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RESUMEN

Dentro de los procesos fisiopatoldgicos que subyacen los trastornos psiquiatricos como la
esquizofrenia, se encuentra la desregulacion dopaminérgica y glutamatérgica, asi como la
inflamacidn y estrés oxidante. En la basqueda de terapias que mejoren la calidad de vida de los
pacientes que sufren esquizofrenia, las plantas medicinales representan un objeto de estudio.
Tagetes lucida se ha utilizado en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de
trastornos mentales. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto producido por los
extractos (TIHex, TIAEt, TIMet y TLAQ) y dos cumarinas obtenidas de T. lucida, utilizando
diferentes modelos de psicosis experimental, asi como, el efecto modulador de dichos productos
sobre la respuesta neuro-inflamatoria y oxidante en ratones. Se usaron métodos quimicos de
extraccion y separacion cromatogréfica, asi como, métodos de elucidacion estructural
obteniendo seis compuestos; tres cumarinas y tres flavonoides: dos conocidos y uno nuevo del
tipo flavonol denominado quercetagetina 7-O-f -(6'-'protocatecoil) glucopirandsido. Los cuatro
extractos fueron evaluados a 25 y 50 mg/kg y las dos cumarinas seleccionadas debido a sus
antecedentes farmacoldgicos, herniarina y dimetilfraxetina a 1 y 5 mg/kg en la prueba de
catalepsia inducida con haloperidol (HAL, antipsicético tipico, 0.5 mg/kg), y en el ensayo de
psicosis inducida con ketamina (KET, 50 mg/kg, antagonista de receptores NMDA) de forma
aguda en el que la medicidn del efecto se hizo a través del analisis de conductas psicoticas.
Posteriormente, ambos compuestos (1 mg/kg) se evaluaron en un modelo de administracion
cronica de MK-801 (MK-801 0.5 mg/kg, antagonista de receptores NMDA) en ratones, que
fueron expuestos a diferentes ensayos conductuales. La catalepsia, comportamiento adverso
asociado al consumo del haloperidol, se evalué usando la prueba de barra. Los sintomas

(positivos, negativos y cognitivos) de la esquizofrenia de forma aguda y cronica, utilizando



como inductores de psicosis a los moduladores glutamatérgicos KET y MK-801,
respectivamente; fueron analizados mediante pruebas conductuales de natacion forzada (NF),
evitacion pasiva (EP), interaccion social (IS) y campo abierto (CA). La inflamacion asociada a
la administracion de MK-801, fue medida por la cuantificacion de citocinas pro- y anti-
inflamatorias por el método de ELISA y la oxidacion por medicion de glutation reducido (GSH),
glutation oxidado (GSSG), 6xido nitrico (ON) y malonilaldehido (MDA), en cerebro e higado.
Los extractos TIAEt 50 y TIAqQ 25 mg/kg y las cumarinas a 1 mg/kg son capaces de potenciar
el efecto cataléptico inducido con HAL, lo que indica una interaccién farmacoldgica con
receptores tipo D2 para dopamina. También, estos tratamientos son capaces de tener interaccion
con el sistema glutamatérgico, al bloquear o disminuir las conductas provocadas por la
administracion aguda de KET y cronica de MK-801. Se observd que estos tratamientos
derivados de T. lucida tienen efecto sobre los sintomas psicéticos como antidepresivos (NF),
nootropicos (EP), mejorando la conducta de socializacion (IS), disminuyendo el nimero de
conductas psicoticas (CA). Las cumarinas aisladas, también incrementan significativamente la
concentracion local de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) y disminuyen las pro-
inflamatorias (IL-17, IL-6, IL-1B, TNF-a). Pero, ademas, se observa su capacidad anti-oxidante
en relacion con el sistema redox GHS/GSSG vy los niveles de ON y MDA respecto al grupo de
dafio MK-801. De acuerdo con los resultados, se puede concluir que parte del efecto de T. lucida
se debe a la posible interaccion de las cumarinas herniarina y dimetilfraxetina con los sistemas
dopaminérgico y glutamatérgico in vivo, ya que potencian el efecto cataléptico inducido con
HAL y muestran un efecto protector inhibiendo los sintomas generados por KET y MK-801 en
ratones. Ademas de generar un efecto modulador de la respuesta asociada a la inflamacion y al

dafio oxidante in vitro.
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ABSTRACT

Among the pathophysiological that processes underlying psychiatric disorders such
schizophrenia are dopaminergic and glutamatergic dysregulation, as well as inflammation and
oxidative stress. In searching for therapies that improve the quality of life of patients with
schizophrenia, medicinal plants represent an object of study. Tagetes lucida has been used in
traditional Mexican medicine to treat mental disorders. The objective of the present work was
to evaluate the effect produced by extracts (TIHex, TIAEt, TIMet, and TLAQ) and two
coumarins obtained from T. lucida, using different models of experimental psychosis, as well
as the modulatory effect of these products on the neuro-inflammatory and oxidative response in
mice. Chemical extraction and chromatographic separation methods were used, as well as
structural elucidation methods obtaining six compounds, three of them coumarin-type and three
flavonoids of the latter a new flavonol Quercetagetin 7-O-f -(6"protocatechol) glucopyranoside.
Both extracts (25 and 50 mg/kg) and two coumarins selected because of their pharmacological
background, herniarin and dimethylfraxetin (1 and 5 mg/kg), were evaluated in the haloperidol-
induced catalepsy test (HAL, typical antipsychotic, 0. 5 mg/kg), and in the ketamine (KET, 50
mg/kg, NMDA receptor antagonist) acutely induced psychosis test in which the measurement
of effect was done through the analysis of psychotic behaviors. Subsequently, both compounds
(1 mg/kg) were evaluated in a chronic administration model of MK-801 (MK-801 0.5 mg/kg,
NMDA receptor antagonist) in mice, which were exposed to different behavioral assays.
Symptoms (positive, negative, and cognitive) of schizophrenia in acute and chronic form, using
the glutamatergic modulators KET and MK-801, respectively, as inducers of psychosis, were
analyzed using behavioral tests of forced swimming (FS), passive avoidance (PA), social

interaction (SI) and open field (OF). Inflammation associated with MK-801 administration was
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measured by quantification of pro- and anti-inflammatory cytokines by ELISA and oxidation
by measurement of reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), nitric oxide (NO)
and malonylaldehyde (MDA) in brain and liver. The extracts TIAEt 50 and TIAq 25 mg/kg and
coumarins at 1 mg/kg can potentiate the HAL-induced cataleptic effect, indicating a
pharmacological interaction with D2-type receptors for dopamine. Also, these treatments can
interact with the glutamatergic system by blocking or decreasing the behaviors elicited by acute
KET and chronic MK-801 administration. Furthermore, it was observed that these treatments
derived from T. lucida have an affect psychotic symptom such as antidepressants (FS) and
nootropics (PA), improving socialization behavior (SI) and decreasing the number of psychotic
behaviors (OF). Furthermore, the isolated coumarins also significantly increase the local
concentration of anti-inflammatory cytokines (IL-10 and IL-4) and decrease the pro-
inflammatory ones (IL-17, IL-6, IL-1p3, TNF-a). However, their antioxidant capacity is also
observed in the GHS/GSSG redox system and the levels of ON and MDA with respect to the
MK-801 damage group. According to the results, it can be concluded that part of the effect of
T. lucida is due to the possible interaction of the coumarins herniarin and dimethylfraxetin with
the dopaminergic and glutamatergic systems in vivo since they potentiate the cataleptic effect
induced with HAL and show a protective effect inhibiting the symptoms generated by KET and
MK-801 in mice. In addition to generating a modulating effect on the response associated with

inflammation and oxidative damage in vitro.
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1 INTRODUCCION

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica de origen genético y ambiental caracterizada
por un conjunto variable de sintomas clasicos de la psicosis, los sintomas positivos, negativos y
cognitivos. Los sintomas positivos y negativos son términos que se suelen utilizar en los
trastornos del espectro de la esquizofrenia. Por un lado, los positivos son aquellos que se
consideran una exacerbacion de las funciones normales y habituales de la persona, por ejemplo,
el exceso en el deseo de la limpieza (sintomas por exceso). Por otro lado, los sintomas negativos
son el conjunto de signos y sintomas que provocan una disminucién de las capacidades
habituales, y las cuales ya existian en el repertorio de la persona, como la interaccion social
(sintomas por defecto). Por lo tanto los sintomas positivos abarcan alucinaciones y delirios los
sintomas negativos incluyen afecto plano, alogia, anhedonia y déficits sociales, y los sintomas
cognitivos, que reflejan deficiencias de atencion, memoria, percepcién y pensamiento (Winship
et al., 2018)(Gejman & Sanders, 2012). Esta enfermedad afecta a mas de 21 millones de
personas en todo el mundo. Es mas frecuente en hombres (12 millones) que en mujeres (9
millones). Asimismo, los hombres desarrollan esquizofrenia generalmente a una edad mas
temprana, suele ser entre los 18 y los 25 afios y en las mujeres, entre los 25 y los 35 afios. (WHO

| world health organization, 2022)

A pesar de los avances en el conocimiento de las bases bioldgicas de la conducta, los
mecanismos neurobioldgicos precisos involucrados en la esquizofrenia permanecen
practicamente desconocidos por lo que existen varias hipétesis sobre la etiologia en el desarrollo

de esta enfermedad compleja y multifactorial (Winship et al., 2018). La hipétesis dopaminérgica
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sostiene que los sintomas de la esquizofrenia se deben a un exceso de dopamina (DA) o a una
elevada sensibilidad a este neurotransmisor (Callado et al., 2009), se postula que la
hiperactividad de las vias dopaminérgicas mesolimbicas y las alteraciones de los receptores de
la familia D1 y D2 y del espacio pre-sindptico son decisivas para la expresion clinica de los
sintomas psicoticos, con aparicion de sintomatologia positiva, negativa, afectiva y cognitiva
(Lahera et al., 2013). La DA ejerce sus funciones a través de receptores post-sinapticos y pre-
sinapticos. La disponibilidad de DA a nivel de los receptores esta regulada por el transportador
de dopamina (DAT), encargado de la recaptacion de este neurotransmisor desde el espacio
extracelular hacia el interior de la neurona pre-sinaptica después de su liberacion. Teniendo en
cuenta el papel de la DAT en estas funciones, su desregulacion se relaciona con el desarrollo de
trastornos neuroldgicos como la esquizofrenia (Mccutcheon et al., 2019). Se postula que en el
sistema glutaminérgico podria haber una disminucion de la sefializacion de esta via a nivel de
los receptores ionotrépicos-NMDA, generando los sintomas positivos, negativos, cognitivos y
afectivos tipicos de la esquizofrenia. Asi, en la esquizofrenia la hipofuncion de NMDA puede

hacer al sistema dopaminérgico mas sensible al estrés psicosocial (Callado et al., 2009).

Otro mecanismo fisiopatoldgico relacionado con la esquizofrenia, y al cual se le atribuye una
participacion importante es la neuroinflamacion. Se propone un estado inflamatorio subyacente
que actuaria como predisponente durante el neurodesarrollo para el establecimiento de la
enfermedad (Moniji et al., 2013), este proceso lleva inevitablemente a un estado pro-oxidante
como mecanismo subyacente de la enfermedad (Riegel et al., 2010). Particularmente, el cerebro
es vulnerable y los mecanismos que protegen frente a este factor de dafio consisten en la

inhibicidn de la formacion de especies reactivas de oxigeno mediante enzimas antioxidantes
I ——
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como glutation reductasa, catalasa y superdxido dismutasa, entre otros (Maldonado et al., 2010).
El control terapéutico de la esquizofrenia, se basa en la administracion de farmacos
antipsicoticos, predominantemente por aquellos que acttan sobre el sistema dopaminérgico, que
son agrupados como farmacos tipicos o de primera generacion (como el haloperidol -HAL-) y
atipicos o de segunda generacion (como la olanzapina -OLZ-) (Bermejo & Rodicio, 2007). Sin
embargo, el manejo actual de los sintomas de la esquizofrenia se basa en la prescripcién de los
antipsicoticos tercera generacion (como la aripiprazole) (Stepnicki et al., 2020). Los tres grupos
de farmacos s son eficaces para sintomas positivos, los de la segunda y tercera generacion para
los negativos y cognitivos, lo que resulta en un beneficio aparente para los pacientes al cursar
con una disminucion de las caracteristicas clinicas de la esquizofrenia, la consecuencia de un
tratamiento prolongado lleva a efectos colaterales adversos importantes (Bernardo & Surgona,
2008) (Stepnicki et al., 2020). Las plantas medicinales han sido importantes instrumentos de la
medicina tradicional en diferentes patologias y hoy representan un valioso objeto de estudio en
la busqueda de mejores opciones terapéuticas. Tagetes lucida Cav es una planta nativa de
Mexico comunmente conocida en la medicina tradicional de éste, como “pericon” (BDMTM,
2009). Pertenece a la familia Compositae/-Asteraceae y su uso medicinal mas frecuente es en
trastornos digestivos. Asimismo, para dolores en general, problemas de inflamacion, insomnio,
ansiedad y depresion (BDMTM, 2009) También, es ampliamente usada para tratar
padecimientos populares como los “nervios”, “susto” o “espanto” para los “LOCOS” ya que
alivia a los dementes (Argueta and Gallardo, 1994). Entre las propiedades farmacoldgicas de
Tagetes lucida Cav se encuentra diferentes estudios sobre su actividad antiinflamatoria

(Monterrosas-brisson et al., 2020) y antioxidante (Pérez-Ortega et al., 2016). Asi mismo, se ha
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demostrado efecto sobre el SNC, como antidepresivo (Bonilla-Jaime et al., 2015), ansiolitico y
sedante (Pérez-Ortega et al., 2016). El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
producido por los extractos (TIHex, TIAEt, TIMet y TLAQ) y dos cumarinas, herniarina y
dimetilfraxetina obtenidos de T. lucida en diferentes modelos de psicosis experimental inducida
mediante via dopaminérgica por la induccién de HAL y via glutamatérgica por la induccion
aguda de ketamina y crénica de MK-801, asi como, el efecto modulador de ambas cumarinas

sobre la respuesta neuro inflamatoria y oxidante en ratones.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Trastornos mentales
Existe una gran variedad de trastornos mentales, cada uno de ellos con manifestaciones distintas,
que se caracterizan por una combinacion de alteraciones del pensamiento, la percepcion, las
emociones, la conducta y las relaciones con los demas. Entre ellos, se incluyen depresion,
trastorno afectivo bipolar, psicosis (principalmente la esquizofrenia), demencia, discapacidades
intelectuales y trastornos del desarrollo, como el autismo (WHO | world health organization,

2022).

En los trastornos mentales el término «psicosis» se emplea para referirse a aquellos desordenes
de la mente caracterizados por cierta pérdida de contacto con la realidad. Cuando una persona
sufre este tipo de trastorno se dice que ha tenido un «episodio psicotico». La psicosis afecta
principalmente a los adultos jovenes y es bastante comun, por lo que cerca de 3 de cada 100
jévenes sufriran un episodio psicotico, lo cual significa que entre este sector de la poblacion la

psicosis es mas comun que la diabetes (WHO | world health organization, 2022).

Esta enfermedad afecta a cada persona de forma diferente y, ademas, durante las etapas iniciales
no siempre es posible poner un nombre o0 una etiqueta a la enfermedad. Sin embargo, cuando
una persona sufre una psicosis, se suele diagnosticar de una enfermedad psicotica especifica. En
el caso de un primer episodio psicotico, resulta especialmente dificil determinar con exactitud
el tipo de psicosis, esencialmente porque en muchos casos se desconocen en gran medida los

factores que la han provocado. Segun el manual de diagnostico de la American Psychiatric
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Association: DSM-V (Diagnostic and statistical manual of mental disorders) la psicosis se

puede clasificar de la siguiente manera (Valle, 2020):

e Psicosis inducida por toxicos: EI consumo de drogas o alcohol, o bien la abstinencia
repentina tras un consumo prolongado, puede provocar la aparicion de sintomas
psicéticos. En algunos casos, los sintomas se resuelven rapidamente al desaparecer los
efectos de la droga, mientras que en otros la enfermedad puede persistir a pesar de
suspender el consumo.

e Psicosis reactiva breve: En ocasiones, los sintomas psicéticos aparecen de forma subita
en respuesta a una situaciéon de mucha tensién, como puede ser un cambio importante en
las circunstancias personales o la muerte de un familiar. Aunque los sintomas pueden
ser muy intensos, la recuperacion se produce en pocos dias.

e Trastorno delirante: El sintoma principal son los delirios, es decir, es la firme creencia
en cosas que no son ciertas.

e Psicosis organica: A veces, los sintomas psicéticos son consecuencia de lesiones o
enfermedades organicas como traumatismos, infecciones o tumores. Habitualmente se
presentan junto con otros sintomas especificos de tipo neurolégico.

e Trastorno bipolar: En estos casos, la psicosis es la punta del iceberg de una alteracion
del estado de animo mas generalizada que se caracteriza por la alternancia de episodios
de euforia y excitacion (mania) y otros de desanimo e inhibicion (depresion). En caso de
presentar sintomas psicoticos, éstos suelen estar relacionados con el estado de &nimo.
Asi, en un episodio depresivo, el enfermo puede escuchar voces que le dicen que se
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suicide mientras que, en un episodio maniaco, puede creerse un ser con cualidades
excepcionales capaz de realizar grandes proezas.

e Trastorno esquizoafectivo: Este diagndstico corresponde a la presencia simultanea o
consecutiva de sintomas de un trastorno del estado de &nimo (tales como la depresion o
la mania) y de psicosis. Es decir, el cuadro clinico no es tipico de un trastorno afectivo
ni de la esquizofrenia.

e Depresion psicotica: Consiste en una depresion aguda combinada con sintomas
psicoticos, sin que en ningun momento de la enfermedad Ileguen a aparecer sintomas
maniacos.

e Trastorno esquizofreniforme: Unicamente se distingue de la esquizofrenia en que los
sintomas persisten menos de seis meses.

e Esquizofrenia (EZQ): la cual se encuentra entre las patologias psiquiatricas mas
severas e incapacitantes y que hace referencia a aquellos trastornos psicéticos en los que
los sintomas persisten durante un periodo no inferior a seis meses, y su duracion y la

intensidad de estos varian segun el caso.

2.2 Esquizofrenia
La EZQ es una enfermedad psiquiatrica de origen genético y ambiental caracterizada por un
conjunto variable de sintomas clasicos de la psicosis (Gejman & Sanders, 2012). Los trastornos
psicoticos, entre ellos la esquizofrenia, provocan anomalias del pensamiento, las emociones, el
lenguaje, la percepcion del yo y la conducta. Las psicosis suelen ir acompafadas de
alucinaciones (oir, ver o percibir algo que no existe) y delirios (ideas persistentes que no se
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ajustan a la realidad de las que el paciente esta firmemente convencido, incluso cuando hay
pruebas de lo contrario). Estos trastornos pueden dificultar que la persona trabaje o estudie con

normalidad (WHO | world health organization, 2022).

La historia de la EZQ se desarrolla paralelamente a la historia de la Psiquiatria. Corresponde a
Emil Kraepelin, Eugen Breuler, Benedict A. Morel y Karl Luwig Kahlbaum, las primeras
descripciones de las manifestaciones clinicas de esta afeccion aceptadas hasta hoy y
enriquecidas por otros, entre los que se encuentran: Adolf Meyer, Harry Stack Sullivan, Gabriel
Langfedt, Kurt Schnider y Karl Jasper, todos de una forma u otra han intentado definir criterios
diagndsticos para la esquizofrenia, existiendo hoy dia aproximadamente una decena de patrones
para estos (Vega Jiménez et al., 2018) (Jablensky, 2010). Las manifestaciones patognomanicas

en la esquizofrenia se congregan en tres grupos de sintomas:

Sintomas Positivos: son comportamientos psicéticos que en ocasiones pueden perder el
contacto con la realidad. La gravedad de estos sintomas depende si la persona esta siguiendo un
tratamiento o no. Y pueden ser de 3 tipos:

e Alucinaciones: es una alteracion en la percepcion producida por la ausencia de un
estimulo (vista, oido, olfato, gusto y tacto). Las alucinaciones auditivas conocidas como
las voces son las mas comunes. Las voces pueden ser internas, es decir, que parecen
venir de dentro de la mente de la persona, 0 pueden ser externas y parecer tan reales

como si otra persona estuviera hablando.
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e Los delirios: son aquellas creencias falsas o ideas muy fijas que no son coherentes con
la realidad, aun cuando haya indicios de que estas percepciones son falsas, aun asi,
contindan.

e Trastorno del pensamiento: son alteraciones en el procesamiento del pensamiento se
suele notar en la forma de expresion y en el lenguaje, que pueden llegar a dificultar la

capacidad de comunicacién de quién las esta padeciendo.

Sintomas negativos: son asociados a la interrupcion de los comportamientos y de las

emociones en condiciones normales. Los sintomas que presentan son:

e Afecto plano: en la cual la persona no mueve el rostro, se muestra inexpresivo, ademas
de un habla con voz desanimada y monétona.

e Falta de satisfaccion en la vida: el paciente no se encuentra comodo con su vida
cotidiana, produciéndole un desagrado que lo manifiesta de manera reiterada.

e Falta de habilidad en sus actividades: el paciente no puede iniciar ni mantener sus
actividades diarias, mostrando un desempefio poco pulcro y desorganizado.

e Falta de comunicacion: la persona no puede interactuar con su entorno, a pesar de verse

forzada a hacerlo.

Sintomas Cognitivos: Se caracterizan por ser mas sutiles, convirtiéndose en datos dificiles de
reconocer, produciendo en ocasiones angustia emocional, por su incapacidad de relacionarse

con la vida. Los sintomas cognitivos incluyen:
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e Problemas en el aprendizaje: el paciente presenta déficit en su concentracion y atencion,
con severos problemas en la memoria, por lo que no cuenta con la habilidad de utilizar
la informacion inmediatamente después de haberla aprendido.

o Déficit del funcionamiento razonable: la persona esquizofrénica no puede comprender
la informacion y utilizarla para la toma de decisiones (Aznar et al., 2009)(Jablensky,

2010) (Tancara & Uber, 2013).

No todos los sintomas descritos estan presentes en cada uno de los pacientes diagnosticados con
esquizofrenia. No son especificos, pues se dan también en otras enfermedades, caracterizadas
por una gran heterogeneidad entre los individuos y variabilidad en cada uno de ellos a lo largo
del tiempo. Existen diversos tipos de esquizofrenia, cada uno con sus particularidades, aunque
en muchos casos pueden confundirse sintomas de una con otra. La clasificacion segun el manual
de diagnostico de la American Psychiatric Association: DSM-IV (Diagnostic and statistical

manual of mental disorders) es (Pichot et al., 2002) (Tancara & Uber, 2013) (Valle, 2020) :

Esquizofrenia paranoide: se presentan delirios, siendo los méas comunes los de persecucién;
ademas de alucinaciones auditivas, ansiedad, ira y violencia. Sin embargo, la persona no sufre
un comportamiento desorganizado, ni cambios afectivos, es decir, que en la mayor parte de los
casos solo se presentan sintomas positivos, mientras que los sintomas negativos y cognoscitivos

no se desarrollan

Esquizofrenia catatonica: se presentan alteraciones psicomotoras, como la presencia de un
trastorno del movimiento, llegando incluso a producirse inmovilidad del sujeto, ademas de
comportamiento negativo y aislamiento social, también se presentan movimientos poco
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normales, tales como muecas, posturas extraifias 0 movimientos estereotipados y en algunas
ocasiones puede que el paciente en el momento de un intercambio verbal copie lo que dice o

hace la otra persona

Esquizofrenia desorganizada: se caracteriza porque presenta lenguaje y comportamiento
desorganizado, con ideas delirantes que giran en torno a temas incoherentes. A diferencia del
tipo paranoide, la persona presenta una afectividad aplanada, en la cual parece sentirse decaido,

pudiendo abarcar diferentes grupos etarios, inclusive infantes

Esquizofrenia hebefrénica: la caracteristica mas significativa de este tipo de esquizofrenia es
que se presenta a una edad temprana (12 y 13 afios), lo cual se confunde muchas veces con algun
tipo de retraso mental; los sintomas encuentran en relacion con una enfermedad psiquiatrica ya
que el individuo sufre de delirios, mantiene una afectividad plana y tiene una grave alteracion
de su conducta

Esquizofrenia indiferenciada: “Cajon de sastre” reservado para aquellas esquizofrenias que

no entran en ninguna de las cuatro categorias mencionadas anteriormente.

Esquizofrenia residual: Ausencia de sintomatologia de las esquizofrenias descritas antes, o su

aparicion es de forma tenue.

2.3 Epidemiologia
La esquizofrenia es una enfermedad de precoz aparicion en la vida, generalmente comienza
durante la adolescencia o la adultez temprana y tiende a presentar un curso cronico fluctuante
acompariado de incapacidad que se dificulta ain mas debido a la no precision de su etiologia

(WHO | world health organization, 2022).
I ——
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Los trastornos mentales constituyen una patologia que se presenta en todas las culturas,
apareciendo a cualquier edad. En términos absolutos, se estima que cada afio, 450 millones de
personas en el mundo van a sufrir algun problema que podria catalogarse como trastorno mental
o0 de conducta; constituyen, por tanto, una serie de procesos patoldgicos que requieren asistencia
sanitaria especializada (Diaz et al., 2018). La esquizofrenia afecta a mas de 21 millones de
personas en todo el mundo , con una incidencia anual de aproximadamente 1 por cada 1.000
habitantes (Alexis et al., 2017), sin embargo, no es tan comin como muchos otros trastornos
mentales. Es més frecuente en hombres (12 millones) que en mujeres (9 millones). Asimismo,
los hombres desarrollan esquizofrenia generalmente a una edad mas temprana (WHO | world

health organization, 2022).

Las tasas de mortalidad de quienes padecen trastornos mentales son altas, en la EZQ); el riesgo
global de muerte es 1.6 y 1.4 veces mayor, en hombres y mujeres respectivamente, comparado
con las de la poblacién general (Torres De Galvis, 2018) y entre 2 y 2,5 veces mas
probabilidades de morir a una edad temprana que el conjunto de la poblacion. Esto se debe por
lo general a complicaciones fisicas, problemas cardiovasculares, metabdlicos e infecciones vy el
suicidio como resultado extremo, pero no poco comun en personas con trastornos mentales no
tratados (WHO | world health organization, 2022). Meéxico se encuentra en un rezago
importante, en la atencion que brinda a la salud mental, puesto que, si bien se estima que
alrededor del 15% de la poblacién del pais padece algun trastorno de este tipo, s6lo 2.5% de los
pacientes se encuentran bajo supervision de algun especialista, 0 al amparo de alguna institucion

de atencion especializada (Castro et al., 2014).
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2.4 Fisiopatologia de la Esquizofrenia
A pesar de los avances en el conocimiento de las bases biologicas de la conducta, los
mecanismos neurobiol6gicos precisos involucrados en la EZQ permanecen préacticamente
desconocidos por lo que existen varias hipdtesis sobre la etiologia en el desarrollo de esta
enfermedad complejay multifactorial (Mccutcheon etal., 2019). A continuacion, se explicaran

las hipotesis que tomaron lugar en el presente estudio.

2.4.1 Hipotesis Dopaminérgica
La dopamina es una amina biégena que se desempefia como neurotransmisor en el SNC. Se
sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina, lo que se lleva a cabo en dos pasos enzimaticos. En
el primero de ellos, la enzima limitante, la tirosina hidroxilasa, convierte la L-tirosina en L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Después, la descarboxilasa de aminoécidos aromaéticos
convierte la L-DOPA en 3,4-dihidroxifeniletilamina (dopamina-DA). Ambos pasos se llevan a
cabo en el citosol de la terminal dopaminérgica (Avila-rojas & Pérez-neri, 2017). La DA, en el
sistema nervioso periférico se relaciona con la modulacion de la funcion cardiaca, el tono
vascular y la motilidad gastrointestinal. En el SNC, participa en la regulacion de la funcién
motora, la emotividad y la afectividad por lo que se encuentra implicada en trastornos
neurologicos y psiquiatricos como la esquizofrenia (Avila-rojas & Pérez-neri, 2017). La
hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia se propuso por primera vez en la década de 1960,
cuando se descubri6 que la clorpromazina, el primer farmaco antipsicotico que fue exitoso en

tratar los sintomas positivos (Yang & Tsai, 2017).
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Esta hipotesis sostiene que los sintomas de la esquizofrenia se deben a alteracion de receptores
de las familias D1y D2, al exceso de DA, la elevada sensibilidad a este neurotransmisor y una
desregularizacién del transportador a dopamina (DAT) (Callado et al., 2009) (Mané, 2013).
Existen 4 vias principales en el desarrollo de la esquizofrenia segun la hipotesis dopaminérgica
(Figura 1):

e Via Mesolimbica (area tegmental ventral - area limbica, Ndcleo accumbens): Esta via
se encuentra asociada con la modulacion de las respuestas de la conducta frente a
estimulos de gratificacion emocional y motivacion, es decir, es el mecanismo cerebral
que media la recompensa. Tedricamente la hiperactividad dopaminérgica de esta via
explicaria la produccién de los sintomas positivos en las psicosis y puede desemperfiar
un papel en las conductas agresivas y hostiles de la esquizofrenia. Quizas, la mayor
incidencia de abuso de sustancias en la Esquizofrenia podria explicarse como un intento
de potenciar la funcién deficitaria de este sistema de recompensa o centro del placer
mesolimbico.

e Via Mesocortical (area tegmental ventral — corteza ventromedial): En esta via se
encuentra la modulacién de las respuestas relacionadas con las emociones, afectividad y
motivacion, por lo que, una hipofuncion dopaminérgica aqui podria explicar parte de los
sintomas negativos y afectivos observados en la esquizofrenia. Por otro lado, cuando
este neurotransmisor se proyecta a la corteza dorsolateral se relacionan con la regulacion
de funciones cognitivas, por lo que algunos de los sintomas negativos y cognitivos de la

esquizofrenia pueden ser debidos a un déficit de actividad dopaminérgica a este nivel.
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e Via Nigroestriada (sustancia negra - ganglios basales o estriado): Esta via estd
implicada en el control de la funcién motora, haciendo parte del sistema extrapiramidal.
Cuando la esquizofrenia no es tratada, se preserva el funcionamiento normal de esta via.
Sin embargo, el principal tratamiento para la esquizofrenia se encuentra basado en
medicamentos antipsicoticos, los cuales bloguean los receptores tipo D2 en esta via,
generando trastornos de movimiento como la enfermedad de Parkinson (con temblor,
rigidez), acatisia y distonia, provocados por la hipofuncion de DA. Cuando la dopamina
estd en exceso en esta via, se producen movimientos hipercinéticos como corea, tics o
discinesias.

e Via tuberoinfundibular (hipotdlamo — region infundibular): Esta via regula la
secrecion de prolactina a la circulacion sanguinea inhibiendo su liberacion, participando
en funciones neuroendocrinas. Asi mismo, como en la via nigroestriada en pacientes que
no reciben tratamiento el funcionamiento de esta via es normal. Sin embrago, el
tratamiento con antipsicéticos eleva los niveles de prolactina, pudiendo surgir efectos
secundarios (galactorrea, amenorrea y disfuncion sexual). (Ruiz et al., 2010) (Lahera et
al., 2013)

Durante su paso por el espacio extracelular, la DA permite la transmision sinaptica a través de
una serie de receptores. Todos ellos pertenecen a la superfamilia de receptores (con mas de 100
miembros) acoplados a una proteina G heterodimérica (Figura 2). En esta familia de receptores,
el reconocimiento del neurotransmisor y la molécula efectora (tipicamente una enzima que
produce un segundo mensajero difusible) son entidades diferentes, acopladas entre si por una

proteina con capacidad para unir nucleétidos de guanina (proteina G) que poseen 7 dominios
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transmembranales, de 20 a 25 residuos hidrofébicos cada uno, y estan acoplados a sistemas de

transduccion intracelulares mediante proteinas G (Avila-Rojas and Pérez-Neri, 2017).

| Sintomas negativos y cognitivos ‘ | Sintomas positivos ‘ l Regulacion de prolactina ‘ | Funcién motora ‘
om0 |

Via tuberoinfundibular Via nigroestriada

Figura 1. Vias dopaminérgicas. VTA, area tegmental ventral; NA, nlcleo accumbens; (Modificado de Guzman,
2020)

Los 7 dominios intramembranales estan conectados de forma alterna por asas citoplasmaticas

(i1, i2, i3) y extracelulares (el, e2, e3) y la region amino terminal corresponde a un dominio

extracelular glicosilado.

Ligando
1
Receptor !

GDP or—£ 3 - K
cp - :
Proteina G Segundos mensajeros
intracelulares

Figura 2. Estructura de proteina G acoplada a receptores dopaminérgicos (Modificado Bahena-Trujillo et al.,
2000)
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Se conocen 5 receptores de DA y se clasifican farmacolégicamente en dos familias, tipo D1y

tipo D2, que a su vez comprenden los subtipos D1 y D5, y los subtipos D2, D3 y D4,
respectivamente (Avila-rojas & Pérez-neri, 2017). La teoria dopaminérgica de la psicosis

postula que la hiperactividad de las vias dopaminérgicas mesolimbicas y las alteraciones de los
receptores de la familia D1 y D2 y del espacio pre-sindptico son decisivas para la expresion
clinica de los sintomas psicoéticos. Por un lado, la hiperfuncion dopaminérgica subcortical en las
proyecciones mesolimbicas resultaria en la hiper-estimulacion de los receptores D2 (D2, D3y
D4) con aparicion de sintomatologia positiva y por otro lado, una hipo-funcion en las
proyecciones dopaminérgicas mesocorticales a la corteza prefrontal, resulta en la hipo-
estimulacion de los receptores D1(D1ly D5) con la consecuente sintomatologia negativa,

afectiva y cognitiva (Lahera et al., 2013).

Los receptores del subtipo D1 (D1 y D5) en su subtipo D1 se componen de 466, mientras que
los D5 de 477 aminoacidos. Los del subtipo D1, son los mas ampliamente expresados en el
SNC, encontrandose preferencialmente en el estriado, corteza cerebral, tubérculo olfatorio y
Nucleo Accumbens, con menos expresion en la amigdala, hipotalamo y tdlamo (Bahena-Trujillo

et al., 2000).

Poseen una region carboxilo terminal que es aproximadamente 7 veces mas larga que la
correspondiente a los receptores de la familia D2 (Bahena-Trujillo et al., 2000). Los receptores
de la familia D1 se caracterizan principalmente por su acople a proteinas Gas, con la
consecuente produccion del segundo mensajero monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) por

estimulacién de una o varias isoformas de la enzima adenilato ciclasa, localizada en la
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membrana celular, la activacion del receptor D1 induce la produccion de otros segundos

mensajeros (Ortega-gutiérrez, 2013).

