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Resumen

Galphimia glauca es una especie vegetal que ha sido empleada en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de los trastornos nerviosos. Un extracto

estandarizado de G. glauca mostro efectividad terapéutica en un estudio clinico doble
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ciego, controlado y aleatorizado en pacientes con trastorno de ansiedad
generalizada. Los compuestos que presentan la actividad ansiolitica son los nor-
secotriterpenos denominados Galphiminas; Galphimina-A y Galphimina-B son
prominentes por su efecto ansiolitico demostrado. En el presente trabajo la
administracion oral de diferentes dosis (1.0, 1.5, 3.25, 7.5, 15, 30, 45 mg/kg) de G-A
en ratones macho ICR sometidos a la prueba del laberinto elevado en forma de cruz
(LEC) fue capaz de inducir un efecto ansiolitico significativo; ninguna de las dosis
modificé la actividad motora espontdnea de los ratones en la prueba de campo
abierto (CA). La administracion de G-A (30 mg/kg, vo) en ratones inhibié el efecto
ansiogénico de picrotoxina (PTX, 2 mg/kg, i.p.), pero no el de bicuculina (BICC, 5
mg/kg, i.p.) ni pentilentetrazol (PTZ, 10 mg/kg i.p.) en el LEC. La combinacion de G-A
con estos farmacos se evaluo a través del registro extracelular in vivo de la amigdala
basolateral (ABL). Se indujo un incremento dosis-dependiente de la tasa de disparo
por la administracion (i.v.) de diferentes dosis de G-A, mientras que el diacepam
(DZP) disminuyd la tasa de disparo. La co-administracion de G-A con DZP o
flumazenilo (FMZ) no modificé el efecto producido por estos farmacos sobre la tasa
de disparo, lo cual sugiere que G-A no interactla directamente con el sistema
GABAEérgico, mientras que fue capaz de modificar el efecto producido porPTX, BICC
y FCF, evidenciando un mecanismo de accion diferente. Los resultados de los
registros electrofisiologicos en donde se co-administra G-A con los farmacos
glutamatérgicos evidencian que G-A no interactia directamente con MPEP, NMDA,
MK-801 en la ABL. Si bien es importante determinar el mecanismo de accion de

Galphimina-A por medio del cual ejerce su efecto ansiolitico, ain no queda claro cual
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es éste;a través de los resultados de este trabajo sabemos que Galphimina-A no
ejerce el efecto ansiolitico por modular directamente a los sistemasGABAérgico y

Glutamatérgico de la amigdala basolateral.

Palabras clave: Galphimia glauca; ansiedad; Galphimina-A; laberinto elevado en
forma de cruz; campo abierto; registros electrofisiologicos; amigdala basolateral,

bicuculina; pictrotoxina; pentilenetetrazol; faclofén; MPEP, NMDA, MK-801.

Abstract
Galphimiaglaucais a plant species that has been used in Mexican Traditional
Medicine for the treatment of Central nervous system disorders. A standardized

extract of G. glauca by means of double-blind, controlled, and randomized clinical
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studies, has demonstrated therapeutic effectiveness in patients with generalized
anxiety disorder. The anxiolytic compounds are the nor-secotriterpenesGalphimines,
Galphimine-A (G-A) and Galphimine-B are prominent for their anxiolytic effect. In the
present work, the oral administration of different doses (1.0, 1.5, 3.25, 7.5, 15, 30, 45
mg/kg) of G-A in ICR male mice submitted to the Elevated Plus Maze (EPM) test was
capable of inducing a significant anxiolytic effect, while any of the doses modified the
spontaneous motor activity of the mice in the Open field test (OFT). The
administration of G-A (30 mg/kg, p.o.) in mice inhibited the anxiogenic effect of
picrotoxin (PTX, 2 mg/kg, i.p.), but not of bicuculline (BCC, 5 mg/kg, i.p.) and
pentylenetetrazole (PTZ, 10 mg/kg. i.p.) in the EPM. The combination of G-A with
these drugs was evaluated by means of in vivo extracellular recordings in basolateral
amygdala (BLA). A dose-dependent increase of the firing rate on BLA neurons was
induced by the administration (i.v.) of different doses of G-A, while diazepam (DZP)
decreased the firing rate. The co-administration of G-A with DZP or flumazenilo (FMZ)
did not modify the effect produced by these drugs on the firing rate. However, the co-
administration of G-A modified the effect produced by PTX. G-A was able to produce
an anxiolytic effect when administered at different doses orally in mice, without
inducing an associated sedative effect. Electrophysiological recordings showed that
the effect produced by G-A is different of that of DZP and suggest that G-A do not
interact directly with the GABAergic system, while it was able to modify the effect
produced by PTX, BCC and Phaclofen evidencing a different action mechanism. The
results of the electrophysiological recordings where G-A is co-administered with

glutamatergic drugs, show that G-A does not interact directly with the MPEP, NMDA,

Pagina X



MK-801 in the BLA. While it is important to determine the mechanism of action of
Galphimina-A by which exerts its anxiolytic effect, it is still not clear what is this;
through the results of this work we know Galphimina-A does not exert the anxiolytic
effect, by directly modulate the GABAergic and glutamatergic systems in the

basolateral amygdala.

Key words:
Galphimiaglauca; anxiety; Galphimine-A; elevated plus maze test; open field test;
electrophysiological recordings; basolateral amygdala; bicuculline; picrotoxin;

pentylenetetrazole; phaclophen; MPEP; NMDA; MK-801.
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1. Introduccidn

Actualmente los trastornos de ansiedad son las enfermedades psiquiatricas con
mayor prevalencia en Europa y Norteamérica, incluyendo México, y como tales
representan una grave y creciente preocupacion para los sistemas de salud. El
tratamiento mas empleado ha sido el uso de las benzodiacepinas (BZD) por su
rapida accion y potentes efectos, pero con graves efectos secundarios como
tolerancia, dependencia y adiccion. Otras alternativas son los antidepresivos
triciclicos, inhibidores de la enzima monoaminooxidasa, Inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina y noradrenalina, cuyos efectos se presentan después de
varias semanas de administracion, resultando en poco apego a éstos por parte de los
pacientes, ademas con efectos colaterales. En los ultimos afios se hanbuscado
recursos a partir de las plantas medicinales. Una de ellas es calderona amarilla
(Galphimia glauca) para el tratamiento de trastornos nerviosos. Los antecedentes
farmacolégicos han demostrado el efecto ansiolitico de compuestos aislados
comogalphimina-B (G-B), galphimina-E (G-E) ygalphimina-A (G-A). Por resultados
obtenidos mediante técnicas de electrofisiologia se sabe que G-B inhibe
selectivamente a las neuronas dopaminérgicas del area tegmentalventral, sin que se
haya dilucidado el mecanismo de accién. Galphimina-A es una molécula que se
diferencia de G-B porque en lugar de tener un hidrégeno en el carbono 6 presenta un
grupo hidroxilo. En este trabajo se evalu6 farmacologica y electrofisioldgicamente la
interaccion de G-A con el sistema GABAérgico en modelos conductuales y

electrofisiolégicos.
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2. Antecedentes

2.1Ansiedad
La ansiedad es una respuesta normal y adaptativa del individuo para mantener un
equilibrio con su entorno. Es una respuesta a la anticipacion de una situacion
imaginada o real, la cual tiene una combinacion de sintomas somaticos vy
vegetativos. Los sintomas somaticos o fisicos son multiples e incluyen incremento en
la frecuencia cardiaca, dolor de cabeza, mareo o aturdimiento, nduseas y/o vomito,
diarrea, hormigueo, tez pélida, sudoracion, entumecimiento, dificultad pararespirar y
la sensacion de opresion en el pecho, el cuello, los hombros o las manos(Kalining,
2011). Estos sintomas son producidos por las reacciones hormonales, musculares y

cardiovasculares involucradas en la reaccion de lucha o huida.

Los “trastornos de ansiedad” son las manifestaciones patoldgicas de la ansiedad y
son eventos cronico-discapacitantes. Es un término general que abarca varias
formas diferentes de miedo y ansiedad anormales ypatoldgicos, y se presentan a
menudo comorbilidad con otros trastornos mentales,en especial la depresion. Estas
condiciones suelen estar relacionados con experiencias estresantes de la vida,
especialmente cuando son crénicas y traumaticas. El estrés parece actuar como un
factor precipitante y de predisposicion en estas condiciones psiquiatricas. Uno caso
extremo en patrticular, es el trastorno por estrés postraumatico (TEPT), un trastorno

de ansiedad cronica desarrollado en las consecuencias de la exposicion al estrés
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traumatico y que persiste mucho después de la eliminacion de los factores de estrés

que participan(Jiang X., Chen A., Smerin S. , Zhang L , & H., 2011).

Los trastornos de ansiedad han sido clasificados(Cannistraro & Rauch, 2003) y
ampliamente caracterizadosen el “Manual Diagnéstico y Estadistico de los

Trastornos Mentales”(Cavallini & Bellodi, 2001; "Trastornos de ansiedad,” 1995).

En México, los trastornos de ansiedad son los que se presentan con mayor
frecuencia (14.3 %) siendo las mujeres las que presentan mayor prevalencia
mostrando una relacion 2:1 con los hombres. La frecuencia en México de estos
trastornos es: fobia especifica (7.1 %), fobia social (4.7 %), trastorno por estrés
postraumatico (2.6 %), agorafobia sin crisis de angustia (2.5 %), Crisis de angustia

(2.1 %) (Medina-Mora et al., 2003).

2.1.1Mecanismos fisiopatologicos de los trastornos de ansiedad

Los trastornos de ansiedad son un grupo heterogéneo de enfermedades, en donde la
etiologia y patogénesisno es del todo clara, pero la disfuncion de algunas regiones
cerebrales como la amigdala, corteza cingulada anterior, hipocampo y corteza
prefrontal media pueden ser las responsables.Una de las estructuras mas
importantes la cual se vincula con la aparicion de los trastornos de ansiedad es la

amigdala (Charney, 2003).
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2.2 Laamigdala

Esta estructura cerebral forma parte del sistema limbico, el cual es el centro
emocional del cerebro (Kim & Gorman, 2005). La amigdala consolida estados
emocionales como el miedo y la ansiedad(Kaufmann, Humpel, Alheid, & Marksteiner,
2003)de tal forma que modula las emociones que atemorizan a los individuos(Kent,
Mathew, & Gorman, 2002; Paré, Quirk, & Ledoux, 2004). El miedo es el principal
sintoma del trastorno de ansiedad y su comprensiéon ha permitido entender a este
grupo de enfermedades(Garakani, Mathew, & Charney, 2006). Esta zona forma un
complejo de estructuras como: los nucleos lateral, basal, central basal accesorio,
medial y cortical y llamados en conjunto la amigdala basolateral (ABL), ésta recibe
informacion sensorial del talamo, corteza e hipocampo ventral lo que activa y modula
la transmisién sindptica en areas blanco, apropiadas para la integracion de la
informacion sensorial. La amigdala manda proyecciones sinpticas a corteza frontal
orbital, hipocampo, estriado ventral y dorsal y nucleo central de la amigdala (ACe),
provocando diversas respuestas conductuales en los individuos(McDonald, 1998). La
regulacion de la ansiedad en la amigdala se modula por diferentes
neurotransmisores y la modulacionde éstos en la amigdala, ejerce efectos
ansioliticos(M. Davis, 1992). La amigdala es una estructura anatOmicamente
heterogénea que se compone de mas de 10 nucleos y areas corticales con sus
subdivisiones, cada una de las cuales tiene caracteristicas unicas en cuanto a
composicion molecular, citoarquitectura, naturaleza quimica e interconexiones
(Pitkdnen, Savander, Nurminen, & Ylinen, 2003). De manera consistente con su

estructura anatémica, las funciones de los diferente nucleos amigdalinos varian
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desde determinan la significancia emocional de las sefiales sensoriales hasta
modular la memoria los recuerdos emotivos y la atencion. Un dafio o funcionamiento
anormal de la amigdala o alguno de sus subnucleos puede dirigir en la aparicion de
diversos padecimientos humanos, tales como la epilepsia, enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, esquizofrenia, depresion, adiccion, trastorno de estrés postraumatico,
compromete la evaluacion de las sefales sociales en el ambiente(Pitkanen et al.,

2003).

2.3 Acido y-amino-butirico (GABA) en la ansiedad

Es un neurotransmisor inhibidor, tiene distribucién ubicua y esta presente en mas del
50% de las sinapsis centrales(Ashton & Young, 2003; Cryan & Kaupmann, 2005). La
neurotransmision GABAGérgicapostsingptica a las vias monoaminérgicas en el
hipocampo, ndcleo accumbens, septo lateral, sustancia gris periacueductal y la
amigdala es crucial en la ansiedad (Millan & Brocco, 2003). La amigdala tiene
grancantidad de receptores a GABA tipo A (GABAAR), por lo que es uno de los
principales sitios de accion de las benzodiacepinas (BZD)(Niehoff & Kuhar, 1983). La
ABL es la region primaria de aferencia cortical y talamica(Lack, Diaz, Chappell,
DuBois, & McCool, 2007), y la neurotransmision mediada por GABAAR induce
efectos ansioliticos (Scott Keith Sanders & Anantha Shekhar, 1995; S. K. Sanders &
A. Shekhar, 1995). GABA activa dos clases de receptores en regiones involucradas
en los trastornos de ansiedad como la amigdala, 1)inotropicos GABAA (GABAAR) y

GABAc (GABACR) y 2)metabotrépicos GABAs (GABABsR). Los receptores de GABA
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tienen multiples sitios de unién para BZD, bicuculina, picrotéxina, barbituricos y otros
anestésicos y se modulan alostéricamente. Los receptores inotropicos son
glicoproteinas integralesheterodiméricascon 5 subunidades que rodean a un canal de
Cl. El GABA&R estéa constituido de varias subunidades (o.,B,y, 9, 6, €, «, p), siendo las
subunidades a y vy el sitio de unién de BZD (Nemeroff, 2003; Olsen, 2002; Wong &
Snead, 2001). Se sugieren al menos 20 combinaciones de las subunidades para dar
lugar a diferentes subtipos de GABAAR (Rudolph & Mdhler, 2006). Los receptores
(a1lp2y2) son selectivamente activados por muscimol, antagonizados
competitivamente por bicuculina y no-competitivamente por picrotoxina. La
selectividad de GABAaAR genera perfiles farmacolégicos en diferentes regiones
cerebrales, asi los sitios de unién para diferentes farmacos depende de las
combinaciones de las subunidades o y y(Korpi, Grunder, & Luddens, 2002).La
densidad de los GABAAR se modifica en estados de ansiedad y por agentes
ansioliticos(Millan & Brocco, 2003). La ABL esta bajo el control tonico GABAérgico,
asi que el bloqgueode GABA, provoca un estado cronico de ansiedad, mediada por
receptores NMDA (acido N-metil-D-aspartato) (Shekhar, Sajdyk, Gehlert, & Rainnie,
2003). La aplicacion de estimulos condicionantes en animales de laboratorio produce
sobre-activaciéon de la amigdala lo que lleva a trastornos de ansiedad (Quirk &
Gehlert, 2003). Algunos GABAAR involucrados en vias especificas de sefalizacion
en aspectos de conducta, que generan corrientes post-sinapticas inhibidoras en ABL
estan mediadas por a1 y a2 del GABAAR, mientras que en ACe solo participan los

GABAAR que contienen a2 (Marowsky, Fritschy, & Vogt, 2004). La administracion de
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BZD aumenta la corriente postsinaptica inhibidora tanto en la ABL como en ACe.
Zolpiden (sedante no benzodiacepinico) mejora la corriente inhibitoria en ABL y en
ACe soOlo actua a concentraciones altas (Kang-Park, Wilson, & Moore, 2004). El
receptor GABAs (GABA&R) es una proteina G heterodimérica, acoplada a canales de
Ca?* o K*. Hay evidencia de que ratones deficientes de los GABAg)R presentan
mayores niveles de ansiedad que los ratones silvestres (wt)en la prueba de claro-
oscuro y presentan un efecto ansiolitico disminuido de BZD. Asi, se sugiere que la
activacion de GABAsR puede disminuir la ansiedad y que la administracion de
baclofeno(un agonista GABAsR) produce efectos ansioliticos, en crias de roedores
disminuye el llamado a su madre por separacion, disminuye el conflicto
enVogel(Cryan & Kaupmann, 2005; Jacobson & Cryan, 2008). Ratones deficientes
de GABAB)R tienen un fenotipo ansioso y efectos disminuidos a BZD, observado en
diferentes pruebas de ansiedad (Mombereau et al., 2005; Mombereau, Kaupmann,
van der Putten, & Cryan, 2004).En modelo animal baclofeno tiene efectos ansioliticos
y revierte la respuesta ansiogénicadel sindrome de abstinencia a diacepam(File,
Kenny, & Cheeta, 2000). Clinicamente, ha mostrado efecto ansiolitico en pacientes
con abstinencia al alcohol, estrés postraumatico y trastornos de péanico (Drake et al.,

2003).

