acting at
benzodiazepine binding and GABAAa receptor has anxiolytic activity. In this work
we investigated the anxiolytic effects of annomontine, using the elevated plus
maze test. The behavioral effects of this alkaloid in the pentobarbital-induced
hypnosis test, locomotor activity and motor coordination were also evaluated. In
the elevated plus maze the intraperitoneal injection of annomontine, increased
in a dose dependent fashion both, the entry of animals into the open arms of
the maze and time spent on them. These effects were blocked by prior
administration of flumazenil, a specific antagonist of benzodiazepine binding
site of GABAAa receptor. In contrast, annomontine injected by the same route
and in the same dose had no behavioral effect in the hypnosis induced by
pentobarbital, nor affected locomotor activity and / or motor coordination. The
above results suggest that annomontine has anxiolytic effects and that these
effects are probably mediated at the binding site for benzodiazepines in GABAA
receptor.

As we have demonstrated anxiolytic activity in the alkaloids
benzylisoquinolines and using in vitro experiments, liriodenine affects
catecholaminergic systems by inhibiting the enzyme activities of tyrosine
hydroxylase and aromatic amino acid decarboxylase and also decreases the
release of dopamine in cells PC12, it was considered important to study the
effects of this alkaloid in some behaviors where the catecholaminergic systems
are involved. The results showed that systemic administration of liriodenine in
mice has significant anxiolytic effects as evaluated in the marbles-burying non
conditioned test. However, this compound had no effect on light / dark box test,
the hole board and in the elevated plus maze. On the other hand, this
compound produces sedation, increases hypnosis induced by pentobarbital and
a clear, but short-term, cataleptic effect measured in the test of the bar.
Similarly, the liriodenine decreases the amphetamine-induced motor
hyperactivity and a loss of motor coordination in the rotarod test. Finally we



found a decrease in spontaneous motor activity in open field test. The above
results suggest that liriodenine could exert some of their behavioral effects by
interfering with dopaminergic neurotransmission.



Introduccién

La familia Annonaceae esta integrada por especies de arboles, arbustos y
enredaderas que forman parte del complejo Ranaleano que agrupa las plantas
mas primitivas de las dicotiledoneas. La familia se distribuye en los tropicos de
todo el mundo y se estima que tiene alrededor de 2000 especies incluidas en
120 géneros.

La fitoquimica de esta familia esta constantemente sujeta a revisiones
[Leboeuf et al.,1982%": Cave, et al., 1997: Bermejo et al., 2005] y tanto la
diversidad biogenética como estructural de los metabolitos secundarios (MS)
que en ella se encuentran demuestran su potencial como recurso de nuevos
compuestos.

Uno de los grupos de MS que caracteriza a las familias del Complejo
Ranaleano son los alcaloides derivados de los aminoacidos tirosina y
triptéfano, de modo que en la familia Annonaceae se encuentran alcaloides con
estructuras variadas que experimentan con frecuencia una dinamica
biosintética activa [Leboeuf et al.,1982%°; Liscombe & Facchini, 2008]. Los
alcaloides identificados en el género Annona corresponden a los
bencilisoquinolinicos (BIQ) y en menor proporcién a los del tipo pirimidil-B-
carbolina (PBC). Los primeros, son un grupo de alcaloides caracterizados por la
presencia de un anillo isoquinolinico y otro bencilico (Figura 1), son los mas
frecuentemente aislados y de quince especies se han obtenido cuando menos
ochenta alcaloides distintos [Leboeuf et al., 19822°: Guinaudeau et al., 1988,
1994; Kenneth, 1999; Chang et al., 2000].

Figura 1. Los alcaloides bencilisoquinolinicos tienen en comun el esqueleto
aporfinico, estructurado por un anillo isoquinolinico y otro bencilico [Guinaudeau et al.,
1975].

Los alcaloides del tipo PBC, estan estructuralmente constituidos por la 2-
aminopirimidina unida a una mitad hartman (B-carbolina) (Figura 2) y
contrariamente a lo que pasa con los alcaloides BIQ, los pertenecientes a este
grupo son una clase de compuestos de dificil aislamiento, razén por la cual
solo se conocen tres miembros [Leboeuf et al., 19827 Costa et al., 2006, 2008].



Figura 2. Los alcaloides pirimidil-B-carbolinaestan estructuralmente constituidos
por la 2-aminopirimidina unida a una B-carbolina [Costa et al., 2008].

Con la evidencia de que existen alcaloides bioactivos contenidos en
estas plantas y el hecho de que compuestos de otras anonas poseen efectos
farmacoldgicos en el SNC, consideramos importante estudiar a una de las
especies mas abundantes en Chiapas: la A. purpurea. Para ello se aislaron los
alcaloides annomontina y liriodenina a partir de los extractos alcaloidales de A.
purpurea y se determind la actividad ansiolitica de ambos por medio de
pruebas conductuales. Sin embargo, dado el bajo contenido de liriodenina en el
extracto alcaloidal de A. purpurea, la liriodenina usada en este trabajo se
obtuvo de la A. diversifolia donde el alcaloide tiene una mayor concentracion.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el potencial ansiolitico de la annomontina y la liriodenina
alcaloides del género Annona.

Objetivos particulares

Determinar mediante modelos de ansiedad el potencial ansiolitico de los
extractos hexanico y alcaloidal.

Aislar y evaluar aquellos alcaloides que se encuentren con mas abundancia en
los extractos alcaloidales de la raiz de la Annona purpurea.

Determinar mediante modelos animales de ansiedad sus propiedades
ansioliticas esenciales.

Determinar la especificidad conductual de sus efectos.



1. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades de alcaloides de Annonaceae

Son un grupo de aproximadamente 12000 sustancias, habiéndoseles
encontrado en el 20% de las especies de plantas. Los alcaloides identificados
en el género Annona corresponden a los bencilisoquinolinicos (BIQ) y los del
tipo pirimidil-B-carbolina (PBC). Los primeros, son un grupo grande vy
estructuralmente diversos, que se biosintetizan a partir del aminoacido
aromatico tirosina merced a una serie compleja de reacciones enzimaticas
(Figura 3) [Liscombe & Facchini, 2008], caracterizados por la presencia de un
anillo isoquinolinico y otro bencilico, son el grupo de alcaloides mas
frecuentemente aislados, de quince especies se han obtenido cuando menos
ochenta alcaloides [Sonnet & Jacobson, 1971; Leboeuf et al., 1982%°:
Guinaudeau et al., 1988, 1994; Kenneth, 1999; Chang et al., 1998*°, 2000;
Chen et al., 2001].
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Figura 3. Biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos (BIQ). Las vias de
biosintesis se codifican mediante colores; el blanco se usa para BIQ simples; azul para
los morfinicos; morado para la laudanina; naranja para los benzofenatridenos; rojo,
protoberberina y verde, aporfinicos [Liscombe & Facchini, 2008].

Los alcaloides del tipo PBC sintetizados a partir del triptéfano, estan
estructuralmente constituidos por la 2-aminopirimidina unida a una B-carbolina.
Dichos alcaloides contrariamente a los BIQ, son una clase de compuestos, de



dificil aislamiento y solo se conocen tres miembros (Figura 4) [Leboeuf, 1982%;
Costa et al., 2006, 2008].

7l el - M, 1 AaMH, =M
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Figura 4. Representacion estructural de las tres pirimidil-B-carbolinas conocidas
hasta ahora: la annomontina (1), la metoxiannomontina (2) y la N-hidroxiannomontina (3)
[Costa et al., 2008].

La reaccion de condensacién de Pictet-Spengleren donde las
indoletilaminas o el triptéfano reaccionan con un aldehido o un a-cetoacido,
pareceria ser la ruta mas eficiente para la sintesis quimica de las tetrahidro-3-
carbolinas del tipo del acido tetrahidro-g-carbolina-3-carboxilico (Figura 5) [Cao
et al., 2007].
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Figura 5. Condensacién de Pictet-Spengler para la sintesis de B-carbolinas [Cao
et al., 2007].

1.2 Alcaloides de Annona purpurea

No se han documentado estudios sobre los efectos en el SNC de extractos de
la Annona purpurea, sin embargo, se han encontrado mas de 34 alcaloides,
algunos de ellos con diferentes actividades biolégicas en receptores del SNC y
periféricos (Cuadro 1); se encuentran en la raiz, el tallo y las hojas de este
arbol. De entre ellos destacan la oxonuciferina, la predicentrina, la glaucina, la
N-metilasimilobina, la N-metillaurotetanina, la glaziovina, la talbaicalidina, la N-
formil-purpureina, la talicpureina, la dehidrolirinidina, la 7-hidroxi-
dehidroglaucina, la 7-hidroxi-dehidrotalicsimidina y la 7-formil-
dehidrotalicsimidina que se han extraido de sus hojas [Chang et al., 1998%"].
De su tallo se han obtenido la liriodenina, isocorydina, la promucosina, la
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romucosina F, la romucosina G, la estefarina, la norglaucina, Ila
nortalbaicalidina, la purpureina, la apoglaziovina, la pallidina, la norpallidina, la
o-metilflavinantina, la reticulina y la talifolina [Chang et al., 2000] y tanto de sus
hojas como de su tallo: la norpurpureina, la talicsimidina, la oxopurpureina, la

oxoglaucina, la lysicamina y la lirinidina [Chang et al., 19982°, 2000].

Cuadro 1. Actividad sobre receptores de alcaloides presentes en Annona purpurea.

Alcaloides | Dopaminérgicos | Serotonérgicos | Adrenérgicos | Muscarinicos | GABAérgicos
Glaucina Antagonista Antagonista
D2 Alfa 1
Isocoridina Antagonista
Alfa 1
Liriodenina Inhibicion Antagonista | Antagonista
enzimatica Alfa 1 M3
Predicentrina| Antagonista Antagonista
D1 Alfa 1
Reticulina | Neuro-toxicidad <Ca Antagonista Neuro-
M toxicidad
Lirinidina Antagonista
5-HT

1.2.1 Annomontina

La annomontina es un alcaloide PRC (Figura 6) que no se habia aislado de la
Annona purpurea. Los alcaloides PBC son muy interesantes desde el punto de
vista estructural, pues estan constituidos por la 2-aminopirimidina unida a una
B-carbolina. Son una clase de compuestos de los cuales solo se conocen tres
miembros; la annomontina, la metoxi-annomontina y la N-hidroxi-annomontina
(Figura 4). La annomontina y la metoxi-annomontina fueron aislados por
primera vez de Annona montana Macf. [Leboeuf et al., 1982°]. Posteriormente
ambos fueron obtenidos de la A. reticulata [Yang & Cheng, 1987 citado por
Costa et al., 2008] y la annomontina también se obtiene por sintesis quimica
[Bracher & Hildebrand, 1993 citado por Costa et al., 2008]. La N-hidroxi-
annomontina fue aislada de Annona foetida Martius [Costa et al., 2006, 2008].

Los efectos biolégicos de este tipo de alcaloides estan poco
documentados pues al parecer la dificultad de su aislamiento no ha favorecido
su estudio. De la annomontina, se sabe que posee una modesta actividad
analgésica y antiinflamatoria en ratones a dosis de 100 mg/kg administrada por
via oral [Leboeuf et al, 1982%. El alcaloide posee ademas un efecto
antileishmaniasico, exhibido in vitro contra formas de promastigotes de
Leishmania braziliensis a una ICsy de 34.8 uM [Costa et al., 2006], asi como
estimulacion del receptor de dioxina en células humanas de higado y piel en
cultivo [Haarmann-Stemmann et al., 2010].




Figura 6. Estructura quimica de la annomontina. Como puede observarse el
alcaloide esta constituido por la uniéon de la 2-aminopirimidina unida a una mitad
hartman [Leboeuf et al., 1982°].

A diferencia de la annomontina, otros alcaloides tipo B-carbolina han
sido mejor estudiados. Dichos alcaloides se han aislado de plantas [Jaspers et
al., 1986; Tse et al., 1991; Evans & Hofmann, 2008] e invertebrados marinos
[Prinsep et al., 1991; Harwood et al., 2003] y también han sido producidos
mediante sintesis organica [Hollinshead et al., 1990; Li et al., 2010]. Los
alcaloides B-carbolina se encuentran presentes en los alimentos para el
consumo humano pudiendo ser el origen de estos alcaloides en varios de sus
tejidos y fluidos fisiolégicos [Cao et al., 2007]. Independientemente de su origen
se ha propuesto que las f-carbolinas podrian actuar como moduladores
endogenos del receptor GABAA/BDZ [Rommelspacher et al., 1980; Braestrup &
Nielsen, 1981; Braestrup et al., 1981; Robertson, 1980 citado en Frostholm et
al., 2000; Evans & Lowry, 2007] pues tienen la capacidad de actuar como
agonistas totales, parciales o inversos [Hale et al, 2010] o bien como
antagonistas de dicho receptor, provocando efectos ansioliticos, sedativos,
[Aricioglu & Altunbas, 2003; Hilber & Chapillon, 2005], anticonvulsivantes [Cox
et al., 1998], ansiogénicos [Skolnick et al., 1984; Crawley et al., 1985],
proconvulsivantes y convulsivantes [Braestrup et al., 1982].

Adicionalmente, las B-carbolinas se unen a receptores de imidazolina
[Husbands et al., 2001], poseen propiedades alucinégenas [Auta et al., 1997;
Cao et al., 2007; Evans & Hofmann, 2008]. Efectos extras incluyen: actividad
antitumoral [Li et al., 2010; Nafisi et al., 2010], antiinflamatoria [Chen et al.,
2010], activaciéon de receptores 5-HT2A y 5-HT2c [Glennon et al., 2000],
inhibicion del transporte del y-hidroxibutirato sinaptosomal [McCormick &
Tunnicliff, 1998], inhibiciéon de las enzimas monoaminooxidasas (MAO) [May et
al.,1990; Rommelspacher et al., 1994; Anderson et al., 2003; Herraiz et al.,
2010].

1.2.2 Liriodenina

La liriodenina (Figura 7) es un alcaloide BIQ aislado por primera vez de la
Liriodendron tulupifera [Buchanan & Dickey, 1960] y subsecuentemente de las
familias  Rutaceae, Magnoliaceae, Monimiaceae, Menispermaceae,
Annonaceae etc. [Guinaudeau, 1988]; debiéndo destacarse que de esta ultima
familia la liriodenina ha sido aislada de varios géneros y especies, entre ellas,
Annona glabra [Warthen et al., 1969], Annona cherimolia [Villar del Freno,
1985], Annona purpurea (Cuadro 2) [Chen et al., 1997 citado en Chang et al.,
2000] y Annona diversifolia (Cuadro 3) [Gonzalez-Esquinca, 2001].
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Figura 7. Estructura quimica de la liriodenina, alcaloide BIQ [Buchanan & Dickey,
1960]

1.2.2.1 Actividades farmacolégicas

La liriodenina es un alcaloide que tiene un amplio rango de actividades
bioldgicas, entre ellas es antimicrobiana [Clark et al., 1987; Villar et al., 1987;
Mbah et al., 2004], anticancerigena [Woo et al., 1997; Chang et al., 2004; Hsieh
et al., 2005], posee efectos cardiovasculares [Chulia et al., 1995; Chang et al.,
2001, 2004], y tiene afinidad por algunos receptores [Protais et al., 1995; Chulia
et al., 1995; Jin et al., 2007].

1.2.2.2 Actividad antimicrobiana

La liriodenina tiene eficacia antimicética, la cual fue determinada en el modelo
de diseminacién de candidiasis en el raton. Los ratones fueron infectados con
una dosis letal de Candida albicans, 7 h posinfeccidén los ratones recibieron
diferentes dosis de liriodenina (0.5 y 1 mg/kg; i.p.). Se observo reduccion en el
numero de unidades formadoras de colonias (CFU) en el tejido renal obtenido
entre los animales tratados y los que recibieron el vehiculo [Clark et al., 1987].
La liriodenina posee también actividad contra varios microorganismos
(Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Lysteria, Escherichia, Salmonella,
Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Shigella, Mycobacterium y
Plasmodium falciparum) [Villar et al., 1987; Mbah et al., 2004].

1.2.2.3 Actividad anticancerigena

Para explicar la actividad citotdxica de la liriodenina en células neoplasicas se
han propuesto tres niveles de accion; la inhibicion de la topoisomerasa Il, el
bloqueo del ciclo celular y la induccién de la apoptosis.

Con relacion a la primera, en células CV-1 (células de mono verde
africano) infectadas con CV40 (Virus de Simio 40), la liriodenina inhibe la
topoisomerasa Il, enzima necesaria para la replicacion del DNA y separacion
de las réplicas recientes en cromosomas de células eucaribticas [Woo et al.,
1997].

En células humanas de adenocarcinoma pulmonar (A549) la liriodenina
bloqued la progresion del ciclo celular en la fase G2/M por la via de la
acumulacion en la fase G2 de ciclinas (B1) y la inhibicién de la actividad de la
cinasa del complejo B1/CDK1. Las ciclinas, las cinasas dependientes de
ciclinas (CDKs), y las cinasas inhibitorias dependientes de ciclinas (CDKls)
estan involucradas en la progresion del ciclo celular [Chang et al., 2004].
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Por otra parte, en este mismo estudio se observd que la liriodenina
causa muerte celular por activacion de caspasas. La degradacion de la
proteina PARP fue observada con el tratamiento de liriodenina a las células
A549, esta proteina es sustrato para varias caspasas, presentandose la
induccion de apoptosis, el numero de células apoptoticas (Pl-negativas y
anexinas-V-positivas) se incremento después del tratamiento con la liriodenina
[Chang et al., 2004].