Los receptores del subtipo D2 se conforman por 443 aminoacidos. Los del subtipo D3 se
encuentran conformados por 400 aminoacidos, y se ha mostrado que tienen varias isoformas,
dentro de las mas importantes se encuentran, la forma larga llamada “D3 long” y la forma corta
llamada “D3 short”, cuya diferencia entre ellos es de solo 21 amino&cidos en la tercera asa
intracelular, y finalmente, los del subtipo D4 que consta de 419 aminoacidos y posee 9 isoformas
(Bahena-Trujillo et al., 2000). Los receptores de la familia D2 se caracterizan principalmente
por su acople a proteinas Gai/o, inhibiendo la actividad de la adenilato ciclasa, disminuyendo
la produccién de AMPc, con ello no se lleva a cabo la activacion de PKA (cinasa de proteina
activada por AMPc), por lo tanto por un lado se disminuye la entrada de Ca*? a la célula y con
ello se evita la fusion vesicular a la membrana, disminuyendo la liberacion del neurotransmisor
al espacio sinaptico y por otro lado reduce la excitabilidad neuronal por incrementos en la
corriente entrante de K*, por lo que estaria modulando asi las corrientes i6nicas (Figura 3)

(Ortega-Gutiérrez, 2013).

Familia de receptores DAérgicos D1-D5 Familia de receptores DAérgicos D2-D3-D4
o 0.0
moléculasde DA~ @ o g moléculas de DA~ Q o o
D2
Gai
GIP [ oy |
G
ATP -
N\ GTP / \ Al l”‘>\;
AMPe on GDP

off AMPe

Figura 3. Mecanismo de accion de receptores dopaminérgicos de la familia D1 y D2 (Tomado de. Marrero,
2017a)
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La DA ejerce sus funciones a traves de receptores post-sinapticos y pre-sinépticos, y su
disponibilidad a nivel de los receptores esta regulada por el transportador de dopamina (DAT),
encargado de la recaptacion de este neurotransmisor desde el espacio extracelular hacia el
interior de la neurona pre-sindptica después de su liberacion. La disfuncion de dicho
transportador esta relacionada con la enfermedad de Parkinson y trastornos psiquiatricos como
esquizofrenia y déficit de atencion con hiperactividad. La actividad de DAT esté regulada por
modificaciones postraduccionales e interaccidn con diferentes proteinas pre-sinépticas y auto-
receptores dopaminérgicos D2 y D3 que facilitan el reclutamiento de DAT en la membrana o

su internalizacion para ser reciclado o degradado (Bahena-Trujillo et al., 2000).

2.4.2 Hipotesis Glutamatérgica
Para poder explicar la complejidad de la esquizofrenia, existen algunos elementos que se basan
en la alteracion del sistema dopaminérgico, pero que también tienen lugar modificaciones en
otros sistemas de neurotransmision, como las que involucra al glutamato (GLU)(Callado et al.,
2009). El glutamato es un neurotransmisor excitatorio capaz de actuar sobre cualquier neurona
cerebral (Ruiz et al., 2010). Este aminoacido es el principal excitatorio del SNC (Neira &
Ortega, 2004). Se encuentra en tres compartimentos celulares diferentes: neuronas presinapticas,
neuronas postsindpticas, y en la glia, lo que ha servido para caracterizar la denominada ““sinapsis
tripartita glutamatérgica”. De forma integrada, esta sinapsis neuronal-glial es compleja e integra
la liberacion, recaptacion e inactivacion del glutamato, sus diferentes receptores y los

transportadores de aminoacidos (Gibert-Rahola, 2014).
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Se sintetiza a partir de la desaminacion de la glutamina, proveniente de las células gliales,
mediante la glutaminasa o por la transaminacion de alfa cetoacidos del ciclo de Krebs, como el
alfa cetoglutarato, que es aminado a partir del aspartato, para convertirse en glutamato. El
esqueleto carbonado del aspartato, una vez desaminado, es convertido en oxalacetato, reaccion
mediada por una transaminasa. El glutamato se almacena en vesiculas que se liberan,
posteriormente, al espacio intercelular para actuar sobre receptores especificos (Gibert-Rahola,
2014). Existen 4 vias glutamatérgicas especificas, con relevancia en la fisiopatogenia de la
Esquizofrenia (Fig.4):
e Via corticotroncoencefélicas: Esencial en la regulacion de liberacion de otros
neurotransmisores. Se proyecta desde las neuronas piramidales de la corteza prefrontal
a centros del troncoencéfalo donde los Nucleos del Rafe (NR) son responsables de la
neurotransmision serotoninérgica, por lo que esta proyeccion se encuentra
estrechamente relacionada con el sistema dopaminérgico y los efectos de la serotonina
en la corteza prefrontal a través de sus receptores 5SHT2A. Se ha sugerido un aumento
del tono serotoninérgico central en los pacientes con esquizofrenia, diversos autores
proponen que la sintomatologia negativa de la esquizofrenia reflejaria en parte, una
hipofuncion dopaminérgica en la corteza prefrontal, debida al efecto inhibidor que
tendria la serotonina en esa zona (Gibert-Rahola, 2014). Por otro lado el Locus
Coeruleus (LC) se encarga de la neurotransmision noradrenérgica; la Sustancia negra
(SN) y Area Tegmental Ventral (ATV) la dopaminérgica (Ruiz et al., 2010). Por lo que
la proyeccion glutamatérgica desde esta via al ATV comunica especificamente con la

via dopaminérgica mesolimbica mediante una interneurona GABAérgica. Cuando se
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activa esta via, se produce la liberacién del &cido y-aminobutirico (GABA) el cual, a su
vez, inhibe la liberacion de DA en la via mesolimbica, por lo que se considera que la via
ascendente glutamatérgica actia como un freno de la via mesolimbica. Cuando hay una
hipoactividad glutamatérgica mediada por los receptores a Glu tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) en la via descendente o el “freno” de la transmision GABAérgica esta alterado,
se produce una hiperactividad DA en el sistema mesolimbico que sera la causa de los
sintomas positivos de la psicosis (Gibert-Rahola, 2014).

e Via cortcortico-accumbens: forma parte del brazo descendente del haz cortico-
estriado-tdlamocortical (CSTC). Habitualmente las proyecciones glutamatérgicas
descendentes finalizan sobre neuronas GABAérgicas en el estriado, que a su vez
proyectan al tdlamo creando un filtro sensorial. La hipofuncién del receptor NMDA en
los haces CSTC provoca la reduccion de la funcién inhibitoria del filtro talamico, lo que
puede dar lugar a un exceso de informacién sensorial en la corteza, apareciendo de esta
manera sintomas positivos de la esquizofrenia. Ademas el efecto de la hiperactividad
dopaminérgica mesolimbica explicado con anterioridad, sobre los haces CSTC reduce
aun mas la efectividad del filtro talamico, haciendo que demasiada informacion escape
a la corteza cerebral de manera difusa, contribuyendo de esta manera a la produccion de
alucinaciones y otros sintomas corticales como los negativos, afectivos y cognitivos
(Gibert-Rahola, 2014).

e Vias corticotalamicas: Es una via glutamatérgica que aporta entradas sensoriales al
tadlamo desde la corteza. Una hipofuncion de los receptores de NMDA a este nivel
provoca una desregulacion de la informacion que llega a la corteza debido a una

I ——
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sobrecarga y malfuncionamiento de las entradas glutamatérgicas corticales directamente
desde el filtro taldmico (Gibert-Rahola, 2014).

e Vias corticocorticales: Las neuronas piramidales se conectan entre si mediante
glutamato. Teniendo en cuenta la hipotesis de la esquizofrenia del receptor
glutamatérgico hipofuncionante, existiria una comunicacion corticocortical disfuncional
cadtica, pudiendo dar lugar a la aparicion de sintomas de esquizofrenia(Gibert-Rahola,

2014)

Glutamato

| Bloqueo de receptores NMDA en las 4 vias -Sintomas positivos negativos y cognitivos |

Corte
e @ BN Talamo | ./—\‘
LRy

Via cértico - tronco cerebral Via cortical -talamo Via cortico- cortical

Figura 4. Vias glutamatérgicas. VTA, area tegmental ventral; SN, sustancia negra; NR, ntcleos rafe; LC, Locus coeruleus;
NA, nucleo accumbens; CPF, corteza prefrontal (Modificado de Guzman, 2020).

Mediante las proyecciones corticotroncoencefalicas se desarrolldé una hipdtesis en la que los
receptores NMDA podrian ser hipoactivos en la esquizofrenia, resultando una hiperactividad
dopaminérgica mesolimbica con aparicion de sintomatologia positiva. Asimismo, se observo
que cuando los receptores NMDA son hipofuncionantes debido a la accion de antagonistas como

los ““anestésicos disociativos” especificamente la fenciclidina (PCP), ademés de los sintomas
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positivos descritos aparecian sintomas negativos, cognitivos y afectivos tipicos de este trastorno

(Ruiz et al., 2010).

El GLU ejerce su accion a través de receptores ionotropicos y metabotropicos (Gibert-Rahola,
2014). Los primeros son proteinas integrales de membrana que, al ser activados por un agonista,
funcionan como canales cationicos no selectivos y median repuestas sinapticas rapidas entre

neuronas. Inicialmente fueron descubiertos en mamiferos, en los cuales se clasificaron en tres

tipos, de acuerdo con sus propiedades farmacologicas (N-metil-D-aspartato) NMDA, acido o.-

amino-3-hidroxi-5 metil-4-isoxazol (AMPA) y é&cido kainico (KA), de los cuales los
mayormente implicados en la hipdtesis glutamatérgica de la esquizofrenia son los tipos NMDA

(Ahmed et al., 2020).

Cada subunidad de los receptores inotrépicos posee 4 dominios: un dominio amino-terminal
extracelular, un dominio extracelular de unién al ligando, un dominio transmembrana y un
dominio carboxi-terminal intracelular. EI dominio transmembrana esta formado por tres hélices
que atraviesan completamente la membrana plasmatica (M1, M3 y M4) y un segmento (M2)
que se introduce parcialmente en la membrana para retornar al espacio intracelular, y que forma
las paredes del poro. EI dominio de union al ligando esta formado por los segmentos
extracelulares S1 y S2. S1 se encuentra entre el dominio amino-terminal y el primer segmento
transmembranal M1, y S2 entre los segmentos M3 y M4. El dominio carboxi-terminal es el mas
variable, en términos de secuencia peptidica y longitud, entre las diferentes subunidades
(Fig.5b). Contiene lugares de fosforilacion y regiones de union a proteinas intracelulares,

implicados en la regulacion del trafico y la funcidn del receptor (Marco et al., 2011).
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En las neuronas corticales principales maduras, los NMDAr median la neurotransmision
excitatoria glutamatérgica y desempefian un papel importante en el aprendizaje y la memoria a

través de la induccion de plasticidad sindptica (Ahmed et al., 2020).

Estos son complejos receptores heterotetraméricos que se componen de uno o dos GIuN1
subunidades indispensables (codificadas por el gen GRIN1) y dos o tres GIuN2 (A-D);

codificadas por GRIN2 (A-D) y/o GIuN3 (A-B); codificado por subunidades GRIN3 (A B).

AMPA Kainato NMDA

||||||||||||||||||||||||||||||||

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| i

Citoplasma
GluAd Gluk1 Glun1
GluA2 Gluk2
GluAd GlukK3 GluMN2A
Glusd GluNZB
Gluk4 GluN2C
GlukKs GluN2D
GluMN3A
Glu3B

Figura 5. Receptores ionotrdpicos del glutamato. a) Subunidades de receptores. b) Dominios receptores (Tomado de Marco
etal., 2011)

Son canales cationicos, cuya activacion requiere la union simultanea del agonista L-glicina o D-
serina (para GIuN1 o GIuN3) y glutamato (para subunidades GIuN2) (Fig. 5a), asi como
despolarizacion de la membrana para eliminar el bloqueo de Mg?* y la unién adicional de los
coagonistas glicina y glutamato permitiendo la entrada dependiente del voltaje de iones Na* y
Ca?* y la salida de iones K*. Esta activacion dual mediante la union de ligandos y la
despolarizacion de la membrana hace que el receptor NMDAr se adapte de forma 6ptima para
funcionar como detector de coincidencias (Adell, 2020) (Nakazawa & Sapkota, 2019).

I ——
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Los receptores NMDA integrados por subunidades NR1 y NR2 tienen alta permeabilidad al
calcio, la presencia de la subunidad GIUN3A confiere una reduccion en la 8 permeabilidad al
Ca?* y una menor sensibilidad al bloqueo del canal por Mg?*. Por ello, esta subunidad
considerada atipica actta dominando de forma negativa la funcion del receptor. Este
comportamiento es crucial durante el desarrollo para establecer una correcta conectividad
sindptica, y permite el establecimiento y consolidacion de circuitos neuronales

adecuados.(Marco et al., 2011)

La activacion de NMDAr da como resultado la apertura del canal i6nico que no es selectivo
para los cationes. Si bien la apertura y el cierre del canal de iones se regula principalmente por
la unién del ligando, el flujo de corriente a través del canal de iones depende del voltaje.
Magnesio extracelular (Mg 2*) y los iones zinc (Zn 2*) pueden unirse a sitios especificos en el
receptor, bloqueando el paso de otros cationes a través del canal i6nico abierto. La
despolarizacion de la célula desaloja y repele los iones Mg 2* y Zn 2* del poro, lo que permite
un flujo dependiente del voltaje de iones sodio (Na *) y calcio (Ca ?*) hacia la célula y el potasio
(K *) fuera de la celda. Se cree que el flujo de Ca ?* a través de los NMDAr en particular es
critico en la plasticidad sinaptica, un mecanismo celular para el aprendizaje y la memoria,
debido a las proteinas que se unen y son activadas por el Ca 2* iones. Sustancias como MK-801,
ketamina, PCP y memantina antagonistas cuyos sitios de unién estan dentro de la region de poro

del canal idnico (Marco et al., 2011) (Fig.6).

Tanto los receptores NMDAr y AMPAr funcionan de forma coordinada y estan ubicados

estrechamente en las células postsindpticas. La activacion de AMPAr producen la
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despolarizacion primaria de la membrana, necesaria para retirar el blogueo por Mg?* de los

NMDAr y permitir asi la entrada de Ca®*.

GIluN1 GluN2
A Espacio extracelar
\ Mg
letam ine

™D

Erpacio irgraceldar

Figura 6. Receptor NMDA subunidades NR1/NR2. Extremo aminoterminal extracelular, (ATD.); Ligando extracelular,
(LBD.); Porcién transmembrana, (TMD); Extremo carboxiterminal intracelular (CTD) (Tomado de internet
https://hmn.wiki/essINMDA_receptor.

Ambos tipos de receptores interaccionan con proteinas adaptadoras a través de las cuales se
anclan en las densidades postsindpticas a otras proteinas como quinasas, fosfatasas,
transportadores y a receptores metabotrépicos de glutamato donde acttan formando grandes

complejos macromoleculares de sefializacion (Giménez, 2012).

La hipdtesis glutamatérgica y la dopaminérgica, no son mutuamente excluyentes y la interaccion
entre ambos sistemas, tiene como consecuencia que la elevacion de los niveles de glutamato y
de su co-agonista glicina pueda ser beneficioso en el tratamiento de la esquizofrenia. Esto es
debido a que la hipofuncion de NMDAr podria ser responsable de una situacion
hiperdopaminérgica. El flujo de DA aumenta tras el tratamiento con agentes antagonistas de

NMDA vy, por otra parte, agentes antipsicoticos atipicos revierten los efectos psicomiméticos
I ——
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producidos por antagonistas del receptor de glutamato. Estas acciones cruzadas sobre sinapsis
complejas, en las que en una misma dendrita coinciden contactos de neuronas dopaminérgicas
y glutamatérgicas, dan como resultado cambios en la morfologia de las neuronas y en la

remodelacion de circuitos (Giménez, 2012) (Gibert-Rahola, 2014).

Ademéas de la hipétesis dopaminérgica y glutamatérgica, se plantea que la perdida de
homeostasis celular en algin punto del desarrollo de la esquizofrenia es provocada por
alteraciones oxidantes e inflamatorias que contribuyen de manera importante en la etiologia de

esta, por lo que son consideradas importantes factores de investigacion.

2.4.3 Inflamacion y estrés oxidante en la esquizofrenia
Otro mecanismo fisiopatoldgico al cual se le atribuye una participacion importante, en la
esquizofrenia es la neuroinflamacion. Se propone un estado pro-inflamatorio subyacente que
actuaria como predisponente durante el neurodesarrollo para el establecimiento de la
enfermedad (Monji et al., 2013), ya que un proceso inflamatorio en la patogenia de la
esquizofrenia, representa un “desafio” inmune prenatal durante el segundo trimestre de la
gestacion, siendo clave para el desarrollo de esquizofrenia. Se sugiere que una infeccion por un
patogeno en si no es el mecanismo fundamental que desencadena este trastorno, sin embargo,
la respuesta inmune alterada de la madre ante una infeccion persistente y cronica por este
patogeno si puede relacionarse con un incremento en el riesgo de padecer la enfermedad al

nacimiento.

La concentracion de mediadores de la inflamacion, en la esquizofrenia, son relativamente bajos

en comparacion con otras enfermedades inflamatorias, se cursa con una activacion de bajo grado
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de esta que esta implicado en un peor pronostico de la esquizofrenia en relacion con los sintomas
psicoticos positivos y negativos, la afectacion cognitiva y la pérdida de volumen cerebral. La
asociacion entre factores inflamatorios y un peor rendimiento cognitivo en primeros episodios
psicéticos subraya la importancia inflamatoria en el peor pronéstico de los trastornos psicéticos
en fases tempranas de la enfermedad, asi como también niveles elevados de citocinas
proinflamatorias en las recaidas psicéticas (Soria, Uribe, Salvat-pujol, et al., 2018).El rol de la
inflamacién mediante la regulacién de citocinas que juegan un papel importante en la aparicion
de sintomas psicéticos positivos en sujetos con esquizofrenia, por un lado los macré6fagos
cronicamente activados producen citocinas, como la interleucina-1 (I1L-1), la interleucina- 2 (1L-
2), los factores de necrosis tumoral (TNF), el interferon (IFN)-a y el IFN-y, mientras que la
microglia aduce que las citocinas proinflamatorias y los radicales libres sean liberados por esta
activada del sistema nervioso central, ocasionando una neurogénesis anormal, degradacion
neural y anomalias de la sustancia blanca, las que desempefian un papel decisivo en la
patogénesis de la esquizofrenia (Manu et al., 2014). Se ha postulado que una convergencia entre
los cambios neuroinflamatorios de diversas citocinas y los receptores de dopaminay glutamato
lleva a procesos cognitivos implicados en la fisiopatologia de la esquizofrenia (Girgis et al.,

2014) (Ramirez-jirano et al., 2019).

Paralelamente, el estrés oxidante es un mecanismo subyacente de la enfermedad (Riegel et al.,
2010) y se ha propuesto que los efectos nocivos de la inflamacion en la esquizofrenia pueden
estar mediados por este mecanismo. Se ha demostrado que niveles anormales de metabolitos de
estrés oxidante en tejido periférico y en tejido nervioso, estan relacionados con un proceso

inflamatorio exacerbado con excitotoxicidad, disfuncion mitocondrial y agregacion proteica
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anormal que inducen neurodegeneracion. La activacion o incremento de la densidad de la
microglia puede conllevar la sintesis de prostaglandinas, citocinas, especies reactivas del
oxigeno y marcadores de peroxidacion lipidica como MDA, causando muerte celular (Soria et

al., 2018).

La alteracion en el equilibrio oxido-reduccion se produce cuando los mecanismos celulares de
defensa antioxidantes son insuficientes para inactivar las especies reactivas de oxigeno (ERO)
y del nitrégeno (ERN) que se generan de forma fisioldgica en el metabolismo oxidativo celular
o de la exposicién ambiental a factores prooxidantes (Rossi- Mafion, 2016) (Maldonado et al.,
2010). El oxigeno (O2) es necesario para la vida de la mayoria de los seres vivos, ya que actia
en la respiracién mitocondrial como aceptor final de 4 electrones, dando lugar a 2 moléculas de
agua y la formacién de ATP. Cuando la reduccion del O2 es parcial, se generan ERO. De este
modo, cuando el O capta un electrdn, se produce el radical anion superéxido (O2), que puede
dar lugar a peroxido de hidrogeno (H20.) y al radical hidroxilo (OH). Otro radical es el 6xido
nitrico (NO), que al reaccionar con el O2" forma ERO y ERN como el anhidrido nitroso (N203)

y el peroxinitrito (ONOQ") (Hernandez-Espinosa et al., 2019).

Aunqgue las ERO poseen funciones beneficiosas en la transduccidn de sefiales o en la proteccién
frente a patdgenos al poseer un importante papel como modulador de la inflamacién, también
pueden provocar un dafio oxidante molecular en lipidos, proteinas y en el ADN cuando
sobrepasan la capacidad de los mecanismos antioxidantes. Asi mismo las ERN donde el NO
actia como un regulador esencial de la presion sanguinea, como protector cardiovascular, como
inhibidor de la agregacion plaquetaria y también en la adhesién leucocitaria sin embargo, resulta

perjudicial a niveles elevados, ya que afecta el funcionamiento celular mediante la oxidacién de
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proteinas, activa al factor nuclear kappa-B (NF-kB) que es un factor de transduccion y mediador
de inflamacion por inducir a la ciclooxigenasa (COX), también esta involucrado en la apoptosis

neuronal (Hernandez-Espinosa et al., 2019)

Los mecanismos antioxidantes consisten en la eliminacion o la inhibicién de la formacion de
las ERO y ERN mediante enzimas antioxidantes intracelulares como el glutation peroxidasa,
glutation reductasa, catalasa y superdxido dismutasa. (Rossi- Mafion, 2016). (Maldonado et al.,
2010). El estrés oxidante ademas de su estrecha relacion con la neuro-inflamacién, provoca
alteraciones en los niveles de neurotransmisores, algunos de los cuales son clave en
esquizofrenia siendo generadas por el estrés oxidativo y la disfuncion de la membrana, lo que
sugiere una conexion entre el estado oxidativo y la fisiopatologia de multiples

neurotransmisores alterados en la esquizofrenia (Ramirez-jirano et al., 2019).

Debido a los maltiples factores involucrados en el desarrollo de la esquizofrenia como se han
mencionado anteriormente, se ha hecho dificil encontrar un tratamiento que abarque de manera
global todos los sintomas que presenta la enfermedad, sin embargo, el principal tratamiento se
encuentra basado en antipsicoticos que estan direccionados principalmente a los sintomas

positivos de esta.

2.5 Farmacos antipsicoticos
El tratamiento farmacoldgico de la esquizofrenia engloba un amplio abanico de medicamentos,
algunos de ellos con una larga experiencia de utilizacion y con importantes efectos secundarios

(Gomez Ayala, 2006). Hasta mediados de la década de los cincuenta no se disponia de farmacos
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activos para el tratamiento de las enfermedades psiquiatricas graves. En 1952, la aparicion de
las fenotiazinas en el tratamiento de las psicosis graves, como la esquizofrenia o el sindrome
maniacodepresivo, revoluciondé el campo de la terapéutica e inaugurd la era de la
psicofarmacologia. Posteriormente, se fueron sintetizando nuevos derivados, como la
prometazina, la piritiazina, la dietazina, la etopropazina y, finalmente, la clorpromazina lo que
hoy conocemos como antipsicoticos o neurolépticos. En la actualidad, son un grupo de farmacos
de uso frecuente en el tratamiento de procesos psiquiatricos (demencia, esquizofrenia o trastorno

bipolar). (Bermejo Ceruelo & Sonsoles Garcia, 2007).

El tratamiento de la esquizofrenia ha evolucionado a lo largo de la segunda mitad del siglo
pasado, principalmente gracias al desarrollo de los farmacos antipsicéticos (Tajima et al., 2009).
Algunos de estos medicamentos tienen un mecanismo de accién comdn (aunque no Unico): el
efecto anti-dopadminérgico. Las diferencias entre ellos se deben a su afinidad por los distintos
receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos, asi como por otros subtipos de receptores
noradrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos. Los antipsicoticos tipicos o de primera
generacion como el haloperidol (HAL), flufenazina y trifluoperazina entre otros, son los méas
antiguos, con accion fundamentalmente anti-dopaminérgico reducen la actividad de la
dopamina, bloqueando el receptor dopaminérgico D2 por lo que resultan ser eficaces en el
control de sintomas psicéticos positivos (delirios y alucinaciones). Sin embargo, son poco
eficaces sobre los negativos (depresion, aislamiento social). La eficacia terapéutica de los
distintos antipsicéticos tipicos es similar, pero la respuesta en cada paciente puede ser diferente
segun el farmaco utilizado. Esta variabilidad individual no se plasma en diferencias relevantes

en los porcentajes globales de respuesta a cada farmaco; sin embargo, si se observan diferencias
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en el perfil de reacciones adversas agudas y crdnicas, como rigidez, catalepsia y sedacion y, en
menor medida, los efectos anticolinérgicos y la hipotension ortostatica (éstas adquieren mayor
relevancia en pacientes geriatricos) (Tabla 1). (Gdmez Ayala, 2006) (Bermejo & Rodicio, 2007)

(Bernardo & Surgona, 2008).

Debido al poco alcance que tenian los farmacos tipicos en amplio rango de sintomas
relacionados con la esquizofrenia. La investigacion se encamino a solventar las carencias de
estas, por lo que se condujo a un segundo hito en la psicofarmacologia de la esquizofrenia: en
1959 aparece un nuevo antipsicotico, la clozapina, estudiado inicialmente como antidepresivo,
aunque su efecto antipsicotico pronto se hizo evidente y se comercializo en 1990. A esta
sustancia le siguieron distintos compuestos cuyas caracteristicas diferenciales respecto a los
antipsicoticos tipicos son: mayor eficacia en el tratamiento de pacientes con esquizofrenia
resistente y en los sintomas negativos de esta enfermedad, a lo que se une su carencia de efectos
extrapiramidales. Estos farmacos (clozapina, olanzapina, risperidona, etc.) son los denominados

antipsicoticos atipicos o de segunda generacion.(Gomez Ayala, 2006).

La eficacia de los antipsicoticos tipicos esta mediada por el bloqueo de los receptores D2 a nivel
limbico, sin embargo, también bloquean estos receptores a nivel estriatal, produciendo la
reduccion de los movimientos, la disminucion de la conducta de exploracion y de la catalepsia
(respuestas conductuales en modelos animales equivalentes al parkinsonismo). Una
caracteristica de los antipsicoticos atipicos es que son mas selectivos a las neuronas
dopaminérgicas de la via mesocortical que involucra al nicleo accumbens y parte del sistema
estriado ventral, que es la region que media la informacion de los sistemas que intervienen en
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la motivacion, la emocion y el movimiento (Garcia-anaya et al., 2001). Los antipsicéticos
atipicos como la olanzapina quetiapina, risperidona, paliperidona, ziprasidona, asenapina y
lumateperona, ademés presentan un antagonismo por los receptores D2 como lo hacen los
tipicos. También presentan agonismo parcial a este receptor, y antagonismo por receptores
serotoninérgicos 5-HT1A. Entre ellos, se ha propuesto que la actividad antagdnica de la
clozapina sobre los receptores 5-HT1A podrian contribuir a su eficacia contra la ansiedad,
depresién y los sintomas cognitivos y negativos de la esquizofrenia. Més alla, se ha propuesto
que el antagonismo 5-HT1A contribuye al aumento de la liberacion de dopamina prefrontal.
Esto podria estar relacionado con su eficacia potencial para los sintomas negativos y la

disfuncion cognitiva de la esquizofrenia (Tajima et al., 2009).

Aunque los antipsicoéticos atipicos por su naturaleza causan menos problemas motores, estos
pueden provocar efectos adversos de tipo metabdlico como obesidad y sindrome metabdlico,
sedantes entre otros (Ortiz & De la Mata, 2001). En afios mas recientes la investigacion se ha
enfocado al disefio de farmacos multidirigidos, como los antipsicoticos de tercera generacion
como aripiprazol, brexpiprazol y cariprazina se distinguen entre los antipsicéticos debido a su
mecanismo de accion, que no estd relacionado con el antagonismo de los receptores de
dopamina D2 sino con el agonismo parcial en este receptor. Estos antipsicoticos a menudo se

describen como "dopamina estabilizadores.
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Tabla 1. Efectos secundarios no-deseables de antipsicéticos de primera, segunda y tercera generacion. (Bernardo
& Surgona, 2008)(Stepnicki et al., 2020)

Medicamento responsable Efecto secundario Sintomas
Antipsicético primera Parkinsonismo Rigidez, temblores acinesia y
generacion bradicinesia
Antipsicético de primera Distonia aguda Contracciones, espasmos
generacion (de potencia musculares involuntarios (torsién
elevada) de cara, cuello, laringe, ojos,
torso)
Antipsicoticos de primera Acatisia agitacion somatica, imposibilidad
generacion de mantener quietas las piernas y

permanecer quieto

Antipsicaticos primera 'y Discinesia tardia Movimientos involuntarios
segunda generacion (con anomalos e hipercinéticos
menor probabilidad (especialmente en la region
orofacial
Sedacién
Antipsicaticos primera 'y Somnolencia diurna

segunda y tercera generacion

Efectos
Antipsicoticos primera cardiovasculares Hipotension ortostatica,
segunda y tercera generacion y taquicardia y prolongacion de
bloqueantes B de accion intervalo QTc
periférica
Antipsicoticos segunda y Efectos metabdlicos
tercera generacion Obesidad y sindrome metabolico

De hecho, pueden actuar como agonistas totales o parciales, o0 como antagonistas hacia el
receptor D2, dependiendo de nivel extracelular de dopamina. También son agonistas parciales
de 5-HT1A receptor, lo que resulta funcionalmente en el bloqueo de este receptor. Otros
receptores afectados por antipsicoticos de tercera generacion incluyen los receptores D3, 5-
HT2A, 5-HT2B y 5-HT7 generando asi menos efectos adversos, sin embargo, no existen

medicamentos que abarquen todos los sintomas de la esquizofrenia de una manera efectiva, por
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lo que los efectos secundarios siguen causando deterioro en la calidad de vida de las personas
con dicha enfermedad. En el cuadro 1 se presentan los efectos secundarios mas comunes de los

antipsicoticos (Stepnicki et al., 2020).

Debido a los efectos secundarios presentados por los medicamentos antipsicoticos prescritos
para la esquizofrenia, la investigacion de nuevos farmacos que abraquen mas sintomas de
manera segura permanece en continuo desarrollo, para esto, una herramienta Util en

farmacologia resulta ser el uso de modelos bioldgicos.

2.6 Modelos bioldgicos
Los modelos farmacolégicos, tratan de simular los sintomas de la enfermedad mediante el uso
de diferentes sustancias, administradas en roedores, bajo diferentes esquemas. Dependiendo de
las sustancias que se utilicen, se puede inducir la mayoria de los sintomas del espectro de la
EZQ, aunque éstos se presentan por un corto periodo de tiempo comparado con lo que realmente
sucede en la EZQ en humanos (Jaguez-cabalceta et al., 2017). Se han podido simular los
sintomas positivos, negativos y cognitivos, a través de la manipulacion de diferentes vias de
neurotransmision. Entre ellas la dopaminérgica y la glutamatérgica, con resultados relevantes
que llevan a la continuacion en el analisis de dichas vias, tanto como modelos para la basqueda
de nuevos y mejores tratamientos, como para un mayor acercamiento a la fisiopatologia de este

trastorno.
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2.6.1 Catalepsia inducida con Haloperidol
El haloperidol es una butirofenona (antipsicético de primera generacion o tipico) sintetizada por
Janssen e introducida en terapéutica desde 1958. Se utiliza principalmente en el control de las
manifestaciones psicoticas de la esquizofrenia. También se utiliza en el sindrome orgéanico
cerebral, fase maniaca del desorden bipolar, psicosis atipica, sindrome de Guilles de la Tourette
y enfermedad de Huntington. Las reacciones adversas mas frecuentemente asociadas con la
terapia antipsicotica son los efectos extrapiramidales, pudiendo aparecer en mas del 60 por 100
de los pacientes e incluyen: distonias, acatisias y efectos parkinsonianos como temblor, rigidez
y en particular la catalepsia. Estos efectos estan relacionados con el bloqueo de los receptores

dopaminérgicos centrales involucrados en funciones motoras (Zamora et al., 1995).

La catalepsia se define como el mantenimiento a largo plazo de un animal en una postura
anormal impuesta externamente (Jain et al., 2015). La catalepsia inducida en roedores mediante
la administracion de farmacos como haloperidol es un modelo experimental ampliamente muy
utilizado para evaluar extrapiramidalismo, mediante el bloqueo de receptores dopaminérgicos
D2 postsinapticos en las neuronas nigroestriatales. Este modelo ha permitido profundizar en los
procesos funcionales de la via dopaminérgica mediante la investigacion de sustancias
potencialmente activas como son el uso de productos derivados de plantas medicinales

(Matthysse, 1986).

Un aspecto importante en la investigacion mediada por este modelo inducido con haloperidol
mediante receptores de dopamina es la distribucién funcional entre los receptores adenosina y

dopamina en cerebro (Jovel- Espinosa & Mejia-Sobrino, 2015). La adenosina es un nucleésido
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enddgeno que funciona como neuromodulador en el SNC (Gdngora Alfaro, 2010). Los
receptores Al y los A2 son la diana principal de los efectos conductuales que se producen en
animales de experimentacion tras la administracién de farmacos agonistas y antagonistas a la
adenosina. La mayoria de los receptores adenosinicos estriales se encuentran localizados en la
neurona GABAérgica, una neurona eferente que constituye mas del noventa por ciento de la
poblacion neural estrial. Existen dos subtipos de este grupo de neuronas, las estriopalidales, que
contiene receptores dopaminérgicos del subtipo D2 y las estrionigro-estrioentopedunculares,
que contienen receptores dopaminérgicos D1. Ambos tipos contienen receptores Al, mientras
que los receptores A2a se encuentran solamente en las neuronas estriopalidales (Fredholm,

1995)(Reyes, 2008) (Figura 7).

Debido a estas localizaciones anatdmicas, los receptores A2a solo co-distribuyen con los
receptores dopaminérgicos del tipo D2, mientras que los receptores A1l co-distribuyen tanto con
receptores D2 como con D1. Estos datos proporcionan el marco anatémico que justifica un gran
namero de resultados experimentales que sugieren que la mayor parte de los efectos motrices
de agonistas y antagonistas dopaminérgicos se producen como consecuencia de la interaccién
funcional entre subtipos de receptores adenosinicos y dopaminérgicos (Fredholm, 1995)(Reyes,

2008).
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Figura 7. Representacién gréafica de la modulacién de heteroreceptores D1-Aly D2-A2, y efecto de HAL
(haloperidol) que bloquea receptores dopaminérgicos (D2) y la CAF (cafeina) que bloquea receptores de
adenosina (A2a).

En particular, los receptores A2a que modulan de forma antagonista los efectos producidos por
la estimulacion de los receptores D2, mientras que los receptores A1 modulan de forma
antagonista al recetor D1(Fredholm, 1995). Es por ello que en este modelo se hace uso de la
cafeina como farmaco control, ya que esta cruza la barrera hematoencefélica y es
estructuralmente similar a la adenosina bloqueando los efectos catalépticos del haloperidol
mediante el antagonismo de los receptores A2a actuando como un inhibidor competitivo

(Gongora Alfaro, 2010) (Figura.7).

