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RESUMEN

El 4cido-y-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibitorio, presente
principalmente en el sistema nervioso central (SNC) donde juega un rol muy
importante en la regulacion de la homeostasis cerebral entre excitacion e inhibicion.

Se prepararon cultivos celulares de neuroblastoma B35, de los cuales se extrajeron
muestras conteniendo el GABA producido por los mismos; estas muestras fueron
sometidas a un proceso de derivatizacion pre-columna utilizando o-
phtaldialdehido/sulfito (OPA/SOs?2), para ser posteriormente cuantificadas por
cromatografia liquida de alta performance con deteccion electroquimica (HPLC-ED).

Se realizd6 un ensayo para determinar la produccion diaria de GABA y se
demostré que el neuroblastoma B35 sintetiza este neurotransmisor durante las
primeras 24 horas de incubacion, llegando a niveles de 40 ng/mL a las 48 y a
concentraciones de 131.14+1.01 ng/mL de GABA a las 96 horas.

Se prepararon cultivos celulares de neuroblastoma B35 incubados junto con
vigabatrina (VGT) (0.1, 0.5, 1.0 mM), gabapentina (GB) (0.5, 1.0 mM), isoniacida
(INH) (0.5, 1.0 mM) y extracto pentanico de Lepidium meyenii L. (EM) (5, 10, 20
pg/mL) durante 48 horas, con la finalidad de determinar la influencia de dichos
tratamientos sobre los niveles de GABA producidos por esta linea celular. El analito

fue posteriormente cuantificado por HPLC-ED evidenciando la disminucion en los
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niveles de GABA en las muestras incubadas con INH (0.5 y 1.0 mM) y el incremento
de los mismos niveles en las muestras incubadas con EM (20 pg/mL). Los resultados
de cada ensayo fueron comparados con un grupo control, conteniendo el vehiculo
utilizado (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%).

Con la finalidad de disminuir el efecto inhibitorio sobre GABA producido por
INH (0.5 mM) esta droga fue administrada en los cultivos celulares de
neuroblastoma B35, junto con EM (5, 10 y 20 pg/mL), VGT (1.0 mM) y GB (1.0
mM) para posteriormente ser incubados durante 48 horas. Luego de este periodo el
analito fue extraido para ser cuantificado por HPLC-ED. A partir de los resultados se
concluy6 que GB (1.0 mM) aumenta significativamente los niveles de GABA, por lo
tanto se considera que es capaz de atenuar la inhibicién producida por INH (0.5
mM).

Se determiné los niveles de GABA en cultivos de neuroblastoma B35, que en
primera instancia fueron incubados durante 48 horas sin tratamiento alguno;
terminado este periodo, se administré6 EM (5, 10 y 20 ug/mL), VGT (1.0 mM) y GB
(1.0 mM), para luego ser incubados durante 48 horas mas. Los resultados obtenidos
demostraron que el EM (10 pg/mL) incrementa significativamente los niveles de
GABA, contrastados con el control, afirmando que los efectos producidos por este
extracto natural actua sobre células ya desarrolladas.

Para demostrar que las concentraciones de los tratamientos utilizados no
modifican el normal desarrollo del neuroblastoma B35, se realizo un ensayo de
viabilidad utilizando el compuesto tetrazolico, MTS. No se obtuvo diferencia

significativa entre las concentraciones de los tratamientos con el control.
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ABSTRACT

The (GABA), y-aminobutyric acid is an inhibitory neurotransmitter, mainly
present in the central nervous system (CNS) which plays an important role in the
regulation of brain homeostasis between excitation and inhibition.

B35 neuroblastoma cell cultures were prepared, from which were extracted
samples containing the GABA produced, these samples were subjected to a pre-
column derivatization process using o-phtaldialdehyde/sulfite (OPA/SO3-2) to be
subsequently quantified by high performance liquid chromatography with
electrochemical detection (HPLC-ED).

An assay was performed to determine the daily production of GABA and it
showed that B35 neuroblastoma is able to synthesize this neurotransmitter from the
first 24 hours of incubation, reaching levels of 40 ng/mL at 48 hours, and
concentrations of 131.14 + 1.01 ng/mL on the fourth day.

B35 neuroblastoma cell cultures were incubated with vigabatrin (VGT) (0.1, 0.5,
1.0 mM), gabapentin (GB) (0.5, 1.0 mM), isoniazid (INH) (0.5, 1.0 mM) and
pentanic extract of Lepidium meyenii L. (EM) (5, 10, 20 pg/mL) for 48 hours, in
order to determine the influence of such treatments on GABA levels produced by this
cell line. The analyte was then quantified by HPLC-ED evidencing the decreased
levels of GABA in the samples incubated with INH (0.5 and 1.0 mM) and increasing
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levels in the same samples incubated with EM (20 ug / mL). The results of each test
were compared with a control group, containing the vehicle used (0.5% DMSO
dissolved in 0.9% NacCl).

With the intention of decreasing the inhibitory effect produced by INH (0.5mM)
over the GABA levels. This substance was administrated to the neuroblastoma B35
cultures, along with the treatments of VGT (1.0 mM), GB (1.0 mM) and EM (5, 10,
20 ug/mL); and incubated for 48 hours, to be further quantified by HPLC. The results
conclude that GB (1.0 mM) was capable of attenuate the inhibition produced by INH
(0.5 mM), increasing significantly the GABA levels on the sample were it was
incubated. In other hand, the samples incubated with EM, didn’t show any effects in
this assay.

It was also determined the GABA levels, working with cells that were, in first
instance, incubated by 48 hours, and then were treated by EM (5, 10 y 20 pg/mL),
VGT (1.0 mM) y GB (1.0 mM), to be incubated for another 48 hours. The results
that were obtained after this assay demonstrated that EM (10 ug/mL) significantly
increased GABA levels, comparing with the control.

To demonstrate that the concentrations of the treatments used did not alter the
normal development of neuroblastoma B35, a viability assay was performed using
the tetrazolium compound, MTS. No significant difference between the

concentrations of the treatment with the control was obtained.
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GABA: acido —y-aminobutirico
Glu: Glutamato
Gln: Glutamina.
EM: Extracto pentanico de Lepidium meyenii L.
GB: gabapentina
VGT: vigabatrina
INH: isoniacida
OPA: o-pthalaldialdeido
HPLC: cromatografo liquido de alta performance.

HPLC-ED:  cromatografo liquido de alta performance con deteccion
electroquimica

SNC: Sistema Nervioso Central.

GABAAR:  Receptor gabaergico tipo A

GABABR:  Receptor gabaergico tipo B

GABAmoR (GABACR): Receptor gabaergico tipo C

GABA-T: GABA transaminasa

a-KG: o-cetoglutarato

GAD: Glutamato descarboxilasa

GDH: Glutamato deshidrogenasa

PAG: glutaminasa (Phosphatase activated glutaminasa)
GS: glutamine sintetasa

VGAT: proteina transportadora de GABA vesicular

GAT: Transportador de GABA

DMEM: Medio de cultivo Dulbecco Modified Eagle Medium
FBS: Suero de bovino fetal.
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INTRODUCCION.

El acido-y-amino butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del
sistema nervioso central (SNC). Este neurotransmisor juega un rol importante en la
homeostasis cerebral entre la excitacion e inhibicion [1]. GABA es sintetizado, en
neuronas y glias, por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) utilizando I-
glutamato como precursor, una vez producido GABA es almacenado en vesiculas y
esta labor la cumple la enzima VGAT (proteina transportadora de GABA vesicular)
el metabolismo de esta sustancia esta a cargo de la enzima GABA-T [2].

El GABA que no es metabolizado interactua con receptores post-sinapticos en el
SNC, hasta ahora se han descubierto 3 tipos de receptores, de los cuales dos de ellos
son ionotropicos y uno es metabotropico. Los receptores ionotropicos que se
encuentran en neuronas post-sinapicas (GABAA y GABAc) actian a través de
canales i6nicos ya que poseen un canal permeable para el ion CI; por otro lado, el
receptor metabotropico, es un receptor acoplado a proteinas G y se le denomina
receptor GABAB a este se le encuentra en la neurona pre-sinaptica y post-sinaptica.
[2, 3]. A todo el proceso relacionado con GABA se le denomina sistema
GABA¢rgico, se debe recalcar que este sistema es un blanco terapéutico para
diversas drogas y estas tratan diversas condiciones médicas como: trastornos de
ansiedad, desordenes de aprendizaje, alteraciones de memoria y la mas representativa
epilepsia. Sin embargo, otras enfermedades se han asociado a alteraciones en la
funciéon de GABA como dependencia a drogas (alcoholismo), desordenes sensoro-
motores, ademas de esquizofrenia, enfermedad de Huntington y enfermedad de
Parkinson [1].

El cultivo celular de neuroblastoma B35, es un modelo in vitro utilizado en la
actualidad para la investigacion en neurociencia, y es preferido en comparacion a
otros por poseer ciertas caracteristicas neuronales como excitabilidad de membrana y
enzimas del metabolismo de neurotransmisores [4, 5]. Esta célula expresa
acetilcolinsterasa (AChE), tirosina Hidroxilasa (TH) y GAD [6], lo que denota la
capacidad del neuroblastoma B35 para producir GABA.

Ciertas drogas que actian en el sistema GABAérgico se utilizaron en esta

investigacion con la finalidad de alterar los niveles de GABA producidos por el
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neuroblastoma B35 y estos después fueran cuantificados por HPLC-ED. Estas drogas
fueron vigabatrina, gabapentina, isoniacida y un extracto pentanico de Lepidium
meyenii L.

Vigabatrina es una droga utilizada para atenuar convulsiones parciales, su
mecanismo de accion consiste en la inhibicion de GABA-T lo que conlleva a un
aumento en los niveles de GABA en el SNC [7]. Gabapentina es utilizada también en
convulsiones parciales, su mecanismo de accion no es claro [8]. Esta droga ha
demostrado ser efectiva en una amplia gama de modelos experimentales in vivo [9,
10]. Ademas, ha demostrado ser una droga que carece de interacciones
medicamentosas, y que aumenta los niveles de GABA en pacientes con epilepsia,
pese a que no se ha encontrado relacion alguna con la enzima GAD [8], pero
gabapentina es capaz de inhibir en un 33% la GABA-T [11]. La isoniacida es una
droga utilizada en la terapia para la tuberculosis; sin embargo, esta ha demostrado,
que a dosis elevadas, produce convulsiones en animales de experimentacion [12]. El
mecanismo de induccion de convulsiones es debido a la inhibiciéon de la enzima
GAD [13, 14].

Lepidium meyenii L. (Maca) es una planta peruana que se desarrolla alrededor de
4000 m.s.n.m. y que es ampliamente consumida en Pert debido a sus propiedades
nutricionales y efectos farmacoldgicos; sobre todo por la influencia sobre la conducta
sexual [15]. El perfil farmacolégico de la maca ha demostrado poseer diversas
actividades farmacologicas como la de regular hormonas, incrementar la fertilidad en
ratas hembras y machos, desarrollar un efecto adaptogénico y anti estrés; ademas, se
ha demostrado la capacidad de actuar sobre el SNC, ya que es capaz de mejorar la
memoria y aprendizaje en ratas, ademas de actuar como neuroprotector por
inhibicion de la enzima FAAH (Fatty acids amide hydrolase), esta enzima actiian en
el sistema endocanabinoide [15, 16, 17]. Ademds, en la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnldgicas de la Universidad Catdlica de Santa
Maria, se ha demostrado la actividad anticonvulsivante del extracto pentanico
Lepidium meyenii L. en ensayos in vitro con convulsiones inducidas por pilocarpina

[18].
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HIPOTESIS.
Dado que los niveles de GABA producidos por el neuroblastoma B35 pueden ser

modificados por INH, GB, VGT y EM, es posible que esta linea celular pueda ser

considerada como un modelo in vitro para ensayos sobre el sistema GABAérgico.
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OBJETIVOS.

1. Demostrar la capacidad de la linea celular neuroblastoma B35 para producir
GABA.

2. Cuantificar los niveles de GABA producidos diariamente por el neuroblastoma
B35 por cromatografia liquida de alta performance con deteccion electroquimica
(HPLC-ED).

3. Comprobar los efectos de isoniacida, vigabatrina, gabapentina y el extracto
pentanico de Lepidium meyenii L. sobre la sintesis y metabolismo de GABA
producidos por neuroblastoma B35.

4. Determinar si las concentraciones de isoniacida, vigabatrina, gabapentina y el
extracto pentanico de Lepidium meyenii L. afectan el normal desarrollo de

neuroblastoma B35.
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L. MARCO TEORICO
1. GABA
1.1. Introduccion

El acido y-aminobutirico (GABA) (figura I.1) es el neurotransmisor
inhibitorio mas importante en el Sistema Nervioso Central de los
mamiferos. Fue descubierto por Roberts y Awapara en estudios
electrofisioldgicos entre 1950 y 1965 [1]. Desde entonces GABA ha sido
clasificado como neurotransmisor porque satisface los siguientes criterios:
se encuentra presente en terminales nerviosas, se sintetiza en la neurona, se
almacena en sistemas de vesiculas y es transportado hacia las terminales
nerviosas, es liberado debido a estimulo y una vez en el espacio sindptico
interacciona con un receptor, desencadenando una accion determinada. Esto
conlleva al proceso de recaptacion o metabolismo del compuesto.

Se debe considerar también que GABA cumple con el criterio de la
administracion exogena de otra sustancia que se sospecha va a mimetizar el

efecto producido por la sustancia neurotransmisora [2].

