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RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

Los medicamentos anticrisis epilépticas convencionales utilizados controlan sélo
dos tercios de los casos, lo que impulsa la busqueda de nuevos tratamientos, como
el uso de fitomedicamentos. En varios paises es comun el uso de productos
naturales como tratamiento farmacolégico, debido a esto, es importante estudiar las
propiedades anticrisis que pudieran tener esos productos naturales. Considerando
lo anterior, se estudi6 los efectos anticrisis y neuroprotectores del extracto
metandlico completo de las hojas de Annona muricata, y se analiz6 el acoplamiento
molecular de sus metabolitos secundarios en el sitio de union extracelular de
benzodiacepinas del receptor GABA-A. Para ello, se evalu6 el efecto de tres dosis
del extracto entero (250 mg/kg, 500 mg/kg y 1000 mg/kg), mediante el registro
video-electroencefalografico de crisis inducidas en ratas Wistar, por medio del
biomodelo de Status Epilepticus por pilocarpina (PILO) intrahipocampal, y el andlisis
morfologico de la inmunohistoquimica del tejido comprometido con el anticuerpo
Anti-parvalbumina (Anti-PV). Adicionalmente se realiz6 una caracterizacién del
extracto completo empleado y se analizé el acoplamiento molecular de los
metabolitos secundarios aqui presentes y de los reportados en literatura en el sitio
de union extracelular de benzodiacepinas del receptor GABA-A. Encontrando,
ausencia de crisis de etapas 3, 4 y 5 de Racine en los animales tratados, con una
accion anticrisis por disminucion de la potencia espectral en los registros con
inyeccion de PILO de los animales tratados con la dosis de 250 mg/Kg mas no de
las otras dos dosis evaluadas. Adicionalmente esta dosis produce un aumento en la
densidad celular, la forma y area del soma de células PV+ diferenciada del resto de
tratamientos y controles. De otro lado los analisis de acoplamiento molecular
permitieron establecer en el extracto y en los metabollitos secundarios reportados a
los compuestos n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y Annonaine como
posibles candidatos farmacoldgicos interactuantes con el sitio de unién de la
benzodiacepinas en el receptor GABA-A, debido a la presentacion de una alta
energia de acoplamiento y estabilidad de union en el tiempo y caracteristicas
similares a las de un farmaco oral que incluyen, paso de la barrera hematoencefalica
y absorcion gastrointestinal. Es por ello que el presente trabajo reafirma la hipétesis
de efecto anticrisis de los extractos y/o compuestos encontrados en A. muricata y
deja abierta una puerta para la continuacion de evaluacién de los compuestos
dilucidados de manera computacional en experimentacion in vivo que refuerce los
resultados de este estudio.

Palabras clave: Annona muricata, Status epilepticus, Neuroproteccion, Video-
Electroencefalografia, Anti- PV, Acoplamiento molecular, Receptor GABA-A.



Abstract

The conventional anti-seizure medications used control only two thirds of the cases,
this promotes the search for new treatments, such as the use of phytomedicines. In
several countries, the use of natural products as pharmacological treatment is
common, due to this, it is important to study the anti-crisis properties that these
natural products could have. Considering the above, the anti-seizure and
neuroprotective effects of the whole methanolic extract of Annona muricata leaves
were studied, and the molecular coupling of its secondary metabolites in the
extracellular benzodiazepine binding site of the GABA-A receptor was analyzed. For
this, the effect of three doses of the whole extract (250 mg/kg, 500 mg/kg and 1000
mg/kg) was evaluated by video-electroencephalographic recording of seizures
induced in Wistar rats, using the Status Epilepticus biomodel by intrahippocampal
pilocarpine (PILO), and the morphological analysis of the immunohistochemistry of
the tissue compromised with the effective Anti-parvalbumin (Anti-PV). In addition, a
characterization of the whole extract used was carried out and the molecular content
of the secondary metabolites present here and of the reports in the literature in the
extracellular binding site of benzodiazepines of the GABA-A receptor was analyzed.
Finding, absence of crises of stages 3, 4 and 5 of Racine in the treated animals, with
an anti-crisis action due to a decrease in the spectral power in the records with PILO
injection of the animals treated with the dose of 250 mg/Kg plus no of the other two
doses evaluated. In addition, this dose produces an increase in the cell density, the
shape and the area of the soma of PV+ cells differentiated from the rest of the
treatments and controls. On the other hand, the molecular storage analyzes allowed
to establish in the extract and in the reported secondary metabolites the compounds
n-(2-(1-methylcyclopropyl)phenyl)-4-chlorobenzamide and Annonaine as possible
pharmacological candidates interacting with the binding site. of benzodiazepines at
the GABA-A receptor, due to the presentation of a high sugar energy and binding
stability over time and characteristics like those of an oral drug, including, permeate
of the blood-brain barrier and gastrointestinal absorption. That is why the present
work reaffirms the hypothesis of the anti-crisis effect of the extracts and/or
compounds found in A. muricata and leaves a door open for the next evaluation of
the computationally elucidated compounds in in vivo experimentation that reinforces
the results. of this study.

Key words: Annona muricata, Status epilepticus, Neuroprotection, Video-
Electroencephalography, Anti- PV, Molecular docking, GABA-A receptor.
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LISTA DE ABREVIATURAS

CB: Calbindina

CR: Calretinina

ECD: Dominio extracelular

EEG: Electroencefalografia

GABA: Acido gamma-aminobutirico
GC-MS: Cromatografia de gases-masas
NADH: Nicotinamina adenina dinucledétida
NMDA: N-methyl-D-aspartato

PDB: Protein data bank

PILO: Pilocarpina

PLP: paraformaldehido al 2%, lisina HCI al 1,5% y metaperiodato de sodio al
0,2% en tampon fosfato 0,2 M pH 7,4
PTZ: Pentilenetetrazol

PV: Parvalbumina
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Rgyr: Radio de giro

RMSD: Desviacion cuadratica media

SE: Status Epilepticus
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INTRODUCCION

La epilepsia es una enfermedad crénica del cerebro caracterizada por desequilibrios
episodicos recurrentes, y una impredecible interrupcién de la funcién normal
encefalica denominada crisis (1,2). Se estima que el 85% de la epilepsia a nivel
mundial se presenta en paises subdesarrollados, donde no hay una atencion
médica satisfactoria (2,3). En Colombia en el afio 2003 se report6é una prevalencia
de 10.3 pacientes con epilepsia por cada 1000 habitantes (4).

Una crisis epiléptica puede generar déficit cognitivo, que se puede manifestar como
problemas en la percepcién, atencion, emocidén, memoria, ejecucion, praxis o
lenguaje (5). Estos problemas aumentan el riesgo de muerte temprana, en parte
debido a que las drogas anticrisis convencionales las controlan en solo dos tercios
de los casos, lo que plantea la busqueda de nuevos esquemas de tratamiento
anticrisis  (6-10). En este contexto, una opcién interesante son los
fitomedicamentos, bien sea como una opcion para el tratamiento o como agentes
sinérgicos de los tratamientos convencionales. Ello teniendo en cuenta que en la
medicina natural se origina buena parte de la farmacoterapia moderna, y algunas
de las mas importantes y eficaces drogas son derivadas de compuestos naturales
(11)(12). Adicionalmente, es importante tener en cuenta que, de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud, el 80% de los pacientes con epilepsia en paises
en desarrollo emplean la fitomedicina como la base o apoyo a su tratamiento (13).

Sin embargo, si bien el uso de la fitomedicina es muy comdn en Latinoamérica, la
mayoria de los estudios enfocados al estudio del efecto anticrisis de extractos de
plantas son africanos y asiaticos. No obstante, muchas de estas plantas se
encuentran ampliamente distribuidas. De otro lado las propiedades del suelo de una
region a otra pueden cambiar sus caracteristicas quimicas y asi generar efectos
anticrisis variados. Adicionalmente, para integrar los fitofarmacos en la atencién
bésica de la salud, es necesario utilizar y autenticar cientificamente los productos
provenientes de las plantas (14).

Una de las familias de plantas mas empleadas en fitomedicina, corresponde a la
familia Annonaceae, que incluye al género Annona, del cual la mayoria de sus
especies crecen en regiones tropicales como el oeste de la india; norte y sur
América; Africa; islas del Pacifico y el sureste de Asia (14,15). Dentro de este género
se ha reportado que sus extractos muestran efectos anticonvulsivantes. Asi,
Gonzalez-Trujano 'y colaboradores en el 2006, encontraron efecto
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anticonvulsivante; tanto del extracto etanélico como del de la palmitona (aislada de
la fraccion de hexano) de la especie Annona diversifolia, tras realizar una evaluacion
tanto comportamental como electroencefalografica (10).

Sin embargo, en otras especies los efectos anticrisis sélo han sido evaluados con
la observacion comportamental del animal en lapsos de tiempo cortos sin una
evaluacion electrofisiolégica que permita caracterizar mejor su efecto sobre las
crisis. En 2011, se reporté en Camerun un efecto anticrisis con A. muricata, cuando
las crisis fueron inducidas con el pentilenetetrazol (PTZ), la estricnina y el N-methyl-
D-aspartato (NMDA) (16). Adicionalmente, Hasrat et al. en 1997, ya habia reportado
interaccion de tres alcaloides extraidos de A. muricata con el receptor 5-
hidroxitriptaminaia (5-HT1a), o que permite evidenciar efectos de dichos extractos
en el sistema nervioso central (17).

Considerando lo anterior, en esta investigacion se estudio el efecto anticrisis de la
A. muricata presente en el occidente colombiano, la cuél es similar a las especies
africanas y asiaticas, en las que se han reportado efectos anticrisis. En particular,
se adelanto un estudio transversal evaluando in silico e in vivo el potencial anticrisis
de los compuestos del extracto metandlico entero de Annona muricata.

Con este fin, se evalio el efecto anticrisis de tres dosis del extracto metandlico
entero de Annona muricata, mediante registro comportamental vy
electroencefalogréafico con electrodos crénicos, a partir de crisis inducidas en ratas
Wistar mediante inyeccion intrahipocampal de pilocarpina (PILO). Una vez
terminados los experimentos electrofisiologicos, mediante inmunohistoquimica con
el anticuerpo anti-Parvalbumina (anti-PV) se valoré el efecto neuroprotector del
extracto; sobre el niumero de neuronas gabaérgicas que expresan PV en el
hipocampo contralateral al inyectado con PILO. Complementariamente, nos hemos
aproximado a evaluar la composicion quimica del extracto empleado en nuestros
experimentos mediante cromatografia de gases-masas (GC-MS). Igualmente,
hemos hecho una revision sistemética de compuestos quimicos reportados en la
literatura para estar presentes en Annona muricata. Las listas de compuestos
obtenidas mediante andlisis cromatogréafico y por revision sistematica se usaron
para estudiar el acoplamiento molecular de estos compuestos con el sitio de unién
extracelular de las benzodiacepinas en el receptor de acido gamma-aminobutiricoa
(GABAA) a1B2y2, estableciendo la dinamica molecular de los compuestos con la
mejores energias de acoplamiento molecular. Estos compuestos podrian explicar
parcialmente los efectos anticrisis reportados en este trabajo y en la literatura.
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1. MARCO TEORICO

1.1. EPILEPSIA

El desarrollo del “sindrome de epilepsia” implica un grupo de caracteristicas clinicas
que incluyen crisis similares, edad de inicio, hallazgos en electroencefalografia
(EEG), factores desencadenantes, genética, historia natural, prondstico y respuesta
a antiepilépticos (18,19).

La epilepsia es una de las condiciones neurolégicas mas comunes, se estima que
el 1% de la poblacién mundial sufre de epilepsia y aproximadamente una tercera
parte de los pacientes no responden a los tratamientos (epilepsia refractaria)(19).

1.1.1. Crisis epilépticas

Una crisis corresponde a la aparicion transitoria de signos y sintomas debido a una
actividad neuronal anormal excesiva o hipersincrénica en el cerebro (5,19). La
mayoria de las crisis tienen una duracion de pocos segundos a minutos y terminan
por si mismas. Estas se presentan debido a descargas eléctricas neuronales
excesivas, sincronizadas de manera anormal, localizadas o ampliamente
distribuidas que ocurren a través de cambios en la percepcion sensorial, el control
motor, el comportamiento o la funcién autonémica (18). Algunas crisis se encuentran
precedidas por un aura, es decir, una crisis focal en la que el paciente esta
consciente y describe sintomas motores, sensoriales, autonémicos o psiquicos (19).

Las crisis se relacionan con un desbalance entre la excitacion y la inhibicion del
cerebro. Este desbalance puede presentarse debido a alteraciones genéticas, de
sefalizacion subcelular o de circuitos neuronales (2,19). El inicio de las crisis se
caracteriza por dos condiciones paralelas: 1) Desarrollo de potenciales de accién
de alta frecuencia, y 2) Hipersincronizacion de una poblacién de neuronas (18).

El desarrollo de potenciales de accion de alta frecuencia se encuentra relacionado
con la actividad de la membrana neuronal, en donde se presenta un cambio en la
carga de la membrana, debido a un ingreso de iones calcio (Ca?*) extracelulares
gue conlleva al ingreso masivo de iones sodio (Na*) debido a la apertura de canales
de Na* dependientes de voltaje (18), aumentando la excitacion de la neurona. Por
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otro lado, la hiperpolarizacion y la repolarizaciéon de la membrana neuronal se
encuentran mediadas por el ingreso de iones cloruro (Cl) a través de canales
mediados por el receptor del neurotransmisor GABA y la salida de iones potasio
(K*), lo que regula la inhibicién neuronal. Es por esto, que parte de los tratamientos
anticonvulsivantes evitan el catabolismo o recaptura de GABA aumentando la
hiperpolarizacion y por tanto evitando el desarrollo de potenciales de accién de alta
frecuencia (11,18); adicionalmente, este principio también es empleado para el
desarrollo de modelos animales con epilepsia, en donde contrario al tratamiento, se
emplean inhibidores de la sintesis de GABA, potencializando las crisis (18).

El GABA interactta con dos tipos de receptores, el receptor GABAa que
corresponde al canal de ClI- mencionado anteriormente y el receptor GABAg que se
encuentra relacionado con segundos mensajeros y atenua la liberacion de
neurotransmisores por su ubicacién presinaptica (18).

Contrario a la relacion del GABA con la epilepsia se encuentra la relacién de
glutamato con la misma, debido a que este ultimo corresponde al principal
neurotransmisor excitatorio del cerebro y un aumento del mismo puede llevar al
desarrollo de crisis epilépticas (18).

El glutamato activa los receptores ionotropicos de NMDA, de acido propiénico a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) y de kainato, y los receptores
metabotrdpicos de glutamato, por lo tanto, un desbalance en la expresion de estos
receptores puede conllevar al aumento de crisis epilépticas. Adicionalmente el
glutamato tras la sinapsis es convertido rapidamente en glutamina por los astrocitos
evitando su toxicidad y el desarrollo de los potenciales de accion de alta frecuencia
mencionados, por lo que también un cambio glial ya sea en las células o en los
transportadores de glutamato puede ser relacionado con el desarrollo de la
enfermedad (18).

1.1.2. Tipos de crisis epilépticas

Las crisis epilépticas se dividen en tres categorias: generalizadas, focales o
parciales y espasmos epilépticos. Las crisis generalizadas se distribuyen en redes
neuronales bilaterales, mientras las focales se originan en una red neuronal limitada
a una parte de un hemisferio cerebral. Una crisis puede inicialmente ser focal y
después generalizarse. Adicionalmente, puede originarse en estructuras tanto
corticales como subcorticales (2,19).
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Empleando la anamnesis, los hallazgos EEG e informacion auxiliar se categorizan
los tipos de crisis/epilepsia en subtipos generalizados y focales. Las crisis
generalizadas se clasifican en crisis de ausencia, tonico-clénicas, mioclonica y
atonicas. Las crisis de ausencia se caracterizan por una mirada fija del paciente sin
respuesta a estimulos verbales externos. Por su parte, en las ténico-clonicas se
producen movimientos simétricos bilaterales, con rigidez alternada por espasmo
musculares en todas las extremidades, junto a un deterioro de la conciencia. En
cuanto a las mioclénicas, estas consisten en movimientos repentinos y breves que
no se asocian con cambios en la conciencia, y que pueden afectar uno o varios
musculos, pudiendo ser tanto generalizadas como focales. Finalmente, las crisis
atonicas implican perdida del tono corporal, lo que resulta en caidas (19).

Por otro lado, en cuanto a las crisis focales, estas dependen del area de la corteza
involucrada. Por ejemplo entre otras; si se originan en el I6bulo occipital, afectaran
funciones visuales, en el giro precentral se alterara la actividad motora, y en el giro
postcentral se afectara la actividad sensorial (19). Adicionalmente, en cuanto a los
espasmos epilépticos, estos son de origen incierto y se manifiestan como
extensiones o flexiones de las extremidades, que se repiten en rafagas (19).

Adherido a ello, cuando se presentan crisis consecutivas sin recuperacion entre
ellas, se produce el “Status Epilepticus” (SE), un periodo de alta actividad convulsiva
que involucra crisis ténico-clénicas generalizadas y descargas eléctricas continuas.
Este estado se asocia a una alta mortalidad, constituyendo un problema importante
de la salud publica (2).

1.2. MODELOS MURINOS DE EPILEPSIA

Los modelos murinos de epilepsia, permiten a través del estudio del dafio agudo
inducido, el periodo de latencia de las crisis (intervalo de tiempo libre de crisis
después de la lesion convulsivante) y las crisis espontaneas de la fase crénica; la
comprension de la fisiopatologia, el reconocimiento de las estructuras cerebrales
involucradas en la epileptogénesis y la identificacidon y mecanismos de accion de
nuevos farmacos y/o moléculas con efectos antiepilépticos (2,20).

Entre los diferentes tipos de crisis/epilepsia, la epilepsia del I6bulo temporal
corresponde a la mas frecuente, constituyendo cerca del 60% de los casos y siendo
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una en las que se presenta mayor resistencia a los tratamientos, razén por la cual
es una de las mas estudiadas y constituye el principal tipo de modelo murino de
epilepsia empleado en investigaciones(2). El foco de este tipo de crisis se presenta
principalmente en el sistema limbico ya sea en el hipocampo, la corteza entorrinal
o la amigdala (2,21), con una alta incidencia de esclerosis mesial o del Cuerno de
Amodn (CA), en donde se presenta una lesion hipocampal unilateral que conduce a
la atrofia por pérdida neuronal y gliosis en la transicién del subiculo-CAl y el hilus
(21).

Los modelos de pilocarpina y kainato, producidos con inyeccion intraperitoneal de
cualquiera de los dos quimioconvulsivantes replican caracteristicas de la epilepsia
del I6bulo temporal que permiten su uso para entender los mecanismos de la
epileptogénesis, a través de la produccion de SE por hiperexcitabilidad neuronal
cronica con crisis y dafo en el hipocampo, amigdala y corteza entorrinal. Sin
embargo los efectos autondmicos de las sustancias suelen producir una alta
mortalidad en los animales empleados (2,20).

1.2.1. Modelo murino de epilepsia hipocampal

La inyeccion intrahipocampal de wuna baja concentracion de los
qguimioconvulsivantes pilocarpina o kainato produce pérdida de neuronas
hipocampales, de manera similar a la presentada en pacientes con esclerosis
hipocampal (2), junto a una baja mortalidad de animales tras la inyeccién, razén por
la cual constituyen modelos altamente empleados en investigacion.

En 2002 Furtado y colaboradores emplearon una inyeccion de 1pl a una
concentracion de 2,4mg/pl en el hilus, logrando la induccion de SE sin mortalidad,
con presencia de crisis espontaneas similares; tanto en los cambios morfolégicos
como en los electroencefalograficos, a las observadas en animales con inyeccién
intraperitoneal, lo que hace a este un buen modelo para la evaluacion de
compuestos con potencial anticrisis (22).
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1.2.2. Interneuronas GABAérgicas hipocampales y técnicas de
marcaje inmunohistoquimico.

La corteza cerebral estd compuesta por redes neuronales que funcionan a través
de un balance entre excitacion e inhibicion. A nivel celular estas redes estan
formadas por neuronas de proyeccidn excitatorias e interneuronas inhibitorias que
usan principalmente como neurotransmisores el glutamato y el GABA,
respectivamente (23-25). Las interneuronas inhibitorias constituyen entre el 25y el
30% de las neuronas corticales, jugando un papel importante en la modulacion de
las sefales corticales (24), lo que hace que el estudio de los cambios en su
presencia o su funcionamiento sea una fuente importante de informacion sobre la
accion de sustancias con potencial neuroprotector.

Una forma de estudio de las neuronas mencionadas es a través del reconocimiento
de moléculas expresadas en cada tipo de neurona. Es asi como se ha establecido
que las interneuronas GABAérgicas pueden dividirse en subgrupos neuroquimicos
segun la expresion de PV, somatostatina (SST), Calretinina (CR), neuropéptido Y,
péptido intestinal vasoactivo (VPI), colecistoquinina, Calbindina (CB) (Figura 1) (23—
25).

En el hipocampo las interneuronas inhibitorias mejor descritas son las perisomaticas
(con proyecciones axoénicas hacia el soma o las dendritas proximales) y las
axoaxonicas (con proyecciones hacia los segmentos axonales iniciales. Dentro de
ambos grupos en CAl, CA2 y CA3 la mayoria expresan PV, con ubicacién de sus
somas en los estratos oriens y piramidal (25,26), lo que resulta en un marcador
importante para el reconocimiento de la accibn GABAérgica en el hipocampo.

Adicionalmente la correspondencia entre resultados inmunohistoquimicos, la
hibridacion de ARNm in situ y los inmunoensayos en la localizaciéon de neuronas
GABAérgicas con expresion de proteinas de union a calcio, posiciona la
inmunohistoquimica como una herramienta confiable para el estudio de dichas
células (27).
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Figura 1. Distribucion de interneuronas en hipocampo. Capas: Ori, estrato oriens; Pry,
estrato piramidal; Rad, estrato radiado; Lac, estrato lacunoso; Mol, estrato molecular; DG,

giro dentado (26).