La liriodenina inhibid la proliferacion de células de hepatoma humanas,
de las lineas celulares Hep G2 y SK-Hep-1, bloqueando el ciclo celular en la
transicion de la fase G1-S de manera dosis dependiente. La liriodenina por otro
lado, incrementa los niveles de 6xido nitrico (ON) intracelular simultaneamente
con el bloqueo de la fase G1 del ciclo celular en células Hep G2. EI ON es un
inhibidor de la proliferacion celular y reversiblemente inhibe la sintesis de DNA
(Nakaya et al., 2000 citado por Hsieh et al., 2005). A bajas concentraciones el
ON induce crecimiento celular y protege a muchos tipos de células de la
apoptosis, a altas concentraciones inhibe el crecimiento celular e induce
apoptosis [Kim et al., 2001 citado por Hsieh et al., 2005].

La liriodenina induce la proteina p53, la cual es supresora tumoral.
Dependiendo del contexto celular exacto, la p53, actua causando bloqueo del
ciclo celular o apoptosis en respuesta a tensiones celulares [Bargonetti &
Manfredi, 2002. citado por Hsieh et al., 2005].

1.2.2.4 Efectos cardiovasculares

Se encontré en estudios electrofisioldgicos usando tiras aisladas de musculo
cardiaco de rata, que la liriodenina bloquea los canales de Na*y K*, prolonga el
potencial de accién por incremento en la entrada de Ca®* y puede suprimir la
arritmia ventricular [Chang et al., 1996]. Estos resultados colocan a la
liriodenina como un potencial agente antiarritmico. Mas aun, en el modelo de
Langendorff de isquemia y reperfusiéon utilizando corazén de rata Sprague—
Dawley, este alcaloide a concentracion de 1uM significativamente promovié la
recuperacion del flujo coronario y disminuy6 el infarto miocardico comparado
con el grupo control [Chang et al., 2001, 2004].

1.2.2.5 Efectos sobre algunos receptores

La liriodenina se comporta como un antagonista muscarinico M3 pues los
efectos de este alcaloide en pruebas de desplazamiento de radio-ligando y de
la relajacion del musculo liso de la traquea canina inducida por agonista fueron
similares a los de la 4-difenilacetoxi-N-metilpiperidina, un antagonista selectivo
para los receptores Ms; [Lin, 1994]. Por otro lado, la liriodenina ocasiond la
relajacion de la contraccion inducida por la noradrenalina en la aorta de rata, lo
gue sugiere que también posee actividad antagonista alfas [Chulia et al., 1995].

Finalmente, la liriodenina mostré actividad ansiolitica en la caja

luz/oscuridad, un modelo no condicionado de ansiedad [Estrada-Reyes, 2005]
e inhibié la sintesis y liberacion de dopamina in situ [Jin et al., 2007].
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1.3 Descripcion botanica de las especies estudiadas

Cuadro 2. Descripcion botanica de la Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal
[Gonzadlez-Esquinca, 2001]

Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal, Monogr. Anonac. 64, t. 2. 1817

Tipo: Sessé & Mocino Icon. PIl. (Holotipo: HU)

Anona manirote Kunth, Nov. Gen. Sp. 5: 59. 1821

Tipo: Provincia de la Nueva Guayana, Angostura, Humboldt & Bonpland s.n.
Anona involucrata Baill. Adansonia 8: 265. 1867-1868

Tipo: No localizado

Anona Prestoei Hemsl, Hooker’s Icon. PI., ser. 4, 6: t. 2519 —20. 1888

Tipo: No localizado

Descripcion: Arbol de 10 m o mas, con copas anchas y extendidas, las ramas
jévenes densamente ferrugineas-tomentosas; hojas deciduas, membranosas
con pedicelos de 3 — 5 mm de largo, de ovadas a eliptico ovadas, en su mayor
parte de 12 a 30 cm de largo y de 6 -14 cm de ancho, apice acuminado,
redondeadas en la base, verdes y glabras por el haz y palidas a moreno
velludo aun con la edad, por el envés; flores extraaxilares, solitarias,
subsésiles; sépalos triangular-ovados, acuminados, 1 — 2 cm de largo, pétalos
exteriores valvados, gruesos y rigidos, ovado-lanceolados, cuando mucho de 5
cm de largo y 2 cm de ancho, ferrugineos-sericeos en el exterior, los pétalos
internos imbricados, delgados, eliptico-oblongos, redondeados en el apice, 2.5
cm de largo, 1.5 cm de ancho; fruto subgloboso, de 10 a 12 cm de diametro o
de largo, cubierto con un tomento semejante a fieltro y con pelos piramidales
puntiagudos muy numerosos; semillas ovoides, castafias, 3 cm longitud
[Standley & Steyermark, 1946].

Distribucion: Honduras Britanica; Costa Rica; Panama (zona del canal e isla
de Barro Colorado); Venezuela (Bolivar, Caracas, Dos Caminos, Orinoco y
Trinidad); México (Tlatatla, Cérdoba y La Antigua en Veracruz y en Yucatan)
Fries (1937). Guatemala (Izabal, Chiquimula, Juteapa, Santa Rosa, Retalhuleu
y San Marcos) [Standley & Steyermark, 1946]. En Chiapas, se ha recolectado
en los municipios de Tuxtla Gutiérrez, San Fernando y Cintalapa.

Nombres comunes: También llamada cabeza de negro, cabeza de ilama,
chincua, chincuya, ilama, soncoya [Morton, 1987]

Propiedades medicinales: En México el jugo se utiliza como remedio para la
fiebre y la gripe [Martinez, 1996]. En otras partes de América tropical, el fruto
se emplea para aliviar la ictericia. La decoccion de la corteza es efectiva contra
la disenteria y la infusidon de la corteza interna es util para el tratamiento del
edema [Chang et al., 2000]. El extracto de las semillas es toxico, ademas se
emplea como insecticida [Morton, 1987]. Con respecto al fruto, su uso es
exclusivamente alimentario, la pulpa se consume cruda o con el jugo como
bebida refrescante.
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Cuadro 3. Descripcién botdnica de la Annona diversifolia Saff [Gonzalez-Esquinca, 2001]

Annona diversifolia Saff., Science 33: 471. 1911.

Tipo: México, Colima Palmer 60 (Holotipo: US)

Arbol pequefo, de ramas glaucas, completamente glabras; hojas pecioladas,
de 8 — 18 mm de largo, 4 — 6 cm de ancho, redondeadas o subagudadas en el
apice, agudas o redondeadas en la base, glabras en el envés; las hojas
inferiores a los brotes florales orbiculares y cordado-cefiidas, 2 — 4 cm de
largo; flores solitarias, pedicelos adelgazados, glabros, recurvados o péndulos,
3 — 5 cm de largo, bracteolados por debajo de la mitad; sépalos redondeados
a triangulares, ferrugineo-pilosos por fuera, 2 — 3 mm de largo; pétalos
exteriores linear-oblongos, obtusos, pubescentes por fuera, 2.5 cm de largo,
cerca de 6mm de ancho en la base, los pétalos internos rudimentarios; frutos
ampliamente ovoides, tomentosos, generalmente 13 — 15 cm de largo y 12 —
15 cm de ancho, cubierto con protuberancias ligeramente redondeadas;
semillas oblongo-ovoides de 2 cm de largo, por 1 cm de ancho [Standley &
Steyermark, 1946].

Distribucion: Sur de México en la costa del Oceano Pacifico; Guatemala en
Chiquimula, Jutiapa y Chimaltenango y El Salvador (Standley & Steyermark,
1946). Fries (1937) también la reporta en Colima (México) y El Salvador.

En Chiapas, se ha recolectado en los municipios de Tuxtla Gutiérrez, Chiapa
de Corzo y Chicoasén.

Nombres comunes: Es conocida como ilama, ilama zapote, ilamazapotl
(Nahuatl), izlama, hilama, zapote de vieja, papauce, papausa y anona blanca
[Popenoe, 1920; Ruiz & Morett, 1997, citados por Carballo et al., 2010].

1.4 Modelos conductuales para el estudio de la ansiedad

La ansiedad puede ser una respuesta fisioldgica de adaptacion ante una
amenaza, cuando esta respuesta es excesiva en la intensidad, la frecuencia o
la duracién, perdiéndose la adaptabilidad, se puede desarrollar la ansiedad
patologica [Barlow, 2002 citado por Hofmann et al., 2011]. La ansiedad
patolégica es un desorden psiquiatrico que afecta a una gran cantidad de
personas en el mundo y que se ha incrementado en los ultimos anos, por lo
que se le considera un problema importante de salud publica. Dicho incremento
ha sido atribuido al estilo de vida actual donde predomina la alta competitividad
[Dhawan et al., 2001]. Este tema ampliamente estudiado, es complejo y
multidimensional. La ansiedad también se define como un estado de malestar
caracterizado por intranquilidad, expectacién aprehensiva y aumento de la
vigilancia en ausencia de un estimulo desencadenante. Regularmente se
acompana de manifestaciones autondmicas como sudoracion, taquicardia,
alteraciones gastrointestinales, tensidon muscular, insomnio, entre otras
[Kidman, 1989; Basile et al., 2004].
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Diferentes aspectos de la ansiedad estdan modulados por varios sistemas de
neurotransmisores localizados en distintas areas anatdémicas; estos incluyen
neurotransmisores peptidérgicos tales como la colecistoquinina (CCK),
hormona liberadora de corticotropina, neuropéptido Y, substancia P,
transmisores monoaminérgicos: noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) vy
dopamina (DA) y aminoacidos transmisores: el acido gama-aminobutirico
(GABA) y el glutamato [Ninam, 1999; Gorman et al., 2002; Charney, 2003].
Cabe senalar que estos sistemas de neurotransmisores son de importancia
critica en el sistema limbico, incluyendo la amigdala, la cual es crucial en las
respuestas del miedo y la ansiedad (Figura 8).

El tratamiento efectivo para la ansiedad se apoya en la psicoterapia y el
tratamiento farmacoldgico con compuestos ansioliticos, dentro de este
enfoque, los agonistas GABAérgicos (benzodiazepinas (BZD); v.g. el
diazepam), los agonistas serotoninérgicos del tipo de la buspirona y
antidepresivos (inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina) son los
mas utilizados [Davidson et al., 2010; Franklin & Foa, 2011; Rynn et al., 2011].
Por desgracia, el uso de las benzodiazepinas se acompafa de efectos
adversos como sedacion, relajacion muscular, pérdida de la coordinacién
motriz, amnesia entre otros malestares. Por otra parte, la utilizaciéon de la
buspirona requiere de una espera de 7 a 14 dias para que su efecto tenga
repercusion clinica. Por estas razones la busqueda de farmacos para tratar la
ansiedad con un perfil de accion mas favorable, continua.

Progesterona CRF
GABA Ansiedad
-~
CCK
DA
GABA | - NA
5HT
--eeeee Otros

Ansiolisis Glutamato
Progesterona CRF

Figura 8. Interaccion de sistemas de neurotransmisores en la amigdala en
relacién a la ansiedad. Aunque un neurotransmisor pudiera tener efectos ansiogénicos o
ansioliticos, dependiendo de la localizacién de la sinapsis en donde se libera, se sugiere
que dentro de la amigdala, las influencias ansioliticas o ansiogénicas globales corren a
cargo de los sistemas GABAérgicos y glutamaérgicos respectivamente. El resto de los
sistemas de neurotransmision, asi como los supuestos moduladores endégenos de la
ansiedad, ejercerian sus efectos sobre ésta, modificando el equilibrio entre ambos
sistemas [Con autorizacion de Pérez de la Mora et al, 2007].
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Durante los ultimos 50 afios un gran numero de pruebas en animales han sido
desarrolladas para identificar compuestos que tienen actividadansiolitica. El
concepto de modelo animal puede definirse como la preparacion experimental
que se desarrolla en una especie con el propésito de estudiar los fendmenos
que ocurren en otra especie distinta. Roedores y humanos comparten mas del
90% de sus genes y se ha visto que estos modelos son utiles en farmacologia.
El utilizar modelos de ansiedad con ratones, ofrece la ventaja de ensayar en
ellos diversas técnicas experimentales que en los seres humanos no seria
posible. Cuando se exploran extractos y alcaloides, que se extraen de los
diferentes 6rganos de las plantas, por lo regular estos compuestos, se obtienen
en cantidades pequefias (miligramos), por lo que el utilizar modelos
experimentales con ratones, permite el 6ptimo empleo de este recurso.

En términos generales se puede dividir a los modelos de ansiedad en dos
grandes grupos: en el primero, el modelo involucra respuestas condicionadas y
en el segundo, se estudian conductas innatas no condicionadas.

1.4.1 Modelos conductuales condicionados

El término condicionado se refiere a un proceso llamado condicionamiento
clasico, que ocurre cuando un estimulo neutral (sonido, luz, etc.) es seguido de
un estimulo aversivo o nocivo (choque eléctrico, dolor, etc.). Después de varias
repeticiones de este proceso, se puede lograr una respuesta emocional
condicionada aunque ya no se aplique el estimulo nocivo, bastara que el
animal perciba el estimulo condicionado antes neutral para responder
emocionalmente. Los modelos condicionados permiten un control muy preciso
de la conducta que se mide, pero requieren necesariamente de un
entrenamiento exhaustivo de los animales, que son expuestos a estimulos no
habituales y un control muy cuidadoso de las posibles interacciones y/o efectos
no especificos del tratamiento con la memoria/aprendizaje, el apetito y/o la
funcién perceptual [LeDoux, 2000; Maren, 2001, Debiec et al., 2004].

1.4.2 Modelos conductuales no condicionados

Contrariamente las pruebas no condicionadas, no requieren de entrenamiento,
por lo que son menos susceptibles a procesos motivacionales pues son de
ensayo unico y se basan en respuestas espontaneas de la conducta del animal
[Rodgers, 1997], que se asemejan a lo que podria ocurrirle en su ambiente
natural. Estas observaciones han permitido el desarrollo de una serie de
paradigmas basados en la observacién de una variedad de conductas del
roedor y la mayoria de los procedimientos conductuales para el estudio
farmacoldgico de la ansiedad, se basan en este tipo de pruebas [Clement et al.,
2007]. Entre las pruebas de mayor uso se encuentran: la de campo abierto, el
laberinto elevado en forma de “+”, la caja luz/oscuridad, el enterramiento de
canicas y la plataforma agujereada. Estas pruebas no requieren de un alto
costo econdmico para su implementacion y estan al alcance de cualquier
laboratorio universitario de investigacion.
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1.4.2.1 Prueba de campo abierto

Inicialmente descrita por Hall (1934), monitorea el grado de “emocionalidad”
(ansiedad) del animal. La prueba consiste en colocar a un roedor en un medio
ambiente desconocido. Hall tom6é como primeras medidas sugerentes de
ansiedad a la defecacion y la miccion. La prueba ha evolucionado y se ha
enriquecido con aportaciones de varios investigadores, entre las que destacan
segun Archer (1973) las de Broadhurst (1957, 1958), Fries (1964) y Walden
(1968) [Archer, 1973].

La prueba de campo abierto en la actualidad es ampliamente utilizada
para evaluar tanto a la ansiedad como a la actividad locomotriz, asi mismo es
una prueba que permite que el ratébn exhiba un amplio rango de conductas. La
prueba se registra durante 5 minutos y tipicamente dos medidas son por lo
regular recolectadas: el total de la distancia recorrida (numero de lineas
cruzadas marcadas en el piso, considerada como la actividad locomotriz)
[Silvania et al., 2004] y el tiempo de permanencia en el area central de la caja
(en la consideracidon que el area central de la caja es mas amenazante que la
periferia, basado en que la permanencia del roedor en el area central se
incrementa con drogas ansioliticas) [Lipkind et al, 2004]. En la prueba se
pueden también registrar otras conductas, tales como: la frecuencia del
acicalamiento, de los levantamientos con apoyo de las patas traseras, de la
miccion y de la defecacion, asi como cualquier otra conducta bizarra. Esta
informacion adicional incrementa la posibilidad de dilucidar el perfil
farmacoldgico de las sustancias en estudio. Ademas, la prueba es por otro lado
crucial para poder tomar la decisidén de continuar o no el proceso experimental
con otra prueba no condicionada, ya que estas pruebas son exploratorias y se
requiere que la actividad locomotriz del roedor no esté afectada. De ser asi y si
las posibilidades lo permiten, se puede ajustar la dosis de los compuestos
usados, pues de lo contrario los resultados en las siguientes pruebas
destinadas para evaluar la ansiedad, carecen de validez.

1.4.2.2 Prueba del laberinto elevado en forma de “+”"

Es un modelo valido para evaluar la ansiedad [Pérez de la Mora et al., 2006,
2007, 2010], porque utiliza estimulos naturales (miedo a los espacios abiertos y
miedo a caminar sobre una plataforma elevada y relativamente estrecha) que
inducen ansiedad en humanos [Dawson et al., 1995]. También se atribuye que
el miedo que genera en los roedores se debe a la falta de estimulos
tigmotacticos (ausencia de paredes) [Treit et al., 1993]. Originalmente
desarrollada con ratas [Pellow et al., 1985], en la actualidad se ha validado su
uso con ratones [Lister, 1987]. En este método se utiliza un laberinto en forma
de + y la prueba dura 5 minutos. La disminucion de la actividad exploratoria de
los brazos abiertos es causada por el miedo o la ansiedad que les inspira
adentrarse en dichos brazos, por lo que el uso de compuestos ansioliticos
incrementa esta actividad [Grundmann et al., 2006].
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1.4.2.3 Prueba de la caja luz/oscuridad

Se desarroll6 inicialmente para ratones [Crawley & Goodwin, 1980]. El principal
factor ansiogénico esta fundamentado por el conflicto entre el comportamiento
exploratorio del raton y la aversion natural hacia el area abierta e iluminada
(brillante) de esta prueba. La prueba tiene una duracién de 10 minutos, y se
considera que un incremento en el numero de transiciones entre el lado oscuro
y brillante de la caja y/o un aumento en el tiempo de permanencia en el lado
iluminado indica una reduccion en la ansiedad. Aunque los roedores pueden
explorar con libertad ambos compartimientos, muestran una clara preferencia a
permanecer en el lado oscuro, las BDZ, buspirona, antagonistas 5HT3;, entre
otros agentes ansioliticos incrementan la exploracién del area iluminada asi
como las transiciones entre ambos compartimientos [Costall et al., 1988;
Clement et al., 2007].

