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Resumen

Galphimia glauca es una especie vegetal nativa de México a la que popularmente
se le conoce como “calderona amarilla”, la cual en la medicina tradicional mexicana
se utiliza principalmente como un sedante o tranquilizante, debido a sus
propiedades psicotrépicas. Se sabe que, los principios activos de esta especie
vegetal son una serie de moléculas a las que se les ha denominado como
“Galphimines”; siendo Galphimine-B (G-B) y Galphimine-A (G-A), a las que se les
considera como las principales responsables de los efectos depresores sobre el
sistema nervioso; esto, debido a que se ha demostrado que G-B induce un efecto
inhibidor sobre la frecuencia de disparo de neuronas del area tegmental ventral e
hipocampo; mientras que, G-A inhibe de manera dosis-dependiente la respuesta
neuronal de la amigdala basolateral, de igual forma, se ha demostrado la alta
similitud entre el efecto sistémico inducido por estas dos moléculas y el efecto
sistémico inducido por un ansiolitico estandar. Y aunque no existe literatura que
esclarezca tanto el mecanismo de accion como los circuitos neuronales
involucrados en el efecto depresor inducido por G-B y G-A, diversos autores han
propuesto que el mecanismo de accion de estas moléculas se encuentra asociado
con sistemas de neurotransmision GABAérgicos; sin embargo, al evaluar el efecto
inducido por una mezcla conformada por G-B y G-A (mezcla G-1-F-2) sobre la
actividad sinaptica estriatal, se evidencio que el efecto inducido por esta mezcla
parece no estar relacionado con sistemas GABAérgicos.

Por consiguiente y debido a que la mezcla G-1-F-2 incrementa la amplitud de la
espiga sinaptica poblacional estriatal y dado que esta respuesta posee un
componente glutamatérgico y uno GABAEérgico, en este trabajo, se llevd a cabo por
medio del registro electrofisiologico de potenciales de campo, la evaluacion del
efecto modulatorio inducido por la mezcla G-1-F-2 sobre la actividad sinaptica
poblacional estriatal en presencia de un modulador alostérico positivo de los
receptores GABAa (Diazepam), asi como de un antagonista no competitivo de los
receptores NMDA, llamado Memantina.

Los resultados demuestran que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2,
conformada por Galphimine-B y Galphimine-A, no actla sobre sistemas de
neurotransmision GABAérgicos, particularmente sobre receptores GABAA,; sino que
mas bien, el efecto inducido por estas moléculas actlia sobre sistemas de
neurotransmisiéon glutamatérgicos.



Abstract

Galphimia glauca is a plant species native to Mexico commonly known as “calderona
amarilla”, it has been mainly used in Mexican traditional medicinal as a sedative or
tranquilizer, due to its psychotropic properties. It is known that the active principles
of this species are a series of molecules that have been called "Galphimines";
particularly Galphimine-B (G-B) and Galphimine-A (G-A) are considered the main
responsible for the depressive effects on the nervous system; this is due G-B has
been shown to induce an inhibitor effect on the firing rate frequency of neurons in
the ventral tegmental area and hippocampus, whilst, G-A dose-dependent inhibits
the neuronal response of basolateral amygdala; in the same way, it has been
demonstrated a high similarity between the systemic effect induced by these two
molecules and the systemic effect induced by a standard anxiolytic agent. And
although there is no literature that clarifies both the mechanism of action and the
neural circuits involved in the depressor effect induced by G-B and G-A; several
authors have proposed that the mechanism of action of these molecules is
associated with GABAergic neurotransmission systems. However, the evaluation of
the effect induced by a mixture conformed by G-B and G-A (mixture G-1-F-2) on
striatal synaptic activity, showed that the effect induced by this mixture, does not
appear to be related to GABAergic systems.

Therefore, and because the G-1-F-2 mixture increases the amplitude of the striatal
population synaptic spike and given that this response has a glutamatergic and a
GABAergic component. This work evaluates, by means of electrophysiological
recording of field potentials, the modulatory effect induced by the G-1-F-2 mixture
on the striatal synaptic activity, in the presence of a positive allosteric modulator of
GABAA receptors (Diazepam), as well as, of a non-competitive antagonist of NMDA
receptors, called Memantine.

The results show that the effect induced by the G-1-F-2 mixture, conformed of
Galphimine-B and Galphimine-A, does not act on GABAergic neurotransmission
systems, particularly on GABAa receptors; rather, the effect induced by these
molecules acts on glutamatergic neurotransmission systems.



1.- Introduccioén

1.1- Sistema nervioso

La mayoria de los organismos del reino animal poseen la capacidad de percibir,
procesar e interpretar diversos estimulos, tanto internos como externos, ejerciendo
una o multiples respuestas segun las necesidades propias del organismo. En grupos
como los cnidarios, platelmintos, moluscos, artrépodos y cordados se ha
desarrollado una compleja red de estructuras anatémicas, a la que se le ha
denominado sistema nervioso, la cual tiene por tarea controlar y regular el correcto
funcionamiento del organismo, asi como sus diversos procesos de comunicacion
(Holland, 2015; Sousa et al., 2017).

En cordados particularmente en humanos, el sistema nervioso se puede definir
como un conjunto de elementos anatdmicos que reciben, procesan, integran y
correlacionan distintos tipos de informacion, con la finalidad de coordinar y regular
las respuestas tanto internas como externas del organismo. Anatomicamente el
Sistema Nervioso se ha clasificado en el Sistema Nervioso Central (SNC) y el
Sistema Nervioso Periférico (SNP) y mientras que el SNC se encuentra conformado
por el encéfalo (cerebro, cerebelo y tracto encefalico) y la medula espinal, el SNP
se encuentra constituido por nervios craneales y raquideos, ganglios nerviosos,
ganglios simpaticos, parasimpaticos y entéricos (Langley et al., 1981; Waxman,
2011; Quiroz, 2012).

Ahora bien, se considera a las neuronas como la unidad béasica fundamental del
sistema nervioso ya que estas células altamente especializadas tienen la propiedad
de generar, codificar y propagar informacién a manera de sefiales quimicas y/o
eléctricas, de forma que se pueden identificar tres tipos basicos de neuronas: las
neuronas aferentes o sensitivas, las cuales conducen la informacion desde la
periferia hacia el cerebro y/o cordon nervioso; las neuronas eferentes o motoras que
conducen la informacién desde el cerebro hacia la periferia y por ultimo se encuentra
un tipo de células nerviosas que funcionan como un puente de comunicacion entre
las neuronas aferentes y eferentes a las que se les conoce como interneuronas; de

modo que al conjunto de conexiones sinapticas estructuradas que se producen



como resultado de la union de diferentes neuronas, se denomina “circuito neuronal”
(Langley et al., 1981; Afifi & Bergman, 2006; Waxman, 2011; Purves et al., 2015);
por su parte a los circuitos neuronales que codifican, procesan y propagan el mismo
tipo de informacion se les considera como sistemas neuronales, siendo los ganglios
basales un claro ejemplo de estos sistemas, ya que estos son una red de estructuras
altamente organizadas e interconectadas entre si, que intervienen en procesos

motores, sensitivos y cognitivos (Snell, 2006; Purves et al., 2015).

1.2- Ganglios basales

Los ganglios basales también llamados nucleos basales son un conjunto de
estructuras subcorticales estrechamente conectadas entre si, que se localizan
topograficamente en la parte ventral de los hemisferios cerebrales, extendiéndose
desde la base del telencéfalo a traves de la porcion central del diencéfalo hasta el
tegmento del mesencéfalo (Hauber, 1998; Yin & Knowlton, 2006; Nieuwenhuys et
al., 2009); de forma que este grupo de estructuras subcorticales directamente
relacionadas con la corteza cerebral, el cerebelo y el talamo, constituyen un sistema
integral que garantiza la intervencion, organizacion y ejecucion de programas
motores, asi como también juegan un papel fundamental tanto en la actividad
cognitiva como en procesos de memoria, aprendizaje y de asociacion (Smith et al.,
1998; Alvares-Gonzales et al., 2001; Gerfen & Surmeier, 2011; Herrero et al., 2012;
Ospina-Garcia et al., 2017).

Anatomicamente los ganglios basales se encuentran conformados por cuatro
nucleos subcorticales que son: el nucleo estriado, el globo pélido, la sustancia nigra
y el nucleo subtalamico (Fig.1) (Parent & Hazrati, 1995; Tepper & Plenz, 2006;
Bolam et al., 2009).
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Particularmente en primates humanos y no humanos, la division dorsal de los
ganglios basales consiste en el nucleo estriado (NE), el cual es dividido por la
capsula interna en caudado y putamen, el globo péalido (GP) tanto en su segmento
interno (GPi) como en su segmento externo (GPe), el nucleo subtalamico (NST) y
la sustancia nigra (SN), esta ultima, a su vez dividida en dos porciones: la sustancia
nigra pars compacta (SNc) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr), por otra parte
la regidon ventral de los ganglios basales, se encuentra constituida por el estriado
ventral o nucleo accumbens, el palido ventral (equivalente al globo pélido externo e
interno) y el area tegmental ventral (ATV) y mientras que estas estructuras se
asocian con funciones limbicas; la region dorsal de los ganglios basales se asocia
principalmente con funciones motoras y cognitivas (Hauber, 1998; Bolam et al.,
2000; Tisch et al., 2004; Tepper & Plenz, 2006; Obeso et al., 2008; Bolam et al.,
2009).

Ahora bien, se sabe que en su mayoria estas estructuras se encuentran

conformadas principalmente por neuronas de naturaleza GABAérgica, es decir,
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neuronas que utilizan el acido y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor, tal es
el caso de las neuronas de proyeccion tanto del estriado como de ambos segmentos
del GP y de la SNr; sin embargo existen algunas excepciones, como lo son las
neuronas glutamatérgicas del NST, las neuronas dopaminérgicas de la SNc, asi
como las poblaciones de interneuronas acetilcolinérgicas del estriado (Bolam et al.,
2000; Tepper & Plenz, 2006; Bolam et al., 2009; Do et al., 2013).