O
2 OH

Figura L.1. Estructura quimica de GABA.

Cabe mencionar que se ha encontrado GABA y sus receptores en tejidos
periféricos como en el higado, bazo, ganglios y en el nervio esplénico. Los
niveles de GABA en estos tejidos son muy bajos y su investigacion esta en
proceso [2]. Sin embargo, los niveles de GABA en el SNC son muy altos
(milimoles por gramo de tejido) comparados con las msonoaminas, que son
clasicos neurotransmisores (nanomoles por gramo de tejido) [2].

El sistema GABAérgico es muy importante en la homeostasis cerebral,

ya que alteraciones a este nivel desencadenan trastornos y enfermedades,
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tales como la epilepsia, la cual es un desbalance entre excitacion e
inhibicion cerebral, produciendo convulsiones. Se ha asociado GABA a
otros desordenes como dependencia a drogas (alcoholismo), desordenes
sensoro-motores, incluyendo desordenes de aprendizaje y memoria, ademas
de esquizofrenia, enfermedad de Huntington y enfermedad de Parkinson [1].

Por esta razon, es que el sistema GABA¢érgico ha sido considerado como
un blanco terapéutico para una amplia gama de drogas activas sobre el SNC,
incluyendo  ansioliticos,  hipndticos,  anestésicos  generales, 'y

anticonvulsivantes [3].

1.2. Sintesis de GABA.

Este neurotransmisor es producido por descarboxilacion del aminoacido
I-Glu  (I-glutamato) por accion de la enzima GAD (glutamato
descarboxilasa) [1-3] (figura 1.2). L-Glu ademas de ser precursor de GABA,
también es el neurotransmisor excitatorio mas importante del SNC. L-Glu
controla la sintesis de GABA al activar GAD junto al cofactor enzimatico
piridoxal fosfato [19].

GAD (E.C. 4.1.1.15) es la enzima encargada de la produccion de GABA
y posee dos isoformas: estas difieren por sus pesos moleculares (67 Kda y
65 Kda). Son expresadas por diferentes genes y estan localizadas en
diferentes lugares intracelulares; ademas poseen diferentes funciones,

propiedades e interacciones con cofactores [2, 20].

o H Cco,
HN,, / 0
‘ OH
H \ > HZN\/\)J\
HO Yo GAD OH
I-Glu GABA

Figura L.2. Sintesis de GABA por descarboxilacion de I-Glu.
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GADG5 esta concentrada en los terminales nerviosos para cumplir la
funcion de neurotransmision, y tiene mas afinidad por el cofactor piridoxal
fosfato. Ademads, hay una asociacion funcional entre GAD65 y VGAT
(Proteina transportadora de GABA Vesicular); por lo tanto, GAD65 tiene
una funcion que aporta a la neurotransmision de GABA. Por otro lado,
GADG67 estd localizado en todo el espacio citoplasmatico y GABA
producido por esta isoforma posee funciones de factor trofico para la
sinaptogénesis durante el desarrollo temprano, protege después de un daio
neuronal, es fuente de energia y regulador del potencial redox durante el

estrés oxidativo [20].

1.3. Liberacion y transporte de GABA.

GABA es almacenado en vesiculas presinapticas después de su sintesis y
VGAT (proteina transportadora especifica vesicular) es la proteina
encargada de cumplir esta funcion. Esta proteina es selectiva para
neurotransmisores aminoacidicos inhibitorios, tales como GABA vy glicina,
y actlia por accion de una bomba de protones (ATPasa H'). La liberacion de
GABA de estas vesiculas es producida por exocitosis ocasionada por
despolarizacion por acciéon de Ca*? [21, 22].

En la Figura 1.3. Se evidencia el sistema que posee GABA, desde su
sintesis, liberacion hacia el espacio sinaptico por parte de VGAT, pero no
todo el GABA liberado interacciona con sus receptores. El GABA
remanente es recaptado por medio de unas proteinas transportadoras
denominadas GAT (transportadores de GABA), se han descubierto tres
tipos de estas proteinas GATI, GAT2 y GAT3; de estos, GATI1 es
encontrado en neuronas presinapticas GABAergicas, GAT3 localizado en
astrocitos, y GAT2 es una proteina encontrada en otros o6rganos ajenos al

cerebro [22].
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Figura 1.3. Esquema de liberacion y transporte de GABA.
Fuente: GABA Metabolism and Transport: Effects on Synaptic Efficacy. [22]

GAT1 es el transportador de GABA mas estudiado y se expresa en casi
todo el cerebro; ademas, que es considerado un blanco terapéutico para el
anticonvulsivante tiagabina, droga utilizada en el tratamiento de las
convulsiones parciales, cuyo mecanismo de accidon consiste en inhibir

transportador. [21, 23].

1.4. Degradacion de GABA.

La mitocondrias de las neuronas y los astrocitos poseen GABA-T
(GABA transaminasa) enzima importante en la degradacion de GABA, la
cual convierte GABA vy a-cetoglutarato (o-KG) hasta semialdehido
succinico (SSA) y glutamato [21]. Esta reaccion esta expresada en la figura

L.4.
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Figura I.4. Reaccion realizada por GABA-T.

Ahora, se debe considerar que este proceso conduce a la generacion de
nuevas moléculas de GABA, ya que el glutamato formado puede llegar a ser
descarboxilado por GAD para formar GABA y el SSA entra al ciclo de
Krebs, y en este sistema va a dar como producto a-cetoglutarato y este va a
convertirse en glutamato por accion de la enzima GDH (Glutamato
deshidrogenasa). Todo este proceso estd bajo la influencia de las

concentraciones de los productos [21, 22, 24].

1.5. Receptores de GABA.

El sistema GABAergico posee tres familias de receptores, de los cuales
dos son ionotropicos, es decir actiian a través de canales ionicos tales como
GABAAR y GABAA-moR (este ultimo llamado a veces GABACR) y el
ultimo es un receptor metabotrdpico, esto quiere decir que es un receptor
asociado a proteinas G (GABABR).

Los receptores ionotrépicos de GABA son pentaméricos, poseen cinco
subunidades, se ha clasificado a las subunidades con letras griegas, las
cuales tenemos a, B, v, 9, €, W, p y 0. Algunos investigadores sostienen que
la subunidad p (rho) solo es encontrada en los receptores GABAAa-hoR
(GABACR). Cada subunidad esta compuesto por 1 proteina transmembrana
que atraviesa la membrana 4 veces (4 dominios) y también se ha
identificado que cada subunidad estd clasificada en isoformas, con ello
tenemos 60, 3B, 3y y 3p; por ejemplo, en un receptor GABAAR se pudo
identificar 4 subunidades o (al, a2, a3 y a5) y una subunidad y2, con esta

informacion se han encontrado receptores con 17 combinaciones distintas
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[2]. Es importante considerar que la localizacion de estos receptores es muy
diverso. Por ejemplo, GABAAR se encuentra disponible en la neurona
postsinaptica de casi todo el cerebro y otros érganos, es el receptor mas
estudiado de este sistema, a este nivel acthan anticonvulsivantes,
ansioliticos, anestésicos, etc. GABAcCR es hallado en neuronas
postsinapticas en la retina, con niveles significantes en la médula espinal y
glandula pituitaria. Este receptor aun estd en proceso de investigacion.
GABAGBR es localizado en la neurona presinaptica, y este es actualmente
investigado como futuro blanco terapéutico, ya que un knockout en ratones
de este receptor ha manifestado convulsiones epileptiformes, hiperalgesia,
hiperlocomocién, y empeoramiento de la memoria [2, 25]. En la Figura L.5.

Muestra la disposicion de los receptores de GABA.
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— Benzodiazepines

(a) Barbiturates

e

Neurosteroids

al-6
pi-4

GABA, -4

Picrotoxinin

{b) NHg*

(c) Bamitutates v GABA CACA Biaslelen
Bicheuiline TPMPA
Nelresferoids o BenzZogiazZepines

GABA. pl1-3

Picrotoxinin FD «—— Protein kinase

T Fharmacoiogical SEences

Figura L.5. Esquema de receptores de GABA.
Los receptores GABAA y GABAc se encuentran en (a) y (c), con algunos
compuestos que actian como agonistas. En (b) encontramos la disposicion de la
subunidad con sus dominios a través de la membrana.

Fuente: The ‘ABC’ of GABA receptors.[26]

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM i DE SANTA MARIA

1.6. GABA in vitro.

Una vez que GABA fue encontrado en extractos cerebrales, se
determinaron sus propiedades, sus roles, los efectos que ejercia sobre SNC y
sobre todo su ruta metabdlica [1]. Muchos de los estudios fueron
conducidos por grupos de investigadores que consideraron técnicas para la
determinacion de este neurotransmisor, tales como cromatograficas, con
isotopos radioactivos ([H3]-GABA), espectrofotométricos,
electrofisiologicos, etc. [27].

Sin embargo, muchas de las pruebas realizadas fueron ensayos in vitro,
que fueron utiles para determinar qué células son capaces de producir
GABA,; es decir, aquellas que expresan GAD. Con esta informacion se pudo
determinar que hay neuronas que producen mas GABA que otras,
denominadas “Neuronas GABAergicas”. Ademas es importante mencionar
que estas estan asociadas con procesos inhibitorios en el cerebro [2].

Por otro lado, un grupo de muestras fueron extraidas de cerebros de
roedores, aislando zonas especificas, con la finalidad de determinar otros
procesos relacionados con esta sustancia, como una superproduccion de
GABA por ciertas neuronas del cerebelo y cerebro [28, 29]. Finalmente,
muchas drogas fueron probadas en ensayos in vitro determinando su accion
sobre la induccion o inhibicion en la produccion, metabolismo o transporte
de este neurotransmisor, o sobre sus receptores [1, 2].

En la siguiente tabla se muestran algunas sustancias que reaccionan con

los receptores de GABA, como agonistas o antagonistas.

Tabla 1.1 Compuestos que actuan sobre los receptores de GABA.
COMPUESTO GABAAR GABAgR GABACR
GABA Agonista Agonista Agonista
Muscimol Agonista INACTIVO  Agonista

Parcial
Isoguvacine Agonista INACTIVO Antagonista
THIP Agonista INACTIVO Antagonista
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P4S Agonista INACTIVO Antagonista
TACA Agonista INACTIVO  Agonista
CACA INACTIVO INACTIVO  Agonista
Parcial

(R)-Baclofeno INACTIVO Agonista INACTIVO
Bicucculina  Antagonista INACTIVO INACTIVO
Picrotoxina  Antagonista INACTIVO Antagonista
CGP 35348 INACTIVO Antagonista INACTIVO
CGP 54626 INACTIVO Antagonista INACTIVO
CGP 64213 INACTIVO Antagonista INACTIVO
SCH 50911 INACTIVO Antagonista INACTIVO
TPMPA INACTIVO INACTIVO Antagonista

UNIVERSIDAD

Fuente: GABA receptors [25]

2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Introduccion

Este es un método de experimentacion que viene siendo utilizado por la
investigacion ya desde hace muchos afios. Las técnicas de cultivo celular
han permitido el estudio de la fisiologia neuronal, de muchos desordenes
neuronales, ademas de la dilucidacion del mecanismo de acciéon de nuevas
drogas.

Los modelos in vivo tienden a complicarse cuando no se pueden
controlar factores como la wvariabilidad bioldégica o los cambios
cerebrovasculares que pueden afectar la evaluacion de la eficacia
farmacologica. En cambio utilizando modelos in vitro, se tiene la ventaja,
de un mayor control sobre los factores que puedan afectar el dafio neuronal
0 los posibles mecanismos de accion de los agentes farmacologicos a
utilizar.

El uso de células de neuroblastoma de humano SH-SY5Y [30] y de rata

B35 [4] entre otros tipos de células, han permitido el disefio de métodos
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eficaces para la investigacion de drogas y la consecuente identificacion de
agentes que pudiesen causar variaciones en los niveles de los

neurotransmisores de dichas células.

2.2. Medio de Cultivo

Para mantener estas células se deben cultivar en Medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés Dulbecco’s
modified eagle médium), suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS, por sus siglas en inglés Fetal Bovine Serum) (v/v) y una solucion de
penicilina-estreptomicina al 1% (v/v). Siendo incubadas a 37°C en una
atmosfera himeda con 5% de CO2. [31]

Pueden ser sembradas entre aproximadamente 1000 a 1000000 células
por pozo en platos de 96 pozos, y crecer hasta un 75-80% de confluencia
por pozo. En este estado, las células, pueden ser expuestas a diferentes tipos
de agentes nocivos para imitar los mecanismos de accion de lesiones que se
cree, ocurren in vivo.

Entre estos agentes nocivos se encuentra, el peroxido de hidrégeno que
permite imitar los efectos del estrés oxidativo que se produce en las células

[30,32].

2.3. Ensayos cominmente utilizados

La viabilidad celular es uno de los indicadores indirectos de dafio celular,
de tal manera que es necesario hacer pruebas preliminares para evidenciar
que las drogas a utilizar en los cultivos no produzcan dafio celular tal que
pueda ser confundido con alguna conclusion del experimento que vaya a
realizarse.

Esta puede ser determinada mediante varios métodos: microscopia
directa para determinar cambios morfolégicos como la forma (esférica o
dendritica) o la longitud de las dendritas; exclusion por tintura, es otro

procedimiento microscopico para evaluar el numero de células viables y no
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viables, siendo contadas en un hemacitdmetro y estimando la viabilidad
celular al medir los cambios en la absorbancia o fluorescencia después del
tratamiento de las células con reactivos que pueden ser modificados por
procesos metabolicos normales en las mismas [31]. En la seccion de

materiales y métodos se ahondara en los detalles de estos procesos in vitro.