2.6.2 Psicosis inducida con Ketamina y MK-801 de los receptores NMDA.
Durante afios los estimulantes del sistema psicomotor como las anfetaminas y la cocaina, asi
como alucindgenos de la familia del &cido lisérgico eran bien conocidos por inducir estados de

psicosis en humanos (sintomas positivos). Por el contrario, se descubrio que la administracion
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de antagonistas del receptor de glutamato del tipo NMDA como fenilciclidina (PCP),
dizocilpina (MK-801) o la ketamina, hacen aparecer de una forma asombrosamente mimética
tanto sintomas positivos como negativos y cognitivos de la esquizofrenia en individuos sanos y
exacerba los sintomas en pacientes con esquizofrenia (Watis et al., 2008)(Adell, 2020). La
ketamina es una arilcicloalquilamina de uso analgésico que fue sintetizada hace 50 afios. Su
modo de accién original por bloqueo no competitivo de los receptores-canales de NMDA le
confiere propiedades muy distintas a las de los otros agentes anestésicos (Mion, 2012). En 1965
los laboratorios comercializaron este farmaco como anestésico para uso humano y para uso
veterinario. Es un liquido transllcido, derivado liposoluble de la fenciclidina (PCP). Sus
caracteristicas psicodislépticas fueron descubiertas después de que un gran ndmero de
destinatarios informé de lo que sentian al salir de la anestesia. Los restantes experimentos
mostraron que una dosis muy menor que la anestésica produce una experiencia psicodélica de
gran intensidad. La ketamina ademaés de interactuar con NMDAr y AMPAr también lo hace con
los receptores nicotinicos, muscarinicos, opioides y monoamineérgicos, induciendo alteraciones
de la percepcion, reduccion del rendimiento cognitivo, estados disociativos, dificultad para
recordar palabras y disminucién de la memoria inmediata, sintomas relacionados con la

esquizofrenia (Royo-Isacha et al., 2004) (Neira & Ortega, 2004).

El MK-801 (Dizocilpina) es una dibenzocicloheptenimina usado como anestésico con un
potente antagonismo no competitivo de mayor afinidad y especificidad por los NMDAr que con
PCP y ketamina (Redolat et al., 1998)(Adell, 2020). EI MK-801 bloquea la induccion de
Potenciacion a Largo-Plazo, retarda la adquisicion de tareas espaciales y empeora la adquisicion

de tareas de evitacion pasiva. Ademas, este antagonista puede deteriorar también el proceso de
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plasticidad sin&ptica que subyace al aprendizaje asociativo, un aspecto de la EZQ ademas de la
psicosis mencionada anteriormente. El tratamiento cronico con MK-801 en roedores es méas
consistente con el tipo de deterioro cognitivo asociados con la EZQ (Redolat et al., 1998). Si
bien la ketamina puede desencadenar una psicosis temporal en ciertas personas, su vida media
corta y su potencia méas baja la convierten en una opcion clinica mucho mas segura. Sin
embargo, el MK-801 se usa con mas frecuencia en modelos animales para simular la psicosis
con fines experimentales debido a sus caracteristicas de accién mas duradera (Kovacic &

Somanathan, 2010).

Funcionamiento normal Inhibicion del NMDAr por
del NMDAr antagonistas
(Glycine or D-serine]  [Glutamate) (Glycine or D-serine)  (Glutamate)

:

Ketamine, PCP
| MKks01

Figura 8. Representacion esquematica de los antagonistas no competitivos (KET y MK-801) que bloquea a
receptores NMDA (Tomado Sureda, 2015)

Los antagonistas (ketamina, PCP y MK-801) de los NMDAr se unen dentro del canal ionico del
receptor en varios de los sitios de union, lo que impide el flujo de iones, incluido el Ca?*, a
través del canal impidiendo el funcionamiento normal del receptor mediante el bloqueo de este

(Figura 8).

Efecto de Tagetes lucida sobre pardmetros asociados a la esquizofrenia experimental en diferentes modelos psicosis 40
en raton



2.7 Pruebas conductuales
2.7.1 Natacion forzada (NF)
Es un modelo ampliamente utilizado para determinar el efecto antidepresivo en roedores, se usa
para la evaluacion de extractos vegetales y de compuestos de sintesis. Una de las ventajas de
este procedimiento es su sensibilidad a una amplia gama de farmacos antidepresivos que la
convierte en una prueba de deteccion adecuada por lo que una de las caracteristicas mas
importantes que conducen a su alta validez predictiva. La NF se basa en la suposicion que
cuando se coloca un animal en un recipiente lleno de agua, primero se esfuerza por escapar, pero
al final exhibe una inmovilidad que puede considerarse como un reflejo de una medida de
desesperacion conductual. Esta prueba es ampliamente utilizada porque implica la exposicion
de los animales al estrés, ya que tiene un papel en la tendencia a la mayor depresion. Ademas,
se ha demostrado que la NF comparte algunos de los factores que se ven influenciados o
alterados por la depresion en humanos, incluidos cambios en el consumo de alimentos,
anomalias del suefio y anhedonia inducida por la abstinencia de drogas. (Yankelevitch-yahav et

al., 2015) (Santillan-urquiza et al., 2019).

2.7.2 Evitacion pasiva (EP)
La EP es uno de los ensayos con animales mas utilizados para estudiar los mecanismos de
aprendizaje y memoria y para identificar compuestos que modifiquen los procesos cognitivos.
El animal se condiciona con un estimulo aversivo y posteriormente se valora si recuerda esa
experiencia. Esta tarea suele ser una prueba de primera linea en las empresas farmacéuticas, que
tiene también un papel destacado en la investigacion neurocientifica centrada en los

neurotransmisores y sefiales moleculares en los procesos de aprendizaje y la memoria. En este
I ——
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procedimiento se ha observado resultados similares en ratones y ratas. La exposicion en una
sola etapa permite una sincronizacion precisa de las inyecciones de drogas, ya sea antes o
después del entrenamiento, o antes de la prueba de retencion. Por lo tanto, es posible diseccionar
las posibles contribuciones y efectos de las intervenciones farmacolégicas en la codificacion, la
consolidacién y la retencidn (recuperacion y expresion de la memoria) (McAllister-Williams et

al., 2010).

2.7.3 Interaccion social (1S)
Las interacciones sociales son un componente fundamental y adaptativo de la biologia de
numerosas especies. El reconocimiento social es primordial para la estructura y la estabilidad
de las redes y relaciones que definen las comunidades. Para los animales, como los ratones, el
reconocer de sus congéeneres puede ser importante para mantener la jerarquia social y la eleccion
de pareja. Una variedad de trastornos neuropsiquiatricos se caracteriza por alteraciones en el
comportamiento y relaciones en comunidad, que incluyen depresion, autismo trastornos del
espectro, trastornos bipolares, trastornos obsesivo-compulsivos y esquizofrenia. La prueba del
paradigma de tres camaras conocida como protocolo de interaccion social se ha empleado con
éxito para estudiar la afiliacion y la memoria sociales en varias lineas de ratones. Se basa
principalmente en 2 conceptos la "preferencia por la novedad social” que se define como la
propension a pasar el tiempo con un ratdn desconocido antes que con un raton familiar y la
"sociabilidad" en este caso se define como la propension a pasar tiempo con otro raton, en
comparacion con el tiempo que se pasa solo en un lugar idéntico pero vacio (Kaidanovich-beilin

et al., 2011) (Santillan-urquiza et al., 2019).
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2.7.4 Campo abierto (CA)

La prueba de CA es comun para medir exploracion a traves del comportamiento y actividad
general de roedores. Fue introducido por el psicologo Calvin S. Hall originalmente en ratas, y
con el tiempo se utiliz6 ampliamente en ratones. Inicialmente se recurria a este ensayo para
medir ansiedad ya que se puede observar las reacciones de los roedores en un ambiente que no
tiene salida, més adelante fue usada para estudiar la actividad motora ya que permite analizar el
efecto excitador o depresor del sistema locomotor. En la actualidad, ademas, se utiliza
comUnmente para valorar los efectos sedantes, toxicos o estimulantes de diferentes tratamientos
experimentales. Como tal, la prueba tiene una serie de usos y se incluye en casi todos los analisis
exhaustivos del comportamiento de los roedores. Consiste en la exploracién, por el roedor, de
una zona amplia abierta, paredes transparentes y el piso color negro con lineas blancas que lo
dividen sus 9 cuadrantes y se analizan los diferentes parametros de comportamiento (Gould et

al., 2009)(Santillan-urquiza et al., 2019)

Los modelos bioldgicos y las pruebas conductuales han permitido evaluar nuevas alternativas a
nivel terapéutico como lo son el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas
enfermedades como la esquizofrenia. Existen una gran variedad de plantas que han sido
utilizadas para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas entre las que se encuentran

especies de la familia asterdcea como Tagetes lucida.
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2.8 Plantas medicinales
En la literatura de los dltimos 20 afios hay considerable informacion acerca de extractos, fracciones
y metabolitos secundarios que incluyen: &cidos grasos, esteroles, alcaloides, flavonoides,
saponinas, taninos y terpenos derivados de plantas con importante actividad sobre sistema nervioso
central. Y quiz es la terapia basada en plantas una de las partes centrales de la medicina alternativa
y complementaria. Los Fito-medicamentos (formulados con extractos vegetales que contienen

mezclas de compuestos), pueden ser Utiles en el tratamiento de la EZQ (Pérez-Ortega et al., 2016).

2.8.1 Familia Asteraceae
La familia Asteraceae 6 Compositae ocupa un lugar preponderante en la flora de México, tanto
a nivel de géneros como de especies y contribuye substancialmente a la enorme riqueza floristica
del pais. Actualmente, se registran para el territorio de la Republica 3,005 especies nativas de
dicha familia, distribuidas en 392 géneros (De JesUs Balleza and Villasefior, 2002). Son muy
abundantes en zonas aridas y montafiosas, y escasas en selvas tropicales bajas. La investigacion
sistematica, quimio-taxonémica y farmacolégica ha renovado la importancia de esta familia,
que, al ser tan rica en metabolitos secundarios, resulta de gran relevancia como fuente de
principios activos con posible aplicacion terapéeutica (Moscatelli, 2015), una de ellas es Tagetes
lucida, la cual ha reportado una variabilidad de efectos farmacologicos, ademas, de

etnobotanicos especificamente sobre SNC.

2.8.2 Descripcion botanica Tagetes lucida Cav.

Tagetes lucida Cav se encuentra descrita taxonomicamente de la siguiente manera segun el
Herbario nacional de México (MEXU), Plantas vasculares UNAM (De JeslUs Balleza &
I ——
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Villasefior, 2002) (Tabla 2). Es una planta nativa de México y es comunmente conocida en la
medicina tradicional mexicana como: Pericon Anisillo, atagote, cedrdn, flor de xuchitl,
hierbanis, hierba anis, hierba de nubes, hierba de San Juan, hierba santa, periquillo, rincén,

Santa Maria, Santa Maria de jardin, tatalencho, yerbanis (BDMTM, 2009).

Tagetes lucida Cav es una hierba erecta de 30cm a 1m de altura, muy ramificada y que huele a
anis. Las hojas son de un mismo ancho tanto en la parte axial, como en la distal, con los bordes
dentados y de color verde oscuro, de olor y sabor a anis. Tiene las flores dispuestas en
cabezuelas agrupadas en racimos, estan en las partes terminales de la planta y son de color
amarillo. Sus frutos son negros y pequefios (Fig. 9).

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de la especie Tagetes lucida Cav

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Compositae

Género Tagetes

Especie Tagetes lucida

Es originaria de México, Guatemala y Honduras. Habita en climas célido, semicélido, seco,
semiseco y templado, entre los 8 a los 850msnm y de los 1000 hasta los 4000msnm (BDMTM,

2009)
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Figura 9. Tagetes lucida Cav- Foto tomada de c2.staticflickr.com

2.8.3 Etnoboténica de Tagetes lucida Cav.
El uso medicinal mas frecuente de esta planta es en trastornos digestivos. Asimismo, para
dolores en general, problemas de reumatismo, inflamacion, insomnio, ansiedad y depresién
(BDMTM, 2009). También es ampliamente usada para tratar padecimientos como 10s “nervios”
y para el “susto” 0 “espanto” enfermedad originada por una fuerte y repentina impresion
derivada del encuentro con animales peligrosos, objetos inanimados y entidades sobrenaturales
producto de cualquier episodio traumatico que amenace la integridad fisica y/o emocional del
individuo (Argueta and Gallardo, 1994). Caber resaltar que Francisco Hernandez, en el siglo
XVI menciona que esta planta “quita el dolor de la cabeza, a los espantados y alivia a los

dementes (Argueta and Gallardo, 1994).

2.8.4 Quimicay farmacologia Tagetes lucida Cav
Ha sido evaluada mediante diversos estudios farmacoldgicos, en la que ha sido reportada por

su efecto insecticida, antibacteriano y citotdxico (Pérez-Ortega et al., 2016). Asimismo, se ha
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demostrado efecto sobre el SNC por sus propiedades antidepresivas en la prueba de natacion
forzada en ratas (Bonilla-Jaime et al., 2015), efecto ansiolitico y sedante en modelos
experimentales en ratones tales como: campo abierto, cilindro de exploracion, placa de agujero,
laberinto plus y la potenciacion de la hipnosis inducida por barbitaricos (Pérez-Ortega et al.,
2016). Entre las diferentes propiedades farmacol6gicas de Tagetes lucida Cav también se
encuentra diferentes estudios sobre su actividad antiinflamatoria y antioxidantes atribuida a
algunos de sus compuestos y aceites esenciales (Xu et al., 2012). La planta contiene un aceite
esencial en el que sélo se ha identificado un componente que estd presente en altas
concentraciones, el estragol; ademas contiene cumarinas como hernierina, dimetilfraxetina,
escoporona y flavonoides, particularmente glicosidos de quercetina, tagetona, tagetina y

camferol, taninos, pectina y gomas (BDMTM, 2009).

En estudios recientes se evaluo su actividad antiinflamatoria de extracto de hexano y acetona de
la especie en un modelo de edema auricular inducido con TPA encontrando una inhibicién del
edema del 92.7 y 75.9 porciento, correspondiente. Asi mismo se aislaron 5 cumarinas del
extracto hexanico las cuales fueron identificadas, caracterizadas y evaluadas:  7-
isopreniloxicumarinal, herniarina?, 6-metoxi-7-isopreniloxicumarina®,6,7,8-trimetoxicumarina®
y escoparona °. Los Compuestos 1 y 3 no se habian identificado previamente en T. lucida.
Compuesto 1 mostro la mayor actividad con un 81,1% de inhibicién del edema, mientras que 2
la redujeron en 54.4%, los otros compuestos mostraron menos del 50% de la actividad

inhibitoria (Monterrosas Brisson et al., 2020).
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3 JUSTIFICACION

La prevalencia de los trastornos mentales continlia en aumento, causando efectos considerables
en la salud de las personas, asi como graves consecuencias a nivel socioeconémico y en el
ambito de los derechos humanos, en todos los paises. Las enfermedades mentales como la
esquizofrenia no son sélo un problema creciente de salud publica, sino también social y
econodmico que afecta a individuos y familias en todo el mundo. Hasta el momento, no existe un
medicamento completamente eficaz contra la EQZ, mientras que los farmacos disponibles que
contrarrestan algunos sintomas positivos, negativos y cognitivos como los antipsicéticos tipicos
y atipicos entre otros, se acompafan de diversos efectos colaterales, ademas, no evitan la
progresion de la enfermedad. Por lo que se requiere buscar nuevas alternativas terapéuticas que
garanticen seguridad y efectividad, lo que ha llevado a que la investigacion se centre en el uso

de plantas medicinales para la obtencién de nuevos tratamientos Utiles.

Tagetes lucida Cav es una planta nativa de México comdnmente conocida en la medicina
tradicional mexicana como pericdn y ampliamente usada para tratar padecimientos como los
“nervios” y “susto” o “espanto”. Se han demostrado sus actividades farmacoldgicas como:
antidepresivo, sedante, neuroprotector y antiinflamatorio. Por los antecedentes anteriormente
mencionados se propone a Tagetes lucida Cav como especie vegetal capaz de actuar como
modulador de parametros asociados con la esquizofrenia mediante la evaluacién de los sintomas
negativos, positivos y cognitivos asociados a las vias dopaminérgica y glutamatérgica, asi como

también regulador de la neuroinflamacion y estrés oxidante.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Seré capaz la administracion de extractos y compuestos de Tagetes lucida Cav de modificar la

conducta de psicosis, la inflamacidon y el estrés oxidante, en ratones con psicosis experimental?

5 HIPOTESIS

Debido al uso ethomédico de Tagetes lucida Cav, los extractos y compuestos aislados de la
especie disminuiran los sintomas positivos, negativos y cognitivos de la psicosis experimental
inducida por farmacos que actlan sobre las vias glutamatérgica y dopaminérgica, ademas de

actuar como modulador de la respuesta inflamatoria y oxidante en cerebro de ratones.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar la actividad farmacoldgica de Tagetes lucida en ratones con esquizofrenia experimental
en diferentes modelos.

6.2 Obijetivos especificos

1. Evaluar el efecto de los extractos de Tagetes lucida sobre la potenciacion cataléptica por
el haloperidol y la disminucién de la actividad de sintomas positivos, negativos y
cognitivos de psicosis inducidos con Ketamina.

2. Evaluar el efecto toxico de la administracién aguda de los extractos con mayor actividad
de Tagetes lucida mediante la prueba de Irwin.

3. Elucidar la estructura quimica de compuestos aislados de los extractos de Tagetes lucida
Cav con mayor actividad antipsicotica.

4. Evaluar el efecto de herniarina y dimetilfraxetina aislados de Tagetes lucida sobre la
potenciacion cataléptica por el haloperidol y la disminucion de la actividad de sintomas
positivos, negativos y cognitivos de psicosis inducidos con Ketamina.

5. Evaluar el efecto de herniarina y dimetilfraxetina aislados de Tagetes lucida sobre la
disminucion de los sintomas negativos, positivos y cognitivos presentes en la psicosis
cronica inducida con MK-801.

6. Evaluar el efecto de herniarina y dimetilfraxetina de Tagetes lucida Cav sobre la neuro-
inflamacion inducida con MK-801 a través de la cuantificacion de la concentracion
cerebral de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-1B, IL-6, IL-17 y TNF-a) y anti-

inflamatorias (IL-10 e 1L-4).
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7. Evaluar el efecto de herniarina y dimetilfraxetina de Tagetes lucida Cav sobre el estrés
oxidante inducido con MK-801 a través de la actividad moduladora de marcadores

biologicos de GHS, GSSG, ON y MDA.
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Material vegetal y obtencion de extractos.
Las partes aéreas de T. lucida fueron adquiridas de forma comercial en el municipio de
Xochitepec, Morelos, en el mes de septiembre de 2018. EIl material vegetal se trasladé al Centro
de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS) en el mismo municipio. Un ejemplar de
herbario fue enviado al jardin etnobotanico del INAH, con las maestras Margarita Avilés y
Macrina Fuentes, quienes realizaron la identificacién taxondmica de la planta como Tagetes

lucida L de la familia Asteracea/Compositae y le asignaron el nimero de registro: INAH-2086.

La planta se secO a temperatura ambiente en camas de secado durante dos semanas.
Posteriormente se pulverizo en un molino eléctrico marca Pulve plastic, EUA, hasta obtener un
tamafio de particula de 4mm. EI material molido (4 kg) se coloc6 en un matraz de vidrio, para
su primera extraccion con n-hexano (5L) por 24 h y este procedimiento se realiz6 por triplicado,
se filtrd y elimind el solvente a presién reducida en un rotavapor (Buchi rotavapor R-114,
Alemania) a una temperatura de 40°C, con presion controlada y a 81 rpm, con lo que cual se
obtuvo el extracto hexanico, que fue etiquetado como (TIHex) y se almacené a 4 °C para su

posterior uso en pruebas bioldgicas.

El material vegetal residual, una vez seco, se colocé en un matraz con acetato de etilo (5 L) por
24 h'y se realizo el proceso por triplicado, para su posterior eliminacion del solvente mediante
rota evaporacion. Se etiqueté como TIAEt y se almacené a 4 °C, para su posterior uso en las
pruebas biologicas. El resto fue usado como materia prima en la obtencion de extractos mas

polares, como el metandlico (TIMet) y el acuoso (TIAQ), realizando el mismo proceso por
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triplicado, al final se almacenaron bajo las mismas condiciones. Todos los extractos fueron
evaluados en las pruebas bioldgicas agudas (catalepsia por HAL y psicosis inducida con KET),
lo que permitié realizar una seleccién de los productos con mayor actividad farmacoldgica, para
realizar la separacion cromatografica y elucidacién de compuestos que se analizaron en el
ensayo de psicosis aguda con KET. En el diagrama de la Figura 10, se muestra la metodologia

general que se llevo a cabo en este proyecto.

Colecta Tagetes lucida Cav —*l Identificacion taxonomica |
Tagetes lucida L de la familia Asteracea/Compositae

D —— numero de registro: INAH-2086

| Extracto Hexanico- TIHex | | Extracto A. etilo- TIAEt | | Extracto Metanélico-TIMet ‘ | Extracto Acuoso -TIAq |

Objetivo 1 §

Elucidacion estructural Modelos biologicos psicosis agudos """"""" d PB. CA NF, EPy IS

2
(ol AL AT Sxicidadiasuda %
8

Objetivo 3

Figura 10. Diagrama experimental. PB, prueba en barra; CA, campo abierto; NF, natacion forzada; EP, evitacion
pasiva; IS, interaccion social.

7.2 Animales y tratamientos
Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR (n = 10, 28-30 g), y fueron manipulados de acuerdo
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Los animales fueron agrupados

aleatoriamente en Grupo basal: animales sanos sin dafio; Grupos control negativo: animales
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administrados de acuerdo a las pruebas a evaluar ( HAL, antipsicético tipico, 0.5 mg/kg, -ip-),
(Ketamina, KET, 50 mg/kg, antagonista de receptores NMDA, usado como inductor de psicosis
a través de la via glutamatérgica, -ip-), (MK-801 0.05 mg/kg, antagonista de receptores NMDA,

-ip-) Grupos control positivo: (Olanzapina, OLZ, antipsicotico atipico, 1 mg/kg, via oral -vo-

), (Cafeina, antagonista de receptores A2 para adenosina, bloquea los efectos del HAL, 15

mg/kg, -vo-); (NMDA 5 mg/kg, -vo-) Grupos Experimentales: Extractos provenientes de T

lucida hexanico (TIHex), acetato de etilo (TIAEt), metandlico (TIMet) y acuso (TIAg) a25y 50

mg/kg y compuestos provenientes de extractos dimetilfraxetinay herniarina a1y 5 mg/kg.

7.3 Ensayos farmacolégicos agudos
7.3.1 Catalepsia inducida con haloperidol
Para el ensayo de catalepsia se realiz6 el siguiente diagrama experimental (Figura 11) y los

animales fueron administrados con diferentes tratamientos como se muestra en la Tabla 3.

0 min 0 min 10 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min
| -60 min | -60 min | | ‘ ‘ | | ‘
Ayuno Administracion Administracion 1ra 2da 3ra Ata Sta 6ta

tratamientos HAL i.p .
V.o Prueba — Medicidn catalepsia

Figura 11. Diagrama modelo de catalepsia inducida con Haloperidol. v.o, via oral; i.p, via intraperitoneal; HAL,
Haloperidol.
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Tabla 3. Tratamientos y dosis administradas en el modelo de catalepsia inducida con HAL.

Grupo Tratamiento via oral Dosis
Control negativo (Veh) Tween 20 1%
Control Positivo Cafeina 15 mg/kg
TIHex 25y 50 mg/kg
. TIAEt 25y 50 mg/kg
Experimentales TIMet 25y 50 mg/kg
TIAq 12.5, 25 y 50 mg/kg

El vehiculo usado en este caso fue Tween 20 al 1% para todas las administraciones. Todos los grupos se les
administro haloperidol 0.5 mg/kg

Para la medicion del tiempo de catalepsia, en la PB los animales se colocaron en una varilla de
vidrio de 0.8 mm de diametro sostenida por 2 soportes de madera a una altura de 4 cmy separada
por un soporte horizontal de 2.5 cm de altura situado a 2 cm de la proporcion media de la varilla
de vidrio (Figura 3) durante 1 miny se observé el efecto cataléptico a diferentes tiempos después
de administrar el HAL como se indica en la Figura 2. Se tomd como criterio de respuesta positiva
de catalepsia el tiempo en el que el ratdn permanece en una posicion inmovil durante 20 s o

mas, tiempos de acinesia menores a 20 s no son considerados como catalepsia.

B -

Figura 12. Fotografia de un ratén con catalepsia- inducida con HAL, en prueba en barra

7.3.2 Modelo de psicosis inducida con ketamina

La psicosis aguda, fue inducida con ketamina y las pruebas conductuales (NF, EP, IS y CA)

utilizadas permitieron observar los sintomas positivos, negativos y cognitivos de la
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esquizofrenia. Los animales fueron administrados con los diferentes tratamientos como se

muestra en la Tabla 4, usando una n de 5 ratones por cada prueba.

Tabla 4. Tratamientos usados en el ensayo de psicosis aguda- inducida con KET.

Grupo Tratamiento via oral Dosis (mg/kQg)
Control negativo (Veh) Tween 20 0.1 mL/10 g peso
Control Positivo NMDA 5
TIHex
Experimentales TIAEt 50
TIMet

TIAq 25
El vehiculo usado en este caso fue Tween 20 al 1% para todas las administraciones. Todos los grupos se les
administro ketamina 50 mg/kg

Natacion forzada NF, este modelo es ampliamente utilizado para evaluar el efecto antidepresivo,

basado en la desesperanza “conductual” de los animales. Para llevar a cabo este ensayo se realizd
el siguiente diagrama experimental.

48 h 24 h
15 min . 5 min
| 15 min | | 60 min | | -60 min |
Entrenamiento Admir_]istracién Administracion  Administracién Administracion Prueha
tratamientos v.o tratamientos v.o KET i.p tratamientos v.o

Figura 13. Diagrama modelo de psicosis inducida con ketamina en ensayo de Natacion Forzada. v.o, via oral; i.p,
via intraperitoneal; KET, ketamina

NF consistid en un entrenamiento previo, 48 h antes de la prueba final, en la que los animales
se colocan durante 15 min a nadar individualmente en (2 L de capacidad) los cuales se llenan

con agua a 25° + 2° C y con una profundidad de (1.6 L aprox.) (Figura 14).
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Figura 14. Foto. Prueba de Natacion Forzada.

Transcurrido el tiempo, se secan con una toalla y son devueltos a sus cajas, posteriormente a los
15 min se le administra a cada grupo de animales el tratamiento. A las 24 horas, se administra
nuevamente el tratamiento y 60 min después la ketamina, seguidas otras 24 horas se administra
por ultima vez y 60 min después se realiza la prueba sometiendo a los animales NF durante 5
min y se registra el tiempo total de inmovilidad de cada raton como se muestra en la Figura 13.

En la figura 15, se muestra el disefio experimental que se llevo a cabo en la prueba de Evitacion

pasiva EP.
-48 h -24h
1 min 0 min 0 min 8 min max
| | | |  60min | 60 min | | -60min | |
| ‘ Registro Li ‘ ‘ ‘ Registro Lr
Administracién Entrenamiento Administracion  Administracién | Administracién Prueba
tratamientos v.o tratamientos v.o KET ip tratamientos v.o

Figura 15. Diagrama modelo de psicosis inducida con ketamina en prueba de Evitacién Pasiva. v.o, via oral; i.p,
via intraperitoneal Li, latencia inicial; Lr, latencia de retencién; KET, ketamina;

En una camara con dos compartimientos uno claro y otro oscuro, el animal se condiciona con
un estimulo aversivo (descarga de 0.6 mA durante 2 seg en la camara oscura) (Figura 16) y

posteriormente se valora si recuerda esa experiencia. Se registran dos parametros que permiten
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determinar la mejora o pérdida de la memoria. Latencia inicial (Li) este se registra en la etapa
de entrenamiento, y corresponde al tiempo en el que el animal tarda de pasar de un espacio
iluminado a un espacio oscuro y en el cual se presenta el estimulo de dafio. El segundo pardmetro
es latencia de retencion (LR) y este se registra durante la prueba 24 h después del entrenamiento,
y corresponde nuevamente al tiempo en el que el roedor tarda de pasar de un espacio iluminado

al espacio oscuro pero esta vez sin el estimulo aversivo y con un tiempo maximo de 8min.

?A.
= 5

= un (A
IR Ri)

Entrenamiento Prueba
Li Lr

Figura 16. Camara usada en Evitacion Pasiva. Li, latencia inicial; Lr, latencia de retencidn.

La prueba de interaccién social 1S, como se sefiala en el diagrama experimental de la Figura 17.
Este ensayo conductual se centra en el grado de familiaridad entre dos individuos. EIl aparato
utilizado consiste en una jaula con una ventana de malla de alambre, junto a la cual se coloca
otra circular que, a su vez, esta dividida en dos camaras, cada una de ellas con una ventana con

malla (Figura 18).

72h _A8 h 24 h
. . 5min
5 min 5 min 5 min
| | | | 60min__ | 60min__| | 60 min )l
Habituacién Habituacign Administracién Habituacién  Administracion  Administracion Administracion Deshabituacion
tratamientos v.o tratamientos v.0 KET i.p tratamientos v.o Prueba

Figura 17. Diagrama modelo de psicosis inducida con ketamina en prueba de Interaccién Social. v.o, via oral; i.p,
via intraperitoneal; KET, ketamina
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La prueba comienza con la habituacion, situando al raton en la jaula principal durante 10
minutos para que se familiarice con el entorno y dejando vacia la cdmara circular.
Posteriormente, en uno de los compartimentos de la cAmara circular se coloca un ratén que
llamaremos “familiar®, ya que estuvo en contacto previamente durante cinco minutos con el
raton experimental (se puede utilizar un raton de su misma jaula) durante 3 dias en la fase de
habituacién y en el otro compartimento se coloca un ratén nuevo (que nunca ha sido expuesto
al raton experimental) el 4to y ultimo dia del modelo, en la fase de deshabituacion. La caja
circular se gira para enfrentar, por medio de las ventanas de acoplamiento, al raton de la caja
principal con cada uno de los dos compartimentos en sesiones de cinco minutos. La experiencia
se realiza cuatro veces. En las tres primeras el animal se enfrenta a un ratdn familiar y durante
el transcurso de estas sesiones el raton se acostumbra a esa exposicion y varia su investigacion

social (habituacion).

Figura 18. Camara usada en la prueba de Interaccion Social. Tomado de
https://ncbc.medicine.uiowa.edu/equipment-fees/equipment/behavior/social-behavior

En la cuarta exposicidn se gira la cAmara y se muestra el raton nuevo (deshabituacidn). En todas
las sesiones se mide el tiempo de exploracidon, definido como el tiempo que el animal emplea
en acercarse u olisquear la ventana de acoplamiento. Los ratones con una funcién cognitiva no

deteriorada pasaran mas tiempo olisqueando al ratén nuevo que al familiar; los que tengan un
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déficit cognitivo no distinguirdn entre el raton familiar y el nuevo (su tiempo de exploracion

sera similar).

Campo abierto CA. Los sintomas positivos como parametro fundamental de la esquizofrenia
fueron observados bajo el ensayo de CA. En esta prueba, los ratones son colocados en un
ambiente novedoso sin posibilidad de escapar. Se llevé a cabo el experimento usando el modelo

del diagrama en la Figura 19.

-48 h 24 h
30 min
| | 60 min | | -60 min |
Administracion Administracion  Administracion Administracién  Prueba
tratamientos v.o tratamientos v.o KET i.p tratamientos v.o

Figura 19. Diagrama modelo de psicosis inducida con ketamina en ensayo de Campo Abierto. v.o, via oral; i.p,
via intraperitoneal; KET, ketamina.

Para la prueba de campo abierto el primer dia del disefio experimental los animales fueron
administrados con los diferentes tratamientos, para el segundo dia nuevamente fueron
administrados con los tratamientos y 60 min después se realizo la administracion de la ketamina.
24 horas después fueron administrados por Gltima vez con los tratamientos y 60 min después se
realizé la prueba en la cual se utilizé un equipo con medidas de 30x30x15 cm fabricado de acrilico
con paredes transparentes y piso negro dividido en 9 cuadros de igual area (Figura 20). En este
ensayo cada raton se coloco en el centro del aparato de CA para determinar su patron conductual
por 30 min y se registraron parametros de locomocion: Cruces totales (CT) y Estiramientos

Verticales (EV), Conductas Estereotipadas: (CE, estas son movimientos repetitivos, involuntarios
I ——
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con ningun propdsito obvio como la cabeza girando), Acicalamientos (Ac) y Tiempo invertido en

acicalarse (TAc).

Figura 20. Foto. Equipo de Campo Abierto

7.4 Modelo de toxicidad aguda por clases y- neurotoxico mediante prueba de
Irwin.

La prueba de observacion de Irwin se usa comunmente para evaluar los efectos de una nueva
sustancia en el comportamiento y la funcidn fisioldgica. Los resultados de esta prueba se utilizan
para determinar la toxicidad potencial y seleccionar dosis para una actividad terapéutica especifica,
también se puede utilizar en un enfoque de seguridad para detectar los efectos adversos de un
nuevo compuesto en el comportamiento general y para evaluar su neurotoxicidad aguda (Roux,
Sablé and Porsolt, 2004). Los parametros registrados durante la prueba fueron: Contorsiones
abdominales, pedida de tono muscular, ptosis palpebral, alteracién motriz (hiperactividad o
inmovilidad), amontonamiento, tremores, paralisis de miembros, secrecion salival, constipacion,

convulsiones y muerte.

La prueba se llevé a cabo durante 16 dias con un nimero total de 6 ratones por grupo. Los ratones
fueron seleccionados aleatoriamente en 8 grupos: Basal- control positivo- animales sin dafio;
Vehiculo-control negativo- animales administrados con lipopolisacarido (LPS-2.5 mg/kg, v.i.) una

endotoxina de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, que desempefian una
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importante funcion en la activacion del sistema inmune produciendo un deterioro del animal de
forma sistémica (Romero et al., 2010); extractos de TIAE y TIAg a 300, 500 y 1000 mg/kg v.o. El
ensayo se dividid en dos partes, la primera parte se realizd en las primeras 24 horas después de las
administraciones. Se registraron los diferentes parametros a los 30 min, 1, 2, 4, 6 y 24 horas. Al

finalizar la observacion se realiz6 el sacrificio y diseccidn de tejido (higado) de 3 animales por
grupo.

Para la segunda parte, los animales restantes por grupo siguieron en observacion, con un registro
de pardmetros cada 24 horas durante 15 dias. Al finalizar el ensayo nuevamente se realizo el

sacrificio y diseccion de tejidos.