No obstante, en su mayoria las aferencias que reciben los ganglios basales son
aferencias excitatorias de naturaleza glutamatérgica proyectadas desde la corteza
cerebral y el tdlamo, de tal forma que el nucleo estriado se considera como la
principal entrada de informacion hacia los ganglios basales, ya que las neuronas de
proyeccion estriatales que reciben las proyecciones corticales y talamicas
establecen comunicacion sinaptica con el GP, la SN y el NST, los cuales a su vez
proyectan la informacion hacia la corteza por medio del tAlamo; es decir, los ganglios
basales procesan, integran y transmiten la informacion que proviene tanto de la
corteza cerebral como del tdlamo, por medio de conexiones topograficamente
organizadas en dos sistemas de proyeccion paralelos y complementarios a los que
se les ha denominado como “via directa” y “via indirecta” (Fig.2) (Afifi & Bergman,
2006; Bolam et al., 2009; Gerfen & Surmeier, 2011; Yamada et al., 2016).

Por una parte la via directa (Fig.2) es un circuito que se origina a partir de neuronas
espinosas medianas (MSNs por sus siglas en ingles) de proyeccion estriatonigrales,
las cuales reciben aferencias glutamatérgicas proyectadas desde la corteza y el
talamo; de manera que las MSNs establecen conexiones sinpticas de naturaleza
GABAérgica con el GPi y con la SNr, los que a su vez, proyectan conexiones
axoénicas inhibitorias hacia el nacleo motor del tAlamo posibilitando la activacion de
los circuitos premotores corticales, es decir, como resultado de la activaciéon de la
via directa se genera la desinhibicion de las proyecciones excitatorias talamo-
corticales que proyectan hacia los circuitos premotores corticales, lo que se traduce
en la seleccién y/o facilitacién del movimiento voluntario (Lewis et al., 2003; Kreitzer
& Malenka, 2008; Obeso et al., 2008; Purves et al., 2015). Por el contrario, el circuito

de la via indirecta (Fig.2) se origina a partir de MSNs estriatopalidales que forman



sinapsis inhibitorias con neuronas GABAérgicas del GPe, el cual proyecta con
neuronas glutamatérgicas del NST, el que a su vez establece conexiones sinapticas
excitatorias con la SNr y el GPi, en donde se generan sinapsis excitatorias sobre las
neuronas inhibitorias que proyectan estos nucleos hacia el tAlamo; de forma que la
activacion de la via indirecta genera la inhibicion de neuronas de proyeccién talamo-
corticales, reduciendo asi la estimulacién cortical premotora lo que resulta en la
supresion del movimiento (Lewis et al., 2003; Kreitzer & Malenka, 2008; Obeso et
al., 2008; Purves et al., 2015). En resumen, se puede decir que la via indirecta es
antagodnica y complementaria a la via directa, ya que en conjunto estos circuitos
actian como un interruptor que permite la apertura o el cierre de las puertas

fisiologicas que inician y terminan el movimiento (Purves et al., 2015).

Figura 2. Esquema de las
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1.3- Nucleo estriado

El nucleo estriado es la estructura subcortical mas grande de los ganglios basales
y se considera como la principal entrada de informacion hacia estos, debido a que
esta estructura recibe, procesa e integra la informacién proyectada desde la corteza
cerebral y el tAlamo, induciendo la formacién de programas motores por medio de
circuitos neuronales locales, los cuales son los responsables de promover tanto la
facilitacibn como la inhibicién del movimiento, asi como de procesos cognitivos
como la memoria y el aprendizaje (Snell, 2006; Crittenden & Graybiel, 2011; Do et
al., 2013).

Se sabe que aproximadamente el 95% de la poblacidon neuronal estriatal se
encuentra constituida por neuronas de proyeccion de naturaleza GABAérgica
llamadas, neuronas espinosas medianas (MSNSs), las cuales son neuronas que se
caracterizan por su alta densidad de espinas dendriticas, un potencial de reposo
negativo y bajas tasas de activacion in vivo (Parent & Hazrati, 1995; Kreitzer &
Malenka, 2008; Bolam et al., 2009), es decir, presentan pocos potenciales de accion
espontaneos y solo son activadas si reciben algun estimulo de la corteza y/o el
talamo (Kawaguchi, 1997; Gerfen & Surmeier, 2011).

Ahora bien las neuronas espinosas medianas se han categorizado en dos
subpoblaciones, con base en su region de proyeccion axonal y su nheuroquimica, de
modo que una subpoblacion da origen a la via directa y otra subpoblacion a la via
indirecta; particularmente las MSNs estriatonigrales que proyectan y establecen
conexion sinaptica con el GPiy la SNr (via directa) exhiben una alta concentracion
de receptores dopaminérgicos D1 y muscarinicos M4, asi como ademas de GABA,
co-expresan neuropéptidos como la sustancia-P y dinorfina; por el contrario, las
MSNs estriatopalidales que proyectan y establecen conexién sinaptica con el GPe,
NST y GPi (via indirecta) exhiben una alta expresion de receptores dopaminérgicos
D2 y adenosina A2, asi como ademas de GABA, co-expresan encefalina (Parent &
Hazrati, 1995; Hauber, 1998; Kreitzer & Malenka, 2008; Obeso et al., 2008;
Lanciego et al., 2012; Do et al., 2013).



Por su parte, el 5% restante de la poblacion neuronal estriatal se encuentra
conformado por neuronas de circuito local, llamadas interneuronas, las cuales se
clasifican segun sus propiedades neuroquimicas, morfolégicas y fisioldgicas
(Hauber, 1998; Afifi & Bergman, 2006; Bolam et al., 2009; Lanciego et al., 2012), de
modo que en el estriado se pueden identificar al menos tres poblaciones de
interneuronas GABAérgicas y una poblacion de interneuronas colinérgicas, siendo
esta Ultima la poblacion mas abundante en el nucleo estriado, mientras que las
interneuronas GABAérgicas se dividen en dos clases: 1) fast-spiking que son
positivas histolégicamente a parvalbimina y 2) low-threshold spiking las cuales
expresan somatostatina, 0xido nitrico sintasa, neuropéptido-Y, asi como calretinina
(Parent & Hazrati, 1995; Kawaguchi, 1997; Tepper & Plenz, 2006; Kreitzer &
Malenka, 2008; Bolam et al., 2009; Lanciego et al., 2012).

De tal forma, se pude decir que las conexiones sinapticas que establecen las
interneuronas forman circuitos locales, los cuales, a su vez modulan la actividad de

las MSNs de proyeccion (Kawaguchi, 1997; Tepper & Plenz, 2006).

2.- Antecedentes

2.1- Plantas medicinales con efecto depresor sobre el sistema nervioso
México es catalogado como un pais megadiverso, debido a la gran cantidad de
especies, tanto animales como vegetales, registradas en él (Challenger & Soberén,
2008; Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010; CONABIO, 2020), también se
caracteriza por una gran riqueza cultural la cual se encuentra diversificada en
alrededor de 68 grupos étnicos distribuidos en 494 municipios del pais (INEGI, 2016;
Mamo, 2022; SIC México, 2022).

Estos grupos étnicos poseen informacion empirica sobre el uso, aplicacion y
consumo de diversas especies vegetales para el tratamiento de diversos malestares
“populares” como fiebre, tos, gripe, dolor estomacal, dolor articular, célicos,

ansiedad, nerviosisimo, insomnio, etc. (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010;



Gomez-Alvarez, 2012; Pérez & Gonzéalez, 2015). Se ha estimado que, de las
aproximadamente treinta mil especies vegetales registradas en el pais, entre cuatro
y cinco mil son las utilizadas por estos grupos en el tratamiento de dichos
malestares, sin embargo, tanto la evaluacion como la validacion quimica,
farmacoldgica y biomédica solo se ha realizado en aproximadamente el 5% de estas
especies vegetales (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010; Guzman et al., 2014;
Avila-Uribe, 2016).

Por tanto, el estudio de especies vegetales como: Agastachle mexicana (Toronjil
morado), Cinnamomum sp. (Canela), Chiranthodendron pentadactylon (Flor de
manita), Foeniculum vulgare (Hinojo), Ipomoea stans (Tumba vaquero), Galphimia
glauca (Calderona amarilla), Passiflora suberosa (Pasiflora), Pasiflora caeurulea
(Pasiflora), Humulus lupulus (Lupulo), Panax ginseng (Ginseng), Tilia europea
(Tila), Valeriana officinalis (Valeriana), Brugmansia candida (Florifundio o
Floripondio), Helianthus annuus (Girasol), Heteropterys beecheyana (Bejuco), las
cuales son utilizadas por estos grupos étnicos en el tratamiento de trastornos
neurolégicos como epilepsia, demencia, ansiedad, nerviosismo e insomnio
(Guzman et al., 2014; Pérez & Gonzalez, 2015; Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana®, 2022), proporcionaria informaciéon sobre los principios
activos que sintetizan estas plantas, asi como sus potenciales efectos ansioliticos,

antidepresivos y sedantes sobre el sistema nervioso (Ortiz-Caltempa, 2008).

2.2- Galphimia glauca Cav.

Galphimia glauca Cav. (Malpighiaceae), es una especie vegetal nativa de México,
a la que popularmente se le conoce como: calderona amarilla, calderon amarillo,
hierva del piojo, flor estrella, flor de diciembre, ramo de oro y arnica roja (Ledn, 2018;
Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana®, 2022). Este arbusto de uno
a cuatro metros de altura, altamente ramificado, presenta abundantes y dispersas
inflorescencias de color amarillo con forma de estrella, las cuales se hallan
dispuestas en racimos densos (Fig.3); su crecimiento se encuentra asociado a
perturbaciones vegetales en pastizales, matorrales y bosques, exhibe una

distribucioén en climas semicalidos y templados en altitudes que van de los 920 a los
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2600 msnm (metros sobre el nivel del mar), de modo que en México se distribuye
principalmente en los estados de Guerrero, Michoacan, Morelos, Querétaro, San
Luis Potosi, Guanajuato, Zacatecas, Sonora y Tamaulipas (Avilés-Montes, 2015;
Ledén, 2018; Sharma et al., 2018; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana®B, 2022).

En la medicina tradicional mexicana se tienen registros del uso de la infusion de las
partes aéreas (tallo, hojas y flores) de G. glauca como un sedante o tranquilizante
principalmente en el tratamiento del estrés, miedo, nerviosismo, ansiedad e
insomnio (Tortoriello et al., 2006; Gonzélez-Cortazar et al., 2014; Avilés-Montes et
al., 2015; Sharma et al., 2018); por lo que en los ultimos afios se han realizado
diversos estudios, los cuales tenian por objetivo el dilucidar los diferentes efectos
depresores producidos por esta especie vegetal sobre el sistema nervioso central.