2.4  Glutamato en la ansiedad
El glutamato participa en la ansiedad por receptores inotropicos y metabotropicos.
Los primeros provocan despolarizacion de la membrana plasmatica. Estan

compuestos de 4 distintas subunidades, se subdividen en (Coyle, Leski, & Morrison,

Pagina | 7



2002 ; Simeone, Sanchez, & Rho, 2004): a) rNMDAreceptores de acido N-metil-D-
aspartato; b) rAMPAreceptores de acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propiénico(GIuR1 a GluR4); c) rKainatoreceptores dekainato, (GIuR5 al GIuR5 y
KA1, 2). La administraciébn de antagonistas a los receptores NMDA y no-NMDA
(AMPA) reduce la ansiedad y presenta efectos antidepresivos (Miserendino,
Sananes, Melia, & Davis, 1990; Poleszak et al., 2004). La modulacion farmacolégica
en los receptores NMDA se da en diferentes sitios: I) de reconocimiento a glutamato;
II) de reconocimiento a glicina insensible a estricnina; 1ll) de reconocimiento a
fenciclidina dentro del poro del canal y 1V) un sitio facilitador de poliaminas(Wiley et
al., 1998). En estudios preclinicos la administracion de moduladores de los
receptores NMDA, AMPA/kainato y receptores metabotrépicos pueden ejercer
efectos ansioliticos (Bergink, van Megen and, & Westenberg, 2004). Es probable que
los compuestos con capacidad ansiolitica y antiestrés actien a través de disminuir la
transmision glutamatérgica(Gorman, 2003), lo que se consigue por bloquear los
receptores inotropicos como el NMDA y los mGIuR del grupo I.Se ha demostrado la
participacion de mecanismos glutamatérgicos, por la via de los rNMDA en la
ansiedad, ya que tanto antagonistas competitivos como no-competitivos muestran
efectos ansioliticos en diferentes modelos animales (Ferreira & Morato, 1996). El
bloqueo del rNMDA por diferentes dosis de magnesio (Mg), induce un efecto
ansiolitico sin afectar la actividad locomotora(Poleszak et al.,, 2004). La
administracion a ratas del antagonista no-competitivo del receptor NMDA, (+)-MK-

801 (dizocilpina a 0.03 o 0.06 mg/kg), provoca un incremento en la exploracion de
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brazos abiertos del laberinto elevado en forma de cruz (LEC), indicando un efecto
ansiolitico (Bertoglio & Carobrez, 2003). Ratas jovenes que reciben MK-801 via
subcutanea muestran una disminucion de sus niveles de ansiedad,apoyando la
participacion de los rNMDA en los procesos de ansiedad (Latysheva & Rayevsky,
2003). La administracion hipocampal del antagonista de rNMDA, AP-7 (acido amino
fosfonoheptanoico), induce disminucion en la exploracion del LEC después de una
sesion de estrés y una reduccion del tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion
forzada, evidenciando la participacion de los rNMDA del hipocampo en trastornos
psiquiatricos (Padovan & Guimardes, 2004). El uso de los antagonistas de los
receptores NMDA como farmacos ansioliticos es limitado debido a los efectos
colaterales que inducen: ataxia, relajacion muscular, deterioro en aprendizaje-
memoria y acciones psicoticomiméticas(Chojnacka-Wojcik, Ktodzinska, & Pilc, 2001).
No obstante, el manejo farmacolégico-experimental de  mecanismos
glutamatérgicoses una herramienta relevante en la busqueda del mecanismo de
accion de nuevas sustancias Utiles en el tratamiento de trastornosde ansiedad. Se ha
sugerido que el bloqueo directo de los receptores inotrépicos puede ser un
mecanismo viable en la busqueda de nuevos tratamientos ansioliticos. La
administracion aguda de cetamina (antagonista de rNMDA) a pacientes produce un
inicio rapido del efecto antidepresivo, respuesta que dura algunos dias (Zarate, Jr,
Singh, Carlson, & et al., 2006).Los receptores AMPA/GLUK5S (kainato) se encuentran
localizados en la ABL (Li, Chen, Xing, Wei, & Rogawski, 2001)son bloqueados no-

selectivamente por el acido LY293558 y selectivamente por el LY382884, ambas
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sustancias tienen efecto ansiolitico demostrada en el modelo de conflicto de Vogel(A.

Alt et al., 2006; Andrew Alt et al., 2007).

Los receptores metabotropicos (mGIuR) estan acoplados a proteinas G y la
generacion de segundos mensajeros. Se han agrupado en 3 diferentes categorias
(Coyle et al., 2002 ; Simeone et al., 2004): a) Grupo | (mGIuR1 y mGIuR5). Estan
acoplados a fosfolipasa-C (PLC), lo cual provoca la hidrdlisis de fosfoinositoles y la
liberacién de Ca?* desde almacenes intracelulares; b) Grupo Il (MGIuR2 y mGIuR3);
c) Grupo llI (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8). Los grupos Il y lll, estan
acoplados negativamente a la adenilatociclasa(Amiel & Mathew, 2007).La activacion
de los receptores mGIuR tipo Il produce ansiolisis en animales y humanos (Schoepp,
Wright, Levine, Gaydos, & Potter, 2003). La regulaciéon glutamatérgicaes un blanco
terapéutico del cual deben evaluarse los mecanismos metabotropicos involucrados
con este neurotransmisor. Andlisis experimentales sugieren que los mGIuR del grupo
| estan involucrados en procesos de estrés y ansiedad (Yap, Covington, Gale, Datta,
& Miczek, 2005). EI EMQMCM (antagonista de alta afinidad para mGIuR1) (Léscher
et al., 2006) penetra la barrera hematoencefalica e inhibe la respuesta de roedores
durante la prueba de condicionamiento contextual al miedo (Pietraszek et al., 2005).
El antagonista selectivo de mGlul, JNJ16259685, un analogo metabdlicamente
estable de EMQMCM, produce una respuesta ansiolitica en el modelo de Vogel, pero
no en el modelo de laberinto elevado en forma de cero (Steckler et al., 2005). La
administracion aguda de esta sustancia disminuye la actividad motora espontanea de

las ratas y tiene una tendencia para incrementar este parametro después de la
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cesacion con el tratamiento cronico (Steckler et al., 2005). EMQMCM o LY456236 no
modifican la actividad motora, pero reducen la actividad motora vertical (Pietraszek et
al., 2005)(Dravolina, Danysz, & Bespalov, 2006).Resultados a partir de técnicas
inmuno-histoquimicas, indican que en regiones del sistema limbico involucradas en la
ansiedad, se expresan los mGIluR5 (Besheer & Hodge, 2004; Shigemoto et al., 1993).
La administracion sistémica a ratas del antagonista para los mGIuR5 MPEP
(Gasparini et al., 1999), provoca cambios conductuales como incremento en el tiempo
y en el nimero de cruces a los brazos abiertos de un laberinto elevado, los cuales
son parametros de disminucion de los estados de ansiedad (Spooren et al., 2000),
también induce un efecto ansiolitico en la prueba de interaccion social (Tatarczynska
et al., 2001). EIl MTEPes un potente antagonista de los mGIuR5, induce ansiolisis
evaluada en diferentes modelos conductuales, a través de un mecanismo no

dependiente de GABA (Aleksandra Klodzinska et al., 2004).

Los mGIuR del grupo Il y lll disminuyen la neurotransmision glutamatérgica por
inhibir la liberacion de glutamato, de tal manera que existe la posibilidad de que
sustancias que actlan como agonistas de estos receptores tengan efectos
ansioliticos. El LY354740, un agonista de los mGIuR del grupo Il tiene un buen perfil
ansiolitico sin los efectos sedantes de las benzodiacepinas (Grillon, Cordova, Levine,
& Morgan, 2003) y ademas es potente oralmente (Woltering et al., 2008).0tro
ejemplo, es el efecto ansiolitico de la modulacién alostérica del mGIluR4 por PHCCC
(Stachowicz, Ktak, Ktodzinska, Chojnacka-Wojcik, & Pilc, 2004).Recientemente

sedescubrio al AMNO082 el cual es un compuesto que regula la actividad
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glutamatérgica modulando alostéricamente los receptores mGIluR7 de la ABL y
produce un efecto ansiogénico, lo que es opuesto al observado por la administracion
de S-3,4-DCPG (agonista selectivode mGIuR8) en la amigdala produce un efecto
ansiolitico en ratas (Palazzo, Fu, Ji, Maione, & Neugebauer, 2008; Ugolini, Large, &
Corsi, 2008). La informacion presentada indica que la regulacion y modulacion
farmacoldgica de los receptores glutamatérgicos, son un blanco prometedor para la

terapéutica de los trastornos de ansiedad.

2.5 Tratamiento de los trastornos de Ansiedad

Para establecer un tratamiento adecuado es necesario el diagnostico del tipo de
trastorno de ansiedad y generalmente involucra la prescripcion de mas de un
farmaco(Blanco, Antia, & Liebowitz, 2002; Nash & Nutt, 2007). En la Tabla 1 se
agrupan los diferentes farmacos empleados en el tratamiento de los trastornos de
ansiedad. Las benzodiacepinashan sido desde su aparicién en la terapia clinica el
grupo de farmacos ansioliticos mas empleados; el diazepam es la BZDmas
representativa del grupo (Davidson, 2004). Sin embargo, las ventajas del uso de este
grupo de farmacos son parciales y muy limitadas debido a que presentan efectos
secundarios: somnolencia diurna, mareo, sedacion, disminucion de la habilidad
psicomotora, confusion, astenia muscular, trastornos de la memoria, pesadillas,
tolerancia, adiccion, sindrome de dependencia, interaccion con otros medicamentos y
las bebidas alcohdlicas (Baldessarin, 1991).En la ultima década del siglo pasado, el

tratamiento de la ansiedad incluyé el uso de antidepresivos como los inhibidores
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selectivos de la recaptura de serotonina (SSRI) lo que representé un avance
terapéutico importante. También se ha establecido que los inhibidores de la
monoaminooxidasa (IMAQO), antidepresivos triciclicos (ATC), inhibidores de la
recaptura de serotonina y noradrenalina (SNRI) y azapironas son farmacos eficaces
(Mauk, Peroutka, & Kocsis, 1988). A diferencia de las BZD, el inicio de la terapia con
algunos antidepresivos causan un incremento en el estado de ansiedad y el efecto
ansiolitico ocurre después de la administraciéon subcrénica del medicamento(Rocca,
Fonzo, Scotta, Zanalda, & Ravizza, 1997). Algunos efectos colaterales asociados a
los antidepresivos son nausea, diarrea, insomnio, agitacion, disfuncion sexual,
hipotensidn postural. El sindrome de abstinencia que se presenta con el uso crénico
de antidepresivos es menos severo que con las BZD, aunque se ha reportado que la
suspension del tratamiento produce recaidas. La interrupcién del uso de estos
farmacos puede provocar mareos, tremor, vértigo, parestesia, confusion, problemas

de memoria, dolor de cabeza e irritabilidad(Nash & Nutt, 2007).

Tabla 1. Farmacos empleados en el tratamiento de los trastornos de ansiedad.

Ansioliticos Antidepresivos

Benzodiacepinas Antidepresivos triciclicos

e Loracepam ¢ Imipramina

¢ Clonazepam ¢ Clomipramina

e Diacepam e Amitriptilina

[ ]
Agonistas del receptor 5-HT1a Inhibidores de la monoaminooxidasa

. (IMAO)
e Buspirona
e Fenelzina
Inhibidores selectivos de la recaptura de
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serotonina (ISRS)
e Paroxetina
e [Escitalopram
e Fluoxetina
e Sertralina

o Citalopram

Inhibidores selectivos de la recaptura de
serotoninay noradrenalina (ISRSN)

e Venlafaxina

2.6  Galphimia glaucaCav, Sin6nimo: Thryallis glauca (Cav.) Kuntze

Sus nombres comunes sonhuachacata, nacachata o vachacata en Michoacan;
calderona amarilla, flor de diciembre en Michoacan y Guerrero; ramo de oro en
Jalisco; arnica de raiz, flor de estrella, xaxaxaoti en Morelos (Figura 1). Se ubica en
altitudes desde 0-2350 msnm, en los estados de Sonora, Tamaulipas, San Luis
Potosi, Michoacéan, Jalisco, Morelos, Guerrero, Chiapas. Es un arbusto siempre
verde desde 0.7-4 m de altura, ampliamente ramificado, el tallo de las ramas
presenta coloracién rojiza cuando es adulto, presenta hojas simples, glabras y
opuestas; sus flores son amarillas en forma de estrella que aparecen en paniculas en
posicion axilar o terminal y estan presentes todo el afio (Martinez, 1969; Monroy-

Ortiz & Castillo-Espania, 2007; Rzedowski & Equihua, 1987).
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Figura 1. Arbusto de Galphimia glauca en floracion.

2.7 Usos y farmacologia

Se reporta su uso medicinal en el tratamiento de trastornos nerviosos(Estrada,
1985).El extracto metandlicode hojas de G. glaucaes capaz de potenciar el efecto
hipnético del pentobarbital, de manera dosis-dependiente y a las dosis de 500 mg/kg
via i.p., incrementa el tiempo de latencia de convulsiones inducidas con estricnina,
ademas de reducir la mortalidad de ratones en un 40 % en la prueba de
pentilentetrazol.Lo que indica que este extracto posee efectos depresores del
sistema nervioso central(J. Tortoriello & Lozoya, 1992). De este extracto fue aislado
el triterpenogalphimina-B (G-B), que no posee actividad anticonvulsivante pero
potencia el tiempo de narcosis inducido con pentobarbital e inhibe el reflejo
peristaltico del ileon aislado de cobayo(J. Tortoriello & Ortega, 1993). A través de

estudios de electrofisiologia, se demostro que G-B administrado sistémicamente (0.5,
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1.0, 2.5 mg/kg, i.p.) y localmente por microiontoforesis (1 M, pH 5.7) a ratas, induce
una reduccion de larga duracion en la frecuencia de disparo espontaneo de neuronas
dopaminérgicas del area tegmentalventral, pero no induce cambios sobre la corteza
somatosensorial(Jaime Tortoriello, Ortega, Herrera-Ruiz, Trujillo, & Reyes-Vazquez,
1998). Los resultados tuvieron una gran relevancia debido a que el AVT es el
principal centro dopaminérgico responsable de la inervacion de la corteza prefrontal,
el ndcleo acumbens, amigdala y la regidon entorrinal y estas areas estan implicadas
en la fisiopatologia de la ansiedad, mecanismo de reforzamiento de estimulos
bioldgicos y de farmacos, ademas es el blanco de sustancias de abuso (Charney,
2003; Tzschentke, 2001). Mediante la técnica de registros intracelulares en
rebanadas de cerebro de rata, se observo que diferentes concentraciones de G-B (1
uM-5 uM) inducen una reduccion en la frecuencia de los potenciales postsinapticos
miniatura (MEPSCs) pero no la amplitud. Cuando G-B se administr6 con GABA (1-
100 nM) se redujo significativamente la amplitud del estimulo de EPSCs, pero al
administrarse bicuculina(10 uM) y el bloqueador del receptor GABAssaclofen (200
uM) solo disminuyé el efecto de GABA y no el efecto depresor de G-B. De estos
resultados se dedujo que la accion depresora de G-B no estd mediada a través de un
mecanismo GABAérgico(Prieto-Gomez, Tortoriello, Vazquez-Alvarez, & Reyes-
Vazquez, 2003). Se logré demostrar que el extracto metandlico de G. glauca
(estandarizado con 8.3 mg/g de G-B) posee un efecto ansiolitico sobre ratones en el
laberinto elevado en forma de cruz, ademas de un efecto ansiolitico dosis-

dependiente en la prueba de claro-oscuro el cual no se atribuye necesariamente a la
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concentracion de G-B en el extracto (M. Herrera-Ruiz, J. E. Jiménez-Ferrer, et al.,
2006). Las galphiminas G-B, G-E y G-A, contenidas en el extracto metandlico ejercen
una actividad ansiolitica en el mismo modelo, los principales factores determinantes
para que se lleve a cabo la actividad ansiolitica son la presencia de grupos hidroxilo
libres en las posiciones C4, C6 y C7, asi como la presencia de la doble ligadura en el
anillo A(Gonzalez-Cortazar, Tortoriello, & Alvarez, 2005; Maribel Herrera-Ruiz et al.,
2006). Finalmente, la administracion subcrénica de los extractos acuoso, etandlico y
metanolico de la planta a 2.5 g/kg, vo, no tienen efecto toxicos o genotoxicos(Aguilar-

Santamaria et al., 2007).

