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1. Abreviaturas

5-Hidroxitriptamina- serotonina 5-HT
Acetil Coenzima A ACoA
Acido Gama Aminobutirico GABA
Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico AMPA
Adenosin Mono Fosfato ciclico AMPc
Coenzima A CoA
Colecistoquinina CCK
Dihidroxifenilalanina DOPA
Enfermedad de Alzheimer EA
Extracto metandlico de Agastache mexicana EMAmM
Fenil etanolamina N-metil transferasa PNMT
Guanosin Monofosfato ciclico GMPc
Hormona adrenocorticétropa ACTH
Malonil Coenzima A MCoA
Miligramos mg
Milisegundos ms
Monoaminoxidasa MAO
Monoaminoxidasa A MAO-A
Monoaminoxidasa B MAO-B
Nanémetros nm
N-metil-D-aspartato NMDA
Organizacion mundial de la Salud OMS
Oxido nitrico NO
Sistema Nervioso Central SNC
Sistema Nervioso Periférico SNP
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Resumen

Desde la antigliedad diversas civilizaciones han descrito el uso de plantas medicinales; extractos
obtenidos a partir de estas plantas han sido fuente de compuestos bioactivos que han mostrado
gran variedad de efectos terapéuticos; en este sentido, Agastache mexicana es una planta que se
ha utilizado durante mucho tiempo en la medicina tradicional mexicana para tratar la ansiedad, el
insomnio y el dolor entre otras afecciones. Estudios recientes han demostrado que el extracto
metandlico (EMAm) de esta especie tiene un efecto ansiolitico y sedante observado de manera
conductual, relacionado a uno de sus principales compuestos quimicos, la tilianina. Por lo cual, el
objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto producido por el extracto metandlico y la tilianina
obtenidos de Agastache mexicana, sobre la liberacidn in vitro de los neurotransmisores GABA vy
serotonina, utilizando como modelo experimental sinaptosomas obtenidos a partir de cerebro de
ratones (Mus musculus) jévenes (2 meses de edad) cepa CD-1. Para evaluar la liberacién de
neurotransmisores, se realizé la perfusion de sinaptosomas a diferentes condiciones
experimentales, partiendo de una concentracion de 10 pg/ml de EMAm y 0.022 uM de tilianina.
Para finalizar, se observé un aumento sobre la liberacion de serotonina a partir de una
concentracion de 100ug/ml de EMAm, asi mismo a una concentracion de 0.022 uM y 0.055 uM de
tilianina; con base en esto, se propone a tilianina como uno de los compuestos presentes en el
EMAm, responsable de la liberacién de serotonina relacionada a la actividad ansiolitica de

Agastache mexicana.
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1. Introduccion

En la actualidad los trastornos neurolégicos como la ansiedad y depresién son dos de las
enfermedades crénicas que mas afectan a la poblacién joven y adulta, llegando a interferir en su
estilo de vida, relaciones personales, inclusive llegando a ser causa de suicidio. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), estima que para el afio 2030 dichos trastornos neuroldgicos seran causa

importante de muerte a escala mundial, representando un 12.22% del total de muertes.

Hoy en dia, las instituciones de salud promueven programas para mejorar el estilo de vida
de la poblacién, fomentado el ejercicio y la buena alimentacién, ademas, de otorgar ayuda médica
y psicolégica a pacientes con trastornos neuroldgicos. Aun con los programas que se han
implementado, una gran parte de la poblacién que padece dichas enfermedades continla
susceptible a la sintomatologia de éstas; por lo que constantemente, la investigacion clinica se

encuentra en la busqueda de agentes novedosos para el tratamiento de estas afecciones.

Desde la antigliedad, los productos naturales, han sido fuente de compuestos bioactivos,
donde diversos extractos obtenidos de plantas han mostrado gran variedad de efectos terapéuticos.
Agastache mexicana es una especie que ha sido foco de estudio gracias a sus efectos terapéuticos
relacionados con el sistema circulatorio; estudios recientes han demostrado que el extracto
metandlico de esta especie tiene un efecto ansiolitico y sedante relacionado a uno de sus principales

compuestos quimicos, tilianina.

Por lo anterior, es de interés continuar con las investigaciones previamente realizadas en
esta especie, mediante la utilizacién de sinaptosomas para identificar un posible efecto de liberaciéon
de neurotransmisores de tipo inhibitorio a nivel de sistema nervioso central; relacionado a un efecto

ansiolitico.
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ANTECEDENTES
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2. Antecedentes
2.1 Sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) esta constituido por el encéfalo y la médula espinal, el
encéfalo a su vez se constituye por el cerebro, cerebelo y el tronco encefalico; ademas se encuentra
protegido por los huesos del craneo (Figura 1). EI SNC estd organizado en niveles jerarquicos, el nivel
mas alto es la corteza cerebral, en la cual se localizan las funciones superiores del Sistema Nervioso
Central, como la percepcidn consciente, la memoria y el razonamiento légico. Debajo de la corteza
cerebral se encuentran otras estructuras que ajustan de forma inconsciente los detalles de los
movimientos, por ejemplo, el cerebelo y los ganglios basales. El hipotdlamo por su parte integra las
vias sensitivas y las vias motoras, para precisar y controlar las drdenes que la corteza cerebral envia
al aparato locomotor. Mas abajo se encuentra el tronco del encéfalo, se encarga de controlar el
equilibrio en la posicidén erecta, mantenimiento de la presién arterial, y movimientos auténomos
como la respiracién. Por ultimo, se encuentra la médula espinal, que se encarga de controlar los

movimientos como el caminar, o responder a algun estimulo doloroso (Peters, 1978).

Cerebro

ENCEFALO

TALLO 5
ENCEFALICO Mesencéfalo

Puente de Varolio

Bulbo raquideo

Cerebelo

)

Cervical

Médula espinal Toréacica

Lumbar

+

Sacra
o [ o =

Figura 1. Esquema general del sistema nervioso central (modificado de Snell, 2003).
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2.1.1 Células del sistema nervioso central

Las células que forman el tejido nervioso pertenecen a dos categorias, neuronas y células
de sostén (células gliales); la macroglia y la microglia, guardan estrecha relacidn con las neuronas,

se localizan en todos los sectores del tejido y son las mas abundantes (Escobar y Pimienta, 2006).
2.1.2 La neurona

Las neuronas son las células responsables de las funciones atribuidas al sistema nervioso:
pensar, razonar, control de la actividad muscular y sentir. Son células excitables que conducen
impulsos que hacen posible todas las funciones antes descritas. Representan la unidad basica
funcional y estructural del sistema nervioso, en el encéfalo humano se encuentran alrededor de

100,000 millones de neuronas (Escobar y Pimienta, 2006).

Aungue pueden tener distintas formas y tamanfios, todas las neuronas tienen una estructura

basica y constan de 3 partes esenciales: cuerpo neuronal, dendritas y axones.

El cuerpo o soma neuronal contiene el nucleo y el citoplasma, con todos sus organulos

intracelulares, rodeado por la membrana plasmatica.

Las dendritas son prolongaciones cortas ramificadas, en general multiples, a través de las
cuales la neurona recibe estimulos procedentes de neuronas vecinas con las cuales establece una

sinapsis o contacto intercelular (Palay y webster, 1978).

El axén es una prolongacién, generalmente Unica de longitud variable a través de la cual el
impulso nervioso se transmite desde el cuerpo celular a otras células nerviosas o a otros érganos
del cuerpo. Cerca del final, el axdn, se divide en terminaciones especializadas que contactaran con

otras neuronas u c')rganos efectores.

El lugar de contacto entre dos neuronas o entre una neurona y un érgano efector es una
sinapsis. Para formar la sinapsis, el axdn de la célula presinaptica se ensancha formando los bulbos
terminales o la terminal presindptica, los cuales contienen sacos membranosos diminutos, llamados
vesiculas sindpticas, que almacenan un neurotransmisor quimico. La célula postsinaptica posee una
superficie receptora o terminal postsinaptica. Entre las dos terminales existe un espacio que las

separa llamado hendidura postsinaptica (Peters, 1978).

e
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2.2 Comunicacion celular

La comunicacidn celular es la capacidad que tienen todas las células de intercambiar
informacién fisicoquimica con el medio ambiente y con otras células. Es un mecanismo
homeostatico que tiene como objetivo mantener las condiciones fisicoquimicas internas adecuadas
para la vida frente a los cambios externos; puede ser establecida de distintas formas que incluyen:
a) la comunicacidn paracrina: la sefial actia sobre células vecinas; b) endocrina: la sefial viaja por
el torrente sanguineo y alcanza células lejanas; c) autocrina: la sefial llega a la misma célula de la
cual salid; d) neurotransmisién o transmisién sindptica: la sefial es liberada por la célula emisora al
espacio sinaptico, donde es capturada por la célula receptora; e) contactos célula-célula: la sefal
permanece anclada a la membrana de la célula emisora mientras interactta con la recula receptora

(Guyton 2016).
2.2.1 Potencial de accion

El potencial de accidon o impulso eléctrico es una onda de descarga eléctrica que viaja a lo
largo de la membrana celular modificando su distribucion de carga eléctrica. Los potenciales de
accion se utilizan en el cuerpo para llevar informacién entre unos tejidos y otros, lo que hace que
sean una caracteristica microscépica esencial para la vida. Las células del tejido nervioso lo utilizan
para enviar mensajes entre células nerviosas o desde células nerviosas a tejidos corporales como
musculo o glandulas. Los potenciales de accién son la via fundamental de transmisién de cédigos

neurales (Guyton 2016).