3. NEUROBLASTOMA B35.

3.1. Introduccion.

En 1974 Schubert y colaboradores afirmaron lo dificil que es trabajar con
neuronas del Sistema Nervioso Central, ya que ensayar en estas muestras
demanda muchos retos, es por eso que clonaron multiples lineas celulares
(tanto neuronales como gliales). Estas fueron producto de la induccion de
tumoraciones en ratas neonatales BDIX con nistrosoetilurea [6]. De las 14
lineas celulares clonadas, actualmente solo 2 son consideradas para ensayos
en cultivos celulares el neuroblastoma B35 y neuroblastoma B50 [4]. El
neuroblastoma B35 (figura 1.6) posee caracteristicas muy similares a la
neurona de rata, como excitabilidad de membrana, enzimas para el
metabolismo de neurotransmisores: ademas, neuroblastoma B35 expresa
niveles normales de enolasa especifica neuronal, el cual es una enzima

importante en el proceso de la Glicolisis [5].

3.2. Bioquimica de neuroblastoma B3S.

Esta linea celular es capaz de producir Acido y-aminobutirico (GABA),
debido a la capacidad de expresar la enzima GAD [1]. Ademas expresa
acetilcolinesterasa (AChE) que es la enzima encargada de hidrolizar el
neurotransmisor ACh (Acetil Colina) en colina y acetato [6]. Algunas de las
caracteristicas seran presentadas en la Tabla 1.2.

Neuroblastoma B35 posee cualidades interesantes, como son expresadas

en la tabla anterior. Ademas, produce colageno es por esto que esta célula se
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adhiere a la superficie de los well plates cuando su desarrollo esta en

proceso [4]. Es importante mencionar que se ha usado esta linea celular

como un modelo de descubrimiento de rutas de seflalizacidon intracelular

[34].

ATCC Mumber; CRL-2754
Designation:  B-35

Seae Bar = 100 High Density

Figura 1.6. Neuroblastoma B35.
Después de 2 dias de desarrollo (izquierda, baja densidad), después de 4 dias de
desarrollo (derecha, alta densidad).

Fuente: ATCC®.[33]

Tabla I.2. Bioquimica de Neuroblastoma B35.

Propiedades Bioquimicas.

Descripcion.

Excitabilidad de membrana

a-Neurotoxina

O-Serum

Dibutiril AMP ciclico

Acetil Colina (ACh)

Tirosina Hidroxilasa (TH)

Glutamato Descarboxilasa

Presente
Sustancia que indica excitabilidad de
membrana.

Indicador positivo: puede cambiar la
morfologia del Neuroblastoma.
Indicador positivo: puede cambiar la
morfologia del Neuroblastoma.
40 pmol (**CO2 liberado)-min™'-mg!
(proteina libre)
<2 pmol (**CO: liberado)- 20 min-
Img! (proteina libre)

330 pmol (*CO: liberado)- 20 min-

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

N CATOLICA
TEgS N - DE SANTA MARIA
(GAD) I-mg-! (proteina libre)
Acido y-aminobutirico 7.1 residuos - 1000 residuos de
(GABA) aminodacidos libres.

Acetil Colinesterasa (AChE) 100 pmol ‘min"!-mg™! (proteina libre)
Butiril Colinesterasa (BChE) 60 pmol ‘min"!-mg! (proteina libre)
S100 (Proteina especifica) <5 ng-100 ng'! (proteina soluble)
14-3-2 (Proteina especifica) 520 ng-100 ng™! (proteina soluble)

Fuente: Clonal cell lines from the rat central nervous system. [6]

3.3. Modelo farmacoloégico.

Neuroblastoma B35 fue blanco de pruebas Ligando-Receptor, en donde
se determiné la carencia de afinidad de [3H-] muscimol, el cual es un
agonista del receptor de GABAA, a pesar que se habia reportado afinidad de
GABA por la superficie de esta linea celular [35]. Esto se corrobord cuando
se determind la capacidad de expresar mRNA para subunidades de
GABAAR por parte de neuroblastoma B35, se hallo que en 30 ciclos de
amplificacion subunidades al y B2; después de 40 ciclos de amplificacion
al, 2; B2; v1, 2. A pesar de poseer la capacidad de generar subunidades de
GABAAR, se determind que esta linea celular no posee un canal de CI
funcional [36].

Es importante considerar que actualmente se quiere conocer en su
totalidad la ruta metabolica de GABA, con todos los elementos que
intervienen en el proceso, entonces neuroblastoma B35 posee GAD, la
presencia de GABA-T no esté reportada, y es importante determinar si PAG
(Glutaminasa), enzima que convierte glutamina a glutamato esta presente en
esta linea celular. Es por eso que se propone a neuroblastoma B35 como un
modelo  farmacologico en busqueda de drogas que actuan

(induciendo/inhibiendo) sobre el sistema GABAergico.
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4. DROGAS UTILIZADAS EN ESTA INVESTIGACION

4.1. Vigabatrina

4.1.1. Introduccion y mecanismo de accién

La vigabatrina (acido-4-aminohex-5-enoico) (figura 1.7) es un
agente neuromodulador, sintetizado en el afio 1974 [7], disefiado para
ser estructuralmente idéntico a GABA excepto por la adicion de un
grupo vinilo (Figura 1.7.). A diferencia de otros farmacos relacionados
con el sistema nervioso central (SNC) que han sido descubiertos por
serendipity [37, 38], la vigabatrina fue sintetizada con la intencion de
tener un efecto preciso sobre la quimica en el cerebro.
Especificamente, fue disefiada para ser un inhibidor suicida selectivo

de la GABA-T, irreversible y activado por la enzima [39, 40]

2
MOH
(0]

Figura L.7. Estructura quimica de vigabatrina.

El efecto de la vigabatrina es la inhibicién del catabolismo de
GABA mediado por GABA-T, conllevando al incremento de GABA
disponible en el espacio sinaptico, lo cual resulta en una mejoria de la
transmision GABAérgica [7, 41]. Aunque se han encontrado
evidencias que sugeririan otros posibles mecanismos de accion para la
vigabatrina; estos no han sido replicados por lo que la inhibicion de la

GABA-T es todavia considerada la principal funcion de la vigabatrina.
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4.1.2. Cinética en el SNC

La farmacocinética de la vigabatrina en el liquido céfalo raquideo
(LCR), fue evaluada en pacientes con epilepsia que recibieron 50 mg
vigabatrina diariamente [42]. En estos pacientes, la concentracion de
vigabatrina en el LCR fue de aproximadamente 10% de lo observado
en el plasma. Las mayores concentraciones en el LCR se obtuvieron
después de 6 horas con una sola dosis, quedando solo trazas después

de 24 horas y ya sin ser detectada después de las 72 horas.

4.1.3. Actividad en el SNC

La vigabatrina ha mostrado, como se predijo, que su accion
incrementa los niveles de GABA en el cerebro. Esto fue demostrado
por primera vez en un estudio en ratones en el cual la disminucion de
la actividad de la GABA-T, resulté en un incremento de 5 veces la
concentracion de GABA en todo el cerebro, cuatro horas después de
una inyeccion de vigabatrina de 1500 mg/kg [7].

Y aun teniendo en cuenta la farmacocinética rapida de la
vigabatrina en el plasma, el incremento de GABA en el SNC persistio
mucho mas, teniendo que medir el tiempo de vida media de la droga
en dias y no en horas. Este tiempo se correlaciona con el tiempo de
recuperacion observado de GABA-T (5 dias) después de su
eliminacion [7], confirmando las evidencias del rol de la vigabatrina

como inhibidor de la GABA-T.

4.1.4. Usos experimentales

Debido a su mecanismo de accion sumamente especifico, se
considera una herramienta muy util para examinar los efectos de

GABA en el cerebro.
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4.2. Gabapentina.

4.2.1. Introduccion

La gabapentina (acido-2-[1-(aminometil)ciclohexil]acético) (figura
[.8) es un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de
epilepsia, fue originalmente disefiado como un anticonvulsivante
GABA mimético, capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. A
pesar de que sus efectos anticonvulsivos dentro del SNC han sido bien
documentados, preclinica y clinicamente, estos efectos no parecen ser
mediados mediante su interaccion con los receptores de GABA. La
gabapentina es comtinmente utilizada como un tratamiento adicional a
la terapia para pacientes con convulsiones parciales, que son
resistentes a las terapias convencionales, ademas también es usado en
muchos paises para tratar el dolor neuropatico [8].

O
OH

NH,

Figura 1.8. Estructura quimica de Gabapentina.

El amplio rango de indicaciones terapéuticas de la gabapentina y su
perfil de seguridad remarcable han motivado un gran esfuerzo en la
blisqueda de su mecanismo de accion, que continia siendo sujeto de

mucha especulacion.

4.2.2. Efecto de la gabapentina en modelos animales: Convulsiones

La gabapentina (Figura 1.8.) ha demostrado ser efectiva en un
amplio nimero de modelos de convulsion animal, suscitados ya sea

por medios fisicos (por ejemplo, electroshock o audiogénico) o
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también por medios quimicos (por ejemplo, pentilentetrazol,
isoniazida, bicuculina, picrotoxina) [9,10]

A partir del perfil mostrado en los modelos animales, se podria
esperar que la gabapentina funcionara clinicamente sobre las
convulsiones complejas parciales y secundarias generalizadas; siendo
especialmente efectiva sobre las parciales y las convulsiones tonico-

clonicas.

4.2.3. Eficacia clinica de la gabapentina en epilepsia

La gabapentina estd permitida como una terapia adicional al
tratamiento de convulsiones parciales con o sin generalizacion. Su
eficacia clinica como anticonvulsivante esta probada y extensamente
revisada [43, 44].En general es bien tolerada, siendo una de sus
principales ventajas, la ausencia de interacciones medicamentosas,
debido a su pobre acoplamiento a proteinas plasmaticas y la falta de

metabolismo hepatico [45]

4.2.4. Efectos de la gabapentina en el sistema GABAérgico

Como droga, la gabapentina fue originalmente disefiada como una
estructura analoga del neurotransmisor inhibidor GABA. Sin
embargo, los estudios iniciales sugirieron que la gabapentina no se
unia a los receptores GABAA o GABAB [46], ni tampoco era
convertida metabolicamente a GABA [47].

In vitro y en altas concentraciones, la gabapentina es un inhibidor
mixto de la GABA-T [19] e incrementa la actividad de la glutamato
descarboxilasa parcialmente purificada [49]. Desde la aparicion de los
estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear in vivo, se
ha demostrado que las concentraciones de GABA son elevadas en los
pacientes que toman gabapentina, y que esta elevacion de GABA esta

directamente relacionada con el control de las convulsiones [50].
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4.3. Isoniacida
4.3.1. Introduccion

La isoniacida (piridina-4-carbohidrazida) (figura 1.9) es un farmaco
efectivo, ampliamente utilizado en la terapia de la tuberculosis. Muy
pocos pacientes que reciben isoniacida experimentan efectos adversos
neuroldgicos, incluyendo neuritis periférica, mareos o insomnio. Altas
dosis de isoniacida causan convulsiones fatales en animales de
experimentacion [12]. Se cree que la isoniacida induce convulsiones
por su interferencia con la sintesis de GABA, a través de la inhibicion
de la actividad de la descarboxilasa del acido glutamico (GAD, por
sus siglas en inglés, glutamic acid descarboxylase), lo cual conlleva a
un agotamiento de GABA [13, 14].

",
@) NH

o
=
N
Figura 1.9. Estructura quimica de Isoniacida.

La isoniacida puede provocar convulsiones en un paciente con
desordenes convulsivos, mas es raro en pacientes sin tener un historial
de convulsiones previo. Sin embargo unos pocos pacientes han
desarrollado convulsiones con una dosis convencional de isoniacida

[51].

4.3.2. Datos quimicos
Esta dentro del grupo de las hidrazidas, siendo, por su estructura,

un derivado del acido nicotinico. Es soluble en solventes polares y

ligeramente soluble en etil éter.
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4.3.3. Mecanismo de accidn en el tratamiento contra la tuberculosis

La isoniacida es un agente bactericida contra organismos del
género Mycobacterium, especificamente de M. tuberculosis, M. bovis,
M. kansasaii. La isoniacida es una pro-droga y debe ser activada por
una enzima bacteriana catalasa-peroxidasa llamada KatG. La KatG
une el acil isonicotinico con NADH para formar un complejo. Este
complejo se une fuertemente a la cetoenoilreductasa, conocida como
InhA, provocando el bloqueo del sustrato natural de enoil-AMPc y la
accion de la 4cido graso sinteasa. Este proceso inhibe la sintesis de
acido micolico, requerido para la formacion de la pared celular de las
micobacterias [52].

La isoniacida es bactericida para micobacterias que se dividen
rapidamente, pero es bacteriostatica con micobaterias de crecimiento

lento. La isoniazida inhibe el sistema P450.

43.4. Mecanismo de accidon de la induccion de convulsiones

La posible etiologia de las convulsiones inducidas por isoniazida,
involucran la disminucion de la disponibilidad de GABA. Los
metabolitos de la isoniazida, como las hidrazonas de isoniazida,
inhiben a la fosfoquinasa de la piridoxina. Esta enzima convierte la
piridoxina (Vitamina B6) en su forma activa, piridoxal-5-fosfato. Este
ultimo, es cofactor de la GAD, la cual es requerida para la sintesis de
GABA, que es el neurotransmisor mas inhibidor del SNC. Y es debido
a esta disminucion de GABA, que aumenta la susceptibilidad a sufrir

convulsiones [53].
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5. Lepidium meyenii L.