3. Planteamiento del problema

Debido a un notable incremento en la prevalencia de la ansiedad a nivel mundial (del
0.1 al 16.9%) y los amplios efectos secundarios indeseables de los farmacos usados
para su tratamiento, resulta de gran relevancia la busqueda de sustancias
biolégicamente activas de origen vegetal que puedan reducir los trastornos de
ansiedad. Como antecedentes existen reportes que indican que G-A presenta
actividad ansiolitica en modelos animales pero no se han realizado investigaciones
enfocadas a evaluar su interacciébn con los sistemas de neurotransmision que
participan en la aparicion de la ansiedad. En el presente proyecto se realizG un
analisis de las acciones del ansiolitico G-A y su interaccibn con el sistema
GABAérgico a través del uso de diferentes farmacos moduladores de los diferentes
GABAAR y GABA&R.Es también reconocida la participacion glutamatérgica en los

trastornos de la ansiedad y esta mediada por sus receptores INMDA y mGIuR del
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grupo |, especificamente en algunas estructuras como la ABL y el hipocampo. Es de
gran importancia conocer cuales son los posibles mecanismos de accion por los que
se produce el efecto ansiolitico de Galphimina-A por lo que se requiere caracterizar la
interaccion de G-A sobre los sistemas glutamatérgicos y GABAérgicos que involucran
la participacion de los receptores rNMDA, mGIuR5, GABAAR y GABAsR en la
amigdala basolateral de rata, mediante registros electrofisiologicos extracelulares.
Debido a que el analisis de la actividad ansiolitica de G-A no es posible modelarla en
un estudio electrofisiologico, se llevé a cabo la evaluacion del efecto ansiolitico de
diferentes dosis de G-A y su interaccion con los moduladores GABAérgicos y
Glutamatérgicos, utilizando el modelo conductual de laberinto elevado en forma de

cruz, ademas de evaluar la conducta motora espontanea en campo abierto.

4. Pregunta de investigacion
¢El efecto ansiolitico de G-A es debido a una interaccion farmacoldgica de esta
sustancia con los sistemas de neurotransmision GABAérgicay/o Glutamatérgicade la

amigdala basolateral?

5. Hipotesis

El efecto ansiolitico de galphimina-A se observara en el modelo de laberinto elevado
en forma de cruz, dicho efecto estara mediado por la modulacion de la frecuencia de
descarga neuronal en neuronas de la amigdala basolateral, a través de interaccion

farmacoldgica de este triterpeno con antagonistas GABAérgicos.
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6. Objetivo general

Caracterizar la interaccion farmacologica de G-A con algunos receptores
GABAérgicos y Glutamatérgicos involucrados en los mecanismos que subyacen a los
desordenes de ansiedad ademas de evaluar los efectos sobre la actividad motora

espontanea

6.1 Objetivos especificos
1. Obtener galphimina-A mediante una transformacion de galphimina-Eobtenida a

partir de un extracto metandlico de las partes aéreas de Galphimia glauca.

2. Evaluar y analizar el tipo de interaccion farmacolégica, mediante la construccion
de curvas dosis-respuesta, de la administracion intravenosa del ansiolitico G-A, con
los farmacos que modulan el sistema GABAérgico: diazepam, bicuculina, faclofen y
flumazenilo; y glutamatérgico: NMDA, MK-801, MPEP sobre la frecuencia de

descarga neuronal de la ABL de ratas SpragueDawley.

3. Evaluar la interaccion farmacoldgica de la administracion oral de diferentes dosis
del ansiolitico G-A y los diferentes moduladores quimicos del sistema de
neurotransmision GABAérgica sobre ratones expuestos a los modelos conductuales
del laberinto elevado en forma de cruz y de actividad motora espontanea en campo

abierto.
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7. Material y métodos

7.1 Material vegetal

Se colectaron las partes aéreas de Galphimia glaucaCav. (Malphiguiaceae) de una
parcela experimental ubicada en Xochitepec, Morelos, México. Los especimenes
fueron identificados en el herbario IMSS por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras
(IMSSM-8646). El material vegetal se sometié a un proceso de secado durante 10
dias en un cuarto en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. Una vez
seco el material vegetal fue procesado en un molino mecanico (Pulvex®) hasta

obtener particulas de un tamafio aproximado de 2-5 mm.

7.2 Obtencién de un pool de galphiminas

Para la obtencion de una fraccion rica en galphiminas, las partes aéreas de la planta
fueron maceradas con n-hexano para la eliminacion de compuestos de baja
polaridad, posteriormente fueron sometidas a extraccion con una mezcla de acetato
de etilo y metanol (50:50, 3 veces)(Gonzalez-Cortazar et al., 2005). El extracto
obtenido fue resuspendido en solventes con polaridad ascendente de la siguiente
manera: n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol. El disolvente fue eliminado
bajo condiciones de destilacion a presion reducida en un rotaevaporadorHeidolph-
Laborota 4000 (Alemania). Finalmente se obtuvieron fracciones de n-hexano, acetato
de etilo, cloroformo y metanol. Esta ultima es la fraccion denominada pool de

galphiminas (Figura 2).
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‘ Hojas de Galphimia glauca ‘

n-hexano x 3 lavados

| |

‘ Exto. hexanico ‘ ‘ Material vegetal ‘

| AcOEt:MeOH x 3 lavados

1 1

| n-hexano

Solido

CHCl,

|

Sdlido Frac. CHCI,

AcOEt

l

Frac. AcOEt

MeOH

Liofilizacion

‘ Pool de galphiminas |

Figura 2. Estrategia experimental para obtener el pool de galphiminas.

7.2.1 Aislamiento e identificacion de G-A

La fraccion denominada pool de galphiminas fue sometida a un fraccionamiento en
una columna gravitacional de gel de silice, y la fase mévil consistié en una mezcla de
disolventes:cloroformo (CHCI3) 100 %, cloroformo:acetona (CHCI3:CH3COCHS3s) 90:10

%, CHCI3:CH3COCHs3 80:20 %, CHCI3:CH3sCOCH3s 70:30 %, CHCIs:CH3COCH350:50

Péagina | 21



%, metanol (MeOH) 100 %. Las fracciones que se identificaron por presentar G-E
(por su coloracion morada en CCF) fueron reunidas y sometidas a un proceso de
percolacién con carbon activado para eliminar la coloracion, la fase movil empleada
consistié en una mezcla de disolventes:hexano:acetato de etilo (hex:AcOEt) 70:30 %,

(hex:AcOEt) 50:50 %, MeOH 100%.

Para transformar G-E en G-A, el producto seco que contenia G-E se disolvio (2
mg/mL de G-E) en una solucion saturada de bicarbonato de potasio (KHCOs). La
mezcla se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion por 30 min (100 rpm).
Posteriormente el producto fue separado en un embudo de separacién en donde se
generaron dos fases de disolvente una de acetato de etilo para remover la G-E no
transformada, y otra de metanol para colectar G-A. Los cristales de G-Afueron
sometidos a cromatografia de liquidos de alta resolucion.La fraccion con G-Afue
inyectada en un volumen de 700 pL en un equipo de HPLC semipreparativo (Waters
6200) con un detector de arreglo de diodos ajustado a 220 nm. Se utiliz6 una
columna Xterra (Waters), la fase movil fuediclorometano-metanol 85:15 a un flujo
constante, con una corrida de 12 minutos y un tiempo de retencion de 6.76 minutos.
La identificacion de G-A se realizé por RMN comparando los espectros con datos ya
publicados(Gonzéalez-Cortazar et al., 2005). G-A fue almacenada a 4° C protegida de

la luz hasta su uso.
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7.3 Animales

Se emplearon ratas macho SpragueDawleycon un peso de 250-300 g el dia de la
experimentacion, para realizar los registros electrofisiologicos. Para el LEC y CAse
emplearon ratones macho cepa ICR (35 g). Todos los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de bioterio(12:12 h de ciclo luz-oscuridad, con acceso libre al

agua y alimento).

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio). El protocolo experimental fue aprobado por el Comité

de Etica Institucional y se le asigno el nimero R-2010-1701-23.

7.4 Sustancias empleadas

En el protocolo se emplearon las siguientes sustancias:Tween 20 al 0.5% como
vehiculo;G-A(0.125, 1.0, 1.5, 3.25, 7.5, 15, 30, 45 mg/kg, disuelto en tween 20 al 0.5
%); moduladores del sistema GABAérgico, Diacepam(DZP, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 10
mg/kg, Pfizer) fue empleado como una sustancia ansiolitica y sedante, el cual es un
modulador alostérico del GABAAR; Flumazenilo (FMZ, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3,y 6
mg/kg) antagonista a benzodiacepinas.Picrotoxina(PTX, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 2, 3,
6 mg/kg),como antagonista no competitivo del GABAAR el cual bloquea el canal del
ion cloruro;Pentilentetrazol(PTZ, 0.75, 1.25, 2.5, 5.0, 10, 15 mg/kg), el cual tiene

una accion no del todo conocida pero es un estimulante del SNC e indice un efecto
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ansiolitico. Bicuculina(BICC, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 5, 6 mg/kg), como antagonista
competitivo del GABAaR;(+)-; Faclofén (FCF, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg)
antagonista del GABAsR. Moduladores del sistema glutamatérgico, 2-metil-6-
(feniletinil)piridina(MPEP, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg), como antagonista
selectivo de los receptores glutamatérgicosmetabotrépicos del tipo mGIluR5;Acido N-
metil-D-aspartato(NMDA, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg), como agonista de los
receptores inotropicos a glutamato;Dizocilpina(MK-801, 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6
mg/kg), como antagonista no competitivo de los receptores
glutamatérgicosinotropicos del tipo NMDA; Uretano, anestésico para realizar los
registros electrofisiolégicos. Todas las sustancias moduladoras de los sistemas
GABAérgico y glutamatérgico fueron compradas a Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA).

7.5 Laberinto elevado en forma de cruz (LEC), campo abierto (CA)

Experimentos conductuales.El LEC es utilizado en la busqueda de tratamientos

contra la ansiedad (Zhang, 2004), es un modelo que mide la tasa de aproximacion
contra la evitacion, al presentar una seleccion entre un ambiente que es seguro
(brazos cerrados del laberinto) y un espacio que parece novedoso pero con un alto
nivel de riesgo (incremento en la exploracion de los brazos abiertos) (File et al.,
2000). En 1987 Lister hizo el experimento usando ratones suizos, y encontro que
este modelo es también util para evaluar la disminucion de la ansiedad y la

generacion de ésta (Lister, 1987). Aunque los modelos animales no representan
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todos los aspectos de la ansiedad de los humanos se vinculan con ciertos tipos de
ansiedad, y constituyen una herramienta para la comprension del probable

mecanismo de accion ansiolitica de diferentes sustancias (Bourin, 2015).

El CA fue descrito para el estudio de la emocionalidad en ratas (Archer, 1973), el
procedimiento consiste en colocar al roedor, a un medioambiente desconocido en
donde la posibilidad de escape se previene por rodear el campo con paredes (Walsh
& Cummins, 1975). ElI CA es ahora uno de los procedimientos mas populares para
investigar la conducta animal, sobre todo la valoracion de la actividad motora (Prut &

Belzung, 2003).

Determinacion de la curva dosis-respuesta de G-A como ansiolitico en LEC y
actividad motora espontdnea en C-A. Se llevd a cabo la -caracterizacion
farmacoldgica de G-A en nueve grupos de 8 ratones, a los ocho primeros grupos se
les administraron dosis crecientes de G-A (1.0, 1.5, 3.0, 6.0, 7.5, 15, 30, 45mg/kg,vo)
una hora antes de los ensayos iniciando por LEC seguido de CA, el noveno grupo
recibié el vehiculo. Las curvas dosis-respuesta con la interaccion de G-A con los
diferentes farmacos se detallan en la Tabla 2, estos farmacos se administraron 30

minutos después de la aplicacion de G-A.

Tabla 2. Disefio experimental para los modelos de actividad ansiolitica y motora (LEC y CA).

Farmacos Dosis (mg/kg) GABAérgicos(mg/kg, i. p.)

G-A 1.0,15,3.0,6.0,
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7.5, 15, 30, 45 (Vo)
BICC 5.0 (i.p.) G-A 30; 5.0 BICC
PTX 2.0(i.p.) G-A 30; 2.0 PTX
PTZ 10(i.p.) G-A30; 10 PTZ

7.6 Registros de actividad extracelular en rata integra

Se pesaron y anestesiaronlas ratas con uretano(1.5 mg/kg), se introdujo un catéter
intravenoso (Punzocat, 24 G x %", 0.70 x 20 mm) en alguna de las venas femorales,
lo cual permiti6 la administracion de los farmacos. Enseguida los animales se
colocaron y fijaron por medio de unas barras de metal, en un aparato estereotaxico
(Stoelting Co), colocado dentro de una camara de Faraday, que tiene la finalidad de
aislar el ruido eléctrico ajeno al registro celular (Figura 3). Para introducir el electrodo
de registro y el de referencia, se limpié la piel que cubre el craneo, de
aproximadamente 2 cm para descubrir el hueso y se localizaran las coordenadas
estereotadxicas para la amigdala basolateral, de acuerdo al atlas de Paxinos y
Watson(Paxinos & Watson, 2014). Estas son 0.8-1.0 mmposterior del punto bregma,
lateral 4.5-5.5 mm y de profundidad 8.2-8.7 mm (Figura 4).Los electrodos de tierra y
referencia se colocaron cercanos al sitio de registro. El electrodo de registro con un
diametro en la punta de aproximadamente 1 um, se llend con una solucién saturada
de NaCl 2.0 M con el colorante “verde rapido”, éste se hizo pasar a través del
trepano y se procedié a buscar los potenciales de accién dela amigdala basolateral,
se dej6 un periodo de 20 min de estabilizaciéon y en seguida se tomé un registro
basal de 3 min,posteriormente se administré el tratamiento que corresponda. El
electrodo de registro esta conectado a una sonda de alta impedancia (Grass) y ésta

a su vez a un amplificador (Grass P5 AC) acoplado a una fuente de poder (Grass
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RPS 107). La sefal de actividad eléctrica se visualiz6 en un osciloscopio (Tektronic

TDS 3012) y fue transmitida al programa AxoScope version 1.1 (Axoninstruments)

para su analisis.

Figura 3. Implantacion de los electrodos mediante cirugia estereotéxica.
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7.7 Registro de la frecuencia de disparo en laregién del ABL

Se determind la curva dosis-respuesta de G-A a través de analizar la frecuencia de
disparo de la amigdala basolateral. Se formaron grupos de 6 ratas, a las cuales se
les administré dosis acumulativas en orden creciente en logz de G-A (0.75, 1.5, 3.0,
6.0 y 12.0 ug/kg, i.v.) en administraciones sucesivas, en cada dosis se realiz6 el
registro electrofisiolégico. También se determind la curva dosis-respuesta para cada
uno de los farmacos y su interaccion con G-A, bajo el esquema que se presenta en la

Tabla3.Una vez anestesiadas, a las ratas se les administré por via endovenosa (a
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través de una canula), los tratamientos correspondientes a diferentes dosis.Para
cada animal se hizo un esquema de administracion de dosis acumulativas, es decir,
se administr6 la dosis mas baja al farmaco que le correspondia y con intervalos de 1
min, se administraron dosis crecientes.En el caso de la interaccion, los animales
fueron pre-tratados con los antagonistas respectivos, se registraron la respuesta y a
los 3 minutos de esta administracion se inicié6 con el esquema de las dosis

acumulativas de los agonistas o de la sustancia problema (G-A).

Tabla 3. Disefio experimental para los modelos de actividad electrofisiolégica en ABL.

Interaccion de G-A con los
Farmacos Dosisacumulativas (mg/kg, i.v.) | farmacos GABAérgicos (mg/kg,
i.v.)