Siempre existe una diferencia de potencial entre la parte interna y la parte externa de la
membrana celular (por lo general de -70mV), esto se debe a los iones que existen en ambos lados
de la membrana (sodio, potasio, magnesio, hidrégeno y cloro). Para llevar a cabo la despolarizacion
de la membrana, un estimulo abre los canales de sodio. Dado que existe mas sodio en el exterior
gue en el interior, este ingresa a la célula, cuando el potencial de membrana de una célula excitable
se despolariza mas alla de un cierto umbral (de -65mV a -55mV) se libera el impulso eléctrico;
cuando el potencial de accién llega a una sobreexcitacién (40mV) los canales de potasio se abreny
se libera potasio hacia el exterior, revirtiendo la despolarizacion, lo cual logra que el potencial de

accion vuelva aproximadamente a -70mV (reposo) (Guyton 2016).

e
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2.3 La sinapsis

La sinapsis (unidn estrecha) es la estructura a través de la cual una neurona se comunica con
otra o con los efectores, como es el caso de la sinapsis neuromuscular. Existen dos tipos de sinapsis,

la eléctrica y la quimica (Peters, 1978).
2.3.1 Sinapsis quimica

En este tipo de sinapsis se requiere de la liberacién de una sustancia a la que se le denomina
neurotransmisor. Existen diferencias morfoldgicas entre los procesos que intervienen en el
contacto. La membrana presinaptica es aquella que pertenece a la célula que transmite la
informacién, utilizando un mediador quimico o neurotransmisor y una membrana postsindptica de
la célula que recibe el contacto y contiene un gran nimero de receptores afines al mediador
quimico. Las membranas estan separadas por un espacio minimo (200A°) denominado hendidura
sindptica solo reconocible con el microscopio electrénico. Las membranas y la hendidura estan
aisladas por el medio intercelular y por una envoltura, conformada por los procesos de los
astrocitos. El hecho mas conspicuo de la membrana presinadptica es la presencia de vesiculas que
varian en su morfologia, desde la esférica hasta la cilindrica, dependiendo del tipo de sinapsis y aun
del tipo de preparacion del tejido. El tamafio de estas vesiculas oscila entre 40 y 50nm, contienen el
neurotransmisor y se acumulan preferencialmente en algunos sitios de la membrana presindptica

denominados zonas activas (Escobar y Pimienta, 2006) (Figura 2).

.
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Figura 2. Esquema general de una sinapsis quimica (tomado de Escobar y pimienta, 2006).

En el recuadro (superior izquierdo) se esquematiza el contacto sindptico entre el axén de una
neurona y la dendrita de otra, asi como los procesos de las células gliales adyacentes. En la
ampliacién se indican los elementos que integran la sinapsis quimica. La membrana presindptica
corresponde a una terminal axdnica y contiene las vesiculas con el neurotransmisor, que se
libera a la hendidura sindptica. La membrana postsindptica puede corresponder a la superficie
de una dendrita o al soma neuronal. El contacto sindptico estd rodeado por procesos de los
astrocitos que circundan el area.

A: Astrocito N: Neurona D: Dendrita DPRS: densidad presinaptica DPS: Densidad postsinaptica
F: Filamentos

e
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2.4 Neurotransmisores

Un neurotransmisor es una biomolécula que permite la neurotransmisién, es decir, la
transmisién de informacion desde una neurona hacia otra, una célula muscular o una glandula,
mediante la sinapsis que los separa. Los neurotransmisores son liberados desde las vesiculas
sindpticas en la extremidad de la neurona presinaptica, hacia la sinapsis, atraviesa el espacio
sindptico y actia sobre los receptores celulares especificos de la célula objetivo. Para considerar una
sustancia como neurotransmisor debe cumplir los siguientes criterios: Debe estar presente en
neuronas o en células que deben poseer enzimas para su sintesis, asi como localizarse
regionalmente en grupos neuronales particulares. Deben existir mecanismos para la liberacién de
esta sustancia en las terminales sindpticas y que la liberacidn sea posible por estimulos eléctricos o
por la aplicacion de calcio a la terminal presinaptica. Por ultimo, deben existir receptores especificos
para ellas, asi como mecanismos para su hidrélisis e inactivacion; teniendo en cuenta que la accién

del neurotransmisor tiene que ser limitada en el tiempo (Escobar, 2006).
2.4.1 Acetilcolina

Fue la primera sustancia reconocida como un neurotransmisor, actia como tal en el sistema
nervioso central y en el periférico. Se encuentra presente en neuronas que poseen la enzima colin-
acetiltransferasa, la cual lleva a cabo su sintesis a partir de colina y acetil CoA. Es producida por
motoneuronas craneales y espinales que inervan la musculatura esquelética. Se han identificado
dos tipos de receptores colinérgicos: nicotinicos y muscarinicos, los cuales incluyen varios subtipos
M1, M2, M3, M4y M5. La accién nicotinica es ionotréfica y la muscarinica es metabotroéfica mediada

por GMPc (Escobar, 2006).
2.4.2 Monoaminas

Entre los neurotransmisores identificados se incluyen las monoaminas; estas se caracterizan
por su amplia distribucién en el sistema nervioso central y en el periférico, su facilidad para ser
identificados por métodos fluorescentes, su presencia en axones de aspecto varicoso y su influencia

sobre la atencidn, el estado de animo y la funcién visceral.

Este tipo de neurotransmisores, son degradados mediante las monoaminooxidasas,
enzimas presentes en nuestro organismo y que catalizan la oxidacion de este tipo de

neurotransmisores. Existen dos tipos de monoaminooxidasas; MAO-A (degrada serotonina,

e
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norepinefrina, epinefrina y dopamina) y MAO-B (degrada feniletilamina y dopamina), ambas se
encuentran unidas a la membrana externa de la mitocondria en la mayoria de los tipos celulares del

organismo (Utan, 2016).

Debido al papel clave que las MAO desempefian en la inactivacion de los neurotransmisores,
las disfunciones de la MAO (por exceso o defecto de actividad) se piensa que es responsable de
algunos trastornos neurolégicos. Por ejemplo, se ha asociado a niveles inusualmente altos o bajos
de MAO en el organismo a la depresidn, el abuso de substancias, el trastorno por déficit de atencion

y una madurez sexual irregular.
2.4.2.1 Dopamina

La dopamina es sintetizada a partir de la tiroxina, por medio de la enzima tirosina
hidroxilasa; la sintesis ocurre en las terminales sinapticas y se almacena en vesiculas. Se han
identificado cinco tipos de receptores dopaminérgicos denominados desde D1 a D5. El principal sitio
de localizacién de neuronales dopaminérgicas es la sustancia negra compacta y su proyeccion a los

nucleos de la base.
2.4.2.2 Norepinefrina

Se sintetiza a partir de la dopamina, reaccion que es mediada por la enzima
dopaminabetahidroxilasa. Se han identificado receptores alfa 1, alfa 2, beta 1, beta 2 y beta 3. Se
les localiza en neuronas posganglionares simpaticas, y en el locus coeruleus y la region lateral del

tegmento pontino (Racefyn 2008).
2.4.2.3 Epinefrina

La epinefrina se sintetiza a partir de la norepinefrina por medio de la enzima fenil
etanolamina N-metil transferasa (PNMT). Se localiza en el sistema nervioso simpdtico
especialmente, y en algunas neuronas de la regidn lateral del bulbo. Esta sustancia activa los mismos

receptores que la norepinefrina.
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2.4.2.4 Serotonina

La serotonina (5-HT), es un neurotransmisor que se encuentra ampliamente distribuido en
el sistema nervioso central (SNC), esta involucrado en una gran variedad de funciones fisioldgicas.
Envarias regiones del cerebro, la 5-HT se libera de forma difusa por transmisién y se comporta como
un neuromodulador en lugar de como un neurotransmisor “clasico”. En algunos casos la 5-HT se
localiza en el mismo terminal nervioso con otros neurotransmisores y se producen interacciones

reciprocas (Ciranna, 2006).

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) participa en la regulaciéon de las funciones
fisioldgicas basicas, como la secrecién de hormonas, el ciclo suefio-vigilia, el control motor, el
funcionamiento del sistema inmunolégico, la nocicepcion, ingesta de alimentos y balance
energético. Ademas, la 5-HT participa en funciones cerebrales superiores, como la cognicidn y los
estados emocionales, modulando la plasticidad sindptica y, como se descubrié hace tiempo, la
neurogénesis. Este neurotransmisor tiene al menos 14 receptores diferentes y es capaz de modificar
los efectos producidos por la liberacién de otros neurotransmisores como el GABA y el acido

glutdmico (Ciranna, 2006).

La serotonina se sintetiza a partir del triptéfano por medio de la enzima triptéfano
hidroxilasa. Se localiza especialmente en los nucleos del rafe y sus proyecciones a lo largo del
encéfalo y la medula espinal. Se han identificado receptores 5HT1, 5HT2, 5HT3, 5HT4, 5HT5, SHT6 y
5HT7, entre otros (Quentin, 2018).

2.4.2.4.1 Serotonina como neuromodulador

Se sabe que la serotonina (5-HT) esta implicada en el procesamiento de la percepcién, la
emocién y las cogniciones, ademas de involucrarse en varios trastornos psiquiatricos. Varias lineas
de evidencia implican a la serotonina en la regulacion de los rasgos de personalidad y el control del
estado de danimo. De hecho, la serotonina también se ha implicado en la etiologia de varios
trastornos del estado de animo, incluidos los trastornos del espectro autista (TEA), el trastorno
depresivo mayor (TDM), la esquizofrenia o el trastorno de bipolaridad (BD) y la ansiedad (Trueta,

2012).

e
Universidad Autéonoma del Estado de Morelos

11




CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

La variacion en los niveles de serotonina puede afectar el estado de animo y la motivacién,
un ejemplo claro es la ansiogénesis, relacionada a una disminucidn en la liberacién de serotonina

cerebral, asi como la depresidn, relacionada a niveles bajos de serotonina (Zangrossi, 2014).