1.2.3. Sistemas de registro electrofisiol6gico en modelos murinos de
epilepsia

Los sistemas de registro electrofisiologico emplean al menos dos conductores para
medir la diferencia de potencial, un medio para amplificar la diferencia y un método
para almacenar las sefiales a lo largo del tiempo. Los disefios experimentales
actuales permiten registrar con precision la actividad nerviosa en tiempo real. Todos
los sistemas emplean los mismos componentes para el registro de informacion
(Figura 2) (28).
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Figura 2. Componentes de registro de informacion electrofisiologica (28)
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Entre los sistemas de registro la electroencefalografia (EEG) ha sido una técnica
empleada para caracterizar crisis y patrones electrograficos para el diagndstico y
tratamiento de desordenes epilépticos, lo cual la ha convertido en una técnica
importante en la investigacion preclinica en roedores, para evaluar los efectos de la
hipoxia, de las crisis epilépticas del I6bulo temporal y del dafio por trauma cerebral,
entre otros. Adicionalmente el registro con video de manera continua ha sido
esencial como modelo para estudiar la historia natural de enfermedades humanas
(29).

La video-EEG permite capturar a través de video los comportamientos y
movimientos del animal al mismo tiempo que se realiza el registro encefalografico,
permitiendo correlacionar la informacién comportamental con las sefiales obtenidas
en el EEG (30).

1.3. TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN LA EPILEPSIA

La mayoria de los medicamentos anticrisis actuan disminuyendo la actividad
eléctrica del cerebro ya sea blogueando los canales i6nicos de Na* o Ca?*
dependientes de voltaje u optimizando la actividad del GABA como
neurotransmisor, sin embargo, un gran numero de tratamientos presentan
mecanismos de accidn desconocidos (Tabla 1) (8,18,19,24). Cabe mencionar por
ejemplo, que es comun encontrar una disminucion de receptores de GABA en
tejidos de recesion quirdrgica provenientes de pacientes con epilepsia (24).

Los avances en neurobiologia han introducido nuevas vias farmacolégicas como
receptores de cannabinoides, serotonina, melatonina y galanina. Adicionalmente
también han aparecido agentes que modifican el curso de la epilepsia, como es el
caso de la modificacion de la neuroinflamacién con el antibiético minociclina (8,11).

Por otro lado, el Centro Nacional de Medicina Complementaria y Alternativa en los
Estados Unidos, considera la existencia de una medicina complementaria y
alternativa (CAM) que incluye préacticas, productos y atencibn médica no
convencional y reconoce cuatro dominios de practicas: 1) medicina de la mente y
cuerpo (meditacién, oracioén, curacién mental, arte, masica y danza); 2) practicas de
base bioldgica (uso de sustancias que se encuentran en la naturaleza, como
hierbas, alimentos, vitaminas y compuestos animales); 3) manipulacién y précticas
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corporales (quiropraxia, masajes); y 4) medicina energética (terapias de biocampo
y electromagnéticas). Aunque se conocen beneficios en el empleo de la CAM aun
existe un campo amplio para investigaciones futuras al respecto (6).

Tabla 1. Mecanismo de acciéon de medicamentos usados como antiepilépticos (19)

Mecanismo

Farmaco antiepiléptico

Blogueo de la activacion repetitiva de
canales de sodio

Mejoramiento de la inactivacion lenta
de canales de sodio

Mejoramiento de la actividad de
receptores GABAa

Bloqueo de receptores NMDA

Bloqueo de receptores AMPA

Bloqueo de canales de calcio tipo T
Bloqueo de canales de calcio tipo N y
tipo L.

Moduladores de corrientes
hiperpolarizantes (H)

Bloqueadores de sitios de unién Unicos
Inhibidores de anhidrasa carbodnica
Estimulacion de la apertura de canales
de potasio (KCNQ, Kv7)

Inhibidores de GABA transaminasa
Inhibidores de la recaptura de GABA

Fenitoina, carbamazepina,
oxcarbazepina, lamotrigina,
topiramato.

Lacosamida, rufinamida.

Fenobarbital, benzodiacepinas,
clobazam.

Felbamato.

Perampanel, topiramato.
Etosuximida, valproato.
Lamotrigina, tipiramato, zonisamide,
valproato.

Gabapentina, lamotrigina

Gabapentina y levetiracetam
Topiramato, zonisamida
Retigabina

Vigabatrin
Tiagabina

1.3.1. Tratamientos anticonvulsivantes naturales

Desde la antigliedad, se han utilizado las brebajes vegetales en la medicina popular
para el tratamiento de diversas enfermedades, esto debido a que las plantas son la
fuente mas importante de compuestos biol6gicamente activos (12,31).

Algunos de estos brebajes presentan compuestos que constituyen un recurso
quimico y bioldgico con alta actividad anticrisis epiléptica, y muchos de ellos no son
de facil sintesis quimica, por lo que se ha optado por estudiar sus extractos enteros
y fraccionados con el fin de conocer su potencial anticrisis. En algunos casos se
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conocen sus mecanismos de accion, otros aun son una fuente importante de
desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas naturales (18). De estos compuestos
naturales, los mas empleados son extractos de plantas, que pueden derivarse de
hojas, flores, raices, corteza, frutas, semillas o tallos, que generalmente se usan
para la elaboracion de infusiones, decocciones, tabletas, cremas y pomadas (13).

No obstante, los extractos mas empleados son los producidos a partir de hojas, esto
debido a que, aunque los compuestos bioactivos se almacenan como metabolitos
secundarios en toda la planta, las hojas son los mayores acumuladores de dichos
compuestos entre todos los 6rganos de la planta (12).

En Asia y Africa se han desarrollado diversas investigaciones con el fin de
establecer el potencial farmacologico de las plantas empleadas en la medicina
tradicional, muchas de ellas presentes también en Latinoamérica, sobre todo en
aguellos paises ubicados en los mismos paralelos, y en donde muchas de estas
plantas fueron introducidas durante la conquista y la colonia. A partir de estas
investigaciones se ha encontrado un efecto anticrisis epilépticas en plantas como A.
muricata (16,32) y A. cherimolla, en la cual se ha reportado la presencia de acido
kaurenoico (33,34). Estas plantas se encuentran también en Colombia.
Adicionalmente, la evaluacion de la actividad anticrisis es determinada
principalmente a través del comportamiento y el empleo de electroencefalografia en
modelos animales con induccion de crisis epilépticas (5).

Es asi, como en 2011 en Camerun se llevé a cabo un estudio evaluando el potencial
antiepiléptico de plantas empleadas en la medicina tradicional de dicho pais, a
través de la evaluacion de su efecto anticonvulsivante en ratones divididos en cinco
grupos, cada uno evaluado con un convulsivante quimico diferente; encontrando
efectos anticonvulsivantes en A. muricata cuando se emplean como convulsivantes
el PTZ (crisis clonica), la estricnina y el NMDA (16).

1.3.1.1. Annona muricata

El género Annona es uno de los 129 géneros de la familia Annonaceae (15), que
comprende mas de 119 especies (12,14,15). La mayoria crecen en regiones
tropicales como el oeste de la india, norte y Suramérica, Africa, islas del Pacifico y
el sureste de Asia (14,15). 109 de estas especies son nativas de América tropical
(12,14).
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Las especies de este género han sido empleadas por los indigenas para tratar
diversas enfermedades incluyendo infecciones por parasitos, inflamacion, diabetes
y cancer. Las investigaciones fitoquimicas en este género han mostrado presencia
de acetogeninas, alcaloides, aceites esenciales, flavonoides, terpenoides, entre
otros, aunque aun hay limitacion en la informacién de sus componentes activos
(14,15).

Las acetogeninas son el principal constituyente (cerca del 90%) de los extractos de
plantas del género Annona y se han encontrado diversas actividades
farmacolégicas (15,31,35) que incluyen: actividad antitumoral, inmunosupresora,
pesticida, antiprotozoaria, antimicrobiana, antimalarica, antihelmintica y antiviral
(14,15). En A. muricata se han reportado 127 compuestos entre hojas, frutos
semillas y raiz, de los cuales un 86% corresponden acetogeninas y un 14% a
alcaloides (15).

Las acetogeninas han sido relacionadas con un efecto anti-proliferativo en el cancer,
debido a que promueven la citotoxicidad afectando procesos de generacion de
adenosin trifosfato (ATP) y oxidacion de nicotianamina adenina dinucleétida
(NADH) y de esta manera el metabolismo celular (35).

Dentro de los alcaloides encontrados en A. muricata, annonaina, asimilobina y
nornuciferina han sido reportados como antidepresivos al participar en la inhibicion
de la recaptura de dopamina y se agonistas del receptor 5-HT1A de serotonina
(17,36-38).

Entre todas las especies de Annona, A. muricata es reconocida por ser usada
ampliamente en decocciones tradicionales en 35 paises diferentes. Entre sus usos
se encuentran tratamientos contra la hipertension, la diabetes mellitus,
enfermedades parasitarias, reumaticas, inflamatorias, respiratorias, digestivas,
urinarias, cutaneas, espasmaodicas y cancerigenas (15,31,38,39).

Dado su alto contenido en antioxidantes con potenciales efectos protectores sobre
la salud, el té de guandbana, obtenido de sus hojas secas, se comercializa
efectivamente como complemento alimenticio (12)(15).
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1.3.2. Receptor GABAA como blanco farmacoldgico

Los receptores de GABA han sido usados como blancos farmacologicos para
moléculas con accion anticrisis epilépticas, debido a la accion de GABA como
neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central (40). Dentro de sus
receptores, GABAa es reconocido como el principal mediador de Ila
neurotransmision inhibitoria rpida en el cerebro debido a su caracter ionotrépico,
que permite el paso de iones cloruro a través de la membrana plasmatica,
ocasionando hiperpolarizacion (18). Por lo tanto, compuestos con actividad
potencial sobre este receptor son de interés farmacoldgico, en términos de la
posibilidad de modular el sistema nervioso central (40).

El receptor GABAA se encuentra formado por un pentdmero del cudl, a la fecha, se
han descrito 19 posibles subunidades (a1-6, B1-3, y1-3, d, €, 6, 1, y p1-3). En el
cerebro el pentamero se encuentra formado principalmente por dos subunidades a,
dos By una y o o (40).

Existen multiples sitios de unidn farmacoldgica reconocidos en el receptor GABAA,
en donde algunos farmacos potencializan y otros disminuyen la accion de GABA.
Dentro de estos, se encuentran los sitios de modulacion alostérica positiva como el
de alta afinidad de las benzodiacepinas, localizado en el dominio extracelular (ECD)
del receptor, que ademas es el mejor caracterizado (40).

En el grupo de las benzodiacepinas, el diazepam ha sido ampliamente estudiado
encontrando diferencias en su accién dependiendo de las subunidades que
conformen al receptor de GABAA, donde, si las subunidades incluyen: al, su accién
es principalmente sedativa o anticrisis epilépticas; a2, ansiolitica, a2, a3 y a5,
relajante muscular; y al y a5, amnésica y discapacitante cognitiva (40,41). Es por
esto, que el pentdmero alp2y2, que es el mas abundante en el cerebro (42) es un
buen blanco farmacolégico para la evaluacibn de potenciales farmacos
antiepilépticos.

1.4.ACOPLAMIENTO MOLECULAR COMO HERRAMIENTA PARA EL
DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FARMACOS ANTICRISIS

Los métodos computacionales como la dinamica molecular, el modelo de
farmacoforo, el acoplamiento (docking) molecular, y el “machine learning” pueden
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ser usados como un filtro complejo para conocer posibles moléculas que puedan
actuar como farmacos, reduciendo la cantidad de ligandos (posibles farmacos)
probados en experimentos in vivo e in vitro (43,44).

1.4.1. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular permite predecir la conformacion de un complejo de
ligando-proteina (sitio de accion) y la afinidad de su unidén (45). La estructura
proteica es empleada como obijetivo (target) para la unién (dock) de ligandos a un
sitio de unidn proteico y asi estudiar sus interacciones intermoleculares (46).

Esta técnica combina dos procesos: primero genera varias conformaciones
tridimensionales del ligando, evaluando el espacio conformacional de este;
posteriormente define la afinidad de la unién proteina-ligando, de acuerdo a las
poses del ligando, estableciendo puntuaciones (scoring) de acuerdo a la energia
mas negativa (Kcal/mol)(45).

Ligando
Conformaciones 3D Scoring
de ligando en la —» Poses > poses
proteina (Kcal/mal)
Proteina

Figura 3. Procesos desarrollados durante el acoplamiento molecular.

1.4.2. Dinamica molecular

Si bien, el acoplamiento molecular permite establecer las poses de unidén con mayor
afinidad a través de los “scores” de energia, siendo flexible en cuanto a la evaluacion
de diferentes estructuras, este no permite evaluar los cambios conformacionales
gue se pueden presentar a través del tiempo en las proteinas, cambios que si son
evaluados en la dindmica molecular (47).

La dinamica molecular permite establecer como cambios conformacionales de nano
0 microsegundos que se presentan constantemente en las proteinas y afectan la

30



estabilidad de la union (48,49). Ademas, esta se realiza en un sistema que emula
las condiciones fisicoquimicas como presion, temperatura y concentracion de la
solucion (50).

Adicionalmente, la dindmica molecular emplea campos de fuerza que describen la
dependencia energética de un sistema en todas las coordenadas de sus particulas,
permitiendo explicar la interaccién entre los atomos presentes en el sistema, a
través del calculo de la energia potencial que permite la funcionalidad proteica
(48,51,52).

La dinamica molecular es analizada a través de diferentes parametros que incluyen
el RMSD y Rgyr. El RMSD o desviacion cuadratica media, es la desviacion
observada entre dos atomos, la cual permite predecir la estabilidad de la proteina.
Sus graficos explican las posibles variaciones en cuanto al plegamiento proteico a
lo largo de la simulacion, permitiendo comparar efectos mutacionales o de unién del
ligando. En cuanto al Rgyr o radio de giro, corresponde a la distribucion de atomos
de una proteina alrededor de su eje, y se mide como la distancia entre el punto que
giray el punto donde la transferencia de energia tiene efecto maximo (48).
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2. ANTECEDENTES

Las especies del género Annona han sido ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional, ya sea empleando sus hojas, raices, fruto, o semillas. Dentro de sus
usos se encuentran las decocciones de sus hojas como anticonvulsivantes,
antidepresivas y antinociceptivas.

A partir de las observaciones de empleo en medicina tradicional de la planta,
investigadores como Hasrat y colaboradores en 1997, evaluaron la actividad de
extractos crudos etandlicos de plantas del género Annona obtenidas en Surinam,
con el receptor 5-HT1A, a través de la inhibicion de la union del receptor a [3H]
rauwolscina, encontrando afinidad por el receptor en los alcaloides de isoquinolicos:
asimilobina, nornuciferina y annonaina, extraidos de A. muricata (17,36), lo que
permite asociar estos extractos a efectos antinociceptivos.

Igualmente, Roslida y colaboradores en 2010 y 2012 evaluaron el efecto
antinociceptivo del extracto de hojas de A. muricata colectadas en Malasia. El
extracto fue suspendido en vehiculo de tween 80 al 1% en dosis de 10, 30, 100 y
300mg/kg de peso y suministrados oralmente previo a la realizacion de las pruebas
de formalina subcutanea en ratas, acido acético y placa caliente en ratones
encontrando una actividad nociceptiva significativa, obteniendo la mejor respuesta
con la dosis mas alta empleada (38,39).

En 2011, en Camerun se reporté un efecto anticonvulsivante de extractos acuosos
de A. muricata, inyectando dosis de 12, 30, 60 y 120mg/Kg en mus musculus Swiss
una hora antes de la inyeccion de los medicamentos productores de crisis; el
pentilenetetrazol (PTZ), la estricnina y el N-methyl-D-aspartato (NMDA),
encontrando ausencia de crisis en los animales inyectados con los tratamientos,
versus los animales no tratados (16).

Adicionalmente, en otras especies del género Annona cémo A. diversifolia se ha
evaluado electrofisiologica y comportamentalmente el efecto anticonvulsivante tanto
de la inyeccion intraperitoneal del extracto etandlico (30mg/kg) como del de la
palmitona (aislada de la fraccién hexanica, 10mg/kg), ambos obtenidos de hojas.
Este trabajo se llevo a cabo en ratas Wistar implantadas con dos electrodos, uno
con canula ubicado en el nucleo central de la amigdala y un segundo electrodo sin
canula en el hipocampo dorsal. Las convulsiones fueron producidas por la inyeccion
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de penicilina G (100Ul/uL) a través de la canula amigdalina. Se encontrd un retraso
en el tiempo de latencia para el desarrollo de convulsiones conductuales y
electroencefalogréaficas, tanto con el uso del extracto etandlico como del de la
palmitona (10).

Debido a las posibles acciones farmacoldgicas de los extractos obtenidos de A.
muricata, la composicion de los mismos ha sido caracterizada encontrando 212
compuestos distribuidos entre alcaloides, acetogeninas, fenoles, entre otros (53).
Dentro de estos las principales acciones farmacoldgicas evaluadas han sido
dirigidas a la terapia de cancer por lo que los principales reportes son efectos
citotoxicos. En cuanto a accion sobre el sistema nervioso central se han reportado
acciones antidepresivas de los compuestos Annonaina, Asimilobina, Nornuciferina,
por accion en el receptor 5-HT1A (17,36,53). Sin embargo, es escasa la informacion
sobre los posibles compuestos asociados a las acciones anticonvulsivantes de los
extractos obtenidos a partir de A. muricata.

Actualmente una forma de evaluar el posible efecto anticrisis de los compuestos
derivados de extractos de A. muricata, es emplear métodos computacionales que
permitan ver la afinidad de sus compuestos sobre blancos farmacoldgicos
asociados al desarrollo y o control de las crisis. Uno de ellos son los receptores de
GABA. De hecho, el receptor GABAAa, ha sido explorado farmacologicamente por su
caracter ionotropico con una rapida activacion inhibitoria, encontrando diversos
sitios de union de farmacos importantes para el tratamiento de la ansiedad, el
insomnio, las crisis epilépticas, el dolor y las respuestas anestésicas (40,42,54,55).

Estudios estructurales del receptor GABAA mas abundante en el cerebro, formado
por las subunidades a1B1y2, muestran cinco sitios de union con interés
farmacoldgico que incluyen: el sitio de union del neurotransmisor GABA, dos sitios
de unién transmembrana de las benzodiacepinas, el sitio de unién transmembrana
de los anestésicos generales y el sitio de unién de alta afinidad de las
benzodiacepinas extracelular. Este dltimo, es importante en la produccion de
efectos anticrisis del diazepam (40,54).

Computacionalmente, usando la técnica de acoplamiento molecular Sahila y
colaboradores en 2015 evaluaron 61 compuestos derivados de plantas en el
homopentamero del receptor GABAAa formado por las subunidades 33, sobre el sitio
de union de la benzamidina, explorando posibles acciones antipsicoticas de los
compuestos evaluados (56). Sin embargo, este homopentamero no es muy
semejante a los receptores con funcion fisioldgica. Posteriormente Alvarez y Pecci
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en 2018 determinaron a través de acoplamiento molecular y dinamica molecular
cinco bolsillos transmembrana para neuroesteroides presentes en el receptor
formado por las subunidades a1p1y2 (57).
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos anticrisis y neuroprotectores del extracto metanélico completo
de las hojas de Annona muricata y analizar el acoplamiento molecular de sus
metabolitos secundarios en el sitio de unidn extracelular de benzodiacepinas del
receptor GABA-A.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1. Evaluar los efectos anticrisis y neuroprotectores del extracto
metanodlico completo de las hojas de Annona muricata en un modelo
experimental de PILO-SE en ratas.

3.2.2. Analizar el acoplamiento molecular de metabolitos secundarios
presentes en el extracto metandlico completo de las hojas de Annona
muricata en el sitio de unidn extracelular de benzodiacepinas del
receptor GABA-A.

3.2.3. Analizar el acoplamiento molecular de metabolitos secundarios de
Annona muricata en el sitio de unidon extracelular de benzodiacepinas
del receptor GABA-A.
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4. CAPITULO 1

Evaluacién de los efectos anticrisis y neuroprotectores del extracto
metandlico completo de las hojas de Annona muricata en un modelo
experimental de PILO-SE en ratas.

4.1. METODOLOGIA

4.1.1. Tipo de estudio, poblacién y muestra

Esta tesis hace parte de la convocatoria interna de la Universidad del Valle del 2019,
bajo el proyecto con C.l. 5314 con el acta de aval del Comité Institucional de
Revision de Etica con Animales en Experimentacion 002019 del 05 de julio de 2019;
para su desarroll6 se adelant6 un estudio de tipo transversal. Se utilizaron un total
de 49 ratas Wistar macho de 250 a 300 g de peso resolucién. Se realiz6 prueba de
toxicidad para determinar la dosis letal 50 (n=18), empleando los protocolos de
OECD (58). Para ello se organizaron 6 grupos de 3 ratas, con cada uno de los cuales
se ensay0 una dosis especifica. Para los experimentos de video-
electroencefalografia e inmunohistoquimica con PV se emplearon 31 biomodelos
divididos en 4 grupos de 7 ratas cada uno, en los cuales se ensayaron las siguientes
dosis: 0 (vehiculo + PILO), 1/5, 1/10 y 1/20 de la dosis letal 50 del extracto entero
metanolico de las hojas de A. muricata, el cual fue ensayado en un modelo de
estatus epiléptico inducido por pilocarpina (PILO) intrahipocampal. Un quinto grupo
de control (n=3) sin ningun tipo de tratamiento fue empleado solamente para los
analisis inmunohistoquimicos.

Para el célculo de la muestra se empleé la férmula que se presenta a continuacion,
con un nivel de confianza de 95% (K=1,96), un error muestral deseado del 5%, una
presuncion de 0,5 para la variacion entre las poblaciones (asumiendo un control y
un tratamiento) y un N poblacional como el minimo necesario para la obtencion
significativa de resultados (14), encontrando un valor de n=14, es decir 7 animales
por grupo, lo cual coincide con lo reportado por Sdécrates et al. (59) donde lo
considera el minimo valor para obtener diferencias significativas entre grupos.
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Todos los experimentos con animales se realizaron a 25°C, humedad relativa entre
el 45-55%, y 12 h de luz/oscuridad por ciclo de 12 h y niveles de ruido menores a
70 decibeles. Los animales recibieron alimento y agua durante toda la fase
experimental y en los periodos de descanso entre los protocolos experimentales
permanecieron en el bioterio de la Universidad del Valle, con el fin de minimizar su
estres.

