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Life is not easy for any of us. But what of that? We must have
perseverance and above all confidence in ourselves. We must believe

that we are gifted for something and that this thing must be attained.

Marie Curie
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

VI. Resumen

El Sargazo, esta constituido por una mezcla de macroalgas particularmente del género
Sargassum que se encuentran en masa flotando en el Océano. Actualmente, en México, el
sargazo se ha concentrado en las costas de Yucatan y Quintana Roo, representando un
problema de salud, econémico y ambiental. Aunque existen algunas evidencias generadas
a partir de la Medicina Tradicional China que especies de Sargassum pueden tener
propiedades farmacoldgicas. En México no se tiene documentado algln uso terapéutico a

estas especies vegetales marinas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la posible utilidad terapéutica en la ansiedad y
la epilepsia de dos especies de Sargassum, seleccionadas porque se encuentran
mayoritariamente en el Sargazo que llega a las costas de la Peninsula de Yucatan. De las
especies S. fluitans y S. buxifolium, se obtuvo un extracto metandlico, al cual se le realizo
una prueba preliminar de citotoxicidad en Artemia salina. S. fluitans y S. buxifolium también
se evaluaron en modelos de ansiedad y epilepsia a nivel preclinico en ratones. Los
resultados obtenidos mostraron que ambos extractos presentan una inhibicion de la
actividad exploratoria de forma dependiente de la dosis, este efecto no esta relacionado
con un efecto sedante hipnético debido a que los extractos no potenciaron el efecto de
pentobarbital en los ratones. Y tampoco presentaron efecto anticonvulsivo en la prueba de

pentilentetrazol.

Con los resultados obtenidos se sugiere que S. fluitans y S. buxifolium podrian tener utilidad
terapéutica para el tratamiento de la ansiedad. Se requiere hacer mas estudios para

establecer el mecanismo transduccional de esta respuesta observada.
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

VII. Introduccién

La busqueda de nuevos compuestos quimicos con potencial efecto terapéutico es una
actividad constante debido a que la mayoria de los farmacos que se emplean en la
actualidad pueden presentar baja eficacia terapéutica y/o reacciones adversas. Los
organismos marinos representan una parte importante de la biodiversidad total existente en
nuestro planeta. Algunas especies, como las algas, esponjas, corales, bacterias y peces
entre otros son capaces de sintetizar moléculas bioactivas para defenderse de sus
predadores o adaptarse a cambios ambientales como la temperatura, la luz, los nutrientes
y de otros organismos; y son estas moléculas bioactivas las que son de interés

farmacoldgico en el &rea de desarrollo de farmacos.

La fauna y la flora marina se caracterizan como una fuente promisoria de compuestos con
potencial terapéutico y biomédico. Sin embargo, sélo una pequefia fraccién de éste ha sido
estudiada en el area de desarrollo de farmacos. El género Sargassum contiene cerca de
400 especies y de éstas se han aislado aproximadamente 200 compuestos bioactivos [Liu
etal., 2012].

Las algas del género Sargassum forman grandes mantos en aguas tropicales y
subtropicales alrededor del mundo. En México, se les encuentra en forma muy abundante
en todas sus costas; y desde el 2014 se han observado mayoritariamente en el Golfo de
México y el Caribe. Anualmente se pueden colectar toneladas de Sargassum, a este
material vegetal no se le ha dado aun utilidad, por lo que es considerado como un

desperdicio y un problema en la actualidad.

El aumento de florecimientos de especies de Sargassum en las costas del Caribe Mexicano,
la acumulacién y descomposicion de algas en playas y aguas litorales ha tenido grandes

afectaciones sobre el ecosistema costero, la salud humana y la industria turistica.

En el presente trabajo se muestra la evaluaciéon farmacol6gica preliminar del efecto
ansiolitico y anticonvulsivo en ratones de dos especies de Sargassum, S. fluitans y S.

buixifolium, colectadas en la peninsula de Yucatén.
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

1 Antecedentes

1.1 Desarrollo de farmacos

De acuerdo con la Ley General de Salud, en el articulo 221, se define como Farmaco a toda
sustancia natural, sintética o biotecnol6gica que tenga alguna actividad farmacolégica y que
se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones biolégicas, que no presente
forma farmacéutica, pero que reldina condiciones para ser empleada como ingrediente de
un medicamento (LGS, Art 221).

Para que un farmaco sea considerado medicamento se requiere tener una forma
farmacéutica. El desarrollo del medicamento conlleva muchos afios de investigacion; una
vez que se detecta un compuesto con posible actividad biolégica, este debe pasar por un
proceso de caracterizacion y purificacion para poder ser evaluado en la fase preclinica, en
donde se establecen tanto los efectos terapéuticos como los efectos adversos o

secundarios (Aulton, 2004).

El desarrollo de farmacos generalmente inicia con la etapa de descubrimiento, o fase cero,
en la que se retne informacién de una enfermedad que se desea controlar. Posteriormente
se buscan compuestos con actividad biologica; esto puede llevar varios afios de estudio.
Los fAarmacos pueden provenir de un proceso quimico sintético, pueden ser aislados a partir
de plantas o animales, o pueden ser sintetizados mediante técnicas de ingenieria genética
(Rang et al., 2012). Afortunadamente, el tiempo de investigacion poco a poco se va
reduciendo gracias al desarrollo de distintos métodos computacionales que permiten
predecir el acoplamiento de compuestos nuevos con las dianas terapéuticas a través de la
deteccién de estructuras proteicas. A nivel in silico se puede hacer un cribado virtual
mediante modelos multiescala, asi ademas de reducirse el tiempo también se disminuyen
costos haciendo que el descubrimiento de farmacos se cada vez més especifico (Lin y Li,
2020).

La fase preclinica de los compuestos con posible actividad terapéutica inicia con las
pruebas de toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad. Posteriormente, se evalla la
farmacodinamia (mecanismos de accion) y la farmacocinética (procesos de absorcion,

distribucién, metabolismo y excrecion).
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

Después se continua con las fases clinicas I, Il, lll y IV. En la fase | se ensaya el compuesto
bioactivo en pocos voluntarios sanos; se evalla la seguridad, la tolerancia, la
farmacocinética y se demuestra el efecto terapéutico en humano. En la fase Il, se cuentan
de 100-500 voluntarios enfermos, se evalla la eficacia de las dosis propuestas como
terapéuticas y se analizan los efectos adversos en los pacientes. En la fase lll, se evalian
de 1000 a 12000 individuos, y en esta fase se establece la seguridad, la eficacia y los
efectos adversos en pacientes que lo usaran de forma cronica, por lo tanto, se tiene un
mejor control del grupo de estudio y es probable que el farmaco que aprueba en esta fase
sea comercializado. Finalmente, en la fase IV, se envia a evaluacién el farmaco a las
instancias de regulacion sanitaria y una vez que es aprobado, entra al mercado el farmaco,
y con esto se tiene un seguimiento a largo plazo, se conocen comorbilidades, interacciones
farmacoldgicas y efectos no deseados, y todo esto es apoyado de la farmacovigilancia
(Shader, 2017).

Este proceso antes descrito se lleva a cabo en aproximadamente 15 afios, y de casi 10,
000 compuestos farmacolégicos, s6lo 1 o 2 llegan a ser aprobados, el desarrollo es muy
ineficiente y la tasa de desercion del proceso abarca miles de productos (Brodniewicz y
Grynkiewicz, 2010), esto implica una inversion econdmica vinculada a mucho tiempo y

trabajo.

Ante emergencias sanitarias, o enfermedades crénicas de caracter publico que requieren
terapias de baja efectividad se recurre al reposicionamiento. El reposicionamiento de un
farmaco significa que éste puede ser utilizado en una patologia para lo cual no fue disefiado
y que no se sabia que tenian esa actividad farmacologica en particular. Esto permite la
disminucion de mucho tiempo de investigacion y de la gran inversion que conlleva el
desarrollo de un farmaco para una sola enfermedad. El principal problema del
reposicionamiento es encontrar la relaciébn farmaco-enfermedad, para esto se han
desarrollado aproximaciones mediante enfoques computacionales, que se combinan con la
evaluacion biologica experimental. Asi como el desarrollo de micro arreglos de biologia
molecular, en donde se combinan las bases de datos de los farmacos y bases de datos

masivas de gendémica (Xue y Li, 2018).

El origen de los compuestos bioactivos se remonta a la medicina tradicional, el

conocimiento etnobotanico de la medicina tradicional permite obtener informacion empirica
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

referente al uso de las plantas como un remedio a enfermedades. Dentro de esta medicina
tradicional, se tiene documentado el uso de plantas medicinales que provienen del mar. En
la medicina tradicional China, por ejemplo, hay una gran aplicacion de distintas especies de
Sargazo, ya que se ha demostrado que los polisacaridos que tienen son los ingredientes
bioactivos y, estos se utilizan como marcadores de control de calidad (Long y Zhang, 2016),

y para el tratamiento de enfermedades.

1.2 El Sargazo

El sargazo tropical y subtropical de praderas marinas poco profundas esta constituido por
una mezcla de macroalgas (algas marinas pardas o cafés que flotan en el océano);
particularmente, el género Sargassum perteneciente a la familia Sargassaceae del orden
Fucales. Estas macroalgas dominantes de las regiones tropicales juegan un papel
importante en la estructuracién de los ecosistemas, a menudo el sargazo se separa de los
arrecifes y forma una capa pelagica que llega a las costas. El género Sargassum se
caracteriza morfolégicamente por ser rizoide, lo que le permite fijarse al sustrato, tienen
muchas hojas’ laterales en forma de talo y diversas vesiculas en forma de esferas que le
ayudan a la flotacion (Figura 1) [Mattio y Payri, 2011; Liu et al., 2012].

Figura 1. Sargassum buxifolium (panel A) y Sargassum fluitans (panel B)

El sargazo en México se ha convertido en un problema de salud publica (por ser capaz de
provocar irritacién de la piel, de los ojos y del tracto respiratorio) ya que al llegar a la playa
el muestra una apariencia parda el alga, ademas de liberar sulfuro de hidrégeno, el cual

produce un mal olor que aleja a las personas de la playa, por esto, representa un problema
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

también de caracter ambiental, mismo que afecta la economia y, por ende, el turismo en la
zona de la peninsula de Yucatan y Quintana Roo. Aunque la llegada de sargazo a la playa
es impredecible, puede durar semanas, meses y en algunos afos llega mas que en otros.
Por ejemplo, a partir del 2011 se incrementd la llegada de sargazo a las costas del caribe
mexicano, pero en 2015 hubo un mayor incremento de la llegada de esta biomasa con
respecto al 2014 (Figura 2) [Van Tussembroek et al., 2017]. Actualmente llegan toneladas
de sargazo en el Caribe Mexicano (Cancun, Puerto Morelos, Isla Mujeres, Tulum y
Mahahual entre otras playas de gran afluencia turistica) por lo que los hoteleros han
solicitado el apoyo federal para retirar este material vegetal.