Se dice que 5-HT modifica de manera diferente los efectos producidos por glutamato y
GABA, actuando sobre distintos subtipos de receptores de 5-HT. A nivel presindptico puede modular
la liberacion de neurotransmisores: por ejemplo, en varias regiones del cerebro, la liberacion de
glutamato puede verse reducida mediante la interaccion con receptores 5-HT1a(Schimtz, 1995), del
mismo modo ocurre con la liberacién presinaptica de GABA, la cual se puede ver inhibida por la
interaccion con receptores 5-HTia y 5-HTig (Bardin, 2000), por otro lado, la interaccién con
receptores 5-HTs, puede estimular la liberacién de glutamato o GABA; se sabe que los receptores 5-
HT, estimulan la liberaciéon de GABA y pueden reducir la liberacion de glutamato en distintas

estructuras neuronales (Trueta, 2012).
2.4.3 Neurotransmisores aminoacidicos

Los neurotransmisores aminoacidicos estan representados por glutamato, aspartato, acido
gama aminobutirico (GABA) y glicina. Su aceptacién como neurotransmisores ha presentado la
dificultad de ser sustancias de amplia distribucidn, sin embargo, muchas neuronas las acumulan
preferencialmente en sus terminales sindpticas. Ademads, se han demostrado para ellas acciones

excitatorias e inhibitorias y diversos tipos de receptores (Mohler, 2009).
2.4.3.1 Glutamato y aspartato

Son aminodcidos que participan en contactos sindpticos de tipo excitatorio en la corteza
cerebral, y otros sitios del sistema nervioso. Se localizan en las células de tipo piramidal y actdan en
receptores de tipo ionotréfico como NMDA, kainato, AMPA. Se han identificado adicionalmente
algunos receptores de tipo metabotréficos para glutamato. Por si mismas estas sustancias en
concentraciones elevadas en el medio intercelular o sindptico son neurotdxicas, por tanto, en
condiciones normales no se mueven libremente en el medio intercelular, por lo que su manejo es
local en la hendidura sinaptica y la envoltura glial. Una vez liberado, el glutamato es removido por
los procesos astrociticos que constituyen la envoltura glial, donde se convierte por medio de la
enzima glutamina sintetasa en glutamina. Esta puede ser devuelta a la terminal presinaptica, donde
a través de una glutaminasa se transforma en glutamato. El aspartato y el glutamato se incluyen

dentro de la categoria de las moléculas excitotdxicas, ya que niveles altos de estas sustancias
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pueden ocasionar, en neuronas que posean receptores para ellos, una despolarizacién exagerada

que ocasiona muerte celular (Utan, 2016).
2.4.3.2 GABA y glicina

Son neurotransmisores cuya accioén es inhibitoria, con predominio de GABA en el encéfalo
y glicina en la medula espinal. Se localizan principalmente en interneuronas corticales, y en la
mayoria de las neuronas del cerebelo y de los nucleos de la base. GABA se considera el
neurotransmisor mas abundante del sistema nervioso central junto con el glutamato. Es sintetizado
a partir de glutamato por medio de la enzima glutamicodecarboxilasa. Se conocen receptores GABA
A, GABA B y GABA C. El receptor mds conocido es el de tipo Ay comprende un complejo que incluye
tres porciones, una porcion activa donde se enlaza el neurotransmisor, un canal para el ion cloruro
y una porcidn reguladora. Es de notar la importancia farmacoldgica de la porcién reguladora, dado
gue agentes ansioliticos como las benzodiacepinas actian en ella aumentando la frecuencia y el tipo

de apertura de los canales de cloro (Mdohler, 2009).

La interaccidn con el receptor tipo A promueve la hiperpolarizacién de la membrana
postsindptica por el ingreso de iones cloruro, mientras que la activacién de los receptores tipo B
ocasiona hiperpolarizacién por incrementos en la salida de potasio, pero se debe sefalar la
existencia de receptores tipo B en la membrana presindptica, cuyo papel es inhibir la liberacién de

GABA (Tansey, 2015).
2.4.3.2.1 Importancia fisioldgica de GABA

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibitorio en el SNC, y es de
vital importancia en la regulacién de la capacidad de respuesta y la excitabilidad en las redes
corticales humanas (McCormick, 1989). El control GABAérgico estd involucrado en la regulacién de
la cognicién, la memoria y el aprendizaje (Mohler, 2009), funcién motora, ritmos circadianos,

desarrollo neuronal, neurogénesis adulta y maduracién sexual.

Se sabe que la disfuncidn en la sefializaciéon, asi como niveles bajos de GABA son factores
centrales en la patogénesis de varios trastornos neurolégicos, como la enfermedad el Alzheimer
(EA), el trastorno depresivo mayor (TDM), ansiedad (Karan, 2017), autismo, esquizofrenia y el

trastorno bipolar (Mahn, 2016).
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GABA y sus andlogos estructurales se unen y activan receptores GABA. La regulaciéon de la
funcién neural por GABA se produce a través de su interaccion con tres clases de receptores
principalmente, GABAA, GABAs y GABA(; Estudios actuales han encontrado una menor unién al
receptor de GABA. en los trastornos de ansiedad. La unidn al receptor GABAA genera un efecto
ansiolitico y anti depresivo, mayormente relacionado al efecto de los farmacos como las

benzodiacepinas. (Karan, 2017)
2.4.4 Péptidos

Se han identificado un gran ndmero de ellos, mas de cincuenta. Algunos los denominan
neuropéptidos y tienden a presentarse simultdneamente en sinapsis monoaminérgicas y
aminoacidicas. Los neuropéptidos participan en multiples circuitos en el sistema nervioso central,
relacionados con la actividad visceral y limbica. Dentro de estos podemos mencionar: sustancia P,
neurotensina, vasopresina, oxitocina, colecistoquinina (CCK), neuropéptido Y, encefalinas,

betaendorfina, péptido vasointestinal, somatostatina, ACTH, dinorfina, etc (Escobar, 2006).
2.5 Importancia farmacoldgica de la sinapsis quimica

La sinapsis quimica puede ser blanco de diversas manipulaciones farmacoldgicas, lo cual se
traduce en cambios notables de su funcidn, que se reflejan de manera deseable o indeseable en el

comportamiento del individuo.

La barrera hematoencefdlica, esta presente en todo el sistema nervioso y solo algunos
drganos circunventriculares carecen de ella. Las uniones estrechas de las células endoteliales
impiden la libre difusién del contenido del plasma hacia el tejido. Solo las moléculas pequefias y
lipofilicas atraviesan la barrera con relativa facilidad. FArmacos como los anestésicos generales, que
son extremadamente liposolubles, cruzan la barrera sin impedimento alguno aparente y a eso se

atribuye la rapidez de su accién (Escobar, 2006).

Muchos de los farmacos que afectan al sistema nervioso interfieren en uno o mas
mecanismos arriba mencionado (sintesis, liberacion, receptores o inactivacién). Por ejemplo, la
cocaina inhibe la recaptura de la dopamina; la clorpromazina, un antipsicético, bloquea algunos de
los receptores de la dopamina y la w-conotoxina impide la entrada de Calcio a través de algunos de

sus canales. La interferencia en cualquiera de esos pasos puede resultar en neurotoxicidad.
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La transmisidn sinaptica se puede favorecer farmacolégicamente de varias maneras:
promoviendo la sintesis del neurotransmisor, aumentando su liberacidén; suministrando agonistas
para el receptor; e impidiendo su inactivacion (ya sea la recaptura o la degradacidn). Igualmente
existen estrategias farmacoldgicas para antagonizar los procesos antes mencionados (Whittaker,

1963).

El mal de Parkinson es tal vez, uno de los mejores ejemplos, de la manipulaciéon
farmacoldgica en la sinapsis. En esta condicion la mayoria de las neuronas dopaminérgicas que
conectan la sustancia negra (pars compacta) con el estriado se degeneran. Al perderse dichas
neuronas, se disminuye la capacidad de sintetizar DOPA, que es el precursor de la dopamina (DA).
La DA no cruza la barrera hematoencefalica, produce muchos efectos secundarios y es degradada
rapidamente. La L-DOPA, aunque tiene efectos secundarios es transportada a través de la barrera
hematoencefdlica por el transportador de aminodcidos neutrales (compitiendo con tirosina,
fenilalanina y triptdfano). Se puede acompafiar la L-DOPA con carbiDOPA que inhibe la degradacién
de L-DOPA en la periferia, haciendo que haya mas L-DOPA disponible para ingresar al cerebro.

(Escobar, 2006).
2.5.1 Sinaptosomas como modelo de estudio.

Un sinaptosoma es una terminal sindptica aislada a partir de una neurona (Figura 3), los
sinaptosomas se obtienen mediante homogeneizacién de tejido nervioso en condiciones isotdnicas
y su posterior fraccionamiento mediante centrifugacién de gradiente. Estas estructuras son
osmoticamente sensibles, contienen numerosas vesiculas sindpticas claras y pequefias, cuentan con
las caracteristicas morfoldgicas y la mayoria de las propiedades quimicas de las terminales nerviosas

originales (Whittaker, 1963).

Los sinaptosomas son comunmente utilizados para estudiar la transmision sinaptica en estudios in
vitro, gracias a que cuenta con la maquinaria molecular necesaria para la captacion, el
almacenamiento y la liberacidn de neurotransmisores. Mantienen un potencial de membrana
fisiolégico, contienen receptores presindpticos, translocan iones y metabolitos; y cuando se
despolarizan liberan multiples neurotransmisores (acido glutdamico, GABA, serotonina, etc.)