4.1.1. Preparacion del extracto entero metanélico de Annona muricata

Se colectaron 500 g hojas de A. muricata en Santiago de Cali- Colombia (3°22'30"N
76°32'04"0). EIl material vegetal que se colect6 fue secado a 60° C durante 72 h.
Completamente seco, se pulverizé con un mortero y el pulverizado obtenido se
suspendio en 2500 ml de agua destilada, se llevo a una temperatura de 100°C y se
agito por una hora, luego se adicion6 un volumen igual al sobrante de metanol grado
analitico. Posteriormente se dejo suspendido el material en la mezcla agua:metanol
1:1.

Luego de 24 horas la suspension fue filtrada al vacio en un microfiltro Millipore de
0,22 um para descartar detritos sélidos. La muestra filtrada se concentré en un
Rotovap a 50° C hasta obtener el secado del extracto. Finalmente, el material
secado en Rotovap, se centrifugé a presion reducida por medio de un SpeedVac
para obtener un mayor secado de la muestra del extracto entero.

4.1.2. Determinacion de dosis letal 50 (DL50)

La determinacion de la dosis letal 50 se realizé siguiendo los protocolos de OECD,
empleando cinco concentraciones de prueba (5 mg/Kg, 50 mg/Kg, 300 mg/Kg, 2000
mg/Kg y 5000 mg/Kg), la dosis inicial fue de 300 mg/Kg, tomandola como
concentraciéon media (Figura 4) (58). Todos los extractos fueron aplicados en el
animal por inyeccion intraperitoneal, empleando una disolucién del extracto entero
en el vehiculo: solucion salina 0,9%, tween 80 y etanol 96% (92:6:2).
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300mg/kg
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2000mgkg
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2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
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A 4 v
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or

> 05 > 5.50 > 50 -300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
——

3{at 300)
at 1% step

LDEO ut-off
mgikg b.w.

-per step three animals of a single sex (normally females ) are used - = - unclassified

-0.1.2.3: Number of moribund or dead animals at each step

! < Bac - Testing at 5000 mgikg b.w_: see Annex 3
-GHS: Globally Harmonized Classification System {mglkg b.w.)

Figura 4. Protocolo OECD para la determinacion de dosis letal 50 con inicio en dosis 300
mg/Kg

4.1.3. Video-encefalografia y estatus epiléptico con pilocarpina

Se realiz6 video - electroencefalografia (EEG) mediante la insercion de un electrodo
con canula de ubicacion profunda y para registro cronico (Figura 5). El electrodo fue
insertado 7 dias antes a la induccion de las crisis con pilocarpina (PILO). Para ello
los ratones recibieron anestesia con ketamina y xylazina intraperitoneal y mediante
cirugia guiada por marco estereotéxico, se implantd el electrodo de registro
especificamente en el hipocampo dorsal izquierdo y la canula para la administraciéon
de pilocarpina fue insertada 1 mm superior a este. Dichos electrodos fueron
conectados al sistema de registro. La adquisicion de datos se realizé con el
hardware PowerLab ADinstruments, usando el software LabChart Pro 8.0, con una
tasa de muestreo de 2 KHz, un rango de 10 mV, un filtro pasa bajo de 1 KHz y un
notch de 60 Hz.

La actividad eléctrica y el comportamiento de los animales despiertos fueron
registrados 7 dias después de la cirugia, con tres tipos de registros: inicialmente 30
minutos de registro base; posteriormente se realizo la inyeccion intraperitoneal de
la dosis del extracto o vehiculo y se efectlo un registro de 30 minutos; y finalmente
se inyecto la pilocarpina (0,6mg/uL) y se hizo un registro de 90 minutos posteriores,
para evaluar la presencia de crisis segun la escala de Racine (60) (tabla 2) y el
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registro electroencefalografico. Pasado este tiempo, si se presentaron crisis, las
mismas fueron detenidas con la inyeccion de Diazepam (5 mg/Kg).

Figura 5. Implantacion de electrodos de registro bajo marco estereotéaxico.

Se identificé la ocurrencia de las crisis tanto en el comportamiento motor como en
el EEG. Los videos de la actividad motora fueron sincronizados con las sefiales del
EEG, y a partir de estos se evaluaron los parametros comportamentales de la escala
de Racine (60), adicionando una etapa 0 de no crisis, mas la presencia de sedacion,
temblores finos y fuertes, salivacion y piloereccién tomados del test comportamental
de Irwin (61); para ello se establecieron 5 ventanas de 2 minutos durante los 30
minutos posteriores a la inyeccién de pilocarpina donde se evaluaron los parametros
ya mencionados.

Tabla 2. Escala modificada de Racine (60)

Etapa Comportamiento
0 Sin crisis
1 Movimientos orofaciales
2 Oscilaciones de la cabeza
3 Clonus de patas anteriores
4 Extension del dorso
5 Pérdida del balance y caida
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Adicionalmente a partir de los datos obtenidos se analizé la latencia tanto
comportamental como electroencefalografica entre la aplicacion de la PILO y la
presentacion de la crisis. La comportamental se evallo a través de la determinacion
del tiempo en que se tarda la presentacion de cada etapa de Racine tras la inyeccion
de PILO, mientras la electroencefalografica a través de la primera sefial
caracteristica de crisis presentada después de la inyeccién de PILO.

En cuanto a las sefiales de EEG, el registro de cada animal generd un archivo de
medicién continua con un Unico canal de registro o sefial en formato .mat. Cada
sefial se dividi6 en tres fases, que fueron; (1) los tiempos de control, (2) de
tratamiento (inyeccién de vehiculo o del extracto con su respectiva dosis) y (3) de
pilocarpina. Dentro de cada una de estas fases se seleccioné un tiempo de 120
segundos, que iniciaron en los tiempos control y tratamiento a los 120 segundos, y
que se identifican en el analisis con los momentos 1 y 2 respectivamente; y
finalmente, en el tiempo luego de la aplicacion de la PILO una vez terminada la
latencia.

Después, se analizaron cada uno de estos tiempos seleccionados utilizando el
lenguaje de programacion Python en su version 3.9, por medio del entorno
informatico de jupiter notebook. Para esto, primero se importaron los paquetes
scipy, pylab, numpy, ssqueezepy, seaborn, scaleogram, pywt, os, itertools, pandas,
collections. Luego se montaron los datos a analizar realizando la seleccion del
tiempo correspondiente. Seguidamente, se realizaron medidas estadisticas para
confirmar el intervalo de muestreo, definiendo el total de puntos a analizar, ademas
de calcular la media estadistica, la varianza y la desviacién estandar de dichos
puntos. Posteriormente, se realiz6 una medida de la autocovarianza, la cual
proporciond la covarianza de la sefial consigo misma en pares de puntos de tiempo,
permitiendo observar una primera aproximacion al comportamiento de dichos datos.
Tras terminar la revision de datos se realiz6 una transformada rapida de Fourier,
con la cual se obtuvieron las potencias espectrales de las frecuencias comprendidas
entre los 1 a 15Hz. Por ultimo, se realizé una transformada wavelet utilizando la
wavelet morlet, graficando un escalograma que permitio ver la variacion de
frecuencias en funcion del tiempo.

4.1.4. Evaluacion de neuroproteccion

La evaluacion de la neuroproteccion se llevo a cabo con el analisis morfologico de
células PV+ presentes en las areas de corteza cerebral, CA1, CA3 e hilus. Para ello,
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pasados 7 dias de la video-EEG, los animales se indujeron bajo anestesia
(isoflurano 4%) para perfusion y extraccion del encéfalo de la siguiente manera:
perfusion intracardiaca con suero salino (Cloruro sodico al 0,9% en H20d);
seguidamente, de perfusion con paraformaldehido al 2%, lisina HCI al 1,5% y
metaperiodato de sodio al 0,2% en tampon fosfato 0,2 M pH 7,4 (PLP). Los cerebros
extraidos se posfijaron en PLP durante 48 h a 4°C. Posteriormente, se cortaron en
secciones de 30 pum de espesor en vibratomo (Leica VT1200S), tomando de
referencia para inicio de los cortes la localizacion del electrodo, realizando un total
de 3 cortes por cerebro. Con estos cortes se procedid6 a la tincién
inmunohistoquimica, con el anticuerpo primario PV (el protocolo de tincién se
presenta en el anexo 1).

Por cada animal se produjo una placa con tres cortes, la cual fue empleada para la
toma de tres microfotografias por corte en microscopio 6ptico a 10X y 40X (Zeiss
acoplado a AxioCam HRc) en las regiones corteza cerebral dorsolateral, CA1, CA3
e hilus. Con la ayuda del software ImageJ® (NCBI), se determinaron en cada una
de las regiones los siguientes parametros morfologicos; (1) densidad celular, (2)
area de soma celular, (3) niumero de procesos primarios y (4) forma del soma de las
células parbalvimina positivas (PV+).

4.1.5. Andlisis estadistico

Los parametros comportamentales se evaluaron por estadistica descriptiva, a partir
de porcentajes obtenidos de las frecuencias absolutas de presentacién del
parametro y las frecuencias de presentacion de cada etapa de Racine en los
tratamientos evaluados. En cuanto las latencias comportamentales,
electroencefalogréficas, el area del soma, la forma y la densidad celular en células
PV+ fueron evaluados por la ANOVA de Welch y la prueba de comparacién multiple
de Games-Howell; el nUmero de procesos primarios en células PV+ se evallo a
través de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la multiple comparacién de
Dunn. Los analisis descritos previamente se llevaron a cabo en el software Prisma
Graph Pad 8.0.1 (62).

Las potencias espectrales (uv2/Hz) de las frecuencias entre 1 y 15Hz, obtenidas a
partir de la transformada réapida de Fourier, fueron analizadas inicialmente con
gréficos descriptivos con los datos originales, y luego mediante el uso de bases B-
splines, (63) se obtuvieron funciones (curvas) suavizadas para cada experimento
bajo andlisis, adicional a su curva media correspondiente a cada dosis de
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tratamiento. A continuacion, se realizaron pruebas de normalidad y de
homogeneidad de varianzas sobre los datos suavizados (64) para cada frecuencia,
a traves de las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene (65), respectivamente. Con base
en estos resultados, se determind si era necesario usar el andlisis de varianzas
paramétricos (ANOVA), o si se podia acudir a pruebas no paramétricas (Kruskal-
Walllis) (66). Adicionalmente, se realizaron graficos de dispersién entre la frecuencia
Hz (en el eje x) y los valores-p (en el eje y) de las pruebas de comparacién (ANOVA
o Kruskal-Wallis), para identificar en cuales frecuencias se detectaron diferencias
significativas en los valores medios de las dosis de tratamiento. El procedimiento
anterior también se llevd a cabo para determinar la existencia de diferencias
significativas entre las curvas medias de los diferentes momentos evaluados.

Finalmente, en los casos necesarios, en cada frecuencia se aplicaron pruebas de
comparacion multiple de Tukey (67) si se satisfacian los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, o pruebas de comparacién mdultiple no paramétricas
de Nemenyi (68), en caso contrario.

Estos analisis estadisticos se realizaron mediante el programa de distribucion

gratuita R version 4.1.2 (69), determinando diferencias estadisticas a un nivel de
significancia del 5%.
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4.2.RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1. Preparacion del extracto entero metandlico de Annona muricata

Después de la coccién a 100°C del extracto acuoso de 500 g de hojas de A.
muricata, se obtuvo un sobrante de 1020 mL al cual se le adicion6 la misma cantidad
de metanol. En total 2040 mL de extracto metandlico al 50% se dejaron reposar por
24 horas, y luego se filtré al vacio y se inicié su rotaevaporacion hasta obtener un
volumen semiseco de 50 mL, que se distribuyeron en 50 tubos de microcentrifuga
de 1,5 mL con un volumen de 1mL de extracto cada uno. Estos fueron secados en
SpeedVac, obteniendo un peso aproximado 0,5 g por cada tubo. En total se
obtuvieron 23,97 g de extracto seco.

4.2.2. Dosis letal 50 y dosis experimentales

Inicialmente se aplico intraperitonealmente la dosis de 300 mg/Kg del extracto,
diluida en el mismo vehiculo a emplear en el estudio, encontrando que ninguno de
los animales fallecio tras 24h de la inyeccién, por lo que la evaluacion de esta dosis
se repitié siguiendo los parametros de la OECD, encontrando el mismo resultado.
Seguidamente se procedié a evaluar la dosis de 2000 mg/Kg del extracto, con la
cual se obtuvo el mismo resultado, lo que se confirmd con una segunda evaluacion.
Finalmente se procedio a evaluar la dosis de 5000 mg/Kg del extracto, encontrando
nuevamente que ninguno de los animales inyectados fallecié en ninguna de las dos
pruebas realizadas. Estos resultados son similares a los reportados por N"Gouemo
et al. (1997) quien realizé pruebas de toxicidad con extracto entero etandlico de A.
muricata, encontrando cero mortalidad tras 24 horas, en animales evaluados con
dosis hasta de 1000mg/Kg (32). Debido a lo anterior y siguiendo los protocolos se
establecio la dosis letal 50 como >5000 mg/Kg, y a partir de esta, se determino usar
para este estudio las dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg.

4.2.3. Video-electroencefalografia y estatus epiléptico con pilocarpina

Los resultados obtenidos a partir de la video-encefalografia mostraron que, en las
ventanas de tiempo evaluadas para los andlisis comportamentales, tras inyectar
pilocarpina, solo los animales tratados con vehiculo presentaron la mayor parte del
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tiempo los parametros comportamentales de la clase 3 a 5 de la escala de Racine
(60), es decir que los controles presentaron una manifestacion de crisis con mayor
intensidad que los distintos tratamientos; encontrandose un 14,28% de los animales
inyectados con vehiculo con crisis clase 2, un 42.86% con clase 3, un 28,57 con
clase 4 y un 14,29% con clase 5 (Figura 6b). Resultados similares fueron reportados
por Castro et al. (2011), donde el mayor porcentaje de animales inyectados con
pilocarpina presentan crisis de clase 3 (70). Adicionalmente, en la mayoria de los
animales inyectados con la solucion vehiculo se presentaron temblores finos
(57,14%), fuertes (85.71%), salivacion (100%) y piloereccién (71.43%) y se dio
ausencia de sedacién (Figura 6a).
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Figura 6. Pardmetros comportamentales evaluados en video-EEG. a. Porcentaje de
animales que presentan el parametro evaluado (n=7 por tratamiento). b. Porcentaje de
animales con mayor permanencia en cada etapa de Racine en 5 ventanas de 2 minutos en
30 minutos por tratamiento.

En cuanto a los tratamientos, en todos se presentd una tendencia de aumento de la
sedacion al incrementar la dosis evaluada, algo que se relaciona con la reduccién
del comportamiento exploratorio en animales tratados con dosis de 300 a 1000
mg/Kg de extracto entero etandlico de A. muricata por N'Gouemo et al (1997) (32).
Los tratamientos de 250 y 500 mg/Kg presentaron temblores finos y fuertes en
menos del 30% de los animales evaluados. Por su parte, en cuanto a los pardmetros
de salivacién y piloereccion se observa una disminucion con los tratamientos desde
un 57,14% a 28,57% en los animales tratados con 250 mg/Kg y a 14,29% en los
animales tratados con 1000 mg/Kg. En cuanto a los parametros relacionados con
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las etapas de Racine, el 100% de los animales inyectados con las dosis de 250 y
de 500 mg/Kg, presentaron movimientos orofaciales; siendo esta etapa la
manifestada en la mayor parte del tiempo evaluado para la primera dosis
mencionada (57.14%) (Figura 6).

Las oscilaciones de la cabeza se presentaron en la mayoria de los animales tanto
inyectados con vehiculo como con tratamientos (Vehiculo y 250 mg/Kg = 100%, 500
mg/Kg = 71,43%, 1000 mg/Kg= 57,14%). Adicionalmente, esta etapa de Racine se
presentd con mayor frecuencia en el tiempo en los animales inyectados con la dosis
de 500 mg/Kg (85,71%). El tratamiento de 1000 mg/Kg fue donde menos se
presentaron los parametros comportamentales evaluados, de hecho, el 42,86% de
los animales inyectados con este tratamiento no presentaron ninguna manifestacion
de la escala de Racine y se clasificaron en etapa O, el resto de los animales se
distribuy6 entre la etapa 1y 2 (28,57% en cada una) (Figura 6).

La latencia de las crisis se evallio tanto comportamentalmente, como en las sefiales
del EEG. Por una parte, se analizdé el tiempo que tardan en presentarse las
caracteristicas comportamentales de cada etapa de Racine, en donde las etapas 3
a 5 como se mencion0 previamente solo se presentaron en los animales inyectados
con vehiculo (mediatsd 128.71+56.95 s en etapa 3, 169.71+67.85 s en etapa 4 y
217.71+114.15 s en etapa 5).

Por otro lado, las etapas 1y 2 se presentaron en todos los animales evaluados, por
lo que los tiempos se compararon entre los tratamientos y el vehiculo, encontrando
diferencias significativas en ambas etapas (Etapa 1 W=12.20, p=0.0012; Etapa 2
W=16.51, p=0.0003). Adicionalmente, al comparar cada tratamiento entre si, se
presentaron diferencias significativas entre la latencia de ambas etapas en los
animales tratados con vehiculo versus todos los tratamientos. Tanto en la
presentacion de la etapa 1 como en la etapa 2, la latencia de los animales tratados
con vehiculo fue menor (65.57+55.16 y 77+55.2 s, respectivamente) que los
tratamientos (330.7+202.5 y 343.6£203.6 s para 250 mg/Kg; 224.3+94.85 y
277.9484.17 s para 500 mg/Kg; y 295+74.09 y 310+61.6 s para 1000 mg/Kg
respectivamente) (Tabla 3, 4 y Figura 7).

La latencia electroencefalografica corresponde al tiempo que se tardé en
presentarse la primera sefial tipo crisis en el eeg de cada uno de los animales
evaluados, encontrando resultados similares a los comportamentales, en los cuales
la latencia de los animales fue diferente entre todos los tratamientos (W=6.176,
p=0.0137), con una latencia en los animales inyectados con vehiculo (59.07+55.04
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s) significativamente menor a la de los tratamientos (276.4+232.6 s para 250 mg/Kg,
177.7£110.7 s para 500 mg/Kg y 248.5+92.28 s para 1000 mg/Kg) (tabla 5y figura
8).

Tabla 3. Prueba de Games-Howell para comparacion de latencia de Etapa 1 de escala de
Racine

Tratamientos comparados t DF p-valor

Vehiculo vs. 250 mg/Kg 3,342 6,885 0,0489
Vehiculo vs. 500 mg/Kg 3,827 9,642 0,0157
Vehiculo vs. 1000 mg/Kg 5,397 4,953  0,0113
250 mg/Kg vs. 500 mg/Kg 1,259 8,511  0,6094
250 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 0,4200 8,236  0,9735
500 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 1,372 7,821 0,5488

Tabla 4. Prueba de Games-Howell para comparacién de latencia de Etapa 2 de escala de
Racine

Tratamientos comparados t DF p-valor
Vehiculo vs. 250 mg/Kg 3,344 6,878 0,0489
Vehiculo vs. 500 mg/Kg 5,28 10,36 0,0015
Vehiculo vs. 1000 mg/Kg 6,263 5,777 0,0036
250 mg/Kg vs. 500 mg/Kg 0,7893 7,993 0,8574
250 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 0,4051 7,682 0,976
500 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 0,7259 8,168 0,8841
*
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Figura 7. Latencia de etapas de Racine (a. Etapa 1 = Movimientos Orofaciales, b. Etapa
2= Oscilaciones de la cabeza). * corresponde a un p<0.05.
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Tabla 5. Prueba de Games-Howell para comparacién de latencia electroencefalografica

Tratamientos comparados t DF p-valor

Vehiculo vs. 250 mg/Kg 2,406 6,670  0,0488
Vehiculo vs. 500 mg/Kg 2,540 8,798 0,0323
Vehiculo vs. 1000 mg/Kg 3,743 4,256  0,0180
250 mg/Kg vs. 500 mg/Kg 1,014 8,584  0,3383
250 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 0,281 8,475 0,7852
500 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 1,137 7,444  0,2910

Los resultados de un aumento en la latencia comportamental vy
electroencefalogréfica con el uso de las tres dosis de tratamiento con extracto
metanolico de A. muricata en crisis producidas por PILO, son similares a los reportes
de latencia de crisis clonicas producidas por PTZ en animales inyectados con dosis
de 5, 50, 100 y 300 mg/Kg de tratamiento con extracto entero etandlico de esta
planta evaluado en ratones machos Swiss por N'Gouemo et al. 1997 (32).
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Figura 8. Latencia electroencefalografica. * corresponde a un p<0.05.

A partir de las sefiales de EEG se analiz6 una ventana de tiempo de 120 segundos
para los tres momentos registrados (tiempo de control, tiempo con inyeccion de
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tratamiento y tiempo con PILO). De los dos primeros momentos se tomo el tiempo
posterior a los primeros 120 s y del momento 3 el tiempo posterior a la latencia. A
los momentos mencionados se les aplico la transformada continua wavelet Morlet
(figura 9), y se analizé una ventana de frecuencias de 1 a 15Hz, debido a la
importancia que estas frecuencias representan en la actividad hipocampal normal
(ritmo theta 4-12 Hz) (30,71) y en la alterada en murinos susceptibles (ritmo delta 1-
4Hz) (30,72). El espectrograma permite dilucidar una mayor magnitud de sefial en
las frecuencias bajas en todos los animales estudiados. Sin embargo, en la escala
de 3 a 5,5 Hz se presenta una mayor magnitud en los animales tratados con vehiculo
en comparacion con los tratados con extracto de A. muricata, en los que se presenta
una disminucién de este parametro.

abs{CWT)

Figura 9. Espectrograma de la transformada continua wavelet Morlet en animales tratados
con vehiculo (a.), 250 (b.), 500 (c.) y 1000 mg/Kg (d.) de extracto entero metandlico de A.
muricata.

