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RESUMEN

El principal sintoma de la esquizofrenia es la psicosis, caracterizada principalmente
por la aparicion de alucinaciones y delusiones. En esta investigacion, se llevo a cabo
el fraccionamiento biodirigido de extractos etanolicos (EE) de 4 plantas (6078, 6518,
7158 y 6521) usadas en la medicina tradicional Peruana para el tratamiento de
psicosis. Los extractos y fracciones fueron probados en el modelo animal murino de
hiperactividad inducida por Dizocilpina o0 MK-801(antagonista del receptor de
glutamato tipo N-metil D-aspartato). Se utiliz6 la prueba de campo abierto (OFT)
para medir la hiperactividad y la prueba de inhibicién del sobresalto por prepulso
(PPI) para medir la respuesta de sobresalto. En la prueba de campo abierto, la
fraccion apolar A del EE 7158 (p<0.05), la fraccion D del EE 6078 (p <0.001) y la
fraccion A (p<0.05) y D (p<0.001) del EE 6518 (p<0.001) suprimieron los efectos
del MK-801. En la prueba de PPI fueron activas las fracciones A, Cy D (7158); A, B
y C (6078); y todas las fracciones del extracto 6518. Adicionalmente, los ensayos de
unién a radioligando y ensayos funcionales indican que los cuatro EEs tienen un

efecto sobre receptores involucrados en esquizofrenia.

Palabras clave: esquizofrenia, fraccionamiento biodirigido, MK-801, medicina

tradicional, psicosis



ABSTRACT

The main symptom of schizophrenia is psychosis, characterized mainly by the
appearance of hallucinations and delusions. In this investigation, we carried out the
bioassay-guided fractionation of four ethanolic extracts (EE) obtained from plants
used in Peruvian traditional medicine for the treatment of psychosis-like symptoms.
Extracts and fractions were tested in the murine animal model of hyperactivity
induced by Dizocilpine or MK-801 (N-methyl D-aspartate type glutamate receptor
antagonist). We used the open field test (OFT) to measure hyperactivity and the
prepulse startle inhibition test (PPI) to measure the startle response. In the open field
test, fraction A of EE 7158 (p <0.05), fraction D of EE 6078 (p <0.001) and the
fraction A (p<0.05) and D (p<0.001) of EE 6518 suppressed the effects of the MK-
801. In the PPI test, fractions A, C and D were active (7158); A, B and C (6078); and
all fractions from extract 6518. In addition, radioligand binding assays and functional
assays indicate that all four EEs have an effect on receptors involved in

schizophrenia.

Key words: schizophrenia, bioassay-guided fractionation, MK-801, traditional

medicine, psychosis



1. INTRODUCCION

La esquizofrenia es una enfermedad mental severa e incapacitante que afecta
aproximadamente al 1% de la poblacion mundial.>? En Per( mas de 280 mil personas
sufren de esquizofrenia, cuyo principal sintoma es la psicosis. Este trastorno suele
iniciarse entre los 15 y 25 afios de edad en varones, y entre los 25 y 35 afios en las
mujeres, generando grandes costos humanos y econdmicos para el pais.® La
esquizofrenia se caracteriza por tener tres tipos de sintomas asociados: (1) sintomas
positivos, (2) sintomas negativos y (3) sintomas cognitivos.>*> Los sintomas
positivos comprenden comportamientos de tipo psicético, como las alucinaciones y
las delusiones.%” Los sintomas negativos consisten principalmente en apatia,
respuestas emocionales ausentes o incongruentes, reduccion en el habla, aislamiento
social y anhedonia. Cuando hay presencia de sintomas cognitivos el paciente pierde la
capacidad de interpretar informacion y tomar decisiones basadas en esa informacion,

hay una memoria de trabajo pobre e incapacidad para mantener la atencion.?®

Los actuales tratamientos para la esquizofrenia con antipsicoticos son
parcialmente efectivos y actlan a través del antagonismo de los receptores de
dopamina D». Existen dos tipos de antipsicéticos, los tipicos (de primera generacion)
y atipicos (de segunda generacién). El antipsicOtico atipico mas efectivo es la
Clozapina, que se une a los receptores de serotonina y dopamina (expresion alta en
episodios de psicosis) e induce la liberacion de glutamato y D-serina (agonista en el

sitio de la glicina del receptor N-metil D-Aspartato) y reduce la expresion de



transportadores de glutamato. Sin embargo, la Clozapina y otros antipsicoticos tienen
el inconveniente de que causan efectos secundarios tales como ganancia de peso®,
disfuncion sexual, desequilibrio cognitivo, insomnio, etc.*® originando que algunos

pacientes interrumpan el tratamiento. 3

La biodiversidad del Per( ha sido fuente de compuestos bioactivos para el
tratamiento de un amplio rango de enfermedades, en el cual hay drogas aprobadas por
la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) que se han obtenido a partir de
plantas de la Amazonia peruana.!* En el Per(, desde tiempos ancestrales, la
esquizofrenia ha sido considerada por ciertas comunidades nativas y la describen

29 <¢ 29 <¢

como “posesion de espiritus malignos”, “susto”, “nerviosismo” o “locura”. Para tales
sintomas se han utilizado plantas que muestran tener efectos psicotropicos,
produciendo mejoria en los individuos afectados. Dichas plantas constituyen un gran
potencial para la busqueda de nuevas moléculas que tengan un efecto positivo sobre
la esquizofrenia y sus sintomas asociados. Este conocimiento de la medicina
tradicional en las comunidades peruanas ha sido transmitido a lo largo de muchas
generaciones.>2° Dado el efecto positivo de los remedios botanicos usados por las
personas que practican la medicina tradicional, es probable que éstos contengan
moléculas antipsicoticas que sean absorbidas eficientemente a nivel intestinal y

puedan atravesar la barrera hematoencefalica para ejercer su efecto neuroléptico con

mecanismos diferentes a los antipsicéticos existentes actualmente.

En estudios iniciales llevados a cabo en la Universidad Peruana Cayetano Heredia,

financiados por el Instituto de Investigacion Médica Stanley y el Instituto Nacional de



Salud Mental de EEUU (NIMH), se colectaron 477 muestras de plantas que las
comunidades que practican la medicina tradicional usan para el tratamiento de
diversos trastornos mentales. Estas muestras fueron secadas, molidas y maceradas en
etanol al 95% para obtener de ellas extractos etandlicos. De los 200 extractos

probados a la fecha, 95 presentaron actividad psicotropica.?

En el presente estudio, como parte del procedimiento para la busqueda de drogas
potencialmente antipsicéticas, se realizo el fraccionamiento guiado por bioensayo de
cuatro extractos seleccionados en base a su eficacia en las pruebas de campo abierto y
de inhibicion del sobresalto por prepulso inducidas por dizocilpina (MK-801); ambas
pruebas son utilizadas para evaluar la eficacia de nuevas drogas con efecto
antipsicotico.?2?* Adicionalmente a las fracciones obtenidas, se le realizaron ensayos
de citotoxicidad en cinco lineas celulares de mamiferos para calcular el indice de
inhibicién del crecimiento (IC50). Finalmente, para la identificacion de los blancos
moleculares en los cuales estarian haciendo efectos los compuestos presentes en los
extractos etanolicos, se realizaron ensayos de unidén a radioligando y ensayos
funcionales sobre receptores de serotonina, dopamina, glutamato, histamina,
colinérgico muscarinico y transportadores de neurotransmisores (dopamina,
serotonina y norepinefrina), los cuales han sido involucrados en la patogénesis de la

psicosis.



2. PLANTEAMIENTO DE INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

La esquizofrenia es un trastorno mental grave que afecta aproximadamente al 1%
de la poblacion mundial. En el Pert mas de 280 mil personas sufren de esquizofrenia,
cuyo principal sintoma es la psicosis y que suele iniciarse entre los 15 y 25 afios de
edad en varones, y entre los 25 y 35 afios en las mujeres generando grandes costos
humanos y economicos para el pais. La esquizofrenia genera una discapacidad
considerable afectando el desempefio educativo, social y laboral. Las personas con
esquizofrenia tienen entre 2 y 3 veces mas probabilidades de morir a una edad
temprana, debido a la alta tasa de suicidio y complicaciones que pueden aparecer
durante la enfermedad como: enfermedades -cardiovasculares, metabolicas e
infecciosas.?®

La psicosis es tratada con farmacos antipsicéticos, sin embargo, estas drogas no
logran una reversion completa de los sintomas, y ademas causan efectos secundarios
diversos como la acatisia, la distonia muscular aguda, la discinesia tardia y también
pueden producir un deterioro cognitivo general y la contraccion de los ganglios
basales.'® Por estas razones, es necesario buscar nuevas drogas con posibles nuevos
blancos moleculares y con efectos secundarios menores.

Este trabajo tiene como objetivo dar los primeros pasos para el descubrimiento de
nuevas drogas antipsicoticas, utilizando como fuente la medicina tradicional peruana,

que durante mucho tiempo ha hecho uso de productos botanicos para aliviar una serie



de trastornos, entre ellos, los sintomas de la esquizofrenia.’>?° Para ello se propone
realizar el fraccionamiento de extractos de plantas utilizadas en medicina tradicional
para el tratamiento de la esquizofrenia. La actividad de las fracciones sera
monitorizada mediante modelos animales y pruebas de citotoxicidad. Adicionalmente
los extractos seran evaluados en ensayos de union a radioligando y en ensayos
funcionales para un panel de receptores y transportadores de membrana para asi

identificar los posibles mecanismos moleculares del efecto antipsicotico.



2.2. Marco tebrico

2.2.1 Sintomas de la esquizofrenia

Segun el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5),
la esquizofrenia se define como un desorden mental o grupo de desérdenes, que
involucra un conjunto complejo de trastornos del pensamiento, percepcion, afecto y
comportamiento social.> Se caracteriza por una amplia variedad de sintomas que

incluyen:

a. Sintomas positivos: Denominados ‘“comportamientos psicoticos” que

generalmente no se ven en personas sanas. Las personas con sintomas
positivos "pierden contacto” con algunos aspectos de la realidad. Los
sintomas incluyen a las alucinaciones, las delusiones, los trastornos del
pensamiento (formas inusuales o disfuncionales de pensar) y trastornos del
movimiento.®"2°

b. Sintomas negativos: Se asocian con trastornos del comportamiento y

emociones. Se presenta el “efecto aplanado" (expresion reducida de las
emociones a través de la expresion facial o tono de voz), anhedonia
(reduccion de los sentimientos de placer en la vida cotidiana), dificultad
para realizar actividades sociales y reduccion del habla.®"%

c. Sintomas cognitivos: Para algunos pacientes, los sintomas cognitivos de la

esquizofrenia son sutiles, pero para otros, son mas severos y los pacientes

pueden notar cambios en la memoria u otros aspectos del pensamiento. Los



sintomas incluyen, una pérdida de la capacidad de interpretar informacién y
tomar decisiones, memoria de trabajo pobre e incapacidad para mantener la

atencion.®

2.2.2 Hipotesis sobre la etiologia de la psicosis

La hipdtesis que la psicosis es provocada por una desregulacion de la actividad
dopaminérgica en el cerebro, esta estrechamente vinculada al descubrimiento fortuito
de los primeros agentes antipsicoticos eficaces a principios de 1950. La dopamina
actla sobre los circuitos neuronales que sirven como un "filtro" para obtener
informacidn entrante que compite para su procesamiento en la corteza prefrontal. Una

alteracion en este mecanismo, conduciria al disparo de la esquizofrenia.”?8

Situaciones sociales adversas que elevan el estrés, incrementan la estimulacion de
dopamina de la via mesocortical y conducen a la eliminacién de las sinapsis durante
la adolescencia. El desarrollo de la corteza prefrontal en la etapa mas temprana de
gestacion y su etapa final en la adolescencia representa dos periodos criticos en que la
proliferacion de células y eliminacién de las sinapsis, respectivamente, podrian ser

influenciadas por factores ambientales.®

Evidencias a nivel estructural son el hallazgo de un aumento en el volumen

ventricular en pacientes con esquizofrenia. Esto seria consistente con la hipétesis de



que a finales del proceso de maduracion en la adolescencia, la eliminacién sinaptica

podria estar vinculada al disparo de la esquizofrenia.?’

2.2.3 Hipotesis de neurotransmisores alterados en la esquizofrenia

2.2.3.1 Hipotesis glutamatérgica

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso
central de los mamiferos. El glutamato se une a tres tipos principales de receptores,
uno de los cuales, el receptor ionotropico N-metil-D-Aspartato (NMDA), es
importante en la hipdtesis de la esquizofrenia. El receptor NMDA tiene importancia
en el aprendizaje y memoria.?® La hipofuncion del receptor NMDA (Figura 01) es
muy notoria en la esquizofrenia. En modelos animales, los antagonistas del receptor
NMDA: fenciclidina (PCP), dizocilpina (MK-801) y ketamina, inducen alteraciones
de comportamiento en ratones que a nivel molecular estan relacionadas con los tres

tipos de sintomas de la esquizofrenia.?®
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Figura 01. Estructura del receptor NMDA. La hipdtesis del glutamato de la
esquizofrenia se plantea en parte por el hallazgo de drogas que bloguean los
receptores de glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) tales como fenciclidina
(PCP), dizocilpina (MK-801) y ketamina, las cuales inducen sintomas en individuos
sanos que se asemejan a los vistos en pacientes con esquizofrenia (ya sea sintomas
positivos, negativos o cognitivos). Ademas, estas drogas empeoran los sintomas
positivos y negativos existentes en los pacientes esquizofrénicos y en modelos
animales reproducen un patron de cambios metabolicos y neuroquimicos similares a

los observados en humanos con esquizofrenia.*

2.2.3.2 Hipotesis dopaminérgica

La dopamina se produce en la sustancia negra y en la region tegmental ventral del
cerebro. Las proyecciones dopaminérgicas se dividen en los sistemas nigroestriatal,

mesolimbico, mesocortical y tuberoinfundibular (Figura 02). La via mesocortical es



una via dopaminérgica que conecta el tegmento ventral a la corteza cerebral en
particular los l6bulos frontales. Es una de las cuatro principales vias dopaminérgicas
en el cerebro. Es esencial para la funcién cognitiva normal de la corteza prefrontal
dorsolateral, y se piensa que esta involucrada en el control cognitivo, la motivacion y
la respuesta emocional. Esta via alterada daria origen a conductas psicéticas, tales

como las observadas en la esquizofrenia.®

Los receptores de dopamina son receptores acoplados a proteina G y se encuentran
clasificados en 5 subtipos: D1, D2, D3, D4 y D5. La accion de los agonistas
dopaminérgicos esta relacionada con la hiperactividad de la dopamina en la psicosis.
El aumento de los receptores D2 origina los episodios de psicosis que se
correlacionan con la supersensibilidad a la dopamina. Los sintomas positivos de la
esquizofrenia incluyen alucinaciones y delirios que son como resultado del aumento
de la liberacién subcortical de la dopamina, lo que aumenta la activacion del receptor
D2, y se cree que se debe a una alteracion de la via cortical a través del nucleo
accumbens.”® Los sintomas negativos de la esquizofrenia incluyen la anhedonia,
falta de motivacion y pobreza del habla, que son el resultado de la reduccion de la
activacion del receptor D1 en la corteza prefrontal y la disminucion de la actividad
del nlcleo caudado. Las alteraciones en los receptores D3 también podrian estar
implicadas en los sintomas negativos de la esquizofrenia.®? Esta desregulacion de la

via dopaminérgica es el blanco de las drogas antipsicoticas.

10
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Figura 02. Vias dopaminérgicas alteradas en esquizofrenia. FGA = antipsicéticos de

primera generacion. Tomado de: Guzman & Farinde 2016.%

Las vias del glutamato y las vias dopaminérgicas son dependientes entre si. Por
ejemplo, en las neuronas del ndcleo accumbens, la subunidad NR1 del receptor
NMDA es coexpresada con los receptores de dopamina D1 y también con receptores
opioides. Los receptores NMDA y los receptores D1 en la corteza prefrontal y un
exceso de receptores D2 en areas cerebrales subcorticales tales como el estriado estan
interconectados entre si a través de un mecanismo de retroalimentacion positiva. Sin
embargo, a través de su accién presinaptica, la dopamina reduce la liberacion de
glutamato en las neuronas piramidales de la capa V en la corteza prefrontal. La
disfuncion del glutamato en la corteza prefrontal y en el hipocampo genera la

liberacion de dopamina en el estriado.3234



2.2.3.3 Hipotesis serotoninergica

La desregulacion del neurotransmisor serotonina (5-HT) se ha relacionado a los
sintomas negativos en la esquizofrenia. Los antagonistas de 5-HT2 muestran un
efecto antipsicotico, particularmente en el grupo de sintomas negativos. Niveles
reducidos de 5-HT en el fluido cerebroespinal se han correlacionado con atrofia
cortical o aumento de los espacios ventriculares del cerebro en pacientes con

esquizofrenia.3>3°

2.2.3.4 Desregulacion de transportadores de neurotransmisores

a. Transportador de dopamina (DAT)

Este transportador disminuye en la amigdala de sujetos con esquizofrenia. Esta
disminucion de DAT puede interrumpir la captacion de dopamina, conduciendo a un

aumento de la transmision sinaptica dopaminérgica.®’

b. Transportador de serotonina (SERT)

El sistema serotoninérgico ejerce efectos moduladores en muchos procesos
conductuales/fisiologicos que a menudo se alteran en la esquizofrenia. La terminacion
de la accion sinaptica de la serotonina (5-HT) y su reciclaje son dirigidos por la

proteina transportadora de serotonina (SERT). Varios estudios usando radioligandos

12



especificos que pueden unirse a sitios de captacion de 5-HT muestran anomalias

regionales en sitios de captacion de 5-HT en la esquizofrenia.®®

c. Transportador de norepinefrina (NET)

La accidn de la norepinefrina esta regulada principalmente por su captacion en
neuronas via NET. Los genes NET desempefian un papel importante en la
homeostasis monoaminérgica del sistema nervioso central y la variacién genética en
el NET humano puede influir en la sefializacion noradrenérgica en el cerebro. NET es
un transportador dependiente de NaCl y su actividad de recaptacion esta regulada por
segundos mensajeros y hormonas. Varios estudios han intentado demostrar que los
déficits funcionales del gen NET pueden causar enfermedades psiquiatricas; sin
embargo, en esquizofrenia no se ha encontrado alguna asociacion. Actualmente,
ninguna evidencia sugiere que los farmacos relacionados con la recaptacion de
norepinefrina mejoren los sintomas centrales de la esquizofrenia. Los farmacos
antidepresivos que implican la recaptacién de norepinefrina no son preferidos debido

al riesgo potencial de agravar los sintomas psicéticos.®

2.2.3.5 Desregulacion de otros receptores de neurotransmisores alterados en la
esquizofrenia

a. Receptores del glutamato metabotrépicos (mGIuR)