(Whittaker, 1963).
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Figura 3. Imagen de un sinaptosoma a 8000X (tomado de Palay, 1978).

En esta imagen se observa un sinaptosoma, formado por vesiculas sindpticas (SV) que contienen
neurotransmisores, mitocondrias (mito) y una capa de membrana o densidad postsindptica (PSD).

2.6 Uso de herbolaria como tratamiento para trastornos neuroldégicos

Desde la antigliedad el uso terapéutico de plantas medicinales fue llevado a cabo en diversas
civilizaciones, siendo la mexicana una de las que mas la utilizaban y utilizan actualmente. Las plantas
medicinales por lo general tienen diversos efectos terapéuticos por su gran contenido de moléculas
bioactivas. Dentro de las especies de plantas mas utilizadas para problemas neuronales y como
antiinflamatorios son: la Aerva sanguinolenta (Escancel), la Ibervillea sonorae (Wereke), Tilia
mexicana (Tila), Chiranthodendron pentadactylon (arbol de las manitas), Ipomea stans
(Tumbavaqueros), Hypericum perforatum (Hierba de San juan) y el Agastache mexicana (Toronijil),

entre otras (Rzedowski, 2010).
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2.7 Flavonoides: biosintesis, clasificacion y efectos farmacolégicos

Los flavonoides son compuestos presentes en algunas frutas, vegetales, y bebidas derivadas
de plantas, por ejemplo: el vino, té, cacao, cerveza y jugo de frutas. El creciente interés en los
flavonoides se debe a su amplia actividad farmacoldgica, y se han descrito efectos protectores en
diversas condiciones patolégicas como la isquemia cardiovascular, la diabetes, |la ateroesclerosis y
el cdncer. Recientemente se propone que los flavonoides por sus efectos benéficos podrian ser un
tratamiento alternativo en las enfermedades neurodegenerativas debido a que éstos son capaces
de modular la funcién neuronal. Ademas, el uso de flavonoides ha mostrado mejorar los procesos
cognitivos, posiblemente mediante la proteccién de neuronas vulnerables a la muerte, asi como a
la mejora de la funcién neuronal existente (David, 2008) Dada la relevancia que los flavonoides han
adquirido, estos compuestos han sido incluidos en el tratamiento contra la degeneracién neuronal
presente en patologias como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP).

(Commenges, 2000).

Los flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres de malonil-
CoA. La reaccion bioquimica que da origen a los flavonoides estd controlada por dos enzimas: la
chalcona sintasa y la chalcona flavonona isomerasa. Los flavonoides son compuestos de bajo peso
molecular que comparten una estructura comun, el difenilpirano (C6- C3-C6), que son compuestos
con dos anillos fenilos (A y B) ligados a través de un anillo heterociclico C de pirano (Manach, 2004)

(Figura 4).

Los flavonoides se pueden dividir en varios subgrupos segun el carbono del anillo C al que
estd unido el anillo B y el grado de instauracion de oxidaciéon del anillo C (Figura 4). Los flavonoides
en los que el anillo B esta unido en la posicién 3 del anillo C se Ilaman isoflavonas. Aquellos en los
gue el anillo B esta vinculado en la posicién 4 se denominan neoflavonoides, mientras que aquellos
en los que el anillo B esta vinculado en la posicién 2 pueden subdividirse en varios subgrupos sobre
la base de las caracteristicas estructurales del anillo C. Estos subgrupos son: flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavononoles, flavanoles o catequinas, antocianinas y chalconas (Figura 4) (Diwan,

2016).
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Figura 4. Estructura basica del esqueleto de los flavonoides y sus clases (Diwan, 2016).

Las flavonas son uno de los subgrupos importantes de flavonoides. Las flavonas estan ampliamente
presentes en las hojas, flores y frutos como glucdsidos. El apio, el perejil, los pimientos rojos, la
manzanilla, la menta y el ginkgo biloba se encuentran entre las principales fuentes de flavonas. La
luteolina, la apigenina y la tangeritina pertenecen a esta subclase de flavonoides. Tienen un doble

enlace entre las posiciones 2 y 3 y una cetona en la posicion 4 del anillo C (Madeswaran, 2012).

Los flavonoles son flavonoides con un grupo cetona. Son bloques de construccion de
proantocianinas. Los flavonoles se encuentran abundantemente en una variedad de frutas y
verduras. Los flavonoles mas estudiados son kaempferol, quercetina, miricetina y fisetina. En
comparacion con las flavonas, los flavonoles tienen un grupo hidroxilo en la posicién 3 del anillo C,

gue también puede estar glicosilado (Diwan, 2016).

Las flavanonas son otra clase importante que generalmente esta presente en todas las frutas citricas
como las naranjas, los limones y las uvas. Hesperitina, naringenina y eriodictyol son ejemplos de

esta clase de flavonoideslLas flavanonas, también llamadas dihidroflavonas, tienen el anillo C
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saturado; por lo tanto, a diferencia de las flavonas, el doble enlace entre las posiciones 2 y 3 estd
saturado y esta es la Unica diferencia estructural entre los dos subgrupos de flavonoides (Ross,

2002).

Los isoflavonoides son un subgrupo grande y muy distintivo de flavonoides. Los isoflavonoides
disfrutan solo de una distribucidn limitada en el reino vegetal y se encuentran predominantemente
en la soja y otras plantas leguminosas. Las isoflavonas como la genisteina y la daidzeina se
consideran comunmente fitoestrogenos debido a su actividad estrogénica en ciertos modelos

animales (Diwan, 2016).

Los neoflavonoides son una clase de compuestos polifendlicos. Mientras que los flavonoides tienen
un esqueleto de 2-fenilcromeno-4-ona, los neoflavonoides tienen un esqueleto de 4-fenilcromeno

sin sustitucién del grupo hidroxilo en la posicién 2 (Sheng, 2009).

Los flavanonoles, también llamados dihidroflavonoles o catequinas, son los derivados 3-hidroxi de
las flavanonas. Son un subgrupo altamente diversificado y multisustituido. Los flavanoles también
se denominan flavan-3-ols ya que el grupo hidroxilo siempre esta unido a la posicién 3 del anillo C

(Mello, 2011).

Las antocianinas son pigmentos responsables de los colores en plantas, flores y frutas. La cianidina,
la delfinidina, la malvidina, la pelargonidina y la peonidina son las antocianinas mas estudiadas (Liu,

2013).

Las chalconas son una subclase de flavonoides. Se caracterizan por la ausencia de 'anillo C' de Ia
estructura basica del esqueleto flavonoide. Por lo tanto, también pueden denominarse flavonoides
de cadena abierta. Los principales ejemplos de chalconas incluyen floridzina, arbutina, floretina y
calconaringenina. Las chalconas se presentan en cantidades significativas en tomates, peras, fresas,

gayuba y ciertos productos de trigo (Diwan, 2016).

La capacidad antioxidante de los flavonoides ha sido reconocida en diversos estudios, ya
gue estos compuestos pueden unirse a las enzimas transportadoras de hormonasy al DNA. Ademas,
pueden quelar iones metalicos como el Fe3+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones y
depurar los radicales libres (Jovanovic S; 2008). Debido a su mecanismo de accidon de estos
fitoquimicos se han podido usar en patoldgicas como la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias,

infecciones virales, ulceras, asi también se les ha dado un uso como antialérgicos, antitrombéticos

e
Universidad Autéonoma del Estado de Morelos

19



CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

e incluso como antiinflamatorios. Se ha demostrado que protegen de la fotooxidacion a la Vitamina
E en la membrana celular, inhiben la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por lo

gue evitan la formacién del ateroma y reducen la citotoxicidad de las LDL (Diwan, 2016).

Diversos estudios in-vitro e in-vivo dan muestra del potencial de los flavonoides para
proteger a las neuronas contra el dafo provocado por diversas neurotoxinas. Su potencial
neuroprotector se ha mostrado sobre dos mecanismos importantes: el estrés oxidativo y la
neuroinflamacion (Youdi K; 2001) a través de modelos de muerte neuronal, por ejemplo, el modelo
con el péptido amiloide-beta (AB), el cual juega un papel importante en el desarrollo de la EA.
También existen evidencias de que los flavonoides son capaces de mantener la integridad y
funcionalidad de la sustancia negra pars compacta (SNpc) y del nicleo estriado de roedores tratados
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina empleada para generar un modelo de EP. Por lo
anterior, los flavonoides pueden ser empleados como agentes neuroprotectores en patologias
como la EA y la EP, entre otras enfermedades degenerativas (Luo Smith; 2002). Es importante
destacar que los mecanismos de neuroproteccidn de los flavonoides se deben en particular a su
capacidad de interactuar con la sefializacion neuronal y su potencial para inhibir los procesos

inflamatorios en el cerebro (Chen J, 2005).
2.8 Agastache mexicana, una especie rica en flavonoides

Agastache mexicana es una especie de planta medicinal perteneciente a la familia
Lamiaceae, comunmente conocida como toronijil, es originario de México; estd presente en climas
calido, semicalido y templado entre el nivel del mary los 780m s. n. m. y desde los 1600 a los 3900m
s. n. m. Es una hierba asociada a bosque tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio y a

bosque espinoso, meséfilo de montafia, de encino, de pino y misto de encino-pino (Santillan, 2008).