7.5 Caracterizacion quimica de Tagetes lucida Cav.
De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas agudas los extractos de TIAEt y TIAq
presentaron actividad antipsicética, por lo que se procedio a realizar la separacion cromatografica
mediante cromatografia liquida en columna (CLC) y se realiz6 seguimiento mediante
cromatografia en capa fina (CCF). Posteriormente se realizé la elucidacion quimica de compuestos

aislados.

7.5.1 Separacion de TIAEt mediante CLC
Con la finalidad de buscar la fraccién mas activa en los modelos farmacoldgicos, se realiz6 un
analisis quimico de las fracciones con posible actividad antipsicética del extracto de acetato de
etilo. Se usaron 20 g del extracto TIAEt, que fueron adsorbidos en 20 g de silica fase normal,
para su separacién por CLC. Para la columna se utilizaron 80 g del mismo tipo de silica como

fase estacionaria. La columna 1 (C1), con clave TLAEtC1, fue eluida con un sistema de
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diferencial de gradiente: hexano/acetato de etilo/metanol. Con un volumen de salida de 200 ml
de la columna, fueron tomadas fracciones que fueron concentradas por destilacion a presion
reducida y analizadas por cromatografia en capa fina, para el monitoreo del perfil quimico en
cada muestra. Con este procedimiento, se obtuvieron 45 fracciones y las que presentaron el
mismo perfil quimico fueron agrupadas, y llamadas “reuniones”, para continuar con su proceso
de separacion quimica. La reunion de fracciones de interés fue separada, utilizando el mismo
procedimiento de CLC (fase normal y/o fase reversa) y sistemas de gradientes agua /acetonitrilo
para fase reversa y n-hexano/ acetato de etilo /metanol para las columnas de fase normal. El
monitoreo de las fracciones, en cuento a su perfil quimico general, se llev6 a cabo por CCF,
usando también reveladores especificos, que permitieron conocer de manera gruesa el grupo de
compuestos al que pertenece cada “mancha” en la placa. Y otra vez, aquellos similares fueron

agrupados en “reuniones’.

Para continuar con la separacion quimica de una de las fracciones llamada TIAEtC1F24-26
(29), se utiliz6 una segunda columna (TIAEtC2). La muestra fue adsorbida en 2 g de silica fase
normal, y como fase estacionaria 30 g de la silice, mientras que la fase mdvil fue un sistema de
gradiente de fase normal de hexano/ acetato de etilo. De la colecta de volumen de esta C2 se
obtuvieron 71 fracciones y se reunieron segun su perfil cromatogréfico, tomando la reunién

TIAEtC2F31-34 para continuar la separacion.

En la tercera columna cromatogréafica (TIAEtC3), se prepararon 517 mg de TIAEtC2F31-34
(517 mg) adsorbidos en 10 g de silica gel fase reversa como fase estacionaria y un sistema de
gradiente de fase reversa de agua/ acetonitrilo. De esta columna se obtuvieron 55 fracciones de
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las cuales, la fraccion TIAEtC3F9 se identificO un compuesto tipo cumarina anteriormente
reportado para la especie por Monterrosas-Brisson y colaboradores en 2020 el cual fue

comparado con estandares de laboratorio mediante CCF y e identificado como dimetilfraxetina.

Para continuar con la separacion cromatogréafica se realiz6 una cuarta columna, con el producto
de separacion TIAEtC3F5 (94.6 mg), adsorbidos 10 g de silica gel fase normal y un gradiente
correspondiente a la fase normal de hexano/acetato de etilo. Se obtuvieron 40 fracciones,

realizando las reuniones correspondientes.

7.5.2 Separacion de TIAq mediante CLC

Debido a que el extracto TIAq, fue efectivo en los ensayos agudos de psicosis, se llevo a cabo

su separacion, por técnicas cromatograficas.

Se tomaron 277.5 g de TIAq y se disolvieron en 50 ml de metanol, obteniendo asi una parte
soluble y un precipitado (Pp). Se decidié no continuar trabajando con el Pp, debido a que su
perfil observado en CCF, evidenciaba menor nimero de “manchas” indicando un contenido
quimico mas pobre que la parte soluble en metanol. De esta Gltima, se logro realizar 3 columnas
cromatograficas. Para la primera, TIAQC, se tomaron 13.5 g del extracto y se adsorbieron en 15
g,y con 10 g de silice gel fase normal como fase movil y un gradiente de elucion fase normal

hexano/acetato de etilo. Se obtuvieron 48 fracciones y se reunieron segun su perfil quimico.

Continuando con la separacién cromatogréafica para la siguiente columna (TIAqC2) se tomaron
319.9 mg de la fraccion TIAqC1F13-14 y se adsorbieron en 1g, y con 10 g de silice gel fase

normal como fase movil, que fueron eluidos en un sistema de fase normal
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diclorometano/acetona con un sistema de gradiente (100:0, 98:2, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10, 88:12,
86:14, 0:100). Lo que permitié la obtencion de 65 fracciones con un volumen de 50 ml por vial,
que fueron agrupadas de acuerdo con su perfil cromatografico mediante CCF, donde se
observaron 2 grupos de compuestos, uno de tonalidad morado-amarillo y el otro grupo de

tonalidades naranjas que serian parte de compuestos tipo flavonoides.

En la busqueda de los compuestos de tonalidad morado-amarillo se tomo6 la fraccion
TIAQC2F58-60 (16 g) para realizar la columna TIAQC3. La muestra fue adsorbida en 20 g, y
con 100 g de silice gel fase normal y como fase mdvil un gradiente de elucion fase normal
diclorometano/metanol (100:0, 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 30:70, 0:100)
obteniendo 28 fracciones las cuales se reunieron de acuerdo con su perfil cromatografico. De la
fraccion TIAQC3F9 se identificé un compuesto tipo cumarina anteriormente reportado para la
especie por Monterrosas-Brisson y colaboradores en 2020 el cual fue comparado con estandares

de laboratorio e identificado como herniaria.

Para la siguiente columna TIAgC4 se tom la fraccion TIAqQC3F16-19 con un peso de 1.24 g. la
muestra fue adsorbida en 1 g, y con 10 g de silice gel fase reversa y como fase mavil un sistema
de gradiente agua/ acetonitrilo/metanol (100:0:0, 95:5:0, 90:10:0, 85:15:0, 80:20:0, 75:25:0,
70:30:0, 65:35:0, 50:50:0, 30:70:0, 0:100:0, 0:0:100) obteniendo un total de 59 fracciones las

cueles fueron agrupadas de acuerdo con su perfil cromatogréafico.

Para lograr una mejor separacion cromatografica de un grupo de compuestos tipo flavonoide, se
tomo la fraccion TIAqC4F17-23 para realizar la columna TIAqC5. La cantidad de 160 mg de

muestra se adsorbieron en 1 g, como fase estacionaria de usaron 8 g de silice fase reversay la
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movil fue un sistema de gradiente agua/acetonitrilo/metanol (100:0:0, 98:2:0, 96:4:0, 94:6:0,
50:50:0, 0:100:0, 0:0:100) colectando 71 fracciones las cuales fueron reunidas segln su
contenido quimico. Del resultado de esta columna se obtuvo 1 fraccion TIAqC5F26
presentando una coloracion amarilla mediante cromatografia en capa fina por lo que fueron

llevadas a elucidacion estructural mediante experimentos de una y dos dimensiones.

Con el fin de continuar la separacién de los flavonoides que se revelan en color naranja, se
realizé la columna TIAqC6 tomando 6 g la fraccion TIAqC2F28 que provino de la columna 2,
al inicio de la separaciéon. La muestra fue preparada con 6 g de silice gel fase normal e
igualmente empacada con 20 g de la misma fase. Usando un sistema de gradiente de
Agua/acetonitrilo/ metanol (100:0:0, 95:5:0, 90:10:0, 85:15:0, 80:20:0, 75:25:0, 70:30:0,
60:40:0, 50:50:0, 0:100:0, 0:0:100) colectando un total de 49 fracciones reunidas segln su
contenido quimico obteniendo la fraccion TIAQC6F14 la cual fue llevada a elucidacion

estructural mediante experimentos de una y dos dimensiones.

Para la ultima columna cromatografica TIAQC7 se tomé la fraccion TIAQC6F10-20 (1.59) y se
adsorbio en 2 g de silice fase reversa e igualmente fue empacada con 10 g como fase
estacionaria, como fase movil se us6 un sistema de gradiente agua/acetonitrilo/ metanol
(100:0:0, 95:5:0, 90:10:0, 85:15:0, 80:20:0, 75:25:0, 70:30:0, 50:50:0, 0:100:0, 0:0:100)
obteniendo un total de 68 fracciones reunidas segun su perfil cromatogréafico. Del resultado de
esta columna se obtuvo la separacion de los compuestos de coloracién naranja vistos en CCF
(TIAQC7F19 y TIAqQC7F35) por lo que fueron llevadas a elucidacién estructural mediante

experimentos de una y dos dimensiones.
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7.5.3 Anadlisis de la separacion quimica de T. lucida por CCF.
Para el andlisis de CCF del seguimiento de todos los fraccionamientos, como fase estacionaria
se usaron placas (Merck) de silica gel 60 de fase normal o fase reversa de diferentes tamafios de
acuerdo con el nimero de muestras a eluir y como fase movil un sistema de disolventes ajustado
segun la polaridad requerida: agua /metanol/ hexano/ acetonitrilo/ acetato de etilo y
diclorometano. Las placas eluidas se observaron en luz ultravioleta (Detector marca UVGL-58,
UVP, Cambridge, UK) a longitudes de onda de 254 nm y 365nm y posteriormente se revelaron
con distintos indicadores de presencia de compuestos, como NP/NG por sus siglas en ingles de
Natural Products-polyethylenglycol (Sigma-Aldrich, USA) para flavonoides (cuyo viraje de
color en el rango amarillos-naranja, indican positivo para dichas sustancias); mientras que el 4-
hidroxibenzaldehido (conocido como “revelador universal”, que vira a tonos morados-
indicando la presencia de una gran variedad de compuestos en las muestras, entre ellos
terpenos). La composicion de las fracciones analizadas por CCF permitio las diferentes

reuniones de las fracciones.

7.5.4 Analisis de los extractos y compuestos de T. lucida mediante CLAR
Los extractos (TIAE y TIAQ) y compuestos aislados de T. lucida se diluyeron en metanol a
concentraciones 2 mg/ml y fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) en un cromatografo Waters 2695 acoplado a un detector UV de serie de fotodiodos
Waters 2996 para determinar el grado de pureza de los tratamientos. Se emple6 una columna
Licrosphere® 100 RP-18 de 250x4 mm (5 pm de tamafo de particula) con un flujo de 0.9 ml/
min, y una fase movil agua/ acetonitrilo con gradiente como se indica en la Tabla 5. Los

cromatogramas obtenidos por CLAR fueron extraidos y analizados a diferentes longitudes de
I ——
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onda entre intervalos de 200 a 700 nm para el analisis y mejor identificacion de la familia

quimica a la cual pertenecen los compuestos presentes en las muestras.

De acuerdo con los analisis de CLAR mediante el tiempo de retencién (TR) y espectros de
ultravioleta visible (UV) y su comparacion con lo reportado por Monterrosas en 2020 se pudo
realizar la identificacion de dimetilfraxetina y herniarina.

Tabla 5. Gradiente empleado en CLAR

Tiempo (min)  H20 (%) CH3CN (%)

1 100 0
2 95 5
3 95 5
4 70 30
20 70 30
21 50 50
23 50 50
24 20 80
25 20 80
26 0 100
27 0 100
28 100 0
30 100 0

7.5.5 Técnicas espectroscopicas y espectrometricas para elucidacion
quimica estructural

La caracterizacion estructural de los compuestos aislados (TIAQC6F14, TIAQC7F19 y
TIAqC7F35) se realizd empleando técnicas espectroscopicas y espectrométricas, los espectros
UV se obtuvieron por un detector de fotodiodos en serie (Waters 2996), los espectros de

resonancia magnética nuclear de proton y carbono (RMN de *H y 3C) asi como los
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experimentos de 2- dimensiones (2-D) por sus siglas en inglés: de correlated spectroscopy
(COSY), heteronuclear simple quantum coherence (HSQC), heteronuclear multiple bond
coherence (HMBC), fueron realizados en un equipo Varian INOVA -400 a 400 y 100 MHz.
Para los espectros de RMN H y 13C respectivamente, las muestras fueron diluidas de acuerdo
con su solubilidad utilizando cloroformo deuterado (CDCIs). En todos los casos se utilizé el

tetrametilsilano (TMS) estandar interno.

7.6 Modelo farmacolégico de psicosis crénica inducida con MK-801
En esta etapa se realizo la induccion de psicosis cronica con MK-801 a 0.5 mg/kg, que es
antagonista de NMDAr y que se ha reportado en la literatura que induce rasgos psicéticos en los
raton (Neira & Ortega, 2004). Esta prueba consta de 28 dias. Del 1 al 8 se administré MK-801
para inducir la psicosis sub cronica en ratones. Del dia 9 al 27 se administré MK-801 mas los
diferentes tratamientos. El dia 28 se administro los tratamientos 1 hora antes de realizar las

pruebas conductuales: NF, EP, ISy CA como se indica en la Figura 21.

Dias Dias Dia 28
1 8 4] 27
-60 min |
Administracion Administracion MK-801
ME-801 i.p i.p + tratamientos v.o Administracién Prushas
tratamientos v.o conductuales
NF, EP, ISy CA

Figura 21. Diagrama del modelo bioldgico de psicosis crdnica.

Una vez que fueron concluidas las pruebas conductuales del modelo crénico, los animales

fueron sacrificados y se realizo la diseccion de los érganos (cerebro e higado), que fueron
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almacenados a -70 [1C para realizar la determinacion de citocinas y marcadores de oxidacion.
Para la homogenizacion, los érganos fueron dispuestos en una solucién TRIS-HCI 10mM, pH
7.4, 200mM de manitol, 50mM de sacarosa y 1mM de EDTA, 0.01 fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, inhibidor de proteasas). Las muestras se centrifugaron a 233.33 Hz

(14000 rpm) durante 5 min y el sobrenadante (extracto proteico) se usé para la cuantificacion

7.6.1 Cuantificacion de citocinas por ELISA
El nivel de las citocinas se midié por el método de ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme-
Linked Imnuno Sorbent Assay; Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas). Para la
cuantificacion de las citocinas pro y anti-inflamatorias, se utilizaron los Kits, Mouse IL-13 BD
OptEIA™ ELISA Kit, Mouse TNF-a BD OptEIA™ ELISA Kit, Mouse I1L-6 BD OptEIA™
ELISA Kit, Mouse IL-10 BD OptEIA™ ELISA Kit, Mouse IL-17 BD OptEIA™ ELISA Kit,
Mouse 1L-12 BD OptEIA™ ELISA Kit, Mouse IL-4 BD OptEIA™ ELISA Kit Se siguieron
las instrucciones descritas por los proveedores. El ensayo se realizé en placas de 96 pozos de
fondo plano (Nunc-Immuno Plate Maxisorp, Rosekilde, Denmark). La lectura de densidad
Optica se midio después de 30 minutos a 405 nm.

7.6.2 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante GSH, GSSH, ON

y MDA.

La actividad de GSH (glutation reducido) se determing utilizando el método descrito por Sedlak
y Lindsay (1968), en el que se midieron los grupos tiol en el reactivo de Ellman, 5,5’ ditiobis-
2-acido nitrobenzoico (DTNB). Se mezclaron el extracto proteico (cerebro 100 e higado 5 uL)

con 700 uL de Buffer de fosfatos (PBS), 2 ml de tampon TRIS (0.4 mM-pH 8.9) y con 50 pL
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DTNB 6mM, y se registro la absorbancia a 412 nm. EI GSSG (glutation oxidado) se determiné
usando el extracto proteico (cerebro 50 e higado 0.5 pL) mezclado con 150uL para cerebro y
199.5uL para higado de Buffer de fosfatos (NasP0s 143mM + EDTA 6mM pH 7.5) y 100 pL
DTNB 6mM. Se redujo la mezcla de GSSG a GHS usando un 1puL de la enzima GR en
presencia de 50uL. NADPH vy se registro la absorbancia 412 nm. EI cambio de color durante la
reaccion y la velocidad de reaccion son proporcionales a las concentraciones de GSH/GSSG

(Sedlak & Lindsay, 1968).

El malondialdehido (MDA) es el producto final de la peroxidacion de &cidos grasos y un
marcador de radicales libres. La determinacion de MDA se realizé siguiendo la prueba de acido
tiobarbittrico (TBA). Se tomaron 50 pL del extracto proteico de cerebro y 10 uL. de higado. Se
mezclaron el extracto proteico con 200 uL. de H3PO4 0.2 M y 25 uLL. de TBA. Se encubo la
solucion durante 60 min a 90 °C, posteriormente se hizo reaccionar con n-butanol y se registro

la absorbancia 535 nm.

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre que juega un papel importante para determinar estrés
oxidante. Un medio para investigar la formacién de éxido nitrico es medir el nitrito (NO2"), que
es uno de los dos productos de descomposicion primarios, estables y no volatiles de NO. Este
ensayo se basa en una reaccion de diazotizacion que se describid originalmente por Griess en
1879. Usando 50 pL extracto proteico de cerebro e higado se realizd la reaccion con 50 puL
sulfanilamida 1% vy diclorhidrato de N-1-naftilendiamina (NED) 0.1% en condiciones acidas

(H3PO4 5%). El ensayo se realizo en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc-Immuno Plate
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Maxisorp, Rosekilde, Denmark). La lectura de densidad optica se midié después de 30 minutos

a 520 nm (Griess, 1879).

7.7 Analisis estadistico
Los resultados de los ensayos conductuales, concentracion de citocinas y actividad antioxidante
fueron analizados utilizando la prueba de Analisis de varianza 0 ANOVA, con una postprueba
de Dunnet a un nivel de significancia de *p <0.05, al compararse cada grupo con el Veh en cada
ensayo farmacoldgico. Se utilizo el software GraphPad Prism 9 para la representacion grafica 'y

el analisis estadistico.
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8 RESULTADOS

8.1 Obtencion de extractos de Tagetes lucida.
De las partes aéreas de la planta se obtuvieron en total 4 extractos, cada uno de ellos de diferente
polaridad y rendimiento; como se indica en la Tabla 6, el mas abundante fue el acetato de etilo

TIAEt.

Tabla 6. Rendimiento de extractos provenientes de T. lucida

Tagetes lucida Cav (Partes aéreas) Peso seco 4 kg

Extracto Pesoeng Rendimiento (%0)
TIHex 84.7 211
TIAEt 284.0 7.1
TIMet 241.2 6.03
TIAg 277.5 6.93

TIHex extracto hexanico; TIAEt, extracto de acetato de etilo; TIMet, extracto metandlico; TIAg, extracto acuoso

8.2 Efecto de extractos de T. lucida en las pruebas agudas
8.2.1 Catalepsia inducida con HAL
Los resultados obtenidos en este ensayo (Figura 22), muestran que el control negativo Veh-
Tween 1% (m) es decir los animales que no se les administro ningun tipo de tratamiento,
presentaron una tendencia para incrementar el tiempo del estado de inmovilidad de los ratones
en la PB, desde el min 10. Efecto que fue progresivo conforme pasaba el tiempo; en el minuto
30, ya se observé un aumento significativo del tiempo de inmovilidad en la barra respecto al
grupo con cafeina (15 mg/kg, p <0.05). Sin embargo, no fue sino hasta el minuto 60 y hasta el
minuto 90 que se presento el efecto cataléptico (permanencia en la barra sin moverse, mas alla
de 20 seg), estos datos fueron significativamente diferentes también a la cafeina (®, #p<0.05);
El efecto inducido con HAL, se bloque6 por completo en los minutos 120 y 150 (%p<0.05). El
I ——
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tratamiento TIHex a una dosis de 50 mg/kg (v), incrementa el tiempo de la postura inmaévil del
animal y se presenta como una tendencia desde el minuto 30, con un pico maximo al minuto 60,

sin embargo, esto no representa una actividad cataléptica.

La administracion de TIAEt a 50 mg/kg (®), induce un incremento significativo respecto al
grupo con cafeina, en el tiempo de permanencia en la postura inmovil de los ratones, mostrando
catalepsia desde el minuto 10 y hasta el minuto 120, incluso al minuto 150 los ratones aln tenian
rasgos de dicha actividad (%p <0.05). Para este tratamiento, la actividad cataléptica en los
tiempos de 30 y 150 minutos present6 una diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo de animales que sdlo reciben el HAL ("p <0.05). Y en el minuto 30 se da con un tiempo
superior a los 20 seg potenciando el efecto cataléptico sobre el HAL. La dosis menor de TIAEt,
25 mg/kg, fue capaz de bloquear completamente el estado cataléptico inducido con el agonista

D2, comportandose igual que la cafeina.

TIAq a 25 mg/kg (7), induce un incremento significativo en comparacion con la cafeina
(4p<0.05) en la postura de inmovilidad de la barra, desde el minuto 30, con catalepsia ya en el
minuto 60 y hasta el 90, y para el minuto 120 ademas de la diferencia con la cafeina se presenta
una diferencia estadisticamente significativa por encima de los 20 segundos con el grupo que
solo recibio HAL (p<0.05 *), efecto que cae posteriormente; se observa un patron similar que

el del grupo control negativo.
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Figura 22. Efecto de los extractos de T. lucida sobre el estado cataléptico inducido con HAL 00.5mg/kg en PB.
Veh-tween, control negativo; Cafeina, control positivo; TIHex extracto hexanico; TIAEt, extracto de acetato de
etilo; TIMet, extracto metanolico; TIAg, extracto acuoso. ANOVA post prueba Dunnet, n=5+DE, (& p< 0.05) en
comparacion con control positivo y (* p< 0.05) al vehiculo.

Mientras que, la dosis menor, 12.5 mg/kg (%), provoca un incremento en el tiempo de
inmovilidad de los ratones sobre la barra desde el minuto 30 que tiende a incrementarse hasta
presentarse la catalepsia en el minuto 60 con un pico maximo en el minuto 90 (*p<0.05), y
disminuye para el minuto 120 y 150. Sin embargo, los resultados presentados a una dosis de 50

mg/kg (@) bloquean el efecto del HAL, en todos los tiempos analizados. Ambas dosis 50 (#)
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y 25 (-®) mg/kg del extracto TIMet, disminuyen la catalepsia inducida con HAL, observandose
un mayor bloqueo en la dosis menor.
8.2.2 Efecto de Tagetes lucida sobre diferentes parametros de psicosis
inducida con KET
De acuerdo con los resultados obtenidos del ensayo de catalepsia inducida con haloperidol, se
procedio a realizar la evaluacion en el modelo de psicosis inducida con ketamina de los extractos
(TIHex, TIAEt y TIMet a 50 mg/kg y TIAg a 25 mg/kg), utilizando diferentes pruebas

conductuales.

e Prueba de natacion forzada.

La KET (Veh-Tween) provoco una disminucion en el tiempo de inmovilidad de los ratones
cuando fueron expuestos al cilindro con agua, con respecto al grupo basal. El antagonista de
KET, el NMDA provoc6 un incremento significativo de la variable de inmovilidad, respecto al

Veh-Tween (p<0.05)

Para los extractos de TIHex y TIAEt a una dosis de 50 mg/kg y TIAq a 25 mg/kg se observa una
disminucion significativa de la inmovilidad respecto al grupo control negativo (Veh-Tween)

(p<0.05) y el efecto fue similar al NMDA a 5 mg/kg.
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Figura 23. Efecto de los extractos de T. lucida sobre el tiempo de inmovilidad inducido con ketamina en prueba
de NF. Basal, animales sin dafio; Veh- Tween, control negativo; NMDA, control positivo; TIHex extracto
hexanico; TIAEt, extracto de acetato de etilo; TIMet, extracto matanolico; TIAqg, extracto acuoso. ANOVA post
prueba Dunnet, n=5£SE, *p< 0.05 en comparacién con el Veh-Tween (-).

e Prueba de evitacion pasiva.

En la Figura 24 se observa el tiempo de latencia durante el entrenamiento, Li, todos los grupos
fueron iguales estadisticamente y se encuentran representados en la barra negra de la figura, con
un promedio de 20.85 s. En la fase Lr, tiempo de latencia durante la prueba, se puede observar
que el grupo Veh (control negativo) y TIMet 50mg/kg presentaron un tiempo similar al Li, por
lo que este extracto no generd ningun tipo de aprendizaje en lo roedores, y por lo tanto no

presentd una diferencia estadisticamente significativa con el grupo de dafio p<0.05).

Por lo contrario, el grupo basal que representa animales sanos, mostraron un comportamiento

normal de aprendizaje, por lo que todos recordaron el estimulo aversivo.
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Asi mismo, como se esperaba la administracion de NMDA a 5 mg/Kg, induce el incremento en
el Lr, ya que lograron recordar el estimulo aversivo y su tiempo de respuesta fue mayor al
presentado en la etapa inicial y al grupo solo de KET. Un comportamiento similar se observo
con los grupos que recibieron los extractos TIHex y TIAEt a 50 mg/kg y TIAq a 25 mg/kg. Estos

datos fueron estadisticamente diferentes al del grupo con s6lo KET (*p <0.05, Figura 24)

480 %
420 % P |
T T Basal

360 *
£ 3004 T = Veh- Tween
S 240 = NMDA 5
e
2 1804 — TIHex 50
|_

120 mm  TIAEt 50

-
0 TIMet 50
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Ketamina 50 mg/kg

Tratamientos mg/kg

Figura 24. Efecto de los extractos de T. lucida sobre el deterioro cognitivo inducido con ketamina en prueba EP.
Basal, animales son dafio; Veh- Tween, control negativo; NMDA, control positivo; TIHex extracto hexanico;
TIAEt, extracto de acetato de etilo; TIMet extracto metandlico; TIAqQ, extracto acuoso. ANOVA post prueba

Dunnet, n=5+SE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-Tween (-)

e Interaccion social.
En la Figura 25, se observa que los animales del grupo Basal gastan significativamente mas
tiempo oliendo a un ratén nuevo (Rn) en comparacion con el ratén familiar (Rf) que aquellos
del grupo de dafio con KET (Veh-Tween 1% *p <0.05) los cuales invierten el mismo tiempo
tanto con el Rn como con el Rf. El extracto de AEt a 50 mg/kg y TIAQ a 25 mg/kg fueron
capaces de contrarrestar de manera significativa el efecto de KET sobre la sociabilidad, marcada

como numero de olisqueos (*p <0.05) hacia los Rn en comparacion de los Rf, mientras que
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TIMet no modifica dicho pardmetro por lo que su interaccion fue igual a los animales del grupo

control negativo sin diferencia estadisticamente significativa (p >0.05).
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8- T T
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- | — T
mm T|Met 50
TIAq 25
~ Rn , , Rf .
'Ketamina 50 mg/kg Ketamina 50 mg/kg

Tratamientos mg/kg

Figura 25. Efecto de los extractos de T. lucida sobre la disminucion del tiempo de interaccion inducido con
ketamina en prueba de 1S. Basal, animales son dafio; VVeh- Tween, control negativo; NMDA, control positivo;
TIHex extracto hexanico; TIAEt, extracto de acetato de etilo; TIMet extracto metandlico; TIAq, extracto acuoso.
ANOVA post prueba Dunnet, n=5+SE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-Tween (-)

e Prueba campo abierto.

En el ensayo agudo de induccion de ketamina, los sintomas positivos se evaluaron en el CA. En
la Tabla 7 se indica que los pardmetros evaluados en el grupo basal presentan valores menores
a los animales que recibieron KET y Veh (control negativo), (* p <0.05). Mientras que, el
grupo de ratones que recibi6 el farmaco NMDA a 5 mg/kg, mostraron un comportamiento
similar al basal en los parametros de CT, Ac, TAc, EV, CE y TCE, todos ellos mostraron

diferencia estadistica con el Veh (*p <0.05).
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Tabla 7.Efecto de los extractos de T. lucida sobre sintomas positivos de la esquizofrenia inducida por ketamina

en la prueba de CA.

Tratamientos CT EV Ac TAcC CE TCE

(ma/kg) No. eventos No. eventos No. eventos Segundos No. eventos Segundos

Basal 235.0 £14.62* | 135.2 +11.45* | 27.8+0.73* 185.4 £9.75* | 0.00 £ 0.00* | 0.00 + 0.00*
KET 50 mg/kg

Veh- Tween 435.6 +9.23 225.0 £15.33 42.2+3.73 272.6 £ 8.09 13.8+1.28 37.6£5.53
NMDA 5 267.6 £14.94* | 71.6+2.6* 20.4 +£3.69* | 190.0 £29.38* | 0.00 £ 0.00* | 0.00 + 0.00*
TIHex 50 227.8 +23.35% | 144.2 +18.43* | 22.8 +2.80* 2234+31.94 | 1.00+0.63* | 33.2+19.20
TIAEt 50 216.4 +30.87* | 95.2+17.75* 24.4 + 408* 176.4 £7.89* | 0.00+0.00* | 0.00 + 0.00*
TIMet 50 238.6 £6.02* | 240.8 +11.31 49.2 £ 5.65 194.0 £3.45* | 400+ 1.76* | 5.80+ 1.59*
TIAqg 25 209.6 +34.98* | 124.8+12.94* | 17.2+228* | 105.0+22.19* | 0.40+0.40* | 2.0 2.00*

Cruces totales (CT, No. eventos), Elevamientos verticales (EV, No. eventos), Acicalamiento (Ac, No. eventos),
tiempo invertido en acicalarse (TAc, segundos) Conductas estereotipas (CE, No. eventos), Tiempo invertido en
conductas estereotipadas (TCE, segundos). Basales: ratones sin ketamina. ANOVA, post-prueba Dunnet, *p<0.05
en comparacion con el grupo VEH (n=5, = SE).

La administracion de todos los extractos indujo una disminucion significa, en el namero de CT,
con respecto al control negativo. Asi mismo los EV y los Ac disminuyeron significativamente,
a excepcion del grupo TIMet a 50 mg/kg en el cual aumento el nimero de eventos en los dos
parametros, superando al control negativo sin diferencia significativa. Aunado a los resultados
obtenidos con los diferentes extractos en el pardmetro de Ac los animales invirtieron menos
tiempo en acicalarse (TAc) con diferencia significativa con respecto grupo de dafio (*p <0.05),
sin embargo, el grupo TIMet provoca s6lo una tendencia a disminuir esa variable, pero no logra

ser significativamente diferente al Veh-Tween.

En cuanto a las conductas estereotipadas (CE) y el tiempo invertido en estas (TCE), se puede

observar que el grupo de dafio presentd valores mayores que los extractos de TIMet y TIAq a
Y
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las dosis administradas, con diferencia estadisticamente significativa (*p <0.05), y el extracto

de TIAEt no provoca dichas conductas, por lo que no se registrd algun valor.

Cabe sefialar que el TIHex, induce una disminucion significativa en el nimero de CE a tal nivel
que solo se observd 1 + 0.63 eventos, sin embargo, el tiempo promedio en el que realizé dichas
conductas, fue similar al del VVeh (p >0.05).
8.3 Efecto neurotoxico de la administracion aguda de extractos de T lucida
mediante prueba de Irwin

La prueba de neurotoxicidad de Irwin se llevo a cabo durante 16 dias, en los cuales los roedores
del grupo basal presentaron un desarrollo normal sin evidenciar conductas que denotaran dafio.
En las primeras 24 horas de la observacion (Tabla 8) los animales de Dafio (D) los cuales fueron
administrados con LPS mostraron pelos erizados, ptosis palpebral, inmovilidad,
amontonamientos y diarrea en los primeros 30 min, estos se presentaron de forma leve. Para el
minuto 60, 3 de los pardmetros habian aumentado su escala de manera moderada, y para las 2
primeras horas después de la administracion estos habian aumentado de manera severa,
manteniéndose asi durante las siguientes 4 y 6 horas. A las 24 horas de observacién seguian

manteniendo los sintomas, pero estos disminuyeron de manera leve.

Los animales del Ag (Extracto acuoso) administrados a 300 y 500 mg/kg presentaron un
comportamiento normal igual a los roedores del grupo Basal. Asi como también el grupo AEt
(extracto Acetato de Etilo) a una dosis de 300 mg/kg. Sin embargo, para la dosis de AEt a 500
mg/kg en los primeros 60 min se observo ptosis palpebral e inmovilidad de manera moderada,
a las siguientes 2 y 4 horas los parametros habian disminuido su escala de manera leve y se
I ——
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sumaron amontonamientos y pelos erizados igualmente de forma leve. Para las 6 y 24 horas ya

no se registro presencia de los sintomas anteriormente presentados.

Ambos extractos (Aq y AEt) a una dosis de 1000 mg/kg evidenciaron desde los primeros 30
minutos ligeros amontonamientos, los cuales se mantuvieron para el extracto Aq hasta 2 horas
y para el extracto AEt hasta 4 horas. Se registraron otras variables, para el extracto Aq pelos
erizados y ptosis palpebral de manera leve desde el minuto 60 hasta las 2 horas, y para el extracto
AEt pelos erizados de forma leve, ptosis palpebral e inmovilidad moderadamente desde el
minuto 60 hasta las primeras 24 horas de observacion. Para los 3 animales por grupo que
permanecieron en observacion durante 15 dias mas, se realiz6 un registro de pardmetros cada
24 horas, en la que solo los animales del grupo D y el extracto AEt a 1000 mg/kg siguieron

presentando algunos sintomas después de las primeras 24 horas de administracion (Tabla 9).
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Tabla 8. Parametros conductuales asociados a toxicidad durante las primeras 24 horas de observacidn.

Tiempo 30 min 60 min 2 horas
B D Ag Ag Ag AEt AEt AEt B D Ag Aq Aq AEt AEt AEt B D Ag Ag Ag AEt AEt AEt
300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000
Contorsiones -+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R
Pelos erizados -+ - - - - - - -+ - - + - - + -+ - - + - + +
Ptosis Palpebral -+ - - - - - - -+ - - + I AP . + - 4+
Inmovilidad -+ - - - - - - -+ - - - R = R - - - + 4+
Amontonamiento -+ - - + - - + -+ - - + - + + -+ - - + - + +
Tono muscular - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tremores - - - - - - - - -] - - - - - - - S - - - - R R
Parélisis miembros - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R
Secrecion salival -+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R
Otros -+ - - - - - - -+ - - - - - - -+ - - - - - -
Muerte - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tiempo 4 horas 6 horas 24 horas
B D Ag Ag Ag AEt AEt AEt B D Ag Aq Aq AEt AEt AEt B D Ag Ag Agq AEt AEt AEt
300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000 300 500 1000
Contorsiones - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R -
Pelos erizados -+t - - - - + + -+ - - - - - + - 4+ - - - - - +
Ptosis Palpebral -+ - - - - + ++ - - - - - - ++ - - - - - - ++
Inmovilidad -ttt - - - - + ++ -+ - - - - - ++ -+ - - - - - ++
Amontonamiento -+ - - - - + + -+ - - - - - - -+ - - - - - -

Tono muscular - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Tremores - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R _

Paraélisis miembros = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R R _

Secrecion salival - - - - - - - - -] - - - - - - - S - - - - - - R
Otros - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Muerte - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
B, Basal; D, Dafio -LPS 2.5mg/kg; Aq, Extracto Acuso-mg/kg; AEt, Extracto Acetato de Etilo-mg/kg; Otros, Diarrea. (-) Sin presencia; (+) Leve; (++)
Moderado; (+++) Severo.
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Los animales del grupo de D continuaron presentando sintomas durante 5 dias mas, para las 48,
72 y 96 horas tenian ain pelos erizados, ptosis palpebral e inmovilidad moderada y un ligero
amontonamiento, sintomas que para las 120 horas todavia se podian observar levemente, a

excepcion del amontonamiento.