1.4.2.4 Prueba de enterramiento de canicas

Los roedores usan el material de su caja para enterrar los objetos que
consideran nocivos o amenazantes. Sobre esta base, las canicas de vidrio se
encuentran entre los estimulos que les ocasiona aversion, esto podria ser
resultado de la novedad que estos objetos representan en su ambiente y el
enterramiento de las canicas se veria como la conducta apropiada porque quita
la fuente del estimulo aversivo. La inhibicion de esta conducta ha sido
propuesta como prueba para identificar compuestos ansioliticos [Njung’e &
Handley, 1991; Ichimaru et al., 1995]. Esta prueba es sensible a diazepam,
fluoxetina, fluvaxamina (inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina),
imipramina, clomipramina (antidepresivos triciclitos), mianserina, 8-OH-DPAT
(agonista del receptor 5-HT14) [Borsini et al., 2002].

Alternativamente se ha propuesto que el enterramiento es una conducta
compulsiva, porque los inhibidores de la recaptura de la serotonina que se
utilizan para tratar el desorden obsesivo compulsivo en humanos, inhiben esta
conducta [Njung’e & Handley, 1991]. Mas aun, la fluvaxamina que es un
inhibidor selectivo de la recaptura de la serotonina, inhibe la conducta de
enterramiento y esta inhibicion es antagonizada por el NAN-190, un
antagonista del receptor 5-HT1a.

Ademas, el 8-OH-DPAT, agonista del receptor 5-HTis, inhibe esta
conducta sin afectar la actividad locomotriz y esta inhibicion se revierte por el
WAY100135, antagonista selectivo del receptor 5-HT4a. LO que sugiere la
participacion de los receptores 5-HTqa en la inhibicion de esta conducta
[Matsushita et al., 2005].

1.4.2.5 Prueba de la plataforma con orificios

Fue introducida en 1962 por Boisser & Simon. El uso de esta prueba para
evaluar sustancias ansioliticas esta basado en la hipotesis de Montgomery
(1955) [Saitoh et al., 2006] de que el ratdn expuesto a un nuevo ambiente le
crea un conflicto entre el temor generado por la novedad de la situacion y su
tendencia natural a explorar [Da Silva & Elisabetsky, 2001]. Hay una variedad
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de disefios [Ohl et al., 2001; Kameia et al., 2004], aunque algunos equipos son
automatizados, registrando por medio de sensores las veces que el ratdon se
asoma a los orificios del dispositivo, el utilizar sistemas de grabacion (video-
tape), permite obtener una calificacion confiable de los resultados. EI numero
de exploraciones guarda una relacién inversa con el estado de ansiedad del
animal, compuestos ansioliticos como las benzodiacepinas incrementan de
manera dosis dependiente el nimero y la duracion de las exploraciones a los
orificios [Takeda et al., 1998].

1.4.2.6 ;Como escoger el modelo adecuado?

El escoger un modelo animal de ansiedad que refleje con fidelidad este estado
en los humanos no es facil. Mediante el uso de los modelos anteriores lo que
nosotros estudiamos es como una determinada situacién experimental o un
determinado farmaco modifica las situaciones aversivas impuestas por la
prueba escogida, sin que estas puedan equipararse totalmente con las
conductas que se observan en la clinica. No obstante sus limitaciones, los
modelos animales siguen siendo utiles para predecir el efecto que un
determinado farmaco ejercera sobre la ansiedad y su validacion, aunque
considera algunos aspectos conductuales descansa esencialmente en criterios
farmacoldgicos. De acuerdo con este criterio, farmacos de conocida actividad
ansiolitica como las BDZ deberan modificar favorablemente aquellos
parametros que en la prueba bajo escrutinio se consideran ansioliticos, y al
revés compuestos con acciones opuestas en humanos deben reflejar una
accion ansiogénica. Por supuesto, agentes que no tienen efectos en la clinica
sobre la ansiedad, no deberan tenerlo tampoco en estas pruebas. Sin
embargo, habra que mencionar que algunos agonistas 5HTa, como la
buspirona que tiene efectos ansioliticos en la practica médica, es incapaz de
comportarse como ansiolitico en algunos modelos animales de ansiedad
[Belzung & Griebel, 2001].

1.4.2.7 Pruebas para el estudio de la actividad dopaminérgica
1.4.2.7.1 Prueba de la barra

La catalepsia experimental en los animales de laboratorio se define como la
imposibilidad de corregir una postura que ha sido impuesta externamente,
considerandose su duracion como una medida de su intensidad. Un animal en
circunstancias normales que es colocado en una postura extrafia cambia de
posicidn en pocos segundos; en cambio, bajo los efectos de la catalepsia el
animal puede mantener dicha postura durante un periodo prolongado de
tiempo [Sanberg et al, 1988; Champatisingh et al., 2011]. Este estado de
inmovilidad es considerado un modelo animal apropiado para el estudio de los
efectos extrapiramidales en sujetos humanos tratados con farmacos
neurolépticos.

Se ha demostrado, que la catalepsia estd mediada principalmente por
receptores dopaminérgicos posinapticos localizados en el estriado [Sanberg,
1980]. Este hecho ha sido constatado en estudios donde se observé que
lesiones de dicha estructura con inyecciones de acido kainico o acido
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quinolinico, que destruyen neuronas que poseen receptores dopamineérgicos,
bloquean la catalepsia inducida por la administracion del haloperidol,
antagonista dopaminérgico [Calderon et al., 1988].

Aunque se conocen dos familias de receptores dopaminérgicos; los
receptores de dopamina clase D1 (D1y Ds) y los receptores de dopamina clase
D2 (D2, D3y D4) [Beaulieu & Gainetdinov, 2011], los mas estudiados son los
subtipos D¢ y D,. Actualmente parece evidente que ambos receptores estan
involucrados en el fendmeno de la catalepsia. El SCH-23390 y el SKF-83566,
antagonistas selectivos de los receptores D4, producen catalepsia en la rata y
el ratén, al igual que la molindona, que es un antagonista selectivo de los
receptores D, [Lappalainen et al., 1989; Wanibuchi & Usuda, 1990; Meyer et
al., 1992; Ahlqvist el al., 2003]. El hecho de que el haloperidol muestre un
mayor poder cataleptogénico podria estar relacionado con su efecto de
blogueo de ambos receptores, que daria lugar a un efecto aditivo [Klemm,
1985%]. Por otra parte, otros antagonistas dopaminérgicos D,/Ds;, como la
sulpirida, pueden producir también catalepsia en ratones, aunque sélo tras la
administracion de dosis muy altas [Fujiwara, 1992; Ahlqvist el al., 2003].

La administracion conjunta de un agonista D, (que inhibe la liberacion de
dopamina por activacién de los autoreceptores D;) y un antagonista D
ocasiona una potenciacion de los niveles de catalepsia. Asi, Puglisi-Allegra &
Cabib (1988) comprobaron que el antagonista D1 SCH-23390 y el agonista D,
quinpirola (en dosis bajas), inyectados conjuntamente, producian altos niveles
de catalepsia en ratones.

Por otro lado, se ha encontrado que la administracion de YM-09151 (1.2
mg/kg), un antagonista selectivo de los receptores dopaminérgicos D, produce
catalepsia en ratas y que este efecto se ve sensiblemente reducido con la
inyeccion de los agonistas D1 y D, apomorfina y bromocriptina respectivamente
[Wanibuchi & Usuda, 1990]. Estos autores han comprobado también que la
administracion de YM-09151, en combinacion con SCH-23390, produce un
marcado incremento de la catalepsia, en comparacién con los efectos
originados por la inyeccion de ambas sustancias por separado. Dicha
potenciacion del nivel de la catalepsia se deberia, en opinién de los autores, al
sinergismo que se produce por la administracion simultdnea de ambos
compuestos entre los dos antagonismos dopaminérgicos utilizados.

Aunque la catalepsia constituye una medida conductual extensamente
utilizada en psicofarmacologia, no existe todavia una clara estandarizaciéon en
las pruebas empleadas para su medida. La prueba de catalepsia mas utilizada
por distintos investigadores es la "prueba de la barra", que consiste en colocar
las patas delanteras del animal sobre una barra que esta situada a una altura
determinada del suelo, apropiada para el animal, permaneciendo sus patas
traseras apoyadas en el mismo, y contabilizandose el tiempo que el animal
permanece en dicha postura. Aunque dicha prueba es posiblemente la mas
utilizada, existen otras muchas pruebas disefiadas para evaluar la conducta
cataléptica (prueba de la rejilla, del bloque, de la plataforma, etc.). Actualmente
el registro de esta conducta se ha automatizado con la implementaciéon de un
método controlado con microprocesador [Alvarez et al., 2005].
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1.4.2.7.2 Prueba de hiperactividad inducida por AMPH

La 1-metil-2-fenetilamina (AMPH; anfetamina) [Fleckenstein et al., 2007] es una
de las aminas simpaticomiméticas de accion indirecta mas potente para
estimular el SNC. Es un estimulante que ha sido utilizado para tratar varios
desordenes, incluidos el déficit de atencion, la narcolepsia y la obesidad. Varias
lineas de evidencia indican que es a nivel de los transportadores vesiculares de
dopamina donde actua la AMPH, liberando las catecolaminas [Raiteri et al.,
1979]. El transportador de dopamina (DAT) es una de las proteinas mas
implicadas en sus propiedades de reforzamiento y abuso potencial
[Fleckenstein et al., 2007]. Es probable que algunos aspectos de la locomocion
y del comportamiento estereotipico inducido por la AMPH sean consecuencia
de descarga de dopamina desde las terminaciones nerviosas dopaminérgicas,
y en particular el neoestriado [Hoffman & Lefkowitz, 1996].

1.5 Receptores

Los receptores son proteinas transmembranales de la neurona, que tienen
como funcién reconocer la estructura de una sustancia especifica (ligando
enddgeno) que al unirse a su sitio de fijacion, desencadena una sefial o cadena
de sefalizacibn para producir una accion molecular concreta. Se han
identificado hasta ahora dos tipos de receptores de neurotransmisores; los
receptores ionotropicos, se encuentran asociados a canales idnicos que
permiten el paso de iones hacia dentro o fuera de la neurona y constituyen vias
de sefalizacion rapida. Los receptores metabotrépicos, corresponden a
proteinas que poseen siete dominios transmembranales acoplados en el
interior celular a una proteina G, cuya activacion ocasiona una serie de sefiales
en cadena, con una respuesta celular lenta comparada con los receptores
ionotrépicos [Greengard, 2001].

1.5.1 Receptores GABAérgicos

En el SNC el GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio [Da Settimo et
al., 2007]. Esta plenamente demostrada la participacion del sistema
GABAérgico en patologias como la ansiedad, depresion, convulsiones,
esquizofrenia y desordenes del suefio [Thomsen & Ebert, 2002]. EI GABA
media su actividad a través de dos tipos de receptores; la familia de los
receptores ionotropicos, que se divide en dos subfamilias, los receptores
GABAA y GABAc sobre la base de su capacidad para formar receptores
funcionales enddgenos heterodiméricos y homodiméricos, respectivamente y
diferencias en sus propiedades fisioldégicas y farmacolégicas [Chebib et al.,
2000] y los receptores GABAg de la familia de los receptores metabotropicos
[Chebib et al., 1999].
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1.5.1.1 Receptores GABA,
1.5.1.1.1 Estructura

Los receptores GABAA estan formados como una combinacion pentamérica de
8 tipos distintos de subunidades; a (1-6), B (1-3), vy (1-3), d, €, m, 6, p1 (3)
[Barnard et al., 1998; Burt, 2003; Whiting, 2003]. El ensamble funcional que
formara el receptor GABAA dependera de el sitio donde las subunidades son
expresadas en el SNC [Sieghart et al., 1999]. Se desconoce la composicion de
subunidades de los receptores GABAa naturales, pero se cree que casi todos
estan compuestos de subunidades a, B y y [Burt, 2003]. Ademas, hay variantes
de empalmes de muchas de estas subunidades, el potencial de la diversidad
estructural de receptores GABAA es enorme, los estudios de los receptores
GABAA\ naturales sugieren que pueda haber por lo menos 20 combinaciones de
subtipos de este receptor [McKernan & Whiting, 1996; Whiting, 2003]. La
isoforma mas frecuente en el adulto de un receptor GABAA comunmente es
formado por dos subunidades a1, dos subunidades 32 y una subunidad y2
(Figura 9) [Sigel & Luscher, 2011]. El sitio de union para el GABA esta
localizado entre las subunidades B(2) y a(1) y para las BDZ esta en la interfase
entre las subunidades a(1) y y(2) (Figura 9) [Smith & Olsen, 1995; Amin et al.,
1997; Sigel & Luscher, 2011], ambas subunidades determinan la farmacologia
del sitio receptor de benzodiazepina [Burt, 2003]. También se postula
recientemente como un sitio modulador para BDZ la interface entre las
subunidades a(1) y B(2) [Sigel & Luscher, 2011].

Cada subunidad posee cuatro dominios transmembranales (M1-M4), el
segundo dominio (M2) forma el canal. Un largo extremo extracelular N-terminal
del dominio M1, se piensa que es el involucrado en la fijacion de ligandos
(GABA, BDZ, etc.). Una larga asa intracelular formada entre los dominios M3-
M4, contiene residuos capaces de ser fosforilados y modificar las propiedades
del receptor [Smart, 1997].

1.5.1.1.2 Funcién y farmacologia

El GABA al unirse al receptor GABAa induce la apertura de un canal que
permite la entrada del cloro (CI), con la consiguiente hiperpolarizacion
membranal y la reduccion de la excitabilidad neuronal. Una gran variedad de
farmacos interactuan en varios sitios (Figura 9); en o cerca del sitio de unién al
GABA. ElI muscimol se comporta como un agonista y sus acciones pueden ser
selectivamente bloqueadas por antagonistas GABAérgicos del tipo de la
bicuculina. En el canal hay sitios de unién para convulsivantes como la
picrotoxina y algunos insecticidas (lindano) [Narahashi, 2002]. El receptor
GABAp es regulado por varios moduladores alostéricos (esteroides,
barbituricos, BDZ) [Chebib & Johnston, 2000] y de ellos el sitio de fijacion de
las benzodiazepinas ha sido motivo de investigacién durante las ultimas cuatro
décadas. La fijaciéon de las BDZ a receptores GABAa es principalmente de
localizacion posinaptica; estudios electrofisioldgicos in vitro han mostrado que
la intensificacion de las corrientes de CI inducido por GABA que causan las
BDZ es resultado de un incremento de la frecuencia de apertura de los canales
de CI', producido por cantidades submaximas de GABA. La produccién de los
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efectos in vivo depende de la liberacion presinaptica de GABA, por lo que en
ausencia de GABA las BDZ no tienen efectos sobre la funcion del receptor
GABAA [Maksay et al., 2000]. Los ligandos del sitio de fijacién de las BZD al
receptor GABA, pueden dar tres tipos de respuestas; los moduladores
alostéricos positivos (agonistas) con efectos ansioliticos y anticonvulsivantes,
los moduladores alostéricos negativos (agonistas inversos) con respuestas
ansiogénicas y convulsivantes y el antagonismo, que bloquea los efectos de los
antes mencionados [Sigel & Luscher, 2011].

1.5.1.2 Receptores GABAc

Los receptores GABA estan poco estudiados en comparacion a los GABAA,.
Dichos receptores muestran una secuencia de aminodacidos similar a la de los
receptores GABA, a los de glicina sensibles a estricnina y a los nicotinicos y
juntos forman parte de la superfamilia de receptores tipo canales i6nicos con
compuerta para ligando. Los receptores GABAc se distinguen de los GABAA por
las diferentes propiedades de sus canales, la disponibilidad de agonistas
selectivos, antagonistas y moduladores, asi como la diferente localizacion
cromosdmica de los genes que codifican sus subunidades. Su distribucién es
menor en extension y abundancia a los receptores GABAa pero hay evidencia
de su existencia en la retina, hipocampo, médula espinal, pituitaria, coliculo
superior y tracto gastrointestinal [Johnston et al., 2003; Chebib et al., 2009]. Por
otro lado, los receptores GABAc estan relacionados a muchos aspectos
funcionales y patologias del SNC, incluyendo, la memoria, miopia, dolor, suefo
y enfermedad de Alzheimer’s entre otras [Arnaud et al., 2001; Froestl et al.,
2004 citado por Johnston et al., 2010; Gibbs & Johnston, 2005; Liu et al., 2005;
Reis & Duarte, 2007; Chebib et al., 2009; Johnston et al., 2010].

A
SARA GABA

Benzodiacepinas

Barbituricos

..... Anestesicos

Propofol

Etanol

MNeuroesteroides

Figura 9. Sitios de fijacion del GABA, benzodiacepinas y otros moduladores al
receptor GABA, [Modificado de Bormann, 2000].