3. Xahuayxol

N g

| Mwrgrom|
|- Loa |

Figura 2. Aumento de la cantidad de sargazo en el caribe mexicano (afio 2014-2015) [Van
Tussembroek et al., 2017]

1.3 Usos del Sargazo

El sargazo es una biomasa rica en compuestos como vitaminas, carotenoides, fibra,
proteinas y minerales. Algunos metabolitos secundarios aislados de algunas especies de
Sargassum spp son ficocoloides, terpenoides, flavonoides, esteroles, polisacéridos
sulfatados, y polifenoles entre otros [Yende et al., 2014]. Se estima que menos del 20% de
todas las especies de Sargassum identificadas han sido investigadas por sus propiedades

guimicas y farmacoldgicas [Liu et al., 2012]. A manera de ejemplo en la Figura 3 se
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Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

muestran algunos de los metabolitos aislados de Sargassum incisifolium [Nyambe et al.,
2019].

OH

OH G

Figura 3. Metabdlitos aislados de Sargassum incisifolium: acido sargahidroquinoico (1),
acido sargaquinoico (2), fucoxantina (3) y sargaquinal (4), derivado semi-sintético de 4cido

sarganaftoquinoico (5) y acido sargachromenoico (6) [Nyambe et al., 2019].

1.4 Utilidad del Sargazo en la actividad biol6gica

Las algas marinas han sido utilizadas desde hace siglos dentro de la medicina tradicional,
sobre todo en paises como China [Liu et al., 2012]. Particularmente, de algunas especies
de Sargassum se han aislado metabolitos activos como terpenoides, flavonoides, esteroles,
polisacéaridos sulfatados, polifenoles, sargacromenol, acido sargaquinoico y feofitina son
algunos ejemplos. Estos compuestos han mostrado tener actividad antinociceptiva,
antiinflamatoria, hipotensora, antioxidante, antimicrobiana, anticoagulante, antitumoral y
antiviral; efecto fibrinolitico, inmunomodulador, hepatoprotector, y neuroprotector también
ha sido reportado [Yende et al., 2014]. Uno de los compuestos mas prometedores que se
ha aislado de Sargassum fulvellum es la fucoxantina, este compuesto ha demostrado tener
propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas y se ha sugerido para el
tratamiento de la obesidad [D'Orazio et al., 2012]. En la Tabla 1, se muestra una lista de

actividades terapéuticas que se le han atribuido a especies de Sargassum.

5|Pagina



Evaluacion preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

Tabla 1. Actividad bioldgica de algunas especies de Sargassum.

Especie Actividad biol6gica de los | Referencia
extractos
Sargassum thunbergii Antioxidante Kang et al., 2019

Sargassum pallidum

Antioxidante e hipoglucémica

Xiao et al., 2019

Sargassum fluitans Hepatoprotector Quintal-Novelo et al., 2018
Sargassum Antioxidante Lim et al., 2018
serratifolium

Sargassum polycystum | Antibacterial Palanisamy et al., 2018

Sargassum

serratifolium

Antiinflamatorio

Park et al., 2018

Sargassum

stenophyllum

Antitumoral

Dias et al., 2018

Sargassum wightii

Anticancerigena, antimicrobiana

y actividad fotocatalitica

Pugazhendhi et al., 2018

Sargassum

angustifolium

Citotoxica en lineas celulares de

cancer cervical y mama

Vaseghi et al., 2018

Sargassum Actividad inhibitoria moderada | Yende et al., 2014
sagamianum de acetilcolinesterasa

Sargassum Efecto neuroprotector Huang et al., 2017
hemiphyllum

Sargassum crassifolium

Efecto neuroprotector

Yang et al., 2017

1.5 Utilidad

del

Sargazo en

la agricultura

El sargazo también se ha propuesto como una fuente potencial para producir fertilizantes,

en la Tabla 2, se puede observar el contenido de N-P-K (Nitrégeno-Fésforo-Potasio) de

acuerdo a esto, la proporcién de 1:10:3 es adecuada para los cultivos [Williams y Feagin,
2010; Oyesiku y Egunyomi, 2014].
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Tabla 2. Contenido de Nitrégeno-Fosforo-Potasio presente en Sargazo.

Componente Contenido
Nitrégeno 6.3mg/100mg
Fésforo 96.5mg/100g
Potasio 28mg/100g

Compuestos de tipo polisacaridos de alginato aislados del sargazo contribuyen al

crecimiento adecuado crecimiento en cultivos de maiz [Wang et al., 2016].

1.6 Utilidad del Sargazo en la industria cosmética

Algunas especies de sargazo han sido estudiadas con la finalidad de utilizar los extractos
en productos cosméticos. Se conoce que algunas especies tienen propiedades bondadosas
para el cuidado de la piel; por ejemplo, el sargafurano es un compuesto aislado de
Sargassum macrocarpum, con actividad antibacterial y actia sobre bacterias presentes en
el acné [Kamei et al., 2009]. Otros extractos obtenidos de Sargassum polycystum y
Sargassum silquastrum reducen la sintesis de melanina en células de murino y en peces
cebra respectivamente, ambas algas se han propuesto para el tratamiento de pigmentacién
en la piel [Cha etal., 2011; Chan et al., 2011]. Asi mismo, se ha demostrado que el extracto
acuoso de Sargassum glaucescens es util para el cuidado de la piel, ya que tiene actividad
antioxidante y efecto para contrarrestar los dafios causados por radiacibn UVA en
fibroblastos dérmicos y queratinocitos epidérmicos; el extracto fue capaz de suprimir la
produccion de especies reactivas de oxigeno y estimular la viabilidad celular [Zih-yi et al.,
2019].

1.7 Utilidad del Sargazo como alimento

Algunos estudios indican que el sargazo es fuente de minerales, carbohidratos y algunos
aminodcidos esenciales como la isoleucina, leucina, lisina, metionina, cistina, fenilalanina,
tirosina, treonina, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, triptéfano, acido aspartico,
glutamina, glicina, prolina y serina [Castro-Gonzalez et al., 1994; Chen et al., 2005]. En la

tabla 3, se muestra el contenido quimico del alga marina Mucrocystis pynfera.
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Tabla 3. Contenido quimico del alga marina Mucrocystis pynfera

Modificado de Castro-Gonzalez y Carrillo-Dominguez, 1994.

FES
ZARAGOZA
——

Mucrocystis pynfera

Carbohidratos 46.27
Isoleucina 3.20
Leucina 5.76
Lisina 5.05
Metionina 2.05
Cisteina 3.15

Fenilalanina
Tirosina
Serina

Valina

Arginina

Histidina

3.78
2.68
4.44
4.45

3.82

1.30

Alanina
Prolina
Triptofano
Acido
aspartico
Acido
glutamico

Glicina

11.47
3.73
0.99
10.04

13.83

4.83

" Contenido de aminoéacidos y carbohidratos en el alga marina Mucrocystis pynfera

recolectada en verano (g/100 g de proteina).

Asi mismo, en la tabla 4, se muestra a manera de ejemplo el contenido bromatoldgico de

Sargassum filipendula, este tipo de algas tienen un alto contenido de hierro y fibra; la mayor

parte de sus polisacéaridos estructurales y de reserva incluyen alginatos, furanos y celulosa

[Sierra-Vélez y Alvarez-Ledn, 2009].

Tabla 4. Contenido bromatolégico de S. filipéndula

Modificado de Sierra-Vélez y Alvarez-Ledn, 20009.

Sargassum filipéndula

Humedad
Materia seca

Nitrégeno

Proteina bruta
Hierro*

Cobre*

125
87.5
1.44

9.0
28.84
3.57

Fibra bruta
Grasa Total
Cenizas
totales
Fosforo

Zinc*

48.95
0.15
38.06

0.05
11.67

Calcio
Magnesio

Potasio

Sodio
Manganeso*

5.71
1.02
2.9

0.15
49.35

Resultados en base seca. Concentraciones expresadas en % *expresado en ppm

De acuerdo a su composicion bromatoldgica se ha propuesto que el sargazo puede ser de

utilidad como alimento para algunas especies animales. Por ejemplo, la harina preparada

con Sargassum spp mejora la tasa de crecimiento del camarén blanco (Litopenaeus
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vannamei) y café (Farfantepenaeus californiensis) debido al alto contenido de potasio,
sodio, magnesio, calcio, trazas de hierro, cobre y zinc, ademas de contener carbohidratos,
vitamina C y retinol [Casas-Valdez et al., 2006]. Incluso contribuye a mejorar la respuesta
inmune de Litopenaeus vannamei [Chen et al., 2015; Shi et al.,, 2018] y reduce su
concentracion de colesterol [Casas-Valdez et al., 2006]. La harina de Sargassum spp
también ha sido empleada como suplemento en dietas para gallinas, mejorando la calidad
del huevo y disminuyendo el contenido de colesterol [Sierra-Vélez y Alvarez-Le6n, 2009].
El sargazo, también se utiliz6 de forma experimental en la alimentacion de ovejas,
obteniendo buenos resultados a nivel metabolico [Sierra-Vélez y Alvarez-Leon, 2009;
Casas-Valdez et al., 2006a] y se ha propuesto como una alternativa para la elaboracion de

forraje para cabras [Casas-Valdez et al., 2006].

1.8 Investigacién del Sargazo en México

Actualmente, el uso del Sargassum en México es un tema politico y econdmico mas que
cientifico. Aunque se sabe que el Sargassum se podria considerar como una fuente para
la extraccion de alginatos, la falta de un disefio industrial, el costo internacional de los
alginatos, las politicas para otorgar las concesiones de los mantos de algas explotables y
el papel de los inversionistas han limitado la produccién de alginatos a nivel comercial en
México [Herndndez-Carmona et al., 2012]. A continuaciéon, se presenta algunas
investigaciones efectuadas para darle uso a este recurso natural que se esta
desperdiciando en las costas mexicanas y que pueda aportar un posible beneficio a la

poblacion.

Considerando las propiedades bromatolégicas del Sargassum spp, se ha propuesto utilizar
harina de Sargassum para la elaboracion de galletas, debido a que tienen mayor contenido
mineral (3.2 veces) y en fibra (2.7 veces), comparada con la harina de trigo [Velasco-
Gonzalez et al., 2013]. También se ha propuesto el uso del Sargassum spp como forraje
suplementario para ganado vacuno debido a sus altas concentraciones de carbohidratos,
minerales y lipidos que pueden ayudar a satisfacer los requerimientos de mantenimiento de
éstos animales, especialmente cuando no hay disponibilidad de gramineas en temporada
de sequia en Baja California [Vega-Villasante et al., 2006; Gojon Baez et al., 1998]. Sin
embargo, no se ha impulsado mucho el uso del sargazo en el area de alimentos debido a
gue algunas especies como Sargassum fusiforme presentan altas concentraciones de

arsénico [Yokoi y Konomi 2012]
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En el &mbito farmacolégico, son minimas las investigaciones que se han desarrollado sobre
las especies Sargassum. Algunos estudios son los siguientes; el extracto etandlico de
Sargassum horridum tiene la capacidad de revertir la resistencia a antibiéticos en contra de
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes [Mufioz-Ochoa et al., 2010]. De esta
especie de Sargassum se aisl6 el fucosterol, un compuesto con actividad para inhibir a la
acetilcolinesterasa [Castro-Silva et al., 2018]. Otra especie que se ha estudiado es
Sargassum fluitans, el extracto etandlico tiene propiedades hepatoprotectoras, inhibiendo
la inflamacion y fibrosis en ratones [Quintal-Novelo et al., 2018].