Los mGIuRs son receptores acoplados a proteinas G que son ampliamente

distribuidos en el sistema nervioso. Ellos son clasificados en receptores tipo |

13



(mGIuR5), Il y 111, ademas son expresados en diferentes tipos celulares y cumplen
diferentes roles fisiologicos.*® La activacion de mGIuR5 conduce a una actividad
mejorada del receptor NMDA (inhibido en esquizofrenia).*"? El receptor mGIuR5 es
encontrado en las terminales postsinapticas de las neuronas y las células gliales. La
activacion de mGIuRb glial participa en la gliotransmision activando la comunicacion
intracelular entre neuronas y células gliales. Es por eso que alteraciones del mGIuR5
glial generan una reduccién de la reincorporacion de glutamato, dando lugar al

desarrollo de desordenes de comportamiento.*®

b. Receptores de histamina

La histamina funciona como un neurotransmisor en el cerebro y juega un rol en el
ciclo de suefo, ingesta de alimentos, locomocién, memoria y aprendizaje. La
histamina actla sobre al menos cuatro GPCRs (H1-H4), de los cuales los receptores
H1, H2 y H3 son expresados en el sistema nervioso central.** Los GPCRs son una
familia de proteinas codificadas en el genoma humano que transducen sefiales para
ligandos de diversas familias de receptores. Los GPCRs son blancos de cerca del 26%
de drogas aprobadas por la FDA.*® La importancia de este receptor en esquizofrenia
radica en estudios de tomografia de emision de positrones, que muestran que los
pacientes con esquizofrenia tienen una reduccién de los receptores H1 en la corteza

prefrontal y en el giro cingulado.*®

14



c. Receptores muscarinicos

Estudios utilizando tejidos post-mortem del sistema nervioso central (SNC) y
estudios de neuroimdgen han demostrado que hay disminuciones regionales
especificas de receptores muscarinicos en pacientes con esquizofrenia, planteando la
posibilidad de que los farmacos especificos de los receptores muscarinicos podrian
tener efectos beneficiosos sobre los sintomas de la esquizofrenia. Ademas, ciertas
drogas son agonistas parciales de receptores muscarinicos y estas drogas mejoran
anormalidades en comportamientos modulados por la familia de receptores
muscarinicos.*’

d. Receptor periférico de benzodiacepina (PBR)

Esta es una proteina de 18 kDa que se encuentra principalmente en la membrana
mitocondrial externa y se expresa en distintos tejidos, especialmente en el CNS (glia
y células ependimales). Su expresién en el cerebro ha sido vinculada a condiciones
clinicas tales como ansiedad, psicosis, Alzheimer, entre otras.*® En pacientes
esquizofrénicos con sintomas negativos, hay una reduccién del 40-50% de la

densidad de PBR en la corteza parietal, area visual primaria y putamen.*®

2.2.4 Farmacos antipsicoticos

Los farmacos antipsicoticos disminuyen las alucinaciones y el delirio en pacientes
con trastornos neuropsiquiatricos, particularmente en la esquizofrenia y el trastorno
bipolar, pero varian en eficacia y efectos secundarios, asi como en el mecanismo de

accion.®-° Para un tratamiento agudo y cronico de los sintomas de la esquizofrenia la

15



mayoria de psiquiatras elige risperidona, haloperidol, olanzapina y quetiapina cuyos
blancos moleculares se muestran en la figura 03. En contraste, para el tratamiento
cronico de la sintomatologia negativa se utiliza risperidona, aripiprazole, olanzapina,

quetiapina y clozapina. Sin embargo, es posible también el uso combinado de

Risperidone Qtanzapine
- D
Dy
s S-HT
S-HTs,
5-HT,

B 5-HT,

antipsicoticos.>!

Ciozapine

Ha

~4 1+ JH
+ L=l B

Figura 03. Afinidad de drogas antipsicoticas y sus receptores blancos. (Tomado de

Sumiyoshi®?).

Antipsicoticos tipicos o de primera generacién y antipsicoticos atipicos o de segunda
generacion

El origen de la definicion de antipsicéticos tipicos y atipicos es debido a que la
Clorpromazina, el primer antipsicotico descubierto en 1952, y otros antipsicéticos
tipicos tienen una accion farmacoldgica de antagonismo sobre los receptores D2,
produciendo una variedad de efectos extrapiramidales secundarios (EPS), como la
discinesia tardia (TD) y el sindrome neuroléptico maligno, debido principalmente al

bloqueo de los receptores D2 en el estriado dorsal.6:>0
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Un antipsicotico atipico produce menores EPS a dosis clinicamente eficaces. Dos
clases de antipsicéticos atipicos estan en uso actualmente y varios mas estan en
desarrollo. El grupo mas grande de antipsicoticos atipicos, de los cuales la Clozapina
es el prototipo, consiste en aquellos que tienen actividad antagonista méas potente en
los receptores 5-HT2A que en los receptores D2. A estos se les denomina
antagonistas 5-HT2A/D2. ElI mecanismo de accién del segundo grupo de
antipsicoticos atipicos es el antagonismo del receptor D2/D3, pero la mayoria de estos
farmacos también tienen efectos serotoninérgicos que pueden contribuir a sus perfiles
atipicos. Por ejemplo, la Amisulprida, es también un potente antagonista de 5-HT7, y
la Cariprazina es también un potente antagonista 5-HT2B y un agonista parcial 5-

HT1A.%

2.2.5 Modelos animales

2.2.5.1 Uso de los modelos animales

Los modelos animales son una de las herramientas clave para evaluar el efecto de
sustancias en la etapa inicial del proceso del descubrimiento de drogas'??® (Figura

04).

Descubrimiento de Ensayos en L
. Ensayos en modelos Procesa de Vigilancia post-
compuestos y evaluacién . humanos fase [, II .
animales aprobacién mercado

high-troughput yIII

Figura 04. Etapas para el descubrimiento de nuevas drogas.
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Los modelos animales son particularmente importantes en el descubrimiento de
farmacos con efectos en el comportamiento, ya que modelos de menos complejidad,
i.e. células, no darian el mismo tipo de informacién. Es posible inducir en animales
de laboratorio patrones de comportamiento y mecanismos moleculares de respuesta
que se asemejan a los observados en determinadas enfermedades mentales de
humanos,12°1:°2

Asi, muchos modelos animales de esquizofrenia han sido desarrollados para el
modelamiento de sintomas individuales. Los criterios para la validacién, como en
todo modelo preclinico son (1) validez aparente, (2) prediccion, (3) validez del
constructo y (4) validez etioldgica, asi como (5) reproducibilidad de cada modelo.>3°

Los modelos animales mas utilizados son los inducidos por farmacos que alteran
las diferentes vias patofisiopatoldgicas neuroguimicas, por ejemplo, la administracion
de agonistas de la dopamina, serotonina, opioides, anticolinérgicos y de antagonistas
de los receptores de glutamato.>? Uno de los modelos farmacoldgicos mas utilizados

es el inducido por MK-801 que afecta la via glutamatérgica.®®

2.2.5.2 Modelo animal inducido por dizocilpina (MK-801)

La hipofuncion de los receptores glutamaérgicos es una de las causas que
desencadena algunos sintomas de la esquizofrenia. Como otros antagonistas del
receptor NMDA—fenciclidina (PCP) y ketamina, el compuesto MK-801 es el mas
utilizado en estudios de modelos animales de esquizofrenia.’® MK-801 es un

antagonista del receptor NMDA de tipo no-competitivo que en modelos animales
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induce comportamientos similares a los observados en la esquizofrenia. MK-801 in
vivo se une a la subunidad GIuN2B del receptor y farmacos como la clozapina

inhiben su unién de manera dependiente de dosis.>®8

2.2.5.3 Pruebas de comportamiento para la evaluacion de los modelos animales

Las medidas de comportamiento se han utilizado ampliamente para el
establecimiento de la validez de los modelos animales de esquizofrenia. Algunas de
estas medidas, como la locomocion horizontal, no corresponden a la sintomatologia
esquizofrénica y han sido principalmente Utiles para proporcionar una medida
funcional de la actividad antidopaminérgica de los neurolépticos. Otras medidas de
comportamiento, como la interrupcion de la inhibicion del sobresalto por prepulso o
deterioro conjunto de atencion, se asemejan a ciertas caracteristicas de la
esquizofrenia. Estas medidas son utiles para establecer el constructo y validez

predictiva de los modelos animales.5°

a. Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto (OFT) es una medida comin del comportamiento
exploratorio y de la actividad general en roedores, donde se puede medir tanto la
calidad como la cantidad de la actividad.®° Este modelo fue desarrollado en 1934 por
Calvin Hall y en la actualidad es uno de los mas empleados para estudiar parametros
conductuales animales tales como ansiedad, sedacion o valoracion de la actividad

motora. ElI campo abierto (OF) es un area cerrada generalmente de forma cuadrada o
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rectangular (Figura 05). El resultado de interés es el movimiento locomotor que
realiza el animal; sin embargo, esto puede ser influenciado por el sistema motor, el

impulso exploratorio, el miedo, presencia de alguna enfermedad, el tiempo relativo en

el ciclo circadiano, entre otras variables.59-6

Figura 05. Prueba de campo abierto. Sistema con cuatro campos para evaluacion

simultanea.
b. Prueba de inhibicién del sobresalto por prepulso

El sobresalto es una conducta presente en todos los mamiferos. La respuesta
ocurre por una rapida extension involuntaria y luego una flexién de una serie de
musculos. Aunque la respuesta de sobresalto es un reflejo, puede ser modulada por
diferentes estimulos. Las reacciones de sobresalto tienden a ser mas altas en presencia
de amenazas, miedo y dolor. EI sobresalto acUstico es utilizado como un sistema
modelo para estudiar la habituacion, la sensibilizacion, la facilitacion del prepulso, la
inhibicion del condicionamiento clasico, y los efectos de farmacos sobre el

comportamiento. Se ha observado que un prepulso acustico produce una inhibicion
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significativa del reflejo de sobresalto. A este fendmeno se le conoce como inhibicion
del sobresalto por prepulso (PPI) (Figura 06). Muchos estudios demostraron que la
inhibicidn de la respuesta de sobresalto es modulada por el circuito neural ligado a la
corteza limbica, el cuerpo estriado, el pallidum, el tdlamo y la formacion reticular. El
cuerpo estriado y el tronco cerebral estan involucrados en la regulacion del tono
inhibitorio que determina el grado en el que el prepulso inhibe la subsecuente
respuesta del sobresalto.®? Los pacientes con esquizofrenia presentan incapacidad de
inhibir el sobresalto acustico por accion de un prepulso. Se ha sugerido que al menos
algunas formas de deficiencia del PPl pueden reflejar sintomas negativos/cognitivos

de la esquizofrenia. 222

Respuesta de sobresalto

A Pulso
» his Paciente normal

= repls
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Figura 06. Prueba de inhibicion del sobresalto por prepulso. El reflejo de sobresalto

es procesado en el tronco del encéfalo en respuesta a una estimulacion tactil o
auditiva inesperada. Durante el PPI el filtro sensorimotor es evaluado en términos de
la reduccién en la respuesta de sobresalto. Se muestra que la disminucién en la
respuesta de sobresalto se debe a la pre-exposicién a un estimulo sonoro (prepulso)

antes de la presentacion un estimulo activador de mayor intensidad (pulso). En la
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esquizofrenia, a pesar de existir un prepulso previo, la respuesta a sobresalto se

produce igual como si no hubiera prepulso.

2.2.6 Busqueda de moléculas antipsicoticas a partir de plantas medicinales

El conocimiento tradicional de muchas plantas medicinales usadas en diferentes
lugares del mundo para tratar sintomas de enfermedades mentales ha conducido a

investigar por medio de modelos animales sus efectos terapeuticos (Tabla 01).

La estrategia inicial en la busqueda de farmacos a partir de plantas medicinales
consiste en obtener un extracto etanolico de la parte involucrada en el efecto
medicinal. Posteriormente, si muestra actividad en los modelos experimentales,
utilizando diferentes técnicas para la evaluacion de productos naturales es posible
obtener grupos de compuestos denominados fracciones a partir de un extracto. Este
procedimiento de fraccionamiento continla hasta separar el principio activo para la
elucidacion de la estructura por métodos como la resonancia magnética nuclear,

espectrometria de masas, etc.®®
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Tabla 01. Ejemplo de extractos o fracciones de plantas probados en modelos animales

de psicosis.
Planta Extracto o fraccion Animal Inductor Referencia
Tinospora
Hidroalcolico Ratones  Anfetamina Jain et al .5
cordifolia
Ebuehi &
Cnestis ferruginea Acuoso Ratas Ketamina
Aleshinloye.®
Rauwolfia Ebuehi &
Etandlico Ratas Ketamina
vomitoria Aleshinloye.5®
Morinda citrifolia Metanélico Ratones Metanfetamina Pandy et al.®

Crassocephalum
bauchiense
Lonchocarpus
cyanescens

Alstonia scholaris

Bacopa monniera

Securinega virosa

Acuoso y fraccion
alcaloide
Fraccion n-hexano y
acetato de etilo

Etanélico

Etandlico

Fraccién acuosa

Ratones  Apomorfina Sotoing et al.®”

Ratones  Apomorfina Arowona et al.®

Ratas Anfetamina  Jash & Chowdary.%

Ratones Ketamina Chaterjee et al.®

Ratas Anfetamina  Jash & Chowdary.®®

Ratones  Apomorfina Magaji et al.”

El PerG es un pais diverso en especies vegetales y con un conocimiento tradicional

que ha perdurado por siglos en las comunidades indigenas.'>?° Previamente se ha

recolectado informacion de los “curanderos”, “chamanes”, “brujos”, etc. que utilizan

plantas medicinales para el tratamiento de muchas enfermedades en donde luego se

procedid a la colecta y la obtencidn de los extractos etandlicos para ser probados en
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modelos animales. Las encuestas a personas que practican la medicina tradicional ha

permitido hacer una seleccion de plantas con efecto antipsicotico.?

2.2.7 Evaluacion quimica de productos naturales

Las plantas son matrices complejas que sintetizan gran variedad de metabolitos con
diferentes propiedades fisicas y quimicas. Es por eso que el proceso de extraccion
involucra una serie de procedimientos para convertir el material vegetal en un
extracto apropiado tanto para el analisis quimico como para la realizacion de los

ensayos bioldgicos.®

El procedimiento mas comun para llevar a cabo en un proceso de investigacion de
productos naturales es la extraccién con solventes adecuados. Los disolventes
utilizados en un proceso extractivo deben presentar ciertas caracteristicas, como:
solubilizar bien al soluto por extraer; ser selectivos; ser volatiles o de facil
recuperacion; tener alto grado de pureza; poseer alta tension superficial para evitar la
formacion de espuma; no téxicos para el ser humano y el medio ambiente. Para
conocer la capacidad de extraccion o arrastre de cada disolvente existen tablas que los
ordenan de acuerdo con su constante dieléctrica, polaridad o fuerza.®

Cuando el disolvente entra en contacto con el material vegetal induce un momento
dipolar en las moléculas por ser extraidas y es asi como estas interactian con las
moléculas del solvente. La constante dieléctrica permite medir la capacidad de
asociacion soluto-disolvente y es un valor ligado con la polaridad del mismo. Cuanto

mas polar sea un disolvente mayor seré su constante dieléctrica.®
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Tabla 02. Constante dieléctrica de algunos solventes utilizados en la investigacion de

productos naturales.

Solvente Formula quimica Constante dieléctrica a 25°C
Hexano CeH1s 1.89
Diclorometano CH:ClI; 9.1
Cloroformo CHCIs 4.87
Acetato de etilo C4HgO: 6.02
Acetonitrilo C>HsN 3.88
Etanol C2HsO 24.3
Metanol CH3OH 33.6
Agua H.O 78.3

a. Cromatografia liquida de presion media (MPLC)

La MPLC es una de las diversas técnicas de cromatografia en columna
preparativa. La separacién bajo presién hace posible el uso diferentes fases
estacionarias. MPLC es una técnica eficiente para la separacion preparativa de
compuestos organicos. La separacion cromatografica de 0.1-100 g de muestra dentro
de pocas horas requiere velocidades de flujo entre 5-200 mL min con una presion
méaxima de 40 bares. La columna es primordial cuando se optimiza una separacion
cromatografica preparativa y se deben considerar: la cantidad de muestra a purificar,
la cantidad de material de relleno y la longitud de la columna con respecto al

diametro de la columna. Las columnas para MPLC estan generalmente hechas de
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vidrio grueso recubierto con plastico protector y pueden soportar presiones de hasta
50 bares. La fase estacionaria mas frecuentemente utilizada es el gel de silice, debido
a que permite un amplio rango de solventes como eluentes y la elucion con
velocidades de flujo altas. Para separaciones Optimas que generan una buena
resolucion es recomendable un tamafio de particula de 20 pm. La recoleccion
automatica de fracciones se puede realizar conectando un colector de fracciones a la

columna o por recolecta manual (Figura 07)."

Extracto

|
(Pf’ﬁﬁg

Solvente 1 Solvente 2 Solvente 3 Solvente 4

Polaridad

Figura 07. Fraccionamiento de los extractos por MPLC.

b. Cromatografia en capa fina (TLC)

La TLC es una técnica ampliamente utilizada para la identificacién de compuestos
provenientes de productos naturales. La muestra se aplica sobre una capa delgada de
silica (fase estacionaria). Posteriormente, ésta se coloca en un recipiente con un
volumen adecuado de disolvente (fase mévil). Por medio de capilaridad el disolvente

migra hacia la parte superior (Figura 08). La deteccion de compuestos se logra por la
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aplicacion de quimicos reveladores tales como vanilina o por métodos fisicos como
luz UV. La TLC se realiza como un procedimiento preliminar a la MPLC, ya que
permite una evaluacion rapida de los solventes que se utilizaran luego en el gradiente
de elucion de cromatografia liquida. También la TLC se realiza luego de la

separacion por MPLC, para explorar el grado de pureza de las fracciones.®

s 8 e

Inicial

Figura 08. Cromatografia de capa fina de las fracciones de los extractos obtenidas por

MPLC. Adaptado de: Biomodel.”

2.2.8 Programa de tamizaje de drogas psicoactivas (Psychoactive Drug

Screening Program, PDSP)

Este programa, financiado por el Instituto Nacional de Salud Mental de EE.UU, a
cargo de Bryan Roth (University of North Carolina, Chapel Hill), es una plataforma
de apoyo para el descubrimiento de nuevas sustancias psicoactivas, mediante pruebas
que incluyen ensayos de union a radioligando y ensayos funcionales en un panel de

receptores y transportadores que han sido involucrados en la psicosis.”

27



2.2.8.1 Ensayo de union a radioligando

En los ensayos propuestos por Roth para el PDSP,”* primero se utilizan
experimentos de saturacion para determinar la afinidad del ligando marcado para un
receptor (constante de disociacion de equilibrio, Kg), densidad del receptor (Bmax) Y

pendiente de Hill (nH).

La Kg se define como la concentracion de un radioligando que ocupa la mitad de una
poblacion de un receptor particular. La Kq es determinada experimentalmente y es

una medida de la afinidad de una droga a un receptor (interaccion ligando-receptor).”

Para determinar la Kg, se incuba una masa fija de membranas (con receptor) con
concentraciones crecientes de un radioligando hasta llegar a saturacion. El punto de
saturacion, sirve para determinar la Bmax y la mitad de este valor es la Kd (Figura
09). La unidn de alta afinidad se produce a bajas concentraciones de farmaco; y a la

inversa, se produce una union de baja afinidad a una alta concentracion de farmaco.”

160~ <«— Bmax

Kll

Proteina unida a raduoligando

v

) PEEEY (NS NSO NS NN SN S pe— f— )
01 2 3 45 6 7 8 91

Concentracion de radioligando marcado (nM)

Figura 09. Experimento de union de saturacion. A medida que la concentracion del
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radioligando incrementa la cantidad unida incrementa hasta llegar a la saturacion
(Bmax). A partir de la mitad de la Bmax, la Kq es extrapolada. La hipérbola rectangular
mostrada, es a menudo convertida en un grafico semilogaritmico. En el ejemplo, la

Kq es estimada a 1nM (1 x 107 M). Tomado de: Lambert.”