Para conocer si estas diferencias espectrales son significativas, se aplicod la
transformada de Fourier determinando las potencias espectrales (uv3/Hz),
encontrando los valores medios por tratamiento y por frecuencia que se presentan
en la figura 10, donde se puede apreciar que en las frecuencias bajas se encuentran
las potencias mas altas, las cuales son mas elevadas para las dosis 250, 500 y 1000
mg/Kg con respecto al control (que para estos analisis corresponde a los animales
inyectados con vehiculo), particularmente en los momentos 1y 2. También se puede
apreciar que el tratamiento control aumenta sus potencias a través de los momentos
principalmente en las frecuencias mas bajas, similar a las alteraciones del ritmo
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delta presentadas en modelo de raton El ante la prueba de suspension de la cola
(30,72) y esperadas por el no uso de tratamiento en este caso; mientras que el
tratamiento 250 mg presenta un comportamiento inverso.
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Figura 10. Potencias medias espectrales (uv?/Hz) obtenidas a partir de la transformada de
Fourier en cada frecuencia segun Dosis de tratamiento y Momento
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Debido a la alta varianza de los datos y la dificultad que esto genera para su analisis,
las potencias espectrales fueron suavizadas mediante el uso de B-splines,
obteniendo las curvas medias presentadas en la figura 11. Los momentos 1y 2 del
tratamiento control presenta una curva media inferior a las obtenidas con las dosis
250, 500 y 1000 mg, mientras que para el momento 3 las curvas tienden a
homogenizarse con una aparente disminucién de la curva de potencia media para
la dosis de 250mg en las frecuencias bajas asociadas al intervalo [1-4 Hz], lo que
puede significar una disminucién de la alteracién del ritmo delta esperado en
comportamientos electroencefalograficos anormales (30,72), y por ende una posible
accion de disminucion de la crisis. Una tendencia evidente en todas las curvas
medias de cada dosis y momento es la disminucion de las potencias en la medida
que la frecuencia aumenta, sin mostrarse que las potencias de algun tratamiento
predominen sobre los otros a lo largo de todo el rango de frecuencias, esto se
encuentra relacionado con las frecuencias relevantes intrahipocampales que
incluyen principalmente los ritmos delta y theta.
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Figura 11. Potencias espectrales medias suavizadas (uv?/Hz) segin Dosis de tratamiento
y Momento.

Para establecer estadisticamente si existen 0 no diferencias significativas entre las
medias de las dosis por cada momento de andlisis, usualmente se aplica la técnica
denominada ANOVA, la cual se fundamenta en supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Esto supone que, para cada frecuencia, los datos de
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potencia suavizados se ajustan a una distribucion de probabilidad normal y que las
varianzas de las cuatro dosis de tratamiento no difieren significativamente.

En las figuras 12 y 13 se presentan respectivamente los valores-p de las pruebas
de hipotesis de normalidad (test de Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas
(test de Levene) efectuadas en cada frecuencia con los datos de potencia
suavizados de las dosis de tratamiento, para cada momento.
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Figura 12. Comparacion entre Dosis: Valores-p de las pruebas de hipoétesis de normalidad.
La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de significancia de la prueba del 5%.

En la mayoria de las frecuencias, los valores-p de las pruebas de hipoétesis indican
que estos supuestos requeridos para el uso del ANOVA no se satisfacen,
particularmente el supuesto de normalidad que presenta en general valores-p por
debajo del nivel de significancia del 5% (linea punteada en la figura 12), lo que lleva
al rechazo de la hipétesis de normalidad.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se decidid6 emplear la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las dosis de tratamiento en cada
frecuencia. Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis se muestran en la figura
14, donde se puede establecer que para cada momento de analisis las potencias
suavizadas no difieren significativamente entre las dosis de tratamiento a lo largo
de todas las frecuencias evaluadas para los momentos 2 y 3 (valores-p por arriba
del nivel de significancia del 5% correspondiente a la linea punteada en la figura
14). Sin embargo, para el momento 1 se pueden apreciar diferencias entre las dosis
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en los intervalos de frecuencias [1.475 — 1.658], [2.333 — 2.350], [3.175 — 3,225],
[4.283 — 4.375] y [12.792 — 12.850]. Siendo menor la actividad delta en los animales
del control respecto a los de los tratamientos en estas frecuencias. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que el momento 1 se refiere a un momento de control el
cual sirve de base para comparar los momentos de tratamiento e inyeccién de
pilocarpina con la actividad basal del animal, por lo que se procedié a analizar la
actividad de los animales entre los momentos dentro de cada dosis.
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Figura 13. Comparacion entre Dosis: Valores-p de las pruebas de hipétesis de
homogeneidad de varianzas. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de
significancia de la prueba del 5%.

Los resultados de las curvas medias por momento segun cada dosis de tratamiento
(figura 15), descriptivamente muestran que el momento 1 tiene una curva media de
potencia superior a las obtenidas en los demas momentos para los tratamientos 250
y 1000 mg; mientras que para el control las potencias mas elevadas se encuentran
en el momento 3, particularmente en frecuencias bajas, alteracion ya antes
mencionada y relacionada con el aumento de la actividad delta durante crisis
reportada previamente (30,72).

En las figuras 16 y 17 se presentan los valores-p de las pruebas de hipétesis de
normalidad (test de Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas (test de Levene)
efectuadas en cada frecuencia con los datos de potencia suavizados de los distintos
momentos, para cada dosis de tratamiento. En el tratamiento control se evidencia
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gue el valor-p de la prueba de Shapiro-Wilk es inferior al nivel de significancia del
5% (ver figura 16) para todo el rango de frecuencias evaluado, sugiriendo el rechazo
de la hipotesis de normalidad. Para las dosis 250, 500 y 1000mg se evidencia una
fluctuacion sin una clara tendencia de los valores-p alrededor del nivel de
significancia, sugiriendo que la prueba de normalidad no se rechaza en algunas
frecuencias bajas, intermedias y altas. Por otro lado, la prueba de Levene (ver figura
17) sugiere gue existe homogeneidad de varianzas en todo el rango de frecuencias
para los tratamientos control, dosis 500 y 1000 mg, mientras que en el tratamiento
con dosis a 250 mg se evidencia un rechazo de la hipotesis de homogeneidad de
varianzas en frecuencias intermedias y altas (valores-p por debajo del nivel de
significancia del 5%).

Momento: 1 Momento: 2 Momento: 3

0.754

0.50

025

Valor-p - Prueba de Kruskal-Wallis

0.004

Frecuencia (Hz)

Figura 14. Comparacion entre Dosis: Valores-p de las pruebas de hipétesis de Kruskal-
Walllis. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de significancia de la prueba
del 5%.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se decidio emplear la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar los momentos en cada frecuencia. Los
resultados de la prueba de Kruskal-Wallis se muestran en la figura 18, donde se
puede establecer que para el control y las dosis de 500 y 1000 mg las potencias
suavizadas no difieren significativamente entre los momentos evaluados a lo largo
de todo el espectro de frecuencias (valores-p por arriba del nivel de significancia del
5% correspondiente a la linea punteada en la figura 18). Sin embargo, para la dosis
250 mg se muestra un comportamiento diferente, donde se encuentran diferencias
significativas entre por lo menos dos de los tres momentos analizados.
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Figura 15. Potencias espectrales medias suavizadas (uv?/Hz) segiin Momento y Dosis de
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Figura 16. Comparacion entre Momentos: Valores-p de las pruebas de hipotesis de
normalidad. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de significancia de la

prueba del 5%.
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Figura 17. Comparacion entre Momentos: Valores-p de las pruebas de hipotesis de
homogeneidad de varianzas. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de
significancia de la prueba del 5%.
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Figura 18. Comparacion entre Dosis: Valores-p de las pruebas de hipétesis de Kruskal-
Wallis. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de significancia de la prueba
del 5%.

En la figura 19 se muestran los resultados de la prueba de comparacioén multiple de

Nemenyi para el tratamiento de 250 mg/Kg, donde se evidencia que en relacion con
las potencias existen diferencias significativas para los momentos 1 y 2 en los
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intervalos de frecuencias bajas [1.1167 — 1.1667], [1.525 — 1.6583] y [1.9 — 1.9583].
Entre los momentos 1 y 3 se encuentran diferencias a lo largo de practicamente
todo el espectro de frecuencias, mientras que entre los momentos 2 y 3 no se
muestran diferencias significativas entre las potencias suavizadas, lo cual se puede
observar en la figura 15, donde se evidencia una disminucion de la potencia
espectral después de la inyeccion del extracto entero metandlico de A. muricata
(momentos 2 y 3) respecto al momento de control (momento 1). La disminucion de
potencia a través de los tres momentos evaluados a esta dosis esta relacionada con
la disminucion de las crisis tonico-clonicas producidas por PTZ a dosis de 100 y
300mg/Kg. Adicionalmente, el efecto contrario de no controlar las convulsiones a
dosis de 500 y 1000 mg/Kg puede estar relacionado con la toxicidad aguda
reportada a dosis altas, donde se ha producido una reduccién del comportamiento
exploratorio y constricciones abdominales en el 60% de los ratones evaluados (32),
ya que si bien a altas dosis puede haber mayor concentracibn de compuestos
anticrisis, también la hay de compuestos que puedan ser dafiinos para el organismo.

Momento 1 vs 2 Momento 1 vs 3 Momento 2 vs 3

Valor-p - Prueba de Nemenyi

4 8 12 4 8 12 4 8 12

Frecuencia (Hz)

Figura 19. Comparacion multiple de Nemenyi entre los momentos evaluados para la dosis
de tratamiento 250 mg. La linea punteada de color rojo corresponde al nivel de significancia
de la prueba del 5%.

4.2.4. Evaluacion de neuroproteccion

El andlisis morfoldgico utilizado para revisar el efecto neuroprotector del extracto
entero metanolico de A. muricata sobre las células PV+ se muestra en la figura 20,
su estadistica descriptiva e inferencial se presenta de manera ampliada en el anexo
2. Se analizaron los parametros area del cuerpo celular, forma celular, densidad
celular y niumero de procesos principales en la corteza, CA1, CA3 e hilio. El andlisis
de este grupo celular es altamente importante debido que corresponden a células
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gabaérgicas relevantes en el proceso de inhibicién y por tanto en el control de crisis
epilépticas.

El analisis del nimero de procesos primarios permiti6 establecer diferencias
significativas en la corteza (K-W=13.31, p=0.0099) y CAl (K-W=22.09, p=0.0002),
donde el tratamiento con 1000 mg/Kg presenta una disminucion en el namero de
procesos en estas areas, significativamente diferente a los controles sin ningun
tratamiento (Corteza: p=0.0193, CAl: p=0.0007), y en el caso de CAl también
respecto al tratamiento de 500 mg/Kg (p=0.004), estos resultados indicarian una
menor conectividad de las neuronas PV+, lo que hace que la accion gabaérgica
(inhibitoria) en las células tratadas con 1000 mg/Kg se vea disminuida, lo cual esta
relacionado con la no disminucion de las potencias espectrales en las frecuencias
bajas esperada para la accion del tratamiento, y que se explica por los reportes de
toxicidad hechos para esta dosis en raton Swiss tratado con extracto entero
etandlico de la planta (32).

En el parametro morfolégico area del soma de las células PV+ se encontré una
tendencia a ser mayor en corteza, CA1y CA3 en los animales tratados con vehiculo
respecto al control, sin embargo, esta tendencia no tiene diferencias significativas.
De otro lado, en corteza los animales tratados con las dosis de 250 mg/Kg presentan
un area de soma significativamente menor respecto a los tratados con 1000 mg/Kg,
vehiculo y control (Figura 20, anexo 2).

La forma celular mide el grado de circularidad de la célula siendo 0 nada circular y
1 totalmente circular. Este parametro fue el que mas diferencias significativas
presentd entre los tratamientos. Los animales tratados con vehiculo y 1000 mg/Kg
tendieron a presentar una forma menos circular respecto a los controles en todas
las areas evaluadas, a diferencia de los animales tratados con 500 mg/Kg que
fueron similares a los controles. Las principales diferencias en este parametro se
dieron entre el grupo tratado con 250mg/Kg y todos los demas grupos debido a que
el soma de estas neuronas es mas circular (Figura 20, anexo 2).

La densidad celular es similar entre tratamientos en corteza, CA1 e Hilus excepto
por diferencias entre el grupo tratado con 250 mg/Kg y 500 mg/Kg en corteza; 500
mg/Kg y vehiculo en CAl; y 250 mg/Kg y 1000 mg/Kg y vehiculo en Hilus. En CA3
los controles tienen una densidad celular significativamente mayor que los animales
tratados con vehiculo, 250 y 500 mg/Kg, este ultimo resultado se relaciona con lo
reportado por Krsek et al. (2004), quienes encontraron una disminucién del nimero
de células que expresan PV después del sometimiento a pilocarpina, sin embargo
este estudio fue realizado después de dos meses y no en fase aguda como el aqui
presentado (73).
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Figura 20. Analisis morfol6gico a través de los parametros # de procesos primarios, Area

del soma, Forma del soma y Denpidad celular de células PV+ en corteza, CA1, CA3 e Hilus
en controles y animales tratados con vehiculo, 250, 500 y 1000 mg/Kg de extracto entero

metandlico de A. muricata.

58



El tratamiento de 500 mg/Kg muestra una tendencia de menor densidad celular
respecto al control tanto en corteza como en CA1 y CA3, por su parte el de 1000
mg/Kg tiene una tendencia similar, pero en corteza y CA4 (Figura 20) lo que se
relaciona con la no diferenciacion de las potencias entre los momentos 1, 2 y 3,
permitiendo la presentacion de crisis (documentadas por EEG) similares a las
presentadas por los animales tratados con vehiculo (Figura 15).

Por el contrario, el tratamiento de 250 mg/Kg se diferencia, ya que las células que
expresan parvalbimina en este tratamiento presentan un area de soma celular mas
pequefio, una forma celular mas circular y una mayor densidad celular, y aunque se
ha reportado una mayor densidad de células que expresan PV como parte de un
proceso de neurogénesis ante el dafio con PILO como busqueda de proteccion
inhibitoria ante las crisis, esto se ha encontrado en animales con hasta 10 dias de
vida, por lo que no puede ser comparado con los resultados aqui presentados, ya
que en este trabajo se emplearon animales adultos jévenes (74,75).

Debido a lo anterior es importante tener en cuenta que el aumento de expresion de
PV, no necesariamente se debe un proceso de neurogénesis, sino a la plasticidad
cerebral que permite que células que normalmente no expresan parvalbumina
comiencen a hacerlo como medida de proteccion, esto ya se ha observado en
animales a los cuales se les ha puesto dosis de pilocarpina bajas que no producen
estatus epiléptico comportamental (etapa 5 de la escala de Racine), algo
relacionado con lo encontrado en los animales de este estudio donde con los
tratamientos no se observaron etapas 3, 4 y 5 de Racine (73).

El anadlisis comportamental, electroencefalografico y neuroprotector permite
establecer una posible accién anticrisis del extracto entero de A. muricata, sin
embargo, uno de los inconvenientes presentados en las respuestas obtenidas es la
alta variabilidad de los datos, que llevo a analisis estadisticos que permitan emplear
muestras con diferencias de varianzas y/o normalidad, una de las razones por las
cudles esto puede presentarse es debido a la variabilidad en la respuesta que se
puede dar ante el tratamiento con quimoconvulsivantes como en el caso de PILO
que segun Bankstahl et al. (2012), puede producir animales con resistencia
farmacoldgica, generando respuestas diferenciadas a los tratamientos que se
empleen (76), y de esta manera otorgando una mayor relevancia a la dosis de 250
mg/Kg debido a que manifiesta cambios en los animales en los que se emplea aun
con la variabilidad encontrada.
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4.3.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en este capitulo respaldan la hipotesis de un efecto
anticrisis comportamental del extracto entero de A. muricata, debido a la no
presencia de crisis de etapas 3, 4 y 5 de Racine en los animales tratados. Sin
embargo, la evaluacién electroencefalografica e inmunohistoquimica muestran una
accion anticrisis de la dosis de 250 mg/Kg mas no de las otras dos dosis evaluadas.
Esto teniendo en cuenta que la dosis inicialmente mencionada produce un aumento
en la densidad celular, la forma y area del soma de células PV+ diferenciada del
resto de tratamientos y controles, lo cual lleva a pensar en una posible expresion de
PV en grupos celulares que antes no lo hacian y que permiten un mayor efecto
inhibitorio que puede explicar la disminucion de la actividad electroencefalografica
evidenciada por la disminucién en las potencias espectrales en las frecuencias de
1 a 15 Hz en los momentos de evaluacion de inyeccion de tratamiento y pilocarpina.

La falta de accion anticrisis de las dosis mayores a 250mg/Kg puede ser explicada
por los reportes de toxicidad que se han presentado en dosis superiores a 300
mg/Kg, debido a una posible concentracion aumentada de compuestos que puedan
ser dafiinos para el organismo, por lo que es necesario conocer la composicién
quimica del extracto entero metandlico de A. muricata evaluado en este estudio.
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5. CAPITULO 2.

Analisis del acoplamiento molecular de metabolitos secundarios presentes
en el extracto metandlico completo de las hojas de Annona muricata en el
sitio de unién extracelular de benzodiacepinas del receptor GABA-A.

5.1. METODOLOGIA

5.1.1. Caracterizacién GC del extracto entero metanélico de Annona
muricata

Para caracterizar la complejidad del extracto entero metandlico de las hojas de A.
muricata se tomaron 5 mg del extracto en polvo, el cual se resuspendié en 100 pL
del metanol absoluto, lo que logré una suspension a una concentracion final de 50
mg/mL. Acto seguido la mezcla fue filtrada empleando jeringa con filtro de 0,2 ym.

Con el propésito de observar la complejidad y diversidad de moléculas en la
muestra, se tomd 1 L de la muestra filtrada y esta fue inyectada en el cromatografo
gaseoso acoplado a un espectrometro de masas GC-MS. Para obtener los
espectros mediante el GC-MS.

El equipo GC-MS usado para este analisis comprendia un Detector Selectivo Agilent
7890A GC conectado a Agilent 5975C MSD. Las muestras fueron procesadas bajo
las siguientes condiciones: presién 101.89 kPa, flujo de 34.279 ml/min, volumen
inyectado 1 ul, programa de temperatura: 1 min a 100 °C, seguido 10 °C/min hasta
250 °C por 2 min, y 15 °C/min hasta 295 °C por 5 min. El tiempo de corrida fue de
26 min. Se compararon los tiempos de retencion para cada pico obtenido y las
similitudes de los espectros de masas para cada pico comparando estos con la
biblioteca de bases de datos NIST14.L y W808.L. Los compuestos identificados,
fueron consultados en las bases de datos de literatura biomédica, caracterizando
su posible accion, especies donde se han reportado, y observaciones adicionales.

5.1.2. Analisis in silico del extracto entero metandlico de las hojas de
Annona muricata

Para conocer posible efecto farmacoldgico de los compuestos identificados y su

posible accion anticrisis, se llevaron a cabo pruebas in silico que incluyen el analisis
de biodisponibilidad de las moléculas encontradas, el acoplamiento molecular y a
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partir de los dos anteriores la dinamica molecular del compuesto con mejores
caracteristicas energéticas y de biodisponibilidad, comparado con los farmacos
Diazepam y Flumazenil.

5.1.2.1. Andlisis de biodisponibilidad in silico: propiedades
fisicoquimicas y farmacolégicas.

Las estructuras de los compuestos presentes en el extracto entero metandlico de A.
muricata utilizados en este estudio se cargaron en el servidor web SWISSADME
(http://www.swissadme.ch/), que es una base de datos de modo simulado de
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecibn de un compuesto y otras
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas que se correlacionan con la
prediccion de biodisponibilidad.

5.1.2.2. Acoplamiento molecular

Se desarrollo un acoplamiento entre proteina-ligando (proteina-farmaco) en el cual
se emple6 como blanco farmacolégico el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas en el dominio extracelular del receptor GABAa, debido a su
relacion con la accion anticrisis de farmacos como el diazepam. Para ello, se empled
la estructura del receptor GABAA al2y2, obtenida en el Protein Data Bank, con
PDB cdédigo ID 6X3X.

La estructura 3D del PDB de la proteina se encuentra co-cristalizada con los
ligandos NAG (2-acetamino-2-deoxi-beta-D-glucopiranosa), BMA (beta-D-
manopiranosa), MAN (alfa-D-manopiranosa), DZP (Diazepam), ABU (GABA). Para
el desarrollo del acoplamiento la estructura proteica fue optimizada removiendo sus
ligandos no proteicos con el programa UCSF Chimera (77) y sus moléculas de
agua, ademas de adherir hidrogenos polares, aplicar cargas de Kollman y
transformar el archivo de formato PDB a PDBQT en el programa AutoDock Tools
(78).

Las estructuras de los compuestos identificados por GC-MS, junto a las de los
farmacos diazepam y flumazenil (como agonista y antagonista respectivamente del
sitio escogido para el acoplamiento), fueron obtenidas en 3D de Pubchem en
formato .sdf. Estas fueron optimizadas con ab-initio por el método DFT a través el
multipardmetro funcional B3LYP y el conjunto de bases gaussianas 6-31G,
utiizando el programa Gaussian 09 (79). Los resultados fueron optimizados
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geométricamente y convertidos al formato “.mol2”. Posteriormente: los hidrégenos
polares, las cargas de Gasteiger y la rotacién de enlaces libres se incorporaron a
las moléculas en un archivo de formato ".pdbqt" utilizando Open Babel 2.4.1(80).

Los ligandos y el receptor GABAa en formato .pdbqgt fueron empleados para el
desarrollo de acoplamiento molecular con AutoDock Vina (81), a través de un
protocolo de cadena flexible y un algoritmo optimizador global de busqueda local
iterado. Este acoplamiento flexible de los compuestos con GABAa se realizé
automaticamente, a través de un script bash, ejecutdndose en una estacion de
trabajo Precision 7920 utilizando Linux Ubuntu 18.04. El sitio de acoplamiento se
selecciond segun la ubicacion del diazepam co-cristalizado en la union de ECD
(a1D) que se encuentra en el cédigo de archivo PDB ID 6X3X, para esto se utilizd
una cuadricula o espacio definido lo suficientemente grande como para permitir que
el ligando acoplado gire liboremente de x 25,y 25y z 25 A y las coordenadas XYZ
elegidas para ser el centro fueron 89.473, 125.992 y 105.598 (Figura 21),
respectivamente. El acoplamiento se realiz6 con un nimero de modos de enlace
igual a 10 y una exhaustividad de 1000. Se almaceno la posicion con mayor afinidad
negativa (Kcal/mol).