G-A 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0

DzP 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 10 G-A 0.125; 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 10
DzZP

FMZ 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 G-A 0.125;0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0,
6.0FMZ

BICC 0.125, 0.25,0.75, 1.5, 3.0, 6.0 G-A 0.125;0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0,
6.0BICC

PTX 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 G-A 0.125;0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0,
6.0PTX

PTZ 0.75, 1.25, 2.5, 5.0, 10, 15 G-A 0.125;0.75, 1.25, 2.5, 5.0, 10, 15
PTZ

PHC 0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 G-A 0.125;0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3.0,
6.0FCF

G-A= Galphimina-A, DZP= diacepam, FMZ= flumazenilo, BICC= bicuculina, PTX=
picrotdxina, PTZ= pentilentetrazol, FCF= faclofén

Los grupos estuvieron constituidos de al menos 6 animales cada uno;los tratamientos
se administraron via intravenosa (i.v.). El grupo control recibié una solucion del

vehiculo Tween 20 al 0.5%.
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7.8 Registros conductuales

Para el LEC se emple6 un laberinto elevado en forma de cruz de acrilico con el
centro de 5 X 5 cm, los brazos abiertos y cerrados de 30 cm de largo X 5 cm de
ancho; la altura de las paredes de los brazos cerrados de 15 cm (Figura 3). Los
animales fueron colocados en el centro del laberinto y se registraronpor 5 min los
parametros de: tiempo de permanencia en brazos abiertos (TA) y brazos cerrados

(TC), ademas de algunos parametros etolégicos. Un aumento en TA y por tanto en el

porcentaje de TA es indicativo de disminucién de la ansiedad.

Figura 5. Dispositivo del Laberinto Elevado en forma de Cruz.
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Para actividad motora espontanea, se utilizé un campo cuadriculado de acrilico,
durante 5 min (Figura 4), los animales fueron colocados en el centro del equipo y se
observo la locomocioén horizontal (nimero de cruces de lineas de cada cuadrante en
el piso), frecuencia de estiramientos verticales (actividad vertical) y nUumero de veces

que el animal se acicala. Se formaron grupos de ocho animales.

Figura 6. Dispositivo del Campo Abierto.

7.9 Analisis farmacologico

El analisis de las interacciones farmacoldgicas del ansiolitico G-A con los diferentes
sistemas de neurotransmision en los modelos de electrofisiologia y conductuales, se
llevdo a cabo mediante la construccion de curvas dosis-respuesta, calculando

pardmetros farmacodinAmicos como la Emax y empleando ecuaciones de
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linearizacion, en cada caso, para determinar el tipo de antagonismo o agonismo
entre G-A y los diferentes farmacos moduladores de cada sistema neuronal. Ademas
de construir graficas de frecuencia de disparo de la ABL y curvas de porcentaje de
respuesta de parametros como el tiempo y niumero de entradas de los ratones a los

brazos abiertos de un laberinto en forma de cruz.

7.10 Analisis histoldgico

Al final del registro electrofisiol6gico, se hizo pasar una corriente positiva a través del
electrodo de registro con el fin de marcar la zona de registro con el colorante, los
animales fueron sacrificados con una sobredosis de anestésico. La ratas
fueronperfundidas por vena femoral con una solucion amortiguadora de fosfatos a
pH=8, se extrajo el cerebro y se realizaron rebanadas de 700 um para verificar la
zona de registro. Aquellos registros que correspondian a la amigdala basolateral

fueron considerados para el analisis farmacoldgico (Figura 7).

7.11 Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones deporcentaje del tiempo transcurrido en los brazos
abiertos y porcentaje del nimero de entradas a los brazos abiertos de ratones en el
modelo de LECcon la prueba ANOVA.Para determinar la diferencia entre grupos y
dentro de grupos se utilizd una postprueba de Dunnet. Para analizar el indice de

descarga de la ABL de las dosis acumulativas se realizaron pruebas de t de Student.
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Figura 7. Lamina de coordenadas estereotaxicas resaltando la region de la ABL.

8. Resultados

8.1 Material vegetal
El material vegetal seco fue molido y se obtuvo un peso de 7.26 kg. El material fue
sometido a extraccion con diferentes disolventes hasta obtener una fraccion conocida

como pool de galphiminas (Figura 8).
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8.2 Obtencidén de un pool de galphiminas
Se obtuvieron 189.2 g de un polvo de color verde oscuro que corresponde a la

fraccion rica en galphiminas, con un rendimiento de 2.6%.

8.2.1 Aislamiento e identificacion de G-A

Del total del pool de galphiminas150 g fueron sometidos a una separacion por
cromatografia en una columna abierta, estos se adsorbieron con 300 g de silica gel
(1.09385.9025 MERK®; 0.040-0.063 mm). Se emple6é un gradiente de cloroformo,
acetona y metanol. Se obtuvieron fracciones de 500 mL y por su similitud quimica en

cromatografia en capa fina (CCF) se reagruparon las fracciones (Tabla 4).
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Hojas de Galphimia glatuca

(7.26 kq) n-hexano x 3 lavados
Exto. hexanico Material vegetal
(136 g, 1.88 %) AcOEt:MeOH x 3 lavados
Material vegetal ‘ AEM | (310.8 g, 4.27 %)
n-hexano
Frac. hex Solido
CHCl,
Sélido | Frac. CHcl,

l

Frac. AcOEt
(51.7 g, 0.71 %)

|

Solido
MeOH

F-MeOH

Liofilizacion

Pool de galphiminas

AcOEt (57.4 g, 0.79 %)

(189.2 g, 2.6 %)

Figura 8. Cantidad y rendimientos obtenidos en la estrategia de extraccion del material

vegetal.
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Tabla 4. Fraccionamiento del pool de galphiminas.

Eluyente Proporcién (%) Fracciones Fracciones
reagrupadas
CHCls 100 1-20 A (1-3)
B (4-19)
CHCI3:CH3COCH3s 90:10 21-27 C (20-24)
D (25-27)
CHCI3:CH3COCH3s 80:20 28-31 E (28-32)
CHCI3:CH3COCH3s 70:30 32-38 F (33-36)
CHCI3:CH3COCH3s 50:50 39-44 G (37-42)
H (43-44)
MeOH 100 45 | (45)

Se obtuvieron 100 g de la fracciénB (rendimiento del 1.37 %), los cualesfueron
sometidos a una percolacién con carbén activado en una columna gravitacional, se
agregaron 200 g de carbén activado y 700 g de silica gel (1.09385.9025 MERK®;
0.040-0.063 mm) el sistema de elucion empleado fue un gradiente de hexano y
acetato de etilo (Tabla 5). Se colectaron fracciones de 500 mL y por su similitud

guimica en CCF se reagruparon las fracciones.

Tabla 5. Fraccionamiento de la fraccion B obtenida del pool de galphiminas.

Eluyente Proporcién (%) Fracciones Fracciones
reagrupadas
Hex:AcOEt 70:30 1-8 | (1-8)
Il (9-11)
Hex:AcOEt 50:50 9-16 [l (12-16)
Hex:AcOEt + MeOH (1) 50:50 17-32 IV (17-48)
+ 50 mL
Hex:AcOEt + MeOH (2) 50:50 33-45
+ 100 mL
Hex:AcOEt + MeOH (3) 50:50 46-48
+ 200 mL

(1) Se agregaron 50 mL de MeOH por cada litro de la mezcla hex:AcOEt
(2) Se agregaron 100 mL de MeOH por cada litro de la mezcla hex:AcOEt
(3) Se agregaron 200 mL de MeOH por cada litro de la mezcla hex:AcOEt
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De la fraccion IV se obtuvieron 7.9 g (rendimiento del 0.10 %), esta fraccién contenia
en mayor abundancia G-E por lo que se puso a reaccionar con una solucién saturada
de KHCOg, la fraccion se sonicé durante 30 min y se obtuvo G-A y un precipitado, la
muestra se filtr6 y se obtuvo un peso de 6.55 g (rendimiento del 0.08 %). Para
purificar G-A de esta muestra, se sometid6 a un nuevo fraccionamiento en una
columna gravitacional y se agregaron 154 g de silica gel (1.09385.9025 MERK®;
0.040-0.063 mm), el sistema de elucion empleado fue un gradiente de CHCIls y
CH3COCHSs se obtuvieron fracciones de 300 mL y por su similitud en CCF se
reagruparon (Tabla 6). Se colectaron fracciones de 300 mL y por su similitud quimica

en CCF se reagruparon las fracciones.

Tabla 6. Fraccionamiento de fraccion IV.

Fracciones
reagrupadas
a (1)
b(2)
100 1-15 c(3)
d (4-6)
e (7-14)
f (15)
g (16-17)
90:10 16-26 h (18-20)
i(21-22)
j (23-28)
CHCI3:CH3COCHs 80:20 27-36 k (29-34)
| (35-42)
CHCI3:CH3COCHs 70:30 37-49 m (43-48)
n(49)
MeOH 100 50 i (50)

Eluyente Proporcion (%)| Fracciones

CHCls

CHClI3:CH3COCHs
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La fraccidn g presentaba una mayor abundancia de G-A, de esta fraccion se obtuvo
un peso de 2.8 g (rendimiento del 0.03%) para eliminar los compuestos menos
polares a G-A de la muestra se agreg6 hex y CHCIs y se sonico durante 40 min.Los
cristales de G-A fueron sometidos a cromatografia de liquidos de alta resolucion. La
fraccion con G-A fue inyectada en un volumen de 700 uL en un equipo de HPLC
semipreparativo (Waters 6200) con un detector de arreglo de diodos ajustado a 220
nm. Se utilizé una columna Xterra (Waters), la fase mévil fue diclorometano-metanol
85:15 a un flujo constante, con una corrida de 12 minutos y un tiempo de retencién

de 6.76 minutos (Figura 9).

Una porcion de la muestra g se disolvié con metanol deuterado (CD3OD)y se mandé
a analizar por medio de resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H)
emple&ndose tetrametilsilano como referencia interna. Se utiliz6 un espectrometro de
RMN multinuclear de 300 MHz (ASX300®, Bruker); el espectro obtenido (Figura 9)

fue comparado con espectros de G-A publicados(Gonzéalez-Cortazar et al., 2005).
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Figura 10. Espectro de 1H RMN de una muestra de G-A.

8.3 Laberinto elevado en forma de cruz

Los ratones que recibieron diferentes dosis de G-A (1.0, 1.5, 3.25, 7.5, 15, 30y 45
mg/kg, vo) presentaron un incremento significativo en los parametros de porcentaje
de entradas a los brazos abiertos (Y%EBA) y porcentaje del tiempo transcurrido en los
brazos abiertos (%TBA) en el modelo LEC comparado con el grupo control (*p<0.05)
(Figura 11). Este efecto fue observado aun a las dosis mas bajas, para la dosis de

1.0 mg/kg de G-A en el parametro de EBA se obtuvo 36.48% y para TBA 38.25%,
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mientras que para la dosis de 45 mg/kg el parametro de EBA fue de 60.09% y TBA
63.55%. El grupo de DZP a 1.0 mg/kg indujo un gran incremento en ambos
parametros (*p<0.05). La dosis efectiva 50 (DEso)de G-A para el pardmetro %TBA
fue de 0.44 mg/kg y el efecto maximo (Emax) fue 55.84%, mientras que para %EBA
la DEso fue 0.51 mg/kg con un Emax de 55.98%.

100

90
80 *

60 *
50 * ¥

40

Eventos (%)

30
20
10

G-A10 G-A1l5 G-A3.25 GA-75 G-A 15 G-A 30 G-A 45 DzP 1 Veh

B EBA O TBA Tratamiento (mg/kg)

Figura 11. Efecto producido por la administracion oral de diferentes dosis de Galphimina-A
(G-A) sobre el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (%EBA) y el tiempo transcurrido
en los brazos abiertos (% TBA) de ratones en el modelo de LEC. Andlisis de varianza de una
via (ANOVA) post-hoc prueba de Dunett (n=8; media + desviacién estandar [DE]), *p <0.05
en comparacion con el vehiculo [Veh]). Veh= vehiculo; DZP= diacepam.

En la Figura 12, se muestran los resultados de la administracion de los farmacos
GABAérgicos. La administracion intraperitoneal (i.p.) de BICC (5 mg/kg), PTX (2
mg/kg), y PTZ (10 mg/kg) indujeron una disminucion significativade los parametros

%EBA y %TBA en comparacion con el vehiculo (Veh) (*p<0.05). Esta disminucion en
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los parametros muestra un comportamiento del tipo ansiogénico. DZP (1.0 mg/kg,
i.p.) aumenta los pardmetros de % EBA y % TBA en comparacion con el vehiculo
(Veh) (*p<0.05); un resultado similar se encontr6 en la administraciéon de G-A (30

mg/kg, vo), lo cual indica que presenta un efecto ansiolitico.
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G-A 30 DiP1 BICCS PTX2 PTZ10

Eventos (%)

B EBA O TBA Tratamiento (mg/kg)

Figura 12. Efecto producido por la administracion de bicuculina (BICC), picrotoxina (PTX), y
pentilentetrazol (PTZ) sobre el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (% EBA) y
tiempo transcurrido en los brazo brazos abiertos (% TBA) de ratones ICR sobre el modelo
de laberinto elevado en forma de cruz (LEC). Analisis de varianza de una via (ANOVA) post-
hoc prueba de Dunett (n=8; media + desviacion estandar [DE]), *p <0.05 en comparacion
con el vehiculo [Veh]).

En la Figura 13se muestran los resultados de la co-administracion de G-A (30 mg/kg)
con farmacos que actian en el sistema GABAérgico. Se puede apreciar que el efecto

ansiogénicode los antagonistas GABAérgicos fue disminuido cuando se
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administraron en conjunto con G-A. En los grupos que recibieron G-Ay BICC 0 G-Ay
PTZ, se encontré una disminucion en los parametros %EBA y %TBA y ésta es
estadisticamente diferente cuando se compara con el grupo control (*p<0.05). Sin
embargo, el grupo de animales que recibié G-A y PTX presenté una disminucion
significativa en ambos parametros, pero sélo cuando se compararon con el grupo
que recibié G-A (&p<0.05, Figural3). Es notable que para los grupos tratados con G-
A y BICC y G-A con PTX, hubo una diferencia significativa cuando éstos se
compararon con los grupos que recibieron sélo los farmacos de sintesis (®p <0.05).

La co-administracion de G-A con los farmacos ansiogénicosantagoniza este efecto

de BICCy PTX.
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Figura 13. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con Bicuculina
(BICC), G-A con Picrotoxina (PTX), y G-A con Pentilentetrazol (PTZ) sobre el porcentaje de
entradas a los brazos abiertos (%EBA) y el tiempo transcurrido en los brazos abiertos
(%TBA) en el modelo de laberinto elevado en forma de cruz (LEC). Andlisis de varianza de
una via (ANOVA) post-hoc prueba de Dunett (n=8; media + desviacién estandar [DE]), *p
<0.05 en comparacion con el vehiculo [Veh]). 4p<0.05 (en comparacion con el grupo de G-A
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30); ®p <0.05 (en comparacion con los grupos que recibieron sélo BICC o PTX de la Figura
12). DZP= Diacepam.

8.4 Campo abierto (CA)

Los animales tratados con DZP (1 mg/kg, i.p.) mostraron una disminucion en el
namero total de cruces (CT) y estiramientos verticales (R) durante la prueba de
campo abierto, un efecto que fue significativamente diferente del presentado por el
grupo control negativo (*p<0.05, Veh). Al analizar el efecto producido por las
diferentes dosis de G-A, se observa que los CT en el CA y el numero de R fueron
estadisticamente iguales (p>0.05) al grupo control negativo. Contrariamente, los
antagonistas GABAérgicos PTX (2 mg/kg) y PTZ (10.0 mg/kg) fueron capaces de
producir una disminucion significativa (*p>0.05) en estos pardmetros comparados
con el control negativo (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto producido por la administracion de diferentes dosis de Galphimina-A (G-A) y

diferentes farmacos GABAérgicos sobre el nimero total de cruces (CT) y el nimero de
estiramientos verticales (R) de ratones ICR expuestos al paradigma de campo abierto.

Tratamiento (mg/kg) Cruces totales (CT) Estiramientos verticales (R)
Veh, 100 ul/10 g 86.8+7.0 36.6+5.2
G-A1.0 98.8 +19.3 36.8+12.1
G-Al15 97.2 £20.7 40.2+7.2
G-A 3.25 91.6 +15.2 32.9+8.9
G-A75 81.4+3.2 32.2+6.6
G-A 15 83.2+10.7 31.4+6.5
G-A 30 87.4+4.7 30.6+5.5
G-A 45 87.8x74 34.6+5.8
DZP 1.5 59.2 + 4.8* 15.6 £ 3.3*
BICC 5.0 91.4+5.7 32.6+3.8
PTX 2.0 39.6 + 15.4* 16.4 £ 8.1*
PTZ 10 60.4 £ 12.5* 15.4 + 3.3*

Los valores representan la media + el error estandar de la media (EEM). *p<0.05, comparada
con el Vehiculo (Veh). Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba de Dunettposthoc
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(n=8). G-A= Galphimina-A, DZP= Diacepam; BICC= Bicuculina; PTX= Picrotéxina; PTZ=
Pentilentetrazol.