1.9 Generalidades de la ansiedad

La ansiedad es un estado emocional negativo frecuente que se caracteriza por sentimientos
de preocupacion y aprension, y que se acompafia de manifestaciones somaticas, cognitivas
y conductuales especificas. La ansiedad se puede distinguir del miedo en que es un estado
inespecifico de mayor conciencia y aprension, mientras que el miedo se dirige a una
amenaza identificada especifica. Es comun asociar la angustia con la ansiedad, Joseph
Lévy-Valensi, definio a la ansiedad, "Ansiété", como un oscuro y angustiante sentimiento
de expectativa e incluye los aspectos psicoldgicos y cognitivos de la preocupacién. Por el
contrario, la angustia, "angoisse", la definié como la experiencia que afecta a los musculos
de todos los sistemas: espasmo bronquial, dificultad para respirar, calambres intestinales,

vaginismo, urinaria urgencia, pseudoangina de pecho, dolor de cabeza (Crocq, 2015).

La ansiedad es parte del repertorio conductual normal y es valiosa como mecanismo de
defensa para aumentar la conciencia y la capacidad de respuesta para enfrentar situaciones
nuevas. No obstante, cuando es excesivamente grave o frecuente o aparece en contextos
inadecuados, puede interferir en el funcionamiento normal y por tanto puede considerarse
patolégico (Mula, 2016). El limite entre la ansiedad "normal" y la ansiedad "patoldgica" no
es facil de definir y puede variar entre los individuos en funcion de los rasgos de
personalidad o, en particular, en funcién de lo que se ha descrito como un "estilo cognitivo
propenso a la ansiedad" (Uhlenhuth et al., 2002; Ganellen et al., 1986; Starcevic et al.,
2012).

Muchas regiones del cerebro parecen estar involucradas en el reconocimiento y la
regulacién de estimulos emocionales negativos y en la generacion de respuestas

cognitivas, conductuales o somaticas a estos estimulos. No obstante, un conjunto de
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estructuras limbicas parece ser fundamental para la regulacién de las emociones negativas.
En particular, la amigdala, nacleos situados en los lI6bulos temporales medianos, parece
jugar un papel crucial. A través de la investigacién en animales de experimentacion se ha
establecido un circuito neuronal. Aunque los datos de las imagenes funcionales son
consistentes con este modelo, debe tenerse en cuenta que estas vias no se han

demostrado de manera concluyente en el cerebro humano.

En los seres humanos, las lesiones bilaterales de la amigdala se han asociado con
deficiencias en el reconocimiento de las expresiones faciales de miedo y otras emociones
negativas. Los pacientes con trastornos de ansiedad parecen activar la amigdala en
respuesta a un estimulo dado, el reconocimiento de que la activacion de la amigdala esta
vinculada a la ansiedad, los tratamientos con la terapia cognitivo-conductual conduce a la

extincién de esta hiperactivacion de la amigdala (Straube et al., 2006).

La amigdala estd compuesta por varios nucleos distintos uno de ellos es el complejo
amigdala basolateral (BLA) y el complejo amigdala centromedial, en particular el nicleo
central (CeA). ElI BLA recibe informacion entrante sobre sefiales emocionales
potencialmente negativas del tAlamo y la corteza de asociacion sensorial (Figura 1). EI BLA
activa el CeA directamente a través de una via glutamatérgica excitadora, asi como
interneuronas GABAGérgicas inhibitorias, las neuronas intercaladas, que se encuentran
entre el BLA y el CeA y ejercen una influencia inhibidora sobre este Gltimo. Las neuronas
inhibidoras GABAérgicas se proyectan desde el CeA hasta el hipotdlamo y el tronco
encefélico; La activacién de estas neuronas conduce a las manifestaciones soméaticas de
ansiedad. Ademas del papel de la amigdala en la regulacion de la ansiedad, las areas del
prosencéfalo como la corteza prefrontal medial (CPF) y la corteza cingulada anterior
también parecen desempenfar un papel importante. Estas areas corticales reciben y envian
proyecciones glutamatérgicas excitadoras hacia y desde el BLA, y se activan

concomitantemente con la amigdala durante la presentacion de estimulos emocionales.

La neurotransmision GABAérgica en la amigdala es un candidato prometedor para la
modulacion de las respuestas relacionadas con la ansiedad. Varias lineas de investigacion
en animales de experimentacion han proporcionado evidencia de un papel importante de la
neurotransmisiéon GABAérgica en la amigdala en la modulacién de los comportamientos

relacionados con la ansiedad. Por ejemplo, las infusiones de GABA o agonistas del receptor
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de GABA en la amigdala disminuyen las medidas de miedo y ansiedad en varias especies
animales, mientras que las infusiones de antagonistas de GABA tienden a tener efectos
ansiogénicos (Sanders et al., 1995; Barbalho et al., 2009). Asimismo, la desactivacion
selectiva de la expresion de la enzima sintética GABA &acido glutamico, la descarboxilasa
en la amigdala conduce a la pérdida de la respuesta ansiolitica a las benzodiazepinas. En
humanos, la administracion de benzodiazepinas atenla la activacion de la amigdala en

presencia de estimulos emocionales negativos.

Como se describié anteriormente, las neuronas intercaladas GABAérgicas que se
encuentran completamente dentro de la amigdala regulan la activacion de la CeA por la
BLA. Ademas, estas neuronas también son un objetivo principal de la proyeccién
glutamatérgica excitadora de la CPF a la amigdala y hacen numerosos contactos
monosindpticos entre diferentes grupos de neuronas intercaladas (Busti et al., 2011). Estas
neuronas poseen una conductancia de potasio que se desactiva lentamente, lo que confiere
ellos tienen la capacidad de modificar su patron de activacion en respuesta a cambios en
la actividad general dentro de la amigdala (Pinto et al., 2008). Estas neuronas GABAérgicas
estan, por lo tanto, bien ubicadas para desempefiar un papel modulador clave en la entrada

de informacion relacionada con la ansiedad en la amigdala (Marowsky et al., 2005).

GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central (SNC) y se
ha estimado que al menos un tercio de todas las neuronas del SNC utilizan GABA como su
neurotransmisor principal. La inhibicion GABAérgica es esencial para mantener un equilibrio
entre la excitacion y la inhibicion neuronal, para tener un estricto control temporal y espacial
de la sefalizacion trans-sinaptica, la modulacion temporal de la excitabilidad neuronal y
para mantener las actividades oscilatorias de "marcapasos” en numerosas regiones del
cerebro. La mayoria de las neuronas que contienen GABA son interneuronas, que controlan
la excitabilidad de los circuitos locales dentro de un cerebro determinado, el tAlamo y la
corteza son algunas vias de proyeccion principales GABAérgicas (Klausberger y Somogyi,
2008).

La inhibicién neuronal por GABA estd mediada por dos clases distintas de receptores
GABA. Los receptores ionotrépicos GABAA son canales de cloruro regulados por ligando
de accién rapida responsables de la inhibicién rapida, (Sieghart et al., 2006) mientras que

los receptores metabotropicos GABAg se acoplan indirectamente a través de proteinas G a
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los canales de calcio o potasio para producir respuestas inhibitorias lentas y prolongadas
(Bowery, 2010).

La activacion de los receptores GABAa provoca un aumento inmediato y sustancial de la
conductancia del ion cloruro a través de la membrana celular, lo que hace que la neurona
no pueda aumentar su potencial de accién y conduce a una inhibicion "fasica" de la neurona.
Las concentraciones bajas (submicromolares) de GABA en el espacio extracelular puede
activar persistentemente los receptores extrasinapticos GABAa para generar un estado
inhibidor persistente o "ténico", por el cual la neurona respondera menos a los estimulos

excitadores (Mody y Pearce, 2004).

El receptor GABAA es un heterooligdmero compuesto por cinco subunidades de proteinas
gue atraviesan la membrana neuronal (formando un cilindro), la activacion del receptor por
GABA provoca un cambio conformacional en las subunidades proteicas que conduce a la
creacion transitoria de un poro a lo largo del eje del cilindro a través del cual, los iones
cloruro pueden fluir de un lado de la membrana a otro. Las subunidades de proteinas que
componen el receptor GABAA pueden agruparse en diferentes familias en funcién de su
secuencia de aminoacidos. La mayoria de los receptores GABAx en el SNC estan
compuestos por dos subunidades a, dos subunidades B y una subunidad y. Otras familias
incluyen las subunidades 0, € y 1T, que sustituyen a la subunidad y en ciertos tipos de
células, la subunidad 6, que puede sustituir a la subunidad (3, y la subunidad p, expresada
predominantemente en la retina, que forma homo- receptores oligoméricos GABAa
(Sieghart et al., 2002).

Los trastornos de ansiedad se encuentran entre los trastornos psiquiatricos incapacitantes
mas prevalentes en todo el mundo. La investigaciébn basica ha proporcionado
conocimientos criticos sobre el mecanismo que regula el comportamiento del miedo en los
animales y se han desarrollado una serie de modelos animales para seleccionar
compuestos en busca de propiedades ansioliticas. A pesar de este progreso, en mas de
dos décadas no ha salido al mercado ningln agente mecanicamente nuevo para el

tratamiento de la ansiedad. (Locke et al., 2015).

La ansiedad, esta casi siempre relacionada directamente a la depresion, la depresion cada
vez se vuelve un mas peligrosa para la salud fisica y mental de los humanos, la OMS en el

afio 2017 predecia que para el aflo 2020 seria una de las causas de muerte poco comunes
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y de discapacidad, y pese a que se cuenta con tratamientos farmacolégicos, no se
descartan tratamientos alternativos, como los que ofrece la Medicina Tradicional China
(MTC), de forma natural (Zhang y Tian, 2017).

Los trastornos de ansiedad tienen una comorbilidad psiquiatrica en pacientes con epilepsia,
mismo que afecta tanto el prondstico como la calidad de vida, desde una perspectiva
neurobiol6gica, y gracias a los modelos de este tipo, se puede conocer que la existe una
red extensa anatémica del cerebro con la amigdala como centro, la amigdala es de
importancia ya que es determinante en la experiencia de miedo, la activacion de forma
espontanea de estos circuitos del miedo es la hipotesis mas podria explicar los sintomas
en los trastornos de ansiedad, en dicho proceso, las neuronas tienen un papel fundamental,
ya que el estallido tipico de las neuronas epilépticas, y esto explica por qué los tratamientos
gue son utilizados para epilepsia, son de igual forma efectivos para el tratamiento de la
ansiedad (Mula et al., 2007)

1.10 Generalidades de la epilepsia

La Liga Internacional contra la Epilepsia, redefinio la epilepsia como una "enfermedad" y no
como un "trastorno” (Fisher et al., 2014). Es una de las enfermedades mas comunes del
Sistema Nervioso Central (SNC), el término "enfermedad" enfatiza mejor a los pacientes,
médicos y sociedad la importancia y el impacto de la epilepsia, como el que tienen otras

enfermedades (Falco-Walter, et al., 2018).

La clasificacion de las convulsiones ha ido cambiando a lo largo de los afios, desde 1981,
cuando se dividieron en parciales o generalizadas, para posteriormente las convulsiones
parciales definirse como epilépticas, siguiendo con la clasificacibn se introdujeron
clasificaciones que involucraban sintomas y o activaciones especificas, dado que esto fue
en la década de los 80’s se tuvo un avance en tecnologia e investigaciones, por lo cual,
actualmente se cuenta con una clasificacion actualizada (Figura 4), mucho mas amplia y

atil para el tratamiento de estas crisis.
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Figura 4. Clasificacion de las crisis de epilepsia (Modificado de Pack, 2019).