Figura 21. Receptor GABAA. Los aminoéacidos representados en verde forman el sitio de
acoplamiento (ECD del sitio de benzodiazepinas de alta afinidad). En naranja se
representan los ligandos.
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Los complejos GABAa-Ligando generados por acoplamiento molecular se
analizaron utilizando el software LigPlot+ v.2.2.5 (EMBL-EBI, The European
Bioinformatics Inptitute) y confirmados por el servicio web The Protein-Ligand
Interaction Profiler (PLIP) (Biotechnology Center TU Dresden), que generan
diagramas esqueméaticos 2D de interacciones proteina-ligando a partir de
coordenadas 3D. Estos diagramas representan los patrones de interaccion de
enlaces de hidrégeno y los contactos hidrofobicos entre los ligandos y los elementos
de la cadena principal o de la cadena lateral de la proteina (82,83). Las estructuras
3D se visualizaron con el sistema de visualizacién molecular Pymol (84).

5.1.2.3. Dinamica molecular

Se utiliz6 GROMACS 2019.1 para la simulacion de la dinamica molecular del
receptor GABAA soOlo y junto al ligando con las mejores caracteristicas
farmacoldgicas (segun el andlisis de biodisponibilidad) y de acoplamiento (segun el
docking molecular), los farmacos Flumazenil y Diazepam (85-87) para esto se
empled Jupyter Notebooks de Dinamica Molecular (88).

La construccion de la topologia de GROMACS correspondiente a los ligandos, se
realiz6 utilizando General AMBER Force Field (amberGAFF), primero se agregaron
los atomos de hidrégeno que faltaban y luego se minimizé energéticamente el
sistema. Para la estructura de la proteina, el campo de fuerza utilizado fue AMBER
parm99 con correcciones en el cuerpo proteico y potenciales de torsion de la cadena
lateral, agregando atomos de hidrégeno si faltaban. Se utilizé una caja octaédrica
con solvente con la proteina centrada en ella y una distancia de proteina a caja de
0,8 nm. La caja se llend con moléculas de agua y luego se agregaron iones para
neutralizar el sistema y alcanzar una concentracion ionica de 0.05 Molar. Se
realizaron 5000 pasos en términos de minimizacion de energia utilizando el método
de descenso pronunciado para tener una conformacion estable. Se realizaron
conjuntos canonicos (NVT) y conjuntos isotérmicos isobar (NPT), respectivamente,
con una temperatura constante de 300 K para 100 ps para NVT seguida de una
temperatura constante de 300 K y una presion constante de 1 atm para 100 ps para
NPT. La simulacion de dinamica molecular se realizé para 30000 ps. La desviacion
cuadréatica media (RMSd) y el radio de giro (Rgyr) se calcularon mediante g-rmsd y
g-Rgyr, respectivamente.
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5.2.RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1. Caracterizacién GC del extracto entero metandlico de las hojas
de Annona muricata

La diversidad potencial de moléculas en la muestra analizada se puede observar en
el cromatograma (Figura 22), en el cual se pueden discriminar 19 picos con tiempo
de retencioén identificado. Sin embargo, la gran densidad de sefiales no permite
individualizar todos los compuestos que pueden estar aqui presentes de manera
adecuada, lo que sugiere para proximos estudios la necesidad de fraccionamiento
por grupos de compuestos, con el fin de identificar aquellos que se puedan
encontrar en menor proporcion y su informacion haya sido perdida por la intensidad
de concentracion de otros.
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Figura 22. Cromatograma de gases del extracto entero metandlico de las hojas de A.
muricata

A partir de los picos identificados se procedié a realizar una comparacion con las
bases de datos NIST14.L y W808.L, logrando identificar 11 posibles moléculas en
6 picos (Tabla 6). Las moléculas identificadas fueron analizadas en cuanto a sus
acciones farmacolégicas reportadas, junto a observaciones de donde se han
reportado incluyendo si se han encontrado en A. muricata (Tabla 7). El acido
hexadecanoico, mas conocido como acido palmitico, es el Unico de los compuestos
identificados por GC-MS reportado en A. muricata, sin embargo hasta el momento
s6lo se ha estudiado de él una accion anticancerigena y sus efectos en la nutricién
y desarrollo de diabetes tipo 2 (89-91).
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Tabla 6. Compuestos identificados a partir de GC-MS del extracto entero de las hojas de
A. muricata

Tiempo de Formula
Pico retencion (min) % Area Nombre IUPAC quimica
1 4.694 9.35 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-(4H)-piran-4-
ona C6H804
2 4.795 17.15 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-(4H)-piran-4-
ona C6H804
3 5.617 0.81 No reconocido
4 5.651 0.49 No reconocido
1-Hexadecanol C16H340
5 7.429  12.36 5-Octadeceno C18H36
11-Tricoseno C23H46
6 7.630 6.41 No reconocido
7 8.058 11.89 No reconocido
8 8.553 4.30 No reconocido
9 9.140 6.50 No reconocido
1-Heptadeceno C17H34
10 9.829 7.76 5-Octadeceno C18H36
9-Octadeceno C18H36
11 10.273 6.38 No reconocido
12 10.357 3.4 No reconocido
13 10.784 0.87 No reconocido
14 12.034 3.76 No reconocido
15 13.385 1.56 Acido hexadecanoico C16H3202
n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-
clorobenzamida C21H14CINO
16 17.663 1.02 5.alpha-pregn-16-en-20-ona C21H320
Dimetil (undec-2-eniloxi)butoxi-silano C17H3602Si
17 19.425 2.68 Dronabinol C21H3002
18 21.371 1.28 No reconocido
19 22.126 2.03 No reconocido

Por otro lado, llama la atencion la identificacion del compuesto dronabinol o delta-
9-tetrahidrocannabinol, el cual hasta la fecha sélo se reporta en Cannabis sativa, y
constituye uno de los compuestos derivados de C. sativa con uso como
medicamento aprobado por la FDA para uso en terapia analgésica, contra la
anorexia, nauseas y mareos ocasionados por la quimioterapia en el cancer (92—-94).
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Tabla 7. Andlisis de la accién y sus fuentes de extraccion de compuestos identificados a
partir de GC-MS del extracto entero de las hojas de A. muricata (90,92,93,95-100)

Compuesto Accion Farmacoldgica  Observaciones de Especie Reporte en A.
extraccion muricata
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- Antioxidante Extraido de frutos Prunus NR
metil-(4H)-piran-4-ona domestica
1-Hexadecanol (Alcohol Emulsificante y Extraido en aceites NR
cetilico) desengrasante de todas las plantas.
5-Octadeceno Antimicrobiana Extraido de antenas Andrographis NR
en plantas paniculata
11-tricoseno Anticancerigena, Extraido de hongo  Monochaetia NR
antioxidante hindu fitopatolégico  kanpenpis
de la planta
Rodhodendron sp.
1-heptadeceno Sin accién Metabolito de la Plantas NR
farmacoldgica respiracion celular
conocida
9-octadeceno Antioxidante Extraido en aceites Cordia NR
de todas las plantas.  sebestena
Acido hexadecanoico Anticancerigeno Extraido en aceites Muchas R
(Acido palmitico) de todas las plantas. especies
5.alpha-pregn-16-en-20- Precursor de la SD SD NR
ona pregnenolona
Dimetil (undec-2- Sin accion SD SD NR
eniloxi)butoxi-silano farmacoldgica
conocida
n-(2-(1- Sin accién SD SD NR
metilciclopropil)fenil)-4- farmacoldgica
clorobenzamida conocida
Dronabinol Accidn psicéticay Canabis Cannabis NR
estimulante del sativa

apetito
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5.2.2. Analisis de biodisponibilidad in silico: propiedades
fisicoquimicas y farmacoldgicas

La tabla 8-10 muestra los resultados del andlisis in silico de las propiedades
farmacologicas asociadas al radar de biodisponibilidad obtenidos de la herramienta
SWISSADME de los 11 compuestos identificados por GC-MS del extracto entero
metandlico de A. muricata. Este radar esta representado por un hexagono rosa que
incluye las propiedades lipofilicidad: Log-P entre -0.7 y 5.0; tamafio (peso
molecular): entre 150 y 500 g/mol; polaridad (TPSA): entre 20 y 130 A; solubilidad
(log S): no superior a 6; saturacion (fraccion de carbonos en hibridacién sp3): no
inferior a 0.25; y flexibilidad: no mas de 9 enlaces rotables (101,102).

Los compuestos 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-(4H)-piran-4-ona 'y n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, son los Unicos que presentan
caracteristicas quimicas que les permiten estar dentro del radar de
biodisponibilidad, siendo este Gltimo quien presenta mejores caracteristicas ya que
el primero presenta una flexibilidad muy baja al no presentar ningin atomo con
capacidad de rotacion.

Otros compuestos como 5.alpha-pregn-16-en-20-ona y dronabinol presentan
radares en donde la Unica caracteristica fuera de lo esperado corresponde a su
lipofilicidad (6.46 y 6.97 respectivamente).

Por otro lado, los compuestos 5-octadeceno, 1ll-tricoseno, 1-heptadeceno y 9-
octadeceno corresponden a hidrocarburos y presentan un radar de biodisponibilidad
muy parecido entre ellos con un namero de carbonos rotables, una lipofilicidad y
una insolubilidad mayores a los esperados en un farmaco. Compuestos como el 1-
hexadecanol, acido palmitico y el Dimetil (undec-2-eniloxi)butoxi-silano, presentan
caracteristicas similares a los hidrocarburos en cuando a su biodisponibilidad,
exceptuando su grado de insolubilidad que se encuentra dentro del hexagono rosa
(-4.9, -5.02 y -5.12 respectivamente).

Adicionalmente la tabla 11 presenta las caracteristicas de los farmacos diazepam y
flumazenil como representantes agonista y antagonista (respectivamente) del sitio
de unién de alta afinidad de las benzodiacepinas en el dominio extracelular del
receptor GABAA, lugar en donde se evaluo la posible union de los compuestos
encontrados en el extracto entero metandlico de A. muricata. ElI Flumazenil presenta
un radar de biodisponibilidad con mejores caracteristicas que el diazepam ya que
este Ultimo presenta una insaturacion mayor a la ideal en los farmacos (0.12).
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Tabla 8. Radar de biodisponibilidad de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero metandlico de las hojas de A. muricata parte 1.

Nombre de la 2,3-dihidro-3,5-
molécula d!h'drox".G' 1-Hexadecanol 5-Octadeceno 11-tricoseno
metil-(4H)-piran-
4-ona
Estructura
|
SMILES CC1=C(C(=0)C CCCCCCCCCC  CCCCCCCCCC gg‘fggggggg
(Co1o)o CCCcCcCcoO CCC=CcCcCcCC B

CCcCC

Formula quimica CsHsO4 Ci16H340 CisHss Ca23Has

Peso molecular

(g/mol) 144.13 242 .44 252.48 322.61

t,‘?g Polw (XLOG -0.37 7.11 9.03 11.74

: 2

Polaridad (A?) 66.76 20.23 0.00 0.00

Insolubilidad

(LogS (ESOL)) -0.50 -4.90 -6.17 -7.98

Insaturacion

(Fraccion de 0.50 1.00 0.89 0.91

Csp3)

Flexibilidad

(Ndmero de 0 14 14 19

atomos rotables)

Radar de
biodisponibilidad

El compuesto con mayor similitud en cuanto a su radar frente a los farmacos
evaluados corresponde al n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida con un
tamafo similar al de ambos farmacos, una solubilidad y polaridad méas cercana al
diazepam, y una saturacion vy flexibilidad similar al Flumazenil, aunque con una
lipofilicidad mucho mas alta.
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Tabla 9. Radar de biodisponibilidad de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero de las hojas de A. muricata parte 2.

Nombre de la

1-heptadeceno

9-octadeceno

Acido palmitico

5.alpha-pregn-

molécula 16-en-20-ona
Estructura
A
_ﬁ LT
I r
SMILES CCCCCCCCCCC CCCCCCCCC=CC CCCccccceecce gﬁgg&%g%%%ﬁ
CCcCcCcC=C CCCcCcccC CCCCC(=0)0 C3(CCCCA)C)C
Formula quimica Ci7H34 CigHss Ci16H3202 C21H320
Peso molecular 238.45 252.48 256.42 300.48
(g/mol)
Log-P 9.49 9.03 7.17 6.46
H 2
Polaridad (A?) 0.00 0.00 37.30 17.07
Insolubilidad
(LogS (ESOL)) -6.37 -6.17 -5.02 -5.71
Insaturacion
(Fraccién de
Csp3) 0.88 0.89 0.94 0.86
Flexibilidad
(Ndmero de 14 14 14 1

atomos rotables)

Radar de
biodisponibilidad

fEx A SIZE

size

1SATY ! PoLA INSATU 1 POLAR  pugatu FOlA INSATU L | OLAH

Aparte del radar de biodisponibilidad la herramienta SWISSADME también genera
informacion respecto a propiedades farmacoldgicas de los compuestos como es el
caso de su absorcion gastrointestinal, paso a través de la barrera hematoencefalica,
inhibicién de citocromos, absorcién cutanea entre otras, la cuales se presentan en
la tabla 12-14.
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Nombre de la

Dimetil (undec-

n-(2-(1-

Tabla 10. Radar de biodisponibilidad de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero de las hojas de A. muricata parte 3.

Dronabinol

molécula 2-eniloxi)butoxi- metilciclopropil)feni
silano )-4-clorobenzamida
Estructura
L C
T '
! J >
_ CC1(CC1l)C2=CC=CC= CcCccccce1=Cc(=C
SMILES S[CSIC](CC(;(CCC)SSEEE C2NC(=0)C3=CC=C(C  2C3C=C(CCC3C(O
=C3)ClI C2=C1)(C)C)C)O
Formula quimica Ci17H3602Si Ci17H16CINO C21H300:2
Peso molecular
(g/mol) 300.55 285.77 314.46
Log-P 6.89 4.84 6.97
H 2
Polaridad (A%) 18.46 29.10 29.46
Insolubilidad
(LogS (ESOL)) -5.12 -4.84 -6.11
Insaturacion
(Fraccion de
Csp3) 0.88 0.24 0.62
Flexibilidad
(NUmero de 14 4 4

atomos rotables)

Radar de
biodisponibilidad [P

Dentro de las caracteristicas presentadas por la herramienta SwissADME, una alta
absorcion gastrointestinal y el paso de la barrera hematoencefalica, son dos
caracteristicas importantes a evaluar teniendo en cuenta que el extracto analizado
fue empleado por via intraperitoneal, es decir emulando la accién de un farmaco
oral (102) y que se esperaba una accion sobre el sistema nervioso central. Por su
parte, los hidrocarburos 5-octadeceno, 11-tricoseno, 1-heptadeceno y 9-octadeceno
presentan una baja absorcion gastrointestinal y no pasan barrera hematoencefalica,
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lo que los hace junto a sus caracteristicas de biodisponibilidad compuestos que
dificilmente pueden actuar como farmacos orales.

Tabla 11. Radar de biodisponibilidad de los farmacos diazepam y flumazenil

Nombre de la

molécula Diazepam Flumazenil
Estructura
CaJ
_ _ _ _ CCOC(=0)C1=C2CN(C
CN1C(=0)CN=C(C2=C1C=C _ - =
SMILES _ A (=0)C3=C(N2C=N1)C=
C(=C2)CI)C3=CC=CC=C3 CC(=C3)F)C
Formula quimica C16H13CIN20 Ci5H14FN3O3
Peso molecular 284.74 303.29
(g/mol)
Log-P 2.68 2,65
i 2
Polaridad (A?) 3267 64.43
Insolubilidad
(LogS (ESOL)) -3.87 -2,62
Insaturacion
(Fraccién de
Csp3) 0.12 0,27
Flexibilidad
(Numero de 1 3
atomos rotables)
Radar de R ™ . 7
biodisponibilidad e

IHSATL FOLAR

INSOLL
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Tabla 12. Resultados SwissADME de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero de las hojas de A. muricata, diazepam y flumazenil parte 1.

2,3-dihidro-
Descriptor 3‘5'd'h'dr0X" 1-Hexadecanol 5-Octadeceno 11-Tricoseno 1-heptadeceno
6-metil-(4H)-
piran-4-ona
Abs_oruon Alta Alta Baja Baja Baja
gastrointestinal
Permeabilidad de la
barrera No Si No No No
hematoencefélica
Sustrato P-gp No No No No No
Inhibidor de CYP1A2 No Si Si Si Si
Inhibidor de CYP2C19 No No No No No
Inhibidor de CYP2C9 No No No No No
Inhibidor de CYP2D6 No No No No No
Inhibidor de CYP3A4 No No No No No
Log Kp (permeabilidad -7.44 -2.73 -1.43 0.07 -1.02
cutanea) (cm/s)
Lipinpki Si Si Si Si Si
Ghose No Si No No No
Veber Si No No No No
Egan Si Si No No No
Muegge No No No No No
Puntaje de
biodisponibilidad 0.85 0,55 0,55 0.55 0,55
PAINP 0 0 0 0 0
Brenk 0 0 1 1 1
Semejanza al plomo No No No No No
Accesibilidad sintética 3.6 2.29 3.49 4.08 2.71

Por otro lado, los compuestos 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-(4H)-piran-4-ona y
dimetil (undec-2-eniloxi)butoxi-silano, si bien tienen una alta absorcion
gastrointestinal, no pasan la barrera hematoencefélica. Por el contrario, el resto de
los compuestos encontrados en el extracto (acido palmitico, 5.alpha-pregn-16-en-
20-ona, n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y dronabinol) junto a los
farmacos analizados, si presentan las caracteristicas requeridas para la llegada al
sistema nervioso central de un farmaco oral.
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Tabla 13. Resultados SwissADME de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero de las hojas de A. muricata, diazepam y flumazenil parte 2.

5.alpha-pregn- Dimetil (undec-2-

Descriptor 9-octadeceno Acido palmitico 16-en-20-ona enilo>_<i)butoxi-

silano

Absorcién gastrointestinal Baja Alta Alta Alta
Pemeabidad delabarera g o
Sustrato P-gp No No No No
Inhibidor de CYP1A2 Si Si No Si
Inhibidor de CYP2C19 No No Si No
Inhibidor de CYP2C9 No Si Si No
Inhibidor de CYP2D6 No No No No
Inhibidor de CYP3A4 No No No No

Log Kp (permeabilidad -1.43 277 -3.55 -3.24

cutanea) (cm/s)

Lipinpki Si Si Si Si
Ghose No Si Si No
Veber No No Si No
Egan No Si Si Si
Muegge No No No No

Puntaje de biodisponibilidad 0,55 0.85 0.55 0.55
PAINP 0 0 0 0
Brenk 1 0 0 2
Semejanza al plomo No No No No

Accesibilidad sintética 3.49 231 5.09 4.81

5.2.3. Acoplamiento molecular

En los 11 compuestos encontrados en el extracto entero metandlico de las hojas de
A. muricata junto a los farmacos de referencia fue evaluado el “docking score” de
union al sitio de alta afinidad de las benzodiacepinas en el dominio extracelular del
receptor GABAAa a través de acoplamiento molecular. La tabla 15 presenta los tres
“docking score” mas altos obtenidos por compuestos tras la realizacion de 10 formas
estructurales por tres repeticiones de cada compuesto (es decir que se obtuvieron
un total de 30 conformaciones), ademas se presenta el promedio de la energia con
el fin de establecer el compuesto con mejor afinidad al sitio de union evaluado. Este
“docking score” presenta la energia de acoplamiento calculada como la diferencia
entre los estados proteina-ligando y proteina libre, dando informacion de la energia
libre de unién, la entalpia y la entropia siendo una representacion de la
termodinamica de la union (103).
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Tabla 14. Resultados SwissADME de compuestos identificados a partir de GC-MS del
extracto entero de las hojas de A. muricata, diazepam y flumazenil parte 3.

n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-

Descriptor 4-clorobenzamida Dronabinol Diazepam Flumazenil
gagtt:cS)ﬁlrtCeISt?nal Alta Alta Alta Alta
Permeabilidad de la
barrera Si Si Si Si
hematoencefalica
Sustrato P-gp No No No No
Inhibidor de CYP1A2 Si No Si No
Inhibidor de CYP2C19 Si Si Si No
Inhibidor de CYP2C9 Si Si Si No
Inhibidor de CYP2D6 Si Si Si No
Inhibidor de CYP3A4 Si No Si No
Log Kp, (permeabilidad 461 327 501 7,44
cutanea) (cm/s)
Lipinpki Si Si Si Si
Ghose Si No Si Si
Veber Si Si Si Si
Egan Si Si Si Si
Muegge Si No Si Si
bioggmn?bﬂﬁjad 0.55 0.55 0.55 0.55
PAINP 0 0 0 0
Brenk 0 1 0 0
Semejanza al plomo No No Si Si
Accesibilidad sintética 1.87 4.27 3 3,06

El farmaco diazepam presentd el mejor “docking score”, lo cual es altamente
coherente con el hecho de estar evaluando el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas. Seguido de él se presentaron los compuestos n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y dronabinol. Por su parte, el Flumazenil
presenta un “docking score” bastante bajo en comparacion al diazepam. Llama la
atencion el “docking score” del compuesto n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-
clorobenzamida, el cual coincide con las mejores caracteristicas de
biodisponibilidad, absorcién gastrointestinal y paso de la barrera hematoencefalica
con respecto al resto de compuestos identificados. Sin embargo, hasta el momento
no se presentan reportes de una posible accion farmacolégica de n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, aunque si se ha hecho comprobacién de
una buena identificacion de este por GC-MS (104).
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Tabla 15. Resultados de docking molecular de compuestos identificados a partir de GC-
MS del extracto entero metandlico de las hojas de A. muricata y los farmacos Diazepam y
Flumazenil.