Farmacologicamente se han descrito algunos agonistas selectivos para
este tipo de receptores entre los que se incluyen el (+)-CAMP (acido [1S,2R] 2-
amino-meticiclopropane-carboxilico) y el 5-Me-IAA(acido 5-metil-1H-imidazol-4-
acético). Como antagonistas competitivos se conocen el TPMPA (acido
(1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-yl) metilfosfinico), el ()-cis-3-ACPBPA (acido [t]-cis-
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(8-aminociclopentanil) butilfosfinico) y el Aza-THIP (4,5,6,7-
tetrahidropirazolo[3,4-c] piridin-3-ol). La alopregnanolona actua como
modulador positivo y la epipregnanolona como modulador negativo [Johnston
et al., 2010]. En contraste los receptores GABAc no son bloqueados por
bicuculina (antagonista GABAA) y no son activados por baclofeno (agonista
GABAg) [Chebib et al., 1999].

1.5.1.3 Recepptores GABAg

De igual manera que los receptores GABAA, los receptores GABAg contribuyen
al potencial posinaptico inhibitorio de las neuronas. Los receptores GABAg son
receptores metabotropicos que poseen siete dominios transmembranales, y
que estan acoplados a proteinas G; que inhiben la adenil ciclasa (AC),
disminuyendo el AMP ciclico (AMP;) intracelular. Dichos receptores pueden a
su vez abrir canales para el potasio (K*) y cerrar los de calcio (Ca**) (Figura
10). Los receptores GABAg son selectivamente activados por el baclofeno y
bloqueados por el faclofeno [Chebib et al., 1999; Vacher & Bettler, 2003].

El agonista B-4-clorofenil-GABA (baclofeno; lioresal) es ampliamente utilizado
como un agente antiespastico en el tratamiento de la espasticidad y rigidez
musculo-esquelética en pacientes con lesién de la medula espinal, esclerosis
multiple, esclerosis lateral amiotrofica y paralisis cerebral. Permanece como el
unico compuesto GABAg disponible para su uso en la clinica [Vacher & Bettler,
2003]. Aunque los receptores GABAg son expresados en sitios pre y
posinapticos, el efecto terapéutico del baclofeno es mediado seguramente por
receptores GABAg presinapticos localizados en la médula espinal. La
activacion de estos receptores bloquea la liberacion de neurotransmisores
excitatorios en motoneuronas que participan en el arco reflejo monosinaptico
ocasionando la relajacién de los musculos contraidos [Bowery, 1993].

GABAB(1)
Dominio de
fijacion del

Intracelular

Figura 10. llustracién de las subunidades del receptor GABAg) y GABAg; que
forman al receptor heterodimérico GABAg. Cada subunidad posee siete dominios
transmembranales, esta acoplado a proteinas G; que inhibe la adenil ciclasa (AC),
disminuyendo el AMP. intracelular, puede a su vez abrir canales para el K y cerrar los de
Ca [modificado de Marshall et al., 1999].
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1.5.1.4 Sintesis

EL acido y-aminobutirico (GABA) es sintetizado a partir del acido glutamico por
a-descarboxilacién, accion irreversible mediada por la descarboxilasa de
glutamato [Shi & Li, 2011].

1.5.1.5 Biotransformacion

El GABA es inactivado principalmente por la recaptura mediante transportador
ubicado en la glia y las neuronas, y por accion catalitica de la aminotransferasa
de GABA, que lo transforma en semialdehido succinico, el cual a su vez es
convertido, ya sea en en acido succinico por la deshidrogenasa de
semialdehido succinico o en acido y-hidroxibutirico por la reductasa de
semialdehido succinico [ McCormick & Tunnicliff, 1998; Wong et al., 2003].

1.5.2 Receptores dopaminérgicos
1.5.2.1 Dopamina

Es el mas abundante agente neuromodulador del SNC. Del contenido total de
catecolaminas del cerebro, la dopamina representa mas del 50%, y se puede
decir que es la catecolamina mas importante, precisamente porque presenta
una concentracién encefalica mas elevada que la noradrenalina. La dopamina
se encuentra en grandes cantidades en los ganglios basales (en especial en el
nucleo caudado), nucleo accumbens, tubérculo olfatorio, nucleo central de la
amigdala, eminencia media y areas restringidas de la corteza frontal. A pesar
de existir innumerables conexiones, se ha prestado mayor atencidén a aquellas
proyecciones largas que existen entre la sustancia negra y el tegmento ventral
mesencefalico y sus puntos efectores en el cuerpo estriado, en las zonas
limbicas de la corteza cerebral y otras regiones limbicas principales. Las vias
dopaminérgicas pueden dividirse en tres grupos principales: las
nigroestriatales, las mesocorticales y las tuberohipofisarias (Figura 11). Las
funciones mejor conocidas del cuerpo estriado son las que se relacionan con el
movimiento, las neuronas dopaminérgicas nigroestriadas estan activas todo el
tiempo, aunque su ritmo de descarga se incrementa con la actividad de la
musculatura contralateral. La via mesocortical esta involucrada en el proceso
de adiccion, se origina en el area tegmental ventral y se proyecta hacia la
corteza cerebral [Escobar et al, 2007]. Las neuronas del sistema
tuberohipofisario, que se origina en el hipotdlamo y se proyecta hacia la
hipdfisis, desempefian un papel importante en la regulacién de la liberacién de
las hormonas pituitarias, especialmente la prolactina, en cuya liberacién la
dopamina juega un papel inhibitorio importante [Civelli et al., 1993; Halbreich et
al., 2003].

El sistema dopaminérgico esta implicado en la regulacién motora y la
ejecucion de tareas, juega por otro lado un papel importante en la modulacion
del miedo y la ansiedad, asi como en las funciones cognoscitivas como la
atencion, el aprendizaje y la formacion de memoria. Dicho sistema contribuye
adicionalmente a mantener la atencion, la ideacion, la evaluacion correcta de la
realidad y la motivacion. Estd por otro lado implicado en todos aquellos
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procesos en los que la motivacion forma parte esencial de la conducta, ya sea
fisioldégica, para atender necesidades elementales del individuo, o patoldgica,
creada por hiperestimulacion del sistema, que es lo que ocurre en procesos de
adiccion a sustancias de abuso [Goodman, 2008; Dalley & Everitt, 2009;
Nitsche et al., 2010; Pérez de la Mora et al., 2010].

Cuerpo estriado

Via mesolimbica

Via mesocortical
Via nigroestriada

Area tegmental
ventral

Sustancia nigra

Figura 11. Proyecciones del sistema dopaminérgico [Civelli et al., 1993; Halbreich
et al., 2003; Escobar et al., 2007].

1.5.2.2 Clasificacion

En los afios 80 se propuso que habia dos tipos de receptores dopaminérgicos
que diferian en sus propiedades farmacoldgicas y bioquimicas, a los que se
denomind D¢ y D,. Posteriormente, se han clonado hasta 5 receptores (D1-Ds),
que han sido clasificados en dos subfamilias. Estas dos subfamilias se han
denominado siguiendo la nomenclatura de los primeros dos receptores
identificados, asi la subfamilia D1 incluye los receptores D1y Ds, y la subfamilia
D, a las dos iso6formas del receptor D,, que difieren en la longitud de su tercer
asa citoplasmatica, llamados D,s (D2 corto) y Dy (D2 largo), asi como a los
receptores D3 y D4 [Civelli et al., 1993; Strange, 1993: Cooper et al., 2003;
Goodman, 2008; Beaulieu & Gainetdinov, 2011].

Todos los receptores dopaminérgicos pertenecen sin embargo a la
superfamilia de receptores acoplados a proteina G, con un extremo extracelular
amino terminal, siete dominios transmembrana y un extremo intracelular
carboxi terminal (Figura 12).

Ext-acalular

Figura 12. Receptores de dopamina son acoplados a proteina G, con un extremo
extracelular amino terminal, siete dominios transmembrana y un extremo intracelular
carboxi terminal [Modificado de Bahena-Trdujillo et al., 2000].
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En cuanto a la sefnalizacion, existen diferencias entre ambas subfamilias. Los
receptores D y Ds, actian por medio de proteinas Gs, regulan positivamente la
actividad de la AC, que a su vez se encarga de convertir el ATP en AMP,
(Figura 13).

(
| azﬁﬁmmmmmm

ATP

Figura 13. La activacion por agonistas del receptores D, ocasiona que la
subunidad a de la proteina Gs estimule a la AC, como inicio de la respuesta celular
[Modificado de Bahena-Trujillo et al., 2000].

En cambio los receptores D,, actian negativamente, por medio de
proteinas Gi inhibiendo la actividad de la AC, disminuyendo la produccion
intracelular de AMP. (Figura 14). La sefializacién de los autorreceptores D,
involucra adicionalmente una disminucién de la fosforilaciéon de la tirosina
hidroxilasa en el caso de la supresibn de la sintesis de dopamina, y
posiblemente una modulacion de las corrientes de Ca®* o K' que limita la
descarga de dopamina [Baldessarini & Tarazi, 1996]. Los receptores D, son
expresados en regiones responsables de las funciones motoras de la
dopamina, mientras los receptores D3 se expresan con mayor frecuencia en
regiones limbicas, asociadas con funciones cognoscitivas y emocionales [Cho
et al., 2010].

Figura 14. La activacion por agonistas de receptores D, ocasiona que la
subunidad By de la proteina Gi inhiba a la AC, disminuyendo la concentracion de AMP,
intracelular [Modificado de Bahena-Trujillo et al., 2000].
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1.5.2.3 Sintesis

El precursor de la dopamina es el aminoacido tirosina, adquirido a través de la
dieta. La tirosina es transportada hasta el cerebro por sistemas de transporte
de aminoacidos de baja afinidad, y llega a las neuronas dopaminérgicas a
través del espacio extracelular de donde es tomado merced a transportadores
de aminoacidos de baja y alta afinidad presentes en ellas. Una vez en las
neuronas, la tirosina es convertida en L-DOPA por accion del enzima citosoélica
tirosina hidroxilasa (TH) (Figura 15). La TH, es la enzima limitante y primer
paso en la biosintesis de las catecolaminas: la dopamina, la noradrenalina y la
adrenalina [Zigmond et al.,1989; Nagatsu, 1991], por lo que la regulacién de la
actividad de esta enzima es muy importante para la sintesis de catecolaminas
en su conjunto. La actividad de la TH puede ser regulada por dos mecanismos;
a corto plazo sobre la actividad directa de la enzima o a mediano y largo plazo
sobre su expresion génica (Khmer, 1996, citado por Fujisawa & Okuno, 2005).
En seres humanos se ha observado que la deficiencia de TH se caracteriza por
rigidez generalizada, hipocinesia y menores niveles de noradrenalina y
metabolitos de dopamina en el liquido cefalorraquideo [Wevers et al.,1999].

La enzima descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos (DAA) es la
encargada de convertir la L-DOPA en dopamina, paso que también tiene lugar
en el citosol [Elsworth & Roth, 1997]. La DAA, a diferencia de la TH no es una
enzima especifica pues parte de la DAA descarboxila al L-5-hidroxitriptofano en
neuronas serotoninérgicas y en células pineales, para producir serotonina
[Ichinose & Nagatsu, 1993]. En las neuronas dopaminérgicas, la dopamina es
transportada y almacenada en las vesiculas sinapticas donde se llega a
alcanzar una concentracion 10-1000 veces superior a la del citosol. Tras la
llegada de un potencial de accion, la dopamina es liberada a la sinapsis por
exocitosis, proceso en el cual se produce una entrada de iones calcio que
permiten la fusion de las vesiculas con la membrana neuronal [Elsworth &
Roth, 1997]. Diversas drogas como la anfetamina actuan aumentando la
liberacién de dopamina de las vesiculas al espacio sinaptico.

En las terminales dopaminérgicas existen sistemas de transporte de alta
afinidad que juegan un papel decisivo en el mantenimiento de la homeostasis
del neurotransmisor. Se trata de proteinas de membrana capaces de
transportar dopamina en ambas direcciones dependiendo de la existencia de
gradientes de concentracion por lo que bajo condiciones normales la dopamina
liberada a la sinapsis es nuevamente transportada hacia la terminal nerviosa y
concentrada entre 100-1000 veces, fendmeno que se conoce con el nombre de
recaptacion [Elsworth & Roth, 1997]. Dichos transportadores son proteinas
sodio-cloro dependientes, de expresion exclusiva en el sistema nervioso central
(y retina), y constan de 12 dominios transmembranales [Bannon et al., 2001]. El
transportador de dopamina, también llamado DAT, es inhibido por drogas como
la cocaina y las anfetaminas [Greenwood et al., 2001] y se le ha relacionado
con un amplio espectro de desordenes psiquiatricos y neuroldgicos incluyendo
la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, adiccidon a sustancias de abuso o la
pérdida de atencion debido a hiperactividad [Laakso et al., 2000; 2001].
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DOPA
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Figura 15. Secuencia en la sintesis de catecolaminas [Nagatsu, 1991].
1.5.2.4 Biotransformacion

Otro proceso que ayuda a mantener la homeostasis de la dopamina es su
metabolismo. Este proceso se efectua por dos vias diferentes. En la primera de
ellas la dopamina es desaminada oxidativamente y se transforma en acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) por accion de la monoaminoxidasa (MAO)
localizada en la membrana externa mitocondrial. Existen dos isoformas, la A'y
la B; la isoforma A es la que se encuentra en las neuronas dopaminérgicas y
adrenérgicas, mientras que la isoforma B se localiza en células gliales,
astrocitos y neuronas serotoninérgicas, siendo la dopamina sustrato de ambas
enzimas. Por otro lado, la dopamina también puede ser convertida en 3-
metoxitiramina a través de la catecol-o-metiltransferasa (COMT). Cabe sefialar
sin embargo, que sea cualquiera la via inicial de su metabolismo al final de el
metabolito resultante es el acido homovanilico [Elsworth & Roth, 1997].

1.6 Extractos y alcaloides de Annona con actividad sobre receptores
GABAérgicos, serotoninérgicos, dopaminérgicos, adrenérgicos y otros.

Los extractos de anonas son obtenidos de sus diferentes 6rganos; como los
frutos, las semillas, las hojas, la raiz y la corteza y se les atribuyen propiedades
sedativas, hipndticas y ansioliticas [Bourne & Egbe, 1979; Gupta, 1995; Hasrat
et al., 1997; Caparros-Lefebvre & Elbaz, 1999]. Las referencias fitoquimicas
han generado durante las ultimas tres décadas interés en diferentes grupos de
investigadores en el estudio de estas plantas, con la intencion de conocer sus
moléculas bioactivas y tratar de esclarecer el o los mecanismos neuronales
involucrados en tales efectos.

Los resultados de estas investigaciones han sugerido que algunos
metabolitos producidos por estas plantas pudieran ejercer efectos ansioliticos
que implicarian los sistemas de receptores GABAérgicos y serotonérgicos, asi
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como acciones sobre el sistema dopaminérgico [Hasrat et al., 1997; Gouemo et
al., 1997; Morais et al., 1998; Gonzalez-Trujano et al., 1998, 2001; Lépez-
Rubalcava et al., 2006].

1.6.1 Efectos GABAérgicos

Ha sido reportado que en ratones, los extractos etandlicos de las hojas de la
Annona diversifolia y Annona muricata reducen de manera significativa la
incidencia de las convulsiones y la mortalidad inducidas por la inyeccion de
pentilenetetrazol (PTZ) [Gonzalez-Trujano et al., 1998; Gouemo et al., 1997].
En otros ensayos los extractos de A. diversifolia, prolongaron el tiempo de
inconciencia en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital y se afecto la
coordinacion motriz en la pruebas del rodillo rodante y en el nado forzado,
indicando un efecto depresor sobre el SNC [Gonzalez-Trujano et al., 1998].
Estudios posteriores indicaron que la palmitona, una cetona alifatica obtenida
del extracto de las hojas de esta planta, era la responsable de su efecto
anticonvulsivo, ademas del ansiolitico observado en la prueba del laberinto
elevado en forma de “+”. Aunque el mecanismo de accion de la palmitona no
estd esclarecido, se sugiere que en sus efectos el receptor GABAa podria estar
involucrado [Gonzalez-Trujano et al., 2001, 2006]. Los estudios de Lopez-
Rubalcaba y colaboradores (2006) han indicado por otro lado, que el extracto
hexanico (EH) de las hojas de Annona cherimolia tiene efectos ansioliticos en
dos modelos no condicionados de ansiedad en ratones; en la prueba de la caja
luz/oscuridad y en la de enterramiento defensivo. Mas aun, dichos autores
demostraron que este efecto fue bloqueado en ambas pruebas por la
administracion de picrotoxina, un antagonista especifico de los receptores
GABA, y fue sinergizado por la administracion de muscinol, un agonista de los
receptores GABAAa, concluyendo que el efecto ansiolitico del EH de las hojas
de Annona cherimolia estd mediado por la interaccion de alguno de sus
componentes con el sistema de receptores GABAA [Lépez-Rubalcaba et al.,
2006].

Cabe senalar finalmente que ha sido reportado que la glaucina, un
alcaloide bencilisoquinolinico (BIQ), posee un efecto anticonvulsivante en
contra de la picrotoxina [Zettller, 1988] que como se sefald antes es un
bloqueador de receptores GABAA.

1.6.2 Efectos serotoninérgicos

Los alcaloides BIQ se comportan tanto como agonistas 6 antagonistas de los
receptores serotoninérgicos. La naturaleza de sus efectos parecen depender
de las caracteristicas del esqueleto aporfinico del alcaloide y del subtipo de
receptor serotoninérgico con el que interactuan (Cuadros 4 y 5).