En la medicina tradicional, en los estados de México, Hidalgo, Michoacan, Morelos y Puebla,
esta planta se usa frecuentemente para tratar el espanto. En algunas comunidades también se
emplea en la curacién del mal de ojo, provocado principalmente por la mirada pesada de las
personas que afecta a los nifios. Las infusiones administradas por via oral se recomiendan en
diversos padecimientos principalmente en problemas gastricos como dolor de estémago, célico de
estdmago, corajes, dolor intestinal, empacho y para la digestiéon. También se usa en alteraciones
cardiovasculares como dolor de corazén y cuando se tapan las venas. Se refiere Util cuando hay tos,

insomnio y como adyuvante para el tratamiento de la diabetes (Lépez, 2008).
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Esta especie vegetal contiene (principalmente en sus extractos polares) flavonoides como
tilianina (Figura 5), el cual presenta efecto vasodilatador dependiente de endotelio mediante la
liberacion de éxido nitrico y un efecto independiente de endotelio mediante la apertura de canales
de potasio (Hernandez et al., 2009). Se han aislado también &acido ursélico, acido oleandlico y
acacetina de A. mexicana, los cuales presentan actividades antiinflamatorias, antidiabéticas,
antihipertensivas, antiespasmaddicas y antidislipidémicas (Gonzales et al., 2012; Ramirez et al.,
2014), dichos compuestos actian bloqueando los canales de calcio dependientes de voltaje e
inducen la apertura de canales de potasio. El acido ursélico, oleandlico y acacetina inducen la

secrecion de oxido nitrico mediante la presencia del endotelio (Flores et al., 2016).
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Figura 5. Estructura quimica de tilianina (Hernandez et al., 2009).

2.8.1 Antecedentes directos de A. mexicana y tilianina

En el 2015 Gonzales-Trujano et al. llevaron a cabo la determinacion del efecto
depresor del extracto metandlico de Agastache mexicana, y uno de sus componentes mayoritarios,
la tilianina. En este trabajo de investigacidn se obtuvo como resultado que el extracto metandlico
(10-300mg/kg) v la tilianina (30-300mg/kg) mostraban actividades similares a las del ansiolitico de
referencia (0.1 mg/kg diazepam) aunque menos potentes. También se llevd a cabo un ensayo de
laberinto en cruz elevado, con el cual se obtuvo como resultado una disminucion del efecto
ansiolitico producido por la tilianina en presencia de flumazenil (antagonista GABA,/BZD). Por otro
lado, de manera tedrica; la tilianina se analizé6 como un posible ligando del receptor GABAA/BZD
utilizando un modelo farmacdforico; en el cual se realizé un mapeo farmacéforico del diazepam
(agonista GABAA/BZD) y la tilianina (Figura 6). Obteniendo como resultado que la tilianina
presentaba 6 de 7 caracteristicas farmacéforicas presentes en el diazepam. De manera que, tilianina

se propone como un posible ligando del receptor GABAA/BZD (Gonzales-Trujano et al., 2015).

Con base en lo anterior y los diversos efectos farmacoldgicos de A. mexicana vy tilianina

conocidos hasta la fecha, es de gran interés evaluar el efecto de liberacidon de neurotransmisores a
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nivel de sistema nervioso central, para determinar un posible efecto ansioliticoy proponer a tilianina

como un posible farmaco para combatir la ansiedad.

Figura 6. Modelo farmacoforico de tilianina (A) y diazepam (B) (Gonzales- Trujano et al., 2015).

H1-H4 (color azul) representa la regién hidrofébica, A1 y A2 (color verde) representan un
aceptor de enlaces de hidrégeno, y D1 (color magenta) representa un donante de enlaces de
hidrégeno.
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JUSTIFICACION
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3. Justificacién

Los trastornos neuroldgicos como la ansiedad y la depresidon afectan a gran parte de la
poblacion de jovenes y adultos a nivel mundial, dichos trastornos neuroldgicos requieren de
tratamientos costosos que no se incluyen en el cuadro bdsico de las instituciones de seguridad social
en diferentes paises. Las crisis nerviosasy el distanciamiento social que pueden provocar la ansiedad
y la depresidn afectan la economia del paciente y su familia, ademds de interferir con su estilo de
vida, asi como en sus relaciones personales; consecuente a esto los trastornos neuroldégicos son
causa importante de suicidio; por lo que actualmente se buscan nuevos compuestos quimicos que
puedan ser utilizados para el tratamiento de la ansiedad y la depresidn, con costos mas bajos y
menores efectos adversos. Una de las mejores opciones para la obtencién de nuevos compuestos
es a partir de plantas medicinales, ya que desde la antigliedad distintas civilizaciones las han
utilizado para tratar diversas enfermedades. En México existe una gran variedad de plantas
medicinales, como Agastache mexicana, la cual ha mostrado diversos efectos terapéuticos, entre
los que se encuentra el efecto ansiolitico, actualmente se atribuye este efecto a tilianina, un
flavonoide presente en gran medida en el extracto metandlico de A. mexicana, por ello es de interés
llevar a cabo la evaluacion del efecto de liberacion y cuantificacién de neurotransmisores como
GABA y serotonina de manera in vitro; para confirmar el efecto ansiolitico y elucidar un posible

mecanismo de accion relacionado a dicho efecto a nivel de sistema nervioso central.
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HIPOTESIS
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4. Hipoétesis

El extracto metandlico y tilianina obtenidos de Agastache mexicana aumentaran la liberacién

de neurotransmisores (GABA y serotonina) en sinaptosomas obtenidos a partir de cerebro de ratén.
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OBIJETIVOS
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto producido por el extracto metandlico y tilianina obtenidos de Agastache

mexicana sobre la liberacidn in vitro de neurotransmisores (GABA y serotonina) en sinaptosomas.
5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Evaluar el efecto producido por el extracto metandlico de Agastache mexicana sobre la

liberacién in vitro de neurotransmisores (GABA y serotonina) en sinaptosomas.

5.2.2 Evaluar el efecto producido por tilianina obtenida de Agastache mexicana sobre la liberacion

in vitro de neurotransmisores (GABA y serotonina) en sinaptosomas.
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METODOLOGIA
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6. Metodologia
6.1. Obtencion del extracto metandlico de Agastache mexicana (EMAm)

En noviembre de 2016, las plantas y los frutos maduros de A. mexicana se recolectaron en
el bosque de pino-encino de Felipe Neri, Tlalnepantla, Morelos, México. Un ejemplar de cupdn
(numero 35766) se deposité en el HUMO-Herbario del Centro de Investigacion de Biodiversidad y
Conservacion de la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos, Cuernavaca, Morelos, México. El
material vegetal se secd, pulverizé y a partir de este, se hicieron extracciones mediante maceracion
en metanol (durante 72 horas a temperatura ambiente). Posteriormente el extracto se filtré y se

concentrd al vacio a 40°C.
6.2. Modelo experimental

Como modelo experimental, se utilizaron sinaptosomas obtenidos de cerebro de ratones

hembra (Mus musculus) cepa CD-1, de 2 meses de edad aproximadamente.
6.3 Diseccidn de cerebro y obtencion de los sinaptosomas

Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio con acceso libre a
alimentos y agua. Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con las
Regulaciones Federales Mexicanas para Experimentacion y Cuidado de Animales (SAGARPA, NOM-
062-Z00-1999, México) y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
(UNAM) con base en el Instituto Nacional de EE. UU. Publicacién de salud (n. 85-23, revisada en
1985). Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical y se procedid a la diseccidn del
cerebro sobre una placa con hielo triturado. Una vez extraido el cerebro, se obtuvieron los

sinaptosomas mediante el procedimiento reportado por Hajos (1979).

El tejido neuronal obtenido se homogeneizé en 10 volimenes (m/v) de sacarosa 0.32M,
posteriormente se centrifugd a 1500g durante 10 minutos, el pellet se descartd y se trabajé con el
sobrenadante obtenido, el cual se centrifugd a 9000g (gravedades) durante 20 minutos; el pellet
obtenido se re suspendié en 2.5 voliumenes (peso original) de sacarosa 0.32M vy se agrego dicha
suspension sobre 4 volumenes (peso original) de sacarosa 0.8M para formar un gradiente; se
centrifugd a 9000g durante 25 minutos, la suspensién obtenida se diluyd 2.5 veces y se centrifugd
una ultima vez a 9000g durante 20 minutos. Los sinaptosomas se encontraron en el pellet obtenido

al final.
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Una vez obtenidos los sinaptosomas se resuspendieron en 1.5ml de buffer Krebs-Ringer modificado

(medio basal) (Tabla 1) a un pH de 7.4y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Tabla 1. Composicion de los medios basal y de liberacién. (Abarca, 2003)

Reactivos Medio Basal (Control -) Medio de liberaciéon (Control +)
NacCl 118.0mM 75.70mM
KH,PO, 1.18mM 1.18mM
KCl 4.7mM 47.0mM
CacCl, 2.5mM 2.5mM
MgSO, 1.18mM 1.18mM
CsH11NOs 20.0mM 20.0mM
Glucosa 5.6mM 5.6mM

6.4 Experimentos de liberacion y cuantificacién de neurotransmisores

Los tratamientos que se evaluaron fueron diferentes concentraciones de EMAm (10pg/ml,
50 pg/mly 100 pg/ml) y tilianina (0.022 uM, 0.055 uM y0.11 uM) sobre el efecto de liberacion de
acido glutdmico, GABA y serotonina, a partir de 200l de la solucidn de sinaptosomas obtenidos de
3 cerebros de ratdn hembra cepa CD-1. Teniendo como control positivo al medio de liberacién y

teniendo como control negativo al medio basal (Tabla 1), con un total de 5 repeticiones.