5.1. Introduccion.

El género Lepidium L. posee una amplia distribucion, en todo el mundo
aproximadamente se ha identificado 175 especies. Lepidium meyenii L.
(Maca) (figura 1.10) es una especie andina que posee una distribucion
limitada, restringida a altitudes desde 3500 m.s.n.m. que ocasionalmente
alcanzan los 4500 m.s.n.m. El perfil taxonémico estd basado en
observaciones morfologicas, aunque de todos los ecotipos de maca, ninguno
de ellos tiene semejanza alguna con otras especies del mismo género. Se ha
propuesto el cambio de nombre de esta especie a Lepidium peruvianum
Chacon; sin embargo, los dos nombres son usados como sinénimos. Las
condiciones climaticas de desarrollo para la maca son importantes para la
produccion de su perfil tanto quimico como farmacologico [16]. Esta
especie es cultivada en Junin, departamento de Peru, localizado a 230 km de

la ciudad de Lima y a una altitud de 4300 m.s.n.m. [16].

Figura 1.10. Maca cosechada con la parte aérea y el hipocotilo fresco.

Fuente: www.lamolina.net.

El intervalo del cultivo hasta la cosecha es durante todo el afio. En la
cosecha los hipocotilos son separados de sus partes aéreas. Estos son

limpiados y expuestos al sol para que puedan secarse. Este proceso demora
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desde semanas a 3 meses. Los hipocotilos secos pueden ser almacenados
por afios antes de ser consumidos [16].

Los hipocotilos de Lepidium meyenii L. (figura 1.11) han sido usados por
siglos en los Andes por sus propiedades nutricionales y medicinales. Sobre
todo por la mejora en la fertilidad en animales y humanos. La poblacion
peruana que habita los Andes centrales indican una cantidad de consumo de

maca de >20 g/dia [15].

Figura 1.11. Hipocotilos de Lepidium meyenii L.
Fuente: Ethnobiology and ethnopharmacology of Lepidium meyenii (Maca), a plant
from the Peruvian highlands.[15]

5.2. Clasificacion taxonomica.

La siguiente tabla presenta la clasificacion taxondémica de Lepidium

meyenii L.

Tabla 1.3. Division taxonémica de Lepidium meyenii L.

REINO Vegetal
DIVISION Fanerogamas
SUB DIVISION Angiospermas
CLASE Dicotiledoneas
ORDEN Archiclamideas
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FAMILIA Rhoedales

GENERO Brassicaceae

ESPECIE Lepidium

VARIEDAD Lepidium meyenii L.;
Lepidium peruvianum Chacon sp.
Maca, Maca maca, Ayak chichita,
Maka, Maino, Huto-huto, Ginseng
NOMBRE COMUN peruano, Viagra peruano, Ayak

willku, pepper weed, power root and

herbal viagra.

Fuente: Estudio del efecto anticonvulsivante del extracto pentanico de Lepidium

peruvianum Chacon sp. (Maca) en ratas con epilepsia inducida por pilocarpina. [18]

5.3. Composicion quimica.

Los hipocotilos secos de Maca poseen aproximadamente un rango de 13
a 16% de proteinas, conteniendo una importante concentracion de
aminoacidos esenciales [15]. Un estudio demostr6 la cantidad de
metabolitos primarios presentes en los hipocotilos secos de Lepidium
meyenii L. donde afirman el contenido de 10.2 % de proteinas, 59% de
carbohidratos, 2.2% de lipidos y 8.5% de fibra. También una cantidad de
acidos grasos insaturados (57.7%) como el acido linoléico, el cual es el mas
abundante, seguido por palmitico y oleico. Por otro lado, los 4cidos grasos
saturados representan un 40.1% [54]. La tabla 1.4 muestra la composicion de

aminodcidos presentes en el hipocotilo.

Tabla 1.4. Composicién de aminoacidos en Lepidium meyenii L.

Aminoacidos mg/g de
proteina
Leucina 91.0
Arginina 99.4
Felinalanina 553
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Lisina 54.3
Glicina 68.3
Alanina 63.1
Valina 79.3
Isoleucina 47.4
Acido 156.5
glutamico
Serina 50.4
Acido 91.7
aspartico
Histidina 21.9
Treonina 33.1
Tirosina 30.6
Metionina 28.0
Hidroxiprolina 26
Prolina 0.5
Sarcosina 0.70

Fuente: Chemical composition of Lepidium meyenii L.[54]

Ademas se ha reportado la presencia de minerales en los hipocotilos de
Maca, conteniendo hierro (16.6 mg/100g de materia seca), calcio (150
mg/100g de materia seca), cobre (5.9 mg/100g de materia seca), zinc (3.8
mg/100g de materia seca), potasio (2050 mg/100g de materia seca), entre
otros [15, 55].

Lepidium meyenii L. posee una diversidad de metabolitos secundarios
como los macaenos que son acidos grasos insaturados [56]. Poseen una
fraccion esteroidea compuesta por B-sitosterol, campesterol y estigmasterol
[15]. Por otro lado, también se determind la presencia de otras sustancias
esteroideas como el brassicasterol (9.1%), ergosterol (13.6%), campesterol
(27.3%), ergostadienol (4.15%), and sitosterol (45.5%) [16].

Ademas, se demostré la presencia de alcaloides en los hipocotilos de

maca, algunos de ellos fueron designados como macainas y de estos se han
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hallado 4 tipos. También el alcaloide benzilado macaridina (figura 1.12.)
[56]. Se encontr6 dos alcaloides imidazolicos denominados lepidilin A y

lepidilin B [57] (figura 1.13).

O _ CH

3

~

I
OH

Figura 1.12. Estructura quimica de macaridina.
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Cl cl

Figura I.13. Estructura quimica de lepidiliin A (izquierda) y lepidilin B
(derecha)

El alcaloide inddlico acido-(1R,3S)-1-metiltetrahidro-  -carbolina-3-
carboxilico, conocido por sus siglas MTCA, es un derivado de triptofano o
triptamina y pertenece al grupo de alcaloides tetrahidro-B-carbolinas
(THBCs) [16].

THPBCs es un grupo particular de alcaloides, algunos cientificos han
reportado que estos alcaloides son capaces de interactuar con el receptor de
GABAA, especificamente en el sitio de uniéon de las benzodiacepinas. La
interaccion manifiesta agonismo, antagonismo o agonismo inverso. Es decir,
estos son capaces de lograr un efecto sedante, ansiolitico, ansiogénico,

anticonsulsivante, proconvulsivante y convulsivante [58].
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MTCA (figura 1.14) ha sido identificado como una sustancia toxica. Sin
embargo, Gonzales y Gonzales-Castaiieda afirma que MTCA no influye en
la toxicidad sobre el consumo de maca, ya que este producto provee una
diversidad de compuestos quimicos con actividad bioldgica logrando que

MTCA pierda el efecto toxico sobre la salud [59].

HO
O
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Figura 1.14. Estructura quimica de MTCA.

Glucosinolatos son otro grupo importante de metabolitos secundarios
presentes en los hipocétilos de Lepidium meyenii L. Estos contribuyen
significativamente a sus propiedades farmacologicas y bioldgicas [16]. El
principal glucosinolato es el compuesto benzilado (glucotropaeolin) y su
derivado metoxi (metoxiglucotropaeolin) [60]. Altas concentraciones de
glucosinolatos son encontrados en semillas, hipocotilos frescos y brotes

frescos de Maca [16].
5.4. Macamidas.

Macamidas o alquilamidas son derivados lipidicos presentes en los
hipocotilos de maca, también son interesante grupo de compuestos debido a
la estructura similar a sustancias endogenas en vertebrados los cuales
forman parte del sistema endocanabinoide [16]. Estas sustancias son
extraidas por un proceso de extraccion liquido-liquido con metanol y luego
con n-pentano [31]. Se han reportado hasta ahora 19 macamidas, de los
cuales 11 han sido sintetizados en el laboratorio de investigacion de
postgrado en Massachusetts College of Pharmacy and Health Science
University, Boston, USA [61] (figura 1.15).
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Figura I.15. Estructura quimica de macamida 1 (arriba) y macamida 2

(abajo)

El extracto pentanico demostr6 la capacidad de actuar como
neuroprotector en ensayos in vivo € in vitro, es decir, pudo atenuar el dano
producido por la induccion de un accidente cerebro vascular en ratas y evitod
dafio oxidativo en cultivos celulares [31]. Por otro lado, la semejanza
estructural que poseen las macamidas con sustancias del sistema
endocanabinoide, se comprobd el efecto y la relacion con este sistema,
demostrando que el extracto pentanico es capaz de inhibir la FAAH (Fatty
Acids Amide Hydrolase, por sus siglas en inglés) enzima encargada de la
degradacion de anandamida (figura 1.16) (endocanabinoide) hasta
convertirlo en &cido araquidonico y etanolamina [17]. Es importante
mencionar que los inhibidores de FAAH poseen efectos farmacologicos

como analgesia, anti inflamatorio y neuroprotector [16].

Figura 1.16. Estructura quimica de anandamida (Endocanabinoide).
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Se realiz6 el ensayo de inhibicion de FAAH, evaluando las macamidas
aisladas y demostrar cual tiene un efecto mas potente. Cinco macamidas
demostraron mayor inhibicion de FAAH, estas fueron las correspondientes a
los derivados de acidos ol€ico, linoléico y linolénico, ademas de los
derivados benzilamina o 3-metoxibenzilamina [61]. Por lo tanto, Pino-
Figueroa sostiene que las macamidas podrian ser usados como indicadores
de estandarizacion y también sus hallazgos farmacoloégicos podrian

establecer la importancia de Lepidium meyenii L. [16].

5.5. Propiedades farmacolégicas y medicinales de la Maca.

Gustavo F. Gonzales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

elabor6 una revision de la literatura cientifica de la actividad farmacolégica

de Lepidium meyenii L., la cual serd expuesta en la Tabla 1.5 [15].

Tabla 1.5. Propiedades de la maca después de la administracion in vivo en una

serie de modelos farmacolégicos.

Especie Propiedades

Incremento de la cantidad y motilidad de

esperma.

Incremento del comportamiento sexual

masculino.

Efecto Nutricional

Efecto Antiestres

Rata Prevencion de testosterona hiperplasia de

prostata.

Reversion de osteoporosis

Efecto Neuroprotector

Proteccion contra radiacion UV, antioxidante,

efectos sobre el metabolismo de glucosa y de

lipidos.
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Incremento de comportamiento sexual

masculino.

Incremento de supervivencia de embiones.

Raton Prevencion de testosterona hiperplasia de

prostata.

Incremento de nimero de crias.

Mejoras en memoria y aprendizaje.

Cuy Incremento de ntimero de crias.

Nutricional
Peces

Incremento de supervivencia de embiones.

Incremento en calidad y cantidad de esperma

Ganado Vacuno No se demostraron efectos sobre el

apareamiento.

Fuente: Ethnobiology and ethnopharmacology of Lepidium meyenii, a
plant from the Peruvian highlands. [15]

La actividad androgénicas y estrogénicas de la maca fueron determinadas
utilizando cultivos celulares en ensayos in vitro, donde se evidencio la
accion positiva de esta planta sobre estos modelos. De esta manera se
comprobo la preferencia sobre este producto de los pobladores andinos que
ellos refieren que es debido a sus efectos sobre la fertilidad y sobre el
comportamiento sexual [16].

Por otro lado, el aceite esencial de la maca ha presentado una actividad
antitermita. Este aceite presenta en su composicion benziltiocianato, 3-
metoxifenilacetonitrilo y f—ionona. Estos han demostrado una accion dosis
dependiente en la actividad antitermita [16, 62].

Un estudio reportd el efecto del extracto etanodlico de maca sobre
osteoporosis en ratas ovariectomizadas. Al final del tratamiento muestras de
orina y sangre fueron tomadas para andlisis de calcio total, calcio
inorganico, osteocalcina sérica y fosfatasa alcalina. Aunque no se determin6
diferencia significativa entre ratas ovariectomizadas y los controles, las ratas

tratadas con maca mostraron mayores respuestas al tratamiento. Sin
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embargo, este resultado sugiere que la maca podria ser utilizada en el
tratamiento de osteoporosis postmenopausica [16, 63].

Glucosinolatos e isotiocianatos han recibido atencion debido a su
actividad biolodgica, particularmente en el rol protector contra el cancer.
Aunque no se ha determinado el mecanismo, se sugiere que glucosinolatos
en el tracto gastro intestinal reaccionan con la enzima bacterial mirocinasa
esta produce isotiocianatos y otros productos que podrian neutralizar

carcindgenos por un efecto antioxidante [16].

6. HPLC.

6.1. Introduccion a la cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separaciéon en el cual, los
componentes a ser separados son distribuidos selectivamente entre dos fases
inmiscibles, una fase movil que fluye a través de una fase estacionaria. La
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés,
high performance liquid chromatography) es un método que permite la
separacion de sustancias que tengan alguna de estas siguientes
caracteristicas: alta polaridad, alto peso molecular, inestabilidad térmica,

tendencia a ionizarse en solucion. [64]

Existen 5 componentes basicos en un equipo de HPLC, los cuales se

muestran en la Figura 1.17.. Estos son:

a. Sistema de bombeo

b. Sistema de inyeccion

c. Columna (Sistema de separacion)
d. Sistema de deteccion

e. Sistema de recoleccion de datos
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Figura 1.17. Componentes basicos de un equipo HPLC.