Tabla 9. Parametros conductuales asociados a toxicidad cada 24.

Tiempo 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
AEt AEt AEt AEt AEt
D 10000 P 10000 P 1000 P 1000 P 1000

Contorsiones - - - - - - - - - R

Pelos erizados ++ + ++ + + + + - + -
Ptosis palpebral ++ + ++ + ++ - + - - -
Inmovilidad ++ - ++ - ++ - + - - R
Amontonamiento + - + - + - - - - -

Tono muscular - - - - - - - - - -
Tremores - - - - - - - - - -
Paralisis miembros - - - - - - - - - -
Secrecion salival - - - - - - - - - -
Otros - - - - - - - - - -

Muerte - - - - - - - - - -

D, Dafio -LPS 2.5mg/kg; AEt, Extracto Acetato de Etilo- mg/kg; Otros, Diarrea. (-) Sin
presencia; (+) Leve; (++) Moderado; (+++) Severo

En la tabla 9, se aprecia que a las 144 horas los animales no cursaban con ptosis palpebral e
inmovilidad, sin embargo, aun permanecian los pelos erizados de forma leve, pardmetro que
para las 168 horas ya habian desaparecido. Para el extracto AEt a 1000 mg/kg los roedores
continuaron con pelos erizados y ptosis palpebral de forma leve después de las primeras 24
horas de administracién. La ptosis palpebral continuo hasta las 72 horas y los pelos erizados

hasta las 96 horas, para las 120 horas ya no habia presencia de ninguno estos signos.
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Al finalizar las primeras 24 horas los 3 animales por grupo fueron sacrificados y se realizé la
diseccién de los tejidos (Figura 26a), ademas, se realizd el mismo procedimiento con los

animales que continuaron en el modelo por 15 dias méas (Figura 26b).

Aq 1000 AEt 300 AEt 500 AEt 1000

Aq 1000 AEt 300 AEt 500 AEt 1000

Figura 26. Imégenes representativas de higados del efecto toxico de animales con diferentes tratamientos durante
la prueba de Irwin. a) primeras 24 horas. b) al finalizar los 16 dias. Basal, animales sanos; Dafio, animales
administrados con LPS 2.5mg/kg; Aq, Extracto Acuso-mg/kg; AEt, Extracto Acetato de Etilo-mg/kg
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8.4 Caracterizacion quimica de Tagetes lucida.

En bdsqueda de compuestos con actividad antipsicotica se realizo la separacion cromatografica
de los extractos con mayor actividad de acuerdo con los resultados obtenidos y el rendimiento
de estos extractos en las pruebas realizadas tanto por via dopaminérgica como por via
glutamatérgica.

8.4.1 Separacion quimicay elucidacion estructural de compuestos aislados

de TIAEty TIAqQ

Los resultados obtenidos de la separacion y seguimiento cromatografico de los extractos de
TIAEt y TIAqQ permitieron el aislamiento de 6 compuestos, 3 de ellos tipo cumarina que se
pueden observar mediante CCF a longitudes de onda de 254 y 365 nm como lo indica la Figura
27aen los carriles 2, 4 y 5y que de acuerdo con los resultados comparativos de estandares en
CCF y cromatogramas y espectros UV mediante CLAR se describieron como dimetilfraxetina
6 6,7,8-trimethoxycoumarin- compuesto 1 (Figura 27b) correspondiente al extracto TIAEt
(TIAEtC3F9), herniaria- compuesto 2 (TIAqC3F9-Figura 27c¢) y escoporona -compuesto 6 (en
mezcla con flavonide-TIAqQC7F35- Figura 27d) ambos del extracto acuoso, anteriormente

reportados para la especie por Monterrosas-Brisson y colaboradores en 2020.

Mediante técnicas de elucidacion estructural se identificaron los 3 compuestos restantes,
provenientes del extracto TIAq, 2 de ellos tipo flavonoide y un Gltimo compuesto como mezcla
de flavonoide y escoporona. Los 3 compuestos tipo flavonoide identificados por primera vez

para la especie fueron Quercetagetina 7-O-glucopirandsido, Quercetagetina 7-O-p -
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(6"protocatecol) glucopiranésido y Quercetagetina 7-O-B- (6"- cafeoil) glucopirandsido

(compuestos 3, 4 y 5 respectivamente).
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Figura 27. Perfil cromatogréafico de cumarinas aisladas y reportadas de TLAEty TIAq A= 350 nm. a) placa fase
normal vista a A=254 y 365 nm, sistema 95:5 diclometano-metanol; Ref, referencia; H, hernierina; D,
dimetilfraxetina; E, escoporona. b) Cromatograma de TIAEt y dimetilfraxetina, espectro UV y estructura quimica
de dimetilfraxetina. c) Cromatograma de TIAQ y herniarina, espectro UV y estructura quimica de herniarina. d)
Cromatograma de TIAq y Escoporona, espectro UV y estructura quimica de escoporona.
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Fraccion CCF Estructura

TIAqC6F14

Compuesto 3

Rev 254nm 365nm

-
TIAQC7F19
Compuesto 4 o “
Ref 18 19 Quercetagetina 7'O—B -
Rev  254nm 365nm (6"protocatecoil) glucopirandsido
TIAQC735

Compuesto 5

Quercetagetina 7-O-p- (6"- cafeoil)
Rev 254nm 365nm glucopiranosido

Figura 28. Estructuras de compuestos tipo flavonoide aislados del extracto TIAq de T. lucida. Placas
cromatograficas reveladas en un sistema 7:3 agua/acetonitrilo, reveladas con flavonoides vistas a A=254 y 365 nm

El Compuesto 3, un precipitado amarillo amorfo, que luego de ser revelado con reactivos
especificos para flavonoides, se torn6 naranja y absorbio luz UV (Figura 28). En el espectro
UV-vis, mostrd un max de 214, 260 y 357 nm, que son caracteristicos de los flavonoles. La
masa molecular de los compuestos 3, 4 y 5 mostraron picos moleculares correspondientes am

1z 479,03 [C21 Hi1g O13] 639 [C2g H2s O16] Y 640 [C30 Has O16] respectivamente (Anexo 1).
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Los compuestos 4 y 5 presentaron caracteristicas tipo flavonoide de acuerdo con su coloracion

y adsorcion presentada mediante CCF (Figura 28).

Mediante un andlisis comparativo de los datos espectroscopicos con los descritos en la literatura

(Shahzadi & Shah, 2015) se pudo determinar que el compuesto 3 corresponde al quercetagetin-

7-O-B-glucopirandsido (Tabla 10y 11) .

Tabla 10. Valores de desplazamiento quimico de protén de compuestos 3,4 y 5 5*H (5 en ppm, J en Hz)

Posicién

2”’
5”’
6”’
7”’
8”’

Compuesto
3

6.95, s
7.76,d (2.2)
6.89, d (8.4)
7.67,dd (2.2, 8.4)

Compuesto
4

6.91,s
7.76,d (2.2)
7.65, dd (1.8, 2.4)
6.88, d (8.4)

Glucopiranosido

5.04,d (7.7)
3.58,dd (7.7, 9.1)
3.53dd (9.1, 9.1)
3.43,dd (8.8, 9.5)
3.56,m

3.96,dd (2.2, 12.1)
3.73,dd (6.2, 12.1)

5.04,d (7.3)
3.59,dd (7.3,9.1)
3.55,dd (8.8,9.1)
5.44,dd (9.1, 9.1)
3.57,m

3.96,dd (2.2, 12.4)
4.32,dd (5.8, 12.1)
Protocateico
6.82,d (1.8)
6.79,d (8.4)
7.29,dd (1.8, 8.4)

Compuesto
5

6.75,
7.69,d (1.8)
6.52, d (8.0)
6.55, dd (1.8, 8.0)

5.23,d (7.3)
5.36,dd (7.3, 9.5)
5.33dd (9.1,9.1)
5.21,dd (9.1, 9.1)
4.09-4.12, m
4.49,dd (2.5, 12.4)
4.32,dd (5.1, 12.4)
Cafeico
6.73,d (1.8)
6.82,d (8.4)
7.56,dd (1.8, 8.4)
7.42,d (15.7)
6.16, d (15.7)
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Tabla 11. Valores de desplazamiento quimico de carbono de compuestos 3,4 y 5 83C (& en ppm)

Posicion Compuesto Compuesto Compuesto
3 4 5
2 146.2 148.8 148.7
3 137.2 137.2 135.7
4 177.6 1775 175.9
5 148.9 146.1 148.7
6 130.9 130.9 129.4
7 152.9 152.8 151.1
8 95.4 95.4 93.6
9 150.4 150.3 145.4
10 106.7 106.6 105.2
1 124.1 124.1 122.7
2’ 116.2 116.3 114.8
3 146.8 146.2 147.4
4 149.1 149.0 144.0
5 116.2 116.2 115.1
6’ 121.9 121.9 120.5
Glucopiranosido
1” 102.7 102.7 98.4
2 4.7 74.7 70.2
3” 77.5 77.5 72.3
4” 71.4 71.4 68.3
5 78.55 78.5 72.4
6 62.5 62.52 61.9
Protocateico Cafeico
1> 127.8 126.0
27 116.1 114.2
3 146.8 147.4
4> 158.9 144.6
5 116.2 114.8
6’ 128.9 120.8
7 167.26 146.1
8 113.1
9> 167.7

Los compuestos 4 y 5 mostraron las mismas sefiales de RMN *H y *C que el compuesto 3
(Anexo 2), con la diferencia que en 4 y 5, se observaron sefiales adicionales caracteristicas de

un anillo aromatico con un Sistema ABX en 6 6,82 (d, 1,8 Hz), 6,79 (d, 8,4 Hz) y 7,29 (dd, 1,8,
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8,4)y 6,73 (d, 1,8 108 Hz), 6,82 (d, 8,4 Hz) y 7,56 (dd, 1,8, 8,4 Hz) asignados a H-2’"’, H-
5" y H-6""’, respectivamente. Ademas, en 5, se observé una sefial de doble enlace trans en &
7,42 (d, 110 15,7) y 6,16 (d, 15,7) (Tabla 10 y 11).

El andlisis de los espectros de RMN de una y dos dimensiones y la comparacion con los datos
descritos en la literatura identificé la presencia de acidos protocateico y cafeico. (HMBC Anexo
3, HSQC Anexo 4 y COSY Anexo 5). Tanto el compuesto 4 como el 5 tienen un glucopiranésido
de quercetagetin-7-O-B como su estructura base, y los acidos estan unidos al carbono 6 de la
glucosa. Esto se observo por la correlacion en el HMBC de metileno H-6"a (6 3.96) y H-6"b (&
115 4.32) con carbonilo en C-8 " (6 167.26) y H-6 "'a (6 4,49) y H-6"b (6 4,32) con carbonilo
en C-8''(6 167,7), respectivamente. Segun el analisis de los datos de RMN (Tabla 10 y 11), el
compuesto 4 corresponde a quercetagetina 7-O-p-(6"-protocatecoil) glucopiranosido y 5 a

quercetagetina 7-O-p-(6"-cafeoil) glucopiranésido (Rezaei, et al., 2018).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la separacion quimica los compuestos 1 y 2
correspondientes a dimetilfraxetina y herniarina presentaron un mayor porcentaje de
rendimiento en comparacion a los otros 4 compuestos aislados, por lo que la disponibilidad de
ambos compuestos sumado a los amplios antecedentes que presentan los compuestos tipo
cumarinas sobre SNC las hicieron iddneas para ser evaluadas en los modelos agudos mediante

via dopaminérgica y glutamatérgica del presente estudio.
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8.5 Efecto de las cumarinas de T. lucida en los ensayos agudos

8.5.1 Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre la catalepsia inducida
con HAL

Los compuestos fueron probados a dosis de 1y 5 mg/kg. Los resultados obtenidos en este ensayo
(Figura 29) indican que el grupo administrado con dimetilfraxetina a una dosis de 1 mg/kg (A),
presenta un estado cataléptico al minuto 30, con una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo control positivo (Cafeina 15 mg/kg) (4p<0.05), este efecto aumento hasta
el minuto 60 y para el minuto 90 y 120 se observa una potenciacion cataléptica, con una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a los animales administrados sélo con
HAL ("p<0.05). En el minuto 150 hay un decremento en dicha variable menor a los 20 seg, sin

embargo, sigue presentando diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo

control positivo y el grupo Veh-Tween.

Herniarina Dimetilfraxetina
) =
. ©
%) ‘B
° o
O O
010 30 60 920 120 150 010 30 60 20 120 150
Tiempo (min) Tiempo (min)
-@— CAF (15 mg/kg) - VEH-Tween
Herniarina (1mg/kg) - Herniarina (5 mg/kg) —¥ Dimetilfraxetina (5 mg/kg) —A— Dimetilfraxetina (1 mg/kg)

Figura 29. Efecto de los extractos de T. lucida sobre el estado cataléptico inducido con HAL 00.5mg/kg en PB.
Veh-tween, control negativo; Cafeina, control positivo. ANOVA post prueba Dunnet, n=5+DE, * p< 0.05 en
comparacion con control positivo.
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Para la dosis de dimetilfraxetina a 5 mg/kg (), se puede observar desde el minuto 30 al minuto
90 una potenciacion de la catalepsia con diferencia significativa con respecto al grupo control
positivo(4p<0.05) sin embargo no presento diferencia con el grupo de animales solo con HAL
("p<0.05). Para el minuto 120 disminuyd de manera progresiva el estado cataléptico y este efecto
se mantuvo hasta el minuto 150 por lo que en estos dos puntos no se presentd diferencia
estadisticamente significativa con el grupo control positivo (p >0.05) ni con los aminales

administrados solo con el HAL (p>0.05).

La herniarina a 1 mg/kg ( ) indujo en los ratones un comportamiento similar al de
dimetilfraxetina a la misma dosis, con una potenciacién de la catalepsia desde el min 30 y una
diferencia estadisticamente significativa tanto con el grupo control positivo (4p<0.05) como con
el grupo de animales solo con HAL ("p<0.05) por encima de los 20 seg. En el minuto 90
aumento el estado cataléptico con una diferencia estadisticamente significativa solo con respecto
al grupo control positivo (4p<0.05) y para el minuto 120 y 150 disminuye progresivamente sin
diferencia estadisticamente significativa con ninguno de los dos grupos. Sin embargo, con dosis
de 5 mg/kg (M) hay un bloqueo del efecto del HAL, en todos los tiempos analizados.
8.5.2 Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre parametros de
psicosis inducida con KET

Debido a que la dimetilfraxetina y herniarina a 1 mg/kg provocan una potenciacion del efecto
cataléptico inducido por HAL, se decidi6 evaluar los compuestos en el modelo de psicosis aguda

provocada con KET, y someter a los animales a las diferentes pruebas (NF, EP, ISy CA).
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e Prueba de natacion forzada.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura 30 se puede observar que tanto la
dimetilfraxetina como la herniarina a 1 mg/kg inducen una disminucion significativa del

parametro de inmovilidad respecto al grupo control negativo (Veh-Tween (p<0.05).

300
D
- 2004 Basal
_'S == Veh- Tween
2 == NMDAS
g 100 mm  Dimetillfraxetina 1
- Hernierina 1

0_

Ketamina 50mg/kg
Tratamientos mg/kg

Figura 30. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre el tiempo de inmovilidad inducido con ketamina
en prueba de NF. Dimetilfraxetina y herniarina a 1mg/kg; Basal, animales sin dafio; Veh- Tween, control
negativo; NMDA, control positivo. ANOVA post prueba Dunnet, n=5SE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-
Tween (-).

e Prueba de evitacion pasiva.

En la Figura 31 se observa que el tiempo de fase Lr de los compuestos dimetilfraxetina y
herniarina a 1mg/kg presentaron una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
grupo Veh-tween (*p<0.05) y la fase Li del experimento. Ambos compuestos lograron revertir
el dafio causado por la KET, sin embargo, la dimetilfraxetina presento valores superiores al
farmaco de referencia (NMDA 5mg/kg) y a los animales del grupo basal por lo que se puede

observar un mejor efecto protector traducido en el aprendizaje de los roedores.
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Figura 31. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre el deterioro cognitivo inducido con ketamina en
prueba de EP. Dimetilfraxetina y herniarina a 1mg/kg; Basal, animales sin dafio; VVeh- Tween, control negativo;
NMDA, control positivo. ANOVA post prueba Dunnet, n=5xSE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-Tween.

e Interaccion social.
En la Figura 32, se observa que los compuestos dimetilfraxetina y herniarina a 1mg/kg no
presentaron una diferencia estadistica con respecto al grupo Veh-tween (p>0.05) en el tiempo
de interaccion con el raton familiar (Rf). Sin embargo, este efecto se revierte por ambos
compuestos en los olisqueos al ratdn nuevo (Rn), con una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo Veh-tween (*p<0.05) por lo que el tiempo que gastaron los

animales olisqueando al Rn fue mayor que la interaccién con el Rf.
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Figura 32. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre la disminucion del tiempo de interaccion
inducido con ketamina en prueba de IS. Basal, animales son dafio; VVeh- Tween, control negativo; NMDA,;
Dimethylfraxetin y Hernierina a 1mg/kg ANOVA post prueba Dunnet, n=5xSE, *p< 0.05 en comparacion con el
Veh-Tween (-)

e Prueba campo abierto.

En la Tabla 12 se indica las variables que se midieron cuando los ratones fueron expuestos al
apartato de CA. La administracion de los compuestos indujo una disminucion significativa, en
el nimero de CT EV, y Ac con una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
agrupo VEH-Tween (*p <0.05). La dimetilfraxetina provoco valores de TAc similares a los
animales del grupo basal y del farmaco de referencia. Mientras que la herniarina, aungue tiene
una accién similar en los Ac al grupo basal, si aument6 el tiempo en el que los animales
permanecieron acicalandose por evento (TAC), por lo que no hay diferencia significativa con

respecto al grupo VEH-Tween (*p <0.05).
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Tabla 12. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre sintomas positivos de la esquizofrenia inducida

ketamina en prueba de CA.

Tratamientos CT EV Ac
(mg/kg) No. eventos No. eventos No. eventos
Basal 235.0 £14.62* 1352 +11.45* 27.8+0.73*

KET 50 mg/kg

Veh- Tween 435.6 £9.23 225.0+£15.33  42.2+3.73
NMDA 5 267.6 + 14.94* 716+ 2.6% 20.4 + 3.69*
Dimetilfraxetina 1 246.6 £ 23.7* 132.2 £12.8* 202+ 1.7*
Herniarina 1 169.6 + 12.9* 63.2 + 7.6* 27.2+2.8*

TAcC
Segundos
185.4 + 9.75*

272.6 +8.09
190.0 + 29.38*
187.6 + 47.6*

342.0+75.2

CE
No. eventos
0.00 £ 0.00*

13.8+1.28

0.00 + 0.00*
0.0+0.0*

0.0+ 0.0*

TCE
Segundos
0.00 + 0.00*

37.6 +5.53
0.00 + 0.00*
0.0+0.0*
0.0+ 0.0*

Cruces totales (CT, No. eventos), Elevamientos verticales (EV, No. eventos), Acicalamiento (Ac, No. eventos),
tiempo invertido en acicalarse (TAc, segundos) Conductas estereotipas (CE, No. eventos), Tiempo invertido en
conductas estereotipadas (TCE, segundos). Basales: ratones sin ketamina. ANOVA, post-prueba Dunnet, *p<0.05

en comparacion con el grupo VEH (n=5, + SE).

En cuanto a las conductas estereotipadas (CE) y el tiempo invertido en estas (TCE), se puede

observar que ambos compuestos a las dosis administradas, evitaron la presencia de dichas

conductas, por lo que no se registré algun valor y estos resultados fueron estadisticamente

diferentes al grupo de animales administrados solo con KET (*p<0.05).

8.6 Efecto de herniarinay dimetilfraxetina en un modelo crénico inducido con

MK-801

Los resultados obtenidos en el modelo agudo inducido con KET para evaluar el efecto de los

compuestos herniarina y dimetilfraxetina a 1 mg/kg sobre los diferentes parametros asociados a la

esquizofrenia nos permitié observar que estos presentaban actividad sobre CNS en cada uno de

sus sintomas (positivos, negativos y cognitivos) logrando revertir el dafio ocasionado por la

ketamina en un modelo agudo, por lo que dichos compuestos fueron llevados a un modelo crénico

inducido con MK-801 evaluados nuevamente en las diferentes pruebas conductuales NF, EP, ISy

CA.
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e Prueba de natacion forzada.

En la Figura 33, se observa que la administracion crénica de MK-801 (Veh-Tween) provoco un
incremento significativo en el tiempo de inmovilidad de los ratones en NF, en comparacion con
el grupo basal (*p <0.05). La co-adminitracion de MK-801 con su antagonista el NMDA y con
el antipsicético atipico, la olanzapina, disminuyé significativamente esta variable, cuando se
compara con el grupo Veh-Tween. Los animales que recibieron alguna de las dos cumarinas a
una dosis de 1 mg/kg, también disminuyen el tiempo de inmovilidad y los datos fueron

estadisticamente diferentes con respecto al grupo el Veh- Tween (* p<0.05).
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Figura 33. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre el tiempo de inmovilidad inducido con MK-801
en prueba de NF. Basal, animales sin dafio; Veh- Tween, control negativo; NMDA, control positivo. ANOVA
post prueba Dunnet, n=8 +SE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-Tween (-).

e Prueba de evitacion pasiva.

En la Figura 34 se observa el tiempo de latencia durante el entrenamiento, Li, en la que todos
los grupos fueron iguales estadisticamente y se encuentran representados en la barra negra de

la figura, con un promedio de 23.35 s.
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Figura 34. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre el deterioro cognitivo inducido con MK-801 en
prueba de EP. Basal, animales sin dafio; Veh- Tween, control negativo; NMDA y Olanzapina, control positivo.
ANOVA post prueba Dunnet, n=8+SE, *p< 0.05 en comparacién con el Veh-Tween (-).

En la fase Lr, tiempo de latencia durante la prueba, se puede observar que el grupo Veh-Tween
(control negativo) presento un tiempo similar al Li, sin una diferencia estadisticamente
significativa con el grupo basal p >0.05). El antipsicotico usado como farmaco control,
olanzapina no logré modificar el efecto del MK-801. Por lo contrario, los animales basales los
cuales no se generd ningun tipo de dafio, mostraron un comportamiento normal de aprendizaje,

por lo que todos recordaron el estimulo aversivo.

Asi mismo como se esperaba Lr a administracion de NMDA a 5 mg/Kg, induce el incremento
enel Lr, con su tiempo de respuesta mayor al presentado en la latencia inicial y al grupo vehiculo
(*p <0.05); el comportamiento que indujeron las cumarinas (1 mg/kg) fue similar al del NMDA

y fueron diferentes al Veh-Tween (*p <0.05).
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e Prueba de interaccion social

En la Figura 35, se observa que los animales del grupo Basal, que no recibieron MK-801, gastan
significativamente mas tiempo oliendo a un raton nuevo (Rn) y menos tiempo con el ratén
familiar (Rf), que aquellos del grupo de dafio con MK-801 con diferencia estadisticamente
significativa al Veh-Tween (*p <0.05) los cuales presentaron una similitud en tiempo de
olisqueo con el Rn y el Rf. La Olanzapina tampoco es capaz de modificar la respuesta de los
ratones al MK-801, y por tanto no diferenciaron entre el ratén nuevo y el familiar. EI NMDA a
5 mg/kg fue capaz de contrarrestar de manera significativa el efecto de MK-801 sobre la

sociabilidad, marcada como nimero de olisqueos al Rn.
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Figura 35. Efecto de los compuestos aislados de T. lucida sobre la funcién cognitiva inducida con MK-801 en
prueba de IS. Rn, raton nuevo; Rf, ratdn familiar; Basal, animales sin dafio; Veh- Tween, control negativo;
NMDA, control positivo. ANOVA post prueba Dunnet, n=9+SE, *p< 0.05 en comparacion con el Veh-Tween.

Los compuestos aislados de T. lucida dimetilfraxetina y herniarina lograron aumentar el nGmero
de olisqueos al Rn con respecto al grupo Veh-Tween (*p <0.05), sin embargo, el tiempo que
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gastaron en oler al Rf, aunque este fue menor en comparacion al Rn no presento una diferencia

estadistica con el grupo de dafio (Veh-Tween p >0.05).

e Prueba campo abierto.

En el ensayo agudo de induccion de MK-801 en modelo crénico, los sintomas positivos se
evaluaron en el CA. En la Tabla 13 se muestra que los pardmetros de CT, EV, Ac, CEy TCE
en el grupo basal los valores son significativamente menores a los del Veh-Tween (* p <0.05).
Sin embargo, para el pardmetro de TAc no hubo diferencia estadistica esto debido a que, aunque
la tendencia de este tiempo fue menor en los animales basales estos también permanecieron un

tiempo prolongado acicalandose.

Tabla 13. Efecto de los compuestos aislados de Tagetes lucida sobre sintomas positivos de la esquizofrenia
inducida MK-801 en prueba de CA.

Tratamientos CT EV Ac TAc CE TCE
mg/k
(mglka) No. eventos No. eventos No. eventos Segundos No. eventos Segundos
Basal 260.1 + 11.45* 94.71 + 6.94* 14.29 +1.01* 294.0 + 15.93 0.0+0.0* 0.0+0.0*

KET 50 mg/kg

Veh- Tween 354.5 +31.80 226.8 £17.01 25.83+2.12 363.3 £28.04 3.83+1.49 28.83 +13.09
NMDA 5 215.2 +15.82* 99.83+14.66*  15.00 £1.23*  214.7 £ 24.79* 1.17 +0.47* 7.83 + 3.65*
Olanzapina 1 196.3+ 16.31* 156.6 + 13.15*  13.00 +1.44*  200.4 + 24.35* 0.66 + 0.33* 5.42 £2.70*
Dimetilfraxetinal = 154.3 + 17.44* 199.4 +8.532 16.50 +1.64*  233.1+18.43* 1.00 £0.51* 0.85 + 0.45*
Herniarina 1 327.6 +34.26 85.29 +5.163*  15.86 +1.66*  161.7 £19.75* 1.17 £ 0.54* 4.00 £1.96*

Cruces totales (CT, No. eventos), Elevamientos verticales (EV, No. eventos), Acicalamiento (Ac, No. eventos),
tiempo invertido en acicalarse (TAc, segundos) Conductas estereotipas (CE, No. eventos), Tiempo invertido en
conductas estereotipadas (TCE, segundos). Basales: ratones sin MK-801. ANOVA, post-prueba Dunnet, *p<0.05
en comparacion con el grupo VEH (n=8 + SE).

Mientras que, el grupo de ratones que recibio el farmaco NMDA y Olanzapinaa 5y 1 mg/kg

respectivamente, hubo diferencia estadistica con el Veh-Tween (*p <0.05) en dicha variable.
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Para los demas pardmetros se evidencié un comportamiento similar al basal en los parametros

de CT, Ac, EV, CE y TCE con diferencia estadistica con el VVeh (*p <0.05).

8.6.1 Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre los niveles de citocinas
en ratones con MK-801

La administracion crénica de MK-801 provoco el aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-

a, IL-1pB, IL-6, IL-17 e IL-12) en cerebro e higado de ratones sin ningun tipo de tratamiento

(Veh-Tween), presentado una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo

Basal (*p <0.05).

Tabla 14. Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre citocinas en tejido de cerebro e higado obtenido de
ratones con inflamacién inducida por MK-801.

Organo

Cerebro

Higado

Tratamiento
(mg/kg)
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

TNF-a
[pg/g prot]
1671.44 + 164.17 *
6628.56 + 156.67
1689.45 + 160.10 *
2379.98 + 156.64 *
2705.99 + 208.60 *

2439.67 £ 158.39 *

2541.93 £244.04 *
4061.71 + 166.02
5651.77 + 230.63 *
6645.76 +204.59 *
2669.39 + 321.96 *

2330.17 + 236.98 *

IL-1p
[pg/g prot]
4344.02 + 416.81*
5879.32 + 451.03
3043.81 + 137.93*
4553.28 + 322.59%
2120.91 + 142.97*

1580.42 + 320.41*

1122.46 + 194.88*
3089.83 + 232.40
2308.57 + 230.33
2462.10 £ 229.19
763.14 + 146.81*

923.67 + 58.08*

IL-6
[pg/g prot]
19298.54 + 757.18 *
29115.56 * 2599.62
18926.77 + 1706.67 *
23533.39 £+ 2185.00
19247.10 £ 2211.22 *

16537.62 +£1970.98 *

10863.64 +879.02 *
23037.79 + 823.32
28644.13 +853.45

28353.84 +1126.89

15683.76 + 643.35 *

11929.34 £ 1313.79 *

IL-17
[pg/g prot]
81996.91 + 9372.79 *
216449.20 + 14005.58
95791.69 +11763.10 *
139438.33 + 19223.13*
85523.77 + 3750.10 *

79847.58 +8482.22 *

25466.88 * 2834.14*
73024.17 £1101.02
61900.49 + 3301.60
68600.30 + 2442.20
25815.25 + 2847.66*

24086.70 + 1669.62*

TNFa= factor de necrosis tumoral; IL 1= Interleucina 1 beta; IL6=Interleucina 6; IL17= Interleucina 17. Los datos
muestran la media £ S.E.M. de 6 animales *p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas utilizando un
ANOVA seguido de la prueba de Dunnett en comparacion con el grupo VEH-Tween.

Los ratones con Olanzapina a 1 tienen concentraciones significativamente menores de TNF-a,

IL-1b e 11-17 con diferencia estadistica con el Veh-Tween (*p <0.05) en cerebro, pero no en
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higado, 6rgano sobre el cual se observa un incremento de TNF-a (Tabla 14 y 15). El tratamiento

con NMDA a 5 mg/kg induce la disminucion de las concentraciones de todas las citocinas

inflamatorias en cerebro (*p <0.05). En higado, se observé un comportamiento farmacolégico

similar al descrito para Olanzapina con niveles superiores al presentado por el grupo vehiculo-

Tween (*p <0.05). Para los grupos administrados con herniarina y dimetilfraxetina a 1 mg/kg

se observé que ambos compuestos fueron capaces de disminuir los niveles de todas las proteinas

pro-inflamatorias tanto en cerebro como en higado, ambos compuestos con diferencias

estadisticamente significativas con respecto al grupo negativo (Vehiculo-Tween *p <0.05).

Tabla 15. Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre citocinas en tejido de cerebro e higado obtenido de

ratones con inflamacién inducida por MK-801

Organo

Cerebro

Higado

Tratamiento
(mg/kg)
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1
Dimetilfraxetina 1
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

IL-12
[pg/g prot]

909.36 + 52.07*
1648.11 + 154.01
867.56 + 30.80*
1383.92 + 82.76
1231.94 + 58.54*
1183.70 + 118.71*
1348.83 + 47.27*
1966.23 + 90.90
2205.16 +107.71
2237.83 + 154.74
1505.66 + 44.75*
1242.33 + 55.19*

IL-4
[pg/g prot]
664.70 + 33.86 *
262.19 + 25.59
385.88 + 34.12*
497.11 + 37.22%
489.89 + 32.70*
386.96 + 30.52 *
325.72 + 32.25*
33.31+9.78
1073.00 + 37.19%
1059.28 + 18.52*
502.70 + 63.48*
302.35 + 14.65*

L-10
[pg/g prot]
65912.92 + 7484.87 *
21663.59 + 1907.22
49492.75 + 6055.67*
52684.55 + 1645.96%
59039.89 + 2130.91*
56696.64 + 5497.48%
37433.10 + 3272.82*
16431.34 + 1497.28
115799.46 + 9129.30*
107998.49 + 7955.79%
40254.43 + 5446.25*
32502.37 + 3080.57

IL12= Interleucina 12; IL4=Interleucina 4; IL10= Interleucina 10. Los datos muestran la media + S.E.M.
de 6 animales *p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas utilizando un ANOVA seguido

de la prueba de Dunnett en comparacion con el grupo VEH-Tween.

En la cuantificacion de citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10, en el grupo de dafio

presentaron una disminucion de estas con respecto al grupo Basal en ambos 6rganos (Vehiculo-

Tween *p <0.05).

Los ratones administrados con los farmacos Olanzapina y NMDA
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presentaron valores superiores en ambas proteinas, con una marcada diferencia en higado
(Vehiculo-Tween *p <0.05). Los compuestos herniarina y dimetilfraxetina a 1 mg/kg fueron
capaces de aumentar de manera significativa los valores de IL-4 en ambos tejidos. Para los
valores de IL-10, herniarina logré incrementar dicha proteina tanto en cerebro como en higado,
sin embargo, dimetilfraxetina sélo disminuye los valores en cerebro (Vehiculo-Tween *p <0.05)

8.6.2 Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre la actividad

antioxidante en ratones con MK-801.

Como se puede observar en la Tabla 16, que los valores de glutation reducido (GHS) en ambos
organos son significativamente menores en el grupo de dafio en comparacion a los animales
sanos (Basal), asi como con el grupo control NMDA a 5 y las cumarinas evaluadas a 1 mg/kg
(Vehiculo-Tween *p <0.05), sin embargo, la olanzapina a 1 mg/kg no es capaz de bloquear los

efectos de MK-801 sobre este parametro.

Las concentraciones de glutation oxidado (GSSG) (Tabla 16) en los animales del grupo Veh-
Tween aumentaron sus valores en comparacion al grupo Basal en ambos 6rganos, asi como
también, los controles positivos y ambos compuestos de T. lucida con diferencia
estadisticamente significativa (Vehiculo-Tween *p <0.05). En cuanto a la relacion del sistema
redox GHS/GSSG los animales del grupo de dafio presentaron concentraciones menores en

comparacion al grupo Basal para ambos 6rganos (Veh-Tween *p <0.05).
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Tabla 16. Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre la concentracion GHS y GSSG en cerebro e higado de ratones con

estrés oxidante inducidos con MK-801.

Organo

Cerebro

Higado

Tratamiento
(mg/kg)
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1
Dimetilfraxetina 1
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

GHS (uM)

169.6 + 6.86*
40.67 £5.38
84.95 + 4.14*
59.50 £ 6.00
110.5+6.78*
118.4 +7.12*
100.4 +5.92*
33.16 £4.39
73.59 £9.76*
75.65+4.81*
107. 2 £5.44*
97.28 £ 8.56*

GSSG (uM)

2.89+0.36*
10.62 £ 0.77
4.74 +1.04*
2.53+0.47*
4.09+£0.77*
4.64 £0.19*
1.48 +0.26*
3.92+0.23
0.87 £ 0.20*
1.35+0.3*
152 +0.16*
2.09+0.31*

GHS/GSSG

60.93 + 10.64*
4.03+£0.62
28.54 +7.79*
27.18 £5.09*
28.37 £6.30*
26.20 £ 0.93*
63.05 £ 9.10*
29.06 £2.21
49.78 £6.42
57.61£5.21*
64.27 £ 5.04*
60.20 £ 1.80*

GHS, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado; GHS/GSSG, relacion. Los datos muestran la media
+ S.E.M. de 6 animales *p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas utilizando un ANOVA
seguido de la prueba de Dunnett en comparacion con el grupo VEH-Tween.