La obtencidn de neurotransmisores se llevd a cabo con ayuda de un sistema de perfusién
automatico marca Brandel, el cual consiste en una camara de perfusion conectada por una
manguera a través de una bomba peristaltica al medio de perfusidn. Se colocaron los viales en el
carro de colecta y se llenaron las mangueras con medio basal para poder iniciar con el lavado de los
tejidos. 200l de la solucidn de sinaptosomas obtenidos a partir del tejido cerebral de 3 ratones se
depositaron en membranas milipore Whatman GF/B de 0.45 uM, las cuales se colocaron a su vez en

una cdmara de perfusién con medio basal (Tabla 1).

Una vez montado el sistema de perfusidn, se llevé a cabo un lavado previo del tejido durante

un periodo de 10 minutos en condiciones basales con buffer-krebs-Ringer modificado (Tabla 1).
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Posterior al lavado, se colocaron las diferentes condiciones experimentales (Tabla 2) y se colectaron

alicuotas de 1 ml cada minuto.

Tabla 2. Condiciones experimentales.

Carril Condicién ensayo 1 Condicion ensayo 2 Condicién ensayo 3

[EMAmM] [EMAmM] [tilianina]

1 C- C- C-

2 C+ C+ C+

3 10 pg/ml 100 pg/ml 0.022uM

4 50 pg/ml 100 pg/ml 0.055uM

5 100 pg/ml 100 pg/ml 0.11uM

6 100 pg/ml 100 pg/ml 0.022uM

El sistema de perfusién se utilizéd a condiciones de temperatura a 37°C durante todo el

experimento, y se trabajo a una velocidad de flujo de 1ml/min para cada alicuota.

Posterior a los ensayos de perfusion, las alicuotas colectadas se procesaron para la
cuantificacion de los diferentes neurotransmisores evaluados (Tabla 3), mediante la comparacién
con unas curvas estandar (Anexo 1) en un Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC
HITACHI), que previamente se derivatizé con O-Phthaldialdehido (OPA) en un detector de
fluorescencia (LaChrom L-7351). La columna que se utiliz6 en el HPLC es de marca Cartridge-

LiChorospher 100, RP-18 en fase reversa de 5um en el tamafio de particula.
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Tabla 3. Preparacion de muestras para el HPLC. (modificado de Castro, 2011)

La solucion de OPA [10mg/ml] se prepard a partir de OPA + Metanol (concentrado) +
Mercaptoetanol (concentrado) + Borato de sodio [0.1M], mientras que la solucién OPA [Smg/ml]
se preparo solo diluyendo en Metanol.

Neurotransmisor GABA/Glutamico Serotonina
Cantidad de Muestra 20puL 20puL
Cantidad de OPA [5mg/ml] 20uL
Cantidad de OPA [10mg/ml] 12.5uL
Cantidad de NaOH [0.1M] 50uL
CH3;COONa [0.1M] pH 7.3 360uL
Cantidad de HCI [3N] 25uL
Cantidad de H,O Grado HPLC 232ulL

Para que se llevara a cabo una buena separacién de los neurotransmisores en el HPLC, se
establecié un programa de gradiente donde se variaron las concentraciones de los solventes
utilizados durante el analisis de cada muestra, mostrado en la tabla 4.

Tabla 4. Programa de gradiente para el HPLC.

Tiempo (min) Acetato Na MetOH
(%) (%)
6 80 20
6.5 50 50
10 50 50
12 100 0
13 100 0
15 80 20

Por ultimo, los sinaptosomas obtenidos de cerebro de ratéon utilizados en cada condicion
experimental fueron homogenizados en 1ml de agua destilada, a una velocidad de 50 r.p.m. durante
2 minutos. De los homogenizados se cuantificé el contenido de proteina por el método de Lowry
(Lowry et al. 1951). Los resultados se obtuvieron con ayuda de una curva estandar, partiendo de

una serie de diluciones de concentracién conocida de BSA (albumina de suero de bovino). Los
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resultados del estudio se reportaron como picomoles de neurotransmisor endégeno liberado por

miligramo de proteina obtenida (pmol/mg de proteina)
6.5 Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza unifactorial, donde el factor fue la concentracién de
tilianina (10, 25 y 50 pg/ml) y la variable de respuesta fue la liberacion de neurotransmisores
(serotonina) cuantificada mediante un método de HPLC. En caso de diferencias significativas se
realizé una prueba de Tukey (P < 0.05). [Las diferencias entre el control negativo y la concentracion
de tilianina (0.022uM y 0.055uM), se determinaron por medio de una prueba “t de Student”. Todos

los andlisis se realizaron utilizando el programa R 3.5.1 (2018).]

6.6 Estrategia experimental

Cuantificacién de proteinas

f

N
Ratéon (M . ., .
aton (Mus Diseccion del Obtencidn de
musculus) cepa .. .
tejido neuronal sinaptosomas
CD1
J
[EMAmM] y [tilianina]
e e Evaluacion |
Pruebas Cuantificacion de _auac (.), de la
. . liberacidon de
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RESULTADOS
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7. RESULTADOS
7.1 Obtencion de sinaptosomas a partir de tejido neuronal de ratén.

En la figura 7 se muestra una fotomicrografia de tejido neuronal de ratén posterior a su
tratamiento para la obtencién de sinaptosomas, las flechas de color azul sefialan dos sinaptosomas,
dentro de ellos se aprecia la acumulaciéon de vesiculas sinapticas, lo cual confirma que la

metodologia utilizada para la obtencidn de sinaptosomas es valida.

Figura 7. Fotomicrografia de sinaptosomas.

Fotografia obtenida a partir de un microscopio electrénico de transmision ZEISS LIBRA 120.
Tenido durante 1 minuto con acetato de uranilo y observado a un aumento de 4000X.

=>» Sinaptosomas
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7.2 Cuantificacion de la liberacion de neurotransmisores producido por diferentes

concentraciones de EMAm

Para este punto se obtuvieron curvas estandar (Anexo 1), y, a partir de estas, se calculé la
ecuacion de la recta para cada neurotransmisor de interés (acido glutdmico, GABA y serotonina).
Gracias a estas curvas se obtuvo el tiempo de retencién de cada neurotransmisor, los cuales se

observan en la figura 8.
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Figura 8. Cromatograma obtenido a partir de HPLC con detector de fluorescencia.

Se observa la deteccidn de neurotransmisores a distintos tiempos: acido glutamico (1.60-
1.70min), (5.40-5.50min) y serotonina (11.25-11.30min).
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Con base en lo anterior se obtuvieron los siguientes resultados, en la grafica 1 se puede
apreciar el efecto de liberacién de acido glutdmico, GABA y serotonina producido por el control
negativo (basal) y el control positivo ([KCI]=47mM). El control negativo mantiene una liberacién baja
(60pg/mg de proteina aprox.) de los neurotransmisores evaluados (acido glutamico, GABA vy
serotonina), mientras que el control positivo muestra un aumento (400-500pg/mg de proteina

aprox.) en la liberacion de estos neurotransmisores.

800

[pe/mg de proteina]

Tiempo (min)

Control negativo > Acido glutdmico  —+—[GABA] —e— [Serotonina]

Control positivo > ~* Acido glutamico [GABA] —=—[Serotonina]

Grafica 1. Liberacidn de distintos neurotransmisores a condiciones control (ensayo 1).

Efecto de liberacion de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) en
condiciones basales (control negativo) y a una concentracion de KCl de 47mM (control positivo).
Los resultados son expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.

Por otra parte, se obtuvieron las graficas 2 y 3, en las cuales se observa un aumento en la
liberacién de GABA (180-380pg/mg de proteina) y serotonina (280-680pg/mg de proteina) al
aumentar la concentracion del EMAm; mientras que el dacido glutdmico se mantiene a

concentraciones bajas (20-80pg/mg de proteina), aun aumentado la concentracién de dicho

extracto.
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Grafica 2. Liberacion de distintos neurotransmisores en presencia de EMAm (10 y 50 pg/ml).
Efecto de liberacién de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una
concentracion de 10 y 50ug/ml de extracto metandlico de Agastache mexicana. Los resultados
son expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.
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Grafica 3. Liberacidn de distintos neurotransmisores en presencia de EMAm (100ug/mil).

Efecto de liberacidn de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una
concentracion de 100ug/ml de extracto metandlico de Agastache mexicana. Los resultados son
expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.
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7.3 Porcentaje de liberacion de neurotransmisores con respecto al valor basal producido por

diferentes concentraciones de EMAm

Se observa que, a una concentracion de 100ug/ml de extracto metandlico de Agastache
mexicana se obtiene en general, la mayor diferencia con respecto a la liberacién basal de cada uno

de los neurotransmisores evaluados (Grafica 4,5y 6).

10pg/ml  ®W50ug/ml  ®m 100ug/ml Control - Control +

CONCENTRACION DE EMAM

Grafica 4. Porcentaje de liberacién de acido glutdmico con respecto a la concentracion basal.

Los resultados son expresados en porcentaje (%). EMAm: Extracto metandlico de Agastache
mexicana
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0
10pg/ml m 50pg/mi m 100pg/ml Control - 1 Control +

CONCENTRACION DEEMAM

Grafica 5. Porcentaje de liberacién de GABA con respecto a la concentracidn basal.

Los resultados son expresados en porcentaje (%). EMAm: Extracto metandlico de Agastache
mexicana

10pug/ml  m50ug/ml  m 100ug/ml Control - Control +

CONCENTRACION DEEMAM

Grafica 6. Porcentaje de liberacién de serotonina con respecto a la concentracion basal.

Los resultados son expresados en porcentaje (%). EMAm: Extracto metandlico de Agastache
mexicana

.
Universidad Autéonoma del Estado de Morelos

41




CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

Con base en los resultados anteriores, se decidié aumentar el nUmero de ensayos para

evaluar de manera estadistica a la concentracion de 100ug/ml de EMAm.