Después de obtener los pardmetros anteriores para cada receptor, la afinidad y
selectividad de un ligando no marcado para competir por la unién de una
concentracion fija de un ligando radiomarcado a un receptor se determinan usando un

ensayo de unién competitiva (Figura 10).76-"8

= | Radiolgand w
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Figura 10. Ensayo de union competitiva. Se colocan el radioligando especifico para
cada receptor y si las moléculas contenidas en los extractos tienen afinidad por el

receptor competiran con el radioligando, desplazandolo de su sitio de unién.
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2.2.8.2 Ensayos funcionales

Los farmacos psicoactivos generalmente ejercen sus efectos uniéndose a un sitio de
reconocimiento especifico, ya sea que esté asociado con un receptor, un transportador

0 una enzima alterando su funcion.”®

El efecto de interés en la busqueda de drogas es el agonismo o antagonismo de
receptores. Un agonista es un (e.g., farmaco, hormona, metabolito, etc) que se une a
un receptor y activa el receptor para producir una respuesta biolégica, mientras que
un antagonista, es un tipo de ligando del receptor que bloquea o amortigua una

respuesta bioldgica por unién a un receptor.?2"®

Dentro de los objetivos de interés para los farmacos psicoactivos se encuentran los
receptores acoplados a proteina G (GPCR) y los receptores que son canales ionicos.
Un farmaco que actta en un GPCR o un receptor de tipo canal i6nico puede bloquear
el efecto de un agonista endégeno (actuando como un antagonista), imitar el efecto
del activador enddgeno (actuando como un agonista) o inhibir espontaneamente la
activacion del receptor. Ademds, un farmaco puede unirse a un sitio de
reconocimiento que es fisicamente distinto del sitio de union al agonista y como
resultado, producir cambios alostéricos en la estructura del receptor que aumentan o

reducen los efectos del agonista enddgeno.”

En esta investigacion utilizamos los siguientes ensayos funcionales high throughput o

de alto rendimiento elaborados por el PSDP, descritos por Roth.™
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a. Ensayo de movilizacion de calcio con FLIPR TETRA

El lector de placa de imagen fluorescente (FLIPR™) es un método de deteccion de
la activacion de GPCR a través de cambios en la concentracion de calcio intracelular
(Ca?"). El acoplamiento de receptores a la proteina Gq tras la union estimula el flujo
de calcio intracelular, una respuesta funcional que puede ser medida usando
colorantes sensibles y un lector de placas con fluorescencia. El instrumento FLIPR™
tiene un sistema de imagen de camara tipo “dispositivo acoplado a carga” (CCD) que
colecta la sefial de cada pocillo de una microplaca simultaneamente y puede leer en
intervalos de tiempo, lo que permite determinar la cinética y ademas tiene un
pipeteador integrado que puede ser programado para adiciones sucesivas de
componentes. El pipeteador integrado brinda la oportunidad para detectar agonistas,

antagonistas y moduladores alostéricos de los GPCRs, todos en un solo ensayo.°

En la primera adicion, se afiaden compuestos de interés de deteccidn. La
temporizacién puede ajustarse para permitir un periodo de pre incubacion con los
compuestos y la actividad agonista se detecta mediante el control de la respuesta del
flujo de calcio en esta etapa. En la segunda adicion, se afiade una pequefia cantidad de
un agonista conocido que da como resultado un ~ 10% de la respuesta maxima para
detectar la actividad potenciadora. La tercera adicion consiste en una concentracion
méaxima de agonista conocido (~ 90% de la respuesta maxima) para analizar el
antagonismo. Este disefio experimental puede abarcar dos o tres adiciones

dependiendo de las respuestas especificas a detectar.®°
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Figura 11. Ensayo de movilizacion de calcio con FLIPR TETRA para Gq acopladas a
GPCRs. El incremento en el calcio citosélico Ca?* puede ser detectado por lectoras de
microplacas FLIPR o FlexStation usando colorantes indicadores sensibles a calcio.

Obtenido de: Molecular DEVICES.?!

b. Ensayo de bhiosensor de Adenosina monofosfato ciclico (cAMP) basado en la

divisién de la luciferasa

El ensayo GloSensorTM cAMP presenta un nuevo enfoque para medir los niveles
de cCAMP en células vivas. EI cAMP es un segundo mensajero clave implicado en la
transduccion de sefiales de GPCRs que actlan a traves de las proteinas Ga-s y Go-i.
El nuevo ensayo se basa en la Tecnologia GloSensor ™, una forma genéticamente
modificada de luciferasa de luciérnaga en la que se ha insertado una fraccion de
proteina de unién a AMPc. Tras la unién de cAMP, se induce un cambio
conformacional que conduce a un aumento de la emision de luz. Este ensayo de
células vivas sobresale en los estudios de cinética y modulacion de la sefializacion a

través de AMPc.82
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El ensayo GloSensorTM cAMP se puede utilizar en receptores de interés
expresados de modo transitorio o estable en lineas celulares de eleccion. El protocolo
consiste: 1) las células son pre-equilibradas con el reactivo GloSensor ™ cAMP
durante aproximadamente 2 horas; luego las células se tratan con
agonistas/antagonistas o compuestos especificos y la luminiscencia se mide después
de 10-30 minutos. No se requieren otras adiciones 0 manipulaciones de reactivos. Se
puede utilizar la mayoria de los luminémetros comunes con inyectores para leer el

ensayo.8®

Firefly Luciferase Conformational Shift
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Protease

Figura 12. Ensayo de biosensor de cAMP basado en la division de la luciferasa. La
luciferasa GloSensor ™ se permuta circularmente, uniendo los extremos N y C
nativos con un dominio de polipéptido o proteina y creando terminales modificados
en otra parte dentro de la estructura. La union al analito o la escision por proteasa
conduce a un cambio conformacional en el biosensor que promueve aumentos

importantes en la actividad de luminiscencia. La magnitud del aumento de la
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luminiscencia es directamente proporcional a la cantidad de analito o actividad de

proteasa. Obtenido de: Roth.”

c. Ensayo GPCR Tango: reclutamiento de beta-arrestina independiente de

proteina G

Las B-arrestinas son proteinas citosolicas que se unen a GPCRs, desacoplan a los
receptores de las proteinas G y dirigen a los receptores a vesiculas endociticas
cubiertas con clatrina. El reclutamiento de B-arrestina es un mecanismo ubicuo de

regulacion negativa de la sefializacion GPCRs.8*

El ensayo Tango™ GPCR de Invitrogen es una plataforma basada en un gen
reportero activado por proteasa. La [B-arrestina estd fusionada a la proteasa TEV,
mientras que el GPCR se extiende en su C-terminal con un sitio de escision de
proteasa seguido por el factor de transcripcion Gal-VP16. Tras la activacion de
GPCR, la arrestina marcada con proteasa recluta al receptor y el Gal-VP16 fusionado
al receptor se escinde y entra en el nucleo para regular la transcripcion de un gen
reportero de f-lactamasa. La P-lactamasa cataliza la escision de un sustrato
modificado etiquetado con dos fluoroforos, y puede monitorizarse el cambio en la
sefial de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) entre estos
dos fluordforos. Los ensayos Tango™ GPCR han sido validados para una diversidad
de GPCRs, incluyendo receptores acoplados a diversas proteinas G y activados por

una variedad de tipos de ligandos.®*

34



_~ GPCR

Cellmembrane

Vv, tail
f

TEV cleavage site /

, B-arrestin

TEV Protease

tTA dependent reporter gene

> Firefly lucife
A\NZ/ANIANAN

Nucleus

HTLA cells

Figura 13. Ensayo GPCR Tango: reclutamiento de beta-arrestina independiente de
proteina G. Tomado de: Roth.™

d. Ensayo funcional de transportadores de neurotransmisores

El ensayo del transportador de captacion de neurotransmisores utiliza un sustrato
fluorescente que imita a los neurotransmisores de aminas biogénicas y se introduce en
la célula a través de esos transportadores especificos, dando como resultado un
aumento de la intensidad de fluorescencia intracelular que se monitorea en tiempo

real usando un lector de microplacas.®

masking dye .

Figura 14. Ensayo funcional de transportadores de neurotransmisores. Obtenido de:

Molecular DEVICES.?®
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e. Ensayo funcional de ERG: ensayo de flujo de talio (T1+) (FluxOR)

Los iones de talio se usan como iones sustitutivos en este ensayo para medir la
actividad del canal de potasio de hERG. Esto es posible debido a la permeabilidad
selectiva de todos los canales i0nicos de potasio para el talio y la fuerte fuerza motriz
para la entrada de talio en las células cuando se abren los canales. En resumen, el
colorante FIuxOR se carga en las células antes del experimento (Figura 15). El
colorante FIuxOR contiene grupos éster aminometil (AM) que hacen a la molécula
permeable a la membrana del medio extracelular. Una vez en el citosol, los grupos
éster de AM son cortados por esterasas intracelulares, dando como resultado una
especie de colorante cargado que permanece atrapado dentro de las células durante la
duracion del experimento. El colorante ligado al talio fluoresce sélo cuando se
desesterifica y se excita con luz verde. ElI complejo colorante FluxOR-TI+ tiene un
pico de excitacion a 495 nm y un pico de emisién a 525 nm. El aumento de la sefial
de fluorescencia intracelular crece en proporcién al nimero de canales abiertos, por lo
tanto la cuantificacién de la actividad del canal es posible gracias a la medicion
cinética de la intensidad de fluorescencia. La sefial de fluorescencia intracelular se
inhibe en presencia de un bloqueador de los canales hERG y se pueden observar

activadores o0 agonistas con aumentos de la sefial por encima de la activacion basal .
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Figura 15. Ensayo Talio FluxOR para la medicion de la actividad del canal hERG.
Las células que expresan canales de hERG se cargan con colorante del kit de ensayo
de talio FIuxOR vy luego se lavan para eliminar el colorante del medio. Cuando las
celulas son estimuladas, los iones de talio entran en las células a través de los canales
hERG abiertos y se unen al colorante, produciendo un aumento de la fluorescencia

verde (530 nm) sobre la excitacion a 480 nm. Tomado de Titus et al.®

2.2.9 Evaluacion de la citotoxicidad-Ensayo de sulforodamina B

El ensayo de sulforodamina B (SRB) se desarrolld para su uso en el programa
de descubrimiento de farmacos anticancerosos a gran escala del National Cancer
Institute (NCI). Este ensayo se basa en la capacidad del colorante SRB para unirse
electrostaticamente y depender del pH de los residuos de aminoacidos basicos de las
proteinas. Bajo condiciones &cidas suaves, SRB se une a los residuos de aminoacidos
béasicos de proteinas de las células fijadas con &cido tricloroacético (TCA). Puede ser
extraido cuantitativamente de las células y solubilizado para la medicién de la

densidad 6ptica (DO) por Tris pH 10.5.87:88
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La inhibicion del crecimiento (IC50) es una medida de la citotoxicidad in vitro.
Esto se define como la concentracion que reduce un 50% el crecimiento celular en
comparacion con el control sin farmaco. En el NCI, se definio el IC50 (concentracion
que causa la inhibicién del crecimiento del 50%). El IC50 se corrige para el recuento
de células en el tiempo cero (comienzo de la exposicion al farmaco) y sigue la

siguiente ecuacion:

IC=100 x (T — T0) / (C — TO)

En la que T es la DO después de la exposicion a una cierta concentracion de un

farmaco, TO es la DO al inicio de la exposicion al farmaco y C es la DO del control

(DMSO). Para determinar la respuesta de un farmaco en un panel de lineas celulares,

se utiliza una regresion lineal a partir de una serie de diluciones.®’
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3.3 Justificacién del estudio

Existe la necesidad de encontrar nuevos farmacos para el tratamiento de la psicosis,
que se presenta principalmente en pacientes con esquizofrenia. Se busca descubrir
compuestos que, a diferencia de los farmacos antipsicaticos tipicos y atipicos, actien
bajo diferentes mecanismos moleculares para reducir la psicosis con menores efectos
secundarios. Las moléculas contenidas en las fracciones obtenidas en este estudio
podrian generar patentes, dandole un valor agregado a los productos naturales nativos

de la biodiversidad peruana.
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3.4 Objetivos

3.4.1 General

Fraccionamiento guiado por bioensayo (campo abierto e inhibicion por prepulso) e
identificacion de blancos moleculares alterados en la psicosis de cuatro extractos
obtenidos a partir de plantas usadas en la medicina tradicional peruana para el

tratamiento de los sintomas de la esquizofrenia.

3.4.2 Especificos

i. Realizar el fraccionamiento guiado por los bioensayos (prueba de campo
abierto e inhibicién del prepulso), de cuatro extractos con actividad
antipsicotica.

ii. Identificar la inhibicion de union a radioligando y actividad funcional que
originan los cuatro extractos sobre receptores alterados en la psicosis.

iii. Evaluar la citotoxicidad in vitro de los extractos y fracciones activas.
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3. HIPOTESIS

Los extractos etandlicos y las fracciones obtenidas por fraccionamiento biodirigido
por su efecto antipsicético de plantas usadas en medicina tradicional peruana para el
tratamiento de psicosis contienen compuestos potencialmente antipsicéticos, con

accion sobre receptores relacionados a la patogénesis de la psicosis.
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4., METODOLOGIA

4.1. Extractos de Plantas

Se utilizaron cuatro plantas que de acuerdo a su uso en la medicina tradicional
Peruana tienen actividad psicotropica (Tabla 03), cuyos extractos etandlicos son
activos en las pruebas de campo abierto y de inhibicion del sobresalto por prepulso,
mas no en otras pruebas que podrian indicar actividades psicotrépicas diferentes, tal
como actividad antidepresiva o actividad ansiolitica. Se trabajé con las plantas
identificadas con los codigos 7158, 6078, 6518 y 6521. Se utiliz6 una cantidad de
planta seca molida (Tabla 04) y se macer6 en etanol al 95% en donde durante 1
semana en intervalo de dos dias se filtrd el solvente y se recolectd en un balén de 500
ml. El solvente contenido del balén fue evaporado en un rotavapor (Buchi™) y luego
el extracto crudo fue colocado en una estufa a 40°C para evaporar completamente las
trazas de solvente. Posteriormente, los extractos fueron pesados para calcular su

rendimiento (Tabla 03) y almacenados a -20°C para su uso posterior.

Tabla 03. Uso tradicional de las plantas seleccionadas

Extracto Usos tradicionales Descripcion d_e _Ia preparacion Parte Qe_ la
tradicional planta utilizada
7158 Nervios Infusién Toda la planta

Acompafiante de preparados Se hierven y se bebe antes de

6078 para tratar enfermedades : tallos y hojas
las comidas.
mentales
6518 Pena, corazén, nervios Infusion Flores
6521 Mal del corazdn, nervios, Infusion Eruto
susto
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Tabla 04. Extractos obtenidos por maceracion con etanol al 95%

Cddigo de la Planta procesada Extracto Rendimiento
planta (9) (9) (%)
7158 150 45.6 30.4
6078 100 8.9 8.9
6518 100 8.0 8.0
6521 100 14.6 14.6

4.2. Animales

Se utilizaron ratones albinos machos Swiss de aproximadamente 25-35 g obtenidos
del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Se mantuvo 8
animales por caja de acrilico con cama de viruta en condiciones de humedad (40-
70%) y temperatura constante (25 °C), con fotoperiodo controlado de luz/oscuridad
12/12 h y con alimentacion ad libitum. Los animales fueron aclimatados por 7 dias
antes de comenzar los ensayos. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
Animal de la UPCH (Cédigo 66774). Todas las pruebas fueron llevadas a cabo de
6:30 am a 4:00 pm evitando ruido dentro y en los exteriores del area de trabajo.
Después de cada prueba las superficies de los sistemas de ensayo fueron limpiadas

con etanol al 70% cinco minutos antes de la entrada del segundo animal.

4.3. Fraccionamiento de los extractos y evaluacion quimica de los extractos

Previamente a la seleccion de la polaridad de la columna y tipo de solventes a utilizar
para el fraccionamiento, se realizd una cromatografia en capa fina de cada extracto.

Para el fraccionamiento de los extractos se utilizo la técnica de cromatografia liquida
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a presion media (MPLC). Se utiliz6 gel de silice con un tamafio de particula de 15-40
um, una velocidad de flujo de 20 ml/min, presion de 8 bar y una cantidad de muestra
de 1 gramo. Se utilizaron diferentes sistemas de solventes para dar lugar a un
gradiente de polaridad.” Para ello, las fracciones se colectaron en tubos de 20 ml y
seguidamente de ello se hicieron cromatografias en capa fina para poder agrupar los
tubos con los mismos componentes y obtener fracciones. Posteriormente las
fracciones se concentraron en el rotavapor a presion reducida que dependié del
solvente. Finalmente se peso lo contenido en el balén y se calculd el rendimiento de
cada fraccion.