La epilepsia se caracteriza ampliamente por una excitabilidad neuronal aberrante. La
sefializacion neuronal normal requiere una orquesta compleja de eventos presinapticos y
postsindpticos mediados por vias de sefializacion intracelular y expresién génica. Tales
cambios a corto y largo plazo pueden ocurrir simultdneamente y por separado, de manera
dependiente e independiente. Sin embargo, la sefalizacién normal falla en condiciones

patoldgicas, como la epilepsia. La actividad celular y de red aberrante resultante produce
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un cambio en la conectividad y la sincronicidad que contribuye a la progresion de la

enfermedad.

En la epilepsia, la actividad de la red asincronica crénica induce descargas neuronales
extrafias y alteraciones patolégicas en la sefializaciéon que pueden surgir de multiples vias.
Un factor que esta muy implicado en gran parte de la sefalizacion aberrante y la patologia

resultante de la epilepsia es el neurotransmisor glutamato.

El glutamato es el neurotransmisor excitador predominante del cerebro de los mamiferos
adultos y es fundamental para la ejecucidon normal de numerosos procesos. La liberacion
presinaptica de glutamato dependiente del calcio en la hendidura sinaptica es impulsada en
respuesta a la despolarizaciéon neuronal. El glutamato, como el neurotransmisor inhibidor
del &cido y-aminobutirico (GABA), media sus efectos excitadores a través de varias
subclases de receptores ionotropicos y metabotropicos. De los receptores de glutamato
jonotropicos postsindpticos, los receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) son fundamentales para la neurotransmision excitadora rapida,
mientras que los receptores de N-metil-d-aspartato (NMDA) median gran parte de los
potenciales excitadores postsinapticos lentos esenciales para el procesamiento de la
informacion global. El glutamato también puede interactuar con un receptor de glutamato
ionotrépico adicional, el receptor de kainato (KA). El receptor KA tiene un papel menos
claramente entendido en la sefializacion neuronal que puede incluir tanto la modulacion pre
y postsinaptica de la neurotransmision excitadora (Contractor et al., 2000; Lermay Marques
2013). El efecto del glutamato sobre estos subtipos de receptores estimula asi una serie de
eventos presinapticos y postsinapticos, todos los cuales subyacen a la actividad neuronal

normal y anormal.

La mayor parte de la transmision sinaptica excitadora rapida se produce a través de la
regulacién presinaptica de la liberaciéon de glutamato o mediante el fortalecimiento o
debilitamiento postsinaptico de las conexiones neuronales en las sinapsis a través de
cambios en la localizacion del receptor AMPA. El ciclo del receptor AMPA sinapticos
promueve la potenciacion a largo plazo y la depresion a largo plazo (Anggono y Huganir
2012). Ademas, la plasticidad homeostatica facilita las respuestas plasticas de larga
duracién a las modificaciones subcelulares en la transmisién sinaptica sin alteraciones a

gran escala en la conectividad regional (Turrigiano 2007, 2012). La actividad del circuito
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neuronal y la actividad sinaptica pasada en las sinapsis individuales regulan el nimero, la
localizacién sinaptica (externalizada o internalizada) y la compasicion de subunidades de
los receptores AMPA. Por lo tanto, las neuronas pueden fortalecer o debilitar su respuesta
a la entrada de excitacion. Los cambios en la fuerza sinaptica relativa ciertamente
contribuyen a cambios a largo plazo en los neurocircuitos del cerebro. La remodelacién
sinaptica contribuye en Ultima instancia a la desestabilizacién neuronal, debido a la facilidad
aumentada o disminuida con la que una neurona postsinaptica puede despolarizarse por
entrada presinaptica. Por esta razon, la actividad neuronal aberrante como se ve dentro de
una red epiléptica probablemente conduce a un recableado a largo plazo dentro de las
redes neuronales, un efecto que contribuye a la hiperexcitabilidad de la red asociada con la
epilepsia (Chen et al., 1999; Leite et al., 2005).

Para contrarrestar estos cambios rapidos y desestabilizadores en las espinas individuales,
las neuronas también experimentan plasticidad homeostatica, que puede estabilizar la
actividad a nivel de neurona individual y también a nivel de circuito (Anggono y Huganir
2012), efectos que ayudan a mantener un "punto de ajuste" especifico (Turrigiano 2012).
Cuando la actividad neuronal o del circuito se desvia de este punto de ajuste, responden
de una manera que intenta restaurar la actividad y reducir la excitabilidad. En la epilepsia,
la actividad repetida de la red desincrénica puede modificar el "punto de ajuste” del circuito,
como se observa dentro del microcircuito corteza entorrinal-hipocampo (Coulter et al.,
2011). Mecéanicamente, la actividad sinaptica extrafia da como resultado un aumento del
calcio intracelular, la transcripcién de genes y la activacion de las quinasas de sefializacion
(Seeburg et al. 2008; Goold y Nicoll 2010). En conjunto, estos cambios probablemente
contribuyan a las caracteristicas distintivas de la epilepsia del I6bulo temporal, incluida la
pérdida neuronal, la gliosis y el brote de fibras musgosas (Leite et al., 2005). Estos cambios
también pueden cambiar el grado de acumulacion del receptor AMPA inducida por la
actividad en las sinapsis (Seeburg et al., 2008), lo que podria dar lugar a una mayor
eficiencia sinaptica o contribuir a una mayor liberaciéon de glutamato aberrante. De hecho,
la expresion del receptor AMPA que contiene GIuA2 impermeable al calcio aumenta en la
corteza cerebral de rata después del estado epiléptico inducido por pilocarpina (Russo et
al., 2013), lo que demuestra un cambio potencial a largo plazo en la neuroplasticidad que
puede contribuir a la neuroproteccidon contra la neurotoxicidad inducida. Con la

hiperactividad de red observada de la epilepsia, el cambio de punto de ajuste resultante
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puede ser la base de modificaciones a largo plazo en la conectividad neuronal y los circuitos

para contribuir a la ictogénesis y la epileptogénesis.

La evidencia del papel del glutamato en las convulsiones y la epileptogénesis se encuentra
en modelos animales y humanos durante la estimulacién eléctrica. Por ejemplo, la epilepsia
inducida por dosis elevadas de agentes nerviosos subletales a letales se asocia con una
acumulacién excesiva de acetilcolina y un reclutamiento secundario de sefializacion
glutamatérgica excitadora (Lallement et al. 1991). La liberacion de glutamato inducida por
un estatus epiléptico provoca una sobreestimulaciéon de los receptores de glutamato,
incluidos los NMDAR, actividad convulsiva sostenida a largo plazo y desarrollo de dafio
cerebral inducido por convulsiones (McDonough y Shih 1997; Dorandeu et al. 2013a). Con
estatus epiléptico prolongado, los receptores GABA se internalizan y los NMDAR migran a
las sinapsis neuronales (Wasterlain y Chen 2008; Naylor et al., 2013; Wasterlain et al.,
2013), todos los efectos que conducen a una inhibicién e hiperexcitabilidad reducidas. Estos
cambios inducidos por SE en la localizacién del receptor destacan por qué los farmacos
que se dirigen a la neurotransmision GABAérgica probablemente no supriman las
convulsiones asociadas con SE sostenida, mientras que el tratamiento con antagonistas de
NMDAR en combinacién con agonistas de GABA y otros agentes a menudo puede atenuar

con éxito el SE experimental.

Los antagonistas de NMDAR como MK-801 o ketamina pueden suprimir las convulsiones y
ser neuroprotectores después de una estimulacion eléctrica prolongada (Dorandeu et al.
2013a, b). Por tanto, la modulacion de la sefializacion glutamatérgica a nivel del receptor
NMDA juega un papel critico en la mitigacion del dafio inducido por el estatus epiléptico. Se
reconoce ampliamente que el dafio extenso asociado con la estimulacién eléctrica
prolongada representa un riesgo para el desarrollo de epilepsia. La remodelacién a largo
plazo de la conectividad sinaptica y la morfologia dendritica mediada por el receptor NMDA
puede contribuir a la aparicion de convulsiones recurrentes espontaneas. Las subunidades
del receptor NMDA experimentan modificaciones postranscripcionales y cambios
epigenéticos en respuesta a estatus epiléptico (Ryley Parrish et al., 2013), efectos que
contribuyen a cambios duraderos en la conectividad del circuito. Por estas razones, dirigirse
especificamente al sistema glutamatérgico con antagonistas del receptor NMDA puede
prevenir eficazmente la epileptogénesis después del estatus epiléptico (Osterweil et al.,

2013). Ademas, la inhibicion del micro ARN-134 especifico del cerebro, que participa en los
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procesos necesarios para la remodelacién de la columna dependiente del receptor NMDA
(Schratt et al.,, 2006), puede prevenir convulsiones recurrentes espontaneas meses

después de la estimulacion eléctrica.

El tratamiento para estas enfermedades del Sistema Nervioso Central, son generalmente
de caréacter farmacolégico. Las benzodiazepinas, incluidos el diazepam y el midazolam, son
la base del tratamiento para las emergencias convulsivas, incluidas las convulsiones
agudas repetitivas (Rogawski y Heller, 2019). Estos son eficaces para reducir la ansiedad
y existe una relacién dosis-respuesta asociada a la tolerancia, sedacién, confusién y
aumento de la mortalidad (Locke et al., 2015). La medicina tradicional a base de hierbas
juega un papel importante en el tratamiento de la epilepsia, aunque la medicina herbolaria
se usa ampliamente en el tratamiento antiepiléptico, hay una falta de evidencia sélida sobre

la eficacia y toxicidad de la mayoria de las plantas medicinales (Liu y Ge, 2017).

Los farmacos antiepilépticos (FAE) no suelen clasificarse en categorias por su mecanismo
de accidn, sino por su accion a nivel molecular, ya que actualmente se conoce que es mas
de uno. Entre los posibles, se encuentra la potenciacion de la inhibicion GABAérgica y la
modulacion de los canales de calcio son probablemente los que pueden ser valiosos porque
gue se relaciona la fisiopatologia de la ansiedad. La subunidad GABAA del receptor GABA,
es la encargada de regular la excitabilidad y los cambios repentinos en la excitacion que

producen el miedo, la ansiedad, el panico y la respuesta aguda al estrés.

Para esto, existen los farmacos que estimulan el GABAA y se acoplan a los receptores,
como las benzodiacepinas que tienen efectos ansioliticos y los barbitdricos que tienen
efectos anticonvulsivos, a través de la reduccion mediada por GABAA de excitabilidad

neuronal (Mula et al., 2007)

Los receptores GABA se componen de proteinas unidas a la membrana que se pueden
dividir en dos subtipos. Los receptores GABA A de caracter ionotropico y se forma a partir
de cinco subunidades (Figura 1), estas forman un canal de cloruro integral. Son los
receptores GABA A en su mayoria responsables de la neurotransmision de caracter
inhibitorio en el sistema nervioso central y los receptores GABA B, de caracter
metabotrépico, formados por péptidos individuales, su mecanismo de transduccion de

sefales se basa en el acoplamiento con las proteinas G (Olkkola y Ahonen, 2008).
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Figura 5. Estructura general del complejo receptor GABA. A, B, Vista superior y vistas
laterales de la reconstrucciéon 3D del complejo Fab-receptor GABA, por subunidad. a1,

verde; B2, azul; y2, magenta; Fab, gris. (Modificado de Zhu-Noviello, 2018).