Asi mismo los controles NMDA y olanzapina a 5 y 1 mg/kg respectivamente, en cerebro

presentaron concentraciones con una diferencia estadisticamente significativa al grupo de dafio,

sin embargo, NMDA en higado no modifica el dafio causado por la administracién cronica de

MK-801. La relaciébn GHS/GSSG se modifica por la administracién de ambas cumarinas, con

concentraciones superiores a las presentadas por los animales del grupo Veh-Tween en ambos

organos con diferencia estadistica significativa (*p <0.05).

Se evaluo la liberacién de 6xido nitrico (ON) detectado como nitrito (ON2") y malonilaldehido

(MDA), marcador bioldgico resultante de la peroxidacién lipidica presentada por el estrés

oxidante. En la Tabla 17 se presentan los valores de dichos marcadores. Para los animales de

grupo Veh-Tween se puede observar que tanto las concentraciones de ON2" como de MDA
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fueron superiores a los valores presentados por los animales del grupo sano, con diferencia

estadisticamente significativa en ambos 6rganos (Veh-Tween *p <0.05).

Tabla 17. Efecto de herniarina y dimetilfraxetina sobre la concentracion ON y MDA en cerebro e higado de ratones con

estrés oxidante inducidos con MK-801.

Organo

Cerebro

Higado

Tratamiento
(mg/kg)
Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1
Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

Basal
Veh-Tween
NMDA 5
Olanzapina 1

Herniarina 1

Dimetilfraxetina 1

Liberacién de 6xido nitrico (NO) detectada como nitrito ON2'; MDA,
Malondialdehido. Los datos muestran la media + S.E.M. de 6 animales
*p<0,05 indica diferencias estadisticamente significativas utilizando un
ANOVA seguido de la prueba de Dunnett en comparacién con el grupo

VEH-Tween.

ONz (uM)

0.51+0.12*
2.28+0.20
0.78 £0.13*
0.39 £ 0.08*
1.06 +0.18*
0.50 £ 0.13*
12.27 £ 0.53*
1775+ 1.74
13.23 £ 0.35*
12.60 + 0.67*
13.74 £ 0.57*
12.73 £1.17*

MDA (nM)

112 + 4.51*

168.5 + 6.36

105.2 +7.78*
89.11 + 7.58*
80.08 £ 3.29*
118.3 +6.23*
41.39 £5.28*
74.66 £5.52

15.43 £ 0.38*
7424 £4.84
48.89 + 2.28*
36.46 +4.97*

Este efecto se puede ver revertido en ambos érganos por el control NMDA y ambas cumarinas

de T. lucida administradas a 1 mg/kg, ya que disminuyeron sus valores presentando una

diferencia estadisticamente significativa (*p <0.05) como lo hicieron los animales del grupo

Basal, por lo tanto, herniarina como dimetilfraxetina estarian indicando su actividad

antioxidante en un modelo crénico inducido con MK-801. Para el antipsicotico atipico

(olanzapina 1 mg/kg), aunque disminuyo los valores presentados en ambos 6rganos de ON2'y

en cerebro de MDA con diferencia estadistica (*p <0.05) no logro presentar valores inferiores

en higado a los presentados por los demas grupos en MDA.
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9 DISCUSION

A pesar del uso ampliamente descrito en la medicina tradicional mexicana y reportes de
actividades farmacoldgicas de Tagetes lucida sobre SNC, hasta el momento no se han realizado
estudios que integren dichas actividades de extractos organicos y compuestos aislados de la
especie, en enfermedades de fisiopatologia complejas que generan diversos sintomas como lo
son las enfermedades psiquidtricas. La esquizofrenia (EZQ) como ya se ha mencionado con
anterioridad es una enfermedad multifactorial de la que se desconoce su etiologia, sin embargo,
hay varias hipotesis alrededor de ella como lo son la desregularizacion de diversos
neurotransmisores especificamente en via dopaminérgica y glutamatérgica relacionadas
directamente sobre SNC y complementando éstas, la teoria que relaciona mecanismos de
inflamacidn y estrés oxidante , que se presenta a nivel periférico y en SNC (Ruiz et al., 2010)
(Riegel et al., 2010)(WHO | world health organization, 2022). De estas hipotesis se deriva la
sintomatologia variada de la EQZ, donde predominan sintomas como el aislamiento social y
depresién (sintomas negativos), pérdida de memoria (sintomas cognitivos) y rasgos psicéticos
(sintomas positivos), este ultimo como principal sintoma de la enfermedad (Winship et al.,

2018).

T. lucida ha sido usada para el tratamiento de la “locura”, con esta base y los efectos
farmacoldgicos de la planta demostrados en ensayos bioldgicos, se hizo la presente propuesta
de investigacién. En la que el propésito fue indagar sobre el efecto de diferentes tratamientos
obtenidos de esta planta, en modelos de psicosis experimental a través de la interaccion con dos
vias de neurotransmision que forman parte de la fisiopatologia de la EQZ, el dopaminérgico y

el glutamatérgico, medir si las acciones se basan también en la modulacion del proceso
I ——

Efecto de Tagetes lucida sobre pardmetros asociados a la esquizofrenia experimental en diferentes modelos psicosis
en ratén

107



inflamatorio y oxidante. Se realizd una extraccion quimica de T. lucida usando solventes
orgénicos para la obtencion de cuatro extractos que fueron evaluados en el ensayo agudo de
catalepsia inducida con HAL. El HAL, es un farmaco potente, representativo de los
antipsicoticos tipicos con alta afinidad por los receptores D2 dopaminérgicos que causa
catalepsia como efecto secundario adverso. Esta actividad es usada como herramienta
farmacoldgica en el laboratorio, para inducir efectos extrapiramidales en roedores, incluida la
rigidez y en particular, la catalepsia; efectos que estan mediados por el bloqueo de los receptores

D2 del cuerpo estriado (Matthysse, 1986).

En este modelo TIAq, en las dosis seleccionadas (12.5, 25 y 50 mg/kg), no cumple con un
comportamiento tipico dosis-respuesta, ya que la dosis media se comporta como el control
negativo, mientras que la baja y el alta, disminuyen la catalepsia inducida con HAL, lo que se
ajusta al fendmeno de hormesis, teniendo que a bajas dosis hay un efecto contrario al que se
tiene en dosis mas elevadas (Eizayaga & Niidemberg, 2017). Los extractos de TIAEt a 50 mg/kg
y TIAQ a 25 mg/kg, son capaces de potenciar la catalepsia inducida con HAL. Por lo que, se
puede suponer que algunos de los componentes de estos tratamientos pueden estar actuando a
través de la via dopaminérgica, y que como el HAL también pueden ser posibles antipsicoticos,
sin presentar los efectos adversos motores que presentan normalmente este tipo de farmacos, lo
que se fundamente por el hecho de que los extractos per-sé no inducen catalepsia. Los extractos
y las dosis que no presentaron un efecto potenciador de la catalepsia, pero si un comportamiento
similar la CAF a 15 mg/kg indican que su mecanismo de accion podria estar vinculado con la
adenosina ya que la CAF bloquea completamente el efecto cataléptico. Esta sustancia es un

antagonista de los receptores A2 para adenosina los cuales se encuentran modulando la via
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dopaminérgica en el desarrollo de la EZQ inhibiendo la catalepsia generada por el HAL

(Gbngora-Alfaro, 2014).

Como ya se menciono la via glutamatérgica estd involucrada en el mecanismo fisiopatoldgico
de la EQZ, la KET es capaz de simular las conductas psicéticas asociadas, cuando es
administrada a ratones. Los extractos TIAEty TLHex a 50 mg/kg y TIAq a 25 mg/kg generaron
un efecto nootrépico en prueba de EP, por lo que se infiere que disminuye los sintomas
cognitivos. Esta prueba es una herramienta util en la busqueda de opciones de medicacion para
la psicosis, especialmente en el control de los sintomas cognitivos juagando un papel destacado
en la investigacion neurocientifica centrada en el papel de los neurotransmisores y sefiales
moleculares en los procesos de aprendizaje y la memoria (McAllister-Williams et al., 2010). La
KET en este modelo induce disminucién del proceso de aprendizaje mediante el antagonismo
de NMDAr de glutamato y debido a su interaccion directa o indirecta con otros sistemas de
neurotransmision como la via colinérgica y sus receptores muscarinicos y nicotinicos generando
una reduccion del rendimiento cognitivo, estados disociativos, dificultad para recordar palabras
y disminucién de la memoria inmediata (Royo-Isacha et al., 2004) (Neira & Ortega, 2004) por
lo que estos extractos tuvieron la capacidad de generar un efecto nootrépico modificando el

dafio cognitivo causado por la KET.

Para medir el efecto de los extractos de esta especie medicinal, sobre los sintomas negativos de
la EZQ, se utilizd NF, esta prueba es ampliamente usada para evaluar la eficacia de extractos
vegetales y compuestos de sintesis, se evalla la desesperanza aprendida, los animales tienen
tendencia a escapar del agua, por lo tanto, el tiempo de inmovilidad es un marcador conductual

de depresion. Los resultados mostraron que KET disminuye el tiempo de inmovilidad de los
I ——
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ratones en el agua, lo que indica un efecto antidepresivo. El antagonismo de la KET en el
receptor glutaminérgico NMDA es el primer paso en una cascada de eventos que incluye un
rdpido aumento en la liberacion presinaptica de glutamato, una estimulacion de las conexiones
excitatorias a nivel regional y un cambio importante en la plasticidad y conectividad sinaptica.
La capacidad antidepresiva, la liberacion de glutamato y de sinaptogénesis inducida por
ketamina se produce con dosis sub-anestésicas, lo que también estaria relacionada con una
experiencia psicodélica de gran intensidad (Mcinnes et al., 2017). La conducta de inmovilidad
en NF, se incrementa en aquellos animales que no reciben tratamiento, es decir ante el estrés al
que se somete a los individuos lo que genera un estado de inmovilidad que se traduce como
desesperanza conductual o “depresion”, por lo que el grupo Basal sirvi6 de referencia de dicha
conducta. Mientras que los ratones que solo recibieron KET sin tratamiento, disminuyen este
parametro en comparacion del grupo Basal. EI NMDA, agonista glutamatérgico bloquea el
efecto de la KET, un efecto similar al observado con el extracto TIMet. La coadministracion de
los extractos TIHex, TIAEt y TLAq de T. lucida, con KET, modifica su respuesta, ya que
estarian potenciando el efecto, lo que nos indica que la actividad antidepresiva de estos extractos
puede ser por otras interacciones como la inhibicion de las interneuronas GABAErgicas en la
corteza prefrontal, lo que permite la activacion glutamatérgica de neuronas piramidales a través

de receptores AMPA (Lamas-aguilar et al., 2007).

Las interacciones sociales son un componente fundamental y adaptativo de la biologia de
numerosas especies. Para los animales, como los ratones, el reconocimiento de sus congéneres
puede ser importante para mantener la jerarquia social y la eleccion de pareja, por lo tanto, las

alteraciones en el comportamiento y reconocimiento sociales son caracteristicos de una variedad
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de trastornos neuropsiquiatricos como la EZQ. Por lo que la prueba IS y NF son Gtiles modelos
para analizar posibles tratamientos farmacoldgicos para reducir sintomas negativos. (Ellenbroek
& Cool, 2000) (Kaidanovich-beilin et al., 2011) Ademas, la sociabilidad que es la propension a
pasar tiempo (olisqueando) con un ratén desconocido (Rn), esta prueba nos permite analizar el
desarrollo cognitivo en roedores, debido a la propension a pasar el tiempo con un raton
desconocido antes que con un raton familiar (Rf) por lo que sumada a la EP nos permite analizar
efectos mejoradores de memoria. En este modelo se observd que los animales del extracto TIMet
presentaron una disminucion en su capacidad cognitiva al pasar menor tiempo olisqueando al
Rn, similar a los animales del grupo de dafio administrados solo con KET, resultados opuestos
a los presentados por los animales del grupo control positivo NMDA y los tres extractos
restantes, que fueron capaces de generar una diferencia significativa, datos que coinciden con
los resultados de la prueba de EP y confirmarian su actividad nootrépica. En cuanto los
resultados obtenidos en el sintoma negativo “déficit social” en este modelo, se pudo observar
que los animales del grupo TIMet 50 mg/kg no lograron aumentar la interaccion social como si
lo hicieron los extractos TIHex, TIAEt a 50 y TIAgq 25 mg/kg, disminuyendo este sintoma
negativo y contrarrestando los dafios ocasionados por la KET. En este caso observamos que
estos resultados contrastan con los obtenidos por la prueba de NF, Esto puede ser debido a la
variabilidad y cantidad de compuestos que conforman cada uno de los extractos, que pueden
hacer de ellos sustancias con diversos mecanismos de accion farmacoldgica que combinados
con KET pueden producir diversas interacciones. Pese a la diferencia entre los dos modelos, los

resultados obtenidos de los extractos TIHex, TLAEty TIAqg nos indican que en ambos casos sea
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que actuen directa o indirectamente por via glutamatérgica estos productos de T.lucida generan

una disminucion en los sintomas negativos de psicosis en los roedores.

Los sintomas positivos son las manifestaciones mas evaluadas en los modelos de psicosis para
simular la EQZ experimental, ya que representan los principales sintomas de la enfermedad.
Mediante el anlisis de los diferentes parametros en la prueba de CA que nos permite observar
la actividad general de los animales a un ambiente sin salida durante 30 min, se observo en CT
y EV, que indican la conducta motora. Un incremento de ambos parametros en el grupo que
recibié solamente KET (Veh-Tween). Se ha mostrado que esta es una sustancia que induce un
estado mental similar a la EQZ, reproduciendo los sintomas positivos de la enfermedad, por lo
tanto exacerba la hiperlocomocion (Genis & Lopéz-rubacava, 2011), efecto que se pudo
observar en el grupo sin tratamiento. Los efectos de este antagonista de receptores NMDA,
fueron bloqueados por los extractos provenientes de T. lucida (TIHex, TIAEt, y TIAQ) los
resultados fueron estadisticamente diferentes al grupo de KET. El grupo de animales que fue
administrado con el extracto TIMet, s6lo antagonizo6 la hiperlocomocion sobre la variable de
CT,; los EV no se modificaron con este extracto. Por otro lado, el auto-cuidado en los animales
es un comportamiento innato que estad involucrado en la higiene, mantenimiento y procesos
fisiolégicos importantes como la termorregulacién y la comunicacion social. Es una de las
conductas mas frecuentemente observadas en roedores despiertos. El autocuidado cefalocaudal
es notablemente similar en todas las especies. Los seres humanos dedican parte de su tiempo a
este comportamiento, como rutina normal de higiene personal y esta muestra cierta similitud
con el observado en otros animales. Sin embargo, en el humano la conducta del aseo personal

puede volverse patoldgica, por ejemplo, durante condiciones estresantes o en ciertos trastornos
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neuropsiquiatricos como la esquizofrenia, aumentando este deseo de limpieza con el nimero de
veces y el tiempo invertido en este (Kalueff et al., 2015). Los resultados obtenidos en los
parametros de Ac y TAc muestran que los animales de dafio y el extracto TIMet presentaron un
mayor nimero de conductas de limpieza y asi mismo, el tiempo en el grupo de dafio (Veh-
Tween) y el extracto TIHex fue mucho mayor, esto en comparacion a los animales del grupo
sano (Basal). Los extractos TIAEt y TIAg mantuvieron un comportamiento normal al generado

en el grupo Basal.

Las conductas estereotipadas (CE) consisten en una o varias secuencias de movimiento de
caracter reiterativo, que no configuran un programa de accidn especifica. Estas sefiales son
rasgos caracteristicos de las personas con EZQ, debido a las alucinaciones visuales y auditivas
que presenta la enfermedad (Fadel & Zieher, 2001). Los resultados mostrados en este ensayo
evidenciaron que los animales del grupo de dafio y el extracto TIHex y TIMet presentaron
comportamientos poco habituales, como movimientos de cabeza repetitivos, querer atraparse la
cola e intentar huir arriesgando su bienestar. Sin embargo, los animales del TIMet presentaron
menos conductas y permanecieron menos tiempo en dicho parametro (TCE) siendo
estadisticamente diferente al grupo Veh-Tween. Por otro lado, los animales del grupo Basal no
presentaron dicho sintoma, como se esperaba. Mientras que los extractos TIAEt y TIAq
disminuyen el dafio ocasionado por la KET.

La KET es un anestésico disociativo de accion ultracorta, derivado de la fenciclidina,
antagonista del receptor NMDA para glutamato (Cruz Mario et al., 2009) y que en individuos
sanos a dosis diferentes a las recomendadas para su uso, genera tanto los sintomas positivos de

la psicosis, como trastornos del pensamiento e ideas delirantes; sintomas negativos similares a
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los asociados con la EQZ como el déficit social; sintomas cognitivos debido al deterioro de la

memoria y déficit de atencidn.(Castrejon et al., 2015) (Santillan-urquiza et al., 2018)

Por lo que la integracion de todos los resultados obtenidos en EP, NF, IS y CA sobre sintomas
positivos, negativos y cognitivos de la psicosis experimental inducida con KET vy la catalepsia
inducida por HAL nos indican que los extractos TIAEt a 50 y TIAq 25 a mg/kg que presentaron
actividad tanto mejoradora de la memoria, antidepresiva como antipsicdtica podrian estar
actuando mediante via glutamatérgica en la regulacion de los receptores NMDA de tipo

ionotrépico y mediante via dopaminérgica potenciando el HAL mediante los receptores D2.

Si bien la utilizacion de plantas medicinales como T. lucida por su connotacién cultural y
antecedentes etnomédicos sobre SNC, son ampliamente usadas por la poblacion de distintas
areas de nuestro pais, estas pueden generar cuadros toxicos derivados de su administracion. Los
resultados obtenidos en la prueba de Irwin realizados a los extractos TIAEt y TIAg a 1000, 500
y 300 mg/kg evidenciaron que a dosis de 300 mg/kg ninguno de los dos extractos induce signos
neurotoxicos. Ademas, TIAQ no provocd algun signo a 500 mg/kg y TIAEt hizo que los animales
manifestaran sélo sintomas leves. Ambos extractos a la dosis mas alta probada (1000mg/kg),
generaron diversos sintomas neurotoxicos desde los primeros 30 minutos. Sin embargo, se
presentaron de forma leve y/o moderada la cual fue evidenciada por la presencia de pelos
erizados, ptosis palpebral, amontonamientos e inmovilidad. Los animales administrados con
LPS a 2.5 mg/kg presentaron los mismos sintomas, sin embargo, incrementaron su nivel de
manera moderada a severa, ademas también presentaron ligera diarrea. EI LPS o endotoxina es

el mayor componente de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, desempefian una
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importante funcion en la activacion del sistema inmune al constituir el antigeno superficial mas
importante de este tipo de bacterias. Durante el proceso infeccioso por LPS se induce la
inflamacion sistémica, generar sepsis y shock toxico en animales. Debido al dafio endotelial es
capaz de afectar la BHE y con ello causar dafio al SNC generando deterioro neurolégico con
consecuentes sintomas descritos en este ensayo (Aid et al., 2008). Estas lesiones ocasionadas a
nivel sistémico ocasionan un dafio hepético por lo valores elevados de LPS de origen bacteriano
(Claria et al., 2008) como se observa en la representacion fotografica de los animales con LPS
tomadas a las primeras 24 horas de administracién. Sin embargo, debido a que el dafio hepatico
fue limitado, se produjo una rapida respuesta regenerativa de los hepatocitos que reemplaza al
tejido afectado y restablece la arquitectura normal de este érgano (Claria et al., 2008), por lo
que pasados 7 dias de la administracion los sintomas habian desaparecido completamente y para
el final del ensayo los animales no mostraron dafio alguno en el érgano. Para los animales
administrados con los extractos no hay datos de un aparente dafio hepético. Estos hallazgos dan
lugar a afirmar que los extractos de T.lucida tiene un efecto depresor moderado en el SNC en
una relacion directa y dependiente de la dosificacion; el cual después de 24 de administrado
comenzaba a disminuir y los animales recuperaron su comportamiento normal a las 72 horas de
la administracion. Cabe resaltar que las dosis probadas en este ensayo fueron 5 veces mayores
(300 mg/kg) a las dosis evaluadas en los modelos de catalepsia y psicosis, y que las dosis que
inducen cambios en las variables medidas, de forma moderada, fueron 9 veces mayores que las
usadas en los modelos de psicosis. Diaz-Samayoa y Brenda informaron que el extracto acuoso
(1-5 g/kg), administrado por via oral a ratas, no indujo signos de toxicidad gastrica 0 hemorragia

digestiva, y administrado por via oral a ratones en la prueba de toxicidad aguda, no mostré
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ningun efecto toxico. Newary et al., evaluaron la toxicidad por el método de Bruce a 0.5, 1, 2,
3, 4y 5 g/kg, reportando que la especie era segura a la dosis maxima. Asimismo, Guadarrama-
Cruz et al., informaron que el extracto acuoso de T. lucida no muestra signos de toxicidad o
mortalidad en las pruebas de toxicidad aguda, por lo que este extracto proporciona un nivel de
seguridad combinado con la ausencia de efectos secundarios graves informados en su uso en la
medicina tradicional (Brenda and Diaz, 1998), (EI-Newary et al., 2021)(Guadarrama-Cruz et

al., 2008).

Aunado a los resultados obtenidos para los extractos, en los modelos agudos de catalepsia por
HAL y de psicosis por KET; La caracterizacion quimica de TIAEty TIAq, fue fructiferay llevo
al aislamiento y/o identificacion por métodos cromatograficos de algunos metabolitos
secundarios del tipo de terpenos, cumarinas y flavonoides, los cuales pueden ser en parte
responsables de la actividad farmacoldgica encontrada en este estudio y que han sido reportados
como familia en la especie, en diversas investigaciones (BDMTM, 2009) (Xu et al., 2012)

(Monterrosas-brisson et al., 2020).

Los compuestos tipo flavonoide fueron aislados del extracto TIAq debido a su naturaleza polar.
Se encontraron una gran variedad entre los que se lograron aislar dos flavonoides, los cuales
mediante métodos de elucidacion estructural se identificaron como Quercetagetina 7-O-
glucopirandsido y Quercetagetina 7-O-B- (6"- cafeoil) glucopirandsido, reportados para el
género Tagetes y otras familias de plantas, aunque no para T.lucida, y un nuevo flavonol
identificado como Quercetagetina 7-O-p -(6"protocatecol) glucopiranésido. Los compuestos

tipo flavonoides como la quercetina y canferol tienen actividad sobre SNC, especificamente
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con actividades como antidepresivos, mejoradores de la memoria, neuroprotectores y
ansioliticos (Mata-Pinzén et al., 2018). Ademas de los flavonoides se identificaron tres
compuestos tipo cumarinas (dimetilfraxetina, herniarina y escoporona) reportados para la
especie en el 2020 por Monterrosas-Brison et al. Las cumarinas tienen diferentes efectos
farmacoldgicos. Se le han reportado propiedades como antiinflamatorias, antioxidantes,
antialérgicas, hepatoprotectoras, antivirales, citotoxicas, antitumorales y anticancerigenas
(Mejia-barajas et al., 2012); ademaés, actividades sobre SNC como antidepresivos , ansioliticos
y sedantes (Martinez Vazquez et al., 2015) (Pérez-Ortega et al., 2016). Por lo que los
compuestos aislados de los dos extractos que corresponden a cumarinas, dimetilfraxetina y
herniarina podrian estar formando parte de los activos en los extractos de TIAEty TLAQ. Para
determinar su efecto se evaluaron estos dos metabolitos en los ensayos de actividad aguda con

HAL y KET.

Como se observa en los resultados de catalepsia ambas cumarinas lograron potenciar el efecto
cataléptico del HAL a dosis mas bajas, presentado un fenémeno de hormesis como el reportado
por el extracto TIAg. Estos resultados nos indican que dichos compuestos a dosis de 1mg/kg
pueden estar actuando mediante via dopaminérgica especificamente por receptores tipo D2 en
el estriado. Mientras que la herniarina a 5 mg/kg, podrian estar actuando como antagonistas de
estos receptores bloqueando los afectos del HAL como lo hace el control positivo la CAF.

Asi mismo en los ensayos agudos sobre los sintomas negativos en NF e IS se observa que en
ambos compuestos a 1mg/kg, generan un efecto antidepresivo como lo hace la KET, ademas un
efecto pro-sociabilidad contrarrestando los dafos ocasionados por dicho inductor. Estos

resultados indican que ambas cumarinas pueden presentar estos efectos, ya sea porque per sé
I ——
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tenga dicha actividad, ejerciendo una actividad antagonica de la KET o bien porque estén
actuando mediante otros mecanismos neurol6gicos ligados a la via glutamatérgica. La
dimethilfraxetina, ha demostrado su actividad sobre SNC como antidepresivo, ansiolitico y
sedante, involucrando la neurotransmision serotoninérgicay GABAérgica (Pérez-Ortega et al.,
2016). Aparentemente, con los resultados aqui mostrados, se infiere que probablemente la
cumarina también actda, por lo menos en parte, en los receptores glutamatérgicos involucrados
en el mecanismo de accién de la KET, ya que ésta actlla como un antagonista no-competitivo
de los receptores NMDA en la prueba de IS (Salat et al., 2015). En el 2015 se realizé un estudio
sobre el método de aislamiento y sintesis de la herniarina a partir de Casimiroa pubescens y su
uso como antidepresivo. Esta cumarina tiene actividad antidepresiva y ansiolitica en un modelo
de NF y CA por lo que se considera util como agente terapéutico en trastornos emocionales

actuando sobre SNC (Martinez Vazquez et al., 2015). (Nazari Barchestani & Rafieirad, 2021a)

Cabe sefialar que la KET ha sido usada como antidepresivo en pacientes resistentes a los
farmacos recetados para ello, como son los antidepresivos triciclicos, los inhibidores selectivos

y no-selectivos de la recaptura de serotonina, entre otros (Fava et al., 2018).

En cuanto a los efectos sobre la memoria de las cumarinas, los resultados de las pruebas de IS
y EP evidencian que ambos compuestos generan un efecto mejorador de la memoria, actividad
gue ha sido reportada para compuestos cumarinicos por Jameel et al.,, en 2016, donde
compuestos de tipo cumarina derivados de plantas como el decursinol mesuagenina,
escopoletina, hidroxi-7-metoxibergamotina, bergapteno, bergapten, 4-metilumbeliferona,

feroniellosido, marmesina y columbianetina han demostrado poseer actividad antiAChE en el
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sistema colinérgico, particularmente implicado en los circuitos de memoria. Se ha demostrado
que la escopoletina potencia la potenciacion a largo plazo (LTP) en rodajas de hipocampo de
rata. Mejor6 la LTP del hipocampo y las propiedades cognitivas en ratones con deterioro
colinérgico a través de la via dependiente del NMDA. La ensaculina inhibe la AChE, regula la
funcion dopaminérgica, serotonérgica y adrenérgica y es un antagonista del receptor NMDA
(Jameel et al., 2016). En un reciente estudio se evalud el efecto de la herniarina en memoria,
mostrando que el uso de esta cumarina por 14 dias podia mejorar la memoria y el deterioro
cognitivo en un modelo de isquemia por hipoperfusion cerebral permanente usando prueba de

EP y de laberinto en Y (Nazari Barchestani & Rafieirad, 2021)

En cuanto a los sintomas positivos la dimetilfraxetina induce una diferencia con el grupo que
so6lo fue administrado con KET en todos los parametros evaluados, también la herniarina logrd
antagonizar el efecto ocasionado por la KET en la mayoria de los parametros. Sin embargo, los
animales que recibieron este compuesto permanecieron un mayor tiempo acicalandose (TAC).
Como se ha mencionado uno de los pardmetros mas importantes en la evaluacion de los sintomas
positivos son las CE que reflejan el estado psicético en los roedores, conducta que no
presentaron los grupos de ratones que recibieron estas cumarinas y que sumados a los resultados
de los demaés parametros nos pueden estar indicando que ambos ejercen actividad antipsicotica
a como lo hacen los extractos y que posiblemente estarian actuando como lo hace el grupo
control positivo NMDA bloqueando los NMDAr de tipo ionotropico. Estos resultados
concuerdan con los reportado para la especie y los compuestos tipo cumarina desde la

etnomedicina y farmacologia a través de los afios, ya que su interaccion con el SNC ya sea por
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la regulacién indirecta o directa con las vias en estudio genera un efecto positivo sobre la

mayoria de los sintomas de enfermedades mentales complejas como la EZQ.

Si bien la ketamina puede desencadenar una psicosis temporal, debido a su vida media corta 'y
su potencia mas baja en modelos psicoticos agudos, sustancias como el MK-801 suelen usarse
con més frecuencia en modelos animales para simular la psicosis cronica con fines
experimentales debido a sus caracteristicas de accion més duradera (Kovacic & Somanathan,
2010). Anudado a los resultados obtenidos en el modelo agudo, la administracion cronica de
MK-801 en los roedores administrados con los compuestos aislados de T.lucida no presentaron
diferencias con lo reportado anteriormente en el modelo con KET. Sin embargo, debido a las
caracteristicas de accidon duradera y la administracion diaria (0.5 mg/kg/ 28dias) de este
inhibidor de los receptores tipo NMDA si se generé un efecto potenciador de la depresion per
se el modelo de NF. Resultados que concuerdan con lo reportado por Langen et al., en 2012,
estos autores proponen un modelo de inmovilidad en NF con el tratamiento prolongado (0.2 and
0.3 mg/kg/15dias). Los autores muestran que MK-801 fue capaz de incrementar el tiempo de
inmovilidad en NF (Langen et al., 2012). Por lo que ambas cumarinas presentaron un efecto
antidepresivo y mejorador de la capacidad social en prueba IS con diferencia estadisticamente

significativa al grupo Veh-Tween.

Por otro lado, Es evidente que el disefio experimental durante 28 dias a 0.5 mg/kg de
administracion de MK-801, induce una disminucién cognitiva en prueba de IS y perdida de la
memoria en EP, y como se esperaba el control positivo NMDA logro revertir este efecto en
ambas pruebas. Para este modelo crénico ademaés del uso del NMDA se us6 un antipsicotico

atipico de uso comercial, la olanzapina se prescribe ampliamente para trastornos mentales como
Y
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la EZQ, es un antagonista de los receptores de serotonina y de receptores de DA. Se ha
demostrado afinidad frente a receptores colinérgicos muscarinicos, receptores alfa-1-
adrenérgicos y receptores histaminicos. Por lo que son efectivos para los sintomas de la EZQ
como se pudo observar en los resultados de la prueba de NF, sin embargo, presenta efectos
secundarios comunes como cambios en el peso, somnolencia entre otros, que afectan a 1 de cada
10 pacientes y otros como la pérdida de memoria u olvidos que afectan a 1 de 100 pacientes.
(Ortiz & De la Mata, 2001) (Tajima et al., 2009). Por lo que dicho farmaco no logro revertir el

dafio cognitivo como se esperaba, como si lo hicieron ambas cumarinas a 1mg/kg.

Asi como la KET el MK-801 genero conductas psicéticas en los roedores aumentado los
parametros evaluados en CA, generando hiperlocomocion, y conductas estereotipadas. De
acuerdo con otros informes, donde se observé que una sola administracion de MK-801 indujo
incremento de la conducta motora y agitacion como conductas estereotipadas en la prueba de
CA. (Jin et al., 2014). Los controles positivos NMDA y Olanzapina redujeron los sintomas
psicoticos con la disminucion de los parametros de CT, EV, Ac, TAcy CE y asi como en el
tiempo invertido en estos TCE. Las cumarinas, asi como los controles positivos presentaron
diferencias en Ac, TAc, CE y TCE, en cambio, para las conductas locomotoras dimetilfraxetina
solo presento diferencia en CT y la herniarina en los EV, no obstante, presentaron un efecto
favorable en la mayoria de los parametros con una mejoria evidente en los sintomas psicoticos

en un modelo crénico de 28 dias.

Como es hien sabido la administracion de MK-801 se encuentra estrechamente relacionado con
la via glutamatérgica, sin embargo, la hipétesis glutamatérgica y la dopaminérgica no son

mutuamente excluyentes como se describi6 en las vias cortico-tronco-encefélicas. Estos efectos
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cruzados en sinapsis complejas en las que en una misma dendrita coinciden contactos de
neuronas dopaminérgicas y glutamatérgicas, asi como serotoninérgicas y GABAGérgicas
mediante la hipofuncion en la actividad de receptores NMDA en diferentes inervaciones dan
como resultado cambios en la morfologia de las neuronas y en la remodelacion de circuitos.
(Giménez, 2012) (Gibert-Rahola, 2014). Por lo que los resultados obtenidos en el presente
estudio respaldan las propiedades ansioliticas y antipsicéticas de T. lucida en la medicina
tradicional al involucrar la neurotransmision serotoninérgica y GABAérgica y de sus
constituyentes cumarinicos como antidepresivos, mejoradores de la memoria anteriormente
reportados disminuyendo los sintomas negativos y cognitivos, ademas de los sintomas positivos
reportados por primera vez en este estudio. Lo que nos indicaria también su participacion por

via glutamatérgica y dopaminérgica.