Para la cromatografia en capa fina se emplearon placas de gel de silice (cromatofolios
Merck® de aluminio gel de silice 60 F254 o RP18), usando sistemas de elucion de
acuerdo a las caracteristicas de las fracciones que se obtengan por MPLC. Para el
revelado de los compuestos presentes en las muestras se emple6 luz UV (254 y 365
nm) y vanilina-acido sulfdrico (15 g de vanilina en 250 ml de etanol + &cido sulfarico

concentrado 2.5 ml).

a. Fraccionamiento del extracto 7158

Al fraccionar por medio de MPLC al extracto etandlico 7158, se comenzé con 200 ml
del sistema éter de petréleo: acetato de etilo (AcOEt) (9:1), luego 300 ml de éter de
petréleo: AcOEt (8:2), 600 ml de éter de petrdleo: AcOEt (7:3), 500 ml de éter de
petréleo: AcOEt (1:1), 200 ml de AcOEt y 200 ml de metanol (MeOH). La elucién

fue colectada en tubos de 20 ml. Se realizd6 una cromatografia de capa fina (fase
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normal) del contenido de cada tubo de 20 ml recolectado en orden de elucion. De
acuerdo a la similitud en el factor de retencion (Rf) de los componentes observados
en el TLC los tubos fueron agrupados como A (desde el tubo 1-12), B (desde el tubo

13-29), C (desde el tubo 30-49) y D (desde el tubo 50-92).

b. Fraccionamiento del extracto 6078

El fraccionamiento del extracto 6078 requirio el uso de una fase estacionaria reversa.
Por lo tanto, para la MPLC se comenzé utilizando 200 ml de H20, 380 de ml HzO:
MeOH (1:1), 250 ml de MeOH, 200 ml de MeOH: acetonitrilo (CH3CN) (7:3), 200
ml MeOH: CH3CN (3:7) y 300 ml CH3CN. La elucion fue colectada en tubos de 20
ml. Se realiz6 una cromatografia de capa fina (fase reversa) del contenido de cada
tubo de 20 ml recolectado en orden de elucion. De acuerdo a la similitud en el factor
de retencion (Rf) de los componentes observados en el TLC los tubos  fueron
agrupados como A (desde el tubo 1-17), B (desde el tubo 18-36), C (desde el tubo 37-

42) y D (desde el tubo 43-68).

c. Fraccionamiento del extracto 6518

Al fraccionar por medio de MPLC el extracto etanolico 6518, se comenzé con 400 ml
de éter de petroleo: diclorometano (CH2Cl) (1:1), 200 ml de éter de petroleo: CH2Cl»
(3:7), 200 ml de CH2Cl2: AcOEt (7:3), 200 ml de CH2Cl2: AcOEt (3:7), 200 ml de
CH2Cl2: AcOEt (1:9), 200 ml de AcOEt: MeOH (9:1), 450 ml de AcOEt: MeOH

(5:5), 450 ml de MeOH. La elucidn fue colectada en tubos de 20 ml. Se realiz6 una
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cromatografia de capa fina (fase normal) del contenido de cada tubo de 20 ml
recolectado en orden de elucion. De acuerdo a la similitud en el factor de retencion
(Rf) de los componentes observados en el TLC los tubos fueron agrupados como A
(desde el tubo 1-30), B (desde el tubo 31-48), C (desde el tubo 49-56) y D (desde el

tubo 57-72).

d. Fraccionamiento del extracto 6521

Para fraccionar el extracto etanolico 6521, se comenzd con 400 ml de éter de
petroleo: CH2Cl2 (2:8), 200 ml de CH2Cl2, 200 ml de CH2Cl,: AcOEt (8:2), 200 ml
de CH2Cl2: AcOEt (5:5), 200 ml de AcOEt: MeOH (7:3), 300 ml de AcOEt: MeOH
(2:8) y 200 ml de MeOH. La elucion fue colectada en tubos de 20 ml. Se realiz6 una
cromatografia de capa fina (fase normal) del contenido de cada tubo de 20 ml
recolectado en orden de elucion. De acuerdo a la similitud en el factor de retencion
(Rf) de los componentes observados en el TLC los tubos fueron agrupados como A
(desde el tubo 1-7), B (desde el tubo 8-18), C (desde el tubo 19-24) y D (desde el

tubo 25-38).

e. Dosificacion de fracciones y drogas

La preparacion de las fracciones, extractos, MK-801, Clozapina, vehiculo y solucion
salina fue llevada a cabo un dia antes de su uso. Los ratones que fueron utilizados en
el experimento fueron asignados al azar con el programa “Random Number

Generator” (random.org) en donde cada grupo para la prueba de campo abierto
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contenia 6 individuos y 4 individuos para la prueba de inhibicion del sobresalto por
prepulso. EI nimero de individuos fue calculado segun lo propuesto por Festing et
al.® y Charan et al.®® Para los experimentos de campo abierto e inhibicion del
sobresalto por prepulso se utilizaron tres grupos como control (Grupo 01: inoculacion
via oral del vehiculo que consiste en 100 mg/kg de DMSO + Agua ultrapura; Grupo
02: inoculacion via oral del vehiculo + el inductor 10mg/kg MK-801 via
intraperitoneal; y Grupo 03: Inoculacién via oral del antipsicético control 10 mg/kg
clozapina (Sigma Aldrich®) + 10mg/kg MK-801 via intraperitoneal. Ademas de estos
tres grupos se utilizaron 6 grupos adicionales (Grupo 04: Extracto (150mg/kg) + MK-
801 (10mg/kg); Grupo 05: reconstituido de extracto (agrupacion de las cuatro
fracciones para llegar a las dosis de 150 mg/kg) + MK-801 (10mg/kg); Grupo 06:
Fraccion A + MK-801 (10mg/kg); Grupo 07: Fraccion B + MK-801 (10mg/kg);
Grupo 08: Fraccion C + MK-801 (10mg/kg) y Grupo 09: Fraccién D + MK-801
(10mg/kg). El vehiculo, clozapina, extracto, sumatoria de fracciones y fracciones
fueron administradas por via oral con una sonda gastrica. La concentracion de cada
fraccion dependié del rendimiento y por medio de regla de tres se calcul6 el peso para

Ilegar a la dosis proporcional (Figura 16).
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Planta seca (g) Dosis para bioensayo

Extracto etandlico (g) ) £ 150 mg/kg

| | ] 'i
Fraccion 1 Fraccion2  Fraccion 3 Fraccion 4 2;%‘;%;‘22’,‘
(9) (9) (9) (@) ] extractoen mg/kg

Figura 16. Representacion de dosificacion para las fracciones obtenidas de cada
extracto. La proporcién se calcula por medio de regla de tres, dependiendo del

rendimiento obtenido para cada fraccion.

4.4. Pruebas de comportamiento

Para evitar utilizar muchos animales, los ratones pasaron por la prueba menos
estresante (campo abierto) y dos semanas después fueron utilizados con la prueba de
inhibicion del sobresalto por prepulso. 8912

a) Prueba de campo abierto

Para esta prueba se utilizé un campo abierto de madera con cuatro divisiones de igual
medida. (San Diego Instruments). Se inocularon a los ratones por via oral ya sea
vehiculo, clozapina, extracto o fracciones una hora antes de iniciar la prueba y por via
intraperitoneal MK-801 o solucion salina 5 minutos antes de ingresar al campo para
ser evaluados. Cada individuo fue colocado en el centro de cada una de las cuatro
divisiones y durante treinta minutos se les permitic moverse libremente,
monitoreando la actividad mediante el sistema de video Smart version 2.5.14 (San

Diego Instruments) que capturd y registro la distancia total recorrida en los 30
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minutos en intervalos de 5 minutos. Los datos fueron reportados en formato Excel

para su analisis estadistico con GraphPad Prism 7.0a.

b) Prueba de sobresalto por prepulso

Se utilizaron ratones con una edad entre 8-12 semanas (edad promedio ideal 10
semanas) dos semanas después de su uso en campo abierto.®? Se utilizo el equipo SR-
LAB (San Diego Instruments) que consistié en una cabina que aisla el ruido exterior
de 5 x 10 cm transparente que se coloca dentro de la cdmara iluminada y con
ventilacidn propia, en la parte superior se encuentran los dispositivos que emiten los
estimulos acusticos, mientras que en la parte inferior se encuentran los sensores de
movimiento. Para esta prueba los ratones fueron inoculados via oral con el
medicamento una hora antes de iniciar la prueba y quince minutos antes via
intraperitoneal con el inductor antes de ingresar al instrumento. Los ratones tuvieron
cinco minutos de aclimatacidn con un sonido constante en el fondo y posteriormente
fueron evaluados durante 15 minutos en los cuales sus reacciones fueron
monitoreadas mediante un sistema automatico. Se utilizaron tres niveles diferentes de
prepulso: 79, 82 o 88 decibeles, en una secuencia preestablecida y para el pulso se

utilizaran 120 decibeles.

El % de inhibicion del sobresalto por prepulso se determina con la siguiente formula:

Respuesta al prepulso (79,82 o 88)
Respuesta al pulso (120 dB)

%PPI = 100 — ( ) X 100
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4.5. ldentificacion de blancos moleculares-Programa de Tamizaje de Drogas

Psicoactivas del NIMH (PDSP).

Los ensayos para la identificacion de blancos moleculares fueron realizados por el Dr.
Bryan Roth en la universidad de Carolina del Norte, Chapel Hill (EE. UU), los cuales
consistieron en ensayos de union a radioligando y ensayos funcionales en el panel de

receptores especificados en las tablas 05 y 06.”

a. Ensayo de union a radioligando

Para este ensayo se utilizaron cultivos de células que han sido transfectadas con
receptores especificos. En la tabla 05 se especifican las lineas celulares, ligandos de
referencia, tipo de transfeccion. Los protocolos de preparacion de buffers,
preparacion de membranas y condiciones experimentales se describen en el libro de

protocolos establecido por el Dr. Bryan L. Roth.”
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Figura 17. Ensayos de unién a radioligando. La placa de 96 pocillos es disefiada para
20 compuestos (compuestos de “a” hacia “t” en las columnas 2 a 11, cada uno en

cuadriplicado) y un compuesto de referencia (columna 12). 25 pl por pocillo a 5x de
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la concentracion final de 10 pg/ml. La columna 1 contiene solo buffer y es designada
como “union total” (0% de inhibicion). La columna 12 contiene un compuesto de
referencia y es designada como union no especifica (100% de inhibicién). Obtenida
de: Roth.™

La unién no especifica en presencia de 10 uM del radioligando para cada receptor
(tabla 05) se establecio como 100% de inhibicion; la union total en la ausencia de los
extractos o el compuesto de referencia es establecida como 0% de inhibicion. La
radioactividad en presencia del extracto se calculé con la siguiente ecuacion y

expresada como porcentaje de inhibicion.

Para los célculos de los ensayos de union se utilizo la siguiente férmula:

Union total — Unién no especifica
Union total del control — Unién no especifica del control

%Inhibiciéon = 100 — < ) x 100

Consideraremos una actividad positiva si muestra un porcentaje de inhibicion mayor

al 30%.
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Tabla 05. Lista de receptores, ligandos y lineas celulares usados por el PDSP para
hacer pellets de membrana para ensayos de unién a radioligando. Todos los clones
son lineas celulares estables. Las células transfectados transitoriamente estan

marcadas con “*>.74

RECEPTOR LIGANDO LINEA CELULAR MEDIO
Serotoninérgicos
5-HT2B [BH]LSD HEK estable 2 pg/ml Puromicina
5-HT2C [3H]Mesulergina Flp-IN HEK DMEM 100 pg/ml Higromicina B
5-HT1A [3H]8-OH-DPAT CHO estable 500G418
5-HT6 [3H]LSD HEK estable 500 G418
5-HT7 [BH]LSD HEK estable 2 pg/ml Puromicina
5-HT1D [BH]GR125743 HEKT* COS/HEK
Dopamina
D1 [3H]SCH23390 HEKT* COS/HEK
D2 [3H]N-Metilspiperona Fibroblastos estables COS/HEK
Transportadores de neurotransmisores
DAT [3H]JWIN35428 HEKT estable 500 G418
NET [3H]Nisoxetina HEKT estable hNET (250 G418)
SERT [3H]Citalopram HEKT estable hNET (250 G418)
Histamina
H1 [3H]Pirilamina HEK estable 500 G418
H2 [3H]Tiotidina HEK estable 500 G418
Acetilcolina muscarinico
M3 [3H]QNB CHO estable 502 G418
mGIuR
mGIuRS5 CHO 2 pg/ml Puromicina
Otros
PBR [3H]Oxitocina - -
hERG [3H]Dofetilida HEK 500ug/ml G418
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b. Ensayo funcional

Todos los ensayos funcionales fueron realizados sobre lineas celulares
transfectadas.”*  Detalles del tipo de receptor, referencia, linea celular, E max
(veces), pEC50 (algoritmo negativo de EC50) y pendiente de Hill se describen en la
Tabla 06. Los ensayos fueron realizados por triplicado a la concentracion final de 10

pg/ml. Los resultados fueron normalizados y transformados a valores de porcentajes.

Para agonistas, la actividad antagonica de referencia a 10 uM fue establecida como
100% v la actividad basal con buffer como 0%. Para receptores acoplados a proteinas
G (GPCRs) sin un agonista conocido como referencia (receptores “huérfanos”), se
considerd la actividad como un valor de porcentaje del basal (con buffer). Los

calculos fueron realizados con la siguiente formula:

Respuesta maxima — actividad basal)

Respuesta = Actividad basal + ( 1+ 10(L0gEC50—%n

x 100
En la cual X es la concentracion agonista y n es la pendiente de Hill; EC50 es la

concentracion que genera un 50% del nivel de actividad (concentracion media

efectiva maxima).

53



Para antagonistas, la actividad basal con buffer fue establecida como 100% de
inhibicién y la actividad de la EC80 del agonista de referencia como 0% de

inhibicidn. Los calculos fueron realizados con la siguiente férmula:

Respuesta maxima — actividad basal>

Respuesta = Actividad basal + ( 1+ 10008IC50-On

x 100

Al igual que en el ensayo de union a radioligando, consideraremos una actividad

positiva si muestra un porcentaje de actividad funcional mayor al 30%.*
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Figura 18. Disefio de la placa de 384 pocillos para los ensayos funcionales. Las
columnas 1, 2, 23, y 24 son usadas para los controles positivos y negativos. Los
pocillos del 3-22 son utilizados para probar los extractos. Para cada receptor se utiliza
una placa similar con su agonista y antagonista de referencia correspondiente.

Obtenido de: Roth.™
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Tabla 06: Receptores y sus parametros considerados para los ensayos funcionales. "

LINEA PENDIENTE
RECEPTOR REFERENCIA CELULAR E MAX (Veces) PpEC50 DE HILL

Serotoninérgicos

5-HT2B
(A) 5-HT Flp-In HEK 4.8 8.85 1.25
5-HT2C
(A) 5-HT Flp-In HEK 33 10.11 1.92
5-HT5A (C
) 5-HT HEK293 T 12 NA NA
5-HT6 (B) 5-HT Flp-In HEK 24.5 8.07 NA
5-HT7A
(B) 5-HT Flp-In HEK 60.1 8.6 1.58
Dopamina
D2 (C) LSD HEK293 T 149.9 9.3 NA
Transportadores de neurotransmisores
DAT uptake
(D) NA HEK?293 NA NA NA
NET uptake
(D) NA HEK293 NA NA NA
SERT
Uptake (D) NA HEK?293 NA NA NA
Canal de potasio
hERG (E) NA HEK293 NA NA NA

(A) Ensayo funcional de mobilizacién de calcio (con FLIPRTETRA) y ensayo de acumulacion de IP
intracelular para Gq acoplados a GPCRs; (B) Ensayo funcional para Gi o Gs acoplados a GPCRs -
Ensayos de cAMP biosensor de luciferasa dividida; (C ) Ensayos GPCR Tango: reclutamiento de
beta-arrestina independiente de proteina G; (D) Ensayo funcional de transportadores de
neurotransmisores ;(E) Ensayo funcional de ERG: ensayo de flujo de talio (Tl+) (FIuxOR) y NA: No
aplica

4.6. Evaluacion de la citotoxicidad

Para evaluar la citotoxicidad se utilizé el ensayo de sulforodamina B (SRB) descrito
por Vicha & Kirtikara® que se basa en la determinacion del contenido de proteina
celular. Se utilizaron las lineas celulares: H9C2 (mioblastos de corazon de rata, 3000
células/pocillo), 3T3 (células de fibroblasto de raton, 3000 células/pocillo), BJ

(fibroblastos de prepucio humanas, 3000 células/pocillo), R22 (células de melanoma
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humano, 3000 células/pocillo) y VERO (células epiteliales de rifion de mono, 1500

células/pocillo).

Las células fueron inoculadas en placas de cultivo de células de 96 pozos e incubadas
a 37 °C en una atmosfera humeda de 5% CO2 y 95 % de aire por 24 h para permitir
que las células se fijen a las placas. Cada placa que contenia cada una de las lineas
celulares fue fijada in situ con acido tricloroacético (TCA) para obtener luego los

valores de las células a tiempo cero, antes de afiadir los extractos y fracciones.

Para la preparacion, se mezclé 5mg de c/extracto y fracciones con 40ul de DMSO.
Para la concentracién inicial de 0.250mg/ml se mezclé 6.4 pl del stock
(12.5mg/100pul) con 640 ul de medio. Para la fraccion B-6078, debido a su poca
cantidad, se utiliz6 1mg + 16l de DMSO (concentracion inicial fue de 0.125 mg/ml).
El control positivo, 5 Fluorouracilo (5 FU) en concentracion stock de 50 mg/ml, fue
diluido 1:8 en HANKS y se us6 4.0 ul para la primera dilucion fue de 15. 625 pg/ml.
Para la clozapina se comenz6 con una concentracion de 62.5 pg/ml
(aproximadamente 190.6 uM). Para las siguientes tres diluciones seriadas (1:4), se
mezcld 160 pl de la anterior con 480 ul de medio (clozapina y fraccién B-6078 se
utilizaron seis diluciones 1:2). Cada pocillo recibié 40 pl de cada dilucién. Después
de 72 horas adicionales. Al final del experimento cada pocillo recibié 100ul de acido
tricloroacético al 20% vy fue tefiido por 30 minutos con sulforodamina al 0.4%, luego
el exceso de colorante no unido a proteina fue removido por lavado repetido con

acido acético 1% (vol/vol). El colorante unido a la proteina fue solubilizado en una
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solucion de Tris 10 mM (pH 10.5) para la determinacién de absorbancia a 510 nm
usando un lector de microplacas. El valor de IC50 (concentracion del extracto que
inhibe en un 50% el crecimiento de las células) fue determinado a partir del analisis

de la regresion lineal.

4.7. Andlisis estadistico

Los valores de distancia recorrida en centimetros por cada 30 minutos de cada
individuo, obtenidos de la prueba de campo abierto, fueron analizados empleando el
analisis de varianza ANOVA “one way” de comparaciones multiples y fue realizado
usando el software GraphPad Prism 7.0a y los tratamientos se consideraron

estadisticamente significativos si es que el valor p fue menor que 0.05%:7°
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencion de fracciones de los extractos por cromatografia liquida de

presion media (MPLC).

a. Fraccionamiento del 7158

El fraccionamiento del extracto 7158 (Tabla 07, Figura 19) requirid el uso de una fase
estacionaria normal con el uso de una gradiente desde menor polaridad a una con
mayor polaridad. Para ello se utilizd éter de petréleo en mayor proporcion para
extraer los compuestos mas apolares primero y luego se fue aumentando la polaridad
con los sistemas de solventes, éter de petrdleo: AcOEt, AcOEt: MeOH y finalmente
MeOH. El analisis por cromatografia en capa fina (TLC) permitié agrupar el
contenido de los tubos que presentaron manchas similares y en una determinada
fraccion de acuerdo a su orden de elucién (Figura 20). Las fracciones con mayor
rendimiento fueron las fracciones C y D (33.4 y 32.34 %) y la de menor rendimiento
fue la fraccion A (2.34%). Durante el fraccionamiento se obtuvo una pérdida de

extracto de 21.55%.
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Tabla 07. Resumen de rendimiento de las fracciones y su actividad en los ensayos de
comportamiento. +++ indica actividad similar a la del extracto, ++ actividad

intermedia, mientras que + indica una actividad minima. ND, no determinado.

Pesodela  Rendimiento . Bioensayos
Extracto Fraccién Dosis
Fraccion %) (mg/kg) OFT

(mg) PPI
Extracto - - 150 ND
Reconstituido - - 150 + ND

A 23.4 2.32 4.47 + ++

7158 B 10.3 10.26 19.82 - ]
(19) C 334 33.05 63.86 - +++
D 323.4 32 61.83 - +++
Extracto - - 150 +++ ND
Reconstituido - - 150 - ND

A 427.8 47.54 91.98 - ++

6078 B 59.1 6.57 12.7 - ++
(0.99) C 69 7.67 14.84 - +++

D 141.7 15.8 30.465 +++ +
Extracto - - 150 ++ ND
Reconstituido - - 150 ++ ND
A 204.5 17.04 28.51 ++ +++
6518 B 65 5.42 9.06 - +++
(19) C 159.2 13.27 22.2 - +++
D 646.9 53.91 90.21 +++ +++
Extracto - - 150 - ND
Reconstituido - - 150 - ND
A 198.2 19.07 38.75 - ND
6521 B 2.8 0.27 0.54 - ND
(19) C 40.3 3.87 7.875 - ND
D 525.8 50.6 102.81 - ND
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(1,IL78 Extracto (1.00g)
2.34 10.37 % 334 % 3234 %
A (0.0234 ¢ B (0.1037 g C (0.334g) D (0.3234 g)
Eter de petrdleo: Acetato de etilo Acetato de etilo: metanol 1:0 Metanol

Figura 19. Peso y rendimiento de las fracciones por MPLC del extracto 7158.