Docking score (Kcal/mol)

Molécula :

1 2 3 Media

Diazepam -10,3 -10,3 -10,3 -10,3
n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida -10,1 -10,1 -10,1 -10,1
Dronabinol 96 -96 -10,3 -9,8

Flumazenil -85 -85 -85 -85
5.alpha-pregn-16-en-20-ona -76 -76 -76 -7,6
11-Tricoseno -76 -74 -74 -75

9-Octadeceno -7 72 71,3 7.2

Acido palmitico 71 71 7,3 -7.2

5-Octadeceno -72 69 -7 -7,0
1-Hexadecanol -7,1 -6,8 -7 -7,0
1-Heptadeceno -6,9 -6,7 -7 -6,9
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-(4H)-piran-4-ona -6,3 -63 -6,2 -6,3
Dimetil (undec-2-eniloxi)butoxi-silano 65 -6 -55 -6,0

5.2.4. Interacciones y dinamica molecular

Teniendo en cuenta los resultados de biodisponibilidad, el grado de absorcién
gastrointestinal, el paso de la barrera hematoencefélica y el “docking score”, se
seleccion6 el compuesto n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida con el fin
de reconocer sus interacciones moleculares con el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas y el comportamiento de su unién a lo largo de 30000 ps. Ademas,
este compuesto genera un alto interés debido a la falta de informacién sobre el
mismo. Adicionalmente, junto a este se analizaron los farmacos Diazepam y
Flumazenil con el fin de comparar sus interacciones.

La figura 23 presenta las interacciones moleculares en 2D de los complejos receptor
GABAa-ligando en la posicion con mejor “docking score” para los compuestos n-(2-
(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, diazepam y flumazenil, con el sitio de
unién de alta afinidad a las benzodiacepinas, la figura 24 las presenta en 3D y la
tabla 16 las resume en aquellas con distancia menor a 4.0 A.
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Figura 23. Interacciones moleculares receptor GABAa-ligando en 2D de acuerdo
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LigPlot++(82). a. n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, b. Diazepam y c.

Flumazenil.
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El sitio de unién de alta afinidad a las benzodiacepinas localizado en el dominio
extracelular del receptor GABAAa se encuentra entre las subunidades al-y2, siendo
la subunidad al donde se presenta el mayor nimero y tipo de interacciones
moleculares en los tres compuestos evaluados.

Figura 24. Interacciones moleculares receptor GABAa-ligando en 3D visualizadas en pymol
(84). a. n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, b. Diazepam y c. Flumazenil.

En al se presentan interacciones con menos de 4 A de distancia de tipo
hidrofobicas, 1, enlaces de hidrogeno y un enlace halégeno. El principal tipo de
interaccién observada en los tres compuestos corresponde a las de tipo hidrofébicas
donde el compuesto con mayor numero corresponde al n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida. En este tipo de interacciones se destacan
las establecidas por los ligandos con los residuos de aminoacidos Phel00, Tyr160
y Val203, debido a que se presentan en los 3 compuestos evaluados; por su parte
n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y Flumazenil presentan este tipo de
interacciones también con el residuo Thr207.

Si bien las interacciones hidrofébicas son muy importantes, los otros tipos de
interacciones encontradas producen una mayor estabilidad en los complejos
receptor GABAAa-ligando producidos. De hecho los enlaces de hidrogeno son
considerados mas estables que las interacciones 1y altamente importantes en el
establecimiento de uniones de un farmaco a su diana (105). En al, tanto diazepam
como n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida presentan dos enlaces de
hidrogeno, ambos se unen de esta forma a el residuo Ser205, ademas diazepam se
une a Ser206 y n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida a Tyr160, lo que
permite relacionarlos con una posible actividad anticrisis, debido a que este efecto
farmacologico se reporta para este tipo de subunidad a (40,41).
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Tabla 16. Interacciones moleculares receptor GABAa-ligando.

Distancia Distancia n-(2-(1- Distancia

Diazepam  metilciclopropil)fenil)- Flumazenil
Interacciones Residuo AA (A) 4-clorobenzamida (A) (A)
Hidrofdbicas 100D PHE 3.69 3.56, 3.61 3.60
Enlace haldgeno 102D HIS 3.35 np np
Hidrofdbicas 160D TYR 3.57 3.62 3.94
Enlace de hidrégeno 160D TYR np 3.29 np
Hidrofdbicas 203D VAL 3.89 3.62 3.73
Enlace de hidréogeno 205D SER 3.04 2.85 np
Enlace de hidrégeno 206D SER 3.43 np np
Hidrofdbicas 207D THR np 3.79 3.79
Hidrofdbicas 210D TYR 3.80, 3.60 np np
Mn 210D TYR np 3.95 3.80
Hidrofdbicas 58E TYR 3.51 3.36 np
Hidrofdbicas 77E PHE 3.29 3.58, 3.7, 3.75 np
Hidrofdbicas 79E ALA np 3.87 3.95
Hidrofdbicas 142E THR np 3.44 np

Ademas de las interacciones hidrofébicas y los enlaces de hidrogeno establecidos
con al, diazepam también presenta un enlace haldgeno con el residuo His102, el
cual refuerza la estabilidad de su unién al sitio evaluado, como benzodiacepina que
es.

Por otro lado, n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y flumazenil presentan
una interaccion tipo I con el residuo Tyr210, la cual es de suma importancia para
este Ultimo ligando debido a que corresponde al Unico tipo de interaccion de alta
estabilidad presente en este compuesto.

En cuanto a y2, todas las interacciones aqui presentes son de tipo hidrofébicas,
encontrando interacciones de menos de 4A entre el diazepam y n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida con el residuo Phe77; de n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y Flumazenil con Ala79; y de sélo n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida con Thr142.

Todas las interacciones encontradas aqui para el receptor de GABAa con el

diazepam y flumazenil ya se han reportado en estudios con uso de Crio-microscopia
electrdnica, lo que valida los resultados in silico aqui encontrados (40,54,106,107).
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Para estudiar la estabilidad de n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida,
Flumazenil y Diazepam con el receptor GABAa, y GABAAa solo, sus complejos
proteina-ligando y la proteina sola fueron sometidos a un estudio de dinamica
molecular donde se calculé su RMSD y Rgyr. El analisis RMSD mide la diferencia
entre el esqueleto de la proteina desde la conformacién de una estructura inicial
hasta la posicion final, encontrando altas fluctuaciones de RMSD cuando la proteina
es inestable (44). De acuerdo con lo anterior, el complejo GABAA- n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida y GABAA-Flumazenil presenta enlaces mas
estables a lo largo de las 30.000 ps evaluadas en comparacion con el complejo
GABAA-diazepam. Sin embargo, al comparar los complejos evaluados con la
proteina sin ligando se encontrd gran similitud en el comportamiento de la RMSD
de esta ultima con el complejo GABAA-diazepam (Figura 25).
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Flumazenil-GABA-A

Figura 25. RMSD del receptor GABAA sin ligando y en los complejos con n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, Flumazenil y Diazepam

El radio de giro de GABAA-Diazepam, complejo GABAA-Flumazenil y GABA libre
fluctiia de manera similar entre 4,37 a 4,41 nm, estabilizandose en alrededor de
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50ps entre, por el contrario, el complejo GABAA- n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-
clorobenzamida valores menores de giro, presentando la mayor parte del tiempo
evaluado un Rgyr entre 4.36 y 4.38nm, sin embargo, inicialmente y entre los 20000
y 250000 ps su comportamiento es similar al resto de complejos y a la proteina sin
union (Figura 26). Estas Rgyr menor en el complejo GABAA-n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida permite elucidar una mayor estabilidad del
complejo respecto a los demas compuestos debido a que el radio de giro es una
medida de la compacidad y el comportamiento de plegamiento de una proteina,
ligado a su estructura terciaria y al estado general de conformacién (108).
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Figura 26. Rgyr del receptor GABAA sin ligando y en los complejos con n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, Flumazenil y Diazepam.

Las propiedades que tiene n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida con dos
enlaces de hidrégeno, una interaccion Ny 11 interacciones hidrofébicas con los
aminoacidos del sitio de unién de alta afinidad a la benzodiacepinas en el dominio
extracelular del receptor GABAAa, y su estabilidad a través del tiempo segun la
simulacién de dinAmica molecular hacen a este compuesto un candidato para la
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evaluacion de efectos in vitro de su potencial sobre el receptor GABAA y su posible
accion anticrisis in vivo en modelos animales.

5.3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a la revision del “docking score”, las propiedades fisicoquimicas y
farmacoldgicas y las interacciones moleculares que incluyen alta estabilidad,
namero y tipo de interacciones similares al diazepam, se puede establecer a n-(2-
(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida como un compuesto con una posible
accion farmacologica sobre el receptor GABAa en su sitio de unidn de alta afinidad
a la benzodiacepinas, el cuél debe ser aislado o sintetizado con el fin evaluar su
accion electrofisiol6gica sobre el receptor in vitro y sobre modelos animales de
epilepsia in vivo y de esta forma lograr establecer una posible accién sobre el
sistema nervioso central que pueda mitigar los efectos de una crisis epiléptica.

A pesar de los resultados obtenidos para el compuesto n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-
4-clorobenzamida es importante tener en cuenta que el extracto empleado presenté
una gran variedad de compuestos sin identificar debido tanto a las bases de datos
empleadas como al nimero elevado de compuestos que se pueden enmascarar
entre si, por lo que resulta importante una evaluacion que abarque un mayor namero
de compuestos presentes en A. muricata y de esta manera identificar otras posibles
moléculas con accion anticrisis.

82



6. CAPITULO 3.

Analisis del acoplamiento molecular de metabolitos secundarios de Annona
muricata en el sitio de unién extracelular de benzodiacepinas del receptor
GABA-A.

6.1. METODOLOGIA

Para conocer el posible efecto farmacolégico de compuestos reportados en
extractos de A. muricata y su posible accion anticrisis, se llevaron a cabo pruebas
in silico que incluyeron el acoplamiento molecular con el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas en el receptor GABAA y a partir de sus resultados, el analisis de
biodisponibilidad y las interacciones moleculares de los compuestos con mejor
energia de acoplamiento. De acuerdo con los resultados anteriores, se realizé la
dinamica molecular del complejo GABAa-con el compuesto con mejores
caracteristicas energéticas, de interaccién y de biodisponibilidad, comparado con
los farmacos Diazepam y Flumazenil.

6.1.1. Seleccion de ligandos

Se realizé una consulta de las bases de datos de literatura biomédica (Pubmed,
Elsevier, Google Scholar) para seleccionar los compuestos presentes en los
extractos de A. muricata. La busqueda abarcé toda la literatura disponible hasta
enero de 2021. Posteriormente, se seleccionaron los compuestos que presentaran
identificacibn en Pubchem; adicionalmente se analizaron los medicamentos
flumazenil y diazepam (como antagonista y agonista del sitio receptor de alta
afinidad para las benzodiacepinas en el receptor GABAA, respectivamente).

6.1.2. Analisis in silico de compuestos reportados en extractos de A.
muricata

Para conocer posible efecto farmacologico de los compuestos seleccionados y su
posible accion anticrisis, se llevaron a cabo pruebas in silico que incluyen el andlisis
de biodisponibilidad de las moléculas seleccionadas, el acoplamiento molecular, el
andlisis de interacciones moleculares y de farmacéforo de las moléculas con
mejores caracteristicas energéticas y de biodisponibilidad; y a partir de lo anterior la
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dinamica molecular del compuesto con mejores caracteristicas de interaccion
comparado con los farmacos Diazepam y Flumazenil.

La metodologia que se emple6é para el desarrollo de las pruebas de
biodisponibilidad, el acoplamiento molecular, las interacciones y la dindmica
moleculares se presenté en el apartado 5.1.3.

6.1.2.1. Anélisis de farmacéforo

Los seis ligandos con mejor puntaje de acoplamiento y diazepam se superpusieron
para crear un farmacoéforo de caracteristicas compartidas utilizando LigandScout
4.4. Las interacciones consideradas fueron las hidrofébicas (representada como H,
restriccion de distancia de 1,0 a 5,9 A); los donantes (representados como HBD,
restriccion de distancia de 2,2 a 3,8 A) y los aceptores de enlaces de hidrégeno
(representado como HBA, restriccion de distancia de 2,2 a 3,8 A); las interacciones
ionizables positivas (representada como PlI, restricciones de distancia de 1,5 a 5,5
A con ionizable negativo y de 1,5 a 10,0 A con anillo aromético), entre otras.
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6.2. RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1. Seleccion, analisis de ligandos y acoplamiento molecular

Las bases de datos de literatura cientifica biomédica consultadas permitieron
establecer 115 compuestos de A. muricata para el desarrollo del andlisis in silico de
la accion de estos en el receptor GABAA. La Tabla 17-20 presenta los 115
compuestos, su puntaje de acoplamiento en el sitio de unién a benzodiazepinas de
alta afinidad (ECD) en el receptor GABA-A, el grado de absorcidn gastrointestinal
(GI) y la permeabilidad de la barrera hematoencefélica (BBB).

La tabla 21 muestra los compuestos con puntajes de acoplamiento molecular mas
bajos (Kcal/mol) que el diazepam en el sitio de unién de las benzodiazepinas de alta
afinidad (ECD) en el receptor GABA-A, el agonista diazepam y el antagonista
flumazenil. Ademas, la tabla presenta el tipo de molécula, la carga y los usos
reportados.

Los primeros seis compuestos con el “docking score” mas alto son alcaloides
derivados de las quinolinas. Entre estos compuestos soOlo la annonaina,
nornuciferina y asimilobina han sido reportados con efectos en el sistema nervioso,
especificamente en los receptores 5-HT1a.

Para estos alcaloides quinolinicos, ademas de los farmacos diazepam y flumazenil,
se visualiz0 y analiz6 su estructura (Figura 27), sus propiedades de farmacoforo, su
biodisponibilidad in-silico (propiedades fisicoquimicas y similitud a farmacos) y sus
interacciones moleculares en el complejo GABAAa-ligando, formado a partir del
acoplamiento.

El andlisis de farmacoéforo realizado se basé en las estructuras de los ligandos
seleccionados (alcaloides quinolinicos, diazepam y flumazenil) para conocer el
potencial de union de estos compuestos. Sin embargo, el flumazenil corresponde a
una estructura muy diferente al resto de los compuestos, por lo que no se logré un
solapamiento, lo que hizo que se descartara del analisis (Figura 28).

Los siete compuestos evaluados presentan en comun la presencia de dos anillos
aromaticos, involucrando todos los atomos de carbono de uno de estos anillos en
una interaccioén hidrofobica (H). Ademas, en el otro anillo aromatico, solo un carbono
esta involucrado en este mismo tipo de interaccion. Adicionalmente, todos los
compuestos tienen un atomo de nitrdgeno con un area ionizable positiva (PI).
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Tabla 17. Docking score, grado de absorcién gastrointestinal (Gl) y permeabilidad en la
barrera hematoencefalica (BBB) de compuestos reportados en extractos de A. muricata en
el sitio de benzodiazepina de alta afinidad (ECD) en el receptor GABAAa.

Docking score (Kcal/mol)

Compuesto 1 2 3 Media Gl BBB
Annonaina -12 -12 -12 -12,0 Alta Si
Xylopina -11,4 -11,4 -11,4 -11,4 Alta Si
Isolaurelina -11,2 -11,2 -11,2 -11,2 Alta Si
Nornuciferina -10,5 -10,5 -10,5 -10,5 Alta Si
Asimilobina -10,4 -10,4 -10,4 -10,4 Alta Si
Annonamina -10,3 -10,3 -10,3 -10,3 Alta Si
Atherosperminina -10,3 -10,3 -10,3 -10,3 Alta Si
Nicotiflorina -10,3 -10,3 -10,3 -10,3 Baja No
Diazepam -10,3 -10,3 -10,3 -10,3 Alta Si
Acido 4-feruloyl-5-caffeorilquinico -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 Baja No
Quercetin -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 Alta No
Kaempferol 3-O-robinobiosida -10,1 -10,1 -10,1 -10,1 Baja No
Kaempferol -99 -99 -99 -9,9 Alta No
Quercetin 3-O-robinobiosida -99 -99 -99 -9,9 Baja No
Annopentocin B -94 -10,1 -10,1 -9,9 Baja No
Quercetin 3-0O-glucosida -9,8 -98 -9,8 -9,8 Baja No
Rutin -98 -98 -98 -9,8 Baja No
cis-Uvariamicina IV 9,7 -99 -9,6 -9,7 Baja No
Norcorydina 9,7 9,7 -9,7 -9,7 Alta Si
Estefarina 96 -96 -9,6 -9,6 Alta Si
cis-Annomontacina 9,7 -97 94 -9,6 Baja No
Coreximina 94 -95 -9,5 -9,5 Alta Si
Coclaurina 94 94 -94 -9,4 Alta Si
Reticulina 94 9,4 -94 -9,4 Alta Si
Annocatalina 9,1 -9,2 -9,8 -9,4 Baja No
Corossolina -9,2 -9 -9,5 -9,2 Baja No
Anomurina 91 91 91 -9,1 Alta Si
Annoreticuina 91 -8,7 -9,2 -9,0 Baja No
Donhexocina -8,9 -89 -8,8 -8,9 Baja No
Muricapentocina -89 -88 -89 -8,9 Baja No
Muricina E -8,8 -87 -88 -8,8 Baja No
Annopentocina A -8,7 -89 -8,6 -8,7 Baja No
Xylomaticina 91 91 -8 -8,7 Baja No
Acido clorogénico -8,7 -8,7 -8,7 -8,7 Baja No
Epicatequina -8,6 -8,7 -8,7 -8,7 Alta No
Muricina F -85 -85 -89 -8,6 Baja No
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Tabla 18. Docking score, grado de absorcidn gastrointestinal (Gl) y permeabilidad en la
barrera hematoencefalica (BBB) de compuestos reportados en extractos de A. muricata
en el sitio de benzodiazepina de alta afinidad (ECD) en el receptor GABAAa.

Docking score (Kcal/mol)

Compuesto 1 2 3 Media Gl BBB
cis-Annonacin-10-one -8,6 -8,8 -8,5 -8,6 Baja No
Murihexocina A -8,3 -8,5 -8,9 -8,6 Baja No
Acido Neoclorogenico -8,5 -8,5 -8,5 -8,5 Baja No
Annohexocina -8,5 -8,8 -8,2 -8,5 Baja No
Flumazenil -8,5 -8,5 -8,5 -8,5 Alta Si
Khellina -8,5 -8,5 -8,5 -8,5 Alta Si
Muricina A -8,7 -8,1 -8,6 -8,5 Baja No
Muricina D -8,5 -8,4 -8,5 -8,5 Baja No
cis-Goniothalamicina -8,6 -8 -8,8 -8,5 Baja No
Muricina | -8,1 -8,7 -8,5 -8,4 Baja No
Gigantetronenina -8,7 -8,1 -8,2 -8,3 Baja No
Quercetin 3-O-neohesperidosida -8,3 -8,3 -8,3 -8,3 Baja No
cis-Uvariamicina IB -8,6 -8,3 -7,9 -8,3 Baja No
Roseosida -8,2 -8,2 -8,2 -8,2 Baja No
Annomuricatina B -8,2 -8,2 -8,2 -8,2 Baja No
Muricina H -7,8 -8,2 -8,5 -8,2 Baja No
Annonacinona -8,2 -8,3 -7,9 -8,1 Baja No
Muricina G -83 -8 -8 -8,1 Baja No
Annonacina A -8 -8,2 -8,1 -8,1 Baja No
Murisolina -8,1 -8,1 -8 -8,1 Baja No
Arianacina -8,2 -8,1 -7,9 -8,1 Baja No
Montecristina -7,9 81 -8 -8,0 Baja No
9-Oxoannoreticuina -8 -8,1 -7,8 -8,0 Baja No
Panatellina -7,9 -7,7 -8,3 -8,0 Baja No
Muricatocina B -8,2 -7,7 -8 -8,0 Baja No
Murihexocina C -7,9 -7,9 -8,1 -8,0 Baja No
Annopentocina C -7,9 -7,8 -8,2 -8,0 Baja No
Javoricina -7,8 -8,1 -8 -8,0 Baja No
Gigantetrocinona -8,1 -8 -7,7 -7,9 Baja No
Annonacina -8 -7,9 -7,9 -7,9 Baja No
Goniothalamicina -7,8 -8,2 -7,8 -7,9 Baja No
cis-Annonacina -8,1 -8,1 -7,6 -7,9 Baja No
Epoxymurina-A -7,6 -8,2 -8 -7,9 Baja No
Isoannonacinona -7,8 -7,9 -8,1 -7,9 Baja No
Longifolicina -8,2 -7,5 -8,1 -7,9 Baja No
Muricina C -79 -8 -7,8 -7,9 Baja No
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Tabla 19. Docking score, grado de absorcidn gastrointestinal (Gl) y permeabilidad en la
barrera hematoencefalica (BBB) de compuestos reportados en extractos de A. muricata
en el sitio de benzodiazepina de alta afinidad (ECD) en el receptor GABAAa.