Complementando la interaccidn sinaptica antes mencionada, el alto nivel de deterioro social y
un curso de deterioro cronico, se sugiere que la EZQ probablemente tiene caracteristicas
neurodegenerativas. Los marcadores inflamatorios como las citocinas proinflamatorias son
factores etiologicos bien conocidos de los trastornos psiquiatricos, incluida la EZQ. La
inflamacién en el sistema nervioso central estd estrechamente relacionada con la
neurodegeneracion por lo que se ha considerado como un importante factor causante y/o
mediador de la esquizofrenia (Na et al., 2012) Algunas de las citoquinas proinflamatorias (TNF-
a, IL1p e IL-6) juegan un papel clave en los procesos de modulacion de las funciones del sistema
nervioso relacionadas con alteraciones afectivas, emocionales y sociales en sujetos con
esquizofrenia (Ramirez-jirano et al., 2019). La cuantificacidn de citocinas en cerebro e higado

de ratones con psicosis experimental inducida con MK-801 evidencio, que los animales

Efecto de Tagetes lucida sobre pardmetros asociados a la esquizofrenia experimental en diferentes modelos psicosis
en ratén

122



administrados sélo con MK-801 bajo un estado psicotico presentaron niveles elevados de todas
las citocinas proinflamatorias y una disminucion de citocinas antinflamatorias evaluadas en
ambos 6rganos en comparacion a los datos obtenidos para los animales sanos. Estos datos
concuerdan con lo reportado en varios estudios donde la IL-12, IFN-y y TNF-a estuvieron
consistentemente elevadas en pacientes con EQZ en fase aguda y remitida, y por otro lado, se
demostrd que IL-1B, IL-6 y TGF-B estaban elevados solo durante el periodo de exacerbacion
aguda (Na et al., 2012) y la IL-17 aumento las concentraciones en pacientes psicéticos que
nunca habian recibido antipsicoticos (Fang et al., 2017). Para el grupo positivo NMDA se
presentaron niveles altos de ambas citocinas antiinflamatorias en ambos érganos y niveles bajos
en cerebro y altos en higado de las proinflamatorias. El antipsicotico atipico disminuy6 los
niveles de TNF-a, IL-1p ¢ 11-17, para la IL-6 e IL-12 este no present6 efecto antiinflamatorio
como si lo hizo el NMDA en cerebro. Para higado al igual que el NMDA no induce cambios en
ninguna citocina evaluada, en cuanto a las antiinflamatorias se elevd la concentracion en ambos
organos con respecto al grupo con s6lo MK-801. Varios estudios han investigado los efectos de
los antipsicoticos en inflamacion, dada la asociacion con la esquizofrenia, se esperaria que los
antipsicoticos tuvieran un efecto sobre esta afeccion. Sin embargo, los efectos antiinflamatorios
de los antipsicéticos varian segun el tipo (tipico o atipico). Los farmacos tipicos como el
haloperidol disminuyen citocinas proinflamatorias (IL-1p, IL-6 0 TNF-a) en pacientes con
esquizofrenia. Un estudio en animales ha demostrado que el haloperidol inhibe
significativamente la produccion estimulada de IL-13 y TNF-a de manera dependiente de la
dosis. Por el contrario, los atipicos se asocian con respuestas inflamatorias aumentadas. La
administracion repetida in vivo de antipsicoticos atipicos como clozapina aumenta
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significativamente las concentraciones plasmaticas de citoquinas proinflamatorias, incluidas IL-
6 y TNF-a La administracion repetida in vivo de atipicos (clozapina o risperidona) también
aumenta significativamente las concentraciones plasmaticas de los receptores de IL-12. Hasta
la fecha, hay informes contradictorios sobre los efectos de estos farmacos en los niveles de
citocinas, y no se ha demostrado ningun antipsicotico tener una accion antiinflamatoria
consistente; esto pueden surgir de los efectos metabdlicos adversos antes mencionados. Varios
antipsicoticos como la clozapina y la olanzapina se asocian tanto con la obesidad como con la
intolerancia a la glucosa. Estas condiciones estan estrechamente asociadas con la inflamacion
cronicay los niveles elevados de citocinas proinflamatorias (Na et al., 2012) (Ramirez-jirano et

al., 2019).

Como se ha mencionado con anterioridad las cumarinas aisladas de T.lucida tienen acciones
como antiinflamatorios en modelos agudos (Monterrosas-brisson et al., 2020). En este estudio
ambas cumarinas tuvieron la capacidad de disminuir los niveles de todas las citocinas
proinflamatorias en cerebro e higado de ratones con respecto al grupo Veh-Tween, la herniarina
aumento los niveles de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 en ambos Organos.
Asgharzade et al., reportaron que herniarina reducia significativamente los niveles de IL-1B y
TNF-a en los tejidos cerebrales de las ratas sometidas a oclusion de la arteria cerebral media
(Asgharzade et al., 2021). Dimetilfraxetina aumento en IL-4 e IL-10 en cerebro e IL-4 en
higado. Las cumarinas por si mismas exhiben una excelente propiedad antiinflamatoria para la
cura de edemas. Numerosas de estas sustancias (esculetina, escopoletina, marmin, umbeliferona
y visnadina) tienen una potencia efectiva contra la inflamacion. Un derivado etéreo de la

cumarina, la imperatorina, también muestra una accién efectiva in vitro. Este compuesto elimina
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el liquido del edema y las proteinas del tejido lesionado a través de la estimulacion de los
fagocitos, lo que conduce a la produccion de enzimas que provocan la proteolisis. Imperatorin
bloguea especialmente la expresion proteica del 6xido nitrico sintasa inducible y la enzima

ciclooxigenasa 2 (Jameel et al., 2016).

Ligado al proceso inflamatorio, y como se ha descrito anteriormente, el estrés oxidante juega un
papel importante en la fisiopatologia de la EQZ. Existe evidencia de que el balance entre la
produccién de radicales libres y el sistema de defensa antioxidante esta alterado en la
esquizofrenia. Debido a que los radicales libres pueden destruir los acidos grasos polinsaturados
y por lo tanto influenciar la calidad y cantidad de lipidos de membrana en la EQZ, estos pueden
alterar la transduccién de sefiales mediada por receptores de neurotransmisores VY,

consecuentemente, el procesamiento de informacién en el cerebro.

La cuantificacion de biomarcadores es una herramienta Gtil para evaluar un posible estado
oxidante en roedores. EI ON es un mensajero intracelular e intercelular en el cerebro, esta
involucrado en la patogenia de la esquizofrenia, por lo que la produccion excesiva de NO podria
contribuir a la patologia (Zoupa and Pitsikas, 2021). Las alteraciones en los lipidos de la
membrana neuronal puede deberse a unas deficientes defensas del organismo frente al
metabolismo oxidativo asociadas al aumento de radicales hidroxilos producidos por la no
neutralizacion del ON o la molécula H2O2, lo que lleva a promover diversos procesos y
finalmente un aumento de la peroxidacion lipidica ocasionando alteraciones en la membrana
celular y dafios mitocondriales que incrementan las concentraciones de sus subproductos como

el malondialdehido (MDA). Por otro lado, los mecanismos naturales de defensa frente a la
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oxidacion son muy importantes de cara a proteger la integridad celular. El sistema de defensa
antioxidante incluye enzimas antioxidantes como el superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa y reductasa (GPx y GR) y catalasa (CAT). Ademaés, comprende vias no enzimaticos
como la albumina, acido urico, bilirrubina, acido ascorbico (vitamina C), a- tocoferol (vitamina
E), B-caroteno y glutation (Soto-bernardini & Raventds-vorst, 2008). El glutation pasa de la
forma reducida (monomérico glutation (GSH)) a su forma oxidada (disulfuro de glutation
(GSSG)) mediante el sistema enzimatico compuesto por GR y GPx, neutralizando ROS y
radicales libres de forma que fisiol6gicamente, a nivel intracelular, el glutation esta presente
principalmente (~99%) en su forma reducida GSH en el cuerpo humano actuando como una
reserva de defensa antioxidante ante cualquier situacion de estrés a la que la célula se vea
expuesta. (Prados, 2014). En situaciones patolégicas, las células pre-apoptéticas y apoptoticas
tienen un indice GSH/GSSG bajo, con relacién a las células normales, lo que evidencia el papel
sefializador de los niveles disminuidos de GSH o los niveles aumentados de GSSG, como parte
de la regulacion redox en la homeostasis celular (Cisneros et al., 2013). Segun los resultados
obtenidos y de acuerdo con lo anterior, los animales del grupo que solo recibieron MK-801
como se esperaba, presentaron niveles elevados de NO (liberacion de ON detectado como nitrito
(NO2"), siendo este un producto final estable de NO) y MDA, asi como también, alteracion del
sistema GHS/GSSG debido a la baja concentracion de GHS y alta GSSG con respecto a los
animales sanos en ambos érganos. Como se ha mencionado con anterioridad el MK-801 actlia
como inhibidor del receptor NMDA, a dosis bajas, lo que provoca una serie de cambios en el
funcionamiento de las neuronas, entre ellos un aumento de la liberacién de glutamato, que puede

conducir a un aumento de la excitotoxicidad, el estrés oxidativo y, en consecuencia, la muerte
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celular. Diversos estudios han demostrado un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes
(GPx, GR y SOD), asi como en la alteracién de biomarcadores de estrés oxidante ocasionado
por MK-801 (Wasik et al., 2021) lo que concuerda con lo reportado en el presente estudio. En
cuanto a los controles evaluados, los animales administrados con NMDA en ambos 6rganos,
presentaron una disminucion en los niveles de ON y MDA, ademas, de regular el sistema
GHS/GSSG en cerebro aumentando sus valores a diferencia del MK-801. La Olanzapina indujo
una disminucion en la concentracion de ON y GSSG en ambos 6rganos, disminuyo MDA en
cerebro e incremento en GHS en higado, asi como también mejoro la relacion GHS/GSSG con
respecto al MK-801.Sin embargo estos datos resultan ser poco consistentes, debido, a que los
niveles de MDA en higado y GHS en cerebro no presentaron diferencias con los animales
administrados con MK-801. Estos resultados sumados a la variada accion antiinflamatoria que
presenta la olanzapina, debido a su naturaleza, y la estrecha relacién entre el proceso
inflamatorio y el estrés oxidante, nos indican que este tipo de farmaco es poco consistente al

tratar estos procesos fisiopatoldgicos adyacentes a la esquizofrenia.

En cuanto a las cumarinas como se ha mencionado con anterioridad poseen una fuerte actividad
antioxidante debido a su estructura quimica, por lo tanto, no es de sorprender que ambos
compuestos presentaran actividad antioxidante mediante la disminucion de los niveles de ON 'y
MDA, asi como un aumento en las concentraciones en relacion GHS/GSSG por el aumento de
GHS y disminucién de GSSG en ambos dérganos con respecto al grupo MK-801. Razaee et al.,
en 2014 reportaron gque herniarina presentaba una reduccion en % el dafio al ADN en cola de
ratones inducida con H.O» (Rezaee et al., 2014). En 2021 se realizaron tres estudios

confirmando la capacidad antioxidante de herniarina. Nazari & Rafieirad, reportaron que la
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herniarina puede eliminar los radicales libres y las sustancias oxidantes del cerebro mediante la
disminucion de concentraciones de GPx y MDA en hipocampo Y tejido estriado en cerebro de
ratas (Nazari Barchestani and Rafieirad, 2021b), Shaibani demostré que el tratamiento con
herniarina reducia significativamente el estrés oxidativo en el hipocampo de las ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina. (Shaiban, 2021) y por Gltimo Asgharzade et al., reportaron que
el compuesto reducia significativamente los niveles de MDA y aumentaba simultaneamente el
nivel de tiol total y la actividad de SOD en los tejidos cerebrales de las ratas sometidas a oclusion

de la arteria cerebral media (Asgharzade et al., 2021).

Se sabe que las moléculas a base de cumarina poseen un magnifico potencial terapéutico desde
hace mucho tiempo, representan una clase sustancial de heterociclos condensados que
manifiestan una variedad de actividades bioldgicas significativas que incluyen antioxidantes
antiinflamatorios neuroprotectoras y antidepresivas, haciéndolas una excelente opciéon como
representantes terapéuticos. Por lo que, los resultados en el presente trabajo, asi como los
antecedentes ampliamente descritos para este tipo de compuestos, son ampliamente compatibles
con las caracteristicas quimicas predominantes que son favorables para los farmacos activos

sobre el SNC (Na et al., 2012).
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10 CONCLUSIONES

1.

Los extractos TIAEt a una dosis de 50 mg/kg y TIAq a 25mg/kg inducen una
potenciacion del efecto cataléptico inducido con HAL, por lo que se asume que actlan
sobre la via dopaminérgica principalmente sobre los receptores tipo D2 para dopamina.
Ademéas de contrarrestar los sintomas cognitivos (memoria), positivos (conductas
estereotipadas) y negativos (depresién) provocados por la KET en un modelo de psicosis
aguda, indicando la participacion sobre la via glutamatérgica.

Los extractos TIAEt y TIAq, inducen signos leves y/o moderados de neurotoxicidad
evidenciada por la presencia de pelos erizados, ptosis pauperal, amontonamientos e
inmovilidad, efectos que se observa a una dosis 10 veces mayor (500 mg/kg), para el
primero, y 20 veces mas alta para el segundo (1000 mg/kg).

Se aislaron 6 compuestos de los extractos activos TIAEt y TIAq, tres de ellos tipo
cumarina (dimetilfraxetina, herniarina y escoporona), y tres compuestos tipo flavonoide
(Quercetagetina  7-O-glucopiranésido, Quercetagetina 7-O-p  -(6"protocatecol)
glucopiranésido y Quercetagetina 7-O-p- (6"- cafeoil) glucopiranésido)).

La dimetilfraxetina y hernierina a la dosis mas baja utilizada, fueron capaces de
potenciar el efecto cataléptico del HAL y contrarrestar sintomas cognitivos (memoria),
positivos (conductas estereotipadas) y negativos (depresion) provocados por la KET.
La dimetilfraxetina y herniarina, fueron capaces de contrarrestar sintomas cognitivos
(memoria), positivos (conductas estereotipadas) y negativos (depresion) provocados por

la MK-801.
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6. La dimetilfraxetina y herniaria, fueron capaces de modular la respuesta inflamatoria en
cerebro e higado de ratones administrados con MK-801.
7. Ladimetilfraxetina y herniaria, fueron capaces de modular el estrés oxidante en cerebro

e higado de ratones administrados con MK-801.
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11 PERSPECTIVAS

1. Investigacion de la expresion de RNAm para el transportador a dopamina DAT mediante
RT-PCR en cerebro de ratones.

2. Andlisis del estado redox e inflamatorio mediante inmunohistoquimica, del cerebro de
ratones

3. Estudios del mecanismo de accién de las cumarinas utilizando técnicas de

electrofisiologia en cerebro de ratones, en la zona cortico-tronco-cerebral.
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13 ANEXOS
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Tagetes lucida is widely used in traditional Mexican medicine for Received 20 July 2021
several disorders, including those associated with inflammation. In Accepted 1 November 2021
this work, fifteen compounds were identified (1-15) from T.
lucida. Some of these compounds (1-8, 10, 12-14) were detected
for the first time in the plant, and quercetagetin 7-O-B-(6"-
Protocatecoyl) glucopyranoside (13) has been identified for any
plant species. The inflammation inhibition effects of these com-
pounds were as follows: Amix (1-2) > 10>12a > 13> 14a >
Bmix (3-9) > 12; 12 and 13 showed a dose-response behavior.
The mixture of 14 and 15 was not active. This work contributes
to the knowledge of the anti-inflammatory capacity of T. lucida
and the chemical identity of their bioactive compounds.
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1. Introduction

Tagetes lucida (Asteraceae) is a perennial herbaceous plant native to Mexico and
Central America that has glossy leaves and aromatic yellow flowers. Since pre-Hispanic
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times, it has been used in a magical-religious context, as a food condiment, and to
treat rheumatism and inflammation (Monroy-Ortiz and Castillo-Espana 2007).
Antifungal and antibacterial activity of the dichloromethane and methanolic extracts
has been reported, and there was a study that isolated and evaluated coumarin-type
compounds, such as 7,8-dihydroxycoumarin, umbelliferone (7-hydroxycoumarin),
esculetin  (6,7- dihydroxycoumarin), 6-hydroxy-7-methoxycoumarin, herniarin (7-
methoxycoumarin), scoparone (6,7-dimethoxycoumarin), and scopoletin (6-methoxy-7-
hydroxycoumarin), and flavonoids, such as patuletin, quercetin, and quercetagetin
(Céspedes et al. 2006). The ethanol extract of this plant has been shown to have an
analgesic effect that is attributed to the presence of quercetagetin 7-O- B-D-glucoside
and to coumarin 6,7 dimethoxycoumarin (Gonzalez-Trujano et al. 2019) as well as to a
known terpene B-caryophyllene (Hernandez-Leon et al. 2020). Although T. lucida is
widely used as an anti-inflammatory in Mexico, few studies have focused specifically
on this activity. This plant species has been studied by our working group in recent
years. Previously, the anti-inflammatory effect produced by the hexane extract
obtained from T. lucida was demonstrated (Monterrosas-Brisson et al. 2020). Five cou-
marins were isolated, 7-isoprenyloxycoumarin being the most active. Therefore, the
objective of this work was to continue with the chemical analysis of the hexanic
extract (less polar) and the aqueous extract (polar compounds) for the isolation and
chemical characterization of other compounds present in T. lucida with anti-inflamma-
tory activity in the murine model of auricular edema induced with phorbol ester-TPA.

2. Results and discussion

The GC-MS analysis of TIRbC1-F2 allowed for the identification of the amyrin mixture
(AMix) o and B in a proportion of 85.4% and 9.24%, respectively. In the fraction
TIRbC1-F3, called BMix, a mixture of sesquiterpenes was identified (3-8); the propor-
tion of these was 31.9%, 5.5%, 5.3%, 14.2%, 7.2%, and 17.9%, respectively (Figure 1).
Compounds 9 and 11 (Figure 2) were identified by comparison with standards of 7-
isoprenyloxycoumarin and herniarin using HPLC (Monterrosas-Brisson et al. 2020).

Compound 10 was obtained as an amorphous white precipitate. The mass spec-
trum (MS) gave a corresponding molecular peak in m/z 276.9 [M]" to the molecular
formula [C;5H,605]". According to the analysis of one and two-dimensional NMR data
(Table S3) and the comparison with those described (Heemann et al. 2006) in the lit-
erature, this compound was identified as 7-(2’-hidroxy-3’-methylbut-3’-enoxy)-6-
methoxychromen-2-one, which is known as virgatenol (10, Figure 2).

Compound 12, an amorphous yellow precipitate, was obtained, and after being
developed with reagents specific for flavonoids, it turned orange and absorbed UV
light. In the UV-vis spectrum, it showed a Aax of 214, 260, and 357 nm, which are
characteristic of flavonols. The MS gave a corresponding molecular peak at m/z 479.03
[M-HI" to the molecular formula [C31H,9013]". A comparative analysis of the spectro-
scopic data (Tables S1 and S2) with those described in the literature (Shahzadi and
Shah 2015) indicates that this compound corresponds to the quercetagetin-7-O-f3-glu-
copyranoside (12). The one-dimensional NMR spectra of the peracetylated derivative
(12a, white precipitate) were obtained, which was identified as quercetagetin-7-O-
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HO
1 (0-amyrin) 2 (B-amyrin) 3 (spathulenol)
RT=37.67 min RT=36.24 min RT=15 min
PM=426 PM=426 PM=220
OH
3
HO OH
OH
4 (2-methylene-6,8,8-trimethyl- 5 (4,4-dimethyl- 6 7 8
tricyclo [5.2.2.0(1,6)] undecan-3-ol) tetracyclo (Cycloisolongifolene,
) [6.3.2.0(2,5).0(1,8)] 8-hydroxy-, endo-) (Caryophyllene (7R,8R-8-Hydroxy-4-
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PM=220 RT—15.75 i .95 min — methylbicyclo[5.3.1]undec-1-ene)
PM=220 PM=220 PM=220 RT=16.3 min
PM=220

Figure 1. GC/MS data and chemical structures of the compounds contained in the Amix (1, 2) and
BMix (3-8) mixtures.

5 4
R 4
1 3 N3
. R,0
8a
RO” 807 "0 RO
RO
XA
O R= 4 Ri=H (12) R=R;=H
OH
(10)R = 1 R,= OCH; (12a) R=R;=Ac
(11) R=CH; Ri=H (13) R =H, R = protocatecoyl
(15) R =CH; R; = OCH; (14) R =H, R, = Caffeoyl

(14a) R = Ac, R, = Caffeoyl di-acetate

Figure 2. Compounds (9-15) isolated from the aqueous extract, TIAq.

B-glucopyranoside nona-acetate (12a, Figure 2) according to the analysis of the spec-
troscopic data (Tables S1 and S2). The MS gave a molecular ion of m/z 881.03
[M + Na]™, which corresponds to the molecular formula [C3oH3gNaO55] ™.
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Compounds 13 and 14 showed the same NMR signals as compound 12, with the
difference that in 13 and 14, it showed additional signals characteristic of an aromatic
ring with an ABX system at & 6.82 (d, 1.8Hz), 6.79 (d, 8.4Hz) and 7.29 (dd, 1.8, 8.4)
and & 6.73 (d, 1.8Hz), 6.52 (d, 8.0Hz) and 6.55 (dd, 1.8, 8.4 Hz) assigned to H-2", H-5",
and H-6", respectively. Additionally, in 14, a trans double bond signal was observed at
d 7.42 (d, 15.7, H-7"") and 6.16 (d, 15.7, H-8"). The analysis of the NMR spectra of one
and two dimensions and the comparison with the data described (Tables S1 and S2)
identified the presence of protocatechuic and caffeic acids, respectively. Both 13 and
14 have quercetagetin-7-O-B-glucopyranoside as their base structure, and acids are
attached to carbon 6 of glucose. This was observed by the correlation in the HMBC of
methylene H-6"a (6 3.96) and H-6"b (5 4.32) with carbonyl at C-7"/(5 167.2) and H-6"a
(3 4.65) and H-6"b (5 4.33) with carbonyl at C-9” (8 167.7), respectively. According to
the analysis of the NMR data (Tables S1 and S2), 13 corresponded to the quercetage-
tin 7-O-B-(6"-protocatecoyl) glucopyranoside and 14 to quercetagetin 7-O-B-(6”-caf-
feoyl) glucopyranoside (Farshid et al. 2018). The MS of 13 gave a molecular ion of m/z
640 [M-2H]~, which corresponds to the molecular formula [C30H»4046] . One- and
two-dimensional NMR data (Tables S1, S2, and S3) of the acetylated derivative of 14
allowed us to identify the mixture of quercetagetin 7-O-p- (6”-caffeoyl) glucopyrano-
side deca-acetate (14a) and a coumarin known as scoporone (15, Figure 2). The MS
gave a molecular ion of m/z 1085 [M -+ Na]*, which corresponds to the molecular for-
mula [CsoHasNaO56] ™.

In the present work, some of the identified compounds have already been isolated
and reported in the species of the genus Tagetes (and other plant families), although
not in T. lucida. This was the case of the amyrins. GC/MS showed a higher concentra-
tion of a-amyrin than B-amyrin, the latter of which has been reported for T. erecta
(Maity et al. 2011). For a-amyrin, there are reports of a dose-dependent anti-inflamma-
tory effect in the TPA assay, which is associated with the suppression of PGE2 by
blocking the expression of COX-2 and the activation of NF-kB (Medeiros et al. 2007).

The application of TPA on the mouse ear caused an edema of 10.87 mg, which was
inhibited by 77.5% by the administration of IND at 1 mg/ear (Table S4). The treatments
obtained from T. lucida showed a significant inhibition of inflammation when com-
pared to the VEH group (*p <0.05), with varied percentages. The order of edema
inhibition was as follows: AMix (1-2) > 10>12a > 13 > 14a > BMix (3-8) > 12 >
(14 + 15, which did not show anti-inflammatory activity). The compounds quercetage-
tin-7-O-B-glucopyranoside (12) and quercetagetin 7-O-B-(6"-Protocatecoyl) glucopyra-
noside (13) both decrease local inflammation at doses of 0.5 and 1.0 mg/ear, which
were statistically different from the VEH group (*p < 0.05). Figure S1 shows the dose-
dependent behavior and the Emax and EDsq values for each treatment. The mechan-
ism of TPA-induced edema is a series of cellular events, which includes the activation
of phospholipase A2 proteins and protein kinase C (PKC), increased expression of
cyclooxygenase-2 (COX-2), which catalyzes the biosynthesis of prostaglandins (PGs),
produces edema, stimulates migration of polymorphonuclear leukocytes, increases lev-
els of pro-inflammatory mediators such as IL-1B, and increases the expression of the
enzyme cyclooxygenase 2 (COX-2) and the transcription factor NF-xB (Chung
et al. 2007).
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3. Experimental

See supplementary data.

4. Conclusion

The present work contributes to the knowledge of the chemical composition of T.
lucida, which consists of flavonoids, terpenes, and coumarins that had not been previ-
ously isolated for this species, as well as the isolation and structural elucidation of a
new flavonol called quercetagetin 7-O-B- (6" - Protocatecoyl) glucopyranoside (13). In
addition, to show the anti-inflammatory activity of such compounds, we propose the
plant as a candidate in the study of pharmacological models of chronic diseases asso-
ciated with inflammation.
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Abstract: Tagetes lucida Cav., is a medicinal plant used in Mexico to alleviate different disorders related
to alterations of the central nervous system, such as behaviors associated with psychosis. The present
work evaluated the effect of different extracts separated from this plant, TIHex, TIEA, TIMet, and TlAq,
and of two isolated coumarins, herniarin (HN) and dimethylfraxetin (DF), on haloperidol-induced
catalepsy (HAL), and psychotic behaviors provoked with a glutamatergic antagonist, ketamine
(KET) on ICR mice. The extracts TIEA, T1Aq, and the isolated compounds HN and DF, induced
an increment of the cataleptic effect of HAL. Schizophrenia-like symptoms caused by KET were
analyzed through the behavior of the animals in the open field (OFT), forced swimming (FST), passive
avoidance test (PAT), and social interaction test (SIT). Treatments derived from T. lucida could interact
with this substance in all tests except for FST, in which only TIMet blocks its activity. Mainly, TIEA,
TlAq, HN, and DF, blocked the effects of KET on stereotyped behavior, hyperlocomotion, cognitive
impairment, and detriment in the social interaction of rodents. T. [ucida interacted with dopaminergic
and glutamatergic systems.

Keywords: Tagetes lucida; psychosis; herniarin; dimethylfraxetin; ketamine; haloperidol

1. Introduction

There is a wide variety of mental disorders, each with distinct manifestations, charac-
terized by a combination of disturbances in thinking, perception, emotions, behavior, and
relationships with others. These include psychosis, mainly schizophrenia [1], a psychiatric
illness of genetic and environmental origin characterized by a variable set of classic symp-
toms of psychosis, the positive symptoms, which involve hallucinations and delusions.
The negative symptoms include flat affect, alogia, anhedonia, social deficits, and cogni-
tive symptoms, which reflect deficits in attention, memory, perception, and thinking [2,3].
This disease affects more than 21 million people worldwide. It is more common in men
(12 million) than in women (9 million). Moreover, men generally develop schizophrenia at
a younger age [1].

Despite advances in understanding the biological basis of behavior, the precise neuro-
biological mechanisms involved in schizophrenia remain largely unknown, so there are
several hypotheses about the etiology of the development of this complex and multifacto-
rial disease [4]. The dopaminergic hypothesis holds that the symptoms of this disease are
due to an excess of dopamine or elevated sensitivity to this neurotransmitter system [5].
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Furthermore, it postulates that hyperactivity of mesolimbic dopaminergic pathways and
alterations of D1 and D2 family receptors and the pre-synaptic space are decisive for the
clinical expression of psychosis, with the appearance of positive, negative, affective, and
cognitive symptomatology [6].

On the other hand, the glutaminergic system is involved in psychosis symptoms.
Therefore, there could be a decrease in the signaling of this pathway at the level of the
ionotropic-NMDA receptors. Furthermore, the blockade of these NMDA receptors gen-
erates the positive, negative, cognitive, and affective symptoms typical of schizophrenia.
Thus, the NMDA hypofunction may make the dopaminergic system more sensitive to
psychosocial stress, and it has been argued that dopamine dysregulation in this disorder
may even be secondary to glutamatergic impairment and that the prefrontal cortex and
hippocampus are potential sites of regulation of dopaminergic neurons via glutamatergic
projections to the midbrain [5].

Therapeutic management of this disease is based on the administration of antipsy-
chotic drugs, which have a common (although not unique) mechanism of action: the
anti-dopaminergic effect, since they act antagonistically on D2 receptors. These are classi-
fied into typical antipsychotics, such as haloperidol and atypical antipsychotics, such as
olanzapine [7]. These are effective for negative (atypical) and positive (typical and atypical)
symptoms, which results in a benefit for patients with schizophrenia, but which, in turn, as
a consequence of prolonged treatment, leads to significant acute and chronic adverse side
effects [8].

Therefore, it is necessary to research new therapeutic alternatives that are more secure
and effective, as well as valuable and appropriate animal models for the treatment of
schizophrenia; for this reason, several plants that have been essential instruments of
traditional medicine in different pathologies are now being used as new alternatives.

Tagetes lucida Cav., is a plant native to Mexico commonly known in traditional Mexican
medicine as “pericon”, among others. It belongs to the Compositae/-Asteraceae family,
and its most frequent medicinal use is for digestive disorders. Moreover, for pain in general,
inflammation problems, insomnia, anxiety, and depression [9]. It is also widely used to
treat ailments such as “nerves” and “fright” for the “CRAZY” as it relieves the insane [10].
Among the pharmacological properties of Tagetes lucida are different studies that indicate
its anti-inflammatory and antioxidant activity attributed to some of its compounds, such
as coumarins, flavonoids, and essential oil [11,12]. Recent studies evaluated the anti-
inflammatory activity of hexane and acetone extract of the species in a model of ear edema
induced with TPA finding an inhibition of inflammation of 92.7 and 75.9% and from which
five coumarins were isolated, among which found HN and DF [13]. Likewise, El-Newary
et al. [14] reported the antioxidant effect of the species by modulating biomarkers of
oxidative stress, such as malondialdehyde and activities of catalase, superoxide dismutase,
glutathione reductase, and glutathione peroxidase in a CCly-induced hepatotoxicity model.
It has also been shown to have CNS effects by its antidepressant properties mediated by
5-HT(1A) and 5-HT(2A) receptors in the forced swimming test in rats [15], anxiolytic and
sedative effects in experimental models in mice such as open field, exploration cylinder,
hole plate, maze plus and potentiation of barbiturate-induced hypnosis [16] and analgesic
properties by involving the participation of receptors like opioids, benzodiazepines, and
Serotonin 1A receptor 5-HT, as well as nitric oxide.

Due to the ethnomedicinal use of the species, several toxicity studies have been
conducted in mice and rats, demonstrating its safety at high doses. Diaz-Samayoa and
Brenda. [17] reported that the aqueous extract (1-5 g/kg), administered orally to rats, did
not induce signs of gastric toxicity or digestive hemorrhage, and administered orally to
mice in the acute toxicity test, showed no toxic effect. El-Newary et al. [14] evaluated
toxicity by the Bruce method at 0.5,1, 1, 1, 2, 3, 4, and 5 g/kg, reporting that the species
was safe at the maximum dose. Likewise, Guadarrama-Cruz et al. [18] reported that the
aqueous extract of T. lucida shows no signs of toxicity or mortality in acute toxicity tests, so
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this extract provides an introductory level of safety when combined with the lack of severe
side effects reported in its use in traditional medicine.

In addition, there are previous reports of the phytochemical compounds produced by
Tagetes lucida Cav., which include flavonoids, tannins, essential oils and coumarins, which
could have beneficial effects on CNS [9].

HN, or 7-methoxycoumarin, is one of the more common coumarins, occurring in sev-
eral plant families, such as Caryophyllaceae, Gramineae, Labiatae, Leguminosae, Moraceae,
Rosaceae, Rutaceae, Solanaceae, and Compositae. Furthermore, it has antifungal, antibac-
terial, antifungal [19], antigenotoxic [20], radical scavenging, antinociceptive, cytotoxic,
antitumoral [21], anxiolytic, antidepressant [22] and also was found as nootropic [23].
On the other hand, DF or 6,7,8-trimethoxycoumarin is a coumarin obtained from species
such as Gomortega keule. This compound is antioxidative [24], anxiolytic, and sedative-like
activities, the last involving serotonergic and GABAergic neurotransmission [16]. These
compounds were previously isolated and reported for the species T. lucida [13].

This study aimed to assess the effect of extracts and two compounds isolated from
Tagetes lucida Cav., in mice exposed to potentiation of haloperidol (dopaminergic system)
-induced catalepsy using the bar test. Moreover, on symptoms similar to schizophrenia
induced with the acute administration of ketamine (glutamatergic system), in this last part,
the effects were evaluated by employing behavioral tests, including the passive avoidance
test for cognitive deterioration; open field test for positive symptoms; the forced swimming
and social interaction test for negative symptoms.

2. Results
2.1. Quantification and Chemical Identification of Dimethylfraxetine (DF) and Herniarin (HN)

HPLC analysis (Figure 1) allowed us to obtain the concentration of DF in the ethyl
acetate extract (TIEA), which was 253 mg g~ ! of extract, and HN in the aqueous extract
(TIAqQ) was 204 mg g~ ! of extract. The identification of DF and HN was made by comparison
with the isolated compounds in the retention times (RT) and UV absorption spectra. The
HPLC chromatogram (Figure 1a) of the TIEA extract showed the presence of DF, with an
RT of 12.64 min and a UV spectrum with Imax = 228.6, 294.7, and 338.6 nm, and the T1Aq
extract showed HN with an RT of 13.68 min, and a UV spectrum with Imax = 219.2 and
323.2 nm, characteristic of coumarin-like compounds (Figure 1b).

2.2. Catalepsy Induced by HAL Catalepsy Induced by HAL of Four Extracts (TIHex, TIEA, TIMet
and TIAq) and Two Compounds (HN and DF)

The results obtained in this test (Figure 2) show that the negative control VEH-Tween
presented a tendency to increase the immobility time of the mice on the BT from minute
10, an effect that was progressive as time passed. At minute 30, a significant increase in
the immobility time on the bar was already observed concerning the caffeine group (CAF
15 mg/kg, & p < 0.05). Nevertheless, it was not until the 60 min and up to the 90 min that the
cataleptic effect (staying on the bar without moving for more than 20 s) was present. These
data were significantly different also to CAF, which blocked the cataleptic effect provoked
by HAL. TIHex treatment at a dose of 50 mg/kg increases the time of immobile posture
of the animal. It is presented as a trend from minute 30, with a maximum peak at minute
60, and this does not represent cataleptic activity. Although the administration of TIEA at
50 mg/kg induced a significant increase with respect to the caffeine group, in the time the
mice remained in the immobile posture, showing catalepsy from minute 10 to minute 120,
even at minute 150, the mice still had traits of this effect (¥ p < 0.05). It should be noted,
for this treatment, that the cataleptic activity in minute 30 and minute 150 presented a
significant difference with respect to the group of animals receiving only HAL (* p < 0.05),
and in minute 30, it occurs with a cataleptic time greater than 20 s enhancing HAL action.
The lowest dose of TIEA, 25 mg/kg, could completely block the cataleptic state induced by
the D2 agonist, behaving similarly to CAF.
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Figure 1. HPLC chromatograms show the chemical profile. AU, absorbance units; (a) RT of the TIEA,
UV spectrum, and chemical structure of dimethylfraxetin (DF); (b) RT of the TIEA, UV spectrum, and

chemical structure of herniarin (HN).
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Figure 2. Effect of T. lucida extracts on cataleptic state induced with haloperidol (HAL) 0.5 mg/kg i.p.,
in Bar test (BT) in mice: (a) TIHex; (b) TIEA; (c) TIMet; (d) TIAq. ANOVA followed by Dunnett’s Test
(x £ S.EEM., n =5); * p <0.05 in comparison with the VEH-Tween group, & p < 0.05 in comparison

with caffeine (CAF).
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TlAq extract at 25 mg/kg, induces a significant increase compared to CAF (¥ p < 0.05)
in bar immobility posture, starting at minute 30, with the presence of catalepsy by minute
60 and up to 90, and by minute 120 in addition to the difference with caffeine there
is a statistically significant difference over 20 s with the group that only received HAL
(* p < 0.05), an effect that declines subsequently; a similar pattern as the negative control
group is observed. However, the results presented at a dose of 50 mg/kg block the effect
of HAL, at all the times analyzed. Both doses of 50 and 25 mg/kg of the TIMet extract
decrease HAL-induced catalepsy, with greater blockade observed at the lower dose.