UV 254
UV 365

Vanilina

Cuss [ fB HCHD|

Figura 20. Cromatografia en capa fina (Fase normal) de las fracciones obtenidas del

extracto 7158. Cromatogramas de las fracciones en el sistema CH2Cl,— MeOH (9:1)
con los reveladores UV 254, UV 365 y Vanilina-acido sulfarico, respectivamente.

b. Fraccionamiento del extracto 6078

El fraccionamiento del extracto 6078 (Tabla 07, Figura 21) requirio el uso de una fase
estacionaria reversa con el uso de una gradiente de mayor polaridad a menor
polaridad. Para ello se utiliz6 mayor proporcion de solventes polares como agua para
extraer los compuestos mas polares primero y luego se fue disminuyendo la polaridad
con sistemas de solvente Agua: MeOH, MeOH: CH3CN vy finalmente CH3CN. La
fraccion con un mayor rendimiento fue la fraccion A y las de menores rendimientos

fueron las fracciones B y C. En la figura 22 se muestra el revelado de la
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cromatografia en capa fina de las cuatro fracciones. Durante el fraccionamiento se

obtuvo una pérdida de extracto de 23.51%.

100% racio (U ¥0

4753% 5.56 % 766% 15.74 %
[ A (04278g) | 8(0.0501 g C (0.089g) D(0.1417g)

Figura 21. Peso y rendimiento de las fracciones por MPLC del extracto 6078.

UV 254
UV 365

Figura 22. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto 6078.
Cromatogramas de las fracciones en el CH3CN-MeOH (4:6) con los reveladores UV

254, UV 365 y Vanilina-acido sulfurico, respectivamente.

c. Fraccionamiento del extracto 6518

El fraccionamiento del extracto 6518 (Tabla 07, Figura 23) requirio el uso de una fase
estacionaria normal con el uso de una gradiente desde menor polaridad a una con

mayor polaridad. Para ello se utiliz6 mayor proporcion de éter de petréleo para
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extraer los compuestos mas apolares primero y luego se fue aumentando la polaridad
con los sistemas de solventes, éter de petrdleo-CH2Clz, CH,Cl,-AcOEt, AcOEt con
MeOH vy finalmente MeOH. La fraccion con mayor rendimiento fue la fraccion D
(53.90%) y la de menor rendimiento fue la fraccion B (5.42%). Durante el

fraccionamiento se obtuvo una pérdida de extracto de 10.3%.

Rkl  Extracto (1.2g)

17.04 % 542 % 13.27 % 53.90 %
A (0.2045 g B (0.0028 g) g D (0.6469 g
Eter de petrdleo: Acetato de etilo:
diclorometano Acetato de etilo metanol

Figura 23. Peso y rendimiento de las fracciones por MPLC del extracto 6518.

UV 365

UV 254

Vanilina
?
"
L3

- — - - - fo—
6518 | A 13* CHD

‘r——_

Figura 24. Cromatografia en capa fina (Fase normal) de las fracciones obtenidas del
extracto 6518. Cromatogramas de las fracciones en el sistema de solventes CH2CI2-
MeOH (8:2) con los reveladores UV 254, UV 365 y Vanilina-acido sulfrico,

respectivamente.

62



d. Fraccionamiento del extracto 6521

El fraccionamiento del extracto 6521 (Tabla 07, Figura 25) requirid el uso de una fase
estacionaria normal con el uso de una gradiente desde menor polaridad a una con
mayor polaridad. Para ello se utiliz6 una mayor proporcion de éter de petrdleo para
extraer los compuestos mas apolares primero y luego se aumentd la polaridad con
combinacion de sistemas de solventes, éter de petroleo: CH2Cl2, CH.Cl,: AcOEt,
AcOEt: MeOH vy finalmente MeOH. La fraccion con mayor rendimiento fue la D
(50.6%) y la de menor rendimiento fue la B (0.27 %). Durante el fraccionamiento se
obtuvo una pérdida de extracto de 26.16%.

RN Extracto (1.00g

50.6 %
F4 (0.5258 g

:mm'

Metanol

Figura 25. Peso y rendimiento de las fracciones por MPLC del extracto 6521.

-

LV 365

uv 254
Vanilina

Figura 26. Cromatografia en capa fina (fase normal) de las fracciones obtenidas del

extracto 6521. Cromatogramas de las fracciones en el sistema de solventes CH2CI2-
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MeOH (8:2) con los reveladores UV 254, UV 365 y Vanilina-acido sulfurico,

respectivamente.

5.2. Evaluacién del modelo animal

a. Prueba de campo abierto

En esta prueba se ha determinado la distancia total recorrida cada 30 minutos después
de administrar los tratamientos (extractos, fracciones y gold estdndar Clozapina) junto
con la droga que induce la hiperactividad. En las fracciones del extracto 7158
(Gréfico 01), la fraccion A (4.47 mg/kg) reduce la hiperactividad inducida por el MK-
801 (10 mg/kg) significativamente (p<0.05), lo que indicaria la presencia de
potenciales compuestos antipsicoticos. Por otro lado, en el extracto 6078 (Grafico
02), la fraccion D (12.70 mg/kg) reduce la hiperactividad significativamente
p<0.0001. La fraccién A (9.06 mg/kg) y D (90.21 mg/kg) del extracto 6518 muestran
actividad significativa (p<0.05 y p<0.001, respectivamente) (Grafico 03). Ninguna de
las fracciones del extracto 6521 mostrd actividad en esta prueba (Grafico 04). En el
experimento en donde se reconstituyeron las fracciones, sélo el reconstituido del
extracto 7158 logra reducir la hiperactividad significativamente (p<0.01). Como se
muestra en los graficos 1-4 fue necesario que los gold estandar (Vehiculo/SS y MK-
801/Clozapina) tengan diferencia significativa respecto al grupo Vehiculo/MK-801

para poder validar la prueba.
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Tabla 08. Distancia recorrida y desviacion estandar para cada tratamiento del

experimento de OFT para el extracto 7158.

Tratamiento Inductor Promedio de Desviacion
distancia total (cm) estandar
Vehiculo SS 9616.42 1138.78
Vehiculo MK-801 23264.13 3383.64
Clozapina (10mg/kg) MK-801 13734.95 1989.53
Extracto (150mg/kg) MK-801 15588.5 6578.0
Reconstituido (150mg/mg)  MK-801 16277.7 2381.4
Fraccion A (4.47 mg/lkg)  MK-801 16612.3 1289.7
Fraccion B (19.82 mg/kg)  MK-801 20572.33 4807.62
Fraccion C (63.86 mg/kg)  MK-801 18235.68 442551
Fraccion D (61.83 mg/kg)  MK-801 20901.0 2913.4

~ 280004

-~
c 240009 1 T
. " -
e

S 20000

Distancia r

Vehiculss
Vehicuo
Clozapina
(10 mg/kg)
7158 EE
(150 mg/lkg)
ABCD
(150 mg/kg)
A oy
447 mglkg) |
(19.82 mg/kg)
c
(63 80 mglkg)
(61.83 mg/kg) :

MK-BO1 {(10mgikyg)
Gréafico 01. Prueba de campo abierto de las fracciones del extracto 7158. (***¥*)

p<0.0001; (***) p<0.001 y (*) p< 0.05.
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Tabla 09. Distancia recorrida y desviacion estandar para cada tratamiento del

experimento de OFT para el extracto 6078.

Promedio de L
Desviacion
Tratamiento Inductor distancia total
estandar
(cm)
Vehiculo SS 9821.47 2395.72
Vehiculo MK-801 18438.46 1545.94
Clozapina (10 mg/kg) MK-801 8500.62 2293.77
Extracto (150 mg/kg) MK-801 10472.76 2263.42
Reconstituido (150 mg/kg) MK-801 14355.74 4026.11
Fraccion A (91.98 mg/kg) MK-801 16103.55 2358.86
Fraccién B (12.70 mg/kg) MK-801 14240.74 484.74
Fraccién C (14.84 mg/kg) MK-801 16162.09 2254.87
Fraccion D (30.46 mg/kg) MK-801 9996.5 4441.2

28000

cm)

24000

~ Kk

12000+

Distancia recorrida/ 30 min

P T
% Q@ S > =) = =) = = =
& 2 = W= o3 = = = =
s & £ of QOF g g E .F
(&)
= > N o] o0 <
S oo BSo < o Bgo ©COg B4
S Od ®w rs} o ~ © <
) ) - N < o
o = - @
=2 = = <

MK-801 (10mg/kg)

Gréafico 02. Prueba de campo abierto de las fracciones del extracto 6078. (***)

p<0.001y (**) p<0.05.
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Tabla 10. Distancia recorrida y desviacion estandar para cada tratamiento del

experimento de OFT para el extracto 6518.

Promedio de o
Desviacion
Tratamiento Inductor distancia total
estandar
(cm)
Vehiculo SS 9371.1 2244.1
Vehiculo MK-801 16176.7 2245.7
Clozapina (10 mg/kg) MK-801 6323.2 1429.4
Extracto (150 mg/kg) MK-801 9631.3 2694.3
Reconstituido (150 mg/kg) MK-801 9840.6 3788.5
Fraccion A (28.51 mg/mg) MK-801 9957.3 2389.2
Fraccion B (9.06 mg/kg) MK-801 12870.9 2206.6
Fraccion C (22.20 mg/kg) MK-801 14434.9 1273.7
Fraccion D (90.21 mg/kg) MK-801 8283.5 995.7
2= BOOD 4
§ 40004
=
g 00004
el
g 60004
g 20004
§ 8000 4 2 T
3
6 4000

Vehicuo/SS
Vehiculo
Clozapina
(10 mglkg)
6518 EE
(150 mgikg)
ABCD
(150 mg/kg)
(28.51 mg/kg)
B
(9.06 mg/kg)
(22.20 mgikg)
[90.21 moikg)

MK-BO1 (10mgikg)

Gréafico 03. Prueba de campo abierto de las fracciones del extracto 6518. (****)

p<0.0001, (***) p<0.001 y (**) p<0.05.
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Tabla 11. Distancia recorrida y desviacion estandar para cada tratamiento del

experimento de OFT para el extracto 6521.

Tratamiento Inductor Promedio de Desviacion

distancia total (cm) estandar

Vehiculo SS 10569.19 687.42
Vehiculo MK-801 19051.42 2793.30
Clozapina (10 mg/kg) MK-801 10875.91 1843.66
Extracto (150 mg/kg) MK-801 14423.67 2359.54
Reconstituido (150 mg/kg) MK-801 23621.17 5077.27
Fraccion A (38.75 mg/kg) MK-801 21304.86 4219.71
Fraccién B (0.54 mg/kg) MK-801 23039.78 2398.46
Fraccion C (7. 88 mg/kg) MK-801 19564.99 4578.14
Fraccién D (102.81 mg/kg) MK-801 23087.68 3297.07

280004

240004

200004

160009

120001

8000+

Distancia recorrida/30 min (cm)

40004

Vehicuo/SS
Vehiculo
Clozapina
(t0 mglkg)
6521 EE
(150 mgikg)
ABCD
(150 mglkg)
(38.75 mglkg)
B
(0.54 mg/kg)
c
(7.88 mglkg)
(102.81 mglkg)

MK-801 {(10mgikg)

Gréfico 04. Prueba de campo abierto de las fracciones del extracto 6521. (**) p<0.05.
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b. Prueba de inhibicion de sobresalto por prepulso

A los tres extractos que mostraron actividad en campo abierto se les realizo la prueba
de inhibicion del sobresalto por prepulso. Las fracciones A, C y D (Gréafico 05) del
extracto 7158 muestran un aumento en la inhibicion mediada por prepulso de la
respuesta de sobresalto en comparacion con el grupo que se le administré vehiculo
(solo DMSO) y MK-801 (10 mg/kg). Ademas, las fracciones C y D muestran una
actividad comparable a la del farmaco de referencia Clozapina en las tres intensidades
de prepulso (pp79, pp82 y pp88). La fraccion B no presentd actividad en las tres
intensidades de prepulso e incluso su actividad es mucho menor que la del MK-801

con vehiculo en las intensidades pp82 y pp88.

A

o
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3 In
H 3
e -
H 4
;:_u, B VehiculoSS 2. B VehicuoSS
: B Vehicdone-801 4 B VehiadoNK-S01
§ W CZ (10 mg/hkgyMK-801 g B CZ (10 mphg)MK-801
3 A-T158 (4 47 mghgV L 2R 110 &Y )
& x B-7158 {18 52 mghgy
g MIC.301 ‘E B a0
2 s
3 3
E 0 Eg
) o b =1 .
ntansided de prapules (SB) nternidad de prepudss (o)
“
B VehiculoSS o Vehicuoss

B VehicuoMK-201

B CZ (10 mghaVMK-801

- C-7153 (63 .88 mokgy!
MK-801

B Vehouo/Ne.801

W CZ {10 mghgyMK-801
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Gréfico 05. Prueba de inhibicién del sobresalto por prepulso de las fracciones (A-D)

del extracto 7158.
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De igual manera, las fracciones A, B y C (Grafico 6) del extracto 6078 muestran
actividad en esta prueba. La fraccion C muestra una actividad mas alta que la del gold
estandar clozapina en las tres intensidades de prepulso. La fraccion A sobrepasa a la
actividad de la clozapina solo en la intensidad de prepulso pp79 y la fraccion B a
pesar de ser activa en las intensidades de prepulso mas altas (pp82 y pp88) en la

intensidad pp79 su actividad es cercana a la de vehiculo MK-801.
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Gréfico 06: Prueba de inhibicion del sobresalto por prepulso de las fracciones (A-D)
del extracto 6078.

Las fracciones del extracto 6518 todas mostraron actividad. Sin embargo, la que

presenta una actividad mayor que la clozapina son las fracciones A y D (Gréfico 07,

Ay D). La fraccion B (Gréfico 07, B) solo presenta actividad mayor que la Clozapina
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en la intensidad pp88. Las fracciones A, B y C a pesar de no haber tenido efecto en la

prueba de campo abierto tienen efecto en la inhibicién prepulso.
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Gréfico 07: Prueba de inhibicidn del sobresalto por prepulso de la fracciones (A-D) del

extracto 6518.

5.3. Identificacion de blancos moleculares de los extractos

a. Ensayo de union a radioligando

Los graficos 08-11 muestran el porcentaje de desplazamiento de radioligando (eje Y)

que origina cada extracto crudo sobre diferentes receptores. La afinidad de o los

compuestos(s) presentes en el extracto genera un porcentaje de desplazamiento de un

radioligando de referencia para cada receptor. El extracto 7158 (10 pg/ml) (Grafico
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08, Tabla 12) tiene una mayor afinidad (sobre los receptores mGlur5 (65.4%), PBR

(61%), 5-HT2B (40.2%) y receptor de histamina H1 (40%).

El extracto 6078 (10 pg/ml) (Grafico 09, Tabla 12) tiene una mayor afinidad el
receptor muscarinico M3 (57.5%), mGlur5 (48.4%), SHT1A (42.7%), H1 (33.3%), y
PBR (33.9%). Se observé un 40.6% de desplazamiento de radioligando para el
transportador DAT. El extracto 6518 (Grafico 10, Tabla 12) tiene un mayor
porcentaje de desplazamiento de radioligando en el receptor mGlur5 (30.6%)..
Ademas, el extracto 6521 (Grafico 11, Tabla 12), tiene un mayor porcentaje de
desplazamiento de union a radioligando en los receptores mGlurb (47.9%) y H2

(31.4%)).

Tabla 12. Porcentaje de inhibicidn de los cuatro extractos en un panel de receptores

probados a la concentracion de 10 pg/ml.

Inhibicion (%)

RECEPTOR
7158 6078 6518 6521
Serotoninérgicos

5-HT2B 40.2 8.4 13.8 15.7
5-HT2C 23.2 -14 -5.8 -5.5
5-HT1A 0 42.7 28.5 29.3
5-HT6 -15 -15 -17 2.1
5-HT7 -8.3 -0.6 8.2 2.7
5-HT1D 2.8 12.4 -15 29.3
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Dopamina

D1 -1.6 20.2 20.2 141
D2 - -28 -16 -14
Histamina
H1 40 33.3 29.4 12.9
H2 -19 29.6 21.8 38.4
Acetilcolina muscarinico
M3 3.3 57.5 24 6.5
mGIuR
mGIuR5 65.4 48.4 30.6 47.9
Transportadores de neurotransmisores
DAT -3 40.6 -19.2 -13.6
NET -28 -50 -30 3.1
SERT 2.8 6.5 8.2 4.6
Otros
PBR 61 33.9 8.3 -1.5
hERG -2 -3.4 3.4 8.5
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Gréafico 08: Ensayo de unién a radioligando del extracto 7158 sobre receptores y

transportadores del PDSP. (*) canal de potasio hERG.
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Gréfico 09: Ensayo de unién a radioligando del extracto 6078 sobre receptores y

transportadores del PDSP. (*) canal de potasio hERG.
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Gréfico 10: Ensayo de union a radioligando del extracto 6518 sobre receptores y

transportadores del PDSP. (*) canal de potasio hERG.
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Gréfico 11: Ensayo de union a radioligando del extracto 6521 sobre receptores y

transportadores del PDSP. (*) canal de potasio hERG.
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b. Ensayo funcional

El extracto 7158 (Gréafico 12) presenta mayor porcentaje de actividad antagonista
sobre el receptor 5SHT7A (31.1%). El extracto 6518 (Grafico 14) tiene actividad
antagoénica en los receptores 5SHT2B (40%), 5 HT6 (45%) y 5SHT7A (52.5%). El
extracto presenta un 30% de actividad en el canal de potasio hERG. Finalmente, el

extracto 6521 (Gréfico 15) tiene actividad antagonista en los receptores 5HT6
(44.3%) y 5SHT7A (45.3%). Ademas, hay actividad en el receptor de incorporacion de

serotonina SERT en un 32.7%.

Tabla 13. Porcentaje de actividad funcional de los extractos sobre los receptores.

ACTIVIDAD FUNCIONAL (%)

7158 6078 6518 6521
RECEPT Agonis Antagoni Agonis Antagoni Agonis Antagoni Agonis Antagoni
OR ta sta ta sta ta sta ta sta
Serotoninérgicos

5-HT2B

(A) 0.8 17.5 1.7 22.1 43 40 0.3 15.2
5-HT2C

(A) 4.8 11.6 11.7 10.6 3.8 14.7 5.8 19.7
5-HT5A

() 25 - 18.8 - -6.2 - 3.6 -
5-HT6

(B) -0.8 13.6 2.1 16.9 -14 45 -2.3 44.3
5-HT7A

(B) 2.8 31.1 -1.1 25 -3.7 52.5 -3.7 45.3

Dopamina
D2 (C) 0.3 - 0.1 - -0.1 - 0 -
Acetilcolina muscarinico
M3 (A) -0.4 -6.1 3.1 -3.6 17.3 13.2 0.3 12
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(A) Ensayo funcional de mobilizacion de calcio (con FLIPRTETRA) y ensayo de acumulacion de IP
intracelular para Gq acoplados a GPCRs (B)Ensayo funcional para Gi o Gs acoplados a GPCRs - Ensayos de
cAMP biosensor de luciferasa dividida (C ) Ensayos GPCR Tango: reclutamiento de beta-arrestina

independiente de proteina G.

Tabla 14. Porcentaje de actividad funcional de los extractos sobre transportadores de

neurotransmisores y canal de potasio.