La evidencia de estudios clinicos indica que el receptor GABA tiene un importante papel en
el mecanismo vy el tratamiento de la epilepsia, Las convulsiones epilépticas pueden estar
relacionadas con las descargas eléctricas transitorias de forma explosiva en el cerebro que
resultan de demasiada excitacion o muy poca inhibicién en la zona en la que la descarga
anormal empieza. De acuerdo a estudios, los agonistas de GABA suprimen las

convulsiones, y los antagonistas de GABA producen convulsiones (Treiman, 2001).
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2 Planteamiento del problema
El sargazo proveniente del Atlantico Sur, se ha convertido en un problema principalmente
para la zona de la Riviera maya, ya que llegan en toneladas anuales a las costas de la
peninsula de Yucatan y Quintana Roo. Actualmente el gobierno mexicano, ha invertido
recursos para mitigar el problema, ya que, al presentarse este problema, representa un
desincentivo para los visitantes tanto nacionales, como extranjeros de estos lugares y
playas mexicanas. Hoy en dia en paises como Cuba, China, Filipinas, Jap6n, Colombia
etc., se genera investigacion cientifica para darle utilidad al sargazo en diferentes &reas,
mientras que en México solo es retirado de las costas y no se le ha dado mucha utilidad,
aunque si ha despertado la curiosidad cientifica y actualmente hay proyectos aislados para
generar biodiesel con el alga, construir casas con ladrillos hechos de sargazo, cultivar

hongos y fabricar zapatos y cuadernos.

El presente proyecto tiene como finalidad realizar un cernimiento farmacolégico para
establecer el posible potencial terapéutico de algunas especies de Sargassum como

Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium y asi proponer un uso a este material vegetal.

3 Hipbtesis

Los extractos metandlicos de S. fluitans, y S. buxifolium no son téxicos en el bioensayo de

A. salina y presentan actividad ansiolitica y anticonvulsiva en raton.

4  Objetivos

4.1 Objetivos general

Determinar la toxicidad de los extractos metandlicos de S. fluitans y S. buxifolium en A.

salina y evaluar su actividad ansiolitica y anticonvulsiva en ratén.
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4.2 Objetivos especificos

e Determinar la CLsg de los extractos MeOH de S. fluitans y S. buxifolium mediante un
bioensayo de toxicidad en Artemia salina.
e Establecer el potencial ansiolitico y anticonvulsivo de los extractos MeOH de S.

fluitans y S. buxifolium en modelos farmacolégicos en raton.

5 Metodologia
5.1 Material bioldgico

5.1.1 Colectay clasificacion de especies de Sargassum

La colecta de sargazo se realiz6 mediante buceo en apnea en el puerto de Telchac en el
estado de Yucatan, durante los meses de junio, julio y agosto de 2019. La colecta del
sargazo estuvo dirigida por el Dr. Emmanuel Hernandez Nufiez del CINVESTAYV - Unidad
Mérida. El sargazo se separé en las diferentes algas que lo componen, cada especie fue
guardada en bolsas de plastico contra la luz solar y posteriormente se lavaron con agua y
se liofilizaron. La identificacion taxondmica fue realizada por el Dr. Luis Alberto Rosado de
la Universidad Autbnoma de Yucatan. Para este estudio se seleccionaron dos especies S.

fluitans y S. buxifolium.

5.1.2 Preparacién de los extractos

Para la preparacion de los extractos se colocaron 500 g de cada material vegetal de S.
fluitans y S. buxifolium con 500 mL de metanol (MeOH), se dejaron durante 48 horas y
posteriormente se filtraron. Se concentraron a presiéon reducida en un evaporador rotatorio,
para eliminar el disolvente. Se peso el extracto crudo libre de disolvente y se guard6 para

la evaluacion biologica.
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5.2 Farmacos y reactivos

La cafeina, el pentilentetrazol y el Tween 20 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO); el metanol fue adquirido de Fluka Sigma-Aldrich (St. Louis, MO); Los huevos de
artemia (San Francisco Bay Brand, ASF65031 Brine Shrimp Eggs), el diazepam (Valium,
Laboratorios Roche), la permetrina (Frontline, laboratorios Boehringer Ingelheim), la sal
marina (Comercial), la solucién salina (NaCl 0.9%, laboratorios Pisa), y el pentobarbital

(Pisabental, laboratorios Pisa) se adquirieron de manera comercial.

5.3 Animales

En este proyecto se utilizaron como animales de estudio a la Artemia salina y ratones Swiss-
Webster. Las artemias fueron obtenidas a partir de huevos comerciales y como se indica
en la metodologia del bioensayo de Artemia salina. Los ratones de la cepa Swiss-Webster
fueron hembras de (20-30 g), proporcionados por el bioterio del CINVESTAV sede Sur, los
cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio (libre acceso a agua y alimento,
temperatura controlada 25°C y ciclos de luz/oscuridad de 12 h cada uno). Cada grupo de
evaluacion estuvo formado por 6 ratones y al término de cada experimento los animales se
sacrificaron en una camara de CO.. Todas las pruebas fueron realizadas siguiendo las
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 sobre las
especificaciones técnicas para la produccién cuidado y uso de los animales de laboratorio.
El protocolo fue autorizado por la Secretaria de Investigacién y Posgrado (SIP-20196843)
como parte del programa especial de Proyectos para la Innovacion 2019 en el tema

particular de Tecnologia para la recoleccién o aprovechamiento del sargazo.

5.4 Bioensayo en Artemia salina

La toxicologia es la rama de la farmacologia relacionada con los efectos indeseables de las
sustancias quimicas sobre los sistemas vivos, desde células aisladas hasta seres humanos
0 ecosistemas complejos (Katzung. et al., 2013). Dentro de los ensayos de toxicidad, se
cuenta con nanoensayos, en especies pequefias, que nos permiten determinar la toxicidad

a nivel celular, como lo es la prueba de Artemia salina, el cual es un método rapido,
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conveniente y asequible (Rajabi et al., 2015). El género Artemia sp. Es aceptado como un
modelo confiable, para experimentos de toxicidad aguda, ha sido aceptada por la ISO TS
20787 se ha publicado recientemente para estandarizar la nanotoxicidad (Asadi. et al.,
2019).

Para determinar la Concentracion Letal 50 (CLso) de los extractos metandlicos de S. fluitans
y S. buxifolium se llevé a cabo el cultivo de Artemia salina a partir de huevos liofilizados
(Diagrama 1); se utilizé una pecera dividida en fase oscura y fase luminosa por una rejilla,
con agua de mar preparada artificialmente (16 g de sal marina en 500 mL de agua
embotellada, marca Bonafont®), se colocaron 10 pg de huevos liofilizados en la fase
oscura, y se dejaron 48 horas a 26-28°C en incubacion para obtener los nauplios.
Posteriormente, se tomaron 10 nauplios con ayuda de una pipeta pasteur para colocarlos
en un frasco vial de 5 mL, 3 réplicas por cada concentracion a evaluar, los cuales se
colocaron a exposicion del extracto de S. fluitans y S. buxifolium en concentraciones de 0.1,
1, 10, 100, 300, 1000 y 3000 pg/mL, como control positivo se utiliz6 permetrina en
concentraciones de 0.1, 1, 10, 100, 300, 1000 y 3000 pg/mL, un compuesto altamente toxico
y se realiz6 un blanco de muestra (solucion marina). Después de 24 h de exposicion, se
contaron los nauplios que sobrevivieron y los que murieron, para determinar la CLso se

realizé un andlisis probit (Bustos-Obregon y Vargas, 2010).

Ve ™ N N R
- Exposicion de los
N mcublfc'og dﬁ ;05 : nauplios a los Extractos Conteo de Analisis Probit para la
uevecillos de Artemia métanolicos de artemias determinacion de la
salina (48 h, 30°C) o ; e .
S fluitansy S. buxifolium vivas/muertas Clsp
{1-3000 pg/mL, 24h)

" S

Diagrama 1: Método para la obtenciéon de CLso del extracto metanolico de S. fluitans y S.

buxifolium mediante un bioensayo de Artemia salina.
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Diagrama 2. Bioensayo en Artemia salina.

Cuando se realizan investigaciones cientificas concretas, es necesario eliminar variables
gue puedan interferir, en este proyecto se emplearan farmacos que nos sirven como control
positivo.

Para determinar la toxicidad de los extractos, como control positivo, se empleara
Nitrofurantoina, un nitrofurano antibacteriano que se utiliza especificamente para el
tratamiento de las infecciones urinarias producidas por gérmenes gram-negativos y por
algunos gram-positivo, como mecanismo de accién inhibe la acetil-coenzima A bacteriana,
interfiriendo con el metabolismo de los carbohidratos e impidiendo la formacién de la pared
celular. La actividad antibacteriana de la nitrofurantoina depende de la acidez de la orina.
En general, es bacteriostatica, pero a altas concentraciones puede ser bactericida frente a
determinados microorganismos. Son sensibles a la Nitrofurantoina, los Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Citrobacter, Corynebacterium, Salmonella,
Shigella, Neisseria y Staphylococcus epidermidis. Los Enterobacter y Klebsiella requieren
dosis mas altas y algunas cepas pueden ser resistentes. Se consideran susceptibles a la
nitrofurantoina aquellos gérmenes que son inhibidos por concentraciones de hasta 25
pMg/mL, mientras que son considerados como resistentes aquellos que requieren

concentraciones de 100 pg/mL o mas.
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5.5 Pruebas de conducta exploratoria

5.5.1 Pruebade campo abierto

La prueba de campo abierto es un espacio en donde el ratbn muestra su orientacion
espacial. En este proyecto se utilizd una caja de acrilico transparente (18 x 27 cm), en la
gue la base fue dividida en cuadrantes de 9 x 9 cm (Figura 5). En esta prueba se conté el
namero de cuadros que el ratdn cruza en un periodo de tiempo de 2 minutos, siempre y
cuando el cuerpo del raton pasara mas de la mitad de un cuadro a otro. También se evalué
el nimero de veces que el ratdon apoya ambas patas delanteras en las paredes de la caja,
estas conductas indican que el ratén esta explorando el entorno (Gonzalez-Trujano et al.,
2017).

Figura 6. Prueba de campo abierto. El ratén es colocado en una caja de acrilico dividida en
6 cuadrantes. Se cuenta el nUmero de cuadros recorridos y levantamientos durante 2

minutos.

5.5.2 Prueba de tablero perforado

En esta prueba se colocé el raton en el centro de un tablero perforado abierto (sin paredes
laterales), colocado a 20 cm de altura. El tablero se compone de 9 orificios, de 2cm de

diametro, los cuales se encuentran distribuidos en la base a la misma distancia, en esta
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prueba se cont6 el nimero de veces que el ratén inclina la cabeza a la altura de sus orejas

en el orificio durante 2 minutos (Clark et al., 1971).

Figura 7. Prueba de tablero perforado para determinar el efecto sobre la actividad

exploratoria en ratones. Se cuenta numero de exploraciones durante 2 min.