A

Reino Plantae

Subreino | Tracheobionta

Division | Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase | Rosidae

Orden Malpighiales

Familia | Malpighiaceae

Género | Galphimia

Especie | Galphimia glauca Cav.

Figura 3. Galphimia glauca Cav. A clasificacion botdnica de G. glauca; B disposicién de las
inflorescencias, tallos y hojas de esta especie vegetal y C inflorescencia (Imagenes By C tomadas de
Tortoriello et al., 2011; Zell, 2009, respectivamente).

Resultados obtenidos por medio de la evaluacién del efecto del extracto metandlico
de las partes aéreas de G. glauca, en modelos neurofarmacolégicos (reflejo
peristaltico, efecto hipotonico, convulsiones inducidas) evidenciaron que dicho
extracto inhibe el 95% de las contracciones peristalticas de ileon de cobayo,
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disminuye en al menos un 30% las contracciones inducidas con estricnina y ejerce
un efecto potencializador dosis-dependiente de hasta un 76% sobre el efecto
hipotonico inducido por el pentobarbital sédico; estos resultados sugieren la
existencia de componentes activos en G. glauca, los cuales ejercen un efecto
depresor sobre el sistema nervioso central (Tortoriello, 1991; Tortoriello & Lozoya,
1992). Asimismo, con la finalidad de evaluar la actividad antidepresiva del extracto
metandlico estandarizado de G. glauca Herrera-Ruiz y cols., en el afio 2006, por
medio de pruebas conductuales (laberinto elevado, luz-obscuridad y nado forzado)
realizadas a ratones, demostraron diferencias significativas entre el comportamiento
de los ratones tratados con el extracto de G. glauca y aquellos que fueron tratados
con un ansiolitico estandar (Diazepam), de igual forma se exhibio la alta similitud
entre el efecto depresor ejercido por el extracto estandarizado y el efecto ansiolitico
producido por el Diazepam; por lo que concluyeron que el extracto estandarizado

de G. glauca ejerce un efecto ansiolitico sobre el sistema nervioso central.

Por otra parte, en el afio 2007 Aguilar-Santamarina y cols., llevaron a cabo la
evaluacion toxicologica y citotdéxica de diversos extractos (acuoso, metandlico y
etandlico) de G. glauca, administrados subcronicamente en altas dosis a ratones,
asi como en diferentes lineas celulares evaluando los efectos farmaco-toxicolégicos
in vivo e in vitro producidos por dichos extractos; los resultados de los andlisis
histopatolégicos de higado, pancreas, corazon, rifion, pulmon, estbmago y cerebro
no revelaron ninguna alteracion bioquimica e histologica, similarmente los
resultados obtenidos mediante la evaluacion citotdxica in vitro, no mostraron ningun
tipo de efecto apoptdético o necrotico, por lo que concluyeron que los extractos de
G. glauca no presentan ningun efecto toxicolégico, genotoxico o citotéxico. En
contraste, pruebas clinicas han evidenciado la seguridad y efectividad terapéutica
del uso del extracto metandlico de G. glauca como un tratamiento opcional en
pacientes diagnosticados con ansiedad generalizada (Herrera-Ruiz et al., 2006;

Herrera-Arellano et al., 2007; Herrera-Arellano et al., 2012).

Ahora bien, por medio de estudios fitoquimicos y conformacionales realizados al

extracto metandlico de G. glauca, se obtuvo la identificacion de los principios activos
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de esta especie vegetal, los cuales son una serie de triterpenos, moléculas
conformadas por 30 carbonos dispuestos en cuatro anillos con seis carbonos cada
uno y un quinto anillo heterociclico, a los que se les nombro “Galphimines” (Toscano
et al., 1993; Cardoso-Takeda et al., 2008; Gonzalez-Cortazar et al., 2014).
Similarmente mediante el estudio quimico bio-dirigido del extracto metandlico de G.
glauca, se logro la aislacion e identificacion de varias Galphimines, las cuales
poseen una alta similitud estructural, siendo Galphimine-B y Galphimine-A (Fig.4)
las moléculas a las que se les consider6 como las principales responsables de los
efectos depresores sobre el sistema nervioso central, debido a sus propiedades
psicotropicas (Tortoriello & Ortega, 1993; Cardoso-Takeda et al., 2004; Lara-Ochoa
et al., 2005).

Figura 4, Estructura
quimica de Galphimine-By
Galphimine-A. Se observa
la alta similitud estructural
entre G-B y G-A, con la
Unica diferencia (marcada
en rojo), que radica en G-A

con un grupo hidroxilo en el

carbono numero seis,

AH\OH mientras que G-B no
G-B presenta ningun
sustituyente (Figura

modificada de Tortoriello et al., 2011).

2.3- Galphimine-B

Como se menciond anteriormente, Galphimine-B (G-B) se considera como uno de
los triterpenos responsable de los efectos depresores de G. glauca sobre el sistema
nervioso central, puesto que resultados obtenidos mediante la separacion,
identificacion y evaluacion de Galphimine-B en modelos neurofarmacologicos
(reflejo peristaltico, efecto hipotdnico y convulsiones inducidas), evidenciaron que
este triterpeno inhibe un 85% las contracciones peristélticas de ileon de cobayo, asi
como ejerce un efecto potencializador dosis-dependiente de hasta un 88% en el

efecto hipoténico inducido por el pentobarbital sédico, sin embargo no se registrd
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ningan efecto anticonvulsivo inducido por G-B, demostrando asi la existencia de
otros componentes en el extracto de G. glauca con un potencial efecto depresor

sobre el sistema nervioso central (Tortoriello & Ortega, 1993).

Por otra parte, resultados de pruebas electrofisiolégicas han evidenciado la
existencia del efecto modulatorio producido por G-B sobre la actividad neuronal del
area tegmental ventral (ATV) y aunque se observé una disminucion en la frecuencia
de disparo de neuronas GABAérgicas, los resultados evidenciaron un mayor efecto
inhibitorio sobre la frecuencia de descarga de neuronas dopaminérgicas, lo cual
podria indicar una inhibicion selectiva de G-B hacia las neuronas dopaminérgicas
del ATV (Tortoriello et al.,1998; Prieto-Gomez et al., 2003). Similarmente, por medio
de pruebas electrofisiologicas Jiménez-Ferrer y cols., en el afio 2011 evaluaron el
efecto de G-B sobre la frecuencia de la actividad eléctrica del hipocampo dorsal de
ratas; los resultados obtenidos evidenciaron que la administracion de G-B modifica
la frecuencia de los disparos espontaneos de neuronas hipocampales,
especificamente de la region CAl y pese a que no lograron determinar las
poblaciones neuronales involucradas en dicho efecto modulatorio, se sugirié que G-
B actia como un modulador en los sistemas de neurotransmision involucrados en

la patologia de la ansiedad.

En contraste, resultados obtenidos en un ensayo clinico aleatorizado en el que se
evaluo el posible efecto ansiolitico de G-B durante diez semanas, evidenciaron la
efectividad, tolerabilidad y seguridad terapéutica de G-B como un tratamiento en
pacientes diagnosticados con ansiedad generalizada (Romero-Cerecero et al.,
2019).

2.4- Galphimine-A

Galphimine-A (G-A), es un triterpeno que también se considera como uno de los
principales responsables de los efectos depresores de G. glauca sobre el sistema
nervioso central. Resultados obtenidos al evaluar la administracion oral de
diferentes dosis de G-A a ratones que fueron sometidos a pruebas conductuales
(campo abierto y laberinto elevado), evidenciaron una gran similitud entre el efecto

sistémico dosis-dependiente inducido por G-A y el efecto sistémico inducido por el
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Diazepam, por el contrario resultados de pruebas electrofisiologicas exhibieron el
nulo efecto de G-A sobre la tasa de disparo de la amigdala basolateral, lo cual
sugiere que el efecto sistémico inducido por G-A es dosis-dependiente y este no se
encuentra asociado con efectos sedativos (Avilés-Montes et al., 2015).

Por otra parte, con el objetivo de determinar el proceso de transferencia de G-A en
la interfase sangre-cerebro, Abarca-Vargas y cols., en el afio 2014 llevaron a cabo
un estudio farmacocinético, en el cual por medio de la administracion de G-A 'y su
posterior cuantificacion en plasma y tejido cerebral, obtuvieron tanto Ila
concentracion maxima (Cmax) de este triterpeno presente en plasma (3.42 ug/mL),
asi como la Cmax de G-A presente en el cerebro, siendo que esta Ultima se presento
en un tiempo (Tmax) de 81.6 minutos con un decaimiento gradual (0.32 pg/mL)
después de 24 horas de su administracion; de modo que los resultados obtenidos
demostraron que G-A atraviesa la barrera hematoencefalica debido a las
propiedades lipofilicas de la molécula y ya que las diversas Galphimines poseen
una estructura altamente similar, se puede inferir que estas moléculas tienen el

potencial de cruzar la barrera hematoencefalica.
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3.- Planteamiento del problema

Con base en los antecedentes descritos en donde diversos autores han propuesto
gue el efecto depresor sobre el sistema nervioso central inducido tanto por G-B
como por G-A, es un efecto ansiolitico y ya que los ansioliticos son moduladores
alostéricos positivos de los receptores GABAA, se podria inferir que el mecanismo
de acciébn de las Galphimines se encuentra asociado con sistemas de
neurotransmision GABAérgicos.

No obstante, resultados obtenidos al evaluar el posible efecto modulatorio de la
mezcla G-1-F-2 (constituida por G-B y G-A) sobre poblaciones neuronales
estriatales en presencia de un blogueador de los receptores GABAa, denominado
Bicuculina (Figura suplementaria 1; Anexo uno) evidenciaron que el efecto inducido
por dicha mezcla parece no estar relacionado con sistemas de neurotransmision
GABAérgicos. Y dado que la respuesta sinaptica poblacional estriatal que se evaluo
contiene un componente glutamatérgico y uno GABAérgico, ademas de la falta de
literatura que esclarezca el mecanismo de accion de las Galphimines (G-B y G-A),
asi como a que se desconocen los circuitos neuronales involucrados en el efecto
inducido por estas moléculas; en este trabajo se busca esclarecer el efecto

modulatorio inducido por la mezcla G-1-F-2 sobre las sinapsis estriatales.
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4.- Hipotesis

Dado que la mezcla G-1-F-2 incrementa la amplitud de la espiga sinaptica
poblacional estriatal y ya que esta tiene un componente glutamatérgico y uno
GABAEérgico; suponemos que el efecto modulatorio inducido por la mezcla G-1-F-2
actla sobre sistemas de neurotransmision GABAérgicos o glutamatérgicos.