La co-administracién de G-A (30 mg/kg) con el antagonista de GABA-aBICC (5
mg/kg) no caus6 una disminucion en los parametros de CT y R, en comparacion con
los grupos que solo recibieron G-A o el vehiculo (p>0.05). Sin embargo, los
resultados indican que PTX (2 mg/kg) en combinacion con G-A y el grupo de ratones
que recibié PTZ (10 mg/kg) en combinacién con G-A disminuyeron los parametros
de CT y R, un efecto que estadisticamente fue diferente (*p <0.05) del producido por

la administracion del Vehiculo y G-A solos (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) y diferentes
farmacos GABAérgicos sobre el niumero total de cruces (CT) y estiramientos verticales (R)
en ratones ICR expuestos al paradigma de campo abierto.

Tratamiento Farmacos Cruces Totales Estiramientos
(mg/kg) GABAérgicos(mg/kg) (CT) verticales (R)
G-A 30 87.4+47 30.6 55
DZP 1 59.2 + 4.8* 15.6 + 3.3*

BICC 5 826+77 27.2+7.7
G-A 30 PTX 2 37.6+11.3* 10.4 £+ 5.9*

PTZ 10 63.0 + 12.3* 18.4 £ 7.3%
Veh 86.8+7.0 36.6 +5.2

Los valores representan la media + el error estandar de la media (EEM). *p<0.05, comparada
con el Vehiculo (Veh). Analisis de varianza de una via (ANOVA) y prueba de Dunettposthoc
(n=8). G-A= Galphimina-A, DZP= Diacepam; BICC= Bicuculina; PTX= Picrotoxina; PTZ=
Pentilentetrazol.

8.5 Registros electrofisioldgicos. Registro extracelular en la ABL.
Se indujo un ligero aumento dosis-dependiente en el indice relativo de la tasa de

disparo de neuronas de la ABL por la administracion (i.v.) de dosis diferentes de G-A

Pagina | 45



(0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, and 6 mg/kg) (Figurasl14, 15, 16, 17, 18 y 19) con un

Emax= 1.1432, y una DEso= 0.0150 mg/kg.

Este efecto demuestra que la ABL es sensible a los efectos producidos por G-A. La
cual es un area cerebral involucrada en la regulacién de los estados de animo, con
una gran concentracion de neuronas glutamatérgicas, y con una presencia
importante de neuronas locales inhibitorias GABAérgicas(Pape & Pare, 2010).De tal
manera que, el incremento en la frecuencia de descarga inducida por G-A en la ABL
puede deberse a una modulacién directa o indirecta de la neurotransmision de los
mensajeros enddgenos. Algunos experimentos que han evaluado la actividad
electrofisiolégica han mostrado que la estimulacion quimica y eléctrica de las
neuronas en esta estructura cerebral es capaz de alterar las condiciones de miedo o

ansiedad.

Se ha observado ampliamente que la presencia de los estados de ansiedad se
correlaciona con un incremento en la actividad neuronal de la ABL v,
consecuentemente, una mayor excitabilidad de la ABL tiene una tendencia a ser
ansiogénica, mientras que una excitabilidad menor de esta estructura sera
ansiolitica(Michael Davis, Rainnie, & Cassell, 1994).El farmaco ansiolitico diacepam,
produjo una inhibicion del indice relativo de la tasa de disparo en la ABL (Figura
14,m) de manera dosis dependiente, lo cual estd en relaciébn con la actividad
ansiolitica (Hodges, Green, & Glenn, 1987). El efecto producido por G-A en esta

estructura fue diferente del producido por el DZP cuando se usaron dosis mas
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elevadas (Hodges et al., 1987).En este caso, G-A produjo un incremento ligeramente
dosis dependiente de la tasa de disparo de la ABL. Cuando se co-administré G-A con
DZP, el indice relativo de la tasa de disparo fue estadisticamente similar al grupo
tratado solo con DZP (p>0.05). Al analizar los resultados se infiere que aunque
ambas sustancias son capaces de ejercer un efecto ansiolitico en las pruebas de
comportamiento tales como el LEC, puede haber una diferencia en el mecanismo de

accion.
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Figura 14. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con Diacepam (DZP)
sobre el indice relativizado de descarga de la ABL.mDosis acumulativas de DZP (0.125, 0.25, 0.5, 1.0,
10 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con DZP (0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 10 mg/kg).
Prueba t de Student, *P <0.05.
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En un intento por investigar la posible interaccion con el receptor benzodiacepinico,
se evalué la combinaciéon de G-A con Flumazenilo (FMZ). Este farmaco fue
administrado en dosis crecientes, mostrando un ligero incremento en la excitabilidad

neuronal de la ABL.

Aunque este efecto no fue significativamente diferente con el grupo G-A, los
resultados estan en concordancia con los reportes en los que sustancias que
bloquean la transmisibn GABAérgica inducen un efecto ansiogénico y aumentan la
tasa de disparo neuronal en esta estructura (Figura 15).

Cuando se co-administr6 G-A con FMZ, la tasa de disparo de la curva de dosis
respuesta se incrementé en comparacion con el grupo tratado solo con FMZ (Figura
15), y con G-A solo. Pero, nuevamente el efecto no fue diferente entre estos grupos.
Estos resultados indican que no hay interaccién farmacolégica entre el G-A y
farmacos que modifican la neurotransmision con el receptor de GABA-a,

especificamente en el receptor de benzodiacepinas.

Péagina | 48



OG-A BFMZ A G-A+FMZ

°

2

Lo

£ 1.8 -

g

[J]

9

©

£ 16 -

—

@

<

£ *
g 14

]

e

(5]

2

= 1.2

(]

©

R

s

g 17

=]

($]

(]

e

0-8 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Dosis (mg/ ké)

Figura 15. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con Flumazenilo (FMZ)
sobre el indice relativizado de descarga de la ABL.mDosis acumulativas de FMZ (0.125, 0.25, 0.75,
1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con FMZ (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3,y 6
mg/kg). Prueba t de Student, *P <0.05.

En la Figura 16 se muestra la tasa de disparo neuronal de la ABL por la
administracion de PTX. Se observa un incremento en la tasa de disparo, el cual no
tiene diferencia estadisticamente significativa de los animales que recibieron solo G-
A. De cualquier manera, la co-administracién de G-A y PTX produjo un incremento
significativo en la tasa de disparo, pero s6lo a las dosis méas altas (p<0.05).Este
resultado producido por G-A de modificar el efecto generado por PTX, soOlo se
observo en el modelo de LEC, en el cual la combinacion de G-A 'y PTX fue capaz de

incrementar significativamente el %TBA y %EBA.
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Figura 16. Efecto producido por la co-administracién de Galphimina-A (G-A) con picrotoxina (PTX)
sobre el indice relativizado de descarga de la ABL.m Dosis acumulativas de PTX (0.125, 0.25, 0.75,
1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con PTX (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6
mg/kg). Prueba t de Student. *P <0.05.

En la Figura 17 se ilustra que la administracion de dosis crecientes de PTZ no
modifica la frecuencia del disparo neuronal y aunque la co-administracién de G-A con
PTZ provocé una disminucion de la frecuencia de disparo, no hubo una diferencia

estadisticamente significativa (p >0.05).
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Figura 17. Efecto producido por la co-administracién de Galphimina-A (G-A) con pentilenetetrazol
(PTZ) sobre el indice relativizado de descarga de la ABL.m Dosis acumulativas de PTZ (0.75, 1.25,
2.5, 5.0, 10, 15 mg/kg). A Co-administracién de G-A (0.125 mg/kg) con PTZ (0.75, 1.25, 2.5, 5.0, 10,
15 mg/kg). Prueba t de Student. *P <0.05.

En la Figura 18se muestra que BICC ne modifica la frecuencia de disparo neuronal,
en tanto que la co-administracion de G-A + BICC incrementa significativamente este
parametro en una manera dosis dependiente. Por otra parte, estos valores de las
curvas también fueron mas elevados que aquellos del efecto de G-A cuando se

administré solo (p<0.005).
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Figura 18. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con bicuculina (BICC)
bajo el indice relativizado de descarga de la ABL.m Dosis acumulativas de BICC (0.125, 0.25, 0.75,
1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con BICC (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6
mg/kg). Prueba t de Student. *p <0.05.

El faclofén indujo un incremento significativo de la tasa de disparo en la ABL de una
manera dosis dependiente. Este efecto puede ser considerado similar al que se
produjo por G-A, pero cuando ambas sustancias se co-administraron (G-A yFCF), se
produjo una disminucion consistente y dosis dependiente de la tasa de disparo

(Figura 19).
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Figura 19. Efecto producido por la co-administraciéon de Galphimina-A (G-A) con faclofén (FCF) bajo el
indice relativizado de descarga de la ABL.m Dosis acumulativas de FCF (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6
mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con PHC (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg).
Prueba t de Student. *p <0.05.

Los datos presentados sugieren que el efecto producido por G-A en neuronas de la
ABL es diferente del que presenta el DZP, y no interacciona directamente con el
sistema GABAEérgico. La posible interaccion entre G-A y PTX, que se observo en el
presente trabajo, probablemente no involucra el sistema GABAérgico. Se conoce
bien que la PTX también es capaz de inhibir el influjo del ion cloruro en receptores de
glicina; también como por bloquear receptores que son selectivos de cationes, tal
como el 5-HT3A (Das, Bell-Horner, Machu, & Dillon, 2003). La PTX también es capaz
de antagonizar el efecto excitador de DOI (un agonista del receptor 5-HT2A/2C) en la

ABL (Sun et al., 2013) en la cual, la activacion produce un efecto ansiolitico. Con
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estos hechos, y debido a la similitud estructural entre G-A y G-B (el otro triterpeno
ansiolitico aislado de G. glauca, que ha mostrado una interaccién con el sistema
serotoninérgico en el hipocampo), es posible sugerir que la actividad ansiolitica in
vivo de G-A puede involucrar la interaccion con otro sistema de neurotransmision tal

como el serotoninérgico.

El MPEP indujo un incremento de la tasa de disparo en la ABL de una manera dosis
dependiente. Este efecto es estadisticamente similar al presentado por G-A, pero
cuando se co-administraron ambas sustancias (G-A y MPEP), se produjo un
incremento dosis-dependiente en la tasa de disparo de la ABL, aunque este efecto

no tiene diferencia significativa con respecto a G-A (Figura 20).
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Figura 20. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con 2-metil-6-
(feniletinil)piridina (MPEP) bajo el indice relativizado de descarga de la ABL. mDosis acumulativas de
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MPEP (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con MPEP
(0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg). Prueba t de Student. *p <0.05.

La administracion i.v. de NMDA indujo un ligero aumento en la frecuencia de
descarga de la ABL, éste efecto fue estadisticamente similar al presentado por el
grupo que recibié G-A. Cuando se co-administran las dos sustancias (GA y NMDA)
hay un ligero aumento dosis-dependiente de la frecuencia de disparo en la ABL, sin
embargo estos resultados no son estadisticamente diferentes del grupo que sélo

recibe G-A (Figura 21)
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Figura 21. Efecto producido por la co-administracién de Galphimina-A (G-A) con Acido N-metil-D-
aspartato (NMDA) bajo el indice relativizado de descarga de la ABL. mDosis acumulativas de NMDA
(0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracion de G-A (0.125 mg/kg) con NMDA (0.125,
0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mg/kg). Prueba t de Student. *p <0.05.

La administracion de dizolcipina (MK-801) disminuy6 de manera dosis-dependiente la
frecuencia de descarga de la amigdala basolateral, sin embargo, no fue

estadisticamente diferente al del grupo que solo recibié G-A el cual incrementa
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ligeramente de manera dosis-dependiente la frecuencia de descarga de la ABL.
Cuando se co-administran ambas sustancias (G-A y MK-801) hay una reversion del
efecto inhibidor de MK-801 sobre la frecuencia de disparo de la ABL, este
comportamiento fue estadisticamente similar al grupo que solo recibi6 G-A (Figura

22).
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Figura 22. Efecto producido por la co-administracion de Galphimina-A (G-A) con Dizolcipina (MK-801)
bajo el indice relativizado de descarga de la ABL. mDosis acumulativas de MK-801 (0.125, 0.25, 0.75,
1.5, 3, 6 mg/kg). A Co-administracién de G-A (0.125 mg/kg) con MK-801 (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6
mg/kg). Prueba t de Student. *p <0.05.
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9. Discusion

Se ha reportado que G-A es uno de los triterpenos caracteristicos obtenidos de la
especie vegetal Galphimia glaucay se ha demostrado (en modelos farmacoldgicos in
vivo) que ejerce un efecto ansiolitico cuando se administra (15 mg/kg, i.p.) en ratones
(M. Herrera-Ruiz, M. Gonzalez-Cortazar, et al., 2006). En el presente trabajo, el
efecto farmacoldgico de este compuesto fue corroborado, pero en este caso, se
utilizé la via oral para su administracion. Esto permite la afirmacion de que esta
sustancia altamente liposoluble, actia directamente sobre el SNC(Abarca et al.,
2014). Es importante destacar que existen reportes de otros compuestos naturales
aislados de plantas medicinales, tales como los flavonoides (quercetina y canferol),
los cuales ejercen un efecto ansiolitico s6lo cuando se administran oralmente a los
ratones, pero cuando se emplea la via intraperitoneal el efecto no se observa. De tal
manera que se propone que estos compuestos actlGan como pro-farmacos
(Vissiennon, Nieber, Kelber, & Butterweck, 2012). En este caso la respuesta de los
ratones a la via oral fue similar a la producida cuando se administra i.p., lo cual fue
reportado por Herrara-Ruiz, et al., 2006, en dicho trabajo se indic6 que la
administracion i.p. de G-A a una dosis de 15 mg/kg causé un incremento significativo
en los pardmetros de EBA (48%) y TBA (53%); en el presente trabajo, la
administracion oral indujo un incremento en EBA de 61% y TBA de 52%. Se puede
apreciar que el tiempo transcurrido en los brazos abiertos (TBA) ha sido
practicamente el mismo; este parametro es el principal en la validacién del LEC, en
términos de considerar una sustancia como un ansiolitico. Durante la evaluacion,

también se observo que el efecto en los parametros de EBA y TBA producido por G-
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A no mostré un comportamiento dosis-dependiente, al menos dentro del rango de
administracion (1.0 — 45 mg/kg). Por lo que el margen de actividad de G-A sobre la
ansiedad analizada en ratones con el modelo de LEC es amplia y que este rango de
accion no induce un efecto sedante, tal como el que inducen las benzodiacepinas,
las cuales en rangos de dosis reducidas, producen un efecto ansiolitico, sedante e
hipnético. Las benzodiacepinas son empleadas experimentalmente para validar
procedimientos que permiten la evaluacion de nuevos farmacos con potencial efecto
ansiolitico, tales como el modelo de LEC. Este modelo etoldégico ha demostrado su
sensibilidad en la exploracion de farmacos ansioliticos asi como de
ansiogénicos(Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985),cuyos mecanismos de accion
emplean receptores benzodiacepinicos; el modelo de LEC también es sensible a
sustancias que poseen un mecanismode accién no benzodiacepinico(Pellow & File,
1986). ElI DZP ejerce diferentes efectos biolégicos, los cuales son dosis-
dependientes con un rango desde la ansiolisis, sedacién hasta la hipnosis (Bousofio,
Arango, Bascaron, & Bobes, 2009). EI DZP a una dosis de 1.0 mg/kg administrado
i.p. produce un incremento en el numero de EBA y TBA en el modelo de LEC,
resultados que han sido ampliamente documentados en la literatura para este

farmaco.