En HPLC la columna se utiliza repetidas veces, la muestra se inyecta
directamente con una jeringa o por una valvula en la columna, los solutos
separados son detectados apenas emergen de la columna por un detector y la
sefial se guarda para tener un registro cuantificable de la separacion

cromatografica [65-68].

6.2. Retencion y difusion de los picos

El objetivo de la tecnologia de columna en HPLC puede ser definido por
la obtencion de una combinacion Optima de la resolucion de los solutos,
velocidad de elucion, y uso economico de la presion [69]. La clave para
obtener una buena resolucion en cualquier forma de cromatografia es la
combinacion apropiada de la migracion diferencial de los solutos y el

control del esparcimiento de las bandas.

6.3. Cromatografia liquida de fase reversa

Esta referida a los sistemas en los cuales la fase estacionaria es apolar y
la fase movil es polar. La fase estacionaria mas comunmente usada en este
tipo de cromatografia consiste simplemente en cadenas alifaticas
hidrocarbonadas unidas a la silica [68, 70]. Y para el caso de los solventes

polares se suele utilizar mezclas de metanol/agua o acetonitrilo/agua.
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Las fases estacionarias conteniendo cadenas alifaticas de cuatro, ocho y
dieciocho carbonos, llamadas fases C4, C8 y C18 respectivamente. Las C18
son principalmente utilizadas para separar solutos de relativo bajo peso
molecular, mientras que las C4 son usadas para la separacion de moléculas

bastante mas grandes [69].

6.4. Detectores

Existen varios tipos de detectores para la cromatografia liquida de alta
resolucion, siendo los mas comunes los detectores UV (con longitudes de
onda fija y variable), los electroquimicos, los de fluorescencia y de indice
refractivo [70-73]. Existen ciertas especificaciones que deben considerarse
con todo detector: linealidad, rango de dinamica linear, sensibilidad,
concentracion minima detectable y sensibilidad a la presion, flujo y

temperatura.

6.5. Deteccion electroquimica

Es una técnica extremadamente selectiva y sensible de deteccion, que se
aplica para muchos tipos de analisis como por ejemplo, el de los
neurotransmisores dopamina, serotonina y noradrenalina. En combinacion
con los complementos adecuados, la deteccion electroquimica tiene un
enorme rango dinamico lineal, significando que las concentraciones a ser
medidas pueden ser tan bajas de hasta 50 pmol/L y tan altas como 100
pmol/L o mas. En la figura 1.18. Se observa un diagrama de un sistema de

HPLC con deteccion coulométrica electroquimica.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

R— O + e-
Figura 1.18. HPLC con deteccion coulométrica electroquimica.

Fuente: “Antec, Electrochemical detection”[74]

6.6. Principio de deteccion

En la deteccion electroquimica la corriente eléctrica medida es la
resultante de reacciones de oxidacion o reduccion. Una muestra es
introducida al HPLC y separada en la columna cromatografica, la columna
estd conectada a la celda del detector electroquimico, un sensor
electroquimico donde tiene lugar una reaccion en el electrodo. Las
sustancias electroquimicamente activas que eluyen de la columna se
someten a una reaccion electroquimica, donde se transfieren electrones
resultando en una corriente eléctrica. Los electrodos estan conectados a un
circuito electronico con un potente amplificador, de bajo ruido, que
convierte corrientes de pico o nanoamperios en una sefial en el rango de +

1 voltio, que es comunmente usado en la adquisicion de datos.

6.7. Cromatograma

El detector estd conectado a una computadora donde los datos son
recolectados y guardados en un software de adquisicion de datos. El
cromatograma resultante muestra la respuesta del detector y es usado para
la identificacion y cuantificacion. Usando estandares de calibracion, la
altura de la sefial (corriente, en nanoamperios) es directamente
proporcional a la concentracion del analito, y su tiempo de retencion

identifica a la sustancia.
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6.8. Derivatizacion

El proceso de derivatizacion es utilizado para poder analizar sustancias
electroquimicamente inertes. Esto se puede lograr de dos maneras: La
modificacion covalente de la sustancia inerte por una molécula que si es
electroquimicamente activa, o la formacion de un producto
electroquimicamente activo a partir de la especie inerte. La derivatizacion
puede ser también clasificada dentro de dos grupos, derivatizacion pre-
columna, donde el producto se ha de formar antes de la separacion
cromatografica de las especies derivatizadas; y derivatizacion post-
columna, en la cual los analitos son derivatizados después de la separacion
cromatografica y antes de la deteccion [75]

Se han utilizado una gran variedad de agentes derivatizantes en HPLC
con deteccion electroquimica, reaccionando tipicamente con residuos de
aminas, acidos carboxilicos o tioles; siento todos estos evaluados
exhaustivamente [76]. La derivatizacion de aminoéacidos utilizando o-
phtaldialdehido (OPA) y sulfito de sodio (Na2SO3) es un ejemplo clasico

de la derivatizacion pre-columna (Figura I.19).

HO
SO.- O
CHO OH Na,SO, 3
+ HzNW _ F
N
o) /

CHO

Figura 1.19. Derivatizacion pre-columna del derivado electroactivo sulfonato, a

partir de GABA, OPA y SOs*

La cinética de reaccion de la derivatizacion es bastante rapida, y el
derivado sulfonato producto de esta reaccion es bastante estable y el
agente derivatizando OPA no es electroquimicamente activo de por si, aun
siendo utilizado en exceso, no interfiere en la separacion y deteccion de los

derivados de los aminoacidos.
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II. MATERIALES Y METODOS.

1. MATERIALES.

1.1. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1.1. Neuroblastoma B35.

Se utilizé la linea celular neuroblastoma B35 (ATCC®), esta se
encontro almacenada a una temperatura de -200°C en una camara de
nitrogeno liquido en los laboratorios de investigacion de
Massachusetts College of Pharmacy and Health Science University,
Boston, USA.

La muestra biolégica se reconstituy6é por incubacion en medio de

cultivo a condiciones adecuadas para su proliferacion.

1.2. MATERIALES Y REACTIVOS.

1.2.1. Equipos utilizados.

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se utilizé una
camara de flujo laminar de presion positiva (Esco®, Class II Type
A2), microscopio invertido (Olympus®, CKX31), celulémetro o
contador de células (Nexcelum BioScience®, AutoT4 ), cromatografo
liquido de alta performance (HPLC, ESA®, Coulomchem II) con
autosampler (ESA®, Model 542), sonicador (FisherScientific®,
40:0:15:4C), espectrofotometro con lector de 96 celdas (Biotek
Synergy HT), equipo de centrifugacion (FisherScientific®, Marathon
16KM) y el medidor de pH (FisherScientific®, Accumet basic).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Figura II.1. Camara de flujo laminar (Esco®, Class II Type A2)

1.2.2. Reactivos.

Los reactivos usados en la presente investigacion fueron: solucion
de trypan blue, buffer fosfato salino, vigabatrina 99%, gabapentina
99%, isoniacida > 99%, GABA > 99.9%, fosfato diacido de sodio
(NaH2POs4), dimetil sulfoxido (DMSO), o-phthaldialdehido (OPA),
Na2S03, H3PO4 y etanol absoluto estos fueron obtenidos en Sigma
Aldrich Co.®. Por otro lado, acetonitrilo y metanol de grado HPLC
fueron obtenidos de Merck®.

Medio Dulbecco Modified Eagle (DMEM), Tripsina-EDTA, suero
fetal de bovino (FBS), y MTS-assay fueron obtenidos de ATCC®.

Se utilizo el extracto pentanico de Lepidium meyenii L.
proporcionado por Alejandro Pino-Figueroa, PhD. Este extracto se
encontraba almacenado a -80°C en los laboratorios de investigacion
de postgrado en Massachusetts College of Pharmacy and Health
Science University, Boston, USA.

1.3. LUGAR DE INVESTIGACION.
La investigacion se realiz6 en los laboratorios de post-grado de School of

Pharmaceutical Sciences de Massachusetts College and Health Science

University (MCPHS University), Boston, USA.
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2. METODOLOGIA

2.1. EXTRACTO PENTANICO DE Lepidium meyenii L.

El extracto se obtuvo de la siguiente manera: Hipocotilos secos de
Lepidium meyenii L. fueron obtenidos en Arequipa, Pert. Estos fueron
identificados por la facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y
Biotecnologicas de la Universidad Catolica de Santa Maria.

Aproximadamente 750 g. de maca seca fueron pulverizados hasta la
obtencion de harina de maca. Esta harina fue macerada con 3 L de metanol
(grado HPLC) por 48 horas obteniéndose un extracto que luego fue filtrado
y concentrado hasta 1 L con un evaporador rotatorio. Luego este fue
mezclado con una misma cantidad de agua destilada para continuar con una
re-extraccion continua liquido-liquido con 98% de n-pentano (Sigma
Aldrich Co.®) por 24 horas. Después de este proceso el n-pentano fue
evaporado en el evaporador rotatorio y el residuo solido fue almacenado en
refrigeracion a -80°C.

El residuo solido es reconstituido con una solucion de 10% de DMSO

disuelto en suero fisiologico.

2.2. PREPARACION DE LAS DROGAS UTILIZADAS.

2.2.1.Preparacion de las soluciones de vigabatrina (VGT, PM 126.16 g/mol).

Se disolvio 10 mg de vigabatrina en 10% de DMSO y suero
fisiologico hasta obtener la disolucion completa de la droga, luego se
agreg6 volumen del diluyente hasta obtener 1 mL de solucioén. Se obtuvo

la concentracion de 77.4 mM. (mmol/L)

10 mg 1 mmol 1000 mL

X X = .
TmL “12916mg < 11 /A4mM
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A partir de esta solucion stock (77.4 mM) se prepard soluciones para
ensayos posteriores. Cuyas concentraciones fueron de 2, 10 y 20 mM. La

siguiente ecuacion esquematiza la dilucion.
77.4mM X X (mL de sol.) = Conc deseada (mM) X 1 mL
Se debe considerar la proporcion de DMSO (10%), por lo tanto, se
agrega cantidad suficiente de DMSO vy suero fisioldgico para que alcance

este requisito.

Tabla II.1. Soluciones de vigabatrina.

Conc deseada pL de Sol stock (77.4 pL de pL de NaCl
(mM) mM) DMSO (0.9%)
20 260 74 667
10 130 87 783
2 26 97.4 876.6

Fuente: Elaboracion propia

2.2.2.Preparacion de las soluciones de gabapentina (GB, PM. 171.24 g/mol).

Se disolvio 10 mg de gabapentina con 10% de DMSO y suero
fisiologico hasta obtener la disolucion completa de la droga, luego se
agregd volumen del diluyente hasta obtener 1 mL de solucion. Se obtuvo

una concentracion de 58.39 mM. (mmol/L)

10 mg 1 mmol 1000 mL

X X = .
Tml < T7124mg < 1L oo4mM

A partir de esta solucion stock (58.4 mM) se prepard soluciones para
ensayos posteriores, cuyas concentraciones fueron de 10 y 20 mM. La

siguiente ecuacion esquematiza la dilucion.
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584 mM x X (mL de sol.) = Conc deseada (mM) X 1 mL
Se debe considerar la proporcion de DMSO (10%), por lo tanto, se
agrega cantidad suficiente de DMSO y suero fisiologico para que alcance

este requisito.

Tabla IL.2. Soluciones de gabapentina.

Conc deseada pL de Sol stock (58.4 pL de pL de NaCl
(mM) mM) DMSO 0.9%)
20 342 66 592
10 171 83 746

Fuente: Elaboracion propia

2.2.3.Preparacion de las soluciones de isoniacida (INH, PM 137.14 mg/mmol).

Se pes6 27.5 mg de isoniacida, esta cantidad fue disuelta con 10%
DMSO y suero fisiologico hasta obtener la dilucién completa de la droga,
luego se agregd volumen del diluyente hasta obtener 1 mL de solucion.
Se obtuvo una solucion stock cuya concentracion fue de 200 mM

(mmol/L) de INH.

27.5mg 1 mmol 1000 mL

X X =2 M
imL ~137.14mg . 1L 00m

A partir de esta solucion stock (200 mM) se prepararon soluciones
para realizar posteriores ensayos, cuyas concentraciones fueron de 20

mM y 10 mM. Para ello se elabor¢ la siguiente ecuacion.

200 mM x X (mL de sol.) = Conc deseada (mM) X 1 mL
Se debe considerar la proporcion de DMSO que es de 10%. Por lo
tanto, se agrega cantidad suficiente de DMSO vy suero fisiologico para

que alcance este requisito.
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Tabla I1.3. Soluciones de isoniacida.

Conc deseada pL de Sol stock (58.4 pL de pL de NaCl
(mM) mM) DMSO (0.9%)
20 100 90 810
10 50 95 855

Fuente: Elaboracion propia

2.2.4.Preparacion de la solucidn stock del extracto pentanico de Lepidium

meyenii L. (EM)

El extracto pentanico de maca que se encuentra almacenado en los
laboratorios de MCPHS University tiene una concentracion de 5 mg/mL,
donde 5 mg de extracto estan disueltos en 1 mL de DMSO (98%). A
partir de esta solucion se prepararon las soluciones stock para trabajar en
ensayos posteriores. El volumen final de cada solucion fue de 2 mL,
enrasando hasta el volumen final con 10% de DMSO disuelto en suero
fisiologico. Las concentraciones deseadas fueron de 100, 200 y 400

ug/mL.
5000 pg/mL X X (mL de sol.) = Conc deseada (ug/mL) X 2 mL
Se debe considerar la proporcion de DMSO que es de 10%. Por lo
tanto, se agrega cantidad suficiente de DMSO vy suero fisiologico para

que alcance esta proporcion antes de agregar a los cultivos celulares.