5.- Objetivos
Objetivo general
e Evaluar el efecto modulatorio de la mezcla G-1-F-2 sobre sinapsis estriatales.
Objetivos particulares

e Determinar si el efecto modulatorio de G-1-F-2 se encuentra relacionado con
sistemas GABAEérgicos o bien con sistemas glutamatérgicos.

e Definir los circuitos estriatales que se ven involucrados en el efecto
modulatorio producido por la mezcla G-1-F-2

e Identificar si el efecto modulatorio producido por la mezcla G-1-F-2 actua de

manera presinaptica o postsinaptica.
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6.- Consideraciones metodoldgicas

6.1- Registro electrofisioldgico de potenciales de campo

En este trabajo se utilizé el registro electrofisiolégico de potenciales de campo, ya
gue esta herramienta electrofisiologica permite el estudio de la actividad sinaptica
de un grupo o poblacion de neuronas (Bretschneider & De Weille, 2006; Fanjul de
Moles & Hiriart, 2008).

Los potenciales de campo son registros extracelulares evocados por la generacion
de corrientes iénicas denominadas espigas, las cuales se encuentran asociadas a
una poblacion neuronal, de modo que la amplitud de estas espigas depende
directamente de tanto el numero de neuronas que disparan sincronicamente
potenciales de accion, asi como de la distribucion de la poblacion neuronal activa.
Siendo una de las principales caracteristicas biofisicas de las espigas poblacionales
evocadas, su tendencia a formar una onda trifasica la cual es el producto de la
diferencia en la localizacion de las corrientes entrantes activas (pozos) y las
corrientes salientes (fuentes) del circuito eléctrico; de manera que en el registro de
los potenciales de campo, las corrientes salientes se observan como deflexiones
positivas mientras que las corrientes entrantes como deflexiones negativas, siendo
el componente negativo el correspondiente a la despolarizacion de la membrana
causada por la corriente entrante; es decir, cuando el potencial se aproxima al
electrodo de registro, este detecta una corriente saliente (-) que se traduce como
una onda positiva, al ser despolarizada la membrana por la corriente entrante (+)
esta es detectada por el electrodo a manera de una onda negativa, finalmente al
repolarizarse la membrana se detecta una segunda corriente saliente (-) y por
consiguiente una segunda onda positiva (Fig.5) (Johnston & Miao-Sint, 1995; Fanijul
de Moles & Hiriart, 2008; Silva-Pereyra, 2011).
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Figura 5. Representacion de un

Corriente Corriente potencial de campo. Los potenciales
de campo tienden a una forma

saliente (-) saliente (-)

trifdsica debido a la manera de
propagacion del potencial a lo largo
de la neurona. (imagen tomada de
Moran, 2013).

Corriente

entrante (+)

6.2- Protocolo de pulso pareado

El protocolo de pulso pareado es una metodologia que consiste en la aplicacion de
dos estimulos de la misma intensidad y duracion separados por un corto periodo de
tiempo, de manera que la respuesta obtenida ante el segundo estimulo se ve
influenciada por el primero, resultando en el incremento o decremento de la amplitud
de la respuesta sinaptica; esto se explica por medio de la “Teoria de calcio residual”
propuesta por Katz & Miledi en 1968, en la que se propone que al ejercer un primer
estimulo (E1) la membrana de la terminal presinaptica se despolariza, o que permite
la activacion y apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje facilitando
de este modo el incremento en la concentracién de Ca?* intracelular, propiciando la
fusion de las vesiculas sinapticas (las cuales contienen y transportan diferentes
neurotransmisores) con la membrana presinaptica, liberando asi el neurotransmisor
al espacio sinaptico, no obstante ya que los mecanismos de amortiguacion de Ca?*
intracelular son mas lentos en comparacion a los mecanismos de entrada de este
ion, al aplicar un segundo estimulo (E2) el Ca?* que ingresa con este nuevo estimulo
se integra (suma) al Ca?* remanente del primer estimulo y por tanto se incrementa

la probabilidad de fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana, lo que a su
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vez se traduce en el incremento de la liberacion del neurotransmisor, de manera
gue a este fendbmeno se le conoce como facilitacion por pulso pareado (PPF por sus
siglas en inglés) (Fig.6A) ya que la amplitud de la segunda respuesta es mayor en
comparacién a la amplitud de la primera, debido a la facilitacion en la liberacion del
neurotransmisor. Por el contrario, existe la probabilidad de que la intensidad del
primer estimulo facilite una entrada masiva de Ca?* a la terminal presinaptica,
promoviendo la liberacion de la mayoria del neurotransmisor existente en la
terminal, de modo que la eficacia del segundo estimulo serd menor en comparacion
a la del primero debido a la falta de neurotransmisor disponible, ocasionando un
fendmeno de depresion en el que la amplitud de la segunda respuesta es menor
en comparacion a la amplitud de la primera respuesta, al cual se le conoce como
depresion por pulso pareado (PPD por sus siglas en inglés) (Fig.6B) (Katz & Miledi,
1968; Johnston & Miao-Sin, 1995; Colino et al., 2002; Fanjul de Moles & Hiriart,
2008).

Figura 6. Facilitacion vy

. ‘ Depresion por pulso pareado.
Facilitacion por Pulso Pareado , .
En donde los circulos grises

representan las  vesiculas
sindpticas y los circulos

naranjas el neurotransmisor;

S1 El= primer estimulo, E2=
S2 segundo estimulo, S1=
primera respuesta, S2=

segunda respuesta. En A se
Depresion por Pulso Pareado ~ observa el fendmeno de
facilitacion por pulso pareado
y en B el fenédmeno de
depresion por pulso pareado

S2 (modificada de Moran, 2013).
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7.- Materiales y Métodos

7.1- Animales

En este trabajo se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de 3 a 4 semanas
de edad. Durante el periodo experimental los individuos fueron alojados en grupos
de cinco, en cajas de acrilico transparente (Plexiglas), bajo ciclos de 12/12

luz/obscuridad, a una temperatura de 24-26°C, con libre acceso a alimento y agua.

7.2- Farmacos

Se utilizé la mezcla G-1-F-2, la cual fue caracterizada bajo la metodologia descrita
por Tortoriello en 1991 y proporcionada por el Dr. Alfredo Ortega Hernandez quien
se encuentra adscrito al Instituto de Quimica de la UNAM. Para la aplicacion de
dicha mezcla, fue necesario realizar una dilucion 1 mg/mL, en la que, la mezcla G-
1-F-2 fue disuelta en Dimetil-sulfoxido (DMSO), aplicando 100 yL de G-1-F-2 por
cada 10 mL de solucion fisiologica, generando asi, una concentracion final de 10

Mg/mL.

Por otra parte, se utilizo el antagonista competitivo de los receptores GABAa llamado
Bicuculina, en una concentracion de 10 uM, ya que en esta concentracion se inhibe
la respuesta GABAérgica aislando asi la respuesta glutamatérgica proyectada
desde la corteza hacia el estriado (Mendoza et al., 2014; Gomez-Pineda et al., 2018;
Torres-Cruz et al., 2019); ademas se utilizd un antagonista no competitivo de los
receptores NMDA, llamado Memantina, en una concentracion de 10 uM, ya que se
ha reportado que a esta concentracién inhibe entre un 60 y 70% la respuesta
sinaptica poblacional estriatal (Chen et al.,1992; Parsons et al., 1993; Frankiewicz
et al.,1996; Parsons et al.,1996; Parsons et al., 2008; Xia et al., 2010; Garcia-Munoz

et al., 2015) ambos farmacos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich México.

Adicionalmente se utilizé el modulador alostérico positivo de los receptores GABAA,
llamado Diazepam (Relazepam; PISA), del cual se llevd a cabo una curva
concentracion-respuesta, esto con la finalidad de determinar la concentracion de

este farmaco a utilizar.
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7.3- Preparacion de tejido

Los ratones fueron anestesiados con éter etilico en una camara de induccion,
previamente a ser sacrificados por decapitacion, inmediatamente después del
sacrificio se realiz0 la extraccion cerebral, una vez extirpado el cerebro, se retiraron
tanto el cerebelo como los bulbos olfatorios. El cerebro restante fue colocado en
una solucion fisiolégica isotonica (simula el liquido cerebro-espinal) a 4°C saturada
con 95% Oz y 5% CO2 y con un pH de 7.4, constituida por: CaClz (2 mM), NaCl (125
mM), KCI (3 mM), MgCl, (1 mM), NaHCOs (26 nM), Acido ascorbico (0.2 mM),
Tiourea (0.2 mM) y Glucosa (10 mM). Posteriormente los hemisferios cerebrales
fueron separados y colocados en un vibratomo (Pelco® 102, Vibratome 1000 plus,
USA) donde se realizaron cortes sagitales de 400 um. Subsecuentemente las
rebanadas se mantuvieron en solucion fisiolégica isotonica saturada
constantemente con 95% O2 y 5% CO: a temperatura ambiente, por hora y media
ya que en estas condiciones se permite la viabilidad del tejido por un periodo mayor
a 10 horas (Mendoza, 2001; Mendoza et al., 2014).

7.4- Registro electrofisiologico

Las rebanadas cerebrales obtenidas, fueron colocadas en una camara de registro
electrofisiologico con una perfusion constante de 1+0.5 ml/min de solucion
fisiologica saturada con 95% O: y 5% CO2, a una temperatura constante de
32+0.5°C. Los registros electrofisiologicos se realizaron en la parte dorsolateral del
estriado, estimulando con un electrodo bipolar ubicado sobre el cuerpo calloso,
registrando la respuesta sinaptica con un segundo electrodo de borosilicato (lleno
con solucion fisiolégica) situado dentro del estriado, posicionado de dos a tres
milimetros de diametro del electrodo de estimulacién (Fig.7). Todos los registros se
realizaron in vitro bajo el protocolo de pulso pareado, en el cual los pulsos se
encontraban separados por un periodo de 50 milisegundos a una frecuencia de 0.1
Hz (Mendoza et al., 2014).
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Figura 7. Esquema
representativo del método
Registro electrofisiolégico de
estimulacion y registro. En donde
GP= Globo Pélido, SNr= Sustancia
Nigra reticulata. Se observa el

Estimulo

posicionamiento tanto del
electrodo de estimulacion que se
e encuentra en el cuerpo calloso,
Estriado Tilamo asi como, el electrodo de registro
ubicado en el cuerpo estriado
(imagen tomada y modificada de

Moran, 2013).