Docking score (Kcal/mol)

Compuesto 1 2 3 Media Gl BBB
Annomuricin B -8 -7,7 -8 -7,9 Baja No
Epomusenin A -7,6 -8,1 -7,9 -7,9 Baja No
Gigantetrocin A -7,8 -7,6 -8,2 -7,9 Baja No
Annomuricin A -8 -7,7 -7,8 -7,8 Baja No
Annomuricin C -7,9 -8 -7,6 -7,8 Baja No
Annomuricin E -7,9 -7,6 -8 -7,8 Baja No
Annomontacin -8,2 -7,9 -7,4 -7,8 Baja No
Chatenaytrienin 1 -7,9 -7,8 -7,8 -7,8 Baja No
Muricatetrocin A -8 -7,9 -7,6 -7,8 Baja No
Muricatocin C -8,1 -7,7 -7,6 -7,8 Baja No
Blumenol C -7,8 -7,8 -7,8 -7,8 Alta Si
cis-Corossolone -7,7 -8 -7,7 -7,8 Baja No
cis-Reticulatacin-10-one -7,8 -7,6 -8 -7,8 Baja No
Muricin B -7,8 -8,3 -7,2 -7,8 Baja No
Muridienin 3 -7,5 -7,9 -7,9 -7,8 Baja No
Corossolone -8,1 -7,3 -7,9 -7,8 Baja No
Cohibin B -7,8 -7,8 -7,6 -7,7 Baja No
Isoannonacin -7,7 -7,7 -7,7 -7,7 Baja No
Epomuricenin A -7,6 -7,7 -7,8 -7,7 Baja No
Muridienin 4 -7,5 -7,7 -7,8 -7,7 Baja No
Muricatenol -7,5 -8,1 -7,4 -7,7 Baja No
Chatenaytrienin 2 -7,5 -7,5 -7,9 -7,6 Baja No
Gigantetrocin -7,5 -7,9 -7,5 -7,6 Baja No
cis-Solamin -7,8 -7,5 -7,5 -7,6 Baja No
Methyl 4-hydroxycinnamate -7,6 -7,6 -7,6 -7,6 Alta Si
Muricatacin -7,6 -7,6 -7,6 -7,6 Alta Si
Cis-Reticulatacin-10-oneB  -7,6 -7,6 -7,5 -7,6 Baja No
Chatenaytrienin 3 -7,4 -7,5 -7,7 -7,5 Baja No
cis-Reticulatacin-10-one A -7,6 -7,5 -7,5 -7,5 Baja No
Muricadienin -7,4 -7,7 -7,5 -7,5 Baja No
Cohibin A -7,3 -7,6 -7,5 -7,5 Baja No
Cohibin D -7,3 -79 -7,1 -7,4 Baja No
Sabadelin -73 -7,4 -7,4 -7,4 Baja No
Corepoxylone -7,4 -7,3 -7,3 -7,3 Baja No
Epomuricenin B -7,4 -7,3 -7,2 -7,3 Baja No
(+)-Epiloliolide -7,2 -7,2 -7,2 -7,2 Alta Si

88



Tabla 20. Docking score, grado de absorcidn gastrointestinal (Gl) y permeabilidad en la
barrera hematoencefalica (BBB) de compuestos reportados en extractos de A. muricata
en el sitio de benzodiazepina de alta afinidad (ECD) en el receptor GABAAa.

Docking score (Kcal/mol)

Compuesto 1 2 3 Media GI BBB
Cohibin C -7,3 -7 -7,3 -7,2 Baja No
loliolide -7,1 -7,1 -7,1 -7,1 Alta Si
Epomusenin B -7,3 -6,7 -7,1 -7,0 Baja No
Vomifoliol -6,8 -6,8 -6,8 -6,8 Alta Si
Gallic acid -6,7 -6,7 -6,7 -6,7 Alta No
Turpinionoside B -6,7 -6,7 -6,7 -6,7 Baja No
Annoionol A -6,6 -6,6 -6,6 -6,6 Alta Si
Annoionoside -6,5 -6,5 -6,5 -6,5 Baja No
Citroside A -6,3 -6,3 -6,3 -6,3 Baja No
Annoionol B -5,7 -5,7 -5,7 -5,7 Alta No

Tabla 21. Docking scores, farmacocinética y bioactividad de compuestos reportados para
A. muricata con menor docking scores que el diazepam en el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas (ECD) en el receptor GABA-A.

Docking Bioactividad reportada
Nombre quimico Tipo de moléculas Carga score P
(53)
(Kcal/mol)

Antidepresivo, Anti-
Annonaina Alcaloide aporfinico +1 -12,0 plasmodium, Inhibidor del
receptor de dopamina

Xylopina Alcaloide Isoquinolinico +1 -11.4 NR

Isolaurelina Alcaloide aporfinico +1 -11,2 Citotoxico
. . o Antidepresivo/ in vitro
Nornuciferina  Alcaloide Isoquinolinico +1 -10,5 NIH-3T3
Asimilobina Alcaloide aporfinico +1 -10,4 Antidepresivo, Citotoxico

Annonamina  Alcaloide aporfinico +1 -10,3 Citotoxico

Atherosperminina Alcaloide aporfinico +1 -10,3 NR

Nicotiflorina Fenol flavonoide 0 -10,3 Antioxidante
Derivado de imidazo- Antagonista de

Flumazenil - - 0 -8,5 . ;
benzodiazepina benzodiazepina
Anticonvulsivante,

Diazepam Benzodiazepina 0 -10,3 Ansiolitico. Sedativo
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Figura 27. Estructura de los alcaloides quinolinicos de A. muricata con mayor docking score
en el sito de alta afinidad de las benzodiacepinas (ECD) en el receptor GABA-A, Diazepam
y Flumazenil.
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Figura 28. Analisis de farmacoéforo basado en las estructuras de alcaloides quinolinicos
de A. muricata con mejor docking score en el sitio de alta afinidad de las benzodiacepinas
(ECD) en el receptor GABA, y diazepam. A. Annonaina, b. Xilopina, c. Isolaurelina, d.
Nornuciferina, e. Asimilobina, f. Annonamina y g. Diazepam.
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Por otro lado, en cinco de los compuestos (asimilobina, nornuciferina, xylopina,
annonaina y diazepam) el atomo de nitrégeno se presenta como donante en un
enlace de hidrogeno (HBD), ya que este tipo de &atomo es fuertemente
electronegativo permitiendo que un atomo aceptor con un par solitario de electrones
se una a €l por un enlace de hidrégeno.

Ademas, en tres compuestos (anonamina, asimilobina y nornuciferina) los atomos
de oxigeno estan presentes como aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA), ya
gue estos atomos tienen dos electrones solitarios. Tanto los atomos donantes como
los aceptores en los enlaces de hidrégeno son muy importantes en la estabilidad de
los enlaces que pueden presentar estos compuestos.

6.2.2. Analisis de biodisponibilidad in silico: propiedades
fisicoquimicas y farmacoldgicas

Los resultados de la pagina web de SWISSADME para los alcaloides quinolinicos
seleccionados, diazepam y flumazenil se encuentran en la tabla 22. El radar de
biodisponibilidad de estos compuestos se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. Radar de biodisponibilidad de alcaloides quinolinicos con mejor docking score
al sitio de union ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A. muricata,
diazepam y flumazenil.
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Tabla 22. Resultados SwissADME de alcaloides quinolinicos con mejor docking score al
sitio de union ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A. muricata,
diazepam y flumazenil.

Descriptor Annonaina Xylopina  Isolaurelina  Nornuciferina  Asimilobina Annonamina Flumazenil Diazepam
';&rmluc': CigHi7NOs  CioH1sNOz  CigH1oNOs CisHhoNO,  CI7HI7NO;  CisHzNO;*  CisHiFNgOs  CigHisCIN,O
Pes‘?gr;‘nffl)cu'ar 265,31 295,33 309,36 281,35 267,32 296,38 303,29 284,74
Inpaturacion 0,29 0,33 0,37 0,33 0,29 0,37 0,27 0,12
(Fraccion Csp3)
Flexibilidad
(Namero de 0 1 1 2 1 1 3 1
enlaces
rotables)
Polaridad
(TPSA &) 30:49 39,72 30,93 30,49 41,49 29,46 64,43 32,67
Log Po/w (XLO 2.83 2.8 3,27 2,96 2,64 3,12 1 2,99
GP3)
Inpolubilidad
(Log S ES 3,71 3,77 4,14 -3,74 -3,54 -3,98 2,52 -3,87
oL)
Permeabilidad 5,91 6,11 5,87 5,91 6,06 -5,89 744 5,01
cutanea (cm/s)
Lipinpki Si Si Si Si Si Si Si Si
Ghose Si Si Si Si Si Si Si Si
Veber Si Si Si Si Si Si Si Si
Egan Si Si Si Si Si Si Si Si
Muegge Si Si Si Si Si Si Si Si
Puntaje de 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
bioabilidad
PAINP 0 0 0 0 0 0 0 0
Brenk 0 0 0 0 0 1 0 0
Parentesco al Si Si Si Si Si Si Si Si
plomo
Accesibilidad 3,36 35 3,61 3,35 3,24 35 3,06 3
sintética

Los alcaloides quinolinicos evaluados presentan un rango similar y aceptado dentro
del area rosa del hexadgono del radar de biodisponibilidad, incluso mejor que el
diazepam, debido a que este Ultimo tiene una fraccion de carbonos en hibridacion
sp3 inferior al ideal farmacologico (0,12). Sin embargo, flumazenil tiene un mejor
radar de biodisponibilidad, ya que tiene una mejor flexibilidad (tres enlaces rotables).

Flumazenil tiene mejor flexibilidad que los otros compuestos evaluados porque
tienen mas enlaces rotables, sin embargo es importante saber que la rigidez
molecular es mas compleja que el conteo de enlaces rotativos, porque los sistemas
de anillos no son rigidos como lo asume el radar de biodisponibilidad (102) y todos
los alcaloides quinolinicos evaluados tienen anillos.
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6.2.3. Interacciones moleculares

Las interacciones moleculares formadas en la posicion con mejor energia para los
alcaloides quinolinicos, flumazenil y diazepam en el sitio de union de ECD a
benzodiazepinas se analizaron utilizando tres herramientas bioinformaticas de libre
acceso en LigPlot ++ y el servicio web PLIP y el sistema de visualizacion molecular
Pymol (Fig. 30, 31y 32; Tabla 23 y 24).

Nornuciferina

Isolaurelina

Figura 30. Interacciones moleculares de receptor GABAA-alcaloides quinolinicos con
mejor docking score al sitio de unién ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos
de A. muricata visualizadas en 3D en pymol (84).

El sitio de alta afinidad a benzodiacepinas (ECD) en el receptor GABA-A se
encuentra entre al1-y2 (D-E) (Figura 21), las poses con mejor energia tienen mas
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interacciones con a1 en todos los compuestos evaluados, mientras que en y2 solo
hay interacciones hidrofébicas y de tipo .

% 3 y,
] oo 10
05 ‘ Py

Diazepam Flumazenil

Figura 31. Interacciones moleculares de receptor GABAA-alcaloides quinolinicos con mejor
docking score al sitio de union ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A.
muricata, diazepam y flumazenil visualizadas en 3D en pymol (84).

Todos los alcaloides quoinolinicos evaluados establecen al menos un enlace de
hidrégeno en la subunidad a1: Xylopina, Nornuciferina y Asimilobina, se unen a
His102; Annonaina, Isolaurelina y Annonamina a Alal61l. Ademas, Annonamina
también se une a Tyr210 que tiene un total de dos enlaces de hidrégeno, lo que
permite deducir la estabilidad en el acoplamiento proteina-ligando (Figura 30-32).
Sin embargo, la estabilidad de los complejos proteina-ligando no solo depende de
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los enlaces de hidrégeno, sino que también es importante tener en cuenta
interacciones tipo 1T, que se reconoce como importantes en el estudio farmacolégico
de la unién del farmaco al receptor (105).
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Diazepam Flumazenil

Figura 32. Interacciones moleculares de receptor GABAA-alcaloides quinolinicos con mejor
docking score al sitio de union ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A.
muricata, diazepam y flumazenil; de acuerdo a LigPlot++ (82)
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Las interacciones tipo T estan presentes entre Annonaina, Isolaurelina y
Nornuciferina con tirosina 160 y 210 en la subunidad a1 (Tabla 23), este aminoacido
presenta frecuentemente interacciones de este tipo, debido a su caracter aromatico,
lo que le permite interactuar en este caso con los anillos. de los compuestos
mencionados (109).

Tabla 23. Interacciones moleculares de receptor GABAA-alcaloides quinolinicos con mejor
docking score al sitio de unién ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A.
muricata acorde a el servicio web PLIP (83)

Distancia (A)

Interacciones Residuo AA Annonaina Xylopina Isolaurelina  Nornuciferine
100D PHE 3.63 3.35, 3.60 3.74 3.69
160D TYR np 3.61 3.92 np
203D VAL np np np np
207D THR np np np np

Hidrofdbicas 210D TYR 3.73 np np np
58E TYR 3.38,3.72 3.34 np 3.37,3.41
77E PHE 3.54,3.77,3.58 3.61,3.65,3.93 3.38,3.41,3.63 3.58
79E ALA np np np np
142E THR np np 3.86 np

Enlace
halégeno 102D HIS np np np np
102D HIS np 3.35 np 3.39
frlacesde 0 G o v "o v
hidrégeno
206D SER np np np np
210D TYR np np np np
Interacciones 160D TYR 4.34 np 471 4.77
tipo I 210D TYR 4.18 np 4.27 4.27

Adicional a los enlaces de hidrogeno e interacciones tipo T, las interacciones
hidrofobicas son muy importantes para estabilizar los complejos proteina-ligando, y
en este aspecto, los alcaloides quinolinicos tienen un namero muy similar de
interacciones hidrofébicas con distancias menores a 4A (entre seis y siete
interacciones), a excepcion de Nornuciferina, que solo tiene cuatro (Tabla 23 y 24).

El diazepam presenta dos enlaces de hidrégeno con Ser205 (3,04 A) y Ser206 (3,43
A), ademas tiene un enlace de hal6geno con His102 (Figura 31y 32 y Tabla 24),
enlaces que ya han sido reportados (40,54,106,107); estas interacciones producen
una unién mas fuerte al locus ECD que los alcaloides quinolinicos evaluados, ya

96



gue aunque estos compuestos presentan interacciones tipo 1 que hacen que su
union sea fuerte, los enlaces de hidrogeno y halégeno representan una fuerza de
atraccion dominante sobre interacciones como las tipo 1 (105)

Tabla 24. Interacciones moleculares de receptor GABAA-alcaloides quinolinicos con mejor
docking score al sitio de unién ECD de las benzodiacepinas reportados en extractos de A.
muricata, diazepam y flumazenil acorde a el servicio web PLIP (83)

Distancia (A)

Interacciones Residuo AA  Asimilobine Annonamine Diazepam Flumazenil
100D PHE 3.48,3.63 3.24 3.69 3.60

160D TYR 3.69 3.91 3.57 3.94

203D VAL np np 3.89 3.73

207D THR np np np 3.79

Hidrofdbicas 210D TYR np np 3.80, 3.60 np
58E TYR 3.35 3.38 3.51 np

77E PHE 3.59,3.69,3.79 3.64,3.91, 4.00 3.29 np

79E ALA np np np 3.95

142E THR np 3.41 np np

Enlace halégeno 102D HIS np np 3.35 np
102D HIS 3.25 np np np

161D ALA np 3.31 np np

Enlaces de hidrégeno 205D SER np np 3.04 np
206D SER np np 3.43 np

210D TYR np 3.72 np np

Interacciones 160D  TYR np np np np
tipo N 210D  TYR np np np 3.80

Flumazenil tiene el enlace méas débil porque no presenta enlaces de hidrogeno. Sin
embargo, este compuesto tiene cuatro interacciones hidrofébicas con Phel00,
Tyr160, Val203, Thr207 en a1y Ala79 en y2 y una interaccion 1 con Tyr210 en a1
(Figura 30, 31 y Tabla 24). Su modo de unién es completamente diferente en
comparacion con el diazepam, ya que mientras el diazepam adopta una estructura
mas tridimensional en solucién, el flumazenil es mas plano similar a los alcaloides
de las quinolinas (40,54,106,107).

Las interacciones proteina-ligando explican la alta afinidad presente entre
Annonaina por el sitio de alta afinidad de las benzodiazepinas (ECD) en el receptor
GABAA segun el docking score (-12,0 Kcal/mol), ya que este compuesto presenta
un enlace de hidrégeno con Alal61 (3,12 A), dos interacciones 1 con Tyr160 y
Tyr210 y siete interacciones hidrofébicas con Phe100, Tyr210 (a1), Tyr58 y Phe77
(y2) (Figura 30, 31 y Tabla 23), estas ultimas también estan en Diazepam como lo
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reporté Kim & Hibbs (2021) (40). Ademas, el complejo GABAa-Annonaina se analiz
en Pymol para evaluar las interacciones electrostaticas de union tomando una
distancia-vdw menor < 0.89 sin encontrar repulsiones estéricas entre el complejo
proteina-ligando. Lo anterior es importante ya que se ha reportado que los efectos
estéricos en la union proteina-ligando pueden tener diferentes consecuencias en la
respuesta molecular, por ejemplo pueden producir cambios en la cinética de la
interaccion (110). De acuerdo a esto, el complejo GABAa-Annonaina es muy estable
y las caracteristicas de este ligando como: alta absorcién gastrointestinal, cruzar la
barrera hematoencefalica y sus reportes de accion en sistema nervioso central (37),
lo hacen una molécula interesante para la evaluacion de su estabilidad a través del
tiempo, la cual fue evaluada por dinamica molecular, comparandola con Diazepam
y Flumazenil.

6.2.4. Dinamica molecular

Para estudiar la estabilidad de Annonaina, Flumazenil y Diazepam en GABAA, los
complejos proteina-ligando y el receptor GABAa sélo, fueron seguidos en el tiempo
a través de simulaciones dinamicas y célculo de RMSD y Rgyr. EIl RMSD mide la
diferencia entre el esqueleto de la proteina desde la conformacion de una estructura
inicial hasta la posicion final, encontrando altas fluctuaciones de RMSD cuando la
proteina es inestable (44). De acuerdo con lo anterior, el complejo GABAAa-
Annonaine y GABAa-Flumazenil presenta enlaces mas estables a lo largo de las
30.000 ps evaluadas en comparaciéon con el complejo GABAa-diazepam. Sin
embargo, al comparar los complejos evaluados con la proteina sin ligando se
encontré gran similitud en el comportamiento de la RMSD de esta ultima con el
complejo GABAa-diazepam (Figura 33).

El radio de giro de los complejos GABAa-Diazepam y GABAa-Flumazenil; y GABAa
solo fluctian de manera similar entre 4,37 a 4,41 nm, estabilizdndose en alrededor
de 50ps, por el contrario, el complejo GABAa-Annonaine presenta mayores
fluctuaciones, presentando la mayor parte del tiempo un Rgyr entre 4.39 y 4.41nm.
Sin embargo, el ultimo complejo mencionado presenté Rgyr mayores entre 3000 -
4000ps, 9000-11000ps, 22000-25000ps, con una disminucidon y comportamiento
similar al complejo GABAa-Diazepam y GABAA solo, después de 2800ps (Figura
34). Estas fluctuaciones mayores en el complejo GABAa-Annonaine pueden estar
relacionadas con la carga del ligando (+1), lo que genera una diferencia en el campo
eléctrico del complejo en comparacion con GABAa solo y los otros dos complejos
(carga 0). Estas fluctuaciones mas grandes en Rgyr se han relacionado con un
aumento en el campo eléctrico (111).
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Figura 33. RMSD obtenido de la simulacion de dinamica molecular del receptor de GABAa
s6lo y en complejo con Annonaina, Diazepam y Flumazenil.
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Figura 34. Rgyr obtenido de la simulacion de dindAmica molecular del receptor de GABAA
s6lo y en complejo con Annonaina, Diazepam y Flumazenil.
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6.3. CONCLUSION

La propuesta de nuevos ligandos que encajen de manera complementaria a un
bolsillo de union especifico es uno de los factores a considerar al momento de
evaluar posibles moléculas con fines terapéuticos, es un desafio garantizar que las
moléculas propuestas adopten conformaciones similares de baja energia tanto en
su interior como fuera del bolsillo de unién (112), propiedades que tiene Annonaina,
ya que su baja flexibilidad le otorga mayor estabilidad. De acuerdo con esto, la
revision del puntaje de acoplamiento molecular, las propiedades fisicoquimicas y
farmacologicas, las interacciones moleculares similares tanto a diazepam como a
flumazenil y su alta estabilidad permiten establecer a Annonaina como un alcaloide
con una posible accion farmacoldgica sobre el sitio de alta afinidad de las
benzodiacepinas en el dominio extracelular del receptor GABAA, prediciendo in
silico una nueva accion posible de este compuesto sobre el sistema nervioso
central.
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7. DISCUSION GENERAL

Los tratamientos para la Epilepsia buscan disminuir la presentacion de crisis y de
esta manera mejorar la calidad de vida de los pacientes que padecen esta
enfermedad. Para ello se han desarrollo diversos modelos animales que permiten
simular las crisis epilépticas, en este estudio se emple6 el modelo de estatus
epiléptico por PILO, y aunque este solo fue evaluado de manera aguda, los
resultados obtenidos permiten pensar en la posibilidad de una accién anticonvulsiva
gue pueda extenderse a pacientes con epilepsia refractaria debido a la variacion
demostrada de la respuesta de los animales ante medicamentos como el
fenobarbital (76) y en el caso de este estudio al tratamiento con extracto de A.
muricata.

La evaluacion in vivo del efecto anticrisis de A. muricata permitié establecer un
posible efecto en la dosis de 250 mg/Kg de extracto metandlico entero de sus hojas
sobre ratas macho Wistar, este efecto habia sido probado en ratones Swiss machos
donde se encontrd una reduccion de la presencia de crisis ténicas ante la inyeccién
de PTZ después de una hora de la inyeccion del extracto, en dosis de 5, 50, 100 y
300 mg/Kg, con una tendencia a un menor nimero de crisis con el aumento de la
dosis (32). Adicionalmente, en extractos acuosos con dosis de 12, 30, 60 y 120
mg/Kg también en ratones Swiss machos se encontrd un efecto anticonvulsivo con
el aumento de dosis al ser probado previo a la inyeccién de estricnina, PTZ o NMDA
una hora después a la inyeccion intraperitoneal de la dosis (16).

Algo interesante es que, a pesar de verse una tendencia a un aumento del efecto
anticrisis con el aumento de dosis evaluadas en estudios previos, los resultados de
este estudio muestran con el aumento de la dosis un comportamiento
electroencefalografico y neuroprotector similar entre los animales tratados con las
dosis de 500 y 1000 mg/Kg de extracto entero metandlico A. muricata con los
tratados con vehiculo. Lo anterior puede relacionarse con un aumento de la
toxicidad del extracto con el aumento de dosis tal como lo encontrado por
N'Gouemo et al. (1997), donde se encontraron cambios en el comportamiento
explorativo y constricciones abdominales en el 20% y 60% de ratones Swiss
tratados con 300 y 1000 mg/Kg respectivamente de extracto etandlico entero (32).