5.5.3 Pruebadel cilindro de exploracion

Se utilizé un cilindro de acrilico de (23 cm altura x 17.5 cm de diametro), el ratén se coloca
en el centro del cilindro y se cont6é el nimero de veces que el ratbn se apoya en sus
extremidades delanteras en las paredes del cilindro, la conducta se registré durante 5

minutos (Pérez et al., 2017).

Figura 8. Prueba del cilindro de exploracion, se cuenta el nimero de levantamientos del

ratén durante 5 min.
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5.5.4 Disefio experimental de las pruebas de conducta exploratoria

Se formaron 11 grupos de ratones, cada uno con seis animales. Todos los ratones fueron
pesados y administrados por via intraperitoneal considerando 0.1 mL por cada 10 g de

peso.

A un grupo se le administré solucion salina 0.9% como vehiculo, a otro grupo se le
administré diazepam (2 mg/Kg, i.p) y a otro mas, cafeina (10 mg/Kg). Se utiliz6 diazepam
como como un farmaco control inhibitorio y cafeina como farmaco control excitatorio. Los
extractos metandlicos de S. fluitans y S. buxifolium se administraron en dosis crecientes
(30, 100, 300 y 600 mg/Kg, i.p).

Después de la administracion, los ratones pasaron 20 minutos en la caja antes de colocarlos
en la caja de campo abierto, el conteo de los cuadrantes y levantamientos se realizé durante
2 min. Posteriormente, los ratones pasaron al tablero perforado en donde se midié la
conducta exploratoria durante 2 min y luego se pasaron al cilindro de exploracién en donde
se conté en nimero de levantamientos durante 5 min. Es importante mencionar que cada
raton fue evaluado de uno en uno. Se inici6 con el grupo vehiculo, después con el grupo de
diazepam y luego el grupo de cafeina. Una vez que se establecieron las conductas de los
controles se procedi6 a la evaluacién de los extractos iniciando con la dosis de 30 mg/kg
hasta 600 mg/kg. Al finalizar las 3 pruebas los ratones se utilizaron para evaluar la prueba

de convulsiones. En el diagrama 3 se muestra el disefio experimental antes descrito.
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Diagrama 3. Disefio experimental para evaluar la actividad motora en ratones.

5.6 Evaluacion de la actividad sedante-hipnoética

Para la evaluacion de la actividad de sedacion e hipnosis se utilizé la prueba de
potenciacion del efecto de pentobarbital (Aguirre et al., 2007). Los ratones fueron
administrados con solucion salina (0.9%), Diazepam (2 mg/Kg, i.p.) y los extractos S.
fluitans y S. buxifolium (30, 100, 300 y 600 mg/Kg, i.p.), 30 min después se les administro
pentobarbital sédico (42 mg/kg i.p.). Se registraron tres conductas; latencia de sedacion,
cuando el ratbn comenzo a perder la coordinacion motora; latencia de hipnosis, cuando el
ratén perdio el reflejo de enderezamiento y; la duracién de la hipnosis, cuando el ratén logré
enderezarse de nuevo. En la Figura 8, se muestran las fases de sedacion-hipnosis antes

descritas.
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Figura 9. Evaluacion de la actividad sedante-hipnética.

5.7 Evaluacion de la actividad anticonvulsiva

Para medir el efecto anticonvulsivo se utiliz6 como modelo de convulsién la administracion
de Pentilentetrazol (PTZ). Los ratones fueron administrados con solucién salina (0.9%),
Diazepam (1 mg/Kg, i.p) y los extractos de S. fluitans y S. buxifolium (30, 100, 300 y 600
mg/Kg, i.p), 30 minutos después de haber sido administrados los ratones recibieron una
inyeccion de PTZ (90 mg/Kg i.p). Inmediatamente se colocaron en una caja convencional
de acrilico, y se determind la latencia de la primera convulsién clénica (primer movimiento
de oreja/cabeza del ratdn), tonica (rigidez muscular) y muerte. Se consideré un tiempo de
corte de 30 min, es decir, si el animal nho muere en 30 min se sacrifica y se considera que
previene las convulsiones, este tiempo fue establecido con respecto al ensayos previos con
diazepam (Wang, 2014).
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= 1 1
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Registro del tiempo de latencia de las convulsiones
clénicas, tonicas y la muerte durante 30 min

Diagrama 4. Disefio experimental para evaluar la actividad anticonvulsiva en ratones

mediante la administracién de PTZ.

Como farmacos de referencia se utilizé Diazepam, la cual es una benzodiazepina oral y
parenteral de accion prolongada, se usa por via oral para el tratamiento a corto plazo de los
trastornos de ansiedad, como relajante del musculo esquelético. Por via parenteral esta
indicado como un agente contra la ansiedad, como anticonvulsivo, sedante, inductor de una
anestesia complementaria, como tratamiento para la abstinencia de alcohol.
Adicionalmente, posee actividad hipnética, anticonvulsivante, sedante, relajante muscular
y amnésica, las benzodiacepinas como mecanismo de accién actla incrementando la
actividad del acido gamma-aminobutirico (GABA). Un neurotransmisor inhibidor que se

encuentra en el cerebro, al facilitar su union con el receptor GABAérgico.

Para inducir de forma quimica las convulsiones se utilizara pentilentetrazol (PTZ), el cual
es un antagonista no competitivo de los receptores GABA4, la mayoria de las evidencias
indican que el PTZ interacciona con el sitio de unién a picrotoxina en el receptor GABAA
bloqueando el canal de CI. Aunque el efecto del PTZ en el cerebro es inespecifico, se
sugiere que la expresién de las crisis inducidas por este farmaco, este mediada por
estructuras cerebrales como la neocorteza, mientras que la extension tdénica se modula en
regiones del diencéfalo y el tallo cerebral, incluyendo la formacion reticular, el bulbo y la

sustancia gris central (Ramos-Morales, et al., 2012)
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También se utilizé cafeina como farmaco de referencia ya que es un alcaloide que esta
presente en mas de 60 especies de plantas, su estructura molecular pertenece a un grupo
de xantinas trimetiladas con sus compuestos intimamente relacionados: teobromina
(presente en el cacao) y la teofilina (presente en el té). Quimicamente, esos alcaloides se
parecen a las purinas, xantinas y al acido Urico, que son compuestos metabolicamente
importantes, es absorbida por el tracto gastrointestinal de forma rapida y presenta una
biodisponibilidad del 100%, es un estimulante del sistema nervioso central, aumentando el
3,5-AMP-ciclico por la inhibicion de la fosfodiesterasa. Asi aumenta la sensibilidad del
centro respiratorio bulbar al dioxido de carbono, estimula el impulso respiratorio central y
aumenta la contraccibn de la musculatura esquelética, mejorando la contractilidad

diafragmatica. (Tavares-Sakata, 2012).

5.8 Andlisis de Resultados

5.8.1 Calculo de la CLso por el método Probit

El modelo probit es un tipo de regresién donde la variable dependiente puede tomar solo
dos valores, de todo o nada. Especificamente en el bioensayo de Artemia salina estos
valores son de muerte 0 no muerte. La palabra probit es un acrénimo, viene de probabilidad
+ unit (unidad). El propésito del modelo es estimar la probabilidad de que una observacion
con caracteristicas particulares caera en una categoria especifica; Ademas, clasificando las
observaciones basadas en sus probabilidades predichas es un tipo de modelo de

clasificacion binario.

Un modelo probit es una especificacién popular para un modelo de respuesta ordinal o
binario. En donde se emplea una funcién de enlace probit, se suele estimar utilizando el

procedimiento estandar de méaxima verosimilitud, que se denomina una regresion probit.

A continuacién, se muestran los calculos para determinar la concentracién letal 50 (CLsg)

mediante una regresion probit.
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Considerando la viabilidad de artemias en diferentes concentraciones; se tiene que cada
concentracion fue evaluada con varias repeticiones, en donde ri es el nimero de individuos

muertos y ni el nimero total de individuos por cada repeticion.
1.- Calcular Pi, para cada repeticion en el experimento;

i
Pi = —
ni

2.- Con la finalidad de eliminar la participacion del vehiculo, en cada repeticién se tiene un

grupo control y se hace una correccion de acuerdo a la formula de Abbott;

Pi prueba — Pi control

i corregida 1 — Pi control

3.- Posteriormente se hace la correccion de Miller-Tainter, cuando Pi es igual a 0 a la

concentracion mas alta y cuando Pi es igual a 1, a la concentracion mas baja;

_ _ 0.5
Pi corregida = —
ni
) ] ni — 0.5
Pi corregida = ————
ni

4.- Se calculan las unidades probit (Yi), con la formula:
Yi=Zi+5
Donde Zi es el area de acuerdo a la curva normal estandar.

5.- Se realiza una regresion lineal del logaritmo de la concentracion (Xi) vs Yi. Se calcula la
pendiente (B) y la ordenada al origen (a) y procedemos a calcular la CLso con la siguiente
formula:
5-a
CLsg =10 B

Adicionalmente se pueden establecer los limites de confianza calculando la CLgs y la CLs,

con las siguientes formulas:
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5.99—a
CLgy =10 P

4.01-a
CL16 = 10 B

Se determina la desviacion estandar (S) con la siguiente formula:

Clgy — CL
g = 84-2 16

Y el Error Estandar de la Media (EEM):

2S

EEM =
V2 N’

Donde N’ es el nimero de unidades experimentales entre Pi=0.07 y Pi=0.93

Finalmente se establece el valor de t de la prueba estadistica T de Student para calcular

los limites de confianza inferior y superior:
t(@=0.05.g1=N-2)

LIC= Limite inferior confiable

LIC = CLsg — (t(a=0.05,g1=N-2) * EEM)
LSC= Limite superior confiable

LSC = CLsg + (t(a=0.05,g1=n-2) * EEM)
Entonces se puede reportar la CLso 0 el intervalo de confianza 95 (ICgs):
CEso= CLso £ EEM mg/mL

ICg5= (LIC — LSC) mg/mL

34| Pagina



Evaluacién preclinica del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de Sargassum fluitans y Sargassum buxifolium

L

FES

ZARAGOZA

5.8.2 Andlisis de pruebas conductuales

Todos los datos obtenidos se expresan como el promedio de 6 animales * el error estandar
medio (e.e.m.). Para determinar diferencias estadisticas significativas se utilizé6 un analisis
de varianza (ANOVA, una via), para verificar la normalidad de los grupos. Posteriormente,

se utilizé una prueba post-hoc de prueba de Dunnett.

6 Resultados

6.1 Bioensayo de Artemia salina

En el bioensayo de Artemia salina se determing la letalidad de los extractos metandlicos de
S. buxifolium y S. fluitans a diferentes concentraciones logaritmicas (0.1 pg/mL a 3000
pg/mL). Como control positivo se utilizé como farmaco de referencia a la permetrina (0.01
pg/mL a 3000 pug/mL). En el apartado 5.8 Analisis de resultados, se describe el método por
el cual se establecié la CLso. La permetrina es un compuesto altamente téxico, se determin6
su CLso y fue de 0.15686933 ug/mL. En el caso de los extractos evaluados ninguno de éstos

presento toxicidad, por lo que se clasificaron sin toxicidad.
6.2 Evaluacion de la actividad motora

6.2.1 Prueba de campo abierto

En la prueba de campo abierto se registré el nimero de plazas exploradas de cada ratén
durante un periodo de 2 minutos. Los ratones fueron administrados con el vehiculo (solucion
salina 0.9%, i.p.), diazepam (2 mg/kg, i.p.) y cafeina (10 mg/kg, i.p.). En el panel A de la
figura 9, se observa que la administracion de diazepam disminuye 69.29% el nimero de
cuadros explorados y la administracion de cafeina los incrementa 20.08%, en ambos casos
la diferencia con respecto al vehiculo es estadisticamente significativa (ANOVA, una via y
post hoc de Dunnett). Esto se debe a que diazepam es un farmaco depresor del SNC y

cafeina es un estimulante del SNC.