7.4 Cuantificacion de la liberacion de neurotransmisores producido por una concentracion de

100pg/ml de EMAmM

En la grafica 7 se expresa el efecto de liberacién de distintos neurotransmisores obtenido a
partir de las condiciones basales (control negativo) y a una concentracién de KCl de 47mM (control
positivo), se aprecia una diferencia significativa en el efecto de liberacidon de neurotransmisores

entre ambos controles.

Control negativo Control positivo
*

_ _ _ X _
—— (G| Ut e (Gaba Ser et Glut =—a—Gaba

©
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Grafica 7. Liberacidn de distintos neurotransmisores a condiciones control (ensayo 2).

Efecto de liberacidn de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) en
condiciones basales (control negativo) y a una concentracién de KCl de 47mM (control positivo).
Los resultados son expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa

En la grafica 8 se presenta la liberacion de neurotransmisores producida por 100ug/ml de
EMAm, en la cual se observa una diferencia entre la liberacién de acido glutdmico y GABA (180-
200pg/mg de proteina aprox.) con respecto a la liberacién de serotonina (800pg/mg de proteina
aprox.). El efecto mostrado por 100ug/ml de EMAm, fue superior en cuanto a liberacién de
serotonina con respecto al control negativo (Grafica 7), obteniendo diferencias estadisticamente

significativas con un nivel de significancia de p < 0.05.
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Grafica 8. Liberacion de distintos neurotransmisores en presencia de EMAm (100ug/ml).

Efecto de liberacién de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una
concentracion de 100ug/ml de extracto metandlico de Agastache mexicana. Los resultados son
expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 F=4.10 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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7.5 Porcentaje de liberacion de neurotransmisores con respecto al valor basal producido por una

concentracion de 100ug/ml de EMAm

En las graficas 9, 10 y 11 se muestra el valor porcentual obtenido a partir de la diferencia de
liberacién maxima de neurotransmisor (acido glutdmico, GABA y serotonina respectivamente) con

respecto a la liberacion basal del mismo, producido por una concentracién de 100ug/ml de EMAm.

En la grafica 9 se observa que la concentracion de 100pug/ml de EMAm no ejerce un efecto

sobre la liberacion de acido glutamico.

*
H 100pg/ml Control - Control +

CONCENTRACION DE EMAM

Grafica 9. Porcentaje de liberacién de acido glutdmico con respecto a la concentracion basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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La grafica 10 refleja el porcentaje de liberacién de GABA con respecto al basal, en la cual,
de manera similar a los resultados obtenidos con el 4cido glutamico, no se observa una diferencia

en la liberacidn de este neurotransmisor producido por una concentracion de 100pug/ml de EMAm.

H 100pg/ml Control - Control + ¥

CONCENTRACION DE EMAM

Grafica 10. Porcentaje de liberacidn de GABA con respecto a la concentracion basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promediot EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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Por otro lado, en la grafica 11, se observa una diferencia entre la liberacion de serotonina
con respecto al basal (42.5% aprox.), el porcentaje de liberacién de serotonina obtenido por el
EMAmM es de 63.7% aproximadamente (3 veces mayor), mientras que, el control negativo se

mantiene en 21.2% aprox.

{ YA

* *
H 100ug/ml Control - Control +

CONCENTRACION DE EMAM

Grafica 11. Porcentaje de liberacidn de serotonina con respecto a la concentracién basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promediot EEM n=5 F=4.10 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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7.6 Cuantificacion de la liberacion de neurotransmisores producido por diferentes

concentraciones de tilianina

Para evaluar el efecto de liberacién de neurotransmisores producido por tilianina, se obtuvo
la grafica 12 en la cual podemos observar que el control negativo (condiciones basales) no tiene una
liberacién de los neurotransmisores evaluados (acido glutdmico, GABA y serotonina) mayor a
20pg/mg de proteina, mientras que el control positivo muestra una liberacion minima de 60pg/mg

de proteina.

Control negativo Control positivo
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Grafica 12. Liberacion de distintos neurotransmisores a condiciones control (ensayo 3).

Efecto de liberacién de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) en
condiciones basales (control negativo) y a una concentracion de KCl de 47mM (control positivo).
Los resultados son expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa

Las graficas 13, 14 y 15 muestran el efecto de liberacidn de neurotransmisores producido

por diferentes concentraciones de tilianina (0.022, 0.055 y 0.11uM respectivamente).

Una concentracion 0.022uM de tilianina (Grafica 13) produjo una liberacién de serotonina
(200pg/mg de proteina aprox.) estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(Grafica 12); mientras que la liberacion de GABA (80pg/mg de proteina) y acido glutamico (5pg/mg

de proteina) producida por esta concentracion de tilianina no fue significativa.
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Grafica 13. Liberacion de distintos neurotransmisores en presencia de tilianina (0.022uM).

Efecto de liberacién de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una

concentracién de 0.022uM de tilianina. Los resultados son expresados en pg de
neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 F=4.36 p<0.05 * muestra diferencia significativa

El efecto de liberacion de neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina)
producido por las concentraciones 0.055uM (Grafica 14) y 0.11uM (Grafica 15) de tilianina, no

mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo (Grafica 12).
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Grafica 14. Liberacion de distintos neurotransmisores en presencia de tilianina (0.055uM).

Efecto de liberacidn de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una
concentracién de 0.055uM de tilianina. Los resultados son expresados en pg de
neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 F=4.36 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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Grafica 15. Liberacion de distintos neurotransmisores en presencia de tilianina (0.11uM).

Efecto de liberacién de distintos neurotransmisores (acido glutdmico, GABA y serotonina) a una
concentracion de 0.11uM de tilianina. Los resultados son expresados en pg de neurotransmisor/
mg de proteina. Los resultados son expresados en pg de neurotransmisor/mg de proteina.

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa

7.7 Porcentaje de liberacion de neurotransmisores con respecto al valor basal producido por

diferentes concentraciones de tilianina

En las graficas 16, 17 y 18 se expresa el valor porcentual obtenido a partir de la diferencia
de liberacién maxima de neurotransmisor (acido glutamico, GABA y serotonina) con respecto a la
liberacidn basal del mismo, producido por diferentes concentraciones de tilianina (0.022, 0.055 y

0.11pM).

En las graficas 16 y 17 se observa que las concentraciones evaluadas de tilianina no
muestran diferencia porcentual significativa sobre la liberacidn de acido glutdmico y GABA respecto
al control negativo. Mientras que, en la grafica 18 se aprecia que la concentraciéon 0.022uM vy
0.055uM de tilianina, si presentan diferencia estadisticamente significativa respecto al porcentaje

de liberacién basal (control negativo).
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Grafica 16. Porcentaje de liberacidn de acido glutdmico con respecto a la concentracion basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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Grafica 17. Porcentaje de liberacidn de GABA con respecto a la concentracion basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promedio+ EEM n=5 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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Grafica 18. Porcentaje de liberacién de serotonina con respecto a la concentracidn basal.
Los resultados son expresados en porcentaje (%).

Promedio+ EEM n=5 F=4.36 p<0.05 * muestra diferencia significativa
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8. DISCUSION

La neurotransmisién es un proceso complejo en el que se ven involucrados diferentes
factores (fisiologicos) sobre la liberacion de neurotransmisores. La alteracion de este proceso puede
desencadenar el desarrollo de trastornos neurolégicos como la ansiedad y depresidn, entre otros
(Castro, 2011). Actualmente, la literatura relaciona el efecto conductual con los niveles de GABA y
serotonina (Zhuang, 2018), lo cual nos lleva a pensar que extractos obtenidos de plantas medicinales
(Agastache mexicana), asi como farmacos obtenidos de estos (tilianina), que han demostrado tener
efectos conductuales de manera in vivo (Gonzalez, 2015), puedan verse relacionados con la

liberacidn de GABA y serotonina.

Ya que se planted evaluar la liberacidn de acido glutamico, GABA y serotonina, para este
trabajo se optd por la utilizacion de sinaptosomas obtenidos a partir de cerebro de ratén (Figura 7),
ya que como lo menciona Mayas en el 2006; los sinaptosomas se han utilizado para comprender los
mecanismos neuroquimicos que subyacen a las funciones cerebrales, incluyendo la liberacién y
receptacion de neurotransmisores, la homeostasis, el estudio de segundos mensajeros y el
metabolismo energético. Los sinaptosomas se obtuvieron mediante el uso de la técnica reportada
por Hajos en 1979, los cuales lograron observarse a un aumento de 4000X en un microscopio
electrénico de transmisiéon. Aun con la observacion de dichas estructuras al microscopio, de manera
visual no se puede comprobar que estas sean funcionales, por lo que se continuo a las evaluaciones

de perfusion.

Una vez obtenidos los sinaptosomas se realizaron ensayos de perfusién mediante la
utilizacién de un control negativo y un control positivo (Grafica 1). Se observé que los sinaptosomas
evaluados con el control negativo (medio basal) mostraban una liberacién baja de acido glutdmico,
GABA y serotonina (aproximadamente 60pg/mg de proteina); mientras que los evaluados con el
control positivo (medio de liberacién) mostraban una liberacién significativa de los tres
neurotransmisores (400-500 pg/mg de proteina), esto se debe a que el medio de liberacién tiene
una concentracién 10 veces mayor de potasio con respecto al control negativo (Tabla 1) el cual se
encuentra involucrado en la despolarizacidon de la membrana (Castro, 2011; Mayas, 2006), esto nos
indica que ciertamente los sinaptosomas obtenidos conservan las caracteristicas funcionales de la

pre-sinapsis neuronal, ya que pueden responder a estimulos (Maya, 2019).
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Con respecto a los resultados obtenidos en las graficas 2 y 3, se observa que la liberacion de
serotonina aumenta con forme se aumenta la concentracidon de extracto metandlico, siendo Ia
mayor concentracidén de extracto (100ug/ml) en la cual se observa una mayor liberacién de este
neurotransmisor. Por otra parte, la liberacidén de acido glutdmico y GABA no se ve afectada en gran
medida con el aumento en la concentracién de EMAm. Se decidié evaluar Unicamente la
concentracién de 100pg/ml de EMAmMm, ya que a esta concentracién se observa la mayor liberacién

de serotonina y por la cantidad de extracto que se tenia en ese momento.