ACTIVIDAD FUNCIONAL (%)
RECEPTOR 7158 6078 6518 6521

Transportadores de neurotransmisores

DAT uptake
(D) 4.2 4.5 3.3 16.4
NET uptake (D) 3.2 -14.3 0.9 0.2
SERT Uptake
(D) -14.9 55 -1.7 32.9
Canal de potasio
hERG (E) 21.7 9.7 30 15
(D) Ensayo funcional de transportadores de neurotransmisores (E) Ensayo funcional de ERG: ensayo de flujo de talio (Tl+)
(FIuxOR)
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Gréfico 12: Actividad funcional (%) del extracto 7158 sobre un panel de receptores

del PDSP.
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Gréfico 13: Actividad funcional (%) del extracto 6078 sobre un panel de receptores

del PDSP.
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Gréfico 14: Actividad funcional (%) del extracto 6518 sobre un panel de receptores

del PDSP.
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Gréfico 15: Actividad funcional (%) del extracto 6521 sobre un panel de receptores

del PDSP.
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5.4. Evaluacion de la citotoxicidad

En la tabla 15 se muestran los IC50 (ug/ml) correspondientes a la concentracion
requerida para inhibir el 50% del crecimiento celular después que las células fueron
expuestas a los extractos, fracciones o clozapina durante 48 horas. Cada valor de
IC50 es un promedio de dos experimentos independientes. La fraccion A del extracto
7158 siendo la Unica activa en las pruebas de comportamiento OFT y PPl es menos
citotoxica en los mioblastos de corazon de rata (H9C2), células de fibroblasto de
raton (3T3), fibroblastos de prepucio humanas (BJ), células de melanoma humano
(R22) y células epiteliales de rifiébn de mono (VERO) en comparacién con el extracto
crudo, a pesar de haber sido probadas en las mismas concentraciones. Ademas, la
fraccion B (negativa en los bioensayos), es la que presenta mas citotoxicidad que el
extracto crudo en las cinco lineas celulares, especialmente en las células 3T3 (<3.91
pg/ml). Por otro lado, el extracto 6078 presenta un IC50 >250 pg/ml en las células
H9C2, 3T3, BJ mientras que para las células R22 y células VERO su IC50 es de 91.6
y 76.42 ng/ml, respectivamente. La fraccion C de este extracto tiene el IC50 mas bajo
en las células H9C2. La fraccion B del extracto 6078 presenta una citotoxicidad
comparable a la del extracto crudo. En el extracto 6518, la fraccion C es la que
presenta el IC50 mas bajo (15.65 pg/ml) sobre las células 3T3. El extracto 6521 tiene

la mas alta citotoxicidad, en comparacion a los extractos, fracciones y clozapina.
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Tabla 15: Valores de IC50 (ug/ml) de los extractos antipsicoticos y sus fracciones.

IC50 (ng/ml)
H9C2 3T3 BJ R22 VERO
Extracto 7158 24.3 27.45 33.75 14.25 89.4
Fraccion A-7158 23.95 33.95 100.85 35.8 96.2
Fraccién B-7158 6.4 <3.91 25.45 5.35 24.7
Fraccién C-7158 29.6 23.95 53.65 13.35 32.55
Fraccion D-7158 55.9 99.6 138.7 27.25 143.85
Extracto 6078 >250 >250 >250 48.4 150
Fraccion A-6078 144.4 94.6 >250 32.9 211.3
Fraccion B-6078 >125 >125 >125 91.6 76.42
Fraccién C-6078 15.9 31.2 >250 31.9 130.4
Fraccion D-6078 77.9 124.3 >250 >250 >250
Extracto 6518 >250 64.4 >250 224.6 >250
Fraccion A-6518 >250 >250 >250 >250 >250
Fraccion B-6518 190.07 58.75 >250 146.45 100.45
Fraccién C-6518 >250 31.35 >250 222.6 >250
Fracciéon D-6518 >250 202.15 >250 265.55 >250
Extracto 6521 15 8.7 41 20.2 60.3
Clozapina 24.78 21.58 >6.5 12.62 >6.5
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6. DISCUSION

El objetivo de la presente investigacion fue realizar una bdsqueda de
compuestos potencialmente antipsicéticos a partir de extractos etanolicos de cuatro
plantas usadas en la medicina tradicional peruana para el tratamiento de sintomas tipo
psicosis, que los chamanes o personas que practican la medicina tradicional la
caracterizan como “locura”, “posesion por espiritus” o “nervios”. Para ello se utilizo

el enfoque de fraccionamiento guiado por bioensayo para determinar qué fracciones

estan involucradas en la actividad farmacoldgica deseada.®

Los resultados de estudios previos por nuestro equipo de investigacion
mostraron que los cuatro extractos seleccionados tenian efecto positivo en las pruebas
de campo abierto (OFT) y prueba de inhibicion de sobresalto por prepulso (PPI), pero
no en la prueba de cruz y prueba de nado forzado, estos dos Gltimos para determinar
ansiedad y depresion respectivamente.?! Las pruebas de OFT y PPI son utilizadas
para determinar la actividad y/o potencia antipsicética de farmacos comerciales.®® La
prueba de campo abierto permitié determinar la disminucion de la hiperactividad
causada por el MK-801 al aplicar el extracto y sus fracciones. El antagonismo del
estereotipo inducido por MK-801 (10mg/kg) y otras drogas inductoras de psicosis son
modelos animales validados para evaluar la actividad antipsicotica.’®%9% Esta
locomocion se debe a que ademas de afectar al receptor NMDA con MK-801 se
genera una hiperactivacién de la via dopaminérgica en las areas estriatales del cerebro

de los ratones, debido a que la via dopaminérgica y glutamatérgica se regulan
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mutuamente.®323* En ambas pruebas (OFT y PPI), se utilizé como “gold estandar” la
administracion del antagonista de dopamina (Clozapina) que contrarrestd los efectos

inducidos por MK-801.%%%

Por cada extracto se obtuvieron cuatro fracciones y cada una de ellas fue evaluada
en la prueba OFT y PPI. En la prueba de OFT la fraccion A (4.47 mg/kg) del extracto
7158, B (12.70 mg/kg) y D (30.46 mg/kg) del extracto 6078 y D (90.21mg/kg) del
extracto 6518 redujeron la hiperactividad inducida por MK-801, lo que indicaria que
estas fracciones de los tres extractos contendrian uno 0 mas compuestos con potencial
accion antipsicética. El tratamiento con el extracto crudo nos permitié controlar la
actividad previa a la extraccion; mientras que el tratamiento con el reconstituido
(fraccion A+B+C+D) nos permitié identificar pérdida de actividad debido a errores
en el fraccionamiento o sinergismo de los compuestos contenidos en el extracto.
Ademas, ninguna de las fracciones del extracto 6521 (Figura 09) mostraron efecto en
la prueba de campo abierto, debido a posibles problemas de la naturaleza de los
grupos funcionales presentes en los compuestos de la planta o por sinergismo entre
moléculas.®®

La reduccion de la amplitud de sobresalto refleja la capacidad del sistema
nervioso de adaptarse temporalmente a un estimulo sensorial fuerte cuando un
estimulo més debil lo precede. En pacientes con esquizofrenia, a pesar de existir el
estimulo previo, el sobresalto es similar al que cuando no hay un estimulo previo. Los
antipsicoticos mejoran esta respuesta de sobresalto deteriorada.®® La droga utilizada

en nuestros experimentos, MK-801, ademés de inducir a hiperactividad, genera un
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déficit en la inhibicion de la respuesta de sobresalto (PPI).>® Para provocar el
sobresalto, nosotros utilizamos un estimulo sonoro de 120 dB precedido (50 a 500
mseg antes) por un pre-estimulo apenas detectable (79pp, 82pp y 88pp). Esta prueba
es altamente predictiva para la determinacion de la potencia antipsicética de ciertos
farmacos.> Hasta el momento, se ha evidenciado que varias plantas medicinales con
uso tradicional para el tratamiento de la psicosis mejoran la inhibicion del sobresalto
en ratones inducidos con antagonistas del receptor NMDA.%2%% De acuerdo a los
gréficos 05-07, algunas fracciones que no mostraron actividad en la prueba de OFT
mostraron actividad en la prueba de inhibicién del sobresalto por prepulso. Podemos
notar que en el extracto 7158 la fracciones C y D que no fueron activas en OFT
muestran actividad en PPl y la fraccion C del 6078 tienen mejor actividad que la
clozapina en las tres intensidades de prepulso. Interesantemente, la fraccion B del
extracto 6078, a pesar de ser activa en las intensidades de prepulso mas altas (pp82 y
pp88), en la intensidad pp79 su actividad es cercana a la del vehiculo/MK-801; y la
fraccion D del extracto 6078 a pesar de tener la actividad altamente significativa en
OFT no muestra actividad en PPI. Las fracciones del extracto 6518 también muestran
actividad variada. Sin embargo, la fraccion D tiene mejor actividad en PPI, al igual
que en OFT. Ademas, las fracciones A, B y C (extracto 6518) a pesar de no haber

tenido efecto en la prueba de campo abierto tienen efecto en la inhibicion prepulso.

Estas diferencias se deben a que los compuestos involucrados en la inhibicion
de la hiperactividad pueden no ser los mismos involucrados en el mejoramiento de la

respuesta de sobresalto o debido a la superposicion de algunos compuestos en las
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fracciones o la dosis que llega a tener una fraccion a pesar de ser menor es suficiente
para ejercer su efecto deseado. Estudios previos reportan evidencias que dosis altas o
bajas pueden tener o no el efecto deseado en la prueba de PPI1%%1% incluso el efecto
puede ser notorio en una determinada intensidad de prepulso.®®%! Diferentes estudios
en la etapa de fraccionamiento muestran también efectos variados en la actividad,
debido a que los extractos crudos tienen un numero de moléculas complejas en el cual
pocas pueden ser activas. Para tal escenario, la actividad resultante del extracto puede
incrementar/reducir/disminuir ~ dependiendo de las interacciones  de
sinergismo/antagonismo entre varios tipos de moléculas presentes en el extracto.%%
105

Otra posible explicacién al efecto en la actividad en la prueba de PPl y no en
la prueba de OFT, es que, si bien es cierto un buen antipsicotico tiene efecto tanto en
OFT y PPI, se debe considerar que la respuesta a sobresalto no solo esta alterada en la
esquizofrenia.>®® Ademas, es probable estas diferencias se atribuyan a que los
compuestos contenidos en las fracciones estan actuando sobre los diferentes circuitos

involucrados en la regulacion sensorimotora.%®

La limitacién de nuestro estudio fue que no se pudo realizar un andlisis
estadistico de la prueba de inhibicion del sobresalto, debido a la variacion del peso de
individuos, la respuesta diferente de cada individuo a pesar de tener pesos
aproximadamente similares, u otras variables que no se pudieron controlar. Sin
embargo, la respuesta esperada entre los grupos V/Solucion salina, V/IMK-801 y

MK/clozapina, nos permitié validar cada experimento. Estudios posteriores
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necesitaran la incorporacion de mas individuos en cada grupo y tener un control

estricto del peso de los individuos.

En la esquizofrenia hay una alteracion de sistema de neurotransmisores. Los
antipsicoticos actuales ejercen su efecto en receptores que estan hipoactivados o
hiperactivados en la enfermedad, sin embargo, algunos antipsicoticos tienen actividad
en otras vias de sefalizacion involucradas en los efectos secundarios.®®? Como
primeros pasos para el descubrimiento de drogas, se ha realizado un tamizaje con el
PDSP para continuar con la seleccion basada en actividad en modelos animales y
blancos moleculares. Los ensayos realizados con el PDSP proveen evidencia de la
interaccion de los cuatro extractos, mediante ensayos de union a radioligando y
ensayos funcionales, con receptores (dopamina, serotonina, dopamina, muscarinico e
histidina), transportadores de neurotransmisores y el indicador de cardiotoxicidad

(activadores del canal de potasio HERG).”

La “afinidad” se refiere a que tan fuerte (juzgado por la constante de
disociacion Kd) se une un ligando a su receptor. El extracto no marcado desplaza un
ligando especifico radiomarcado.”®’” Este porcentaje de desplazamiento o inhibicion
de la union del radioligando, nos indica la afinidad de los componentes del extracto al
receptor.”® Como puede observarse en los graficos 8-11, los extractos tienen
porcentajes variados inhibicion, indicando que los componentes contenidos en el
extracto desplazan a ligandos marcados especificos para cada receptor. Sin embargo,

algunos receptores fueron poco afectados por la presencia de extracto y ademas hay
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porcentajes negativos de inhibicion de ligando marcado. El porcentaje de inhibicién
negativo indica que (1) los componentes del extracto mejoran la union del ligando de
referencia al receptor y (2) los componentes del extracto interfieren con la medida de
radioactividad de tal manera que se registra mas radioactividad de la que realmente

hay.77

La actividad negativa en el ensayo de agonismo (e.g. 5-HT5A en el extracto
6518) indica la presencia de agonistas inversos que se unen a los receptores en el sitio
de unién de agonistas e induce a una respuesta farmacoldgica opuesta al agonista.’®
La eficacia de un agonista completo es 100%, un agonista neutral 0% de eficacia y la
de un agonista inverso < 0% de eficacia (% negativo). Ademas, aunque a este nivel
de extracto no podemos determinar el efecto de compuestos unitarios en los
receptores, es posible que tengamos en los extractos compuestos que realicen

sinergismo.’8:104.105

El extracto 7158 contiene compuestos, que al interaccionar con el receptor,
generan un 65.4% de inhibicion de la union del radioligando especifico sobre el
receptor metabotrépico del glutamato mGlur5 (65.4%). Se ha reportado que la
activacion del receptor mGIuR5 conduce a una actividad mejorada del receptor
NMDA (inhibido en esquizofrenia). “4?> Por ejemplo, Zavodnick & Ali%®
demostraron que el agonismo del receptor mGlu5 mejora los defectos cognitivos
inducidos por el blogueo del receptor NMDA en ratas. Los moduladores alostéricos

positivos de mGIuR5 son potenciales candidatos terapéuticos para el tratamiento de la
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esquizofrenia.l®’1%® |os estudios preclinicos muestran que estos modulares
alostéricos son capaces de atenuar los déficits cognitivos inducidos por el
antagonismo del receptor NMDA, asi como también los efectos psicomiméticos
inducidos por antagonistas del receptor NMDA como MK-801, indicando su
potencial de aliviar los sintomas positivos, negativos y cognitivos de los pacientes
con esquizofrenia. Esto contrasta con los antipsicoticos actuales, que aunque son
ampliamente eficaces para los sintomas positivos, muestran beneficios minimos para
los sintomas negativos y cognitivos.’%” En esta investigacion, solamente tenemos
informacidén a partir de ensayos de union a radioligando para este receptor, por lo
tanto es necesaria la incorporacion de pruebas funcionales de este receptor aclarara el
panorama si la interaccion de los extractos con este tipo de receptores es la

responsable de su efecto antipsicético.

El extracto 7158 muestra ademas un 61% de inhibicion sobre el receptor periférico
de benzodiacepina (PBR). La expresion de este receptor en el cerebro ha sido
vinculada a condiciones clinicas tales como ansiedad, psicosis, Alzheimer, entre
otras.*® Si bien es cierto, los estudios realizados en pacientes esquizofrénicos con
sintomas negativos han determinado in situ la reduccion de receptores PBR*“° no se
han reportado extractos con actividad antipsicética en ensayos de union a
radioligando ni funcionales. Sin embargo, es posible que el efecto antipsicotico que
tiene esta planta ejerza un agonismo sobre estos receptores. Futuros estudios
necesitaran probar el efecto de la fraccion con actividad y ademas probar en ensayos

funcionales si hay un efecto agonista.
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Otro receptor que probablemente esté involucrado en la actividad antipsicética de este
extracto, es el receptor de histamina H1 el extracto 7158 tuvo un 40% de inhibicion
sobre el receptor H1 en un 40%. La importancia de este receptor en esquizofrenia
radica en estudios de tomografia de emision de positrones, que muestran que los
pacientes con esquizofrenia tienen una reduccion de los receptores H1 en la corteza
prefrontal y en el giro cingulado.*® Ademas, Bradford et al.**, reportaron que el
antagonismo sobre estos receptores H1 puede ser responsable de la supresion

mediada por antipsicoticos de la locomocion espontanea.

Como buasqueda de drogas potencialmente antipsicoticas, se esperaba que los
compuestos contenidos en el extracto ejerzan un efecto sobre receptores de
serotonina. El extracto 7158 presenta mayor porcentaje de actividad antagonista sobre
el receptor 5SHT7A (31.1%). El receptor 5-HT7 ha sido bien evidenciado como blanco
de drogas antidepresivas!® y de drogas antipsicéticas atipicas.!!? Por lo tanto esta
actividad es la que podria estar involucrada en su efecto antipsicotico en las pruebas
de OFT y PPI. Muchas, pero no todas las drogas antipsicéticas, son también potentes
antagonistas de los receptores 5-HT6 o 5-HT7; algunos farmacos tipicos son también

potentes de ambos. Ambos receptores juegan un rol modulador.36*

El antagonismo de la sefializacién D2R seria el principal modo de accion de las
drogas antipsicoticas.*#1"112 Sin embargo, la actividad deseada de un farmaco

antipsicotico es que tenga menores efectos secundarios y para ello es requisito que
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tengan actividad antagonista mas potente en los receptores 5-HT2A que en los
receptores D2.°%1% En nuestros resultados no se muestra un porcentaje de inhibicion
(mayor de 30%) en el ensayo de unidn a radioligando y funcional para los receptores
de dopamina, lo que indicaria que los compuestos contenidos en los extractos tienen

perfiles de actividad atipicos.

El extracto 6078 generan inhibicién de union del radioligando sobre el receptor
mGlur5 (48.4%), M3 (57.5%), 5SHT1A (42.7%), H1 (33.3%), y PBR (33.9%), lo que
indicaria que la interaccion con estos receptores estaria mediando su efecto
antipsicotico. El extracto 6078 también presenta un ligero antagonismo por el
receptor SHT7A (25%). Los estudios en modelos animales sugieren que los
receptores muscarinicos son potenciales blancos para el tratamiento de la
esquizofrenia.!'® La fuerte afinidad del extracto por los receptores muscarinicos y la
rapida disociacion del receptor D2 estarian involucrados en el efecto antipsicético.
Esta actividad ha sido reportada para el farmaco de referencia clozapina, en el cual
implica ausencia de efectos secundarios extrapiramidales.!* En estudios clinicos se
ha demostrado que agonistas especificos de receptores muscarinicos reducen los
sintomas positivos y negativos y mejoran la cognicion en pacientes
esquizofrénicos'®®; sin embargo, la ausencia de respuesta en el ensayo funcional de
movilizacion de calcio indicaria que su interaccion no involucra una actividad
conocida.

El extracto 6078 tuvo un 29.6% de afinidad sobre el receptor H2. El antagonismo

del receptor H2 puede proporcionar una nueva alternativa para el tratamiento de la
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esquizofrenia.''® La implementacion de ensayos funcionales parar el receptor H1 y

H2 es necesaria para establecer si la interaccion involucra el efecto deseado.