Cuando se administré el extracto metandlico de S. buxifolium (30-600 mg/kg, i.p.) a los
ratones, éstos mostraron una disminucion gradual del nUmero de cuadros explorados, a la

dosis de 100 mg/kg se observd una diferencia estadisticamente significativa con respecto
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al vehiculo. La movilidad entre los cuadros explorados disminuy6 hasta 77% con la dosis

de 600 mg/kg con respecto al vehiculo (Figura 9A).

En el caso del extracto S. fluitans se observa en la figura 10A un efecto dependiente de la
concentracion obteniéndose una inhibicién del nimero de cuadros explorados hasta de
71.66% con la dosis de 600 mg/kg con respecto al vehiculo (ANOVA, una viay post hoc de

Dunnett).

6.2.2 Levantamientos en caja de exploracion

En la prueba de campo abierto, ademas de contar el numero de cuadros, también se evalu6
el numero de levantamientos que el raton realiza mientras explora la caja de acrilico. En el
panel B de la figura 8 se observa que después de administrar diazepam (2 mg/kg, i.p.) hay
una disminucion estadisticamente significativa del niumero de levantamientos, estos
decrecen hasta 87.43%, con respecto al vehiculo. Cuando se administr6 cafeina se observo
un incremento en el nimero de levantamientos y aunque no se encontr6 una diferencia

estadistica con respecto al vehiculo si se pudo observar un incremento de la conducta.

La administracion de S. buxifolium (30-600 mg/kg, i.p.) generd una disminucion dependiente
de la dosis del numero de levantamientos, a partir de la dosis de 100 mg/kg se observa
diferencia estadistica significativa (P < 0.01) y el maximo efecto obtenido fue una reduccion
77.97 % con la dosis de 600 mg/kg.

En el panel B de la figura 10 se observa una disminucién del nimero de levantamientos
cuando se administré S. fluitans, a partir de la dosis de 30 mg/kg se observo un 22.82% de
disminucion. Y a la dosis mas alta evaluada de 600 mg/kg se presentd en un 88.99% de
disminucion de la actividad, en todos los casos hubo una diferencia estadisticamente

significativa con respecto al vehiculo (P < 0.01).

6.2.3 Pruebade tablero perforado

En la prueba de tablero perforado, se cuantificé el nimero de veces que los ratones

exploran las perforaciones, inclinando su cabeza hacia el fondo del orificio del tablero. La
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administracién de diazepam (2 mg/kg, i.p.) disminuy6 el nimero de exploraciones del ratén
en un 75.63% con respecto al vehiculo, este valor fue estadisticamente significativo.
Cuando se administrd cafeina no se pudo observar diferencia estadistica con respecto al

vehiculo.

La administracion del extracto metandlico de S. buxifolium en los ratones no disminuyo el
namero de observaciones en el tablero hasta las dosis méas altas evaluadas; asi, la dosis
de 300 mg/kg disminuyo en 49.63% y la dosis de 600 mg/kg un 66.9% (Figura 9C).

En la Figura 10C se muestra que cuando se administré el extracto S. fluitans en los ratones
se observo una disminucién desde la dosis de 30 mg/kg, en la dosis de 300 mg/kg se ve el
efecto maximo (disminuyendo un 80.32%) un efecto similar al que genera diazepam
(disminucién del 75.59%).

6.2.4 Prueba del cilindro de exploracion

Se utilizé un cilindro de acrilico para determinar cuantas veces el raton se apoyaba sobre
las patas traseras durante 5 minutos. En esta prueba la administracion de diazepam
disminuyo al 100% el nUmero de levantamientos con respecto al vehiculo. La administracion

de cafeina no modifico el nUmero de levantamientos con respecto al control.

La administracion del extracto de S. buxifolium disminuy6 significativamente el nimero de
levantamientos a la dosis de 30 mg/kg, pero las siguientes dosis 100 (83.79%), 300 mg/kg
(86.36%) y 600 mg/kg (91.48%), redujeron considerablemente la actividad.

En el panel D de la Figura 10, se observa muy interesantemente que la administracion del
extracto de S. fluitans presenta una disminucién del nimero de levantamientos totalmente
al igual que la administracion de diazepam y es que a la dosis de 300 mg/kg disminuy6 el

100 % de la actividad con respecto al vehiculo.
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Figura 10. A. Prueba de campo abierto. B. Levantamientos en la caja de exploracion. C.
Prueba de Tablero perforado. D. Numero de levantamientos en cilindro de exploracion
después de la administracion del vehiculo (solucién salina 0.9%, V), diazepam (DZP, 2
mg/kg, i.p.), cafeina (10 mg/Kg), S. buxifolium (30-600 mg/kg, i.p.). Cada barra representa
el promedio de 6 animales + e.e.m. *Estadisticamente diferente con respecto al vehiculo
***n<0.001, utilizando una ANOVA de 1 via con una prueba de Dunnett.
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Figura 11. A. Prueba de campo abierto. B. Levantamientos en la caja de exploracion. C.
Prueba de Tablero perforado. D. Niumero de levantamientos en cilindro de exploracién
después de la administracion del vehiculo (solucién salina 0.9%, V), diazepam (DZP, 2
mg/kg, i.p.), cafeina (10 mg/Kg), S. fluitans (30-600 mg/kg, i.p.). Cada barra representa el
promedio de 6 animales + e.e.m. *Estadisticamente diferente con respecto al vehiculo

***n<0.001, utilizando una ANOVA de 1 via con una prueba de Dunnett.

6.3 Evaluacion de la actividad anticonvulsivante

En esta prueba, para medir la actividad anticonvulsiva se utilizé pentilentetrazol para inducir

las convulsiones, se midio la latencia de mioclonias y convulsiones ténicas, obteniendo una
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mortalidad de 6/6 en vehiculo y ambos extractos. Sin embargo, para la dosis de 300 mg/kg
de S. fluitans, que se observa en la Tabla 5, pudiera retrasar la presencia de mioclonias y
convulsiones ténicas con respecto al vehiculo, pero al aumentar la dosis se demuestra que
no es posible esta actividad. Sin embargo, al tratarse de un extracto, es importante tener
presente esta actividad, ya que podria algiin componente de este ser el que provoque este

resultado.

Tabla 5. Efecto de la actividad anticonvulsiva de S. buxifolium y S. fluitans

Grupo Dosis Latencia (min) Mortalidad

(mg/kg)
Mioclonica Tonicas

Veh 0.77 £ 0.05 2.03+0.38 6/6

DPZ 2 - e 0/6

Sargassum buxifolium 30 0.61 +0.05 229 +0.52 6/6
100 0.69 £ 0.05 292 £+0.68 6/6
300 0.66 £ 0.04 222 £0.21 6/6
600 0.57 £0.02 154 +0.21 6/6
30 0.61 £0.01 2.86 +1.27 6/6

Sargassum fluitans 100 0.70 £ 0.03 791 £0.97 6/6
300 0.95 +£0.05 8.59 +3.66 6/6
600 0.63 +£0.03 1.98 +0.40 6/6

Los datos representan el promedio de la actividad anticonvulsiva de 6 animales + e.e.m.
después de la administracion del vehiculo (solucién salina 0.9%), diazepam (DPZ, 2 mg/kg,
i.p.), S. buxifolium (30-600 mg/kg, i.p.) y S. fluitans (30-600 mg/kg, i.p.) sobre la latencia de

las convulsiones mioclénicas, ténicas y la mortalidad.

6.3.1 Evaluacion de la actividad sedante-hipnética

Para evaluar esta actividad, se utilizé la prueba de la potenciaciéon del efecto de

pentobarbital para inducir la hipnosis, se midi6 la latencia de sedacién, hipnosis y la
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duracién de hipnosis, como se muestra en la Tabla 6, el grupo del vehiculo tuvo una
duracién de hipnosis de 33.6 minutos en promedio, y se puede observar que no hay
actividad en los extractos, ya que no hay una diferencia significativa, como, en el caso de
diazepam, que al ser un depresor del SNC como el pentobarbital, se ve un efecto

potenciado ya que la hipnosis que inducen duré en promedio 144.5 minutos.

Tabla 6. Efecto de la actividad sedante-hipnética de S. buxifolium y S. fluitans

Grupo Dosis Latencia (min) Duracién de la

(mg/Kg) hipnosis
Sedacion Hipnosis  (min)

Veh 1.71+0.01 0.75+0.06 33.6+3.94

DPZ 2 1.71+£0.06 0.58+0.08 1445+12.28

Sargassum buxifolium 30 1.80+£0.14 1.18+0.05 49.33+5.48
100 1.86 + 0.03 1.27+0.15 4250+ 242
300 1.70+£0.03 1.09+0.05 62.24+492
600 1.80+£0.12 150+0.26 51.33+3.46
30 1.62 +0.08 0.52+0.10 33.75+3.49

Sargassum fluitans 100 1.77 £0.03 0.69+0.07 31.54+3.36
300 2.01+0.09 0.76 £+0.13 44.75+4.39
600 1.67 £0.20 1.09+0.11 52.78+5.77

Los datos representan el promedio de la actividad sedante-hipnética de 6 animales + e.e.m.
después de la administracion del vehiculo (solucién salina 0.9%), diazepam (DZP, 2 mg/kg,
i.p.), S. buxifolium (30-600 mg/kg, i.p.) y S. fluitans (30-600 mg/kg, i.p.) sobre la latencia de

sedacion e hipnosis y a la duracién de la hipnosis.

7 Discusion de resultados

En el presente proyecto se propuso evaluar la posible actividad ansiolitica o anticonvulsiva

de dos especies de Sargassum, con la finalidad de establecer un potencial terapéutico para
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el sargazo, material vegetal, que literalmente ha inundado el caribe mexicano. Ademas de

evaluar la toxicidad de los extractos.

Los primeros experimentos que se hicieron se centraron en explorar un posible efecto
citotoxico por parte de los extractos de algas. El bioensayo de A. salina se utiliza como
bioindicador de toxicidad, sobre todo para explorar como los contaminantes en aguas
residuales afectan a los organismos acuaticos. Se selecciond este modelo porque la A.
salina vive en aguas superficiales y proporciona nutricion a otros organismos. En las
evaluaciones realizadas se demostré que S. buxifulium y S. fluitans no generaron toxicidad
en el crustaceo de A. salina. De acuerdo con reportes previos, una concentraciéon mayor a
1000 ug/mL no tiene interés biolégico como marcador de dafio (Déciga-Campos et al.,
2007). Asi, ambos extractos metandlicos de Sargassum fueron considerados de nula
letalidad de acuerdo con los criterios de toxicidad de la (OECD) (Walum 1998).