Cabe destacar que los resultados obtenidos hasta este punto no fueron analizados
estadisticamente, ya que no se realizaron suficientes ensayos, aunque si fueron esenciales para los

experimentos que se llevaron a cabo posteriormente.

Al evaluar la concentracion de 100ug/ml de EMAm (Grafica 8), se observa que la liberacién
de acido glutdmico y GABA no es significativa con respecto al control negativo mostrado en la
grafica 7. Por otra parte, la liberacién de serotonina observada en la grafica 8 y la diferencia del
porcentaje de liberacién de este neurotransmisor con respecto al control negativo indican que, la
liberacidon de serotonina puede verse involucrada con los efectos conductuales observados en
roedores anteriormente (Gonzdlez, 2015). Tal y como lo menciona Trueta en el 2012, la liberacidn
de 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina), es de gran relevancia en la regulacién de estados de
animo, funciones fisioldgicas y conductas en los animales a lo largo de toda la escala filogenética,
incluido el ser humano; por lo que la liberacién de serotonina observada en este ensayo (Grafica 8),
puede estar modificando el estado de animo de los roedores, generando un efecto ansiolitico en
ellos. Tal y como lo menciona Quentin en el 2018, existe evidencia de que la serotonina se encuentra

implicada en la regulacién de los rasgos de personalidad y el control del estado de dnimo.

La liberacién de serotonina observada pudiera deberse a las altas concentraciones de
compuestos quimicos dentro del EMAm, entre ellos los flavonoides como la tilianina, que se sabe,
es un componente mayoritario en este extracto y al cual se le atribuyen varios efectos terapéuticos
del mismo (Hernandez, 2011). Por lo que se decidié evaluar a tilianina y su posible efecto de

liberacidn de serotonina; relacionado a un efecto ansiolitico en ratones (Gonzalez, 2015).

Al observar el efecto de liberacién producido por tilianina, se aprecia que las concentraciones
de 0.022uM (Grafica 13) y 0.055uM (Grafica 14) producen una liberacion de serotonina

estadisticamente significativa con respecto al control negativo; mientras que la concentracién de
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0.11uM (Grafica 15) no presenta diferencia estadistica en cuanto a la liberacién de ninguno de los
neurotransmisores evaluados (acido glutamico, GABA y serotonina). El efecto de liberacion de
serotonina producido por tilianina que es un flavonoide glicosilado se relaciona a lo descrito por
Machado en el 2008, ya que en su trabajo de investigacion realizado sobre Schinus molle (pirul) se
llegd a la conclusion de que la rutina (rutdsido, soforina) que es un flavonoide glicosilado obtenido
a partir de esta planta, aumentaba la disponibilidad de serotonina en la hendidura sindptica, esto
fue observado posterior a los ensayos conductuales en presencia y ausencia de fenclonina, un

inhibidor de la triptéfano hidroxilasa, enzima limitadora en la biosintesis de la serotonina.

Con respecto a la liberacidon de serotonina e independientemente del mecanismo de accidn
de tilianina, dicho efecto depende de la concentracidn, aunque esta relacion es compleja (Farinde,
2019) y pareciera ser una respuesta de tipo hormética (Calabrese, 2018); ya que se puede apreciar
que al aumentar la concentracidon de tilianina el efecto de liberacion de neurotransmisores
disminuye (Grafica 18). Este efecto se relaciona a dos posibles causas principalmente, por una parte,
pudiera ser que existan interacciones no polares entre las moléculas de tilianina, y al aumentar la
concentracién de este compuesto dichas interacciones aumentan, disminuyendo la cantidad de
farmaco libre para su unién al receptor (Morrison, 2015). Por otro lado, pudiera ser que existan dos
tipos de receptores, uno de alta afinidad a tilianina con un efecto de liberacidn de serotonina y otro
de baja afinidad a tilianina, pero con un efecto de inhibicion de la liberacién de serotonina
(autorregulador); con forme se aumenta la concentracion de tilianina se saturan los receptores de
alta afinidad, por lo que tilianina comienza a unirse al receptor de baja afinidad, lo cual ocasiona la

inhibicidn de la liberacidon de serotonina a concentraciones elevadas de tilianina (Calabrese, 2018).

En la grafica 18 Se aprecia que el porcentaje de liberacién de serotonina ocasionada por
tilianina (0.022 uM) es aproximadamente cinco veces mayor con respecto al control negativo, lo
cual se pudiera relacionar al efecto ansiolitico mostrado por este compuesto de manera in vivo
(Gonzalez, 2015), ya que la serotonina es fundamental para la modulacidn de la conducta social, las
emociones y una gran cantidad de funciones fisioldgicas, tales como el suefio y una sensacién de

bienestar, entre otras (Zhuang, 2018).

Gonzalez en el 2015 menciona que el efecto de tilianina se ve relacionado a su posible accién
como ligando del receptor GABAA/BZD y no a la unidn al receptor 5-HTia, las evaluaciones que se
realizaron en esos ensayos fueron de manera in vivo, por lo cual el efecto pudiera ser el observado

Unicamente de manera postsindptica o de manera integral; por otra parte, los resultados obtenidos
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durante los ensayos in vitro realizados en este trabajo de investigacidn, nos llevan a pensar que el
efecto presinaptico producido por tilianina, se encuentra relacionado a una liberacién de serotonina

(Grafica 18). Aunque, el mecanismo de accion por el cual se lleva a cabo este efecto se desconoce.

Si bien la hipodtesis de este trabajo menciona que el extracto metandlico y tilianina
aumentarian la liberacién de GABA y serotonina en sinaptosomas de ratén, dentro de los resultados
no se aprecia una liberacion estadisticamente significativa de GABA (Grafica 10 y 17), mientras que
en la liberacién de serotonina si (Grafica 11 y 18). Dicha hipodtesis, se generd con base en los
antecedentes directos (Gonzalez, 2015) y con lo descrito en la literatura (Blough, 2019; Castro, 2017;
Quentin, 2018; Zhuang, 2018;) sobre el efecto producido por GABA y serotonina a nivel fisioldgico;
el efecto de ambos neurotransmisores se relaciona, ya que tanto GABA como serotonina, regulan
procesos como, el estado de dnimoy la conducta (Pratelli, 2017; Govindpani, 2017). Dado lo anterior
se esperaria que el efecto conductual mostrado de manera in vivo, por el extracto metandlico y
tilianina, se veria relacionado a la liberaciéon de GABA y/o serotonina; pero basandonos en los
resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se puede especular que la liberacién de
serotonina presindptica estd involucrada en el efecto conductual mostrado de manera in vivo

(Gonzalez, 2015), y no asi la liberacidon de GABA.
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9. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos mediante este trabajo, se propone a tilianina como
uno de los compuestos presentes en el EMAm, responsable de la actividad ansiolitica demostrada

de manera in vivo, relacionada a un efecto de liberacién de serotonina.
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10. Perspectivas

> Realizar ensayos in vitro en sinaptosomas de cerebro de ratdn para determinar el
mecanismo de accidn de tilianina por el cual se esta llevando a cabo la liberacién de
serotonina.

> Realizar ensayos in vitro en rebanadas de cerebro de ratdn para conocer si el efecto
de tilianina es Unicamente presindptico.

» De acuerdo a la observacion del efecto de tilianina sobre acido glutamico seria
interesante evaluar un posible efecto de inhibicidn sobre la liberacion de acido

glutdmico.
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12. Anexos
Anexo 1. Cuantificacion de la liberacidon de neurotransmisores

Para llevar a cabo la cuantificacion de neurotransmisores liberados por el EMAm y tilianina,

se obtuvieron las siguientes curvas estandar (Grafica 19, 20y 21).

Acido Glutamico

4 45 5 55 6 65
[ACIDO GLUTAMICO] (PM)

Grafica 19. Curva estandar de acido glutamico.

Obtenida a partir de diferentes concentraciones (0.5, 2.5, 5,7.5 y 10pmol) de acido glutamico.

45 5,55 6 65 7 7. 8 85 9 95 1010.5

[GABA] (PM)

Grafica 20. Curva estandar de GABA.

Obtenida a partir de diferentes concentraciones (0.5, 2.5, 5, 7.5 y 10pmol) de GABA.
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Serotonina

45 5 55 6 65 7 S8 85 9 95 10 10.

[SEROTONINA] (PM)

5

Grafica 21. Curva estandar de serotonina.

Obtenida a partir de diferentes concentraciones (0.5, 2.5, 7.5, 10pmol) de serotonina.

En las graficas 19, 20 y 21 podemos observar las curvas estandar de acido glutamico, GABA
y serotonina respectivamente; a partir de las cuales se obtuvo la ecuacién de la recta para cada
neurotransmisor, con la cual se pudieron realizar los calculos correspondientes para obtener la

concentracién de neurotransmisores por miligramo de proteina de sinaptosoma.

Y=mX+b porlotanto X=(Y-b)/m
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