HN and DE isolated from the active extracts, presented a potentiation of cataleptic effect
at doses of 1 mg/kg. The results obtained in this assay (Figure 3) indicate that the group
administered with DF, at a dose of 1 mg/kg, presents a positive cataleptic state at minute 30,
with a statistically significant difference in comparison with the positive control group (CAF
15 mg/kg) (¢ p < 0.05), this positive effect increased until minute 60 until minute 90 and 120
a cataleptic potentiation is observed with a statistically significant difference with respect to
the animals administered only with HAL (* p < 0.05). At minute 150, there is a decrease in a
catalepsy of fewer than 20 s; however, there is still a statistically significant difference when
compared with the positive control group and the VEH-Tween group.

(a) (b)
HN
40— s 40—
—_ & * & —_
) )
o 307 T 30-
g F
= 20 B 204
o o
v L
= =
= 10 = 10—
o o
0% 1 T T 1 0
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| -~ CAF (15 mg/kg) & VEH-Tween |

—%- HN (Img/kg) = HN (5 mg/kg)-e- DF (1 mg/kg) & DF (5 mg/kg)

Figure 3. Effect of coumarins isolated from T. lucida on the cataleptic state (haloperidol-HAL-0.5
mg/kgi.p.), in Bar test (BT) on mice. (a) Herniarin (HN); (b) Dimethylfraxetin (DF). ANOVA followed
by Dunnett’s Test (x + S.E.M., n = 5); * p < 0.05 in comparison with the VEH-Tween group, & p < 0.05
in comparison with caffeine (CAF).

For the dose of DF at 5 mg/kg, a positive cataleptic state can be observed from minute
30 to minute 90 with a significant difference compared with the positive control group CAF
(& p < 0.05); however, there was no difference with the VEH-Tween group. At minute 120,
the cataleptic state decreased progressively, and this effect was maintained until minute 150
so that at these two points, there was a statistically significant difference with the positive
control group (¢ p < 0.05) or with the animals administered only with HAL (* p < 0.05).

Likewise, HN at 1 mg/kg induced in mice a behavior similar to that of DF at the same
dose, with a positive cataleptic state from min 30 and a statistically significant difference
with both the positive control group CAF (¢ p < 0.05) and the group of animals only with
HAL (* p < 0.05) above 20 s, thus generating a potentiation of the cataleptic effect. At minute
90, the cataleptic state increased with a statistically significant difference only with respect
to the positive control group (CAF & p < 0.05), and by minutes 120 and 150, it progressively
decreased with no statistically significant difference with either group. However, at a dose
of 5 mg/kg, a blockage of the HAL effect was observed at all times analyzed.
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2.3. Interaction of Tagetes lucida Extracts, HN and DF, with KET in Different Behavioral Tests

According to the results obtained from the haloperidol-induced catalepsy assay, the
extracts (TIHex, TIEA, and TIMet at 50 mg/kg and T1Aq at 25 mg/kg) and the compounds

(HN and DEF, 1 mg/kg) evaluated in the ketamine-induced psychosis model according to
their doses with the highest activity.

2.3.1. Passive Avoidance Test (PAT)

The effect of T. lucida extracts on the cognitive activity of mice administrated with
KET (50 mg/kg) and evaluated utilizing the PAT can be observed in Figure 4. The latency
time during training, IL (20.85 s average), was the same for all groups, so there was no
statistical difference between groups since the animals were in the same conditions at the
beginning of the test. In the RL phase, latency time during the test, it can be observed that
the VEH-Tween group (negative control) and TIMet 50 mg/kg presented a similar time
to the IL. So, this extract did not generate any learning in the rodents; therefore, did not
present a statistically significant difference with the damage group (* p < 0.05). On the
contrary, the baseline group (healthy animals) did not generate any damage and showed
normal learning behavior, so they all remembered the aversive stimulus.

IL

Baseline

VEH-Tween
NMDA 5

TIHex 50
TIEA 50

TIMet 50
TIAq 25

HN 1
DF 1

RL |
KET 50 mg/kg
Treatments (mg/kg)

NonEERZERLD

Figure 4. Effect of T. lucida extracts, herniarin (HN), and dimethylfraxetin (DF) on acute schizophrenia-
like symptoms induced with KET 50 mg/kg i.p., in the Passive avoidance test (PAT) in mice. ANOVA

followed by Dunnett’s Test (x £ S.E.M., n = 5) with * p < 0.05 compared to the VEH-Tween group. RL
= retention latency; IL = initial latency.

The administration of NMDA 5 mg/kg induced an increase in the RL, indicating a
protective effect that translates into learning, since they were able to remember the aversive
stimulus, and their response time, in this case, was more significant than in the initial stage
and the KET alone group (VEH-Tween). Similar behavior was observed in the groups
receiving TIHex, and TIEA extracts at 50 mg/kg and TIAq at 25 mg/kg. However, these
data differed statistically from the VEH-Tween (* p < 0.05).

In the same way, it shows that the RL phase time of DF and HN at 1 mg/kg presented a
significant difference in comparison with the VEH-Tween group (p < 0.05). Both compounds
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were able to reverse the damage caused by KET. However, DF presented higher values
than the reference drug (NMDA 5 mg/kg) and animals in the baseline group, so a better
protective effect translated into learning in rodents can be observed.

2.3.2. Forced Swimming Test (FST)

The results obtained in the acute administration of KET were made on animals sub-
jected to FST. Figure 5 indicates that the animals in the baseline group presented a significant
difference compared with the negative control group (VEH-Tween). Hence, a depressive
effect was present in the animals, which was enhanced by KET increasing the depressive
state in the VEH-Tween animals. For of TIHex and TIEA (50 mg/kg), and T1Aq (25 mg/kg),
it is observed that these induced a significant decrease in the immobility parameter com-
pared with the VEH-Tween group (* p < 0.05). As for HN and DF at 1 mg/kg induced a
significant decrease in the immobility parameter with respect to the VEH-Tween group, to
which no treatment was administered (* p < 0.05), these coumarins had similar behavior as
KET (VEH-Tween).

Baseline
VEH-Tween

NMDA 5
TIHex 50

TIEA 50
TIMet 50
TIAq 25
HN 1
DF 1

0 W

KET 50 mg/kg
Treatments mg/kg

Figure 5. Effect of T. lucida extracts, herniarin (HN), and dimethylfraxetin (DF) on acute schizophrenia-
like symptoms induced with KET 50 mg/kg i.p., in the Forced Swimming Test (FST) in mice. ANOVA
followed by Dunnett’s Test (£S.E.M., n = 5) with * p < 0.05 when the comparison is with the VEH-
Tween group.

2.3.3. Open Field Test (OFT)

In the acute KET induction trial, positive symptoms were evaluated in the OFT
(Table 1), indicating that the parameters evaluated in the baseline group presented lower
values than the animals that received KET and VEH-Tween, (* p < 0.05). While the mice
that received the NMDA drug at 5 mg/kg showed similar behavior to the baseline in TC,
R, G, TSG, SB, and TSB, all showed statistical differences with VEH-Tween (* p < 0.05).
In addition, the administration of all the extracts induced a significant decrease in the
number of TC compared with the negative control VEH-Tween (* p < 0.05). Similarly, the
R and G decreased significantly, except for the TIMet group at 50 mg/kg, in which the
number of events increased in both parameters, surpassing the negative control without
significant difference. Knotted to the results obtained with the different extracts in the
Grooming, the animals invested less time in this activity (TSG) with a significant difference
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in comparison with VEH-Tween (* p < 0.05). However, the TIMet group causes only a
tendency to decrease that variable but fails to be significantly different from VEH-Tween.
Regarding stereotyped behaviors (SB) and time spent in these (TSB), it can be observed that
the VEH-Tween damage group presented higher values. TIMet and TIAq extracts were
different (* p < 0.05), and the TIEA extract did not cause such behaviors, so no value was
recorded. It should be noted that TIHex induced a significant decrease in the number of SB
to such an extent that only 1 &+ 0.63 events were observed; however, the time in which it
performed these behaviors (TSB) was similar to that of VEH-Tween (p > 0.05).

Table 1. Effect of T. lucida extracts, herniarin (HN), and dimethylfraxetin (DF) on acute schizophrenia-
like symptoms induced with KET 50 mg/kg in the Open Field Test (OFT) in mice. (Observation time

30 min).

Treatments TC (Events) R (Events) G (Events) TSG (sec) SB (Events) TSB (sec)
(mg/kg)

Baseline 235.0 = 14.6 * 1352 +11.4* 278 +0.7* 185.4 £9.7 % 00+£00* 0.0£00*
KET (50
mg/kg)

VEH-Tween 435.6 £9.2 225.0 +15.3 422 +3.7 272.6 + 8.0 13.8 +1.2 376 £55
NMDA 5 267.6 =149 * 716 £26* 204 +3.6* 190.0 £29.3 * 00+£0.0* 0.0£00*
TIHex 50 2278 +£233* 1442 £ 184 * 228 +2.8* 2234 +31.9 1.0+06* 33.24+19.2
TIEA 50 216.4 +30.8 * 952 +17.7* 244 4+40*% 1764 +7.8* 00+£00* 0.0£00*
TIMet 50 2386 £ 6.0* 240.8 +11.3 492 +5.6 1940 +34* 4.0+ 1.76* 58+ 15*
TLAq 25 209.6 +34.9* 124.8 £ 129 * 172+22*% 105.0 £22.1 % 04+04* 20£20*%

HN 1 169.6 =129 * 632+76*% 272+28* 342.0 £ 75.2 00+£00* 0.0£00*
DF 1 246.6 4+ 23.7 * 1322 +£12.8* 202 +1.7* 1876 £47.6* 00+£0.0* 0.0£00*

Total crossings (TC), rearings (R), groomings (G), time spent grooming (TSG), stereotyped behaviors (SB), and
time spent stereotyped behaviors (TSB). ANOVA followed by Dunnett’s Test (¥ = S.E.M., n = 5) with * p < 0.05
when the comparison is with the VEH-Tween group.

For DF and HN, it is observed that the administration of the compounds induced a
significant decrease in the number of TC, R, and G with a statistically significant difference
with the VEH-Tween group (* p < 0.05). Furthermore, DF presented TSG values similar
to those of the baseline group and the NMDA reference drug. However, although HN
presented G values similar to those of the baseline group, it increased the time in which
the animals spent grooming per event (TSG), so that in this parameter it did not present
a statistically significant difference with the VEH-Tween group (* p < 0.05). Stereotyped
behaviors (SB) and time spent in these (TSB), it can be observed that both compounds at
the dose administered did not cause such behaviors, so no value was recorded, and these
results were statistically different from the group of animals administered only with KET
(* p < 0.05), so there was no psychotic state in the animals, the main positive symptom of
patients with schizophrenia.

2.3.4. Social Interaction Test (SIT)

In Figure 6, it can be observed that the animals of the Baseline group, which did not
receive ketamine, spent significantly more time smelling a new mouse than those in the
group of damage with KET (VEH-Tween * p < 0.05). Animals administered with KET and
with NMDA at 5 mg/kg, TIHex and TIEA at 50 mg/kg, and TIAq at 25 mg/kg, were able
to significantly counteract the effect of KET on sociability, marked as sniffs (* p < 0.05).
While TIMet does not modify that parameter compared to the group with VEH-Tween. The
coumarins DF and HN induced a similar behavior and were able to increase the number of
sniffs in comparison with the VEH-Tween group (* p < 0.05)
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Figure 6. Effect of T. lucida extracts, herniarin (HN), and dimethylfraxetin (DF) on acute schizophrenia-
like symptoms induced with KET 50 mg/kg in the Social Interaction Test (SIT) in mice. Data show
mean + S.E.M. of 5 animals * p < 0.05 indicates statistically significant differences using an ANOVA
followed by Dunnett’s Test compared with the VEH-Tween group.

3. Discussion

Pharmacological potential for the possible management of psychotic-like symptoms.
This plant has reports of ethnomedical uses and pharmacological activities in animal
models, which are related to diseases of the central nervous system [15,16,25]

The results indicate that extracts and compounds from this medicinal plant can modify
behavioral responses induced with HAL, a non-selective agonist of dopaminergic D2
receptors, and with KET, a glutamatergic antagonist. Both neurotransmission systems are
involved in psychotic symptoms, such as positive-negative-cognitive ones.

These psychotic behaviors share similar symptomatologic characteristics with diseases
of cultural order, such as “madness” (dementia), which is reported as a set of traumatic
symptoms that originate from a strong and sudden impression, which can threaten the
physical and emotional integrity of the patient, who manifests sadness, nervousness,
inability to communicate, with undesirable behaviors such as yelling, whistling, singing
and muttering incoherencies, which lead to social rejection, forcing the individual to wander
and sleep anywhere. In addition, it is mentioned that some types of “madness” cause the
patient to present aggressive and hallucinatory states [10].

T. lucida, with the reports of the antidepressant, anxiolytic, and sedative effects in
mice [16,26], is the basis of the present investigation, whose aim was to evaluate the possible
antipsychotic effect of this plant. The first treatment for psychosis is the prescription of
typical antipsychotics, whose mechanism of action focuses on antagonizing dopaminergic
transmission mainly through D2 receptors. Furthermore, although they are effective in
reducing the positive symptoms, it is also true that they do not counteract the negative and
cognitive ones, and they also cause extrapyramidal effects. The first treatment for psychosis
is the prescription of typical antipsychotics, whose mechanism of action antagonizes
dopaminergic transmission mainly through D2 receptors. Moreover, although they are
effective in reducing the positive symptoms, it is also true that they do not counteract
the negative and/or cognitive ones, and they also cause extrapyramidal effects [27]. The
cataleptic effect of HAL was used to define whether T. [ucida interacts with the dopaminergic
system by enhancing such activity. The decrement of DA transmission at postsynaptic D2
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receptors has been implicated in catalepsy produced by antipsychotic drugs. Disrupting DA
transmission with low doses of a D2 receptor-preferring antagonist such as haloperidol [28].
This drug is a potent and representative antipsychotic substance with a high affinity for
dopaminergic D2 receptors. It is widely used in the laboratory to induce extrapyramidal
effects in rodents, including stiffness, and particularly cataleptic effects that are mediated
by the blockade of D2 receptors of the striatum. Catalepsy is evaluated when animals are
placed on a raised bar on their front legs, and the time to the first movement is measured [29].
While the drug used as a control, caffeine, is an adenosine A2 receptor agonist which
modulates the dopaminergic pathway blocking the catalepsy produced by HAL [30].

The extracts and compounds of T. lucida exert effects that can be classified as bi-phasic.
In the VEH-Tween group, it was observed that catalepsy (considered as such when the
forced and immobile posture of the mouse lasts more than 20 s) begins at time 60 and
extends even at time 90. TIEA at 50 mg/kg potentiates catalepsy, but only in time 30
because after that, there are no changes compared with the VEH-Tween. However, in a
25 mg/kg dose, this variable is blocked similarly to caffeine.

While treatment with TIAq (25 mg/kg) enhances it throughout the time course and up
to 120 min, the effect starts from time 30; but again, a higher dose of this antagonized HAL.
For the less polar extract, TIHex, none of the doses can enhance the cataleptic effect of the
dopaminergic drug; beyond that, the 25 mg/kg dose blocks it, an action that decreases at
a higher dose. Based on this behavior, which could be dose-dependent, it is then likely
that catalepsy could be observed above 50 mg/kg. Something similar happens with TIMet,
in which both doses block catalepsy, with a slight tendency for the high dose to have a
lower capacity.

It is known that this plant has a significant secondary metabolism for the production
of coumarins, which are widely described for this species. Coumarins are derivatives of
2H-1-benzopyran-2-one, widely distributed in nature; they are essential for their actions on
different pharmacological systems since they have diverse activities, among which CNS
disease models stand out. It is proposed that both natural and synthetic coumarins can
be used to treat neurologic and neurodegenerative diseases. Such as Alzheimer’s and
Parkinson’s disease, schizophrenia, epilepsy, nootropics, anxiolytics, or antidepressants,
because they act on the neurotransmission systems involved in these diseases and are
excellent anti-inflammatories [31]. In the present work and based on the results described
by the research group [13], the isolation of DF and HN was achieved; they were evalu-
ated at two different doses to investigate whether the effects of the extracts could fall on
these substances.

For the catalepsy test, it was observed that DF at a dose of 1 mg/kg has the most
significant potentiation effect on HAL, causing catalepsy. This effect appears from time 30,
with a longer duration that lasts until time 120. At the same time, the 5 mg/kg dose has
a lower activity level since the readings at times 60 and 90 are similar to the VEH group.
Although catalepsy (considered for duration above 20 s) is no longer observed, the forced
posture on the bar is longer than the VEH. The administration of herniarin provoked a
biphasic effect; a low dose of 1 mg/kg is capable of potentiating HAL, increasing the onset,
intensity, and time of catalepsy; but when the dose that is administered is 5 mg/kg, this
coumarin now does completely block catalepsy, as caffeine does.

The difference between the effects caused by both coumarins may be based on small
structural changes. For example, it can be seen that 1 mg/kg of the two coumarins
potentiated the cataleptic effect of HAL. However, DF that is tri-methoxylated in positions 6,
7, and 8 exerts a more significant effect with a longer duration. When the dose was 5 mg/kg,
a blockade of this activity was observed for herniarin, which has a methoxyl group in
position 7. While the more complex structure (dimethylfraxetin) no longer presents a
statistical difference with the VEH group throughout the time course and up to minute 90,
the mice remain motionless on the bar longer. It is then observed that, at higher doses, the
enhancing effect of catalepsy is lost and that the greater the chemical structure of coumarin,
the behavior observed is lower.
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With these considerations, we propose that extracts and coumarins of T. lucida, can
interact with the receptors type D2 on which the HAL does so. That pharmacological
association depends on the dose and chemical structure. Furthermore, although there are
no reports in the literature of the effects of dimethylfraxetin (with three methoxyl groups
in the coumarin structure at positions 6, 7, and 8) and herniarin (containing in its base
structure a methoxy group at position 7) on the dopaminergic system, it is mentioned that
other compounds of the same family modify this neurotransmission system. For example,
scoparone, which has in its basic structure two methoxyl groups in positions 6 and 7,
and that is also isolated from T. lucida, and whose anti-inflammatory activity has been
described [13], is capable of inducing dopamine synthesis in PC12 cell cultures, as well as
protecting them from L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)-induced cytotoxicity [32].

Isosibiricin is coumarin, which has a keto group in position 8 of its structure instead
of a methoxy, and which was isolated from the species Murraya exotica (Rutaceae). It
increases the expression of dopaminergic D1/2 receptors in BV-2 microglia cell culture when
stimulated with LPS through signaling mediated by NLRP3/caspase-1. Therefore, this
coumarin is proposed as a modulator of the immune response mediated by dopaminergic
receptors in the central nervous system [33]. Then herniarin and dimethylfraxetin, whose
chemical structure is similar to those mentioned above, can interact with the dopaminergic
system by modulating the HAL actions. In addition, the possibility that these coumarins
may have a role in regulating other neurotransmission systems associated with psychoses
is not ruled out.

Therefore, the next phase of the experiment consisted of evaluating the probable
interaction of the products of this plant on the glutamatergic system. Since it has been
demonstrated, for many years, that the classic theory of psychosis, based on dopamine,
is only part of the constellation of neuronal intercommunication that leads to the triad of
symptoms. The glutamate theory plays a fundamental role, specifically in the hypoactivity
of the N-methyl-D-aspartate (rNMDA) receptor in the prefrontal cortex, which can cause
psychosis [34]. So, to evaluate the antipsychotic effect of T. lucida and its possible interaction
with INMDA, KET was selected, a drug that acts mainly as an uncompetitive antagonist
use-dependent of these receptors, among other targets on the central nervous system (CNS).
It is valuable as a pharmacological tool to have an approach to the mode of action of
treatments for schizophrenia. KET, widely used in psychiatry, has psychomimetic effects in
humans and increases psychotic symptoms, such as dissociative states, altered perception,
and schizophrenia-like positive and negative symptoms, in hospitalized patients [35].
This drug is used in many biological models, under different administration schemes, to
reproduce some psychotic behaviors in rodents and mainly to identify possible treatments.
The variability of pharmacological activities and even undesirable side effects that ketamine
induces depend on factors such as the strain and species of rodent, the dose, the route
of administration, and the dosage timing [36]. In the present work, and based Santillan-
Urquiza et al. [37], the intraperitoneal route of administration was used in the scheme of a
single dose of 50 mg/kg, which caused different behaviors in mice.

A passive avoidance test (PAT) was used to assess fear memory; this test is a valuable
tool in searching for medication options for psychosis, especially in controlling cognitive
symptoms. The present research observed that the administration of KET at 50 mg/kg
causes cognitive deterioration in mice. This action was counteracted by N-methyl-D-
aspartate and by extracts TIHex, TIEA, TIAq, herniarin, and dimethylfraxetin, isolated from
T. lucida.

To measure the effectiveness of the treatments of this medicinal species on the negative
symptoms of schizophrenia, the forced swimming test (FST) was widely used to evaluate
the efficacy of synthetic drugs of natural origin. In this test, what is evaluated is the learned
hopelessness; the animals tend to escape from the water, and thus the time of immobility
is a behavioral marker of depression. The results here showed that KET decreases the
immobility time of mice in the water cylinder, indicating an antidepressant effect of the
drug, which is widely described. It was observed that the co-administration of treatments



Plants 2022, 11, 2789

12 of 17

from T. lucida with KET does not modify its response, noting that TIMet diminished the
effect of KET no-significatively, and only its antagonist, NMDA, was able to block the
antidepressant effect.

The non-sociability of animals is used as a model to analyze possible pharmacological
treatments to reduce unique negative symptoms in humans, so the FST and social inter-
action test (three-chamber social test) are helpful. This last trial focuses on the degree of
familiarity between two individuals, and it has been observed that KET causes a decrease
in the social interaction of rodents [38]. In this series of trials, which made it possible to
measure cognitive deficit and negative symptoms, it was observed that the methanolic
extract behaves differently from the other treatments derived from T. lucida, as it does not
cause significant changes compared with the Veh-Tween group.

TIEA and TlAq, TIHex, interacted with KET in the memory and social interaction tests
because they blocked this glutamatergic drug’s effect on the animals’ behavior in both tests.
However, in the FST test, none of these treatments cause changes when compared with
KET (Veh-Tween). These results indicate that T. lucida, in addition to interacting with the
dopaminergic system, also exerts pharmacological effects on glutamate. By improving
the condition of experimental psychosis, reducing memory deficits, and increasing social
interaction. These actions may be attributable to their coumarin content; in this sense, her-
niarin, isolated from Tl1Aq, and dimethylfraxetin, from TIEA, had similar pharmacological
behavior to the extracts from which they were obtained.

T. lucida also decreases hyperlocomotion and stereotyped behaviors observed in the
OFT. Events that are attributed to the antagonism of NMDA receptors in mesolimbic
GABAergic neurons, causing an increase in the excitability of these cells, and together with
the ability of this substance to behave as a dopaminergic receptor agonist, it is an accessible
model for the evaluation [39]. In the present work, it was possible to observe that the
NMDA drug can block all these psychotic behaviors in mice. Furthermore, TIEA and TlAq
extracts had the best effect since they block all the psychotic behaviors measured in the OFT
(hyperlocomotion, the increase in rearings and groomings, time the mice spent grooming,
the presence of stereotyped behaviors, and the time it took for them). Dimethylfraxetin and
herniarin eliminate stereotypes and reduce the number of other behaviors.

4. Materials and Methods
4.1. Plant and Preparation of the Extracts

The aerial parts of Tagetes lucida Cav., were collected in 2018 in Xochitepec, Morelos,
México. Margarita Aviles and Macrina Fuentes performed taxonomic identification. A
voucher sample specimen was deposited at the Herbarium of the Instituto Nacional de
Antropologia e Historia Morelos (INAHM) and placed in the Medicinal Botanical Garden in
Cuernavaca, Morelos, Mexico, with the code number INAHM-2086. The material was dried
under dark conditions in a room-temperature ventilated place for two weeks. Afterward,
to obtain particles 4-6 mm in size, the plant material was grounded in an electric grinder
mill. The grounded material (4 kg) was placed in a glass flask for its first extraction with
n-hexane for 24 h, and this procedure was carried out in triplicate. Then, the liquid extract
was filtered and concentrated by distillation under reduced pressure in a rotary evaporator
at 40 °C to obtain the hexane extract (TIHex). The residual plant material, once dry, was
placed in a flask and was carried out in the same process to obtain the ethyl acetate (TIEA),
methanol (TIMet), and aqueous (T1Aq) extracts.

4.2. Isolation and Identification of Dimethylfraxetin (DF) and Herniarin (HN)

After the biological evaluation, extracts with the highest bioactivity were submitted
to a chemical separation procedure for obtaining active compounds. TIEA and TlAq
extracts were fractionated by open-column chromatography and carried out with successive
columns of normal phase and reverse phase.

The TIEA extract (20 g) was separated following the described methodology by Porras
Davila et al. [40] to obtain a fraction containing the dimethylfraxetin coumarin (DF). TIAq
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extract (277 g) was separated by chromatography in a column according to what is described
to give herniarin (HN) [40].

The isolated compounds were selected for further evaluation in the biological model,
identified as HN and DF, using HPLC (Waters, Milford, MA, USA) [13].

4.3. HPLC Analysis

The qualitative and quantitative analyses of dimethylfraxetin and herniarin were
performed using an Alliance 2695 separation module system (Waters, Milford, MA, USA)
coupled with a Spectral System UV2996 PDA detector. Chromatographic separation was
carried out using a SupelcosilTM LC-F column (4.6 mm x 250 mm, 5 pm, Sigma-Aldrich,
Bellefonte, PA, USA). The mobile phase consisted of two solvent reservoirs: A (Trifluo-
roacetic acid-water, 0.5%, v/v) and B (acetonitrile). The gradient system was as follows:
0-1 min, 100-0% B; 2-3 min, 95-5% B; 4-20 min, 70-30% B; 21-23 min, 50-50%, 24-25 min,
20-80% B, 26~27 min, 0-100% B and 28-30 min 100-0% B. The flow rate was 0.9 mL-min~!
with an injection volume of 10 uL. The photodiode array detector wavelength was set at 325
and 280 nm to identify and quantify DF and HN, respectively. Calibration curves for these
compounds were prepared by injecting ascendant concentrations of previously isolated
compounds (Herniarin-HN-: 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 pg'mL_1 ; dimethylfraxetin-DF-: 40,
20,10, 5,2.5 and 1.75 ug-mL~!). Analytical parameters of linearity, limit of detection and
limit of quantification were measured dimethylfraxetin (y = 23493x + 382.5, R2 = 0.9995).
for herniarin (y = 1575x — 86, R2 = 0.9971).

4.4. Treatments

The compounds, extracts, and substances utilized here, were administered orally (per
0s, p.o.) or intraperitoneally (i.p.) and included the following: TIHex, TIEA, TIMet, and
TlAq extracts (25 and 50 mg/kg, p.o.); dimethylfraxetin, and herniarin (DF, HN 1 and
5 mg/kg, p.o.); haloperidol (HAL as catalepsy inducer 0.5 mg/kg, i.p.); caffeine (CAF, used
as a positive control, to block catalepsy, 15 mg/kg, p.o.); vehicle (VEH, Tween 20, 1%,
negative control, p.o.); ketamine (KET, schizophrenia-like symptoms inducer, 50 mg/kg,
i.p.), and N-methyl-D-aspartate (NMDA, used as antagonist of KET, 50 mg/kg, i.p.). All
drugs were purchased from Sigma-Aldrich, Co (St. Louis, MI, USA).

4.5. Animals

Experiments were performed on male ICR mice weighing between 30 and 35 g under
controlled conditions in a light/dark cycle (12/12 h), at a temperature of 20 £ 2 °C,
with free access to a special diet for rodents (Labdiet) and purified water. Prior to the test,
animals were randomly divided into groups of 5. The research was conducted following the
internationally accepted principles for laboratory animal use and care found in the National
Institutes of Health (NIH) guidelines. The assays were developed in a soundproofed room
with a video recording system; the experimenter avoided using a scent and remained
silent. The experiments were performed according to official Mexican Norm 062-ZO0-1999
(Technical Specifications for the Production, Care, and Use of Laboratory Animals) and the
international ethical guidelines for the care and use of laboratory animals. The experimental
protocol was authorized by the local Health Research Committee [Mexican Institute of
Social Security IMSS], with approval number: F-2019-1702-005.

4.6. Pharmacologic Tests
4.6.1. Haloperidol-Induced Catalepsy

Catalepsy is observed when animals are placed in abnormal or unusual postures
and maintain these postures for some time. For example, a typical animal will correct its
position within seconds and explore its environment, but a cataleptic animal will maintain
this externally imposed posture for a prolonged period.

Before catalepsy induction, mice were fasted for 1 h before the test and then adminis-
tered the treatments derived from T. [ucida. After 2 h, all groups received HAL, 0.5 mg/kg,



Plants 2022, 11, 2789

14 of 17

i.p., and 10 minutes later, the test was started, and the cataleptic effect was evaluated
at different time points (10, 30, 60, 90, 120, and 150 min). To measure the catalepsy, we
employed the bar test (BT). The mice were placed for 1 min on a round glass bar (0.8 mm
diameter) sustained by two wooden supports at a height of 4 cm and separated from
2.5-high horizontal support situated 2 cm from the middle portion of the glass bar. A
positive response of catalepsy was considered when the mouse remained in a rigid position
for 20 s or longer [37]. CAF (15 mg/kg, i.p.) was used as a standard drug in the catalepsy
test. Therefore, it is expected that both the extracts and the isolated compounds can act
potentiating the effects of haloperidol (cataleptic state), acting in this way through dopamin-
ergic specifically via D2 receptors and not through A2 receptors as does the positive control
group caffeine, considering that both heteroreceptors in a regulated manner diminish the
excess of dopamine.

4.6.2. Ketamine-Induced Psychosis

In order to study symptoms related to psychosis, mice were administered KET, which
is an INMDA antagonist. The study design lasted three days; on the first day, all treatments
were administered; 24 h later, KET (50 mg/ kg, i.p.) and treatments were administered,
lastly, on the third-day test was carried out, and treatments were administered for the third
occasion 1 h before that started the test, all treatments (T. lucida derivatives) and NMDA
were administered as described above. On test day, different behavioral tests were used, as
described below.

4.6.3. Passive Avoidance Test (PAT)

This unidirectional assay allowed us to study acquired learning and memory. The
animal was conditioned with an aversive stimulus, which is later evaluated if the mouse
remembers the experience. The assay consisted of placing the mouse in the lighted com-
partment, allowing it to explore for 1 min, and permitting it to direct itself to the dark
compartment (typically, the mouse spontaneously tends to move into dark spaces, in that
direct light produces anxiety in it). The time the mouse delays getting into the dark com-
partment (Initial Latency, IL) is measured; once the mouse is inside, the door is closed,
and the mouse receives an electric discharge (0.6 mA, during 2 s). After application of the
discharge, the mouse is returned to its cage until the time of evaluation, which was carried
out 24 h later to evaluate long-term memory. On the test day, the animals were placed in
the lighted camera, and the door that separates the two compartments stayed open. The
electric discharge is not applied at this stage, the mouse is observed for 8 min, and the time
is measured that the mouse delays in entering the dark compartment; Retention Latency
(RL) is an indicator of memory [37].

4.6.4. Forced Swimming Test (FST)

FST is a widely used model to evaluate the antidepressant effect, which is a charac-
teristic symptom of schizophrenia induced by KET (Takeda et al., 2002) [41]. In this test, a
previous training session that consisted of placing the mice individually for 15 min in a
glass recipient with water, with a depth of 15 cm, at a temperature of 25 £ 2 °C, was carried
out. To ascertain whether the mouse identified that there was no way for it to escape. Then,
mice were placed in the glass recipient containing water for 5 min. Total immobility time
was measured for each mouse [37].

4.6.5. Open Field Test (OFT)

This test is used to measure the positive symptoms of schizophrenia. In this model, the
reactions of rodents are observed in an environment without escape (Walsh and Cummins,
1976) [42]. It is currently used to study motor activity and allows us to analyze the excitatory
or depressive effect of the locomotor system. Mice were placed on the OFT platform, and
their behavior was videotaped by a digital camera fixed above the field. The observation
was maintained for 30 min, and we measured the following parameters of locomotion
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as Total Crossings (TC); Rearing (R); Stereotyped Behaviors (SB), which are repetitive,
involuntary movements with no apparent purpose, such as head-spinning, Time Spend on
Stereotyped Behaviors (TSB); Grooming (G), and Time Spend on Grooming (TSG) [37].

4.6.6. Social Interaction Test (SIT)

This test focuses on the degree of familiarity of two individuals, allowing us to
observe rodents’ behavior on negative and cognitive symptoms of schizophrenia. It consists
of a compartment divided into three spaces, 2 of which on the sides contain circular
chambers. The test begins with habituation, placing the mouse in the main cage for
10 minutes to become familiar with the environment and leaving the circular chamber
empty. Subsequently, in one of the compartments of the circular chamber, a mouse is
placed that we will call “family” since it was previously in contact for five minutes with
the experimental mouse. A new mouse is placed in the other compartment, which has
never been exposed to the experimental mouse. The experience is performed four times
in five-minute sessions. First, the animal is confronted with a familiar mouse, and during
these sessions, the mouse gets used to this exposure and varies its social investigation
(habituation). In the fourth exposure, the camera is rotated, and the new mouse is shown
(dishabituation). The exploration time of the fourth day is recorded, defined as the time
that the animal spends approaching or sniffing the mating window. Mice with unimpaired
cognitive function will spend more time sniffing the new mouse than the familiar one;
those with a cognitive deficit will not distinguish between the familiar mouse and the new
one (their exploration time will be similar) [29].

4.7. Statistical Analysis

The data were expressed as the means + standard error of the mean (S.E.M.), and
statistical significance was determined using an analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett’s test compared with the tween group (Vehicle, Veh-Tween). Values considered
significant at p < 0.05 was employed to define significant differences among the groups.
SPSS version number 11.0 (IBM SPSS, New York, NY, USA) software was used for graphing
and statistical analysis.

5. Conclusions

The pharmacological activity of Tagetes lucida extracts can be attributed in part to
the presence of coumarin-type compounds, such as HN and DF, which have activity as
potentiators of catalepsy and blockers of psychotic observed behaviors, indicating that the
plant and Some of its components are capable of interacting with the dopaminergic and
glutamatergic systems, both important mechanisms involved in psychosis and they can be
attributed to this type of compounds as responsible for the activity of Tagetes lucida extracts.
These coumarins behave pharmacologically similar to the extracts, so they have attributed
activity. It is shown for the first time that T. [ucida interacts with the dopaminergic and
glutamatergic systems, both important mechanisms involved in psychosis.
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