Con los resultados obtenidos se sugiere que los extractos metandlicos de S. buxifolium y
S. fluitans podrian tener actividad ansiolitica. Ya que la administracion oral de los extractos
a ratones disminuye la actividad locomotora en dos pruebas de campo abierto y una prueba
en un ambiente cerrado. Las pruebas que se utilizaron fue una caja de acrilico y un tablero
perforado que representan un campo abierto (open field, en inglés) y la actividad en un
cilindro de acrilico que corresponde al espacio cerrado. Tanto en condiciones naturales
como de laboratorio, las ratas y ratones al encontrarse en un ambiente nuevo de forma
espontanea tienen un comportamiento caracteristico de explorar ambientes nuevos,
manifiestan también un comportamiento defensivo que refleja la ansiedad o miedo en los

animales.

De acuerdo con los resultados obtenidos se determind que ambos extractos metandlicos
de S. buxifolium y S. fluitans disminuyen de forma gradual el nGmero de cuadros explorados,
él nimero de levantamientos y el nimero de perforaciones exploradas. Con estos
resultados se puede concluir que los extractos presentan un efecto ansiolitico dependiente

de la dosis.

Los modelos preclinicos utilizados para evaluar el efecto ansiolitico son pruebas sencillas,
rapidas, econdmicas y que pueden brindar resultados confiables (Walsh y Cummins; 1976).
En el modelo de campo abierto se evalia una conducta de un ambiente desconocido; una

vez que se coloca al animal en un ambiente nuevo, este tiende a explorar y se mueve en
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direccion hacia el centro en la nueva area asignada. También intenta salir del nuevo medio,
por ello realiza los levantamientos. Se ha establecido que esta prueba permite determinar
una conducta ansiolitica, debido a que un animal tranquilo disminuye la actividad
exploratoria (Gonzélez Trujano, 2017). En algunos estudios también se cuenta la latencia
de la permanencia del ratén en la parte central del campo abierto, entre menor sea la
latencia en llegar a la parte central se atribuye a un mayor efecto ansiolitico (Calabrese,
2008; Pérez-Ortega, 2017; Gonzalez Trujano, 2017). En el caso del tablero perforado se
han propuesto algunas variantes y algunos autores utilizan modelos de tableros de 4
perforaciones y otros cuentan toda la trayectoria del ratbn mediante el movimiento del
animal medio de sensores con un mecanismo infrarrojo (Fernandez, 2006). El efecto
observado en el campo abierto se ha correlacionado también con la prueba del cilindro; el
cilindro es un espacio cerrado en donde el ratén trata de escapar, pero si tiene un farmaco
gue disminuya su actividad o lo tranquilice, este disminuira el nimero de levantamientos,
asi en las tres pruebas se puede tener una disminucién de la actividad motriz vinculada a

un efecto ansiolitico (Pérez-Ortega et al., 2017).

Estos modelos de ansiedad han sido utilizados en evaluaciones previas en donde se ha
demostrado que algunos extractos de plantas medicinales disminuyen la actividad
locomotora; como el aceite de lavanda (Kumar, 2013), el extracto acuoso y etandlico de
Tagetes erecta (Pérez-Ortega, 2017), el extracto de acetato de etilo de Lippia graveolens
(Gonzéalez-Trujano et al., 2017) y el extracto de Brickellia cavanillesii (Avila Villareal). Asi
como algunos metabolitos como la naringenina y su glucésido (naringina) (Fernandez et
al. 2006). La actividad de estos extractos se ha atribuido a la activacion del sistema de

neurotransmision GABAérgica (Gonzalez-Trujano et al., 2017).

La expresion de la ansiedad implica una actividad coordinada de numerosas vias cerebrales
gue involucran diferentes neurotransmisores, todos los cuales interactian y son modulados
por papeles sinapticos locales y distantes. El papel del neurotransmisor inhibidor GABA se
ha considerado durante mucho tiempo como fundamental para la regulacion de la ansiedad
y este sistema de neurotransmisores es el objetivo de las benzodiazepinas y los farmacos
relacionados utilizados para tratar los trastornos de ansiedad. No obstante, debe
reconocerse que el GABA no es el Unico neurotransmisor importante en la modulacién de
las respuestas de ansiedad en la amigdala, y se han implicado muchos otros

neurotransmisores, como la serotonina (Gordon et al., 2004; Durant et al., 2010) péptidos
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opioides (Van’t Veer et al., 2013) endocannabinoides (Hill et al., 2009; Ruehle et al., 2012),
oxitocina (Neumann et al., 2012), hormona liberadora de corticotropina y neuropéptido Y
(Thorsell et al., 2010).

Por lo anterior, es importante mencionar que en muchas de las evaluaciones a nivel
preclinico de posibles tratamientos para la ansiedad se utiliza el diazepam como farmaco
prototipo. Se ha demostrado que el diazepam disminuye la conducta de campo abierto y
del cilindro. El resultado obtenido coincide con reportes previos en donde se ha establecido
que las benzodiacepinas como el fluracepam, oxacepam y diazepam muestran una
disminucion de la conducta en las pruebas antes mencionadas (Calabrese, 2008; Pérez-
Ortega et al., 2017).

Se ha establecido que las benzodiazepinas como el diazepam son moduladores alostéricos
de las subunidades a que confieren sensibilidad al receptor GABA. El GABA se une dentro
de la interfaz entre las subunidades a y ; dado que hay dos pares de subunidades ay 3
en cada receptor, dos moléculas de GABA se unen a cada receptor y, por lo tanto, permite
una cooperacion positiva en la activacion de la conductancia del cloruro, lo que transmite
una alta sensibilidad a la respuesta. Asi, las benzodiazepinas como el diazepam y
moléculas afines se unen dentro de la interfaz entre las subunidades a y vy, y su unién
aumenta la probabilidad de apertura del canal en respuesta a GABA (Sigel y Luscher, 2007).
A través de este mecanismo, las benzodiazepinas facilitan la inhibicibn GABAérgica. La
afinidad de las benzodiazepinas por el receptor GABAa esta determinada por la naturaleza
de las subunidades a y y, y dado que los receptores GABAA en diferentes regiones del
cerebro tienen diferentes estructuras de subunidades, su sensibilidad a los moduladores
alostéricos varia (Sigel y Luscher, 2007). También se ha demostrado que agonistas como
el muscimol y el 4cido amino-oxiacético o inhibidores del catabolismo de GABA como el
valproato de sodio disminuyen la actividad locomotora, por lo que se propone que la
neurotrasmision GABAérgica debe estar vinculada a la disminucion de la actividad
locomotora (Calabrese 2008). El hecho de que los extractos hayan disminuido la conducta
al de forma dependiente de la dosis como el diazepam sugeriria la posible participacion de
algunos de sus componentes en este tipo de receptor. Sin embargo, se requieren de mas

estudios que permitan confirmar esta hipotesis.
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Es importante resaltar que las diferentes subunidades a del receptor GABA muestran
patrones de expresion anatébmicamente especificos en el SNC, con circuitos neuronales
funcionalmente diferentes que expresan receptores GABAA de composiciones especificas
de subunidades a. Esta diferenciacion se observa entre regiones cerebrales, entre
diferentes compartimentos subcelulares (por ejemplo, presinaptico vs postsinaptico,
somatico vs dendritico) e incluso entre sinapsis individuales de la misma neurona (Sieghart
et al., 2002). Esta heterogeneidad estructural sugiere que las diferentes subunidades a
pueden conferir diferentes funciones conductuales y por tanto, pueden constituir blancos
terapéuticos especificos (Sigel y Luscher, 2011). Se ha dedicado mucho esfuerzo a adaptar
la selectividad de las moléculas que se dirigen a estos receptores con el fin de desarrollar
medicamentos mas eficaces o evitar efectos secundarios no deseados como la sedacion o
la dependencia. A este respecto, se ha sugerido, por ejemplo, que la relativa especificidad
para los receptores GABAa que contienen a1 del farmaco hipnético zolpidem puede explicar
su relativa falta de efectos miorrelajantes (Korpi et al., 1997). Se ha establecido por ejemplo
que la subunidad a2 es particularmente relevantes para las manifestaciones de ansiedad
(L6w et al., 2000; Mohler, 2002).

Adicionalmente, se ha establecido que las moléculas pequefias que promueven
selectivamente la sintesis de neurosteroides dentro del SNC o imitan la accién de los
neuroesteroides en los receptores GABAa pueden ser mas prometedoras para determinar
un efecto ansiolitico (Nothdurfter et al., 2012). Por ejemplo, la etifoxina, es una molécula
pequefia estructuralmente no relacionada con las benzodiazepinas que demuestra efectos
ansioliticos en animales de experimentacion (Poisbeau et al., 2018) y ejerce un efecto
modulador de la accién de los neuroesteroides. Los ensayos clinicos aleatorizados que
comparan etifoxina con buspirona, sulpirida o lorazepam han demostrado la eficacia de este
agente en pacientes con trastorno de adaptacion (Servant et al., 1998; Nguyen et al., 2006).
Ademdas, en comparaciéon con lorazepam, la etifoxina tiene efectos sedantes relativamente
bajos y se asocia con menos deterioro de la memoria e interferencia con la funcién
neuropsicologica (Micallef et al., 2001). Asi los extractos de S. buxifolium y S. fluitans
podrian tener componentes que pudieran también interactuar como los neuroesteroides en
el receptor GABA.

El efecto tranquilizante del extracto metandlico de S. Buxifolium y S. fluitans podria también

ser considerado como un efecto de sedacién ya que hay una disminucién de la actividad
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locomotora debido a una inhibicion general en el sistema nervioso central. Por ello en el
presente proyecto se evalud la actividad sedante-hipnética de ambos, midiendo el tiempo
de latencia de sedacion y el tiempo de hipnosis o suefio inducido por pentobarbital,
(Gonzélez-Trujano, 2017; Usami, 1999; Deng, 2018) obteniendo que las especies de
Sargassum no tienen un efecto sedante-hipndético significativo. Esta prueba se establecio
como complementaria al efecto ansiolitico ya que se ha establecido que algunos extractos
tienen actividad depresora del SNC cuando hay disminucién de actividad en las pruebas de
campo abierto correlacionado con el efecto sedante (Gonzélez-Trujano et al., 2017). Sin

embargo, no es este el caso ya que los extractos no mostraron actividad sedante.

Para la evaluacibn de la actividad anticonvulsiva se indujeron convulsiones con
Pentilentetrazol (PTZ), via i.p., (Aricioglu et al., 2003) algunos autores manejan otra via de
administracién como la subcutanea (Usami, 1999), de acuerdo a los resultados obtenidos,
la latencia de las convulsiones no fue significativa del grupo control, con la administracion
de PTZ, excepto la dosis de 300mg/Kg de S. fluitans que aparentemente podria retrasar la
presencia de convulsiones, por lo tanto, no se considera que tengan un efecto dependiente

de la dosis.

8 Conclusién

En el presente proyecto se concluye que los extractos metandlicos de S. fluitans y S.
buxifolium no son téxicos, en el bioensayo de Artemia salina, de acuerdo a los criterios de
la OECD. También, se sugiere que S. buxifolium y S. fluitans pueden tener un efecto
ansiolitico. La evaluacion preliminar de ambas especies de sargazo permitioé establecer que
no tiene un efecto sedante-hipnético ni anticonvulsivo. Por lo que en futuras investigaciones
se sugiere investigar el mecanismo a nivel del sistema GABAérgico de los extractos

evaluados para confirmar su efecto ansiolitico.
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