Tabla I1.4. Soluciones de extracto pentanico de Lepidium meyenii L.

Conc deseada pL de Sol stock pL de DMSO pL de NaCl
(ng/mL) (5000 pg/mL) (0.9%)
400 160 184 1656
200 80 192 1728
100 40 196 1764

Fuente: Elaboracion propia
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2.3. CULTIVO CELULAR.

Se debe mencionar que el proceso de cultivo celular fue elaborado en
condiciones estériles en una camara de flujo laminar de presion positiva y
constantemente se inhibio la proliferacion microbiana con etanol al 70%.

Se selecciond la linea celular neuroblastoma B35, esta se encontraba
almacenada en una cdmara de nitrogeno liquido a -200°C. Para conseguir la
temperatura ambiente las células fueron colocadas en bafio maria a 37°C y
cuando estas alcanzaron la esta temperatura se sembraron en un frasco de
incubacion con medio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) con
10% de suero fetal de bovino (FBS) y estas células se incubaron a una
temperatura de 37°C con una atmosfera de 5% de COz. Después de dos o
tres dias, se evidenci6 las formas desarrolladas de las células que se
evidencia con la formacion de dendritas, llamandose a este el primer pasaje.

A partir de este se formaron nuevos pasajes.

Figura IL.2. Frasco de incubacién

Para la generacion de nuevos pasajes, se desechd el medio que contenia
el frasco de incubacion con el primer pasaje. Las células se encontraron
adheridas a la base del frasco debido a la produccion de coldgeno, para
desprender las células de la base se agregd 5 mL de Tripsina-EDTA con una
agitacion ligera que luego se desecha. Después, se agrega otros 5 mL de

Tripsina-EDTA y este se incuba a 37°C en una atmosfera de 5% de COz por
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12 minutos, donde cada 3 minutos se debe hacer una agitacion ligera. En
este proceso vemos el desprendimiento de las células que se evidencia como

una pelicula grasa suspendida en el frasco.

Culminado este periodo se agregé 10 mL de medio DMEM sin FBS
mezclando con el contenido del frasco de incubacion para luego ser
transferido a un tubo de 50 mL y se centrifugd a 1000 rpm por 5 minutos.
Después se formo un pellet (precipitado de células) quitando el medio
sobrenadante y se agregd 10 mL de medio DMEM con 10% FBS, el medio
debe mezclarse con el pellet hasta que este pueda suspenderse dentro del

medio, a esto se denomina suspension de células.

2.3.1.CONTEO DE CELULAS VIABLES.

Se sac6 20 pL de la suspension de células y esta cantidad se colocd en
un tubo eppendorf mezclando con 20 pL de solucion de tripan blue. De
esta mezcla se coloco 20 pL en una celda para conteo.

El contador de células (Celulometro) fue configurado para el conteo
de neuroblastoma B35, entonces se coloco6 la celda para conteo dentro del
celulémetro. Finalmente, el equipo determind el numero de células por
mL de medio y el porcentaje de viabilidad.

Una cantidad optima de células para poder realizar ensayos es de

1x10° células/mL con una viabilidad mayor del 95%.

2.3.2.PRODUCCION DE GABA in vitro.

La suspension de neuroblastoma B35 contenia 1.31x10° células/mL
con una viabilidad de 97.1% y esta fue usada para los ensayos de
produccion de GABA.

Esta suspension de células fue sembrada en well plates de 6 pozos en

una cantidad de 5x10° células/pozo. El volumen fue completado con
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medio DMEM con 10% FBS hasta 2 mL en cada pozo. Los cultivos
fueron incubados por 2 dias a 37°C y 5% de COx.

Figura I1.3. Neuroblastoma B35 en well plates previo a administraciéon de

tratamientos.

Se debe mencionar que las soluciones con las drogas preparadas
anteriormente (VGT, GB, INH y EM) fueron hechas a tal concentracion
para agregar 100 puL de drogas en cada pozo del well plate.

Se agreg6 a cada well plate 390 uL de la suspension de células. Este

hecho se describe en la siguiente ecuacion:

dlulas
A% 1 e 2
mL
( 208 ) — 0.381 S 390
131 % 106 (celulaS) pozo pozo
’ mL

Tabla IL.5. Composicion de cada pozo de incubacion.

Descripcion Cantidad en pL
Suspension de células 390
Medio DMEM con FBS 1510
(10%)
Droga o tratamiento 100
Volumen final 2000

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez culminada la produccion de GABA, se procedidé con la
obtencion de muestra.

Se desecho cuidadosamente el medio de cada pozo, evitando dafiar la
pelicula de células adheridas a la superficie de cada pozo. Luego se lavo
con 0.5 mL de NaCl (0.9%) que fue desechado para volver a agregar 2
mL de NaCl (0.9%) mientras se produce el raspado de las células con la
ayuda del cell scraper. Este proceso brind6 la seguridad de que todas las
células fueron extraidas y esto se evidencio con la ayuda del microscopio
invertido.

Estas mezclas (células en NaCl 0.9%) fueron almacenadas a -80°C

hasta el analisis posterior.

2.3.3.Produccion de GABA por dia.

Se sembro 5x103 células/pozo y fueron incubados a 37°C y 5% de
CO:z. Este proceso se dividid en 5 grupos con tres repeticiones cada uno.
Cada grupo correspondio a la produccion por GABA por dia,
correspondiendo el grupo 1 al primer dia de incubacion, grupo 2 al
segundo dia de incubacion, grupo 3 al tercer dia y asi sucesivamente
hasta el grupo 5 que fue el quinto dia de incubacion. Después del periodo
de incubacion, las muestras fueron extraidas de los well plates con el

procedimiento descrito anteriormente.

2.3.4.Influencia de los tratamientos en la produccion de GABA.

Se sembrod 5x10° células/pozo y fueron incubados a 37°C y 5% de
COsa. Estos cultivos fueron tratados con 100 pL de INH (0.5 y 1.0 mM),
GB (0.5y 1.0 mM), VGT (0.1, 0.5y 1.0 mM) o EM (5, 10 y 20 pg/mL).
En los ensayos de INH, GB y VGT se realizd 3 repeticiones con su
respectivo control que se sebré 100 pul de NaCl (0.9%) con DMSO

(0.5%). Por otro lado, los ensayos con EM se hicieron 5 repeticiones con
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su control. Después de 48 horas de incubacion, las muestras fueron
extraidas de los well plates con el procedimiento descrito anteriormente.
La cantidad de tratamientos usados en este ensayo determind el

numero de grupos.

2.3.5.Efecto de tratamiento sobre la inhibicion producida por INH (0.5 mM).

Se sembro 5x10° células/pozo e incubados a 37°C y 5% de COsz. Estos
cultivos fueron tratados con 100 pL de INH (0.5 mM) y después de 1
hora de incubacion se administro 100 pL de GB (1.0 mM), VGT (1.0
mM) o EM (5, 10 y 20 pg/mL). La incubacién permanecio por 48 horas
mas hasta la extraccion de muestras por el procedimiento descrito
anteriormente. Cinco repeticiones fueron realizadas por cada grupo en
este ensayo, también se utilizé un grupo control donde se administré 100
pL de NaCl (0.9%) con DMSO (0.5%).

2.3.6.Efecto en los niveles de GABA en células maduras.

Para determinar la presencia de la enzima GABA-T en la linea celular
Neuroblastoma B35 las células fueron incubadas por 48 horas. Luego se
administro los tratamientos GB (1.0 mM), VGT (1.0 mM) o EM (5, 10y
20 pg/mL) y se dejo incubando por otras 48 horas mas a 37°C y 5% de
COa. La extraccion de muestras se realizd por el procedimiento descrito
anteriormente. Se realizaron 3 repeticiones por cada grupo, con su grupo

control.

2.4. ENSAYO DE VIABILIDAD DE LAS CELULAS FRENTE A LOS
TRATAMIENTOS.

Se aplico el ensayo de MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-

carboximetoxifenil)-
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2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium) para la viabilidad celular de
neuroblastoma B35. Este ensayo contiene un reactivo derivado de
tetrazolium, que reacciona con las enzimas mitocondriales formando un
compuesto formazan, el cual es cromo6foro, absorbiendo luz a una longitud
de onda de 490 nm (azul). La viabilidad celular es directamente

proporcional al color producido por el ensayo de MTS.

Figura I1.4. Well plates con muestra, rotuladas para su cultivo.

Se incub6 2 x 10* células/pozo en well plates de 96 pozos, en medio de
cultivo DMEM con FBS (10%) a 37°C y 5% de CO2, con las drogas usadas
en esta investigacion, INH (0.5 y 1.0 mM), GB (0.5 y 1.0 mM), VGT (0.1,
0.5y 1.0 mM) o EM (5, 10 y 20 pg/mL), ademas de un control de DMSO
0.5% disuelto en NaCl 0.9%, con la finalidad de determinar si las
concentraciones usadas afectan la viabilidad de esta linea celular. Después
de 24 horas de incubacion se agreg6 10 pL. de solucion de MTS y se incubd
por 3 horas mas. Luego de este periodo se midio la absorbancia en el

espectrofotometro de 96 pozos a 490 nm.
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Figura IL5. Reaccion del ensayo MTS.

2.5. ANALISIS CROMATOGRAFICO.

2.5.1.Preparacion de la muestra.

Las muestras almacenadas a -80 ° C fueron descongeladas hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Luego estds fueron sonicadas por 3
minutos con la finalidad de romper la membrana celular y provocar la
liberacion de GABA. Después de este proceso, se homogenizo y se tomo
una alicuota de 250 pL, el resto de la muestra fue almacenado a -80°C.
La alicuota fue centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos con la finalidad
de precipitar sustancias de elevado peso molecular. El sobrenadante fue

utilizado para el posterior analisis cromatografico.

Figura I1.6. Cromatografo liquido de alta performance (HPLC,
ESA®, Coulomchem II) con autosampler (ESA®, Model 542).
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2.5.2.Preparacion del grafico de calibracion.

Se peso6 1 mg de GABA, y se disolvio en 1 mL de agua de-ionizada. A
partir de esta solucién se hizo diluciones hasta obtener 1 pg/mL de
solucion el cual sera catalogado como nuestro stock.

A partir de este stock se tomd 20, 40, 60, 80 y 100 pL y se disolvid
hasta 1 mL, estas nuevas soluciones fueron usadas en la preparacion del
grafico de calibracion. Donde las concentraciones fueron de 20, 40, 60,

80y 100 ng/mL respectivamente.

2.5.3.Proceso de derivatizacion.

Se preparé una solucion stock de OPA/SOs disolviendo 22 mg de
OPA en 0.5 mL de etanol absoluto mezcldndose con 0.5 mL de una
solucion de Na;SOs (1 M). Esta ultima mezcla se disolvio con 9 mL de
solucion de tetraborato de sodio (0.1 M). El pH de esta solucion fue
ajustado hasta 10.4 agregando gotas de NaOH (0.5 M).

Se tom6 50 pL de la solucion stock de OPA/SOs? diluyendo esta
cantidad con 5 mL de agua de-ionizada, esta ultima mezcla se denomina
solucion de trabajo.

El proceso de derivatizacion pre-columna se realiz6 mezclando 20 pL
de la solucion de trabajo con 10 pL. de muestra o estandar de GABA en
un vial para autosampler dejandose reaccionar por 10 minutos. Luego de

este periodo se procede a la cuantificacion del analito.

2.5.4.Condiciones cromatograficas.

Se utiliz6 un cromatdgrafo liquido de alta performance con detector
electroquimico (HPLC-ED) Coulomchem II (ESA®) con autosampler.
También se utilizé una columna de fase reversa C-18 HR-80 (ESA®) de

4.6 x 80 mm, 3 pm de tamafio de particula y 80 A de tamafio de poro.
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La fase movil utilizada en este proceso fue isocratica y estuvo
compuesta por 220 mL de metanol, 50 mL de acetonitrilo, 820 mL de 0.1
M NaH2POus, el pH fue ajustado a 4.6 con H3POu. El flujo usado fue de 1
mL/minuto.

Los potenciales de celda fueron ajustados de la siguiente manera: Egc:
650 mV, Ei: 150 mV y E2: 600 mV. La informacion fue adquirida de E2
con el software P/C Chrom.

Los potenciales de celda fueron ajustados de la siguiente manera: Egc:
650 mV, Ei: 600 mV. La informacion fue adquirida con el software P/C
Chrom.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS.

2.6.1. Analisis de Varianza (ANOVA).

En el presente trabajo de investigacion se determiné las diferencias
significativas de los ensayos, se opt6 por el analisis de varianza
(ANOVA). Esta es una técnica estadistica que se utiliza para encontrar

diferencia significativa en mas de dos grupos de investigacion.

Tabla I1.6. Formulas para ANOVA.

Fuente de Grados de Suma de
Cuadrados medios Estadistico F
Variacion libertad cuadrados
Entre de SCE CME
K-1 SCE — = CME — ___ —F
grupos K-1 CMD
Dentro de D
N-K SCD & = CMD
grupos N-K
Total N-1 SCT

Fuente: Elaboracion propia.
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Donde:

N: Ntumero de datos

K: Numero de grupos experimentales

S.C.T.: Suma de cuadrados totales.