Este extracto tiene un 42.7% de inhibicion de union a radioligando por el
receptor SHT1A. Muchos estudios en pacientes con esquizofrenia han demostrado
alteraciones en la neurotransmision serotoninérgica determinada por la concentracion
de 5-HT y su metabolito (acido 5-hidroxiindoleacetico, 5-HIAA) y la densidad de los
receptores 5-HT1A o 5-HT2A en cerebros post-mortem. Esta informacién, debera
ser corroborada en ensayos funcionales para el receptor 5SHT1A, debido a que la
actividad agonista parcial del receptor SHT1A que presentan ciertos farmacos como
la clozapina esta involucrada en el mejoramiento de los sintomas negativos de la

esquizofrenia.tt*

Ademas, en relacion a la via dopaminérgica, el principal mecanismo para el
control espacial y temporal de los niveles de dopamina (DA) libre es el transportador
de dopamina (DAT), que transporta activamente DA desde el espacio extracelular
hacia la neurona presinaptica. Muchos farmacos interactian con DAT para suprimir
la recaptacion, incluyendo cocaina y anfetamina, que inducen la estimulacién
psicomotora y la adiccion.!'’ En el ensayo de union a radioligando el extracto 6078
tiene un 40% de inhibicion de unidn a radioligando sobre receptor DAT. Sin
embargo, en el ensayo funcional, no se produce un incremento en la incorporacion del

fluoréforo (analogo de dopamina) por el transportador.
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El extracto 6518 tiene un mayor porcentaje de inhibicion de unién a radioligando
sobre el receptor mGlur5 (30.6%), ademéas genera actividad funcional para los
receptores de serotonina 5-HT6 (45%) y 5HT7A (52.5%). La afinidad no detectada
en el ensayo de radioligando se debe a que el sitio de union no podria ser el mismo
que el del radioligando marcado (por tal motivo no lo desplaza), a diferencia de
reportes que se han hecho que la clozapina tiene una fuerte afinidad por el receptor 5-
HT6.118 Los receptores 5-HT7 estan implicados en una variedad de funciones del
sistema nervioso central, incluyendo el control de los procesos de aprendizaje y
memoria. Segun los datos preclinicos recientes, el bloqueo selectivo de estos
receptores puede ser un blanco potencial para la mejora cognitiva en la

esquizofrenia.tt®

El extracto 6521 y tampoco ninguna de sus fracciones mostraron efecto en la
prueba de campo abierto, debido a posibles problemas de la naturaleza de compuestos
activos.® Sin embargo, el extracto 6521 tiene un mayor porcentaje de desplazamiento
de radioligando en los receptores mGlur5 (47.9%) y H2 (31.4%). Presenta actividad
antagonista en los receptores 5HT6 (44.3%) y S5HT7A (45.3%). Ademas, muestra
actividad en el transporte de serotonina SERT (32.7% por encima del control). Existe
evidencia que los antagonistas del receptor 5-HT6 en modelos animales mejoran el
declive cognitivo en diferentes dominios relevantes para esquizofrenia.!?® Por lo
tanto, al igual que los receptores anteriores, sera necesario probar el efecto de la
fraccion involucrada en el efecto antipsicotico y ademas incorporar ensayos

funcionales para cada uno de los receptores.

92



Las limitaciones en los ensayos “high-throughput™ por el gran nimero de muestras
a procesar conlleva a utilizar una sola concentracion como ensayo inicial. Aquellos
receptores que mostraron una actividad mayor de 30% seran considerados para una
segunda evaluacion con un rango de concentraciones.”* Actualmente no hay datos
sobre las composiciones quimicas de estas plantas y no se sabe cuéles son las
moléculas activas. Ademas, considerando que estos receptores se expresan en
regiones cerebrales que estan involucradas en la esquizofrenia, es posible que su
actividad esté relacionada con su efecto antipsicotico. Sin embargo, es posible que la
actividad de las fracciones se vea afectada por otros componentes del extracto que
tengan la funcion de moduladores negativos (alosterismo).1%2-1% Estos moduladores
negativos, reducen los efectos del ligando ortostérico (sitio especifico), pero son
inactivos en ausencia del ligando ortostérico.'?* Por lo tanto, analisis posteriores de
las fracciones activas de los extractos sobre ensayos de union a radioligando y
ensayos funcionales en receptores permitiran aclarar el mecanismo molecular por el

cual ejercen su actividad antipsicotica.

Hasta la fecha, los mecanismos de accion de los antipsicéticos existentes
comprenden la interaccion con vias de dopamina, glutamato, GABA, serotonina y
acetilcolina, actuando principalmente sobre los sintomas positivos de la
esquizofrenia.% Considerando la variada actividad de los cuatro extractos sobre los
receptores en el presente estudio, es posible que los extractos contengan compuestos
con actividad no solo sobre los sintomas positivos de la esquizofrenia, sino también

en los negativos y cognitivos,*4100.122.123
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En esta investigacion se considero la evaluacion del canal de potasio éter-a-go-go
humano (hERG) como indicador de potencial cardiotoxicidad. Los canales hERG
conducen el componente rapido de la corriente de potasio rectificador retardado
(IKr), que es crucial para la repolarizacion de los potenciales de accion cardiaca. Un
bloqueo moderado de hERG puede producir un efecto benéfico de antiarritmico clase
I1l. Por el contrario, una reduccion en las corrientes hERG debido a defectos
genéticos o efectos adversos de drogas puede conducir a los sindromes del QT largo
adquirido o hereditario caracterizados por la prolongacion del potencial de accion,
alargamiento del intervalo QT y un incrementado riesgo de arritmias y muerte
stbita.'?* El extracto 6518 genera un 30% de actividad funcional sobre este receptor,
lo que indicaria una potencial cardiotoxicidad. Se espera que esta interaccion no esté

presente en la fraccion activa del extracto.

Ademaés, se ha encontrado que el extracto 7158 inhibe un 40.2% la unién del
radioligando especifico del receptor 5-HT2B; sin embargo en el ensayo funcional no
provoca actividad. Contrariamente el extracto 6518 a pesar de no haber mostrado
actividad en el ensayo de radioligando, presenta un 40% de actividad antagonista
sobre este receptor. Esta actividad es adecuada, debido a que la estimulacion del
receptor 5-HT2B conduce a la proliferacion de los fibroblastos de las valvulas
cardiacas, en donde la administracion cronica de agonistas de este receptor conducen
a valvulopatia severa y se ha evidenciado que la actividad antagonista inhibe la

hipertrofia cardiaca inducida.'?®

%94



Finalmente, la prueba de citotoxicidad nos proporciona un medio crucial para
considerar compuestos candidatos para ser usados como farmacos. Para los sistemas
de cultivo celular in vitro, se considera que un compuesto o tratamiento es citotdxico
si interfiere con la adhesion celular, altera significativamente la morfologia, afecta
negativamente a la tasa de crecimiento celular o causa la muerte celular.!® Las
drogas fallan en los ensayos clinicos porgue no funcionan y no son seguras. Como tal,
uno de los pasos mas importantes en el desarrollo de un nuevo farmaco es la

determinacion de la toxicidad en modelos animales o ensayos in vitro.*?

La citotoxicidad de las fracciones obtenidas derivadas de las cuatro plantas
(7158, 6078, 6518 y 6521) fue investigada en las lineas celulares HIC2, 3T3, BJ, R22
y VERO. Se hizo la comparacion con el farmaco de referencia atipico clozapina. En
general, los farmacos convencionales antipsicoticos atipicos, como la clorpromazina,
la flufenazina y la pimozida, son mas toxicos en células PC12 (derivadas de tumor
adrenal) que los farmacos atipicos, como la clozapina, la quetiapina y la risperidona.
La alta citotoxicidad se ha correlacionado con efectos adversos en el sistema nervioso
y cardiaco. Se ha reportado que la clozapina es citotoxica a 100 uM (32.78 pg/ml) en
células PC12'%8 y en células de cancer de pulmén A549 y H1299 hay un
detenimiento de ciclo celular en la fase GO/G1 a 50 uM.'®® En comparacion con
nuestros resultados, la fraccion A del extracto 7158 siendo la Unica activa en las
pruebas de comportamiento OFT y PPI es menos citotoxica en las células HIC2, 3T3,

BJ, R22 y VERO en comparacion con el extracto crudo, a pesar de haber sido
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probadas en las mismas concentraciones. Ademas, la fraccion B més negativa en los
bioensayos, es la que presenta mas citotoxicidad que el extracto crudo en las cinco
lineas celulares, especialmente en las células 3T3 (<3.91 pg/ml), lo que se sugiere
que la citotoxicidad del extracto se acumula en la fraccion sin actividad antipsicotica.
Por otro lado, las fracciones del extracto 6078 y 6518 presentan un 1C50 comparable
al del extracto. El extracto 6521 tiene la mas alta citotoxicidad, en comparacion con
los demas extractos, sus fracciones y de la clozapina respecto a estos resultados, se
deberén llevar a cabo experimentos adicionales para investigar si es que los
compuestos involucrados en la potencial actividad antipsicética observada en este
trabajo tienen citotoxicidad en diferentes lineas celulares comparandolos ademas con

otros farmacos antipsicoticos actualmente utilizados en el mercado.

Tomando en conjunto los resultados in vivo e in vitro, podemos inferir que la planta
7158 contiene compuestos antipsicéticos, los cuales se encuentran en la fraccion
apolar A. La potencia antipsicética fue determinada en pruebas de comportamiento
ampliamente utilizada para la busqueda de drogas antipsicéticas. Adicionalmente a
nivel molecular, podemos inferir que su actividad antipsicética en los bioensayos se
debe a que los compuestos contenidos en el extracto interaccionan con receptores
alterados en esquizofrenia, especialmente en psicosis, tales como, mGIuR, PBR, 5-
HT2B y H1 y ademas generan una actividad funcional agonista sobre el receptor 5-
HT7A. Se espera que en estudios posteriores, la fraccion apolar A, tenga similar

actividad en los receptores.
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Resultados similares fueron obtenidos para la planta 6078. Esta planta contiene
compuestos antipsicaticos, los cuales se encuentran en la fraccion apolar D (fue el
ultimo debido que para este caso se utilizd una cromatografia en fase reversa). A
nivel molecular, podemos inferir que su actividad antipsicotica en ambas pruebas de
comportamiento se debe a que los compuestos contenidos en el extracto interaccionan
con los receptores que también estan alterados en episodios de psicosis, tales como, el
receptor M3, mGlur5, 5SHT1A, H1, H2, PBR y ademas los compuestos tiene afinidad

por el transportador del neurotransmisor de dopamina (DAT).

Los bioensayos y los ensayos sobre receptores indican que la planta 6518 contiene
compuestos antipsicéticos, los cuales de acuerdo a las pruebas de comportamiento se
encuentran en la fraccién apolar A y apolar D. Esta planta, también contiene
compuestos que interactian con receptores involucrados en la psicosis, tales como,
mGlur5, 5HT1A, H1, 5HT2B, 5 HT6 y 5HT7A. Se espera que en estudios
posteriores, ambas fracciones, tengan similar actividad en los receptores. Estudios
posteriores, deberan tener en cuenta que los compuestos activos de esta planta no

presenten actividad en el receptor indicador de hERG.

Finalmente, el extracto etandlico 6521, a pesar de inicialmente haber mostrado
actividad en los ensayos in vivo, el extracto crudo y sus cuatro fracciones perdieron
actividad en las pruebas de campo abierto e inhibicion del sobresalto por prepulso. Es
posible que los compuestos activos, debido a su naturaleza inestable, perdieran

actividad durante el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, este extracto si
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presenta interaccion con receptores alterados en la esquizofrenia, tales como, mGlur5,
H2 y 5SHT1A y genera actividad antagonica en los receptores 5HT6, 5 HT7A y tiene

actividad en el transportador del neurotransmisor serotonina (SERT).
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7. CONCLUSIONES

La fraccidn apolar A del extracto etanolico 7158 tiene efecto positivo en la
prueba de campo abierto e inhibicion del prepulso. El extracto inhibe la union
de los radioligandos especificos de los receptores mGIuR (65.4%), PBR
(61%), 5-HT2B (40.2%) y H1 (40%) y genera una actividad funcional
antagonista sobre el receptor 5-HT7A (31.1%). La fraccion activa presenta
menor citotoxicidad que el extracto crudo y la clozapina sobre lineas celulares

de mamiferos.

La fraccion méas apolar D del extracto etanolico 6078 tiene efecto positivo en
la prueba de campo abierto e inhibicion del prepulso. El extracto inhibe la
unién de radioligando sobre el receptor M3 (57.5%), mGlur5 (48.4%),
5HT1A (42.7%), H1 (33.3%), PBR (33.9) y el transportador de dopamina
DAT (40.%). El extracto no provocé actividad funcional mayor del 30% en
ninguno de los receptores. La fraccion D presenta menor citotoxicidad que el

extracto crudo y la clozapina sobre lineas celulares de mamiferos.

La fraccion apolar A y apolar D del extracto etandlico 6518 tienen efecto
positivo en la prueba de campo abierto e inhibicion del prepulso. El extracto
inhibié la uniéon de radioligando del receptor mGlur5 (30.%) y genera

actividad antagénica en los receptores 5HT2B (40%), 5 HT6 (45%) y SHT7A
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(52.5%). Las fracciones presentan menor citotoxicidad que el extracto crudo y
la clozapina sobre lineas celulares de mamiferos; sin embargo presenta
actividad en el canal de potasio hERG (30%).

El extracto etanolico 6521 y sus cuatro fracciones perdieron actividad en las
pruebas de campo abierto e inhibicion del sobresalto por prepulso. Esto podria
indicar que los compuestos activos son sustancias poco estables. Sin embargo,
el extracto 6521 si presenta inhibicién de union a radioligando sobre los
receptores mGlur5 (47.9%) y H2 (31.4%) y genera actividad antagonica en los
receptores 5SHT6 (44.3%) y SHT7A (45.3%). El extracto 6521 tiene actividad

en el transportador del neurotransmisor serotonina SERT (32.7%).
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9. ANEXOS

9.1. FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS POR MPLC.

Figura 27. Procedimiento de fraccionamiento de los extractos. En la figura se muestra
una columna fase reversa RP-18 y los tubos en donde se recolect6 aproximadamente

20 ml.



1-17 Fraccion A
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= |
]

@43-68 Fraccion D

Figura 28. Cromatografia de capa fina (Fase reversa RP-18) de cada uno los tubos
recolectados en la cromatografica de presion media (MPLC). En base a la similitud
del patrén de manchas en el cromatograma se agruparon como Fraccion A, B, Co D
(A y D mostradas en la figura) en balones para su posterior evaporacion.
Cromatogramas de las fracciones en el sistema de solventes CH3CN-MeOH (4:6)

con el revelador Vanilina-acido sulfurico.



Figura 29. Ejemplo de agrupacion del volumen de tubos que presentaron un patron

similar en la cromatografia de capa fina.

Figura 30. Evaporacion de los solventes de cada fraccion. Se utilizé diferentes niveles

de presion para cada solvente. La temperatura del bafio de agua fue 40 °C.



Figura 31. Preparacion de los extractos, fracciones y reconstituido para las pruebas de
campo abierto e inhibicidn del prepulso. Se pesa el extracto, luego se agrega 240 L
de DMSO vy luego se agrega 160 uL de agua ultrapura (12 horas antes) y al dia

siguiente se agrega 2 mL de agua ultrapura.



9.2 PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

Tabla 16. Peso de los individuos, cantidad administrada via oral para la prueba de campo

abierto del extracto 7158 y sus fracciones.

ID Peso del raton (g) Cantidad administrada (g) grupo
Q1287 33.7 - SS
S1324 35.6 - SS
T1330 32.7 - SS
U1336 35.2 - SS
W1355 27.3 - SS
W1359 34.2 - SS
Q1286 34.9 - Vehiculo
R1308 324 - Vehiculo
S1327 34.6 - Vehiculo
V1349 31.8 - Vehiculo
W1358 29.3 - Vehiculo
X1362 30.6 - Vehiculo
Q1292 34.5 0.000345 Clozapina
R1310 30.3 0.000303 Clozapina
T1329 34.9 0.000349 Clozapina
V1348 30.4 0.000304 Clozapina
W1357 35.4 0.000354 Clozapina
X1363 34.1 0.000341 Clozapina
Q1291 33.1 0.004965 Extracto 7158
R1311 30 0.0045 Extracto 7158
S1325 37.6 0.00564 Extracto 7158
U1335 36.5 0.005475 Extracto 7158
V1350 31.2 0.00468 Extracto 7158
X1367 34.2 0.00513 Extracto 7158
R1307 30.6 0.00459 Reconstituido
S1321 31.2 0.00468 Reconstituido
T1331 35.6 0.00534 Reconstituido

U1337 36 0.0054 Reconstituido



V1352
X1365
Q1289
R1312
T1332
U1338
V1351
X1366
Q1288
$1323
U1333
V1346
W1354
X1361
R1306
R1309
S1322
V1347
V1353
W1360
Q1290
S1326
T3128
U1334
W1356
X1364

31
33.9
35.1
31.6
35.7
31.6
31.3
34.8
34.5
35.1
36.2
30.1
31.7
334
32.6
34.3
375

32
32.9
29.5
33.9
39.4
324
30.1
32.3

31

0.00465
0.005085
0.000156897
0.000141252
0.000159579
0.000141252
0.000139911
0.000155556
0.00068379
0.000695682
0.000717484
0.000596582
0.000628294
0.000661988
0.002081836
0.002190398
0.00239475
0.00204352
0.002100994
0.00188387
0.002096037
0.002436102
0.002003292
0.001861083
0.001997109
0.00191673

Reconstituido
Reconstituido
Fraccion A
Fraccion A
Fraccion A
Fraccion A
Fraccion A
Fraccion A
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccion B
Fraccién C
Fraccién C
Fraccion C
Fraccién C
Fraccién C
Fraccion C
Fraccion D
Fraccion D
Fraccion D
Fraccion D
Fraccion D
Fraccion D

Tabla 17. Peso de los individuos, cantidad administrada via oral para la prueba de campo

abierto del extracto 6078 y sus fracciones.

Peso del raton

ID ©) Cantidad administrada (g) grupo
U1981 39.8 - SS
/1986 39.6 - SS
W2007 40.6 - SS
X2013 43.1 - SS

Y2043 37.9 - SS



R1936

S1940

T1976

V1997
V1998
Y2042
22048

T1978

u1982
V2000
X2012
X2015
22052

S1944

V1995
V1999
X2014
Y2040
Z2051

S1943

U1984
V2002
X2011
Y2039
Y2045
U1980
U1985
W2003
W2006
X2017
Z2050
T1977
U1983
V2001
w2008
Y2041
Z2040
T1979

39.3
39.1
36.6
38
42.8
37.2
41.8
40.1
37.4
45
36.7
38.8
41.8
38.6
44.8
40.1
35.4
36.1
42
39
42.2
39.4
39.8
37.8
37.6
40.9
41.2
36.9
39
37.8
43
40.3
38
444
41.8
40.5
38
38

0.000401
0.000374
0.00045
0.000367
0.000388
0.000418
0.00579
0.00672
0.006015
0.00531
0.005415
0.0063
0.00585
0.00633
0.00591
0.00597
0.00567
0.00564
0.003761982
0.003789576
0.003394062
0.00358722
0.003476844
0.00395514
0.00051584
0.0004864
0.00056832
0.00053504
0.0005184
0.0004864
0.00056392

SS
Vehiculo
Vehiculo
Vehiculo
Vehiculo
Vehiculo
Vehiculo
Clozapina
Clozapina
Clozapina
Clozapina
Clozapina
Clozapina

Extracto 6078
Extracto 6078
Extracto 6078
Extracto 6078
Extracto 6078
Extracto 6078
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Fracciéon A
Fracciéon A
Fracciéon A
Fracciéon A
Fracciéon A
Fracciéon A
Fraccién B
Fracciéon B
Fracciéon B
Fraccién B
Fracciéon B
Fracciéon B
Fraccién C



V1996 45 0.0006678 Fraccion C

W2004 39.6 0.000587664 Fraccion C
R1937 37.9 0.000562436 Fraccion C
R1942 38.1 0.000565404 Fraccion C
R1934 40.5 0.00060102 Fraccién C
S1945 38.9 0.001184894 Fraccién D
u1987 39.4 0.001200124 Fraccién D
W2005 44.2 0.001346332 Fraccién D
W2009 41.9 0.001276274 Fraccién D
Y2044 38.5 0.00117271 Fraccién D
R2049 40.2 0.001224492 Fraccién D

Tabla 18. Peso de los individuos, cantidad administrada via oral para la prueba de campo

abierto del extracto 6518 y sus fracciones.