Ahora bien, con la finalidad de apreciar los cambios en la amplitud de la respuesta
sinaptica poblacional evocada (RSPE), inducidos por los diferentes farmacos a
evaluar, al inicio de cada experimento se llevo a cabo una curva intensidad-amplitud,
ya que ésta, establece la relacion existente entre la intensidad de estimulacion
aplicada y la magnitud de la RSPE. Similarmente, con el fin de comprobar que los
cambios en la amplitud de la RSPE eran el producto de la aplicacion de los
diferentes farmacos utilizados y no la consecuencia de inestabilidades originadas
por el estado fisiologico del tejido (debido a un mal desarrollo metodoldgico) o a la
duracion de los experimentos, se realizaron una serie de registros de larga duracion
denominados “controles largos”, los cuales consistieron en registrar la actividad

basal de la RSPE estriatal por un periodo de 30 minutos.

Asimismo, al inicio de cada experimento se llevé a cabo el registro de la actividad
sinaptica estriatal en su estado basal durante un periodo de 10 minutos, al cual se

le denomino “control corto”.

7.5-Anédlisis de resultados
Los datos obtenidos fueron procesados y analizados con el software Origin Pro-
9.1.0 (USA), la amplitud de la respuesta sinaptica poblacional fue normalizada al

100% para cada uno de los grupos evaluados, utilizando como referencia los 10
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primeros minutos de cada experimento (control corto). Por su parte los analisis
estadisticos (prueba de t pareada, prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov,
prueba de normalidad Shapiro-Wilk, andlisis de varianza-ANOVA no paramétrico
con la prueba de Kruskall-Wallis, prueba de comparacion multiple de Dunn’s) de los
datos obtenidos fueron realizados con ayuda del software SigmaPlot 12.0,

estableciendo una significancia estadistica de P=<0.05.
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8.- Resultados

Para cada uno de los registros obtenidos se realiz6 una curva intensidad-amplitud,
ya que con esta se determind la amplitud media necesaria para evitar la saturacion
de la RSPE y asi poder observar los efectos de los diferentes farmacos a evaluar.
En la Figura 8B se exponen los resultados de la curva intensidad-amplitud, en donde
se puede apreciar la relacion entre el umbral (intensidad de estimulacién necesaria
para evocar una respuesta sinaptica poblacional) y la respuesta sinaptica
poblacional evocada, es posible apreciar como al ejercer 1 umbral se observa un
ligero incremento en la amplitud de la RSPE, no obstante es hasta estimular con 1.5
veces umbral el que se evoca la mitad de la amplitud total de la RSPE registrada,
por el contrario al ejercer 2 veces umbral la respuesta sinaptica comienza a
saturarse y es hasta ejercer 2.5 veces umbral que la respuesta sinaptica alcanza su
maxima amplitud y su saturacion, siendo asi 1.5 umbral la estimulaciéon media ideal

para evaluar y registrar los cambios en la actividad sinaptica poblacional.

Asimismo, tal y como se muestra en la Figura 9B al no observar variaciones
significativas en la amplitud de la respuesta sinaptica poblacional evocada ante el
primer estimulo (RSPE1) en su estado basal, registrado por un periodo de 30 min,
se demostro la viabilidad del tejido obtenido tanto para el desarrollo experimental

como para realizar la evaluacion de los diferentes farmacos.
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Figura 8. Curva intensidad-
amplitud. En donde |Ia
intensidad de estimulacidn
necesaria para evocar una
respuesta sindptica poblacional
se expresa en umbral y la
amplitud
encuentra expresada en pV

registrada se

(micro-volts). En A se observan
trazos representativos de la
curva junto con el nimero de
veces umbral en los que fueron
estimulados. En B se observa la
curva intensidad-amplitud, asi
como la relaciéon entre los
umbrales y la respuesta
sindptica poblacional evocada.

(n=5, PromzSE).
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Figura 9. Control Largo.
Donde RSPE1= Respuesta
sindptica poblacional evocada
ante el primer estimulo. En A
se muestra normalizada y en
porcentaje la amplitud de la
RSPE1 en su estado control,
registrada por un periodo de
30 minutos, asi como insertos
en la parte superior, se
observan los trazos
representativos del curso
temporal registrado donde los
numeros indican la parte del
curso representado  (n=5,
PromzSE).

8.1.- Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre la respuesta sinaptica poblacional

estriatal, en presencia de Diazepam

Debido a la existencia de evidencia que sugiere que tanto G-B como G-A inducen

un efecto ansiolitico sistémico, y ya que los ansioliticos convencionales son

farmacos que actian de manera selectiva sobre los receptores ionotrépicos GABAA,

incrementando la afinidad de este receptor por el acido y-aminobutirico, resultando

en la facilitacion de la respuesta GABAérgica (Brunton et al., 2007; Waldman &

Terzic, 2010; Lorenz-Guertin et al., 2019); llevamos a cabo una serie de

experimentos en los que se evalu6 el efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones
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neuronales estriatales en presencia de Diazepam (modulador alostérico positivo de
los receptores GABAA). Para lo cual y con la finalidad de determinar la concentracion

media ideal de Diazepam a utilizar se realiz6 una curva concentracion-respuesta.

En la Figura 10 se exponen los resultados de la curva concentracion-respuesta
obtenidos, en donde se aprecian los cambios en la amplitud de la RSPE1 en
respuesta a las diferentes concentraciones de Diazepam evaluadas (1, 10 y 100
MM), los resultados de la ecuacion y=Al1+(A2-Al1)/(1+10"((LOGx0-x)*p)) la cual
presenta una Chi cuadrada (x?) reducida=2.07081E-4 y un ajuste de R?=0.94265,
evidenciaron que la dosis media efectiva o ECso de Diazepam es de 30.35 pM, de
forma que se decidio utilizar una concentracion final de 35 uM de Diazepam para el

desarrollo de los experimentos.

160 - Figura 10. Curva
Concentracion-Respuesta.
150 En donde las
1 concentraciones de
— 140 -+ ECgo=30.35 M Diazepam evaluadas
L
o fueron 1, 10 y 100 uM,
& 130 mientras que la amplitud
B de la RSPE1 se encuentra
%_ 120 A expresada en orden de pV.
=
<
110 4
100
0 1 10 100
n=5 Concentracion (uM)

Una vez determinada la concentracion de Diazepam a utilizar (35 uM), se procedi6
a realizar la evaluacion del efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones
neuronales estriatales en presencia de este modulador, de forma que se llevé cabo
el registro del control corto para subsecuentemente agregar Diazepam directamente

al dispensador del bafio de la cadmara de registro, posteriormente y de manera
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conjunta se agrego la mezcla G-1-F-2, registrando los cambios en la actividad
singptica poblacional estriatal.

En la Figura 11A se aprecia el comportamiento de la RSPEL (respuesta sinptica
poblacional evocada ante el primer estimulo) registrado, se aprecia como al aplicar
35 uM de Diazepam se induce un ligero incremento significativo (P=<0.001) del 6%
en la amplitud de la RSPE1l registrada (Control=100.07792+1.36122 vs
Diazepam=106.46717+2.44707), similarmente se observa un incremento del 17%
en la amplitud de la RSPE1l cuando se agrega la mezcla G-1-F-2 al medio
(Diazepam=106.46717+2.44707 vs D+G-1-F-2=123.10923+4.43492), lo que en
comparacion con la respuesta control representa un incremento aproximado del
23% en la amplitud registrada (Control=100.07792+1.36122 vs D+G-1-F-
2=123.10923+4.43492). Por su parte los resultados del analisis estadistico ANOVA
no paramétrico con la prueba de Kruskall-Wallis (H2=40.776 y P=<0.001)
evidenciaron la existencia de diferencias significativas entre las condiciones
evaluadas, siendo que los resultados del analisis estadistico post hoc de la prueba
de Dunn’s (P=<0.05) demostraron diferencias significativas entre las condiciones
“Control vs Diazepam”, “Diazepam vs D+G-1-F-2” y “Control vs D+G-1-F-2”
(Fig.11C).

Por otra parte, en la Figura 12 se presenta la relacion de pulso pareado (PPR por
sus siglas en ingles) de las condiciones evaluadas en este grupo experimental. En
la Figura 12A se observa la diferencia en el cociente de la relacion “Respuesta
Sindptica dos/Respuesta Sinaptica uno” (S2/S1) antes y después de la aplicacion
de Diazepam y dado que los resultados del andlisis estadistico (t6=3.298 y P=0.016)
evidenciaron la existencia de diferencias significativas entre la respuesta sinaptica
uno (S1) y la respuesta sinaptica dos (S2) (Fig.12B), se determiné que el efecto
inducido por este farmaco es modulado por mecanismos presinapticos;
similarmente los resultados obtenidos al evaluar la relacion de pulso pareado antes
y después de la administracion de G-1-F-2 (Fig.12C) evidenciaron la existencia de
diferencias significativas (ts=4.713 y P=0.003) entre S1y S2 (Fig.12D) demostrando

de esta forma que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 se encuentra modulado
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por mecanismos de tipo presinapticos. Ahora bien, debido a los datos expuestos,
asi como a datos previamente obtenidos (Figura suplementaria 1, Anexo uno) se es
posible deducir que el efecto modulatorio de la mezcla G-1-F-2 no se encuentra
mediado por sistemas GABAérgicos.
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Figura 11. Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales en presencia de
Diazepam. Donde RSPE1= Respuesta Sinaptica Poblacional Evocada ante el Primer Estimulo; D+G-
1-F-2= efecto conjunto de Diazepam+G-1-F-2; las diferencias significativas entre los grupos
evaluados se muestran con un asterisco. En A se muestra normalizada y en porcentaje la amplitud
de la RSPE1 registrada durante el curso temporal (10 min de control corto, 20 min de efecto de
Diazepam y 15 min del efecto conjunto Diazepam+G-1-F-2), asi como insertos en la parte superior,
se muestran trazos representativos del curso temporal registrado donde los nimeros indican la
parte del curso representado. Finalmente, en B se observa una gréfica de barras representativa de

los cambios en la amplitud de la RSPE1 registrados durante las diferentes condiciones evaluadas
(n=7; Prom4SE).
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Figura 12. Relacion de Pulso Pareado (PPR) antes y después de la aplicacion de la mezcla G-1-F-2
en presencia de Diazepam. Donde cada uno de los simbolos con lineas punteadas representa cada
uno de los experimentos realizados, mientras que la linea roja continua representa el promedio de
estos, las diferencias significativas entre los grupos evaluados se muestran con un asterisco. En A se
observa la relacidn S2/S1 antes y después de la aplicacion de Diazepam, mientras que en B se
observa una grafica representativa de la relacion S2/S1. Por su parte en C se muestra la relacion
S2/S1 antes y después de la aplicacion de G-1-F-2, de igual forma en D se observa una gréfica de
barras representativa de la relacion S2/51 (n=7; Prom+SE).
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8.2.- Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre la respuesta sinaptica poblacional
estriatal, en presencia de un antagonista de los receptores NMDA