S.C.D.: Suma de cuadrados dentro de grupos.

S.C.E.: Suma de cuadrados entre los grupos.

Para probar la significacion en la relacion F se recurre a tablas. Se
analiza si el valor calculado para F es menor o mayor que el que se indica
en tablas de acuerdo a los grados de libertad. En el primer caso, se
concluira que todos los grupos son iguales, en caso contrario se concluird
que existe una diferencia estadistica significativa entre al menos uno de

los grupos.
2.6.2.Prueba post-hoc de Dunnet.

Si el resultado de ANOVA muestra la existencia de diferencia
significativa entre los grupos, se procedi6 a encontrar la diferencia
estadistica significativa en comparacion con un grupo, este fue el grupo
“control” o vehiculo (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%). Para
determinar esta informacion se elabord la prueba post-hoc de Dunnet que

se determina con la siguiente formula:

Me = Mc
tg =
2M.S'E
n

Donde:

ta: t experimental de test de Dunnet.

Me.: Media del grupo experimental.

Me.: Media del grupo control.

MSE: Varianza del error (Mean Square error)

n: Numero total de sujetos en estudio.
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El “tda” se compara con el “t tedrico” que se observa en tabla de test de

Dunnet (ANEXO IV).
Los grados de libertad (Gl) se obtienen con la siguiente formula:
Gl=N-a
Donde:
N: Numero total de sujetos.
a: Numero total de grupos incluyendo el control.

Los datos presentados en esta investigacion esta expresados con la
media £ E.S.M. (error estandar de la media), nimero de muestras (n=5;
n=3 pozos/grupo). Grupo control (DMSO 0.5 % disuelto en NaCl 0.9%).
ANOVA p<0.05, seguido de una prueba de Dunnet para todos los grupos

comparados con el grupo control.

El error estandar de la media se halla con la siguiente formula:

E.SSM.=

=2

Donde:
E.S.M..: Error estandar de la media.
DS: Desviacion estandar poblacional.

n: Numero de individuos por grupo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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III. RESULTADOS Y DISCUSION.

1. CULTIVO CELULAR.

La linea celular neuroblastoma B35 demostré un optimo desarrollo en el
procedimiento de cultivo celular utilizado en esta investigacion.

El medio DMEM aport6 los nutrientes necesarios y el FBS proporciono los
factores de crecimiento: estos son importantes para la diferenciacion celular. Esto
fue investigado por Schubert e al., 1974, quien ademas de aislar e impulsar el uso
de neuroblastoma de ratas, determiné caracteristicas bioquimicas que fueron
aprovechadas posteriormente [6]. Otros investigadores determinaron la
importancia de la diferenciacion celular en esta linea celular y los beneficios para
la investigacion en farmacologia y toxicologia [4]. En este trabajo se investigo la
ruta metabolica de GABA en neuroblastoma B35.

En la Figura III.1. Se puede determinar el crecimiento y desarrollo de la linea
celular, que se evidencia con la aparicion de las formas dendriticas de las células y
con el aumento de la densidad celular (cantidad de células) de acuerdo al tiempo

de incubacion.

Figura III.1. Neuroblastoma B35 visto en microscopio invertido.
A, 0 horas de incubacion a 100x. B, a 24 horas de incubacion a 40x. C, después de
48 horas de incubacion a 40x. D, después de tres dias de incubacion a 40x. E,

después de cuatro dias de incubacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




% . UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE #~CATOLICA

TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

2. ANALISIS CROMATOGRAFICO.

2.1. Resultados cromatograficos.

Las condiciones cromatograficas utilizadas en esta investigacion
demostraron ser las mas adecuadas para aislar el pico del analito (GABA).
Se analizaron 107 muestras que seran expuestas posteriormente.

La estructura quimica de GABA no es electroquimicamente detectable
por HPLC-ED, por esta razén se realizé un proceso de derivatizacion pre-
columna utilizando OPA/SO32, formando un derivado sulfonato con GABA

(Figura 1.19 y Figura IIL.2).

HO
S0,- O

y N

Figura IIL.2. Derivado sulfonato de GABA con OPA/SOs

El derivado sulfonato de GABA y OPA/SO3? ha demostrado ser mas
electroactivo y estable que el derivado tiol formado con OPA/B-
mercaptoetanol [77]. Se puede evidenciar la estabilidad por la derivatizacion
de GABA con OPA/SOs? en el reporte elaborado por ESA,inc. con
informacion procedente de Massachusetts College of Pharmacy and Health
Science University. (ANEXO 1I).

Sin embargo, la estabilidad del derivado OPA/SO3 ha sido cuestionada
en muchas publicaciones, y consideran que este derivado solo es estable por
30 minutos a temperatura ambiente o 5 horas en hielo [78].

Con esta informacion es evidente la preferencia de usar derivados
sulfonatos al momento de analizar neurotransmisores aminoacidicos debido
a su cualidad de ser mas electroactivos, fluorescentes y estables que su
contraparte, los derivados tioles [77, 79]. Ademas, la derivatizacion de

OPA/SO32 no produce el olor caracteristico que genera la derivatizacion
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con OPA/B-mercaptoetanol que genera disconformidad al momento de
realizar un analisis con estos reactivos [78].

La fase movil (220 mL de metanol, 50 mL de acetonitrilo, 820 mL de 0.1
M NaH2POs4, el pH fue ajustado a 4.6 con H3POs) utilizada en esta
investigacion fue eficaz en la separacion del pico de GABA y esto se

evidencia en el cromatograma completo de la muestra (Figura II1.3).

e | l | I /—/—‘\\\_ T

T T .
Gl il il Liki] il
it T T3 hors W00 TRUF N Dk Tk ] Mt s

Figura I11.3. Cromatograma del analisis completo de muestra, tiempo:

50 minutos

El tiempo de retencion para GABA fue de 4.4 minutos, lo que se
considera un pico rapido para este analito. Pero el tiempo de anélisis fue de
50 minutos por muestra, para evitar la aparicion de sustancias que pudiesen
interferir en mediciones posteriores. Cabe tener en cuenta que muchos
investigadores han demostrado que es usual que el pico de GABA tarde en
eluir y prolongue la aparicion de su sefal a 25 minutos [78], 30 minutos [81]
y 60 minutos [80].

El tiempo de retencion obtenido para GABA a 4.4 minutos obtenido en la
presente investigacion es relevante, ya que publicaciones referentes a la
separacion del pico de GABA en analisis cromatograficos, tanto por
deteccion electroquimica o fluorométrico, consideran vitales a los siguientes
parametros: a) pH, b) contenido y proporcion de fase movil, c) flujo de

eluyentes, d) temperatura de andlisis, entre otros.
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En la Figura I11.4 se puede observar que a ligeros cambios de pH marcan
una alteracion en la separacion y forma del pico GABA en una muestra de

microdialisis extraida del hipocampo en el cerebro [80].

GABA o GABA
GABA ¥ y IGJ'\BA
L ) \/ AN
1 ——t ] —

|
I 14 !
Min AN fid hin. 60 LT Mm, G o4 Nim. @0 4

pH 5.52 pH 5 42 pH 5.32 pH 5.25

I11.4. Efecto de pH en la separacion de GABA.

Tiempo de retencion aproximadamente 60 min. Fase movil metanol al 30% con
buffer fosfato ajustado al pH deseado, flujo de analisis 0.95 mL/min.
Fuente: HPLC conditions are critical for the detection of GABA by microdialysis.
[80]

Con el fin de corroborar la identidad del GABA se superpuso la muestra
con un estandar de GABA de 60 ng/mL confirmando que la sustancia

analizada es GABA lo que se observa en la Figura III.5.

102167 028

abals291 3 pwd AUTOIMI  (unnamed)

my 867,07

7123 ]
GABA (60 ng/mL)

557.7 ]

403.17]
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A
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41 58 70
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Figura II1.5. Cromatograma de GABA con estandar (60 ng/mL).
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2.2. Grafico de Calibracion.

Para elaborar un grafico de calibracion se prepararon 5 estandares de
concentracion conocida de GABA (20, 40, 60, 80 y 100 ng/ml) y se
procedi6 al analisis por HPLC, obteniendo el cromatograma mostrado en la

Figura II1.6.

89598 | 0264 gabal52913 paed  AUTOIMI
0263 aakhals29 3 pwed  AUTOINS
0262 pabals2o] 3 peed  ALTCINS
D267 _gabala2d 3 pwed AUTOINS

nnnnnn i
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o

my 820.97]
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543.17]
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265.3
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Figura II1.6. Cromatogramas de los estindares de GABA usados en la curva de

calibracion.

El sistema PC/Chrom calcul¢ el area bajo cada pico de las
concentraciones conocidas de GABA y los resultados reportados por este
software se muestran en la Tabla III.1.

Tabla I11.1. Concentraciones de estandares de GABA

Concentraciéon (ng/mL) Area Bajo la Curva

20 1169.021
40 2330.068
60 3626.117
80 4641.97
100 6039.092

Fuente: Elaboracion propia.
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Con estos datos se elabord un grafico de calibracion que esta exhibido en
la Figura II1.7. Este grafico demostro linealidad y esto se corrobor6 con el
coeficiente de correlacion (R2) determinado que la ecuacion obtenida de
este grafico de calibracion nos proporciona la confiabilidad para utilizarla
en la determinacion de la concentracion de GABA en los ensayos realizados
en esta investigacion.

Grafico de Calibracion
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GABA (ng/mL)

Area bajo la

Figura II1.7. Curva de calibracion de GABA con derivatizacion

OPA/SO32.

Y =60.26X — 54.36
R?=0.9983

3. PRODUCCION DE GABA.

En la Figura I1I.8 se demuestra el aumento de los niveles de GABA producidos
por la linea celular neuroblastoma B35 por dia de incubacion existiendo ciertos
factores que favorecen la produccion de GABA: uno de ellos es el medio de
cultivo. Este aporta nutrientes necesarios para que puedan ser aprovechados por la
célula. La composicion del medio DMEM se encuentra en el ANEXO 1.

Otro factor que aporta a la produccion de GABA es el aumento de la densidad
celular pues, hasta cierto punto, hay una relacion directamente proporcional entre

si. Se puede observar que en el cuarto dia, la produccion de este neurotransmisor
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alcanza el punto mas alto con una concentracion de 131.14 = 1.00 ng/mL. Luego
al quinto dia la concentracion permanece constante.
Las concentraciones obtenidas cada dia durante 5 dias consecutivos, son

presentadas en la tabla II1.2. El ensayo se realizo por triplicado.

Tabla III.2. Produccion de GABA (ng/mL) por dia.

Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

nl 18.68 36.95 98.69 133.15 129.43

n?2 18.77 36.31 96.38 130.31 129.17

n3 18.36 38.14 94.90 129.98 126.57

MEDIA 18.60 37.13 96.66 131.14 128.39
ESM 0.13 0.54 1.10 1.01 0.91

Fuente: Elaboracion propia.

Estos datos se esquematizan en la Figura IIL8.
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Figura I11.8. Produccién de GABA por dia.
(n= 3 pozos/grupo).

Los niveles de GABA producidos por neuroblastoma B35 pueden ser
interpretados como una fuente rapida de este neurotransmisor. Ya que con este
hallazgo (Figura II1.8) se puede afirmar que en comparacion con otros ensayos in

vitro de cultivos primarios (homogenizado de 6rganos, astrocitos, hipocampo,
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etc.), los cultivos de neuroblastoma B35 producen GABA a las primeras 24 horas
de incubacion [28, 29].

Se debe recalcar que la investigacion en la ruta metabolica de GABA es
importante desde el punto de vista farmacoldgico. Ya que mejorar la inhibicion
producida por GABA es conveniente para tratar ciertas patologias como dolor
cronico, desordenes de suefio, ansiedad y mas importante epilepsia [21].

Algunas publicaciones reportan que se usa sustancias marcadas con isotopos
radioactivos para cuantificar los niveles de GABA. En estos ensayos se altera el
metabolismo y produccion determinando cambios en la ruta metabolica de este
neurotransmisor. Entre algunas sustancias usadas tenemos: '3C glucosa y [U *C]

glutamato, estos aumentan GABA en cultivos de neocortex neuronal [29].

3.1. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS EN LOS NIVELES DE
GABA.

Un volumen de 100 pL de las drogas: INH (0.5 y 1.0 mM), GB (0.5y 1.0
mM) y VGT (0.1, 0.5 y 1.0 mM) fueron administradas y 100 pL del
vehiculo (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%, considerado el grupo
control) al momento de sembrar los cultivos de neuroblastoma B35. La
administracion de estas drogas influyo en los niveles de GABA comparados
con el grupo control. Después de dos dias de incubacion las muestras fueron
extraidas y los niveles de GABA cuantificados por HPLC-ED. Los
resultados se presentan en la tabla II1.3.

Tabla II1.3. Influencia de los tratamientos en los niveles de GABA (ng/mL) a las
48 horas de incubacion.

DMSO INHO.5 INH1.0 GBO0S GB1.0 VGO0l VGO0S VG110

0.5 % mM mM mM mM mM mM mM

nl 35.69 16.38 13.71 27.79 27.71 28.94 29.07 31.96

n2 31.84 14.93 12.89 21.52 24.64 26.29 27.66 29.39
n3 32.82 15.47 12.94 27.63 23.89 27.25 25.78 27.06
MEDIA 3345 15.59 13.18 25.65 25.41 27.49 27.50 29.47
ESM 1.15 0.42 0.27 2.06 1.17 0.77 0.95 1.41

Fuente: Elaboracion propia.
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Con los datos obtenidos en la Tabla II1.3 se procedié a hacer un ANOVA

cuyos resultados se muestran en la Tabla III.