En este orden de ideas, la lirinidina y la asimilobina, fueron reportadas
como antagonistas serotoninérgicos en un estudio realizado en aorta aislada
de conejo al inhibir ambos alcaloides la contraccién inducida por la serotonina
en musculo liso de la arteria [Shoji et al., 1987]. En congruencia con lo anterior,
la isoteolina (isoboldina) inhibié en ratones el efecto ansiogénico de la m-
clorofenilpiperacina (mCPP), un agonista serotoninérgico de los receptores
5HT,c, en el modelo de la caja luz/oscuridad, sugiriendo una actividad
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antagonista en estos receptores [Zhelyazkova-Savova, 1998]. Cabe senalar
por otro lado que la nanteina otro alcaloide BIQ antagoniza las contracciones
inducidas por los agonistas de los receptores 5HT, [Alzuela, 1992, citado por
Ribeiro & Leite, 2003] y ejerce efecto sedante a bajas dosis, mientras ocasiona
ataxia y convulsiones cuando se aumenta la dosis [Ribeiro & Leite, 2003]. Asi
mismo, la glaucina, antagoniza la contraccion inducida por SHT en la aorta
aislada de rata [Catret et al., 1998].

No obstante los efectos sefialados antes para la isoteolina también ha
sido mostrado que este alcaloide se comporta como agonista sobre los
receptores 5HTg en la prueba de déficit de conducta social inducida por
aislamiento, pues el alcaloide se comporté en dicha prueba en forma similar a
como se comportan los agonistas de los receptores 5HT4g [Zhelyazkova-
Savova, 2003].

Cuadro 4. Estructuras de alcaloides BIQ, con actividad en receptores serotoninérgicos
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Cabe sefialar, de manera adicional, que los efectos sedantes de los extractos
de Annona muricata han sido atribuidos a una interaccién de tres alcaloides
BIQ aislados de esta planta (la anonaina, la nornuciferina y la asimilobina) con
receptores serotoninérgicos, pues se encontré que dichos alcaloides, se
comportan como agonistas de los receptores 5-HTa de células humanas NIH-
3T3 transfectadas con estos receptores. Consistente con los resultados
anteriores la anonaina, la nornuciferina y la asimilobina, al igual que los
agonistas de los receptores 5HT4a modificaron la concentracion de AMPc
intracelular, determinada por radioinmunoensayo en células NIH-3T3 [Hasrat et
al., 1997; Fink & Goéthert, 2007]. Con base a lo sefalado anteriormente Hasrat
(1997), concluye que el efecto agonista en receptores serotonérgicos 5HT+a de
la anonaina, la nornuciferina y la asimilobina podrian explicar los efectos
tranquilizantes de la Annona muricata utilizada en la medicina tradicional.

Cuadro 5. Alcaloides bencilisoquinolinicos con actividad serotoninérgica y
antiserotoninérgica

Alcaloides 5HT;a 5HT,c 5HTi8 5HT
Lirinidina Antagonista
Asimilobina Agonista Antagonista
Isoteolina Antagonista Agonista

Anonaina Agonista

Nornuciferina Agonista

Nantenina Antagonista

Glaucina Antagonista

1.6.3 Efectos dopaminérgicos

En las islas de Guadalupe, pertenecientes a las Antillas francesas, estudios
epidemioldgicos recientes revelan una alta incidencia de Parkinson atipico
resistente a tratamiento con levodopa, incluyendo un sindrome que se parece a
una paralisis supranuclear progresiva [Caparros-Lefebvre & Elbaz, 1999]. Mas
aun, se ha encontrado que en dichas islas existe una posible correlacion entre
el consumo de Annona muricata y Annona squamosa y el Parkinson atipico
que ahi se observa [Caparros-Lefebvre & Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2002],
pues el consumo por las propiedades sedativas e hipnéticas de las frutas y de
las infusiones hechas de las hojas, las raices y la corteza de estas anonas, se
encontré significativamente mas alto en estos pacientes que en la poblacién
general.

Lo sefalado, junto con la observacion de que algunos de los sintomas
de esta patologia se detuvieron y estabilizaron en su progresion, y en un caso
involucionaron notablemente cuando el consumo de estas plantas se
suspendid, apoyan la afirmacion que los compuestos presentes en las anonas
pudieran causar un sindrome parkinsénico como resultado de una alteracion en
la neurotransmisién dopaminérgica [Lannuzel et al., 2002].

La hipotesis anterior fue confirmada en experimentos realizados in vitro

con neuronas mesencefalicas en cultivo. Dichas células fueron expuestas a un
extracto total de alcaloides de A. muricata como a dos de los alcaloides
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(coreximina y reticulina) con mayor presencia en el extracto, observandose
signos de degeneracion del 50% de las neuronas dopaminérgicas y algunas
GABAérgicas [Lannuzel et al., 2002]. En apoyo de la participacion del sistema
dopaminérgico en los efectos de los alcaloides provenientes de las anonas
cabe senalar que la administracion de uno de ellos, la reticulina, a roedores
produjo alteraciones conductuales que sugieren una interferencia con el
sistema dopaminérgico. Tales alteraciones incluyen la disminucién de la
coordinacién motriz y la hiperactividad inducida por anfetamina asi como
supresion de la respuesta condicionada de anulacion [Morais et al., 1998].

Desde el punto de vista bioquimico cabe sefalar que aunque en un
estudio de desplazamiento de radioligandos (H3-SCH 23390 y H3-racloprida) en
sinaptosomas aislados del estriado de ratas, se encontré una débil afinidad de
la liriodenina por los receptores dopaminérgicos D1Y D, [Protais et al., 1995].
La liriodenina y la anonaina disminuyeron el contenido de dopamina en células
PC12, por inhibicion de la actividad de las enzimas HT y la DAA y por inhibicion
de la liberacion de dopamina. Asi mismo ambos alcaloides disminuyeron los
niveles de AMP. X la liriodenina, pero no la anonaina, disminuyd la
concentracién de Ca“" intracelular [Jin et al., 2007; Lee et al., 2008]. Ademas la
glaucina incrementé los niveles de dopamina y sus metabolitos: el DOPAC vy el
HVA en células del estriado de cerebro de ratones B6CBA sugiriendo que
podria comportarse como un antagonista de receptores dopaminérgicos D,
presinapticos (autoreceptores) [Asencio et al., 1999; Loghin et al., 2002].

Finalmente, es conocido que las modificaciones estructurales a la
predicentrina, obtenida por sintesis a partir de la glaucina incrementan su
afinidad por los receptores D1 [Asencio et al., 2005] y que la nuciferina muestra
un perfil de accion asociado al bloqueo de receptores de dopamina, pues ha
sido encontrado que la administracion de este alcaloide a roedores induce
catalepsia, inhibicion de la actividad motora espontanea, anulacion de la
respuesta condicionada, toxicidad por anfetamina y estereotipias [Bhattacharya
etal., 1978].

1.6.4 Efectos adrenérgicos

A diferencia de lo que pasa con el sistema dopaminérgico pocos efectos de los
alcaloides de anonas han sido descritos en el sistema adrenérgico. Se sabe sin
embargo que la annonaina y la romerina se comportan como antagonistas de
los receptores alfa-1 adrenérgicos expresados en fibroblastos de ratas. Ambos
alcaloides inhibieron la formacién de trifosfato de inositol inducida por
noradrenalina en la corteza cerebral y tuvieron actividad vasorelajante en la
arteria de la cola de las ratas [Valiente et al., 2004].

La glaucina y la predicentrina, por su lado tuvieron afinidad por los
receptores alfa-1, adrenérgicos en la corteza cerebral de la rata al competir con
la ®H- prazosina (antagonista de receptores alfa-1, adrenérgicos) por su sitio de
unién en corteza cerebral [Madrero et al., 1996]. Finalmente, la isocoridina
mostré propiedades relajantes en aorta aislada de rata, al inhibir las
contracciones inducidas por noradrenalina [Sotnikova et al., 1997].

33



1.6.5 Efectos sobre otros receptores

En trabajos clinicos realizados con voluntarios humanos, la glaucina ha
demostrado poseer efecto antitusigeno, que ademas se acompana de sedacién
a dosis de 60 mg [Redpath & Pleuvry, 1982]. Mas aun, se ha reportado que
algunos pacientes han presentado una serie de sintomas que se ha
denominado sindrome agudo por glaucina, caracterizado por fatiga,
somnolencia, confusién, alteraciones visuales, lo que sugiere una actividad en
mas de un receptor en el SNC [Rovinskii, 2006].

La glaziovina formo parte de un estudio comparativo con el diazepam.
Aunque se determind que dicho alcaloide poseia efectos ansioliticos, a
diferencia del diazepam no causo astenia ni somnolencia [Bufa et al., 1974]. El
alcaloide se comercializé con el nombre de Suavedol.

La reticulina en ratas normotensas a dosis de 5, 10 y 20 mg/kg; i.v.
produjo intensa hipotension. Esta respuesta hipotensora fue atenuada con la
administracion de un inhibidor de la sintasa de ON y/o un antagonista
muscarinico. En anillos aislados de aorta de rata con endotelio intacto, la
reticulina inhibié de manera dosis dependiente las contracciones inducidas por
fenilefrina y el cloruro de K*; las contracciones por fenilefrina fueron atenuadas
al remover el endotelio vascular o al tratamiento previo con una sintasa de ON.
La reticulina antagonizé las contracciones inducidas por cloruro de K vy
también inhibi6 el transito de Ca®" intracelular inducido por contracciones por
noradrenalina. Estos resultados sugirieron que el efecto hipotensor de la
reticulina es probablemente periférico a consecuencia de estimulacion
muscarinica, activacion de la sintasa de ON, bloqueo de canales de Ca® y/o
inhibicion de la liberacion de Ca®* de los almacenes intracelulares inducida por
noradrenalina [Dias et al., 2004].

La nuciferina en estudio realizado mediante el uso de microiontoforesis
en medula espinal de gato, deprimi6 los reflejos monosinapticos de la raiz
ventral e inhibié el aumento de la excitabilidad de las motoneuronas inducida
por acido kainico. Estos hallazgos sugieren que dicho alcaloide podria ser
usado como un antagonista de receptores glutamaérgicos [Polc & Haefely,
1977].

De la Annona purpurea se han aislado 35 alcaloides so6lo 6 de ellos
reportados con actividad sobre receptores dopaminérgicos, serotoninérgicos,
adrenérgicos, muscarinicos y GABAérgicos (Cuadro 1). Sin embargo de la
mayoria de ellos, no se conoce si poseen efectos sobre el SNC. Ademas,
algunos alcaloides tienen actividad en mas de un receptor, lo que permite
inferir que no se ha evaluado de manera sistematica la actividad de estos
alcaloides sobre los diversos receptores del SNC. Por lo que se aislaron,
purificaron e identificaron dos alcaloides, el primero el de mayor presencia en el
extracto alcaloidal total, que correspondié a la annomontina y el segundo la
liriodenina, alcaloide que se encuentra presente en la mayoria de los extractos
alcaloidales obtenidos de diferentes especies de anonas.

34



2. METODOLOGIA

2.1 Diagrama General del método

Recolecta de la Herbario Eazi Matuda
muestra vegetal UNICACH
|

Herborizacion
| | determinacion

Obtencidn del extracto Obtencian del extracto
alcaloidal total hexanico

Extraccidn y aislamiento
de alcaloides

— l - — — | Pruebas conductuales con ratones |
Purificacion e identificacion L

de alcaloides _ |
[ Identificacion del efecto |

Figura 16. Diagrama general del método
2.2 Material

Se recolectaron raices de A. purpurea y A. diversifolia, en septiembre de 2005,
en Hermenegildo Galeana y en octubre de 2006 en la finca rural “Montafia
azul”, municipio de Ocozocoautla, estado de Chiapas, México. Los
especimenes se depositaron con el No. 26580 y 30260 en el herbario Eazi
Matuda (HEM) de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

2.3 Extraccion y aislamiento del extracto alcaloidal total

La extraccion de alcaloides totales se realiz6 de acuerdo al procedimiento
previamente informado (Gonzalez-Esquinca, 2001) (Figura 17). Para este
propésito, se secaron temperatura ambiente y molieron finamente 2.5 kg de
raices de Annona purpurea. El material obtenido se impregnd con una solucién
saturada de NayCOj;, y se le permiti6 secar a temperatura ambiente.
Posteriormente el material vegetal fue tratado con 900 mL de CHCI3y agitacion
continua durante una hora, Este proceso se repiti6 una vez mas, ambas
extracciones combinadas fueron filtradas y concentradas a un volumen de 500
mL. El extracto cloroférmico concentrado fue lavado con 500 mL agua destilada
3 veces y extraido dos veces con 2000 mL de HCI 1N en cada ocasion. La fase
acida resultante de ambas extracciones fue alcalinizada a pH 9.5 con una
solucion saturada de Na,COg3 y extraida nuevamente con 1500 mL de CHCI;,
Finalmente, la solucion cloroformica resultante obtenida en esta ultima
extraccion fue tratado con Na,SO4 anhidro y concentrada por evaporaciéon a
45°C y presion reducida. De esta manera se obtuvieron 1.1 g de un extracto de
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alcaloides totales. El rendimiento a partir del peso de la raiz seca fue de
0.044%. Todos los pasos fueron monitoreados con el reactivo de Dragendorff.

Reactivo de Reactivo de Reactivo de
Dragendorff Oragendorff Dragencorff

Muestra

MUEStra  weei +  eepCHC = HCl wep HazC0; e CHCL: e Map 50, = Alcaloides

HayC 0. totales
H:O
Residuo
solido Residuo
H:O

Figura 17. Obtencién del extracto alcaloidal total.
2.4 Purificacioén e identificacion de la annomontina

Para la separacion de los 1.1 g de alcaloides obtenidos previamente se utilizd
una columna cromatografica de 2 x 40 cm empacada con 67 g de gel de silice
60 HF 254 (Merck Darmstadt, Germany) (Figura 18) y se eluyé con mezclas de
hexano/acetato de etilo y acetato de etilo/metanol de polaridad ascendente
obteniéndose 376 fracciones de 75 mL que fueron monitoreadas por TLC. La
composiciéon del eluyente (hexano:acetato de etilo:metanol) y los volumenes
totales otenidos fueron: 100:0:0 (6750 mL), 90:10:0 (3225 mL), 80:20:0 (1350
mL), 70:30:0 (1725 mL), 60:40:0 (1500 mL), 50:50:0 (1875 mL), 40:60:0 (750
mL), 30:70:0 (1500 mL), 20:80:0 (1500 mL), 10:90:0 (975 mL), 0:100:0 (1800
mL), 0:95:5 (1125 mL), 0:90:10 (1800 mL), 0:80:20 (750 mL), 0:70:30 (300 mL),
0:60:40 (300 mL), 0:50:50 (150 mL), 0:30:70 (150 mL), 0:20:80 (150 mL),
0:10:90 (150 mL), 0:0:100 (150 mL). Por su similitud en TLC las fracciones
eluidas con hexano/acetato de etilo (6:4) se reunieron. La evaporacion del
disolvente permitié la formacién de un sdlido el cual fue lavado con hexano
para obtener 75 mg de un compuesto que fue identificado como annomontina
por el Dr. Cortés de la Universidad de Valencia, Espafia.

2.5 Extracto hexanico
Se empacaron 100 gr de raiz molida de A. purpurea en cartuchos de papel filtro
y se extrajeron a reflujo con hexano durante 8 h continuas en un aparato

soxhlet. Posteriormente se filtro y el extracto hexanico obtenido se concentrd
por evaporacion a 45°C. Se obtuvo un rendimiento de 0.3216 g.
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Figura 18. Aislamiento y purificacion de annomontina. Se observa en la placa
cromatografica revelada con reactivo de Dragendorff la presencia de por lo menos
cuatro alcaloides (color amarillo y naranja). Para la separacion de los alcaloides se
utilizé una columna cromatogrdfica y se eluyo sucesivamente con mezclas de
disolventes de polaridad creciente.

2.6 Extraccion y aislamiento de la liriodenina

La extraccion de alcaloides totales se realiz6 de acuerdo al procedimiento
detallado para el aislamiento de annomontina seccion 2.3. El extracto
cloroférmico fue agitado con movimientos giratorios suaves dentro de un
recipiente con agua y hielo, obteniéndose por precipitacion cristales amarillos
en forma de agujas. El rendimiento obtenido fue de 250 mg de liriodenina.
Todos los pasos fueron monitoreados con el reactivo de Dragendorff.

Reactivo de Reactivo de Reactivo de
Cragendorff Dragendorff Dragendortf

e ! '

MUBSIra e+ e CHCL ==t HOl et N2y 00 g CHOL = H23:50: — Ljriodening

r!-a ' |: ':':
H:O
Residuo
sclido Residuo
H:O

Figura 19. Extraccion y aislamiento de liriodenina.
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2.7 Purificacioén e identificacion de la liriodenina

Los cristales de liriodenina fueron lavados con hexano. La identificacion de este
alcaloide se logré6 mediante la comparacion de sus datos fisicos y
espectroscépicos con los informados en la literatura (Pérez-Amador et al.,
2004).

2.8 Animales

Se utilizaron ratones machos BALB/c de entre 25 a 30 g de peso
proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM y en el
Bioterio de la UNICAH. Los ratones se hospedaron en grupos de 6 animales en
cajas de policarbonato (44/21/21) y fueron mantenidos a una temperatura de
21°C, con ciclos luz-oscuridad de 12:12 h, agua y comida a libre disposicion.
Los experimentos fueron llevados a cabo en instalaciones de la Facultad de
Biologia de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas y en el Lab 204 del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México.