Con la finalidad de evaluar si G-A es capaz de disminuir la ansiedad generada por
farmacos antagonistas del receptor GABA-a, se decidi6 medir los resultados
conductuales de los ratones que recibieron una dosis de 30 mg/kg de G-A co-

administrada con estas sustancias. Primero se evaluo el efecto de BICC (5 mg/kg),
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un antagonista competitivo, PTX (2.0 mg/kg),un antagonista no competitivo, y PTZ
(10 mg/kg), un producto con un mecanismo de accion que no estd completamente
bien entendido pero que representa una herramienta util debido a que induce efectos
en el SNC por modular el receptor GABA-a, efectos tales como proconvulsivante y a
dosis pequefias, un ansiogénico. Todos estos compuestos, de forma individual
causaron una disminucion en los parametros de EBA y TBA en ratones sometidos al
modelo de LEC. Existen datos en la literatura que indican que PTX (0.03-0.5 mg/kg)
y BICC (1-8 mg/kg) no posee un efecto ansiogénico en el modelo de LEC cuando se
administra intraperitonealmente(Clénet, Hascoét, Fillion, Galons, & Bourin, 2005);es
probable, al menos para el caso de PTX, que la ausencia del efecto que estos
autores reportan se debia a bajas dosis en comparacion con la que se empled en el
presente trabajo (2 mg/kg). La co-administracién de una dosis oral de 30 mg/kg de G-
A con BICC (5.0 mg/kg, i.p.) y la co-administracion deG-A con PTX (2.0 mg/kg, i.p.)
no causd una disminucion del efecto ansiogénico de estos farmacos, porque los
parametros de EBA y TBA fueron significativamente mayores que en ratones que
recibieron sélo BICC y PTX. Este efecto no fue observado con el grupo que recibié la

co-administracion de G-Ay PTZ.

Se ha demostrado que farmacos GABAérgicos, tales como las benzodiacepinas,
ejercen su efecto depresor sobre el SNC en una manera dosis-dependiente, y que la
activacion de este sistema aumenta los efectos de depresion del sistema nervioso
tales comoansiolisis, sedacion, hipnosis y muerte. EI DZP ejerce un efecto ansiolitico

pero también un efecto sedante, considerando éste como uno de sus efectos
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secundarios no deseables y uno que justifica su uso principalmente en la noche.
Experimentalmente,se han descrito el efecto ansiolitico de DZP a diferentes dosis
i.p., asi como su efecto sobre la actividad motora y ambas acciones estan
relacionadas de acuerdo al incremento de la dosis en los ratones (por ejemplo, 2.5y
10 mg/kg). Las benzodiacepinas también ejercen un efecto ansiolitico, medido como
un incremento en el nimero de entradas a los brazos abiertos y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos en el modelo de LEC, y el efecto sedante,
observado como una disminucion en la locomocién en el modelo de CA (A
Klodzinska et al., 2004; Pellow & File, 1986). En otro reporte, la administracion de
dosis de 0.05, 0.2, 0.8, y 1.5 mg/kg i.p.deDZP a ratas Wistar causé una disminucion
en la actividad motora en el CA (Siemigtkowski, Sienkiewicz-Jarosz, Cztonkowska,
Bidzinski, & Ptaznik, 2000).De acuerdo con estos datos, en el presente trabajo de
investigacién, se observdé que una dosis de 1.0 mg/kg de DZP causé un efecto
ansiolitico acompafado por una disminucioén en la actividad motora espontanea en el
modelo de CA, lo cual es manifestado como un parametro de sedacion (Aitkenhead
Alan R., Rowbotham David J., & Graham, 2001).En esta prueba los animales fueron
colocados en un ambiente novedoso, y se midieron los parametros de locomocion,
namero de estiramientos verticales (R), nimero de acicalamientos (G), entre otros, lo
cual sirvio para determinar los efectos secundarios 0 no especificos de los farmacos
gue mostraron un efecto ansiolitico en el LEC (Choleris, Thomas, Kavaliers, & Prato,
2001). En contraste con DZP, la administracion de cualquier dosis de G-A no indujo
cambios en la actividad locomotora y tampoco en el numero de estiramientos

verticales, indicando, al menos en las dosis evaluadas, este triterpeno no causa el
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efecto secundario de sedacidn observado con las benzodiacepinas. Entre los
farmacos GABAeérgicos PTX y PTZ causaron una disminucion de la actividad motora
en el modelo de CA, un efecto que ha sido observado en anteriores investigaciones;
por ejemplo, la administracion de dosis subcutaneas de 0.6 y 1.0 mg/kg de PTX a
ratones albinos suizos indujo una disminucién en los parametros de locomociéon en
esta evaluacion (Stankevicius, Rodrigues-Costa, Camilo Flério, & Palermo-Neto,

2008).

Cuando la dosis de 30 mg/kg de G-A fue administrada junto con los antagonistas
GABAérgicos, soélo los ratones que recibieron G-A con PTX no exhibieron una
modificacion del efecto del antagonista sobre la actividad locomotora en el modelo de
CA, lo cual puede sugerir la selectividad de los efectos de G-A para contrarrestar la
accion de los farmacos antagonistas. Es importante recordar que ambas sustancias
(BICC y PTX) actian generando la misma respuesta pero con un mecanismo
diferente; la primera es un antagonista competitivo de GABA, mientras que PTX
inhibe el flujo del ion cloruro por bloguear el canal i6nico a través de la membrana

citoplasmatica.

Por otro lado, se puede pensar que G-A actua por un mecanismo diferente del
GABAérgico; en cuanto a esto, se ha demostrado que otra Galphimina ansiolitica, G-
B, produce un efecto selectivo sobre el SNC, particularmente en el hipocampo dorsal
de la rata, en el cual es capaz de modificar la frecuencia de disparo espontanea en

registros de la actividad eléctrica de la region CA1 del hipocampo. Esta zona cerebral
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tiene una gran influencia sobre los desordenes de ansiedad. En ese estudio, se
mostréo que G-B interactia en una manera compleja con farmacos serotonérgicos
sobre el hipocampo de la rata (Jiménez-Ferrer, Herrera-Ruiz, Ramirez-Garcia,
Herrera-Arellano, & Tortoriello, 2011).Estos datos, junto los resultados del presente
trabajo, dirigen a pensar que triterpenos caracteristicos de Galphimia glauca,

producen acciones complejas en el SNC para causar su efecto ansiolitico.

Se indujo un ligero incremento dosis-dependiente sobre el indice relativo de la tasa
de disparo de neuronas de la ABL por la administracién (i.v.) de diferentes dosis de
G-A (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, and 6 mg/kg) con un Emax= 1.1432 y una DEso=
0.0150 mg/kg. Este efecto demuestra que la ABL es sensible a los efectos
producidos por G-A, la cual es un area cerebral involucreada en la regulacién del
estado de animo, con una gran concentracion de neuronas gutamatérgicas y con una
importante presencia de neuronas inhibitorias GABAérgicas(Pape & Pare, 2010). De
tal manera que el incremento en la frecuencia de disparo inducida por G-A puede ser
debido a la modulacion directa o indirecta de la neurotransmisién de los mensajeros
enddgenos. Algunos experimentos que evallan la actividad electrofisiolégica han
mostrado que la estimulaciéon quimica y eléctrica de las neuronas en esta estructura
cerebral es capaz de alterar situaciones de miedo o ansiedad. Se ha observado
ampliamente que la presencia de los estados de ansiedad se correlaciona con un
incremento en la actividad neuronal en la ABL y consecuentemente, mayor
excitabilidad en la ABL tiene una tendencia a desarrollar estados de ansiedad,

mientras que una excitabilidad baja de esta estructura puede producir un estado
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ansiolitico (Michael Davis et al., 1994). El farmaco ansiolitico DZP, produjo una
inhibicion del indice relativo de la tasa de disparo de la ABL de manera dosis-
dependiente, lo cual concuerda con la actividad ansiolitica (Hodges et al., 1987).
Cuando G-A fue co-administrada con DZP, el indice relativo de la tasa de disparo fue
estadisticamente similar al del grupo tratado sélo con DZP. Estos resultados indican
gue aunque ambas sustancias son capaces de ejercer un efecto ansiolitico en el
modelo conductual de laberinto elevado en forma de cruz, tienen un mecanismo de

accion diferente.

En un intento por investigar una posible interaccion con el receptor a las
benzodiacepinas, se evalud la co-administracion de G-A con FMZ, la tasa de disparo
de la curva dosis-respuesta se incremento respecto del grupo tratado sélo con FMZ
pero no hubo diferencia estadistica significativa, lo cual indica que no hay interaccion
farmacoldgica entre G-A y los farmacos que modifican la neurotransmision con el
GABAAR, especificamente sobre el receptor de las benzodiacepinas. Cuando se
coadministra G-A con PTX hay un incremento en la frecuencia de disparo de la ABL
respecto de la administracion del PTX sola pero sélo a las dosis mas altas,
consistente con este resultado G-A modifica el efecto producido por PTX en el LEC
aumentando el %EBA y el %TBA, esta posible interaccion probablemente no
involucra el sistema GABAérgico. Es bien conocido que PTX también es capaz de
inhibir el influjo de CI en los receptores de glicina, también como por bloquear
receptores que son selectivos a cationes, tal como el caso del receptor 5-HT3A (Das

et al., 2003). La PTX es también capaz de antagonizar el efecto excitatorio de DOI
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(un agonista del receptor 5-HT2A/2C) en la ABL (Sun et al., 2013), en el cual la
activacion produce un efecto ansiolitico. Con estos hechos y debido a la similitud
estructural entre G-A y G-B (el otro triterpeno ansiolitico aislado de G. glauca, que ha
mostrado una interaccion con el sistema serotoninérgico en el hipocampo), es
posible sugerir que la actividad ansiolitica in vivo de G-A puede involucrar la

interaccidn con el sistema serotoninérgico.

La administracion de MPEP un antagonista de los mGIuR5 indujo un aumento en la
frecuencia de descarga de la ABL de manera dosis dependiente, este efecto es
estadisticamente similar al mostrado por G-A cuando se administra solo y se ve
aumentada la tasa de disparo cuando se co-administran juntas las dos sustancias, de
manera dosis dependiente. Se tiene reportado que ambas sustancias producen un
efecto ansiolitico en modelos conductuales, se cree que el efecto ansiolitico de
MPEP se lleva a cabo por el bloqueo de los receptores mGIuR5 localizados en las
neuronas glutamatérgicas de la ABL que se proyectan y activan el ndcleo central de
la amigdala y esto dirige a una inhibicibn mediada por las neuronas GABAérgicas de

las islas intercaladas mediales localizadas lateralmente (De La Mora et al., 2006).

La activacion del receptor inotrépico de glutamato del tipo NMDA induce una mayor
excitabilidad en el sistema nervioso debido a que esta acoplado a un canal idnico
que favorece el flujo no selectivo de los ionesNa*, K* y CaZ*(Purves et al., 2004). La
administracion de G-A asi como la administracion de NMDA mostraron un aumento

en la frecuencia de descarga de la amigdala basolateral, cuando se co-administraron
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ambas sustancias el efecto no fue estadisticamente diferente de la administracion de
G-A. Lo cual nos indica que estas dos sustancias no tienen interaccion entre si.La
administracion del MK-801, un antagonista no competitivo del receptor a NMDA
disminuye la frecuencia de disparo de la ABL debido a que bloquea el flujo de los
diferentes iones a través del canal (Huettner & Bean, 1988), este efecto no es
estadisticamente diferente del presentado por la administracion de G-A. G-A revierte
la inhibicién en la frecuencia de disparo en la ABL del MK-801 cuando estas
sustancias son co-administradas, sin embargo el resultado no es estadisticamente

significativo, lo cual evidencia que G-A no interacciona con esta sustancia.

10.Conclusiones

e Se evidencié que Galphimina-A posee un efecto ansiolitico dosis-dependiente
(1.0 — 45 mg/kg, vo)en el modelo de laberinto elevado en forma de cruz, el cual
no produce un efecto sedante asociado.

e G-A es capaz de contrarrestar la ansiedad producida por la administracién de
antagonistas de GABAAR en el modelo de LEC.

e G-A no interactia con PTZ y BICC en el modelo de laberinto elevado en forma
de cruz pero si lo hace con PTX.

e Los resultados obtenidos de los registros electrofisiolégicos evidencian que el
efecto producido por G-A es diferente del DZP y sugieren que G-A no interactia

directamente con el sistema GABAérgico, mientras qué G-A fue capaz de
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modificar el efecto producido por PTX, BCC y FCF evidenciando un mecanismo

de accion diferente.

¢ G-A no interactia directamente con los farmacos glutamatérgicosMPEP, NMDA,

MK-801 en la ABL.

11.Perspectivas

Evaluar la interaccién de Galphimina-A con el sistema serotoninérgico de la
amigdala basolateral y otras estructuras relacionadas con los trastornos de
ansiedad.

Determinar el efecto toxico y genotdéxicode Galphimina-A por una
administracion cronica en roedores.

Evaluar el efecto ansiolitico de un extracto estandarizado en la concentracion

de Galphimina-A.
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ABSTRACT

Galphimia glauca is a plant species that has been used in Mexican Traditional Medicine
for the treatment of Central nervous system disorders. Was demonstrated that the
standardized extract of G. glauca, by means of double-blind. controlled. and randomized
clinical studies. possesses therapeutic effectiveness in patients with generalized anxiety
disorder. In the active extract, nor-secotriterpenes Galphimines, Galphimine-A (G-A) and
Galphimine-B (G-B) are prominent for their anxiolytic effect. In the present work, the
oral administration of different doses of G-A. in ICR male mice submitted to the Elevated
Plus Maze (EPM) test, was capable of inducing a significant anxiolytic effect. while any
of the doses modified the spontancous motor activity of the mice in the Open field test
(OFT). The administration of G-A (30 mg/kg. p.o.) in mice inhibited the anxiogenic
effect of picrotoxin (PTX, 2 mg/kg, i.p.). but not of bicuculline (BCC, 5 mg/ke. i.p.) and
pentylenetetrazole (PTZ. 10 mg'kg. ip.) in the EPM. The combination of G-A with these
drugs was evaluated by means of in vive extracellular recordings in basolateral amygdala
(BLA). A dose-dependent increase of the firing rate on BLA neurons was induced by the
administration (i.v.) of different doses of G-A. while diazepam (DZP) decreased the firing
rate. The co-administration of G-A with DZP or flumazenil (FMZ) did not modify the
effect produced by these drugs on the firing rate. However. the co-administration of G-A
modified the effect produced by PTX. G-A was able to produce an anxiolytic effect when
administered at different doses orally in mice, without inducing an associated sedative Pagina | 77
effect. Electrophysiological recordings showed that the effect produced by G-A is
different of that of DZP and suggest that G-A do not interact directly with the
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GABAergic system (transmission mechanism for the y-aminobutiric acid -GABA-) .
while it was able to modify the eftect produced by PTX. BCC and Phaclofen evidencing
a ditferent action mechanism.

Key words: Galphimia glauca: anxiety: Galphimine-A: Elevated plus-maze test: Open
field test: Bicuculline; Pictrotoxin: Pentylenetetrazole.

INTRODUCTION

In the search for new drugs that could be useful for the treatment of anxiety, medicinal
plants are studied as an 1mportant source of novel bioactive molecules; Galphimia glauca
(Malpighiaceae) (Tortoriello and Ortega, 1993: Herrera-Ruiz ef al.. 2006) 1s a Mexican
medicimal species, from which a charactenistic group of nor-secotriterpenes, now named
Galphimines. has been 1solated. Highlighted among these are Galphimine-A (G-A) and
Galphimmine-B (G-B) (Herrera-Rwiz er al.. 2006). to which the anxiolytic effect of this
species has been attributed. Recently, the clinical evaluation of a phytopharmaceutical
claborated with the standardized extract (in its galphimine content) of Galphimia glauca
was reported. This product, administered during 4 weeks, demonstrated that it possesses
therapeutic effectiveness similar to that exerted by Lorazepam in patients with a
diagnosis of Generalized anxiety disorder (GAD). however without evidencing important
adverse effects (Herrera-Arellano et al.. 2007). Another double-blind, controlled clinical
study demonstrated that administration of the phytopharmaceutical for 15 weeks in
patients with GAD was safe to use and well tolerated (Herrera-Arellano er al., 2012).
Studies in animal in vive tests have also shown that the extract from G. glauca.
standardized in its galphimines content. is capable of exerting an anxiolytic effect on the
EPM test (Herrera-Ruiz et al.. 2006: Herrera-Ruiz er al., 2006).

In an attempt to know the mechanism of action of G-B. it has been evidenced. by
means of electrophysiological recordings, that this nor-secotriterpene i1s capable of
modulating serotoninergic transmission in the dorsal hippocampus of anesthetized rats
(Jiménez-Ferrer et al.. 2011). It was able to dimimish the discharge frequency of
dopaminergic neurons of the Ventral tegmental area (VTA) by means of a mechanism of
action independent from the GABAergic system (Tortoriello ef al.. 1998; Pricto-Gomez
etal., 2003).