Los resultados obtenidos proporcionan evidencia, que sugiere que el efecto
modulatorio inducido por la mezcla G-1-F-2 no se encuentra mediado por sistemas
de naturaleza GABAérgica, por lo que llevamos a cabo la evaluacion del efecto de
la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales y su relacion con
sistemas glutamatérgicos. De modo que se registré el comportamiento de la RSPE1
en presencia de Bicuculina para consecutivamente y de manera conjunta con este
farmaco agregar Memantina al medio, subsecuentemente en presencia del efecto
conjunto Bicuculina+Memantina (B+M) se agrego la mezcla G-1-F-2 al dispensador

de la camara de registro y finalmente se suspendié la administracion de Memantina.

En la Figura 13A se puede observar el comportamiento de la RSPE1 registrado, se
aprecia como al agregar Memantina en presencia de Bicuculina esta no induce
ningin cambio en la amplitud de la RSPE1l (Bicuculina=100+£0.55133;
B+M=100.7484+0.58818), similarmente tampoco se observaron cambios en la
amplitud de la RSPE1 al agregar G-1-F-2 al medio, el cual se encontraba en
presencia del efecto conjunto de Bicuculina+Memantina (B+M=100.7484+0.58818;
B+M+G=100.41154+0.81629); por el contrario, al suspender la aplicacion de
Memantina se observa una disminucion de aproximadamente el 2% en la amplitud
de la RSPEl1 (B+M+G=100.41154+0.81629; B+G=98.90953+0.61943). Los
resultados del andlisis estadistico ANOVA no paramétrico con la prueba de Kruskall-
Wallis (H3=29.266 y P=<0.001) evidenciaron diferencias significativas entre las
condiciones evaluadas, sin embargo, los resultados del analisis estadistico post hoc
de la prueba de Dunn’s (P=<0.05) demostraron que no existen diferencias
significativas entre ninguna de las condiciones evaluadas (Fig.13C). Ahora bien, es
preciso mencionar que del 100% de los experimentos registrados (n=9), en el 66%
(n=6) se registré una tendencia similar en el comportamiento de la amplitud de
RSPEL (datos descritos previamente), mientras que en el 22% de los experimentos
(n=2) se registré un incremento de aproximadamente el 15% en la amplitud de la
RSPE1 a causa de la aplicacion de 10uM de Memantina (Figura suplementaria 2,

Anexo uno), por el contrario en el 11% (n=1) restante se registré6 un decremento
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aproximado del 10% en la amplitud de la RSPEL, inducido por la aplicacién de
Memantina (10uM) (Figura suplementaria 3, Anexo uno); en ambos casos al agregar
la mezcla G-1-F-2 al medio, esta no indujo variaciones significativas sobre la
amplitud de la RSPE1l registrada por lo que es altamente probable que el
comportamiento de estos experimentos se deba principalmente al estado fisioldgico

en el que se encontraba el tejido al momento de realizar el experimento.

Por su parte, los resultados de la relacién de pulso pareado o PPR evidenciaron
cambios significativos (ts=3.268 y P=0.022) en el cociente de la relacion S2/S1 antes
y después de la aplicacion de Memantina (Fig.14A), de forma que se puede inferir
gue el efecto inducido sobre la RSPE1l por la Memantina es mediado por
mecanismos presinapticos, por el contrario los resultados del analisis de PPR
obtenidos al evaluar la relaciéon S2/S1 antes y después de la administracion de la
mezcla G-1-F-2 (Fig.14C) demostraron la falta de diferencias significativas (ts=1.427
y P=0.213) en el cociente de esta relacion, similarmente al evaluar la relacion S2/S1
antes y después de suspender la administracion de Memantina (Fig.15A) no se
observaron diferencias significativas en el cociente obtenido (ts=1.391 y P=0.223),
por lo que se puede inferir que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 en presencia

de Memantina se encuentra mediado por mecanismos postsinapticos.
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Figura 13. Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales, en presencia de
un antagonista de los receptores NMDA. Donde RSPE1= Respuesta Sindptica Poblacional Evocada
ante el Primer Estimulo; B+M= efecto conjunto de Bicuculina+Memantina; B+M+G= efecto conjunto
de Bicuculina+Memantina+G-1-F-2; B+G= efecto de G-1-F-2 sobre la RSPE1 después de la suspension
en la aplicacién de Memantina. En A se presenta normalizada y en porcentaje la amplitud de la
RSPE1 registrada durante un curso temporal (10 minutos del efecto de Bicuculina, 25min del efecto
conjunto B+M; 15min del efecto conjunto B+M+G y 10 minutos de efecto B+G), asi como insertos
en la parte superior, se muestran trazos representativos del curso temporal registrado donde los
numeros indican la parte del curso representado. Finalmente, en B se observa una grafica de barras

representativa de los cambios en la amplitud de la RSPE1 registrados durante las diferentes
condiciones evaluadas (n=6; Prom+SE).
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Figura 14. Relacion de Pulso Pareado (PPR) antes y después de la aplicacion de Memantina y la
mezcla G-1-F-2. Donde cada uno de los simbolos con lineas punteadas representa cada uno de los
experimentos realizados, mientras que la linea roja continua representa el promedio de estos, las
diferencias significativas entre los grupos evaluados se muestran con un asterisco. En A se muestra
la relacion S2/S1 antes y después de la aplicacion de Memantina, en B se muestra una grafica
representativa de esta relacion. Por su parte, en C se muestra la relacidén S2/S1 antes y después de
la aplicacién de G-1-F-2, de igual forma en D se muestra una grafica representativa de esta relacion
(n=6; PromzSE).
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Figura 15. Relacion de Pulso Pareado (PPR) antes y después de la suspension de Memantina.
Donde cada uno de los simbolos con lineas punteadas representa cada uno de los experimentos
realizados, mientras que la linea roja continua representa el promedio de estos. En A se observa la
relacién S2/S1 de la respuesta sinaptica registrada antes y después de suspender la aplicacion de
Memantina, por su parte, en B se muestra una grafica representativa de esta relacion, asi como
también se observa la falta de significancia estadistica en el cociente de la relacion S2/S1 (n=6;
Prom+SE).

36



9.- Discusién

En los resultados expuestos en este trabajo, se puede apreciar cOmo en presencia
de Diazepam la mezcla G-1-F-2 induce un incremento significativo sobre la amplitud
de la RSPEL (respuesta sinaptica poblacional evocada ante el primer estimulo)
registrada y dado que el Diazepam estimula la union del &cido y-aminobutirico con
los receptores GABAa, incrementando la frecuencia de apertura del canal de CI
(asociado al receptor) lo que resulta en la facilitacion de la respuesta GABAérgica
(Brunton et al., 2007; Drexler et al., 2010; Lorenz-Guertin et al., 2019; Korol et al.,
2015) y debido a los estudios en los que se ha expuesto la alta similitud entre el
efecto sistémico inducido tanto por Galphimine-B como por Galphimine-A y el efecto
ansiolitico inducido por el Diazepam (Herrera-Ruiz* et al., 2006; Herrera-Ruiz? et al.,
2006; Avilés-Montes, 2015), se podria pensar que los resultados obtenidos son
producto de un posible efecto de cooperatividad entre estas dos sustancias, ya sea
gue el Diazepam facilite el efecto de G-1-F-2 o bien la mezcla G-1-F-2 potencie el
efecto inducido por el Diazepam. No obstante, se ha reportado que el efecto
sistémico inducido tanto por G-B como por G-A no se ve alterado cuando se es
coadministrado con Picrotoxina (antagonista no competitivo de los receptores
GABA\,) (Herrera-Ruiz? et al., 2006; Avilés-Montes, 2015; Santillan-Urquiza et al.,
2018) el cual a diferencia del Diazepam induce la inhibicibn de la respuesta
GABAérgica, mediante la reduccion de tanto la frecuencia como el tiempo de
apertura del canal de CI asociado al receptor, (Newland & Cull-Candy, 1992;
Ramakrishnan & Hess, 2005; Olsen, 2006; Olsen, 2018; Masiulis et al., 2019), lo
gue en contraste con los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la mezcla G-
1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales en presencia de Bicuculina, en
donde se registrd un incremento significativo en la amplitud RSPE1 inducido por el
efecto de la mezcla G-1-F-2 (Figura suplementaria 1, Anexo uno) y dado que la
Bicuculina inhibe competitivamente la union del acido y-aminobutirico con el
receptor GABAA, reduciendo la frecuencia de apertura del canal de CI resultando
en la inhibicion de la respuesta GABAérgica (Andrews & Johnston, 1979; Johnston,
2013; Masiulis et al., 2019), por consiguiente se puede concluir que el efecto

inducido por la mezcla G-1-F-2 no ejerce un efecto de cooperatividad con el
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Diazepam, asi como tampoco actla sobre sistemas de neurotransmision
GABAEérgicos estriatales, corroborando lo propuesto por Prieto-Gémez y cols., en
2003 y Avilés-Montes en 2015.

Ahora bien, para poder explicar el incremento en la amplitud de la RSPEL1 registrado
durante la administracion de la mezcla G-1-F-2 en presencia de Diazepam, es
preciso considerar que la respuesta sinaptica poblacional registrada es en si la
suma de las interacciones y conexiones intrinsecas de los circuitos cortico-
estriatales, por lo que existe la probabilidad de que la mezcla G-1-F-2 evoque el
incremento de la actividad glutamatérgica proyectada desde la corteza hacia el
estriado estimulando la respuesta de las MSNs estriatales, lo que a su vez induciria
un aumento en la liberacion del neurotransmisor GABA y por tanto un incremento

sobre la respuesta sinaptica estriatal.