2.9 Evaluacion conductual

Los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en ausencia del
experimentador en un cuarto sono-amortiguado, con la luz y la temperatura
controlada y con facilidades para video-grabacién. En todos los casos la
camara de video fue colocada por encima de los aparatos de evaluacion
conductual, con excepcién de la prueba de caja luz/oscuridad y la plataforma
con orificios en donde la camara fue colocada en un plano horizontal. Las
evaluaciones fueron realizadas entre las 10:00 — 14:00 h. Todos los
dispositivos usados para las pruebas conductuales fueron lavados con
detergente al finalizar cada evaluacion individual. Tanto los grupos control
como los experimentales fueron formados por ratones escogidos al azar. La
administracion de los compuestos fue también realizada de la misma manera
por un observador quien no conocia las condiciones experimentales utilizadas.

2.10 Farmacos

Los extractos de hexano y alcaloides totales de A. purpurea, annomontina,
liriodenina, ondansetron (Sandoz Farmacéutica, México), diazepam (Hoffmann-
La Roche, México), sulfato de anfetamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) y haloperidol (Haldol Jansen-Cilag, S.A. de C.V, Ciudad de México,
México) fueron disueltos en una mezcla de polietilenglicol 400 + &cido citrico
(4g/5mg) en 10 mL de H,0, el pentobarbital sédico (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) fue disuelto en una solucion de cloruro de sodio a 0.9%.
Todos los compuestos utilizados en este estudio fueron inyectados por la via
intraperitoneal (i.p.) usando un volumen por dosis de 10 mL/kg. Los animales
del grupo control recibieron una cantidad igual del vehiculo. Para cada
experimento se utilizaron grupos de 5 a 7 ratones.
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2.11 Evaluacion de Ia ansiedad
2.11.1 Prueba del laberinto elevado en forma de “+”

Se utilizé un laberinto en forma de signo “+” que poseia dos brazos abiertos y
dos brazos cerrados (15 x 5 cm) que se intersectaban en un cuadrado central
(5 x 5 cm). El laberinto fue colocado mediante un pedestal a 38.5 cm del piso
(Figura 20) [Rodgers, 1997]. La prueba se inicié colocando al ratéon en la
plataforma central del laberinto con direccion hacia alguno de sus brazos
abiertos, cuantificandose durante 5 minutos el tiempo que el ratéon permanecio
en ellos asi como el numero de entradas a cada tipo de brazos. El porcentaje
del tiempo de permanencia en los brazos abiertos, se calcul6é para cada animal
de la siguiente manera: 100 x tiempo en los brazos abiertos/total tiempo de la
prueba [Grundmann et al., 2006].

Figura 20. Laberinto elevado en cruz

2.11.2 Prueba de la caja luz/oscuridad

En este método se usdé una camara de propileno de 44 x 21 x 21 cm
oscurecida con pintura negra depositada sobre un tercio de su superficie. La
camara poseia una abertura de 13 x 5 cm que separaba la zona obscurecida
de la zona sin pintar, la cual se ilumin6é intensamente con una lampara
fluorescente de 22 w (Figura 21). Al comienzo de la prueba el animal fue
colocado en el lado iluminado de la caja y se observd su conducta,
registrandola en un periodo de 10 minutos. Durante este periodo se cuantificd
tanto el numero de transiciones (las veces que el ratdon ingresaba al lado
oscuro y regresaba al area iluminada de la camara) como el tiempo de
permanencia en cada uno de los compartimentos de la camara [Crawley &
Goodwin, 1980].
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Figura 21. Caja luz/oscuridad
2.11.3 Prueba de enterramiento de canicas

La prueba consistid en colocar al raton en una caja (se utilizé la de campo
abierto) con el piso cubierto de aserrin (5 cm), sobre el cual se distribuyeron
uniformemente 25 canicas de vidrio (16 mm de diametro) (Figura 22). Durante
la prueba, se contabilizd el numero de canicas que el ratén enterré en el
aserrin durante un periodo de 30 minutos [Ichimaru et al., 1995]. La actividad
locomotriz del animal se evalu6 simultaneamente a través del video tape de la
prueba de enterramiento de canicas, cuadriculando el monitor y cuantificando
el numero de lineas cruzadas por el animal durante los 30 min de la prueba.

Figura 22. Enterramiento de canicas

2.11.4 Prueba de la plataforma con orificios

Para esta prueba se utilizé una plataforma de perspex gris (40 x 40 cmy 2.2
cm de espesor) que poseia 16 orificios de 3 cm de diametro, distribuidos
equidistantemente sobre su superficie. La plataforma fue puesta sobre un
soporte a una altura de 15 cm del suelo (Figura 23) [File & Pellos, 1985;
Takeda et al., 1998]. El ensayo se realizé colocando al animal en el centro de
la plataforma y registrando durante 5 minutos el nimero de veces que el animal
exploraba los orificios. Solo aquellas exploraciones en las que el raton introdujo
la cabeza dentro de los orificios hasta el nivel de las orejas fueron
consideradas como positivas.
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Figura 23. Plataforma con orificios
2.12 Evaluacioén de la integridad locomotriz
2.12.1 Prueba de campo abierto

La prueba se realizé en una caja de vidrio (con paredes y piso transparente de
48 x 48 x 30 cm) cuyo piso se dividid con lineas pintadas de color negro
formando cuadros de 12 x 12 cm (Figura 24) y se iluminé con un foco de luz
roja de 15 w. La prueba tuvo una duracién de 5 minutos durante los cuales se
evaluaron la distancia total recorrida (numero de lineas cruzadas marcadas en
el piso, considerada como la actividad locomotriz horizontal) y los
enderezamientos (numero de veces en que el ratén se extendié apoyando sus
patas delanteras en las paredes de la caja, representando la actividad
locomotriz vertical) [Silvania et al., 2004].

Figura 24. Campo abierto

2.12.2 Prueba del rodillo rodante

La integridad de la coordinacién motriz se valoré con el aparato del rodillo
rodante. Los ratones fueron previamente entrenados a permanecer en el rodillo
rodante (3 cm de didmetro), rotando a una velocidad de 8 rpm (Figura 25),
durante 3 min. Durante la prueba los animales se colocaron en el rodillo
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rodante y se contd el numerd de caidas que el raton experimento durante ella
[Sugimoto et al., 2008].

Figura 25. Rodillo rodante

2.13 Evaluacion de sedacion
2.13.1 Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

El efecto sedativo potencial de las sustancias en estudio se evalu6 a través de
sus efectos sobre las acciones hipnéticas del pentobarbital. El pentobarbital (42
mg/kg, i.p.) se administré 30 min después de la inyeccion de las sustancias
bajo escrutinio. Durante la prueba se estudié tanto la latencia, considerada
como el tiempo transcurrido desde la administracion del pentobarbital a la
perdida del reflejo de enderezamiento, como la duracién de la hipnosis,
evaluado como el tiempo que trascurre desde la pérdida hasta la recuperacion
del reflejo de enderezamiento (Figura 26) [Gonzalez-Trujano et al., 2001].

Figura 26. Hipnosis inducida por pentobarbital
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2.14 Evaluacioén de la actividad antidopaminergica
2.14.1 Prueba de la barra

En esta prueba, las patas delanteras de los ratones fueron posadas con
gentileza sobre una barra horizontal de metal con un diametro de 2 mm que se
encontraba a 4 cm sobre el nivel del suelo. Durante el procedimiento se midié
el lapso de tiempo que el raton pudo mantener esta postura anormal (Figura
27). La prueba fue dada por terminada cuando alguna de las patas del animal
tocaba el suelo. Si el animal no se aferraba a la barra después de tres intentos,
recibia una calificacion de 0 segundos y era regresado a su caja. La misma
observacion se efectud a los 5, 10 y 15 min después de la administracion del
alcaloide. Para cada periodo fueron utilizados grupos de 5 ratones, no
expuestos previamente a la prueba para evitar la “pseudocatalepsia” o
catalepsia aprendida [Ferre et al., 1990]. Como control positivo se utilizd al
haloperidol [Pergentino et al., 2005]

Figura 27. Prueba de la barra

2.14.2 Hiperactividad inducida por anfetamina

Para esta prueba, la actividad locomotriz del raton en la prueba del campo
abierto fue registrada durante 30 min después de la administraciéon de
liriodenina (1, 10 y 20 mg/kg), haloperidol (5 mg/kg) o vehiculo . Al fin de este
periodo los animales recibieron sulfato de anfetamina (3 mg/kg) e
inmediatamente fueron regresados al campo abierto en donde se evalu6 por
una hora mas su actividad locomotriz (Figura 28) [Morais et al., 1998].
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Figura 28. Hiperactividad inducida por anfetamina

2.15 Toxicidad

Se administraron diferentes dosis de los extractos y/o alcaloides por via i.p. y la
mortalidad de los ratones se registré por 48 h [Morais et al., 1998].

2.16 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron evaluados usando la prueba de ANOVA de
una via, seguida de la prueba post-hoc de Newman-Keuls para comparaciones
multiples cuando fue requerido. Para las pruebas de la barra y de
hiperactividad inducida por anfetamina se utilizé la prueba de ANOVA de dos
vias seguida de la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples.

Los resultados son expresados como la media + SEM de 5-7 ratones por
grupo. Un valor de alfa de P<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. Los parametros estadisticos fueron procesados usando el paquete
estadistico GraphPad Prism (version 4).
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3. RESULTADOS

3.1 Efectos conductuales de los extractos alcaloidal total y hexanico
obtenidos de la raiz de la Annona purpurea MOC. & SESSE

3.1.1 Extracto alcaloidal total
3.1.1.1 Toxicidad

Con dosis de 3.12, 12.5, 25 y 50 mg/kg del extracto alcaloidal total (i.p.) no se
registr6 ninguna muerte en un periodo de observacién de 48 h después de su
administracion.

3.1.1.2 Prueba de campo abierto

No se observaron diferencias significativas tanto en el numero de lineas
cruzadas (F425=1.314; P > 0.05) como en el numero de enderezamientos
(F425=1.017; P > 0.05) entre los ratones tratados (3.12, 12.5, 25 y 50 mg/kg) y
aquellos a los que solo se les administré el vehiculo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efectos de la administracion del extracto alcaloidal total sobre la locomocion
del ratén en la prueba de campo abierto. Los resultados son expresados como la media
* SEM; N = 6 para cada grupo

Tratamiento Numero lineas Numero de
mg/kg; i.p cruzadas enderezamientos
Vehiculo 92.8+ 11.3 171+ 5.4

3.12. 129.1+ 18.1 26.6 £5.8
12.5 81.1£21.2 17.5+6.8
25. 73.1£17.5 111+ 4.4
50 82.8+ 25.0 11.8+7.6

3.1.1.3 Prueba del rodillo rodante

Ninguna de las dosis del extracto alcaloidal total (3.12, 12.5, 25 y 50 mg/kg)
indujo cambios (F425=0.4167; P > 0.05) en el numero de caidas de los
animales del rodillo en comparacion con el grupo control (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto de la administracion del extracto alcaloidal total sobre la coordinacion
motora de el ratén en Ila prueba del rodillo rodante. Los resultados son expresados como
la media * SEM; N = 6 para cada grupo

Tratamiento mg/kg; i.p. Numero promedio de caidas
Vehiculo 0.1+0.1
3.12 06+0.3
12.5 1.0£1.0
25 1.0£0.6
50 1.0£0.6
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3.1.1.4 Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital
La dosis de 25 mg/kg del extracto alcaloidal total prolongé el tiempo de

hipnosis inducida por pentobarbital (F316=3.321; P < 0.05) (Figura 29), pero no
tuvo efectos sobre su latencia (F3 16=0.4067; P > 0.05).
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Figura 29. Efecto del extracto alcaloidal total sobre el tiempo de hipnosis
en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son
expresados como la media * SEM. El extracto alcaloidal total increment6 la
duracion de la hipnosis. *P < 0.05 comparado con el grupo del vehiculo.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para
comparaciones multiples. N= 5 por cada grupo

3.1.1.5 Laberinto elevado en forma de “+”

No se observaron diferencias significativas a ninguna de las dosis del extracto
alcaloidal utilizadas (3.12, 12.5, 25 y 50 mg/kg) tanto en el numero de entradas
(Fa25= 0.4495; P > 0.05) como en el tiempo de permanencia (%) de los
animales en los brazos abiertos del laberinto (Cuadro 8) (F425= 0.5517; P >
0.05) en comparacion con aquellos a los que solo se les administré el vehiculo.

Cuadro 8. Efectos del extracto alcaloidal total en la prueba del laberinto elevado en
forma de “+”. Se representa la media * SEM. N= 6 ratones por grupo

Tratamiento Entradas a los brazos Permanencia en los brazos
mg/kg; i.p. abiertos abiertos (%)
Vehiculo 11,33+ 1,453 34,35+ 6,561
3.12 11,33+ 2,616 49,42+ 13,18
12.5 8,333+ 2,917 50,42+ 16,88
25 8,000+ 2,449 44 .37+ 14,67
50 10,67+ 2,539 62,30+ 14,69

3.1.2 Extracto hexanico

3.1.2.1 Toxicidad
La DL, (dosis a la que se presenta la muerte del primer raton) se presento tras
la administracion de 25 mg/kg del extracto hexanico, la DLsg se observé con 50
mg/kg (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje de animales muertos en 48 hrs en la prueba de toxicidad

aguda con el extracto hexanico. N= 5 ratones por cada grupo

3.1.2.2 Prueba de campo abierto

Con el extracto hexanico se observaron diferencias significativas tanto en el
numero de lineas cruzadas (Figura 31) (F533=5.358; P < 0.05) como en el
numero de enderezamientos (Figura 32) (F533=4.893; P < 0.05) entre los
ratones tratados (12.5 y 25 mg/kg) y aquellos a los que solo se les administré el

vehiculo.
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Figura 31. Efectos del extracto hexdnico sobre la actividad locomotriz
horizontal en la prueba de campo abierto. Se representa la media + SEM. El
extracto hexanico disminuyé la actividad locomotriz en comparacion al
grupo control. **P < 0.0l. ANOVA de una via seguida de la prueba de
Newman-Keuls para comparaciones miiltiples. N= 5-7 ratones por grupo

70+ )
Il Vehiculo

60 [ Extracto hexanico

504

404

en 5min

Numero de enderezamientos

304

204

104

o4
0 0.39

Figura 32. Efectos del extracto hexadnico sobre la actividad locomotriz
vertical en la prueba de campo abierto. Se representa la media * SEM.
El extracto hexdnico disminuyé el numero de enderezamientos,
representando la actividad locomotriz vertical. **P < 0.0l. ANOVA de
una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones
multiples. N= 5-7 ratones por grupo
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3.1.2.3 Prueba del rodillo rodante

El extracto hexanico (25 mg/kg) indujo cambios significativos (Fsz34= 4.293; P <
0.05) en el numero de caidas de los animales del rodillo utilizado en esta
prueba cuando los resultados fueron comparados con el grupo control (Figura

33).
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Figura 33. Efecto del extracto hexdnico sobre la coordinacién motora
de el ratén en la prueba del rodillo rodante. Se representa la media *
SEM. El extracto hexanico aumenté el nimero de caidas, indicando
pérdida de la coordinacion motriz. **P < 0.0l. ANOVA de una via
seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones multiples.
N= 5-7 ratones por grupo

3.1.2.4 Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

A la dosis de 12.5 y 25 mg/kg el extracto hexanico prolongé el tiempo de
hipnosis inducida por pentobarbital (Fs29= 7.636; P < 0.05) (Figura 34). Su
administracion no tuvo efectos sobre el periodo de latencia (F529=0.4067; P >

0.05).
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Figura 34. Efecto del extracto hexanico sobre el tiempo de hipnosis en
la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son
expresados como la media * SEM. El extracto hexanico incrementd la
duracion de la hipnosis.* P < 0.05, **P < 0.01 comparado con el grupo
del vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls
para comparaciones multiples. N= 5-6 por cada grupo
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3.1.2.5 Laberinto elevado en forma de “+”

En el laberinto elevado en forma de “+” la administracién del extracto hexanico
(0.39, 1.56, 3.6, 12.5, 25 mg/kg), fue incapaz de provocar cambios significativos
tanto tanto en el numero de entradas (Fs33= 1.629; P > 0.05) a los brazos
abiertos del laberinto como en el tiempo de permanencia (%) en ellos (Cuadro
9) (Fs33= 0.7963; P > 0.05) con relacion a la conducta observada en los
animales tratados con el vehiculo.

Cuadro 9. Efectos del extracto hexanico en la prueba del laberinto elevado en forma de
“+”_ Se representa la media * SEM. N= 5-7 ratones por grupo

Tratamiento Entradas a los brazos Permanencia en los brazos
mg/kg; i.p. abiertos abiertos (%)
Vehiculo 4,333+ 1,476 22,53+ 8,578
0.39 10,20+ 4,042 53,30+ 14,02
1.56 8,000+ 2,828 34,80+ 11,39
3.6 3,429+ 1,288 38,94+ 14,73
12.5 3,429+ 1,716 48,59+ 17,07
25.0 3,571+ 1,360 24,69+ 24,69

3.2 Efectos conductuales de la annomontina
5.2.1 Toxicidad

La mortalidad provocada por la annomontina a las 48 horas de su
administracion fue nula cuando el alcaloide fue administrado a dosis de 1, 10y
30 mg/kg y la sobrevida de los ratones fue seguida por 48 h después de su
administracion (Morais, 1998).