Anxiety 1s a normal emotional response to potential threats or stresses. and is
associated with a variety of psychological disorders when it becomes excessive (Clement
and Chapouthier. 1998: Cannistraro, 2003). Anxiety disorders are a heterogensous group
of psychiatric disorders with no clear knowledge of their etiology and pathogenesis.
Several familial. biological. and genetic risk factors have been invoked for the Obsessive-
compulsive disorder (OCD) or the Panic disorder (PD). however to date none has shown
a main role in their etiology (Cavallini and Bellodi, 2001). Anxiety disorders have a high
impact on daily life and cause a great deal of suffering for the individual patient.

The amygdala plays an essential role in mediating emotions such as anxiety (Davis et
al.. 1994: LeDoux, 2003). The primate amygdala is located in the anteromedial part of
the temporal lobe, where it lies ventromedial to the striatum and anterior to the ventral
portion of the hippocampal formation. It has a similar position in non-primates. such as
rat and cat (McDonald. 1998). The basolateral amygdala (BLA) has been widely studied
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as one of the critical components in the neural circuitry, mediating anxiety-related states
and behaviors (Davis. 1998): it 1s a cortical-like structure consisting of Glutamatergic
principal neurons and local GABAergic inhibitory neurons (Pape and Pare. 2010). The
role of GABAergic cells is particularly important, as their mhibitory action provides
constant silencing of the main glutamatergic neurons of the BLA (Gaudrean and Pare.
1996). Suppression of inhibition can increase the firing rate and synchronization of
glutamatergic neurons during fear (Paré and Collins, 2000).

From the active extract of Galphimia glauca. other galphimines have been isolated
and identified, for example, G-E. which 1s found at a greater concentration in the plant
however that does not exhibit activity in anxiety tests, Through a simple chemical
reaction, G-E (inactive) 1s transformed into G-A (aetive): thus. in this manner it is
possible to possess a greater amount of the anxiolytic compound. In the present work. we
evaluated (by means of the EPM test in mice. as well as by unitary extracellular
recordings in BLA of male rats) the effect produced by different doses of G-A on anxiety
and its mteraction with potent excitatory substances of the CNS that act on the GABA
receptor.

MATERIALS AND METHODS

Plant material: Galphimia glauca was collected from a controlled crop in Morelos State.
Mexico. Taxonomic identification was performed by Abigail Aguilar-Contreras, M.Sc.,
the Herbarium head. A voucher sample was deposited in the Mexican Institute of Social
Security Herbarium with code number IMSSM-8646. Plant material was dried under dark
conditions at room temperature for 2 weeks. Afterward, in order to obtain particles 3-3-
mm in size. the plant material was submitted to an electric grinder mull.

Extract preparation: For obtaining the galphimines. the ground plant material (aerial
parts) (7.26 kg) was macerated with n-hexane (16.8 L. 3 times) for its degreasing. and
later was submitted to extraction with a mixture of ethyl acetate and methanol (50:50: 3
times) (Gonzalez-Cortazar et al., 2005). The extract obtained (310.8 g. 4.27%) was
resuspended in solvents with ascending polarity as follows: n-hexane (600 mL., Merck):
chloroform (500 mL, Merck): ethyl acetate (500 mL. Merck). and methanol (500 mlL,
Merck). The solvent was eliminated under conditions of distillation by low pressure in a
Heidolph-Laborota 4000 rotary evaporator (Germany), finally obtaining fractions of n-
hexane (8 g. 0.01%). ethyl acetate (51.7 g. 0.71%). chloroform (57.4 g, 0.79%). and
methanol (189.2 g, 2.6%).

Extraction of Galphimine-A (1): The methanolic fraction (150 g). in which the content
was mainly the mixture of galphimines, was passed through a gravitational
chromatographic column (400 x 90 mm) previously packed with silica gel 60 (600 g,
40-63 pm, Merck). We employed a chloroform-acetone-methanol gradient system as
mobile phase. beginning with 100% of the solvent of least polarity and ending with 100%
of methanol. This process was monitored by Thin-layer chromatography (TLC) until
obtaining a fraction with the mixture of triterpenes (galphimines). We obtained 45
fractions that. based on the similarity of their content. were regrouped mto the following
eight groups: GgF-A (1-3. 100:0:0): GgF-B (4-19. 100:0:0): GgF-C (20-24. 90:10:0%):
GgF-D (25-27. 90:10:0); GgF-E (28-32. 80:20:0); GgF-F (33-36, 70:30:0); GgF-G
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(37—44, 50:50:0), and GgF-H (45. 0:0:100). The GgF-B fraction (100 g, 66.6%) contains
a mixture of galphimines: thus. it was submitted to chemical separation through a
gravitational chromatographic column (500 * 50 mm). The solvent system in this case
was a gradient composed of n-hexane-ethylacetate-methanol. with a gradual mnerease in
polarity, obtaining 48 fractions that were regrouped into the following four groups:
GgFB-I (1-8, 70:30:0): GgFB-II (9-11, 70:30:0): GgFB-III (12-16, 50:50:0). and GgFB-
IV (17—48. 50:50:10). The GgFB-IV fraction (7.9 g. 7.9%) contained a high amount of
Galphimine-E (G-E) and a low concentration of G-A (0.2 g. 1). Due to the high yield of
G-E (Galphimine-E: 7.9 g) in this fraction. it was utilized for obtaining G-A by means of
a previously reported chemical reaction (Gonzalez-Cortazar et al., 2005) of
transformation by hydrolysis. At the end of the reaction. the sample was concentrated at
reduced pressure and afterward was taken to complete dryness through lyophilization.
The reaction product was obtained (6.55 g 82.91%). which was separated by
gravitational column chromatography (300 = 20 mm) with silica gel (300 g. 70-230
mesh, Merck). Utilizing a chloroform-acetone-methanol gradient as mobile phase. 50
fractions were obtained. which were regrouped into the following five groups: GARx-1
(1-15. 100:0:0): GARx-2 (16-28. 90:10:0): GAR=x-3 (29-34. 80:20:0%): GARx-4
(3549, 70:30:0). and GARx-5 (50. 0:0:100). The GARx-2 fraction was recrystallized
with acetone-methanol (7:3 v/v), obtaining crystals (2.8 g, 42.74%) that were identified
by NMR of 'H and °C as Galphimine-A (G-A) (1).

NMR spectra analysis: The spectra of NMR'H and “C of G-A. dissolved in CD;OD.
were obtained in NMR. Avance DMX500% Bruker 500 MHz equipment. The chemical
displacements were reported in parts per million (ppm) and Tetramethylsilane (TMS) was
employed as internal reference.

Animals: Male albino ICR mice weighing around 35 g were used (Harlan, Mexico City)
for the Elevated plus maze (EPM) test. Male Sprague-Dawley rats (Harlan, Mexico City)
weighing 250-350 g were used for extracellular recordings. All animals were maintained
under standard laboratory conditions at 25°C. with 12-h light/12-h dark cyeles, with
lights turned on at 07:00 a.m.. and with free access to water and standard food pellets
(Harlan rodent diet). The animals were allowed at least 3 weeks to adapt to the laboratory
environment prior to initiating the experiments. All experimental procedures were carried
out according to a protocol approved by the Institutional Research Committee in
compliance with the Official Mexican Regulation that dates from 1999 (NOM-062-ZOO-
1999). Minimal number of animals (n = 8) and duration of observation required to obtain
consistent data were employed. The experimental protocol was approved by the Local
Ethics Committee and was assigned control number R-2010-1701-23,

Drugs: In the experiments. we utilized the following substances: Tween 20 (0.5%) was
used as negative control group. G-A (7.5, 15, 30. and 45 mg'kg, dissolved in Tween 20,
0.5%). GABAergic system modulators: Diazepam (DZP. 1.0 mgkg. Pfizer) was
employed as an anxiolytic and sedative drug. and it 1s an allosteric modulator of the
GABA-A receptor: bicuculline methiodide (BCC., 5 mgkg). as GABA-A receptor
antagonist: picrotoxin (PTX. 2 mgkg). as GABA-A receptor antagonist, binds to the
GABA receptor-linked chloride (Cl) channel. and 1s an anxiety inducer, and
pentylentetrazole (PTZ. 10 mg/kg) with non-specific action 15 a CNS stimulant and
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induces anxiety. All GABAergic drugs were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis. MO, USA). Urethane was used as anesthetic drug for the electrophysiological
recordings.

Pharmacological design: For in vivo behavioral tests, groups of 8 mice were organized.
In order to build dose response curves. different doses (1.0. 1.5, 3.25, 7.5, 15, 30, and 45
mg'kg) of G-A were administered orally 1 h prior to the initiation of each test (EPM.
OFT). For co-administration experiments. all animals were pretreated with 30 mg'kg of
G-A orally (p.e.) and 30 min later with one of the different GABAergic drugs by
mtraperitoneal via (i.p.). The doses utilized for each case were as follows: BCC 5 mg/ke:
PTX 2.0 mg/kg. and PTZ 10 mg/kg. Finally. 30 min later, each mouse was evaluated in
the EPM or OFT tests. DZP (1.0 mg'kg i.p.) and Tween 20 solution (p.e.) were used as a
positive (anxiolytic) and negative control group. respectively. For electrophysiological
recordings. treatments were administered with inereasing and cumulative doses
mtravenously (7.v.). With the aim to obtam dose-response curves, the following different
doses were used: 0.125, 0.25, 0.75. 1.5, 3.0, and 6.0 mgkg for PHC. BCC, and PTX:
0.125.0.25. 0.5, 1.0, and 10 mg/kg for DZP. and 0.125, 0.75, 1.25, 2.5, 5.0, and 10 mg/kg
for PTZ. In order to explore the interaction of G-A with different drugs. G-A was
administered at 0.125 mg'kg and later, the cumulative doses of GABAergic drugs.

Elevated plus maze test (EPM): The EPM test 1s the most frequently used model for
assessment of the anxiolytic activity of a new substance. including herbal remedies
(Zhang. 2004) in rodents (Pellow et al.. 1985: Lister, 1987). The apparatus was
constructed of Plexiglas and consisted of two open arms (30 = 5 em) and two closed arms
(30 = 5 em) with 25-cm walls. The arms extended from a central platform (5 = Sem) and
the maze was elevated 38.5 cm from the floor of the room. Each animal was placed in
the center of the maze. facing one of the closed arms. Number of entries and time on
closed and open arms were recorded during a 5-min test. Entry onto an arm was defined
as the animal placing all four paws on the arm. All tests were taped with a video camera.
After each test, the maze was carefully cleaned with wet tissue paper (10% ethanol
solution). Conventional spatial-temporal measurements comprised number of entries (all
four paws on open or closed arms and expressed as percentage of total entries on open

arms (% EOA) and time on open or closed arms (expressed as percentage of time on open
arms [% TOAJ).

Open field test (OFT): The OFT was employed to evaluate the exploratory activity of
the animals (Archer. 1973). Ambulatory behavior was assessed in an open-field test
(OFT). The apparatus consisted of transparent acrylic walls and a black floor box
measuring 30 = 30 = 15 cm in height. The floor of the arena was divided into nine
squares equal in area. At the start of each trial. a mouse was placed in the central square
and was allowed to explore the arena freely. Number of squares crossed (with all four
paws) and number of rearings (R) were counted in a 5-min session. The equipment was
cleaned with a solution of 10% ethanol between tests in order to mask animal clues.

In situ extracellular recording in basolateral amygdala (BLA): Rats were anesthetized
(i.p.) with urethane (1.5 g/kg) and were subsequently placed in a stereotaxic device
(Stoelting, IL. USA). Body temperature was maintained at 37°C throughout the
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experiment and, prior to recording, a femoral vein was catheterized for i.v. administration
of drugs. A midline skin incision was made on the head, and burr holes were drilled into
the skull overlying the basolateral amygdala (BLA. the recording site). Coordinates for
this area were determined utilizing the stereotaxic atlas of Paxinos and Watson (Paxinos
and Watson. 1986 ). The coordinates used for amygdala centered on 4.8-5.5 mm lateral
from midline. 2.5-3.8 mm caudal from bregma. The recording electrodes (single-barrel
glass) were constructed from borosilicate glass capillary tubing (2-mm outer diameter.,
World Precision Instruments, Inc.. Sarasota, F1. USA) by using a horizontal flaming
Brown micropipette puller (Sutter Instrument Co.. CA, USA). The clectrode was then
filled with 2 M NaCl solution contamning Fast green by employing a non-metallic
microfill syringe needle (World Precision Instruments. Inc.). Recording began no earlier
than 30 min after surgery. Signals from the recording electrode were amplified by a
headstage connected to the preamplifier prior to being fed into a window
diseriminator/amplifier (1.000X gain. 100—4,000-Hz band pass. Grass PS, Series AC Pre-
Amplifier) with low cutotf of 200 Hz and a high cutoff of 16 kHz. Signals were displayed
on an oscilloscope (Tektronix. Inc.. Beaverton. OR, USA) for real time monitoring. as
well as on a custom-designed digital acquisition system (Axon). At the beginning of each
experimental trial, we conducted a 5-min baseline recording, after which the appropriate
treatments were administered. For the G-A dose-response curve, increasing and
cumulative doses were administered: the effect on the neuronal firing frequency of each
dose was recorded for 3 min. At the end of recording, a positive current through the
recording electrode was applied in order to stain the recording area. Finally, the animals
were killed by decapitation and the brain was obtained to wverify the recording area.
Records concerning the basolateral amygdala (BLA) were considered for
pharmacological analysis.

Statistical analysis: Statistical analysis was performed with an SPSS ver. 11.0 software
program and based on Analysis of variance (ANOVA) followed by the post-hoc Dunnett
test for behavioral tests). and a Student t test was used to analyze the results of the
electrophysiological recordings. A significant difference was established with respect to
the control group when the p value was <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and identification of Galphimine-A (1): G-A (1) was obtained in its natural
form and by G-E transformation. which also was purified from the Galphimia glauca
extract. Corroboration of the structure of G-A was carried out by comparison of the
spectroscopic data of the Nuclear magnetic resonance (NMR) of 'H and *C described in
the literature (Gonzalez-Cortazar ef al.. 2005), in addition to comparison with a standard
sample of G-A 1solated from the plant.
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In vive behavioral tests

Elevated plus maze test (EPM): Mice that received different doses of G-A by oral
pathway (1.0, 1.5, 3.25. 7.5, 15, 30, and 45 mg'kg) presented a significant (*p <0.05)
increment in the percentage of Entries on open arms (%EOA) and percentage of Time
spent on open arms (% TOA) in the EPM test. when compared with the control group
(Figure 1). This effect was dose-dependent and observed even at the lowest dose, the
values of EOA and TOA for 1.0 mg'kg were 36.48% and 38.25%, while for 45 mg/'kg
were 60.00% and 63.55%, respectively. The Effective dose 50 (EDsp) of G-A for the
%TOA was 0.44 mg'kg and maximal Effect (Emax) was 55.84%, while for %EQA. the
EDsp was 0.51 mgkg with Emax= 55.98%. DZP at 1.0 mg/kg induced a significant
inerement in both parameters (*p <0.05).
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Fig. 1: Effect produced by the oral administration of different doses of Galphimine-A (G-
A) on the percentage of Entries to open arms (%EOA) and Time spent on open arms
(%TOA) of mice in the EPM test. (B). Dose-response curve of A of activity of G-A
respect to vehicle (G-Apga-Vehgga). One-way Analysis of variance (ANOVA) post-hoc
Dunnett test (n = 8; mean £ Standard deviation [SD]), *p <0.05 (in comparison with the
Vehicle [Veh]).

In Figure 2 are shown the results of the administration of GABAergic drugs alone and
in combination with G-A. Intraperitoneal (i.p.) administration of PTX (2 mg/kg). or PTZ
(10 mg/'kg) induced significant diminution of %EQA and %TOA in comparison with the
Vehicle (Veh) (*p<0.05). although BICC (5 mg/'kg) also induced a decrement of these
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parameters, however this effect was not different to Veh (p =0.05). The combination of
G-A (30 mg/'kg) with BICC or PTZ did not induce any difference respect to the drugs
alone, and the co-administration of G-A with PTX provoked an inerement of %EQA and
%TOA in comparison with PTX alone (p <0.05) and 1t was also similar to Veh. although
different to the G-A group (p <0.05).
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Fig. 2: Effect produced by admimstration of Bicuculline (BICC). Picrotoxin (PT‘{) and
Pentylenetetrazole (PTZ) and each of this drugs in combination with G-A on the
percentage of Entries on open arms (%EOA) and Time spent on open arms (% DTDA) of
ICR. mice on the Elevated plus maze (EPM) test. One-way Analysis of variance
(ANOVA) post-hoc Dunnett test (n =8: mean + Standard deviation [SD]), *p <0.05 in
comparison with Vehiele (Veh).