De forma que y con la finalidad de determinar la posible relacion entre el efecto
inducido por la mezcla G-1-F-2 y sistemas de neurotransmision glutamatérgicos,
llevamos a cabo una serie de experimentos en los que se aislo la respuesta
glutamatérgica proveniente de la corteza, evaluando los cambios de la respuesta
sinaptica poblacional estriatal inducidos por la mezcla G-1-F-2 en presencia de un
antagonista no competitivo de los receptores NMDA (Memantina), en los resultados
obtenidos se puede apreciar como en presencia de 10uM de Memantina, la mezcla
G-1-F-2 no induce cambios significativos sobre la amplitud de la RSPEL registrada,
asi mismo se aprecia como al suspender la administracion de este antagonista se
registran variaciones sobre la amplitud de la RSPE1 y aunque estas variaciones no
presentan una significancia estadistica, dado que la Memantina bloquea la apertura
del canal asociado al receptor NMDA impidiendo la salida del ion Mg2*, bloqueado
el flujo ibnico a través de éste, resultando en la inhibicion de la respuesta
glutamatérgica (Parsons et al.,1993; Chen & Lipton, 2005; Chen & Lipton, 2006;
Johnson & kotermanski, 2006; Parsons et al., 2008), asi como considerando el
comportamiento de la respuesta sinaptica registrada, esto nos proporciona
informacién con la que es posible deducir que la mezcla G-1-F-2 favorece el

incremento de las proyecciones excitatorias glutamatérgicas de la corteza hacia el
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estriado lo que resulta en el incremento de la actividad sinaptica poblacional
estriatal.

Particularmente con los datos obtenidos, se podria inferir que G-B y G-A presentan
una afinidad hacia los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, no obstante es
preciso considerar que este tipo de receptores se asocian principalmente a procesos
de plasticidad neuronal como la memoria y el aprendizaje, mientras que los
receptores glutamatérgicos AMPA y en menor medida los receptores
glutamatérgicos Kainato, se asocian a la transmision sinaptica rapida (Li & Tsien,
2009; Traynelis et al., 2010; Purves et al.,, 2015; Hansen et al.,, 2021), por
consiguiente dados los resultados obtenidos hasta el momento solo podemos
aseverar que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 y por tanto por Galphimine-B
y Galphimine-A, actia sobre sistemas de neurotransmision glutamatérgicos, en

particular sobre los receptores NMDA.

Ahora bien, en el 22% de los experimentos registrados (Figura suplementaria 2,
Anexo uno) se observo un incremento en la amplitud de la RSPE1 inducido por el
efecto de la mezcla G-1-F-2 y si bien es cierto que estos experimentos no reflejan
la tendencia del comportamiento de la respuesta sinaptica promedio registrada;
debido a los reportes de la inhibicion selectiva que presenta Galphimine-B sobre
neuronas dopaminérgicas del ATV (Tortoriello et al., 1998; Prieto-Gémez et al.,
2003), asi como a lo reportado por Santillan-Urquiza y cols., en el afio 2018, quiénes
al evaluar la posible interaccion entre el efecto de diferentes Galphimines (G-A, G-
B y G-E) y el efecto inducido por el Haloperidol, concluyeron que existe una
interaccion entre estas moléculas y vias dopaminérgicas y ya que las neuronas
espinosas medianas estriatales reciben aferencias dopaminérgicas mesencefalicas
al igual que también expresan receptores dopaminérgicos D1 y D2 (Waldman &
Terzic, 2010; Gbémez-Chavarin et al.,, 2014) y dado que los receptores
dopaminérgicos de tipo D1 pueden modular selectivamente las funciones de los
receptores NMDA, directamente por medio de interacciones membranales proteina-
proteina (Lee et at., 2002), no podemos ignorar la probabilidad de que el efecto

inducido por la mezcla G-1-F-2 sobre la respuesta sinaptica evocada se deba a que
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las Galphimines actien sobre sistemas de neurotransmisién dopaminérgicos, sin
embargo no contamos con evidencia experimental suficiente como para aseverar

esta conjetura.

Finalmente, los resultados del analisis de la relacidén de pulso pareado evidenciaron
la existencia de diferencias significativas en el cociente de la relacion S2/S1 antes
y después de la administracion de la mezcla G-1-F-2 en presencia de Diazepam,
por lo que se demostrd que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 registrado, se
encuentra modulado por mecanismos de tipo presindpticos, coincidiendo con
resultados previamente obtenidos (Figura suplementaria 4, Anexo uno) en donde se
demostré que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones
neuronales estriatales se encuentra modulado por mecanismos presinapticos. Por
el contrario, los resultados del analisis de PPR demostraron la falta de diferencias
significativas en el cociente de la relacion S2/S1 antes y después de la
administracion de la mezcla G-1-F-2 en presencia de Memantina y aunque estos
resultados proporcionan informacion con la que se podria inferir que el efecto de la
mezcla G-1-F-2 en presencia de Memantina se encuentra modulado por
mecanismos postsinapticos, dado que la mezcla G-1-F-2 no induce ningun efecto
sobre la RSPE1 en presencia de este antagonista, no es posible afirmar que en
presencia de Memantina el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 se encuentre

modulado por mecanismos postsinapticos.
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Figura 16. Esquema del posible efecto de G-1-F-2 sobre los receptores GABA, y NMDA. En la figura
se presenta un modelo esquematico del efecto inducido por la mezcla G-1-F-2 sobre la respuesta
sindptica poblacional (RSP) estriatal, se aprecia como G-1-F-2 induce un incremento en la amplitud
de la RSP, similarmente al bloquear la respuesta GABAérgica se registra un incremento en la
amplitud de la RSP, inducido por el efecto de G-1-F-2; por el contrario, al bloquear tanto la respuesta
GABAérgica, como el componente glutamatérgico correspondiente a los receptores NMDA, la
mezcla G-1-F-2 no induce variaciones en la amplitud de la RSP estriatal. Insertos en la parte inferior
se aprecian representaciones de los potenciales de campo de las condiciones sefaladas; donde:
1=Terminal presindptica, 2=Efecto de G-1-F-2 sobre la RSP estriatal, 3= Bloqueo de los receptores
GABA,, 4=Efecto de G-1-F-2 en presencia de Bicuculina, 5=Bloqueo de los receptores NMDA y
6=Efecto de G-1-F-2 en presencia de Bicuculina y Memantina.
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10.- Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2,
no actla sobre mecanismos de neurotransmision GABAérgicos, particularmente
sobre receptores GABAA,, sino que mas bien el efecto inducido por estas moléculas
actla sobre sistemas de neurotransmision glutamatérgicos. Y aunque estos
resultados proporcionan evidencia que sugiere que el efecto inducido por las
Galphimines se relaciona directamente con los receptores glutamatérgicos de tipo
NMDA, se requiere de un desarrollo metodolégico mas minucioso para poder

corroborar esta suposicion.

Por su parte, los resultados de la relacion de pulso pareado o PPR obtenidos,
demostraron que el efecto inducido por la mezcla G-1-F-2, se encuentra modulado

por mecanismos de tipo presinapticos.

Finalmente, pese a que los resultados obtenidos proporcionan evidencia que ayuda
a esclarecer los sistemas de neurotransmision involucrados en el efecto modulatorio
inducido por las Galphimines, no contamos con datos suficientes como para

determinar de manera precisa el mecanismo de accion de estas moléculas.
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11.- Anexo uno

Figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1. Efecto de la mezcla G-1-F-2 en presencia de Bicuculina.- Donde RSPE1=
Respuesta Sinaptica Poblacional Evocada ante el Primer Estimulo; B+G= efecto conjunto de
Bicuculina+G-1-F-2, las diferencias significativas entre los grupos evaluados se muestran con un
asterisco. En A se muestra normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSPE1 registrada durante
el curso temporal (10 min de control; 15 min con Bicuculina; 20 min de efecto conjunto B+G; 30 min
con G-1-F-2 y 10 min de lavado), asi como insertos en la parte superior, se muestran trazos
representativos del curso temporal registrado donde los nimeros indican la parte del curso

representado. Por otra parte, en B se muestran los cambios en la amplitud de la RSPE1 registrados
durante las diferentes condiciones evaluadas en el curso temporal. (n=6; PromzSE).
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Figura suplementaria 2. Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales, en
presencia de un antagonista de los receptores NMDA. Donde RSPE1l= Respuesta Sinaptica
Poblacional Evocada ante el Primer Estimulo; en los circulos negros se expresa el promediotSE de
la tendencia del comportamiento de los datos que representan el 66% (n=6) de los registros
realizados, mientras que los triangulos azules y rojos representan el comportamiento del 22% (n=2)
de los registros. Se muestra normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSPE1 registrada durante
un curso temporal (consistio en el registro de 10 minutos del efecto de Bicuculina, 25min del efecto
conjunto Bicuculina+Memantina; 15min del efecto conjunto Bicuculina+Memantina+G-1-f-2 y 10
minutos de efecto Bicuculina+G-1-F-2), en donde se puede apreciar que en el 22% de los
experimentos al agregar 10uM de Memantina al medio, este fadrmaco induce un incremento sobre
la amplitud de la respuesta sindptica poblacional de aproximadamente un 15%, mientras que al

agregar la mezcla G-1-F-2 al medio, esta parece no inducir variaciones sobre la amplitud de la RSPE1
registrada.
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Figura suplementaria 3. Efecto de la mezcla G-1-F-2 sobre poblaciones neuronales estriatales, en
presencia de un antagonista de los receptores NMDA. Donde RSPE1l= Respuesta Sinaptica
Poblacional Evocada ante el Primer Estimulo; en los circulos negros se expresa el promediotSE de
la tendencia del comportamiento de los datos que representan el 66% (n=6) de los registros
realizados, mientras que los triangulos rojos representan el comportamiento del 11% (n=1) de los
registros. Se muestra normalizada y en porcentaje la amplitud de la RSPE1 registrada durante un
curso temporal (consistié en el registro de 10 minutos del efecto de Bicuculina, 25min del efecto
conjunto Bicuculina+Memantina; 15min del efecto conjunto Bicuculina+Memantina+G-1-F-2 y 10
minutos de efecto Bicuculina+G-1-F-2), en donde se puede apreciar que en el 11% de los
experimentos al agregar 10uM de Memantina al medio, este farmaco induce un decremento sobre
la amplitud de la respuesta sindptica poblacional de aproximadamente un 10%, mientras que al

agregar la mezcla G-1-F-2 al medio, esta parece no inducir variaciones sobre la amplitud de la RSPE1
registrada.
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Figura suplementaria 4. Relacion de pulso pareado (PPR) antes y después de la aplicacion de G-1-
F-2.- Donde cada uno de los simbolos con linea punteada representa un experimento realizado,
mientras que, la linea roja continua representa el promedio de estos, las diferencias significativas
entre las condiciones evaluadas se muestran con asterisco.- En A se observa la relacion S2/S1 de la
respuesta sindptica registrada, antes y después de la aplicacion de la mezcla G-1-F-2, por su parte,
en B se muestra una grafica representativa de esta relacidon, en donde se observa de mejor manera
las diferencias significativas en el cociente de la relacién S2/S1 antes y después de la aplicacion de
la mezcla G-1-F-2 (n=7; Prom#SE).
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12.- Anexo dos