3.2.2 Prueba del laberinto elevado en forma de “+”

La annomontina a las dosis de 10 y 30 mg/kg al igual que el diazepam
(1mg/kg) incremento tanto el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del
laberinto (F425= 9.679; P < 0.05) (Figura 35 A), como el numero de entradas a
ellos (Fs25= 8.033; P < 0.05) (Figura 35 B) sin afectar el numero total de
entradas a los brazos (abiertos + cerrados) de el laberinto. El diazepam
incremento significativamente este ultimo parametro (F425= 4.150; P < 0.05)
(Figura 35 C).
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Figura 35. Efectos de la annomontina sobre la conducta del raton en la prueba del
laberinto elevado en forma de “+”. Los resultados son expresados como la media * SEM.
La annomontina y el diazepam, usado como control positivo en esta prueba,
incrementaron: (A) el tiempo de permanencia y (B) el numero de entradas a los brazos
abiertos de esta prueba. La annomontina a diferencia del diazepam no tuvo efectos en el
nuamero total de entradas a los brazos (abiertos + cerrados) del laberinto (C). El diazepam
incremento significativamente este ultimo parametro comparado con el grupo control,
pero no presenté diferencias cuando se comparé con los grupos tratados con
annomontina. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparados al grupo del vehiculo.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones
mudaltiples. N = 6 por grupo
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La inyeccion de flumazenil (3 mg/kg) 15 min antes de la administracion de
annomontina (10 mg/kg), antagonizé los efectos de este alcaloide sobre el
tiempo de permanencia (F320= 6.725; P < 0.05) (Figura 36A) y el numero de
entradas (F320= 6.444; P < 0.05) (Figura 36B) de los ratones a los brazos
abiertos del laberinto.
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Figura 36. Efectos del flumazenil sobre la actividad de la annomontina en la conducta del
raton en la prueba del laberinto elevado en forma de “+”. Los resultados son expresados
como la media * SEM. El flumazenil administrado 15 min antes de la annomontina,
suprimié6 completamente los efectos de la annomontina sobre: (A) en el tiempo de
permanencia y (B) en el numero de entradas a los brazos abiertos del laberinto.
Resultados no significativos fueron encontrados entre los grupos de annomontina +
flumazenil en comparacion con diazepam + flumazenil sobre estos parametros. **P < 0.01
versus annomontina + vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-
Keuls para comparaciones multiples. N = 6 por grupo

3.2.3 Prueba de campo abierto

No se observaron diferencias significativas en el numero de lineas cruzadas
(Fa25= 0.2249; P > 0.05 ) por los ratones y en el numero de enderezamientos
(F425= 0.7309; P > 0.05) observados en esta prueba entre los grupos tratados
con annomontina (1 — 30 mg/kg) y los tratados con vehiculo y diazepam
(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efectos de la administracion de annomontina sobre la locomocién del raton
en la prueba de campo abierto. Los resultados son expresados como la media * SME; N
= 6 para cada grupo

Tratamiento Numero de lineas Numero de
mg/kg; i.p. cruzadas enderezamientos
Vehiculo 61.0+5.3 14.1+4.2

1 55.1+£10.2 120+ 5.2
10 74.1 £ 30.6 13.5+5.3
30 60.5+13.6 12.3+4.5
Diazepam 1 76.0 £24.7 6.8+27

3.2.4 Prueba del rodillo rodante

La annomontina (1 — 30 mg/kg) no ocasioné cambios en el nimero de caidas
del dispositivo usado (F425= 1.469; P > 0.05) en relaciéon a las observadas en
los grupos tratados con el vehiculo y diazepam (Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto de la annomontina sobre la coordinacion motora del ratén en la
prueba del rodillo rodante. Los resultados son expresados como la media * SEM; N = 6
para cada grupo

Tratamiento mg/kg; i.p. Numero promedio de caidas
Vehiculo 0.833+ 0.307
1 0.333 £ 0.211
10 1.500 £ 0.500
30 1.000 +0.365
Diazepam 1 0.600+0.342

3.2.5 Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

La annomontina (1 — 30 mg/kg) no modifico la latencia (F425= 1.999; P > 0.05),
a la pérdida del reflejo de enderezamiento ni el tiempo de hipnosis (Fi25=
5.522; P > 0.05) medido como el lapso de tiempo existente entre el inicio de la
pérdida a la recuperacion del reflejo de enderezamiento. En contraste el
diazepam (1 mg/kg), incremento significativamente este ultimo parametro
(F425= 5.522; P < 0.05), pero no tuvo efecto sobre la latencia (F425= 1.999; P >
0.05) (Cuadro 12).

52



Cuadro 12. Efecto de la administracion de annomontina en la prueba de hipnosis
inducida por pentobarbital

Tratamiento mg/kg; i.p. Latencia (min) Tiempo de suefio (min)
Vehiculo 34+1.0 198.2 £ 25.9
1 25107 200.0 £ 27.5
10 50+£1.0 182.2 £ 22.1
30 34+0.9 232.7 + 18.1
Diazepam 1 22+04 300.8 + 11.6*

Los resultados son expresados como la media * SEM. Los ratones fueron tratados con
pentobarbital (42 mg/kg) y 30 min despues los efectos de estas sustancias sobre el
tiempo de hipnosis fue observado. *P < 0.05, en comparacion al grupo del vehiculo.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones
mudltiples. N = 6 para cada grupo

3.3 Efectos conductuales de Ia liriodenina
3.3.1 Toxicidad

Diferentes dosis de la liriodenina (1, 5, 7.5, 10, 20 y 30 mg/kg) fueron
administradas a ratones y su mortalidad registrada por 48 h (Morais, 1998). No
se registraron muertes en las 48 h subsecuentes a la administracion de las
distintas dosis del alcaloide.

3.3.2 Prueba del laberinto elevado en forma de “+”

La liriodenina a dosis de 1.2, 2.5, 5 y 10 mg/kg no tuvo efectos sobre el nimero
de entradas a los brazos abiertos (Fs35= 0.7970; P > 0.05) y el tiempo de
permanencia en ellos (Fs 35= 1.326; P > 0.05) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Efectos de la liriodenina en la prueba del laberinto elevado en forma de “+”.
Se representa la media * SEM. N= 6 ratones por grupo

Tratamiento Numero de entradas a Permanencia (segundos) en

mg/kg; i.p. los brazos abiertos los brazos abiertos
Vehiculo 13.00 £ 1.983 123.3 £ 30.25
Ondansetron 0.05 12.17 £ 1.905 128.0 £ 24.33
1.2 6.833 £2.182 59.83 + 20.55
25 11.67 £ 3.073 102.5 £ 22.47
5 11.33 £ 3.018 81.50 £ 20.65
10 9.833+1.778 97.17 £ 24.06

3.3.3 Prueba de la caja luz/oscuridad

La liriodenina a dosis de 0.6, 1.2, 2.5 y 5 mg/kg no modificé la conducta de los
ratones en esta prueba, evaluada a través de cuantificar el numero de
transiciones entre ambos compartimentos (F425= 1.478; P > 0.05), el tiempo de
permanencia en el lado iluminado de la caja (Fs25= 1.083; P > 0.05), y la
latencia a pasar del espacio iluminado al espacio oscuro de la prueba (F425=
0.7370; P > 0.05) (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Efectos de la liriodenina en la prueba de la caja luz/oscuridad. Se representa

la media * SEM. N= 6 ratones por grupo.

Tratamiento Latencia Numero de Permanencia
mg/kg; i.p. transiciones al espacio  (segundos) en el
iluminado espacio iluminado

Vehiculo 105.2 £ 73.19 16.83 + 0.9804 291.7 £ 26.03

0.6 52.17 £ 15.46 17.67+ 1.994 272.7 £ 35.90

1.2 56.67+15.50 22.17 £ 2.442 312.0 £ 33.97

25 24.83 £ 7.021 17.33 £ 1.406 253.2 £ 19.82

5 83.00 + 23.05 18.50 £ 1.607 323.7 £ 16.40

3.3.4 Prueba de enterramiento de canicas

La liriodenina a dosis de 5 y 10 mg/kg al igual que el diazepan (1 mg/kg)
incrementd el niumero de canicas enterradas en la prueba en comparacion con
lo observado en el grupo control (Figura 37) (Fs23= 19.76; P < 0.05).
Adicionalmente, el alcaloide a dosis de 10 mg/kg, a diferencia del diazepam (1
mg/kg) que no tuvo efectos significativos, disminuy6 la actividad locomotriz de
los animales medida en la caja utilizada para esta prueba (Figura 38) (F423=
5.435; P < 0.05).
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Figura 37. Efecto de la liriodenina sobre el nimero de canicas enterradas
en la prueba de enterramiento de canicas. Se representa la media * SEM.
La liriodenina al igual que el diazepam, disminuyeron la conducta de
enterramiento en comparacion al grupo control. **P < 0.01, ***P < 0.001.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para
comparaciones multiples. N= 5-6 ratones por grupo
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Figura 38. Efecto de Ia liriodenina sobre la actividad locomotriz en la
prueba de enterramiento de canicas. Se representa la media * SEM.
La liriodenina disminuyé la actividad locomotriz en comparacion al
grupo control. *P < 0.05. ANOVA de una via seguida de la prueba de
Newman-Keuls para comparaciones multiples. N= 5-7 ratones por

grupo

3.3.5 Prueba de Ila plataforma con orificios

La liriodenina a diferencia del ondansetron y el diazepam (Fs27= 5.8861.478; P
< 0.05) que incrementaron estadisticamente el numero de exploraciones a los
orificios, no tuvo efecto sobre este parametro. Ninguno de los compuestos
administrados tuvo efecto sobre la actividad locomotora medida en la misma
prueba (Fs27= 1.500; P > 0.05) (Cuadro 15).

Cuadro 15. Efectos de la liriodenina en la prueba de la plataforma agujereada. Se
representa la media * SEM. N= 6 ratones por grupo

Tratamiento mg/kg; i.p. Numero de Actividad
exploraciones locomotriz
Vehiculo 23.80 + 1.497 36.40 £ 13.19
Ondansetrén 0.01 36.60 + 2.293* 51.00 + 6.427
Diazepam 1 2.293 + 4.155* 6.427 + 10.87
0.1 15.67 £ 2.667 19.40 £ 9.740
1 22.50 £ 22.50 54.83 £+ 9.418
10 29.50 £ 3.862 56.50 £ 15.13

P*< 0.05 comparada contra el vehiculo. ANOVA de una via, seguida por la postprueba de
Newman-Keuls para comparaciones multiples

3.3.6 Prueba de campo abierto

Se observaron diferencias significativas tanto en el numero de lineas cruzadas
(Figura 39) (Fs4s=4.107; P < 0.05) como en el numero de enderezamientos
(Figura 40) (Fs45=4.893; P < 0.05) entre los ratones tratados con liriodenina
(15, 20 y 25 mg/kg) y aquellos a los que solo se les administré el vehiculo. La
administracion de diazepam no tuvo efecto sobre la locomocion horizontal
(Figura 39) pero al igual que la liriodenina diminuyé el numero de
enderezamientos (Figura 40).
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Figura 39. Efecto de la liriodenina sobre la actividad locomotriz
horizontal en la prueba de campo abierto. Se representa la media
SEM. La liriodenina disminuyé la actividad locomotriz en comparacién al
grupo control. *P < 0.05, **P < 0.01. ANOVA de una via seguida de la
prueba de Newman-Keuls para comparaciones multiples. N= 5-7 ratones

por grupo
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Figura 40. Efecto de la liriodenina sobre la actividad locomotriz vertical
en la prueba de campo abierto. Se representa la media * SEM. La
liriodenina y el diazepam utilizado como control positivo, disminuyeron
el numero de enderezamientos, representando la actividad locomotriz
vertical. **P < 0.01, ***P < 0.00] comparados contra el vehiculo.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para
comparaciones multiples. N= 5-7 ratones por grupo

3.3.7 Prueba del rodillo rodante

La liriodenina incrementé el numero de caidas con diferencias significativas
respecto al grupo control (Fs30= 2.638; P < 0.05) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto de la liriodenina sobre el numero de caidas en la prueba del rodillo
rodante. Se representa la media * SEM. N= 6 ratones por grupo

Tratamiento mg/kg; i.p. Numero de caidas
Vehiculo 0+0
0.1 0£0
1 0.167+0.167
10 1.667+1. 116
20 4.333£2. 1717
Diazepam 1 1.750x0. 854

P*<0,05 comparada contra el vehiculo. ANOVA de una via, seguida por la postprueba de
Newman-Keuls para comparaciones miultiples
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3.3.8 Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

La liriodenina aunque prolongd significativamente el tiempo de hipnosis,
cuantificado entre el lapso de tiempo entre la pérdida y recuperacién del reflejo
del enderezamiento (F31s=10.47; P < 0.05) (Figura 41); no tuvo ningun efecto
en la latencia a la perdida del reflejo de enderezamiento (F3 5= 0.8098; P >
0.05).
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Figura 41. Efecto de la liriodenina sobre el tiempo de pérdida del
reflejo de enderezamiento en la prueba de hipnosis inducida por
pentobarbital. Se representa la media * SEM. La liriodenina prolongé
el tiempo de hipnosis. ***P < 0.00/ comparados contra el vehiculo.
ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para
comparaciones multiples.N= 5-6 ratones por grupo

3.3.9 Prueba de Ia barra

La liriodenina prolongd el tiempo de permanencia de las patas anteriores del
ratdbn sobre la barra de esta prueba en comparacién al grupo del vehiculo
(F1,24=7.159; *P < 0.05) (Figura 42).
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Figura 43. Efecto de la liriodenina sobre la duracion de la catalepsia,
medida en la prueba de la barra. Se representa la media + SEM. La
liriodenina prolongé la duracién de la catalepsia en comparacién al
grupo del vehiculo. **P < 0.01. ANOVA de dos vias seguida de la
prueba de Bonferroni. N = 5 ratones por grupo
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3.3.10 Prueba de hiperactividad inducida por anfetamina

La liriodenina administrada a dosis de 20 mg/kg al igual que el haloperidol (5
mg/kg) inhibid la hiperactividad inducida por anfetamina (3 mg/kg) (F3 6= 28.92;

<0.05) (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de la liriodenina sobre la actividad locomotriz en la
prueba de hiperactividad inducida por anfetamina. Se representa la
media * SEM. La liriodenina al igual que el haloperidol utilizado como
control positivo, disminuyeron el numero de lineas cruzadas en
comparaciéon al grupo del vehiculo, representando inhibicion de la
hiperactividad inducida por la anfetamina. ***P < 0.001, **P < 0.0l, *P <
0.05 ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni . N= 6
ratones por grupo.
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4. DISCUSION

El aislamiento y la evaluacion del efecto ansiolitico y sedante de los alcaloides
annomontina y liriodenina aislados de extractos cloroférmicos de la Annona
purpurea constituyen el principal logro de este trabajo.

Propiedades conductuales de extractos de la A. purpurea

Estudios previos han sefialado la propiedad sedante, anticonvulsiva y
ansiolitica, en modelos animales, de los extractos de etanol de Annona
diversifolia y A. muricata asi como del extracto de hexano de A. cherimolia
[Bourne & Egbe, 1979; Gonzalez-Trujano et al., 1998; Gouemo et al., 1997;
Lopez-Rubalcaba et al., 2006].

La administracion (3.2, 12.5, 25 y 50 mg/kg) de un extracto alcaloidal
total (EAT) de la raiz de la A. purpurea resultd poco téxica para los ratones a
corto plazo (48 h) encontrandose la LD+ (dosis que provoca la primer muerte)
por arriba de los 50 mg/kg. El extracto a dosis elevadas (25 mg/kg) prolongo sin
embargo el tiempo de hipnosis (lapso de tiempo entre la pérdida y recuperacion
del reflejo de enderezamiento) en la prueba de la hipnosis inducida por
pentobarbital, (Figura 29) sin afectar el tiempo de latencia a la perdida del
reflejo de enderezamiento. Congruente con su baja toxicidad, el extracto
alcaloidal total no modificé la actividad exploratoria del raton (actividad
locomotriz horizontal y vertical), ni la coordinacion motora, evaluadas en las
pruebas de campo abierto y rodillo rodante respectivamente (Cuadros 6 y 7).
Asi mismo, la administracion de EAT fue incapaz de mostrar actividad
ansiolitica en la prueba del laberinto elevado en forma de “+” (Cuadro 8).

Los resultados anteriores sugieren que el EAT pudiera tener
propiedades sedantes o depresoras del SNC [Morais et al., 1998]. Sin
embargo, bajo las condiciones experimentales usadas no podemos descartar
que sus efectos sobre el tiempo de inconciencia en la prueba de la hipnosis
inducida por pentobarbital pudieran ser debidos a un incremento de la vida
media del pentobarbital, ya que esta documentado que algunos extractos
provenientes de otras plantas (Helietta apiculata) tienen la capacidad inhibir al
citocromo P-450, que estad involucrado en el metabolismo del pentobarbital
[Goloukova et al., 1998; Jakovljevic et al., 2002%; Jakovljevic et al., 2002”].

El extracto hexanico (EH), resultd por su lado ser mas toxico y tener mas
efectos conductuales que el alcaloidal, a partir de la administracion de una
dosis de 25 mg/kg, se presentd la muerte del primer ratéon (DL¢) y en contraste
con el extracto alcaloidal se obtuvo una DLsy de 50 mg/kg (Figura 30).
Conductualmente la administracién sistémica del EH produce sedacién y un
claro efecto depresor sobre el SNC, pues aparte de prolongar el tiempo de
perdida del reflejo de enderezamiento en la prueba de hipnosis inducida por
pentobarbital a dosis bajas (12.5 vs 25 mg/kg) (Figura 34) provocé también una
disminucidon de la actividad motora del ratén en el campo abierto a dosis
similares (12.5 y 25 mg/kg) afectando tanto la locomocion horizontal (numero
de lineas cruzadas) (Figura 31) como la vertical (numero de enderezamientos)
(Figura 32). En congruencia con sus efectos sedantes, la administracion de 25
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mg/kg de EH afectdé la coordinacién motora del animal como lo demuestra el
incremento en el numero de caidas que los ratones experimentaron en la
prueba del rodillo rodante en comparacién con los animales tratados con el
vehiculo (Figura 33).