Los posibles efectos toxicos de las dosis altas pueden relacionarse con la gran

diversidad de compuestos quimicos presentes en un extracto entero, que, si bien
pueden incluir compuestos con efectos anticrisis, también pueden tener otros que
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disminuyan su efecto y su potencial farmacolégico con el aumento de las dosis,
incluso es posible mejor efecto anticrisis de compuestos aislados que de extractos
enteros, como lo reporté Gonzalez-Trujano et al. (2006) donde se encontro un efecto
anticrisis sobre ratas Wistar machos inyectadas con Penicilina G (convulsivante) de
la palmitona aislada de A. diversifolia més no de los extractos en etanol y hexano
realizados de la misma (10).

A partir de los resultados obtenidos en andlisis in vivo y lo encontrado en la literatura,
fue importante conocer la composicion quimica del extracto empleado, logrando
encontrar 11 posibles compuestos. Para lograr la evaluacion de un posible efecto
anticrisis estos fueron evaluados in silico a través de herramientas web como
SwissADME y PLIP; y computacionales como acoplamiento y dinamica molecular,
con el fin de conocer su posible interaccion con el sitio de union de alta afinidad de
las benzodiacepinas en el dominio extracelular del receptor GABAA, esto debido a
la respuesta neuroprotectora del extracto (un aumento de la densidad de células
PV+ con la dosis de 250 mg/Kg), que permite asociar la accion farmacoldgica a
neuronas GABAEérgicas. A partir de esta evaluacion se encontré el compuesto n-(2-
(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida, con una alta posibilidad farmacoldgica
debido a la presencia de caracteristicas similares a farmacos segun su radar de
biodisponibilidad; interacciones como dos enlaces de hidrégeno, una interaccion I1
y 11 interacciones hidrof6bicas; y una unién estable del complejo GABAa-n-(2-(1-
metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida a través del tiempo segun la simulacién de
dinamica molecular. Sin embargo, este compuesto no cuenta con reportes de
ningun efecto biolégico que permita establecer las relaciones de este.

El andlisis de la composicidon quimica del extracto entero ademas arrojo la presencia
de muchos picos de compuestos que no fueron identificados por las bases de datos
empleadas en este estudio, los cuales pueden tratarse de compuestos nuevos 0 no
elucidados, resultado similar al analisis de extracto etandlico realizado por
Gavamukulya et al. (2015) quienes encontraron 11 compuestos sin identificacion
tras el empleo de GC-MS (89): Una de las razones para la no elucidacion de gran
parte de los compuestos presentes en el extracto entero es su heterogeneidad, lo
que conllevé a pensar en la necesidad ampliar la informacion respecto a los posibles
compuestos presentes en A. muricata que explicaran su accion anticonvulsiva.

Teniendo en cuenta el analisis anterior, se realizé una busqueda en las bases de
datos biomédicas de los compuestos encontrados en A. muricata, encontrando 115
compuestos de los cudles 8 presentaron mejor energia de unién que el diazepam al
recepto GABAa en el sitio de unidn extracelular de las benzodiacepinas, de los
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cuales 6 correspondieron a alcaloides derivados de las quinolonas y fueron
analizados, encontrando interacciones similares entre si y con el diazepam con
GABAA, logrando establecer una alta posibilidad de interaccion de estos con este
sitio de union. Entre los alcaloides quinolinicos con alta energia de acoplamiento se
presentan la asimilobina, nornuciferina y annonaina que ya se habian reportado con
efectos sobre el sistema nervioso especificamente sobre el receptor 5-HT1a (17,36).
Este ultimo debido a su alta de energia de acoplamiento e interacciones fuertes con
el sitio de unién evaluado, fue analizado a través de simulacion de dinamica
molecular encontrando una uniéon de complejo GABAa-Annonaine mas estable a lo
largo del tiempo versus GABAa-Diazepam y GABAa-Flumazenil.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

La dosis de 250 mg/Kg de extracto entero metandlico de A. muricata genera un
efecto anticrisis y neuroprotector sobre el modelo de estatus epiléptico por
pilocarpina en ratas wistar machos.

La diversidad de compuestos del extracto entero metandlico de A. muricata afecta
su identificacién por GC-MS y por tanto la posible relacion de estos mismos con su
efecto anticrisis.

Los compuestos n-(2-(1-metilciclopropil)fenil)-4-clorobenzamida presente en el
extracto entero metandlico y annonaina presente en los reportes de A. muricata,
presentan caracteristicas farmacolégicas, de acople, y dinamica molecular
evaluados in silico interesantes sobre el sitio de alta afinidad de las benzodiacepinas
en el dominio extracelular del receptor GABAAa, permitiendo establecerlos como
potenciales farmacos con accion GABAérgica y por tanto anticonvulsivante.
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9. RECOMENDACIONES

Los resultados de este estudio permiten continuar con el planteamiento de una
accion anticrisis de A. muricata. Sin embargo, es importante tener cuenta que
responden a la evaluacién en un modelo de estatus epilépticos que no emula a la
epilepsia refractaria y que adicionalmente sélo evalla el efecto agudo anticrisis, por
lo que es necesario la ampliacion de registro en el tiempo tanto comportamental
como electroencefalografico.

La evaluacién de neuroproteccion a través del andlisis de neuronas PV+ permite
abrir una puerta hacia el conocimiento de una mayor densidad poblacional de esta
neuronas ante dosis de extracto que no producen toxicidad, sin embargo, deja como
recomendacion la ampliacion de esta evaluacion con el empleo de otros marcadores
como la evaluacién de células piramidales y glia y su afectacion con las crisis
producidas por PILO y cdémo estas pueden conservar su citoarquitectura con el uso
de las dosis adecuadas de A. muricata.

Adicionalmente el efecto anticrisis deja de ser importante con el aumento de la
concentracién de dosis de extracto entero que se inyecta en los biomodelos,
sugiriendo que los compuestos activos con posible efecto anticonvulsivante pueden
guedar en concentraciones muy bajas respecto a otros de caracter toxico que
pueden generar un efecto diferente al esperado. Por lo que es necesario realizar
pruebas con compuestos aislados con posible accién anticonvulsivante como los
aqui reportados por evaluacion in silico sobre el receptor GABAA.
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11. ANEXOS

11.1. ANEXO 1. Protocolo de inmunohistoquimica para parvalbumina

MONOCLONAL ANTI-PARVALBUMIN (CLONE PARV-19)
MOUSE ASCITES FLUID. SIGMA No. P 3088

Preparaciones para Free Floating (2 — 3 cortes por pozo, 3 pozos)

. Buffer Phosphate Saline (PBS) 100 mM (1 litro), pH 7.4
2.87 gr Fosfato de Sodio Monobéasico — NaH2PO4-H20
11.24 gr Fosfato de Sodio Bibasico — Na2HPO4

0.84 gr Cloruro de Sodio — NaCl

. Solucién de lavado (SDL) (1 litro), pH 7.4
100 ml PBS 100 mM
900 ml dH20

. Peréxido de Hidrogeno al 0.3% + Metanol al 30% (100 ml): PH+M
7 mi dH20
3 mi Metanol

90 Peroxido de Hidrogeno — H202

. Solucién para anticuerpos (SPA), 1%
30 ml PBS 100 mM

03 g Bovine Serum Albumin (BSA)
150 Triton X-100
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. Suero de Bloqueo

9 ml SPA

. Anticuerpo primario (1:5000)*
10 ml SPA
2 pl Mouse Anti-PV (Sigma)

. Anticuerpo secundario (1:200)
30 pl Goat Anti-Mouse Biotinilado
6 mi SPA

. Avidina (1:50) (kit ABC Vectastain) preparer 40 min antes
2 gotas A

2 gotas B

5 ml SPA

. DAB (proteger de la luz) (kit Substrate Peroxidase Vector)
7.5 ml dH20

3 gotas buffer PB

6 gotas DAB

3 gotas H202

3 gotas Niquel

*Centrifugar la dilucién del anticuerpo primario antes de aplicar para disolver
completamente
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Procedimiento

1.

Agregar SDL, 3 veces x 5 min c/u (agitacidbn permanente a temperatura

ambiente: APATA)

2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
claro

Agregar PH+M, 12 min (APATA)

Agregar SDL, 3 veces x 5 min c/u (APATA)

Agregar Solucién de bloqueo, 1 hr (APATA)

Agregar SDL, 1 vez x 5 min (APATA)

Agregar anticuerpo primario, 18 hr (agitacion permanente a 4° C)
Agregar SDL, 3 veces x 5 min c/u (APATA)

Agregar anticuerpo secundario-biotinilado, 1 hr (APATA)
Agregar SDL, 3 veces x 5 min c/u (APATA)

Avidina, 1 hr (APATA)

Agregar SDL, 3 veces x 5 min c/u (APATA)

DAB, 1 min (APATA y proteger de luz)

Agregar dH20, 3 veces x 5 min c/u (APATA)

Montar tejido bien extendido sobre placas gelatinizadas
Permitir secar tejido a temperatura ambiente

Sumergir placas con dH20, 3 veces x 2 min c/u
Sumergir placas en Etanol 70%, 1 vez x 3 min
Sumergir placas en Etanol 80%, 1 vez x 3 min
Sumergir placas en Etanol 90%, 1 vez x 3 min
Sumergir placas en Etanol absoluto, 2 vez x 3 min
Sumergir placas en Xilol, 3 vez x 3 min

Aplicar Medio de Montaje y colocar cubreobjetos

Dejar secar a temperatura ambiente y observar al microscopio de campo
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11.2. ANEXO 2. Estadistica descriptica e inferencial de parametros
morfoldgicos.

11.2.1. Numero de procesos en células PV+

11.2.1.1. Corteza cerebral

Tratamiento ‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media 1.93 1.84 1.68 1.84 1.59
Desviacion estandar 0.80 0.75 0.79 0.82 0.85
Error estandar 0.09 0.09 0.08 0.09 0.09

Prueba Kruskal-Wallis
Estadistico Kruskall-Wallis
P valor

13.31
0.0099

Prueba de comparacion multiple de Dunn

Tratamientos comparados Diferencia de rango medio p-valor

Control vs. Vehiculo 10.52 >0.999
Control vs. 250 mg/Kg -39.50 0.193
Control vs. 500 mg/Kg -15.01 >0.999
Control vs. 1000 mg/Kg -55.40 0.019
Vehiculo vs. 250 mg/Kg -28.97 0.861
Vehiculo vs. 500 mg/Kg -4.48 >0.999
Vehiculo vs. 1000 mg/Kg -44.87 0.120
250 mg/Kg vs. 500 mg/Kg -24.49 >0.999
250 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg 15.90 >0.999

40.39 0.2464

500 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg

11.2.1.2. CAl

Tratamiento ‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media 2.29 1.92 1.96 2.22 1.73
Desviacion estandar 0.86 0.82 0.82 0.70 0.70
Error estandar 0.10 0.09 0.09 0.10 0.08
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Tratamiento

Prueba Kruskal-Wallis

Estadistico Kruskall-Wallis

P valor

22.09

0.0002

Prueba de comparacién maltiple de Dunn

Tratamientos comparados Diferencia de rango medio p-valor

Control vs. Vehiculo
Control vs. 250 mg/Kg
Control vs. 500 mg/Kg
Control vs. 1000 mg/Kg
Vehiculo vs. 250 mg/Kg
Vehiculo vs. 500 mg/Kg
Vehiculo vs. 1000 mg/Kg
250 mg/Kg vs. 500 mg/Kg
250 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg
500 mg/Kg vs. 1000 mg/Kg

47.29
-40.91
-7.87
-68.61
6.39
39.42
-21.32
-33.03
27.71
60.74

0.057
0.137
>0.999
0.0007
>0.999
0.208
>0.999
0.456
0.912
0.004

11.2.1.3. CAS3

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg

500 mg/Kg 1000 mg/Kg
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Media 2.14 2.04 2.13 1.89 1.75
Desviacion estandar 1.07 0.82 0.85 0.78 0.79
Error estandar 0.40 0.09 0.15 0.26 0.11
Prueba Kruskal-Wallis
Estadistico Kruskall-Wallis | 6.749
P valor 0.1498
11.2.1.4. Hilus

Tratamiento ‘ Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Media 1.70 1.41 1.62 1.68 1.67
Desviacion estandar 0.65 0.55 0.72 0.77 0.81
Error estandar 0.08 0.08 0.11 0.11 0.11



Prueba Kruskal-Wallis

Estadistico Kruskall-Wallis
P valor

5.032
0.284

11.2.2. Area del soma de células PV+

11.2.2.1. Corteza cerebral

Tratamiento

‘ Control

Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media

Desviacion estandar

Error estandar

119,20 123,60 107,10 115,40 124,50
25,27 29,70 21,08 23,36 35,19
2,81 3,30 2,08 2,63 3,91

ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)

P valor

7,288 (4,000, 202,4)

<0,0001

Prueba de multiple comparacién Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 2,486 158,600 0,0991
250 vs. 1000 3,928 123,800 0,0013
250 vs. Control 3,460 155,100 0,0062
250 vs. Vehiculo 4,247 138,900 0,0004
500 vs. 1000 1,924 139,400 0,3097
500 vs. Control 0,977 157,600 0,8653
500 vs. Vehiculo 1,951 151,300 0,2953
1000 vs. Control 1,102 145,200 0,8050
1000 vs. Vehiculo 0,163 155,600 0,9998
Control vs. Vehiculo 1,033 156,000 0,8399

11.2.2.2. CAl

Tratamiento

‘ Control Vehiculo

250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media

Desviacion estandar

Error estandar

169,00 188,90 169,30 188,30 169,50
47,69 49,34 50,10 46,35 47,37
5,62 5,62 5,34 5,43 5,47
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ANOVA de Welch
W (DFn, DFd) 3,668 (4,000, 188,8)
P valor 0,0067

Prueba de comparacion miultiple Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 2,501 157,100 0,0956

250 vs. 1000 0,023 159,200 >0,9999

250 vs. Control 0,034 154,400 >0,9999

250 vs. Vehiculo 2,528 160,700 0,0896

500 vs. 1000 2,448 146,000 0,1085

500 vs. Control 2,471 142,700 0,1031

500 vs. Vehiculo 0,072 148,000 >0,9999

1000 vs. Control 0,056 144,700 >0,9999

1000 vs. Vehiculo 2,476 150,000 0,1016

Control vs. Vehiculo 2,499 146,800 0,0964

11.2.2.3. CA3
Tratamiento ‘ Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Media 156,60 189,20 185,30 202,80 175,60
Desviacion estandar | 35,29 56,89 54,26 72,86 51,55
Error estandar 13,34 6,66 9,75 24,29 6,89
ANOVA de Welch
W (DFn, DFd) 1,505 (4,000, 27,39)
P valor 0,2281
11.2.2.4. Hilus

Tratamiento ‘ Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Media 159,20 155,30 163,80 171,60 180,90
Desviacion estandar | 53,17 50,09 45,08 56,09 58,65
Error estandar 6,86 7,73 6,72 7,93 8,13
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ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)
P valor

11.2.3. Forma de cél

1,672 (4,000, 119,8)
0,161

ulas PV+

11.2.3.1. Corteza cerebral

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media 0,7438
Desviacion estandar | 0,1068
Error estandar 0,0105

0,6101 0,5679 0,6409
0,0962 0,1264 0,1073
0,0108 0,0141 0,0119

ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)
P valor

32,43 (4,000, 206,4)
<0,0001

Prueba de comparacion miultiple Games-Howell

0,6263
0,1099
0,0122

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 8,854 175,400 <0,0001

250 vs. 1000 10,020 156,400 <0,0001

250 vs. Control 6,473 171,600 <0,0001

250 vs. Vehiculo 7,287 169,600 <0,0001

500 vs. 1000 2,381 149,200 0,1262

500 vs. Control 1,909 156,900 0,3166

500 vs. Vehiculo 0,991 156,200 0,8591

1000 vs. Control 3,961 155,900 0,0011

1000 vs. Vehiculo 3,137 157,000 0,0172

Control vs. Vehiculo 0,854 159,900 0,9131

11.2.3.2. CAl

Tratamiento ‘ Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Media 0,5296 0,5104 0,6411 0,5075 0,4716
Desviacion estandar | 0,1449  0,1332 0,1205 0,1280 0,1461
Error estandar 0,0171 0,0152 0,0129 0,0150 0,0169
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ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)

P valor

21,54 (4,000, 187,2)

<0,0001

Prueba de comparacion miultiple Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 6,769 149,800 <0,0001
250 vs. 1000 7,996 143,600 <0,0001
250 vs. Control 5,220 138,000 <0,0001
250 vs. Vehiculo 6,574 154,600 <0,0001
500 vs. 1000 1,593 144,400 0,5045
500 vs. Control 0,971 140,400 0,868
500 vs. Vehiculo 0,134 148,000 >0,9999
1000 vs. Control 2,416 144,800 0,1169
1000 vs. Vehiculo 1,709 147,900 0,4314
Control vs. Vehiculo 0,840 143,700 0,9176

11.2.3.3. CAS

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media

Desviacion estandar

Error estandar

0,5714
0,1232
0,0466

0,4593 0,6035
0,1378 0,1599
0,0161 0,0287

ANOVA de Welch

0,4400
0,1064
0,0355

W (DFn, DFd)

P valor

5,651 (4,000, 27,30)

0,0019

Prueba de comparacién multiple de Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 3,584 19,670 0,0145
250 vs. 1000 3,296 55,280 0,0142
250 vs. Control 0,587 11,110 0,9743
250 vs. Vehiculo 4,379 49,860 00,0006
500 vs. 1000 1,265 12,890 00,7154
500 vs. Control 2,245 11,960 0,2282
500 vs. Vehiculo 0,496 11,600 0,9862
1000 vs. Control 1,609 8,056  0,5305
1000 vs. Vehiculo 1,273 117,800 0,7080
Control vs. Vehiculo 2,275 7,518 0,2504
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11.2.3.4. Hilus

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media

Desviacion estandar
Error estandar

11.2.4.

0,5758 0,5131 0,6584 0,5526 0,4923
0,1393 0,1308 0,1298 0,1388 0,1530
0,0180 0,0202 0,0194 0,0196 0,0212

ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)
P valor

10,41 (4,000, 119,6)
<0,0001

Prueba de comparacion multiple Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 3,839 92,860 0,0021
250 vs. 1000 5,785 94,970 <0,0001
250 vs. Control 3,127 98,190 0,0193
250 vs. Vehiculo 5,199 84,500 <0,0001
500 vs. 1000 2,086 99,670 0,2344
500 vs. Control 0,873 104,600 0,9063
500 vs. Vehiculo 1,403 88,790 0,6273
1000 vs. Control 3,003 104,100 0,0271
1000 vs. Vehiculo 0,710 91,680 0,9537
Control vs. Vehiculo 2,321 91,760 0,1475

Densidad celular

11.2.4.1. Corteza cerebral

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media

Desviacion estandar
Error estandar

129,80 154,20 156,80 111,00 117,20
30,77 67,34 26,47 22,80 28,03
10,26 22,45 8,82 7,60 9,34

ANOVA de Welch

W (DFn, DFd)
P valor

4,169 (4,000, 19,72)
0,0131
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Prueba de comparacion multiple de Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 3,931 15,660 0,0093

250 vs. 1000 3,081 15,950 0,0485

250 vs. Control 1,994 15,650 0,3131

250 vs. Vehiculo 0,107 10,410 >0,9999

500 vs. 1000 0,514 15,360 0,9847

500 vs. Control 1,473 14,750 0,5939

500 vs. Vehiculo 1,823 9,811 0,4132

1000 vs. Control 0,909 15,860 0,8891

1000 vs. Vehiculo 1,523 10,690 0,5703

Control vs. Vehiculo 0,989 11,200 0,8549

11.2.4.2. CAl

Tratamiento ‘ Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Media 148,70 181,60 185,70 128,40 153,70
Desviacion estandar| 32,75 34,44 43,91 33,61 42,85
Error estandar 10,92 11,48 14,64 11,20 14,28

ANOVA de Welch
W (DFn, DFd) 3,537 (4,000, 19,93)
P valor 0,0245

Prueba de comparacion multiple de Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 3,109 14,980 0,0482
250 vs. 1000 1,566 15,990 0,5378
250 vs. Control 2,029 14,800 0,3002
250 vs. Vehiculo 0,224 15,140 0,9994
500 vs. 1000 1,392 15,140 0,6417
500 vs. Control 1,295 15,990 0,6980
500 vs. Vehiculo 3,313 15,990 0,0309
1000 vs. Control 0,279 14,970 0,9985
1000 vs. Vehiculo 1,521 15,290 0,5653
Control vs. Vehiculo 2,075 15,960 0,2773
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11.2.4.3. CAS

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media 182,80
Desviacion estandar 2,32
Error estandar 1,34

121,30 109,20
37,39 25,67
12,46 11,48

ANOVA de Welch

61,91 145,80
11,90 35,38
6,87 17,69

W (DFn, DFd)
P valor

69,20 (4,000, 6,880)
<0,0001

Prueba de comparacion multiple de Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 3,536 5,872 0,0652
250 vs. 1000 1,736 5,347  0,4859
250 vs. Control 6,368 4,108 0,0134
250 vs. Vehiculo 0,710 11,200 0,9500
500 vs. 1000 4,422 3,842 00,0544
500 vs. Control 17,270 2,152  0,0081
500 vs. Vehiculo 4,169 9,932 0,0131
1000 vs. Control 2,085 3,034 00,4007
1000 vs. Vehiculo 1,136 6,149 0,7844
Control vs. Vehiculo 4,912 8,182 0,0071

11.2.4.4. Hilus

Tratamiento

‘Control Vehiculo 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg

Media 68,80
Desviacion estandar | 29,10
Error estandar 9,70

40,50 113,10
27,37 43,84
9,12 14,61

ANOVA de Welch

68,94 53,08
42,36 18,30
14,98 6,10

W (DFn, DFd)
P valor

4,562 (4,000, 18,72)
0,0096
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Prueba de comparacion multiple de Games-Howell

Tratamientos comparados t DF p-valor

250 vs. 500 2,109 14,880 0,2670
250 vs. 1000 3,788 10,710 0,0210
250 vs. Control 2,523 13,900 0,1411
250 vs. Vehiculo 4,212 13,410 0,0071
500 vs. 1000 0,981 9,292 0,8576
500 vs. Control 0,008 12,220 >0,9999
500 vs. Vehiculo 1,622 11,740 0,5124
1000 vs. Control 1,372 13,470 0,6540
1000 vs. Vehiculo 1,147 13,960 0,7799
Control vs. Vehiculo 2,126 15,940 0,2570
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