Peso del raton

ID ) Cantidad administrada (g) grupo
03045 39.8 - SS
Q3063 31.3 - SS
R3077 37.6 - SS
S3080 37.7 - SS
u4001 34.8 - SS
V4007 39.4 - SS
Q3040 35 - Vehiculo
Q3059 39.7 - Vehiculo
Q3064 40.1 - Vehiculo
S3085 37.4 - Vehiculo
u4003 38.6 - Vehiculo
V4013 42.4 - Vehiculo
03041 35 0.00035 Clozapina
Q3061 40.4 0.000404 Clozapina
R3075 39.2 0.000392 Clozapina
S3084 36.7 0.000367 Clozapina
U4000 390.1 0.000391 Clozapina
V4012 35.9 0.000359 Clozapina

03044 39.8 0.00597 Extracto 6518



P3051
Q3065
$3082
T3090
V4011
P3046
P3048
Q3066
T3088
U4004

03042
P3049
R3076
T3086
U4002
U4006
03043
Q3060
R3078
T3087
U4005
V4009
03039
P3050
R3074
S3083
T3091
V4008
P3047
Q3062
S3079
S3081
T3089
V4010

41.4
35.8
41.3
325
39.6
42.3
42.1
39.3
38.8

39

40.2
39.5
39.1
37.2
39.6
39.3
41.3
38.3

39
36.3
38.5
36.7
41.9
39.2

40
41.5
35.3
38.6
44.5
41.8

41
39.2
36.4

37

0.00621
0.00537
0.006195
0.004875
0.00594
0.006345
0.006315
0.005895
0.00582
0.00585
0
0.001146102
0.001126145
0.001114741
0.001060572
0.001128996
0.001120443
0.000374178
0.000346998
0.00035334
0.000328878
0.00034881
0.000332502
0.00093018
0.00087024
0.000888
0.0009213
0.00078366
0.00085692
0.004014345
0.003770778
0.00369861
0.003536232
0.003283644
0.00333777

Extracto 6518
Extracto 6518
Extracto 6518
Extracto 6518
Extracto 6518
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Reconstituido
Fraccién A
Fraccién A
Fraccién A
Fraccién A
Fraccién A
Fraccién A
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fracciéon B
Fraccién B
Fraccion C
Fraccion C
Fraccién C
Fraccion C
Fraccion C
Fraccién C
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D



Tabla 19. Peso de los individuos, cantidad administrada via oral para la prueba de campo

abierto del extracto 6521 y sus fracciones.

ID Peso del raton (g) Cantidad administrada (g) grupo

1 36 - SS
16 35.2 - SS
23 38.1 - SS
34 32.7 - SS
42 35.6 - SS
49 37.1 - SS

3 29.2 - Vehiculo
14 35.8 - Vehiculo
26 37.2 - Vehiculo
29 39.6 - Vehiculo
38 33.9 - Vehiculo
47 36.8 - Vehiculo

2 36.7 0.000367 Clozapina
10 40.3 0.000403 Clozapina
25 35.1 0.000351 Clozapina
28 36 0.00036 Clozapina
45 35.8 0.000358 Clozapina
53 36 0.00036 Clozapina

6 35.2 0.00528 Extracto 6521
13 335 0.005025 Extracto 6521
27 38.6 0.00579 Extracto 6521
31 39.8 0.00597 Extracto 6521
40 33.2 0.00498 Extracto 6521
54 33.3 0.004995 Extracto 6521

4 33.9 0.005085 Reconstituido
17 37.1 0.005565 Reconstituido
21 38.7 0.005805 Reconstituido
32 33.9 0.005085 Reconstituido
39 33.1 0.004965 Reconstituido
48 34.4 0.00516 Reconstituido

5 34.7 0.000989297 Fraccion A
11 37.7 0.001074827 Fraccién A

22 34 0.00096934 Fraccion A



35
41
50

12
20
30
37
51

15
19
33
43
52

18
24
36
44
46

34.9
34.7
34.2
32.2
37.2
36.3
33.8
34.7
35
33.7
39.8
35.1
33.8
35
35.6
37.6
36.1
37
36
34.9
35.4

0.000994999
0.000989297
0.000975042
0.000291732
0.000337032
0.000328878
0.000306228
0.000314382
0.0003171
0.00074814
0.00088356
0.00077922
0.00075036
0.000777
0.00079032
0.003391896
0.003256581
0.00333777
0.00324756
0.003148329
0.003193434

9.3 PRUEBA DE INHIBICION DEL PREPULSO

Tabla 20. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fraccion A extracto 7158.

Fracciéon A
Fraccién A
Fracciéon A
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccién B
Fraccion C
Fraccién C
Fraccion C
Fraccion C
Fraccién C
Fraccion C
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D
Fraccién D

Cantidad
Codigo de raton  Tratamiento  Peso (Q) administrada
(@)
Q1287 VISS 35.3 -
S1324 VISS 38.7 -
T1330 VISS 385 -
U1336 VISS 37.9 -



Q1286 VIMK-801 37.6 -

R1308 V/IMK-801 33.5 -
S1327 VIMK-801 34.2 -
V1349 VIMK-801 31.6 -
Q1292 CZ/MK-801 37.5 0.000375
Y1372 CZ/MK-801 31.7 0.000317
V1348 CZ/MK-801 30.8 0.000308
W1357 CZ/MK-801 36.5 0.000365
Q1288 7158-A/801 36.6 0.000163602
Y1374 7158-A/801 30.1 0.000134547
U1333 7158-A/801 36.6 0.000163602
X1361 7158-A/801 36.5 0.000163155

Tabla 21. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicidn del prepulso de la fraccion B extracto 7158.

Cantidad
Codigo de ratobn  Tratamiento  Peso (g) administrada
(9)
Q1287 VISS 35.3 -
S1324 V/SS 38.7 -
T1330 VISS 38.5 -
U1336 VISS 37.9 -
Q1286 V/MK-801 37.6 -
R1308 V/MK-801 335 -
S1327 V/MK-801 34.2 -
V1349 V/MK-801 31.6 -
Q1292 CZ/MK-801 37.5 0.000375
Y1372 CZ/MK-801 31.7 0.000317
V1348 CZ/MK-801 30.8 0.000308
W1357 CZ/MK-801 36.5 0.000365
Q1288 7158-A/801 36.6 0.000163602
Y1374 7158-A/801 30.1 0.000134547
U1333 7158-A/801 36.6 0.000163602

X1361 7158-A/801 36.5 0.000163155



Tabla 22. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicidn del prepulso de la fraccion C extracto 7158.

Cantidad
Codigo de raton  Tratamiento Peso (g) administrada
9
Al1486 VISS 33.1 i
AI1490 VISS 30.8 i
AJ1494 VISS 30.6 i
AJ1498 V/SS 32.2 i
Al1487 VIMK-801 34.3 i
Al1491 VIMK-801 34.4 i
AJ1495 VIMK-801 31.1 i
AJ1498 VIMK-801 32.2 i
Al1488 CZIMK-801 337 0.000337
Al1492 CZIMK-801 335 0.000335
AJ1496 CZIMK-801  29.2 0.000292
AK1508 CZIMK-801 326 0.000326
Al1489 71582;8{'\" K- 351 0.002241486
Al1493 7158;{“" K- 336 0.002145696
AJ1497 7158;{“" K- 305 0.00207545
AJl1501  (1O8-CIMK- g, 0.002215942
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Tabla 23. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicidn del prepulso de la fraccion A extracto 6078.

Cantidad
Cadigo de raton Tratamiento Peso (g) administrada
(9)
AZ1713 VISS 33.8 i
A1735 VISS 38.3 i
B1760 VISS 32.9 i
A1741 V/SS 36.1 i
AY1704 VIMK-801 38.2 i
AY1705 VIMK-801 38.6 i
A1738 VIMK-801 34.3 i
C1773 VIMK-801 313 i
AY1710 CZ/MK-801 40.4 0.000404
AZ1719 CZ/MK-801 37.9 0.000379
AZ1715 CZ/MK-801 33 0.00033
C1772 CZIMK-801 417 0.000417
AY1709 60782;9{'\" K- 403 0.003706794
AZ1716 6078£{“" K- 38.8 0.003568824
A1736 6078£{“" K- 402 0.003697596
B1766 6078£{“" K- 33.8 0.003108924

Tabla 24. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fraccion B extracto 6078.

Cantidad
Caodigo de raton Tratamiento Peso (g) administrada

(9)
AZ2881 VISS 42.2 -
AZ2879 VISS 455 -




AF2932 VISS 37.6 -

52948 V/SS 35.9 ]
AZ2877 VIMK-801 44.2 ]
AZ2876 VIMK-801 39,5 ]
AF2927 VIMK-801 36 ]

A2953 VIMK-801 30.8 ]
AZ2882 CZIMK-801 43.8 0.000438
AZ2777 CZ/IMK-801 41.8 0.000418
AF2930 CZ/IMK-801 35.2 0.000352

A2910 CZIMK-801 39.2 0.000392
AZ2878 60785;5’{'\" S 41.4 0.00052578
AF2931 60785;(?{'\" K- 39.2 0.00049784
AF2929 60785;(?{'\" K- 34.8 0.00044196

H2952 60785;(?{'\" K- 36.1 0.00045847

Tabla 25. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fraccion C extracto 6078.

Cantidad
Caodigo de raton Tratamiento Peso (g) administrada
(9)

01915 VISS 40.3 -
01910 VISS 39 -
P1920 VISS 36.8 -
P1922 VISS 36.4 -
01911 V/MK-801 38.5 -
01916 VIMK-801 37.4 -
P1930 V/IMK-801 36 -
P1919 V/MK-801 39 -
01914 CZ/MK-801 40.6 0.000406
01913 CZ/MK-801 414 0.000414
P1924 CZ/MK-801 34.1 0.000341

P1925 CZ/MK-801 34.8 0.000348



6078-C/MK-

01917 "~ 37.3 0.000553532
01912 60785';(0:{'\’"(‘ 39.7 0.000589148
P1921 60785';(0:{'\’"(‘ 33.4 0.000495656
P1018 60785';(0:{'\’"(‘ 37.7 0.000559468

Tabla 26. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fracciéon D extracto 6078.

Cantidad
Cadigo de raton Tratamiento Peso (g) administrada
9)
D1778 VISS 37.6 i
D1783 VISS 35.1 i
H1833 V/SS 38 i
F1794 VISS 36.8 i
D1782 VIMK-801 35.9 i
E1838 VIMK-801 36.4 i
F1794 VIMK-801 40.2 i
F1796 VIMK-801 38.3 i
D1781 CZ/MK-801 37.1 0.000371
H1836 CZ/IMK-801 403 0.000403
F1901 CZ/MK-801 37.1 0.000371
F1797 CZ/MK-801 402 0.000402
D1778 6078;)){'\/' K- 36.8 0.001121112
D1785 6078;)){'\/' K- 38 0.00115767
F1799 60785'38{'\" K- 34.6 0.001054089
D1847 6078-D/MK- 38.4 0.001169856
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Tabla 27. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicidn del prepulso de la fraccion A extracto 6518.

Cantidad
Codigo de raton ~ Tratamiento Peso (g) administrada
9
G1809 VI/SS 404 i
G1813 VISS 38.3 i
H1817 VISS 38 i
H1821 V/SS 36.4 i
G1810 VIMK-801 39.4 i
G1814 VIMK-801 37.4 i
H1818 VIMK-801 35.3 i
H1822 VIMK-801 38 i
G1811 CZ/MK-801 38.7 0.000387
G1815 CZ/MK-801 423 0.000423
H1819 CZ/MK-801 375 0.000375
H1824 CZ/MK-801 36.2 0.000362
G1812 65182;9{'\" K- 33.9 0.000966489
G1816 6518£{“" K- 37.8 0.001077678
H1820 6518£{“" K- 376 0.001071976
H1824 6518£{“" K- 36.2 0.001032062

Tabla 28. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicidn del prepulso de la fraccion B extracto 6518.

Cantidad
Codigo de raton  Tratamiento Peso (g) administrada
(9)
AZ2881 VISS 42.2 -
AZ2879 VISS 455 -
AF2932 VISS 37.6 -

G2948 VISS 35.9 -



AZ2877 V/MK-801 44.2 -

AZ2876 V/MK-801 39.5 -
AF2927 V/MK-801 36 -
A2953 V/MK-801 30.8 -
AZ2882 CZ/MK-801 43.8 0.000438
AZ2777 CZ/MK-801 41.8 0.000418
AF2930 CZ/MK-801 35.2 0.000352
A2910 CZ/MK-801 39.2 0.000392
AZ2884 65186';5{'\/' K- 40.5 0.00036693
AF2928 65188;(?{'\/' K- 37.1 0.000336126
G2947 65188;('?{'\/' K- 37.1 0.000336126
H2951 65188;('?{'\/' K- 32,5 0.00029445

Tabla 29. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fraccion C extracto 6518.

Cantidad
Codigo de raton  Tratamiento Peso (g) administrada
(9)
A01569 VISS 30.6 -
AO01573 V/SS 41 -
AP1577 VISS 36.2 -
AP1581 V/SS 37.2 -
AO01570 V/MK-801 36.3 -
AO1574 V/IMK-801 34.1 -
AP1578 V/MK-801 36.8 -
AP1582 V/IMK-801 36.8 -
AO1571 CZ/MK-801 39.4 0.000394
AO01575 CZ/MK-801 36.8 0.000368
AP1579 CZ/MK-801 38.2 0.000382
AP1583 CZ/MK-801 33.4 0.000334
A01572 6518-C/MK- 37.9 0.00084138
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6518-C/MK-

AO1576 "~ 39.3 0.00087246
AP1580 65185';(0:{'\’"(‘ 35.5 0.0007881
AP1595 65185';(0:{'\’"(‘ 34.2 0.00075924

Tabla 30. Peso de los individuos y cantidad administrada via oral para la prueba de

inhibicion del prepulso de la fraccion D extracto 6518.

Cantidad
Codigo de raton  Tratamiento Peso (Q) administrada
9
AM1546 V/SS 32 -
AM1550 V/SS 34.7 -
N1554 V/SS 35.2 -
N1558 V/SS 35.3 -
AM1547 V/MK-801 33.2 -
AM1551 V/IMK-801 34 -
N1555 V/MK-801 29.7 -
N1561 V/MK-801 35.9 -
AM1548 CZ/MK-801 33 0.00033
AM1552 CZ/MK-801 29.7 0.000297
N1556 CZ/MK-801 31.3 0.000313
N1560 CZ/MK-801 31.2 0.000312
AM1549 6518ég{'v' K- 33.1 0.002985951
AO1553 6518ég{'v' K- 37 0.00333777
N1557 65185'35{'\/' K- 29.9 0.002697279
N1561 6518-D/MK- 36.3 0.003274623
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9.4. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD

Tabla 31. Distribucién de las concentraciones seriadas de los tratamientos.

PLACA No.1.1-29 CONCENTRACION DE EXTRACTO EN CADA WELL EN ug/ml.

MUESTRA # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

11-19 [ C 7158-A 7158-A 7158-B 7158-B  7158-C 7158-C 7158-D  7158-D 7158 7158
A'| BLANK 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
B| CONTROL 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500
C| CONTROL 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625
D| CONTROL 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906

MUESTRA #

1181 6518-A  6518-A 6518-B 6518-B 6518-C 6518-C 6518-D 6518-D 6518 6518 OZAPINA OZAPINA
E| 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 6.50 6.50

Fl 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 62.500 1.625 1625
G| 15.625 15.625 15.625 15,625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 0.406 0.406
H 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 3.906 0.102 0.102

BLANK= 200 ul medio sin celulas.
CONTROL= wells con celulas concentracion 0.0 de los extractos

Tabla 32. Densidad Optica y porcentaje de crecimiento de las células HOC2 al ser

expuestas por 72 horas con las diferentes fracciones del extracto 7158 y 6518.



)S: PLACAS1.1-8.1
.0 CONTROL 0 HORAS. DENSIDADES OPTICAS OBTENIDAS O NUMERO DE CELULAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
HIC2 B 373 R22 VERO
A | 0000
B | 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
c | 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
D | 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
E | 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
Fo 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
G | 01268  0.1353 01182 0093  0.0535
MEDIA 0127 0135 0118 0094 0053
PLACA 1.1 DADES OPTICAS OBTENIDAS. Células HIC2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0394 0403 0045 0042 0066 0055 0080 0101 0271 0245 0048 0078
B | 0458 0455  0.185 0.180 0078 0067 0191 019 0280 0277 0137 0.139
C | 0443 0467 0357 0322 0188 0154 0387 0362 0418 0438 0372 0.352
D | 0462 0443 0351 0367 0358 0354 0430 0428 0481 0453 0434 0.441
E | 0348 0365 0268 0231 0352 0330 0306 0312 0357 035 0444 0475
F | 0410 038 0429 0458 0427 0485 0454 0476 0457 0481 0481 0.465
G | 0403 0426 0493 0521 0453 0495 0485 0450 0467 0487 0454 0.446
H | 0443 0427 0474 0498 0489 0447 0471 045 0452 0464 0455 0.463
To = 0126773 T71= 0454373333 Ter= 03276 Factor= 3052503 DUPLICACIO 258
PORCENTAJE DE CRECIMIENTO.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
c 7158-A | 7158-A  7158-B 7158-B 7158-C  7158-C 7158-D 7158-D 7158 7158
A 84.4 248 258 -186 218 -14.4 77 440 361 240 -149
B | 1001 17.7 163 -148 -182 195 23 467 459 31 38
c | 1040 704 505 186 8.4 793 77 8838 951 750 6838
D | %6 68.4 733 704 69.2 26 919 1081 995 938 9538
GI50= 267 22 6.7 61 308 284 56.1 55.7 253 233
6518-A 6518-A 6518-B  6518-B  6518-C  6518-C 6518-D 6518-D 6518 6518 CLOZAPINA CLOZAPINA
E | 676 727 432 319 68.6 619 548 565 704 695 %238 106.2
F | 864 799 21 1011 916 1094 %8 1065 1008 1081 1080 1031
G | 82 914 1117 1202 %94 1123 1095 987 10338 1100 999 975
H | 96 916 1059 1135 1105 976 105.1 100.4 992 102.9 100.1 1026
GI50= >250 >250  206.24 17393 >125 >125 >250 >250 >250 >250 >65 >65

Tabla 33. Regresion lineal a partir de cuatro diluciones seriadas de los compuestos
probados. SUPERYV (indica % de crecimiento). EI mostrado es para la fraccion 6518-

C sobre las células 3T3.

[C] LOG[C] SUPERV
mg/ml X Y

250 2.398 30.9
62.500 1.796 39.2
15.625 1.194 55.7

3.906 0.592 80.4
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Gréfico 25. Regresion lineal para el célculo de la inhibicién del crecimiento IC50. El

valor R para que sea estadisticamente significativo fue >0.95