El extracto hexanico de A. cherimolia, demostré poseer propiedades
ansioliticas en dos modelos no condicionados en ratones y sedantes al
potencializar los efectos del pentobarbital en la prueba de hipnosis inducida por
pentobarbital [Lopez-Rubalcaba et al., 2006]. Sin embargo, aunque la
administracién del extracto hexanico de A. purpurea a dosis de 0.39 y 1.56
mg/kg mostré una clara tendencia ansiolitica (Cuadro 9) incrementando el
numero de entradas de los ratones a los brazos abiertos del LEFM no hubo
diferencias significativas con respecto al grupo control. Resultados semejantes
se observaron en el porcentaje de permanencia de los ratones en estos brazos.
Estos resultados demuestran que el extracto hexanico de A. purpurea posee
propiedades sedantes y depresoras en la prueba de hipnosis inducida por
pentobarbital al igual que el extrato hexanico de A cherimolia, sin embargo a
diferencia de esta ultima, carece de actividad ansiolitica.

En conclusion nuestros hallazgos indican que aunque tanto el extracto
alcaloidal total como el hexanico poseen efectos depresores sobre el SNC
ninguno de ellos, sin embargo tuvo acciones ansioliticas claras.

Propiedades conductuales de la annomontina

El laberinto elevado en forma de “+” (LEFM) es un modelo valido para evaluar
la ansiedad en los roedores [Pellow et al., 1985; Lister, 1987; Treit et al., 1993;
Pérez de la Mora et al., 2006, 2007, 2010], que como se sefialé en la
introduccién explora la aversién natural de estos animales por los espacios
abiertos como consecuencia de su falta de propiedades tigmotacticas [Treit et
al., 1993]. En consecuencia, el incremento en el niumero de entradas y el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto observado tras la
administracién de la annomontina con respecto a su control sugiere que este
compuesto posee propiedades ansioliticas. Propuesta que se ve apoyada por
la similitud de los efectos en este modelo, de la annomontina con los del
diazepam [Pellow et al., 1985; Lister, 1987; Treit et al., 1993).

Los efectos de annomontina sobre el numero de entradas y tiempo de
permanencia en los brazos abiertos del laberinto dependen de la dosis pero de
manera lineal. Asi, a la dosis de 1 mg/kg, la annomontina no presento
respuesta sobre estos parametros, pero al incrementar la dosis a 10 mg/kg se
obtuvieron resultados significantes, que alcanzaron su nivel maximo con la
dosis de 30 mg/kg que fue la dosis mas alta del alcaloide (Figura 35 A-B). La
razén de esta respuesta no es clara, pero podria deberse a que a la dosis de
10 mg/kg de annomontina los sitios de reconocimiento para el alcaloide estan
saturados y un incremento en la dosis administrada no se reflejaria en un
aumento correlativo del efecto ansiolitico. Otra posibilidad es que bajo nuestras
condiciones experimentales no es posible observar, en este modelo, mayores
efectos ansioliticos. La administracién de diazepam a 1 mg/kg produjo
resultados similares a los obtenidos con annomontina (Figura 35 A-B)
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sugiriendo que, bajo nuestras condiciones experimentales, es probable que
observe un efecto de techo, que tambien ha sido visto con dosis altas de
midazolam [Amrein_& Hetzel, 1990].

La posibilidad de que los efectos observados en el LEFM, se debieran a
un incremento de la actividad locomotriz inducida por la annomontina fue
descartada al no encontrarse efectos del alcaloide en el numero total de
entradas a los brazos del laberinto (abiertos + cerrados), el cual es considerado
como una buena medida de locomocion en este modelo (Figura 35 C) [Pellow
et al., 1985]. Tampoco se observo efectos en la prueba de locomocion
practicada en el campo abierto (Cuadro 10). De igual manera, no se
encontraron diferencias significativas entre los animales tratados con
annomontina y aquellos tratados con el disolvente durante la evaluacion de la
coordinacion locomotriz en el rodillo rodante (Cuadro 11). Tampoco se observo
efectos en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital (Cuadro 12)
indicando que la annomontina es incapaz de modificar el nivel de sedacion de
los ratones. En vista de lo anterior consideramos que es razonable descartar
que los resultados obtenidos en la exploracion del LEFM se hubieran debido a
cambios en la actividad motora o al nivel del estado de conciencia de los
animales.

El mecanismo por el cual la annomontina ejerce su actividad ansiolitica
en el LEFM se desconoce. Sin embargo, dado que sus efectos en este modelo
fueron antagonizados por la administraciéon previa de flumazenil, un
antagonista de las BDZ en el receptor GABAa [File, 1982], es posible
especular que este receptor este involucrado en la actividad ansiolitica de la
annomontina. Particularmente relevante a este respecto es que la annomontina
es un alcaloide pirimidina-B-carbolina (Fig. 14) y se conoce que las B-carbolinas
tienen afinidad por el sitio de fijacion de las BDZ en el receptor GABAA
[Rommelspacher et al., 1980; Braestrup & Nielsen, 1981; Braestrup et al., 1981;
Robertson, 1980 citado en Frostholm et al., 2000; Glennon et al., 2000; Evans
& Lowry, 2007]. Adicionalmente, se ha publicado que algunas B-carbolinas
como la harmana, harmalina y el abecarnil son agonistas del sitio de unién de
las BDZ al receptor GABAA y poseen efectos ansioliticos [Duka et al., 1993;
Jung et al., 2000; Aricioglu & Altunbas, 2003; Hilber & Chapillon, 2005].
Mientras que otras como la metil- B-carbolina-3-carboxilato (B-CCM) y la metil-
6-7- dimetoxi-4-ethil- B-carbolina-3-carboxylato (DMCM) son agonistas inversos
y por consiguiente tienen efectos ansiogénicos y convulsivantes [Crawley et al.,
1985].

Sin embargo ha sido informado que algunas B-carbolinas muestran una
modesta afinidad por los receptores serotoninérgicos 5HT,a [Glennon et al.,
2000], por consiguiente la participacion de estos receptores en el efecto
ansiolitico de la annomontina no puede ser totalmente excluido. No obstante,
los resultados obtenidos en los presentes experimentos sugieren que la
participacion de los receptores GABAA es muy importante o definitiva, ya que la
administracion previa de flumazenil bloquedé completamente los efectos
ansioliticos de la annomontina.
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Llama la atencion que la annomontina a diferencia del diazepam no prolongo el
tiempo de inconciencia en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital
(Cuadro 12), lo que podria significar que la annomontina a pesar de ser menos
potente que el diazepam en sus efectos ansioliticos, posee una mayor
selectividad por un subtipo o subtipos de receptor GABAa, cuya activacion
brinda ansiolisis sin sedacion.

En conclusién los resultados de este trabajo indican que en el ratén la
administracion i.p. de annomontina induce efectos ansioliticos en el LEFM y
que estos efectos pudieran estar mediados por la interaccion de este alcaloide
con el sitio de fijacion de las BDZ en el receptor GABAA . Seran sin embargo
necesarios mas estudios para dar claridad al perfil neurofarmacolégico
completo de la annomontina y conocer la naturaleza y caracteristicas de su
interacciéon con el sitio de union de las BDZ al receptor GABA,, el sustrato
neuroanatdomico de su accion y su potencialidad como agente terapéutico en
algunos trastornos de ansiedad.

Propiedades conductuales de la liriodenina

La liriodenina es un alcaloide bencilisoquinolinico (BIQ) que ha sido aislado de
varias especies de Annona nativas de Chiapas [Gonzalez-Esquinca, 2001] y al
que se le han encontrado un amplio rango de actividades biolégicas [Clark et
al., 1987; Villar et al., 1987; Lin et al., 1994; Protais et al., 1995; Chulia et al.,
1995; Woo et al.,, 1997; Chang et al., 2001; Mbah et al., 2004; Chang et al.,
2004; Hsieh et al., 2005; Jin et al., 2007].

En este trabajo la probable actividad ansiolitica de la liriodenina fue
investigada con el animo de extender a otros modelos el hallazgo de Estrada-
Reyes (2005) que indica que dicho alcaloide posee efectos ansioliticos en la
caja luz-oscuridad y a que ha sido reportado que los alcaloides BIQ, tienen
afinidad por receptores serotoninérgicos que participan en la modulacion de la
ansiedad [Shoji et al.,, 1987; Hasrat et al., 1997; Catret et al., 1998]. Asi,
estudios realizados utilizando diversos tipos de agonistas y antagonistas
serotonérgicos administrados por via sistémica han indicado que los agonistas
selectivos para los receptores 5HT, y 5HT4c son ansiogénicos mientras que sus
antagonistas y los de los receptores 5HT3; son ansioliticos [Lister, 1990;
Handley et al., 1993]. De igual forma los agonistas 5HT1a muestran un perfil
ansiolitico [Dourish, 1986., citado por Handley et al., 1993]. La buspirona
(agonista 5HT4a) y el ondansetrén (antagonista 5HT3) tienen efectos
ansioliticos en diversos modelos para la ansiedad [Costall et al, 1988;
Matsushita et al., 2005], aunque debe ser sin embargo considerado que en el
laberinto elevado en forma de “+” tanto la buspirona como el ondasetron han
producido efectos contradictorios, habiéndose reportado tanto efectos
ansioliticos como ansiogénicos o aun la falta de efectos de estos farmacos
sobre la exploracion de este paradigma [Handley et al., 1993].

Los resultados obtenidos mediante la utilizacion de cuatro modelos no
condicionados para evaluar la ansiedad; el laberinto elevado en forma de “+”, la
caja luz/oscuridad, el enterramiento de canicas y la plataforma con orificios no
apoyan sin embargo el supuesto efecto ansiolitico de la liriodenina. Asi, a
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diferencia de lo encontrado por Estrada-Reyes (2005) en la caja luz-oscuridad,
en nuestros estudios, usando el mismo modelo, la liriodenina administrada a
dosis de 0.6, 1.2, 2.5 y 5 mg/kg i.p., no produjo cambios en el numero de
transiciones entre los espacios iluminados y no iluminados de la caja luz-
oscuridad ni en el tiempo de permanencia de los ratones en el area iluminada
de la caja (Cuadro 14) en comparacion con los controles. La razén de esta
diferencia en los efectos de la liriodenina es poco clara pero pudiera estar
relacionada con diferencias de procedimiento durante la aplicacion de esta
prueba (horario, luminosidad, solvente, integracion de los grupos) o con el uso
de diferentes cepas de ratones (cepa Swiss Webster versus Balb/C utilizada
por nosotros).

Por otro lado, como se senald anteriormente la inhibicion del
enterramiento de canicas se ha propuesto como una prueba para identificar
compuestos ansioliticos [Njung’e & Handley, 1991]. Nuestros estudios en esta
prueba indican que la liriodenina a dosis altas (5 y 10 mg/kg) produce una clara
disminucién en el numero de canicas enterradas en comparacion con el grupo
inyectado con el vehiculo (Figura 37), lo que permite presuponer una actividad
ansiolitica para este compuesto. Sin embargo, la observacién de que la
actividad motora de los ratones tratados con liriodenina este disminuida a la
dosis que provoca los mayores efectos ansioliticos de este alcaloide (10 mg/kg)
(Figura 38) da poca confiabilidad a los resultados, pues la disminucion en el
enterramiento de canicas observado podria haber ocurrido como resultado de
una interferencia con el estado motor de los animales y no como consequencia
de una disminucién en su ansiedad. Estudios tendientes a disociar los efectos
de la liriodenina sobre la esfera locomotriz y la ansiedad en esta prueba serian
fundamentales para resolver esta interrogante.

En apoyo a la falta de efectos de la liriodenina sobre la ansiedad cabe
sefalar que este alcaloide fue incapaz de mostrar actividad ansiolitica en el
laberinto elevado en forma de “+” pues su administracién a dosis de 1.2, 2.5, 5
y 10 mg/kg i.p., no indujo ningun cambio en el numero de entradas de los
ratones y/o el tiempo de su permanencia en los brazos abiertos del laberinto
(Cuadro 13). De la misma manera, en la prueba de la plataforma con orificios la
liriodenina a dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg i.p. fue incapaz de incrementar el
numero de exploraciones (veces que el ratén introduce su cabeza hasta el nivel
de sus orejas en los orificios de esta prueba) (Cuadro 15), utilizado como un
parametro ansiogénico [Takeda et al., 1998].

Aunque nuestros estudios indicaron que la liriodenina carece de efectos
ansioliticos pusieron de manifiesto que tiene claros efectos sedantes pues tras
su administracion sistémica, aparte de la ptosis palpebral y de la marcada
sedacién producida, se observd una disminucién de la actividad motora
espontanea en la prueba de campo abierto (Figura 39 y 40), pérdida de la
coordinaciéon locomotriz en la prueba del rodillo rodante (Cuadro 16), asi como
la prolongacion del tiempo de hipnosis inducida por el pentobarbital (Figura
41).

Mas aun, nuestros estudios sugieren que a diferencia de la annomontina
la liriodenina pudiera ejercer al menos algunos de sus efectos como

63



consecuencia de una interferencia con la neurotransmisién dopaminérgica no
ligada a la modulacion de la ansiedad, pues su administracion por arriba de los
10 mg /kg aumentd la inmovilidad de los ratones en la prueba de la barra
(Figura 42), que se considera una conducta cataléptica asociada con grados
incrementados de rigidez muscular (Klemm, 1985% 1985°) asociados al
blogueo de los receptores estriatales Dy y D, [Sanberg et al., 1988].
Adicionalmente la liriodenina bloqueo el aumento de la locomocién inducido por
la administracién de anfetamina (Figura 43). Dado que la liriodenina solo posee
una débil afinidad por los receptores dopaminérgicos D1y D,. [Protais et al,,
1995] los efectos anti-dopaminérgicos observados en este trabajo pudieran
estar relacionados a la inhibicion que este alcaloide ejerce sobre la sintesis y
liberacion de la dopamina [Jin et al., 2007], pues ha sido encontrado que la
liriodenina, inhibe parcialmente tanto la actividad de la TH como su expresiéon
génica, amen que otros alcaloides benzilisoquinolinicos como la anonaina
inhiben también la biosintesis de la dopamina [Lee et al., 2008]. Finalmente, el
bloqueo de la hiperactividad inducida por la anfetamina, que surge como
consecuencia de la liberacién de dopamina desde sus terminaciones nerviosas
en el sistema mesolimbico [Hoffman et al., 1996] sugiere que la liriodenina
podria haber interferido con los mecanismos de liberacién de dopamina en las
estructuras que conforman dicho sistema.
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5. CONCLUSIONES

La limitacion existente en la disponibilidad de farmacos eficaces,
selectivos y con pocos efectos colaterales para el tratamiento de diversos
padecimientos ha hecho que tornemos nuestra cabeza hacia la medicina
tradicional en busca de mejores alternativas terapéuticas. Dentro de las
posibilidades existentes las annonas representan por sus amplios usos en la
medicina tradicional una fuente potencial de medicamentos para el tratamiento
de algunas enfermedades mentales de alta incidencia en nuestro medio como
lo son los trastornos de la ansiedad y algunos trastornos que cursan con
marcada agitacion psicomotriz.

En este trabajo, mediante cromatografia de adsorcion en gel de silice se
logré el aislamiento a partir de extractos cloroférmicos de raices de la Annona
purpurea de cantidades substanciales de dos alcaloides, la annomontina y la
liriodenina. El primero de ellos pertenece al tipo de alcaloides de la clase de las
B-carbolinas [Leboeuf et al., 1982% y el segundo posee una estructura
bencilisoquinolinica [Buchanan & Dickey, 1960]. Ambos poseen, como podria
predecirse de sus estructuras quimicas disimbolos efectos bioldgicos. La
annomontina posee efectos ansioliticos que parecerian ejercerse a través de
su interaccion con los sitios receptores a las benzodiacepinas sobre los
receptores GABAa. La liriodenina aunque carece de acciones ansioliticas
posee claros efectos sedantes que podrian resultar de una interferencia con la
sintesis y liberacién de la dopamina [Jin et al., 2007], pues aunque algunos
alcaloides bencilisoquinolinicos poseen una débil afinidad por las familias de
receptores dopaminérgico Dy y D, [Protais et al.,, 1995] tienen efectos
inhibitorios sobre la sintesis y liberacion de la dopamina [Shin et al, 1998, 2001;
Kim et al., 2005; Jin et al., 2007; Lee et al., 2008].

Asi, en este momento, en que la prevalencia de los trastornos de
ansiedad aumenta y las benzodiazepinas permanecen como los farmacos mas
empleados a pesar de sus efectos adversos entre los que destacan la sedacién
y sus efectos hipnéticos, los alcaloides con estructura de p-carbolinas, entre los
que destaca el abecarnil que ya se encuentra en fase preclinica constituyen
una nueva e interesante alternativa terapéutica. Nuestros estudios abren la
puerta a la posibilidad que la annomontina, por su falta de efectos en la esfera
motora y sus efectos sedantes tan limitados, o algun derivado de ella pudiera
ser usado como un agente ansiolitico. Por su parte, la liriodenina, dado su
potencial anti-dopaminérgico, puesto de manifiesto en este trabajo pudiera ser
considerado como un potencial agente terapéutico para algunos trastornos en
los que la neurotransmisién dopaminérgica pudiera estar aumentada.
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