Analisis estadistico

Curva concentracion-respuesta Diazepam

Description Nonlinear Curve Fit

Username Laboratorio6

Operation Time 10/06/2022 10:31:12

Iteration Algorithm Levenberg Marquardt

Model DoseResp

Number of Parameters 4

Number of Derived Parameters 4

Number of Datasets 6

Equation y = Al + (A2-A1)/(1 + 10" ((LOGX0-x)*p))
Report Status Report generated from Data Changed

Special Input Handling

Data Filter No

Multi-Data Fit Mode Global Fit

Model DoseResp
Equation | y=A1+(A2-A1)/(1 + 10*((LOGx0-x)*p))
Reduced Chi-Sqr 2.07E-04
Adj. R-Square 0.9426488

Value Standard

Error

curval Al* 2.01926892 0
curval A2* 2.15611844 0
curval LOGx0 8.92660517 | 1.31709127
curval p 0.13286476 | 0.05506267
curval span 0.13684952 0
curval EC20 24844.512 | 127954.467
curval EC50 844510717 | 2561160080
curval EC80 2.8706E+13 | 1.5529E+14
curva2 Al* 2.01926892 0
curva2 A2* 2.15611844 0
curva2 LOGx0 10.0921407 34162.581
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curva2 p 0.85841014 | 318268.704
curva2 span 0.13684952 0
curva? EC20 2459089643 1.28E+15
curva2 EC50 1.2363E+10 | 9.7254E+14
curva2 EC80 6.2159E+10 4.21E+16
curva3 Al* 2.01926892 0
curva3 A2* 2.15611844 0
curva3 LOGx0 10.6014622 | 6.71803596
curva3 p 0.02871636 | 0.02433505
curva3 span 0.13684952 0
curva3 EC20 4.32E-11 1.29E-09
curva3 EC50 3.9945E+10 6.179E+11
curva3 EC80 3.69E+31 2.00E+33
curva4d Al* 2.01926892 0
curva4d A2* 2.15611844 0
curva4d LOGx0 10.2771136 | 27253.2123
curva4d p 0.77468735 | 76187.9564
curvad span 0.13684952 0
curva4d EC20 3161902481 | 3.5805E+14
curvad EC50 1.8928E+10 1.19E+15
curvad EC80 1.1331E+11 2.71E+16
curvas Al* 2.01926892 0
curvas A2* 2.15611844 0
curvas LOGx0 10.1416321 | 0.15704013
curvas p 1.19078 | 0.01867845
curvas span 0.13684952 0
curvas EC20 4325444731 | 1643061813
curvas EC50 1.3856E+10 | 5010239168
curvab EC80 4.4385E+10 | 1.5239E+10
Mean Al* 2.01926892 0
Mean A2* 2.15611844 0
Mean LOGx0 10.5331154 | 1.60199517
Mean p 0.1230937 | 0.06766799
Mean span 0.13684952 0
Mean EC20 438575.995 | 2451868.62
Mean EC50 3.4128E+10 | 1.2589E+11
Mean EC80 2.66E+15 2.26E+16
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Comparacion del porcentaje de amplitud de a RSPE1 del efecto de la mezcla G-1-
F-2 en presencia de Diazepam

miércoles, julio 13, 2022, 08:11:53 p. m.

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Data source: Diazepam D+G in Diazepam
Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P = 0.415)

Equal Variance Test:  Failed (P <0.050)

Group N Missing Median 25% 75%
Control 11 0 99.983 99.647 101.182
Diazepam 21 0 106.322 104.642 108.839
D+"G-1-F-2" 16 0 123.142 120.502 126.589

e H=40.776 with 2 degrees of freedom. (P = <0.001)
e The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected
by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001)

e Toisolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method):

Comparison Diff of Ranks Q P<0.05
D+G-1-F-2 vs Control 34.500 6.292 Yes
D+G-1-F-2 vs Diazepam 18.500 3.982 Yes
Diazepam vs Control 16.000 3.071 Yes

Relacion de pulso pareado antes y después de la administracion de Diazepam

Paired t-test: miércoles, julio 13, 2022, 08:18:19 p. m.

Data source: PPR in Diazepam
Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P = 0.444)

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM

Control 7 0 1.015 0.0513 0.0194
Diazepam 7 0 0.969 0.0667 0.0252
Difference 7 0 0.0464 0.0372 0.0141
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e t=23.298 with 6 degrees of freedom. (P = 0.016)

e 95 percent confidence interval for difference of means: 0.0120 to 0.0808

e The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant change (P = 0.016)

o  Power of performed test with alpha = 0.050: 0.752

Relacién de pulso pareado antes y después de la administracion de la mezcla G-1-
F-2

Paired t-test: miércoles, julio 13, 2022, 08:18:44 p. m.
Data source: PPR in Diazepam

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.321)

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM

Diazepam 7 0 0.969 0.0667 0.0252
D+"G-1-F-2" 7 0 0.901 0.0616 0.0233
Difference 7 0 0.0680 0.0382 0.0144

e t=4.713 with 6 degrees of freedom. (P = 0.003)

e 95 percent confidence interval for difference of means: 0.0327 to 0.103

e The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant change (P = 0.003)

e  Power of performed test with alpha = 0.050: 0.972

Comparacion del porcentaje de amplitud de la RSPE1 del efecto de la mezcla G-1-

F-2 en presencia de Memantina

lunes, junio 20, 2022, 01:13:39 p. m

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Data source: Memantina+G-1-F-2 in Memantina
Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Passed (P =0.213)

Equal Variance Test:  Passed (P=0.171)

Median
99.859

25%
99.736

75%
100.532

Group N
246

Missing
235

Bicuculina
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Memantina 26 0 100.599 100.379 101.009
M+G 16 0 100.435 99.627 101.168
B+G 11 0 99.088 98.553 99.272

e H=29.266 with 3 degrees of freedom. (P = <0.001)
e The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected
by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001)

e Toisolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method):

Comparison Diff of Q P<0.05
Ranks

Memantina vs B+G 35.231 5.261 No
Memantina vs Bicuculina 16.503 2.464 No
Memantina vs M+G 7.356 1.243 Do Not Test
M+G vs B+G 27.875 3.822 No
M+G vs Bicuculina 9.148 1.254 Do Not Test
Bicuculina vs B+G 18.727 2.359 No

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

Relacion de pulso pareado antes y después de la administracion de Memantina en
presencia de Bicuculina
Wilcoxon Signed Rank Test martes, enero 31, 2023, 11:43:30 p. m.
Data source: PPR in memantina

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.856)

Paired t-test: martes, enero 31, 2023, 11:43:30 p. m.

Data source: PPR in memantina

Treatment Name N Missing Mean  Std Dev SEM
Bicuculina 6 0 1.078 0.126 0.0513
B+Memantina6 0 1.035 0.107 0.0438
Difference 6 0 0.0432 0.0323  0.0132

t = 3.268 with 5 degrees of freedom. (P = 0.022)
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95 percent confidence interval for difference of means: 0.00921 to 0.0771

The change that occurred with the treatment is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant change (P = 0.022)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.707

Relacién de pulso pareado antes y después de la administracion de la mezcla G-1-
F-2 en presencia de Bicuculina+Memantina
Wilcoxon Signed Rank Test martes, enero 31, 2023, 11:44:02 p. m.
Data source: PPR in memantina
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.232)
Paired t-test: martes, enero 31, 2023, 11:44:02 p. m.

Data source: PPR in memantina

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM
B+Memantina6 0 1.035 0.107 0.0438
B+M+G 6 0 1.001 0.0683  0.0279
Difference 6 0 0.0342 0.0587  0.0240

t = 1.427 with 5 degrees of freedom. (P = 0.213)
95 percent confidence interval for difference of means: -0.0274 to 0.0958

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to chance (P = 0.213)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.129
The power of the performed test (0.129) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually exists.
Negative results should be interpreted cautiously.

Relacion de pulso pareado antes y después de suspender la administracion de

Memantina

Wilcoxon Signed Rank Test martes, enero 31, 2023, 11:44:45 p. m.
Data source: PPR in memantina

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P <0.050)
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Group N Missing Median 25% 75%
B+M+G 6 0 0.968 0.958 1.056
B+G 6 0 0.965 0.949 1.004

W=-17.000 T+=2.000 T-=-19.000
Z-Statistic (based on positive ranks) = -1.782
P(est.)=0.093 P(exact)= 0.094

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that it is due

to chance (P =0.094)

Paired t-test:

Data source: PPR in Memantina

martes, enero 31, 2023, 11:44:45 p. m.

Normality Test (Kolmogorov-Smirnov) Failed (P < 0.050)

Treatment Name N Missing Mean Std Dev SEM

B+M+G 6 0 1.001 0.0683 0.0279
B+G 6 0 0.973 0.0289 0.0118
Difference 6 0 0.0282 0.0496 0.0203

t = 1.391 with 5 degrees of freedom. (P = 0.223)

95 percent confidence interval for difference of means: -0.0239 to 0.0802

The change that occurred with the treatment is not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to chance (P = 0.223)
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.121

The power of the performed test (0.121) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually exists.

Negative results should be interpreted cautiously.
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