Open field test (OFT): The animals treated with DZP showed a diminution 1 total
number of crossings (TC) and rearings (R) during the OFT test. an effect that was
significantly different from that of the negative control group (*p<0.05. Veh). Different
doses of G-A., did not provoke any change of these parameters, in comparison with Veh
control group (p =0.05). The GABAergic antagomsts PTX and PTZ produced a
significant decrement (*p <0.05) of these parameters. however BCC did not induce any
change, when they were compared with the negative control group (p =0.05) (Table 1).
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Table 1: Effect produced by oral administration of different doses of Galphimine-A (G-
A) and different GABAergic drugs on Total number of Crossings (TC) and on number of
vertical Rearings (R) of ICR mice exposed to the open field paradigm.

Treatment (mg/kg) Total crossings (TC) Rearings (R)
Vehicle (Veh), 100 pl/10 g 86.8x7.0 36652
G-A1.0 08.8+19.3 36.8=12.1
G-A 15 07.2+20.7 402+72
G-A 3.25 01.6+15.2 329+89
G-A75 814+3.2 322+6.6
G-A 15 83.2+10.7 314=+6.5
G-A 30 87447 30655
G-A 45 87874 346=58
DZP 1.5 59.2+4 8% 15.6 3.3*%
BCC 5.0 01457 326+38
PTX 2.0 39.6 = 15.4*% 16.4x8.1*
PTZ 10 60.4=12.5% 15.4 +3.3*%
BCC 5.0 +G-A 30 826=x7.7 27277
PTX 2.0 + G-A 30 37.6=11.3% 10.4 = 5.9%
PTZ 10.0 + G-A 30 63.0+12.3% 36.6=5.2

The values represent the mean + Standard Deviation of the mean. *P <0.05, compared with the
Vehicle (Veh): one-way Analysis of variance (ANOVA) post-hoc Dunnett test (n = 8). G-A =
Galphimme A; DZP = diazepam; BCC = bicuculine; PTX = picrotoxin; PTZ =
pentylenetetrazole.

Groups of animals that were administered with a GABA, antagonist (BCC, PTX or
PTZ) plus G-A (30 mgkg) evidenced that G-A (30 mgkg) was unable to modify the
effect produced by this drugs upon the TC and R parameters. which was similar to that
obtained by the administration of these drugs alone (p=0.05) (Table 1).

It has been reported that G-A 1s one of the characteristic triterpenes of the secondary
metabolism of the plant species Galphimia glauca. and it has been demonstrated (in
pharmacological tests in vivo) that it exerts an anxiolytic effect when administered at a 15
mg'kg dose i.p. (Herrera-Ruiz et al.. 2006). In the present work. the anxiolytic effect of
this compound was corroborated however, in this case. G-A was administered by the oral
route. This allowed affirmation that this substance. highly liposoluble, acts directly on the
CNS. It 1s mmportant to highlight that there are reports of other natural compounds
1solated from medicinal plants. such as some flavonoids (quercetin and kaempferol),
which exert an anxiolytic effect only when administered orally to mice. although when
the ip. route was used. the effect 1s not observed. Thus. 1t 1s proposed that they act as
pro-drugs (Vissiennon et al.). In this case. the response of the mice to oral admmistration
of G-A was very similar to that produced when it was administered ip., which was
reported by Herrera-Ruiz ef al. (Herrera-Ruiz ef al.. 2006). In this report. it was indicated
that i.p. administration of G-A at a dose of 15 mgkg caused a significant increase n
EOA (48%) and TOA (53%) parameters while. in the present work, the oral
administration (at the same dose) achieved an inerease in EOA of 61% and in TOA of
52%. It can be appreciated that Time spent on open arms (TOA) has remained practically

the same: this parameter i1s the main one employed m EPM validation. m terms of
uyrnia | oY
tv] |



considering a substance as an anxiolytic. During the assay, it was also observed that the
effect on the EOA and TOA parameters produced by G-A was dose-dependent. The
latter. demonstrates that the margin of activity of G-A on the anxiety disorder (analyzed
in mice with the EPM test) 1s broad and that this range of action did not induce a sedative
effect. as can be appreciated in the case of the benzodiazepines. BDZ, in restricted dose
ranges. give rise to an anxiolytic effect and even to a sedative and hypnotic etfect. These
substances are employed experimentally to validate procedures that permit the evaluation
of new drugs with potential anxiolytic effect, such as the EPM. This test has sensitivity
in the exploration of anxiolytic and anxiogenic drugs (Pellow er al. 1985), whose
mechanism of action 1s utilizing benzodiazepinic receptors. However, the EPM test 1s
also sensitive to substances that possess a non-benzodiazepinic mechanism of action
(Pellow and File, 1986). DZP exerts different biological effects, which are dose-
dependent and which range from sedation to anxiolytic and hypnosis (Bousodio, 2009). In
the present study, the 1.0-mgkg dose of DZP administered ip. produced an merease m
the number of EOA and TOA m the EPM model. results that have been widely
documented in the literature for this drug.

In order to assess whether the anxiolytic triterpene. G-A. is capable of produce its
activity by an interaction of GABAergic system. we decided to measure the behavioral
results of mice that received a 30-mg'kg dose of G-A co-administered with different
substances that represents a useful tool because it induced effects on the CNS by
modulating GABA-A receptor, for example BCC (5 mgkg). a competitive antagonist:
PTX (2.0 mg'kg). a non-competitive antagonist of GABA_A receptor chloride channels
that blocks the anxiolytic-like effects of diazepam: and PTZ (10 mg/kg). a product with a
mechanism of action that is not yet well understood however that represents a useful tool
because it induces effects on CNS by modulating GABA-A receptor. All of these
compounds have a pro-convulsivant effect and. at low doses. are anxiogenie. In this
work. was observed the anxiogenic activity of each drug, because all caused a diminution
in EOA and TOA parameters in mice submitted to the EPM test. There exist in the
literature data that indicate that PTX (0.03-0.5 mg'kg) and BCC (1-8 mgkg) do not
possess an anxiogenic effect in the EPM test when administered ip. (Clénet et al.. 2005):
it 1s probable. at least for the case of PTX, that the lack of effect that these authors report
1s due to the low doses in comparison with that used in the present work (2.0 mg/'kg).

Co-administration of an oral dose of 30 mg'kg of G-A with BCC and PTZ did not
cause any change of the behavior of mice in comparison with those animals that received
these drugs alone. When G-A was in combmation with PTX. a diminution of the
anxiogenic effect of this drug was observed. At this moment. apparently. G-A seems-not
act on binding site of GABA. although it could be capable of interact with the chloride
ion channels of GABA-A receptor.

It has been demonstrated that GABAergic drugs, such as the benzodiazepines, exert
their depressor effect on the CNS in a dose-dependent manner, and that activation of this
system gives rise to effects such as anxiolytic, sedation. and even hypnosis and death
(Bousofio. 2009). DZP can exert an anxiolytic plus a sedative effect, considering this as
one of its undesirable side effects and one that justifies its use mainly at mght.
Experimentally, the anxiolytic effect of DZP at different doses i.p.. as well as its effect on
motor activity. have been described. and both activities are related according to the
dosage mcrease in the mice (for example, 2.5 and 10 mgkg). They also exert an
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anxiolytic effect. measured as an increase in number of EOA and TOA in the EPM test.
and a sedative effect. observed as a diminution in locomotion in the OFT (Klodzinska et
al.. 2004; Clénet et al.. 2005). In another assay. administration of 0.05. 0.2, 0.8. and 1.5
mg'kg .p. of DZP to Wistar rats caused diminution of motor activity in OFT
(Siemiatkowski ef al., 2000). In agreement with these data. in the present work. we
observed that the 1.0-mg’kg dose of DZP caused an anxiolytic effect accompanied by
diminution in spontaneous motor activity in the OFT. which is manifested as a parameter
of sedation (Aitkenhead ef al., 2001). In this test. the animals were placed in a novel
environment and. locomotion. number of rearings (R). and number of groomings (G).
among other parameters. were measured, which serve to determine the side or non-
specific effects of drugs demonstrating anxiolytic activity in the EPM (Choleris ef al.,
2001). In contrast with DZP. administration of different doses of G-A did not induce
changes in locomotor activity neither in the number of R. indicating. at least in the dose
evaluated, that this triterpene does not provoke the sedative effects observed with the
benzodiazepines. Among the GABAergic drugs. PTX and PTZ caused diminution of
motor activity in the OFT. an affect that has been observed in other investigations: for
example. administration of subcutaneous doses of 0.6 and 1.0 mg'kg to Swiss albino mice
induced a diminution of locomotion parameters in this test (Stankevicius et al.. 2008).

When 30 mgkg of G-A was administered together with the GABAergic antagonists
on the OFT. 1t could be observed that motor activity (TC and R) was not modified respect
to animals that recerved the antagonist drugs alone, which is indicative of no- interaction
of G-A with these substances. This test allows us to exclude possible non-specific
locomotor effects. of all treatments.

Electrophysiological recordings

Extracellular recording in basolateral amygdala (BLA): A slight dose-dependent
mcrement on the relative index of the firing rate from BLA neurons was induced by the
administration (7.v.) of different doses (0.125, 0.25. 0.75. 1.5, 3. and 6 mgkg) of G-A
(Figure 3. 4 and 5) with an Emax = 1.1432. and an EDsp=0.0150 mg/keg.

This effect demonstrates that BLA 1s sensitive to the effects produced by G-A. Which
1s a brain area mvolved in the adjustment of mood conditions. with a high concentration
of glutamatergic neurons., and with an important presence of local GABAergic inhibitory
neurons (Pape and Pare, 2010). Thus. the merease of firing frequency induced by G-A in
BLA could be due to a direct or indirect modulation of the neurotransmission of these
endogen messengers. Some experiments for evaluating electrophysiological activity have
shown that the chemical and electrical stimulation of neurons in this brain structure is
able to alter situations of fear or anxiety. It has been widely observed that the presence of
anxiety states is correlated with an increase of neuronal activity at BLA and,
consequently. higher excitability of BLA has a tendency to be anxiogenic. while lower
excitability of this structure will be anxiolytic (Dawvis er al.. 1994). The anxiolytic drug,
DZP. produced an inhibition of relative index of firing rate in BLA (Figure 3A. M) n a
dose- dependent manner. which agrees with the anxiolytic activity (Hodges er al., 1987).
The effect produced by G-A on this structure was different to that of DZP when the
higher doses were used (Hodges ef al.. 1987). In this case. G-A produced a slight dose
dependent increase of firing rate of BLA. When G-A was co-administered with DZP, the
relative index of firing rate was statistically similar to that of the group treated only with
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DZP (p =0.05). The results indicated that although both substances are able to exert an
anxiolytic effect in behavioral tests such as EPM. there could be a difference on the
action mechanism.

In an attempt to investigate a possible interaction with benzodiazepinic receptor. it was
tested the combination of G-A with Flumazemil (FMZ) (a benzodiazepmne receptor
antagonist). This drug was administered at increasing doses. exhibiting a slight increase
in the neuronal excitability of BLA. Although this effect was not significantly different
with G-A group. the results are in agreement with reports in which substances that block
GABAergic transmission induce an anxiogenic effect and decrease neuronal firing rate in
this structure (Figure 3B). When G-A was co-administered with FMZ. the firing rate of
the dose response curve was increased m comparison with the group treated with FMZ
alone (Figure 3B). and with G-A alone. But, again the effect was no different between
these groups (p »0.05). This finding indicates that there 1s no pharmacological interaction
between G-A and drugs that modify neurotransmission with the GABA-A receptor.
specifically on the benzodiazepine receptor.
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Fig. 3: Effect produced by the co-administration of Galphimine-A (G-A) plus Diazepam (DZP) or
Flumazenil (FMZ) on the relativized mndex of BLA bursting. (A) DZP cumulative doses (0.125,
0.25, 0.5, 1.0, 10 mg'kg). Co-adnunistration of G-A (0.125 mg/kg) plus DZP (0.125, 0.25, 0.5,
1.0, and 10 mg/kg). (B) FMZ cumulative doses (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 mgkg). Co-
adnunistration of G-A (0.125 mg/kg) plus FMZ (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3, and 6 mg/kg). Student ¢
test, *P <0.05

In panel A of Figure 4. the neuronal firing rate of BLA by administration of PTX
(non-competitive GABA-A receptor antagonist) 1s shown. An mecrease of firing rate 1s
observed, which is not significantly different from that of animals that received G-A
alone. However. co-administration of G-A+PTX produced a significant increase in firing
rate. but only at the highest doses (p <0.03). This result produced by G-A. of modifying
the effect produced by PTX. was also observed in the EPM test. in which the
combination of G-A and PTX was able to increase significantly the % TOA and %EOA.
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Panel B of the same figure illustrates that administration of mereasing doses of PTZ
did not modify the frequency of neuronal firing and although the co-administration of G-
A with PTX provoked a decrement of firing frequency. there was not a significantly

difference (p =>0.05).
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Fig. 4: Effect produced by co-administration of Galphimine-A (G-A) plus pierotoxin
(PTX) or pentylenetetrazole (PTZ) on the relativized index of BLA bursting. (A) PTX
cumulative doses (0.125, 0.25, 0.75. 1.5, 3. 6 mg/kg). Co-administration of G-A (0.125
meg'kg) plus PTX (0.125, 0.25. 0.75. 1.5. 3. 6 mg/kg). (B) PTZ cumulative doses (0.75,
1.25.2.5.5.0, 10, and 15 mg/kg). Co-administration of G-A (0.125 mg/kg) plus PTZ
(0.75, 1.25. 2.5, 5.0. 10, 15 mg/kg). Student ¢ test. *P <0.05

Panel A of Figure 5 shows that BCC (a competitive antagonist of GABA receptors)
did not modify the frequency of neuronal firing, while the co-administration of G-A +
BCC significantly inereased this parameter in a dose-dependent manner. Moreover, these
curve values were also higher than those of the effect of G-A when it was administered
alone (p <0.005).

Phaclofen (PHC. an antagonist of the GABA-B receptor) induced a significant
inerease of firing rate in the BLA in a dose-dependent manner. This effect could be
considered similar to that produced by G-A. however when both substances were co-
administered (G-A+PHC), this produced a consistent and dose dependent diminution of
the firing rate (Panel B Figure 5).
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Fig. 5: Effect produced by the co-administration of Galphimine-A (G-A. <) plus
bicuculline (BCC) or phaclofen (PHC) under the relativized index of BLA bursting. (A)
Cumulative increasing doses of BCC (0.125. 0.25, 0.75, 1.5, 3. and 6 mg/kg, ®m). Co-
administration of G-A (0.125 mg'ke) plus inereasing doses of BCC (A). (B) Cumulative
inereasing doses of PHC (0.125, 0.25, 0.75, 1.5, 3. and 6 mg'kg. W). Co-administration
of G-A (0.125 mg/kg) plus increasing doses of PHC (A). Student ¢ test. *P <0.05.

Data presented here suggest that the effect produced by G-A in BLA neurons is
different of that of DZP. and does not interact directly with GABAergic system. The
possible interaction between G-A and PTX. that it was observed in the present work,
probably do not involve the GABAergic system. It 1s well known that PTX is also able to
inhibit the Cl-influx in Glycine and Glu receptors: as well as to block receptors that are
Cation selective, as it is the case of the 5-HT3A (Das ef al.. 2003). PTX is also able to
antagonize the excitatory effect of DOI (an agonist of the S-HT2A/2C receptor) in BLA
(Sun et al.. 2013) in which, the activation produces anxiolytic effect. With these facts,
and due to the structural similarity between G-A and G-B (the other anxiolytic triterpene
1solated from G. glauea, that has shown an mteraction with the serotoninergic system in
hippocampus), it is possible to suggest that the in vive anxiolytic activity of G-A could
mvolve the interaction with other neurotransmission system as could be the
serotoninergic.

CONCLUSIONS

It was demonstrated that the oral administration of the triterpene G-A. isolated from
the medicinal plant species Galphimia glaueca. possesses a dose dependent anxiolytic
effect. which does not produce an associated sedative effect. Also, it was observed that
G-A did not interact with PTZ and BICC in the EPM. although it is interacting with PTX.
Results obtained from electrophysiological recordings showed that the effect produced by
G-A is different to that of DZP and suggest that G-A do not interact directly with the
GABAergic system. while it was able to modify the effect produced by PTX, BCC and
PHC evidencing a different action mechanism.
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