Tabla I11.4. ANOVA de la influencia de los tratamientos en los niveles de GABA

Fuente GL SC CM F P
Factor 7 996.35 142.34 35.48 0.000
Error 16 64.18 4.01

Total 23 1060.53

Fuente: Minitab 16.

Los resultados de los analisis de GABA producidos por neuroblastoma
B35 mostraron diferencia significativa realizando un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido del test post hoc “Dunnet”. Esta prueba realiza una
comparacion con el grupo control (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%)
(Ver Tabla II1.5).

Tabla IIL.5. Test post hoc de Dunnet de la influencia de los tratamientos sobre

los niveles de GABA

Nivel N Media Agrupacion
DMSO 0.5 % (control) 3 33.449 A

VGT 1.0 mM 3 29.471 A

VGT 0.5 mM 3 27.504

VGT 0.1 mM 3 27.495

GB 0.5 mM 3 25.649

GB 1.0 mM 3 25.410

INH 0.5 mM 3 15.593

INH 1.0 mM 3 13.177

Fuente: Minitab 16.
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la
media del nivel de control.

La concentracion de 1.0 mM de VGT no mostré diferencia significativa
comparada con el grupo control, pero los demas tratamientos si mostraron
diferencia significativa, esta informacion esta representada en la Figura

11.9.
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Figura IIL.9. Influencia de los tratamientos sobre los niveles de GABA

producidos por Neuroblastoma B35.

La isoniacida, una droga usada para el tratamiento de la tuberculosis, que
provoca una disminucion en los niveles de GABA [12]. En este ensayo esta
droga produjo un porcentaje de disminucion de 53% para la concentracion
de 0.5 mM y de 60% para la de 1.0 mM (comparados con el grupo control).
La disminucion en los niveles de GABA por INH es producida por la
inhibicion de GAD, corroborando los resultados de Vergnes y colaboradores
[13].

Ademas, la administracion de gabapentina (0.5 y 1.0 mM) y vigabatrina
(0.1; 0.5 y 1.0 mM) disminuyeron los niveles de GABA. Se sabe que estos
dos farmacos aumentan los niveles de GABA por diversos mecanismos. Por
un lado vigabatrina aumenta los niveles de GABA por inhibicion de la
enzima GABA-T, enzima encargada de la degradacion de GABA [24]. Y
por otro lado, gabapentina aumenta niveles de GABA por mecanismos que

aun no estan claros. Se ha demostrado que gabapentina no ejerce una accion
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sobre GAD, pero aumenta niveles de glutamina [82]. También Ia
gabapentina ha demostrado actuar en enzimas como: GABA-T (inhibicion
de un 33%) y glutamato deshidrogenasa (GDH) incrementando la actividad
enzimatica de esta Gltima enzima [48].

Algunos investigadores sostienen que el aumento de GABA por
gabapentina puede ser debido al incremento de glutamina. Ya que glutamina
es degradada a glutamato por la enzima PAG y glutamato a GABA por
GAD [83]. Se debe recalcar que glutamina juega un rol importante en el
ciclo Glutamato/GABA-glutamina el cual sirve para reutilizar el NH4" libre
en el cerebro ya que carece del ciclo de la urea [84].

La administracion oral de glutamina ha demostrado que a una dosis de
2.0 g/kg de peso en ratas aumento significativamente los niveles de GABA
en ciertas zonas del cerebro obtenidas en dializados. Cabe recalcar que
glutamina es capaz de atravesar la barrera hemato encefalica con mucha
facilidad, ya que esta sustancia es requerida para funciones energéticas-
metabolicas en neuronas y glias [19].

Con la finalidad de observar la influencia del extracto pentanico de
Lepidium meyenii L sobre los niveles de GABA se administré 100 pL de
EM y 100 pL del vehiculo Después de dos dias de incubacion las muestras
fueron extraidas y luego cuantificadas por HPLC-ED. Los datos se

encuentran en la Tabla III.6.

Tabla II1.6. Influencia del extracto pentanico de Lepidium meyenii L. Sobre los
niveles de GABA (ng/mL) a las 48 horas de incubacion.

DMSO 0.5% EMS5pg/mL EM 10 pg/mL EM 20 pg/mL

nl 44.69 42.50 41.42 43.78
n2 41.90 42.47 39.72 46.26
n3 41.61 44.03 44.29 48.21
n4 42.27 45.09 39.25 44.26
nS 41.14 43.51 42.22 44.53
MEDIA 42.32 43.52 41.38 45.41
ESM 0.62 0.49 0.91 0.82

Fuente: Elaboracion propia.
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Los niveles de GABA fueron comparados estadisticamente realizando un

analisis de varianza (ANOV A), esto se observa en la Tabla II1.7

Tabla II1.7. ANOVA de Influencia de EM sobre los niveles de GABA.

Fuente GL SC CM F P
Factor 3 45.34 15.11 5.71 0.007
Error 16 42.38 2.65

Total 19 87.72

Fuente: Minitab 16.

Luego se realizo el test post hoc de Dunnet el cual determiné diferencia
significativa comparados con el grupo control (DMSO 0.5% disuelto en

NaCl 0.9%). (Ver Tabla II1.8).

Tabla IIL.8. Test post hoc de Dunnet de la influencia de EM sobre los niveles de

GABA
Nivel N Media Agrupacion
DMSO 0.5 % (control) 5 42.320 A
EM 20 pg/mL 5 45.410
EM 5 pg/mL 5 43.521 A
EM 10 ng/mL 5 41.380 A

Fuente: Minitab 16.
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la
media del nivel de control.

La concentracion de 20 pg/mL del extracto pentanico de Lepidium
meyenii L. demostrd un aumento significativo en los niveles de GABA a
45.41+0.82 ng/mL, comparados con el control, el cual produjo 42.31+0.62

ng/mL. Estos resultados estan esquematizados en la Figura I11.10.
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Figura II1.10. Influencia de EM sobre los niveles de GABA producidos por
Neuroblastoma B3S.

En lo que a nosotros concierne, a la fecha no hay reportes sobre el efecto
de Lepidium meyenii L. sobre la produccion de GABA, de la alteracion de la
concentracion de este neurotransmisor en el sistema nervioso central, y
mucho menos que la maca haya producido letargo y sedacion [15, 16] lo
que sugiere que EM podria comportartse como un analogo de losEstas son
caracteristicas de anticonvulsivantes usuales [3]

Sin embargo, en un modelo experimental de epilepsia de 16bulo temporal
se ha demostrado que el extracto pentanico de maca a dosis de 1 mg/kg en
ratas wistar atenuan la frecuencia de estatus epilepticus inducido por
pilocarpina [18]. Pero esto debe ser corroborado realizando un screening
anticonvulsivante completo a este extracto.

El extracto pentanico de Lepidium meyenii L. posee sustancias
denominadas macamidas. Estas sustancias han demostrado inhibir la enzima
FAAH, que es importante en el sistema canabinoide, y se ha aceptado este
como su mecanismo de accion. Con este hallazgo las macamidas han sido
denominadas como posibles endocanabinoides [17]. No se ha encontrado

publicaciones que sostienen la relacion entre la inhibicion de FAAH,
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actividad anticonvulsivante, o efecto alguno sobre GABA y su sistema. En
contraste, el sistema canabinoide es importante en la liberacion de ciertos
neurotransmisores como GABA, Glutamato, dopamina, etc. [31]

Por otro lado, algunas sustancias presentes en Cannabis sativa
(Marihuana), planta conocida por sus efectos psicotropicos y por poseer
sustancias que actian en el sistema canabinoide, han demostrado actuar
sobre el sistema GABAergico [85]. El A9-tetrahydrocannabinol (THC),
sustancia que produce el efecto alucindgeno en esta planta, demostré que a
dosis bajas (0.002 mg/kg, en ratones) es capaz de atenuar las deficiencias
cognitivas ocasionadas por pentilentetrazol, la que posee la funcion de
anatagonizar GABA en sus receptores ionotropicos produciendo
convulsiones y deficiencias cognitivas [86].

Otra sustancia presente en la marihuana es el canabidiol, a diferencia de
THC, este no produce efectos alucindgenos; sin embargo, el canabidiol ha
demostrado atenuar en modelos experimentales in vivo de convulsiones
inducidas por electrochoque maximo, convulsiones audiogénicas y
mercaptopropropanol. También se ha reportado que el canabidiol es un
candidato terapéutico para un diverso rango de epilepsias humanas. El
canabidiol ejerce su efecto anticonvulsivante por una accion no dependiente
de la via de receptores cannabinoides; aunque el mecanismo
anticonvulsivante de esta sustancia no es claro, ain continuan los estudios

con esta sustancia [87].

3.2. EFECTO DE TRATAMIENTOS SOBRE LA INHIBICION
PRODUCIDA POR INH

Con la finalidad de demostrar alglin efecto sobre la inhibicion producida
por isoniacida en la produccion de GABA. La linea celular neuroblastoma
B35 fue incubada con 100 pL de isoniacida (0.5 mM) al momento de
sembrar en los well plates y luego se le administro 100 pL de los
tratamientos: EM (5, 10 y 20 ug/mL), GB (1.0 mM) y VGT (1.0 mM);
ademas de 100 pL del vehiculo (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Despues de dos dias de incubacion las muestras fueron extraidas para
cuantificar los niveles de GABA por HPLC-ED. Los resultados de este

ensayo se encuentran en la Tabla II1.9.

Tabla II1.9. Influencia de los tratamientos en la inhibicion de Isoniacida (0.5
mM) sobre los niveles de GABA (ng/mL) a las 48 horas.

DMSO 0.5% EMSpg/mL EM10 pg/mLL. EM20 pg/mL. GB1.0mM VG 1.0 mM

nl 19.22 19.15 16.35 18.09 26.18 21.46
n2 21.16 20.86 16.46 17.38 27.23 16.92
n3 23.90 18.24 17.97 15.77 23.58 19.57
n4 19.93 18.53 17.82 18.69 20.63 18.08
ns 20.24 20.96 17.83 18.78 22.75 18.83
MEDIA 20.89 19.55 17.29 17.74 24.07 18.97
ESM 0.81 0.58 0.36 0.55 1.19 0.76

Fuente: Elaboracion propia.

Con los datos obtenidos en la Tabla III.9 se realizd un analisis de

varianza (ANOVA) el cual esta representado en la Tabla I11.10.

Tabla I11.10. ANOVA del efecto de los tratamientos sobre la inhibicion
producida por INH (0.5 mM)

Fuente GL SC CM F P
Factor 5 153.68 30.74 10.79 0.000
Error 24 68.36 2.85

Total 29 222.03

Fuente: Minitab 16.

Una vez que estos niveles fueron determinados se realizo el test

estadistico de Dunnet comparando con el grupo control (vehiculo).
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Tabla II1.11. Test post hoc de Dunnet del efecto de los tratamientos sobre la
inhibicion producida por INH (0.5 mM)

Nivel N  Media Agrupacion
DMSO 0.5 % (control) 5 20.890 A

GB 1.0 mM 5 24.075

EM 5 pg/mL 5 19.549 A

VGT 1.0mM 5 18.972 A

EM 20 ug/mL 5 17.743

EM 10 ug/mL 5 17.288

Fuente: Minitab 16.
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de

la media del nivel de control.

En la Figura III.11 se puede observar cambios significativos en los
niveles de GABA producidos por neuroblastoma B35. Como es el caso de la
administracion de extracto pentanico de Lepidium meyenii L. a las

concentraciones de 10 y 20 pg/mL; y la gabapentina a la concentracion de

1.0 mM.
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Figura I11.11. Efecto de los tratamientos sobre la inhibicion de GAD
producido por INH (0.5 mM)
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El modelo farmacologico de isoniacida para inducir condiciones
patologicas se ha sido usado en ensayos in vivo e in vitro; ademas, esta
droga es usada como parte de ensayos screening de nuevas drogas
anticonvulsivantes [88]. Por ejemplo, se administré isoniacida (10 mM) a
cultivos de células de Purkinge demostrando la reduccion de los niveles de
GABA. Estos niveles de GABA fueron cuantificados por ensayos
electrofisiologicos [89].

También isoniacida ha sido wusada para determinar el efecto
anticonvulsivante de extractos vegetales, con la finalidad de obtener
referencia de drogas de origen natural, para establecer el consumo de plantas
con actividad terapéutica [90].

Los resultados obtenidos han mostrado que el extracto de Lepidium
meyenii L. (10 y 20 pg/mL) disminuye significativamente los niveles de
GABA. Con esta informacion se recomienda evaluar la competencia que
puede existir entre isoniacida y macamidas para GAD. Se sugiere seguir
investigando.

Por otro lado, gabapentina a la concentracion de 1.0 mM demostrd
atenuar el efecto producido por isoniacida y aument6 significativamente los
niveles de GABA a 24.07£1.19 ng/mL comparado con el grupo control que
recibio6 DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9% que produjo 20.894+0.81 ng/mL
de GABA. Este es un detalle muy particular de esta droga ya que segun la
bibliografia se ha demostrado que gabapentina aumenta significativamente
niveles de GABA en cerebros de pacientes con epilepsia en comparacion
con sujetos sanos. Esto podria sugerir la cualidad de la gabapentina en
aumentar su efecto cuando el sujeto posee una condicion epiléptica [91].

Ademas, gabapentina ha sido capaz de atenuar convulsiones inducidas
por fuentes fisicas (electrochoques y audiogénicas) como quimicas
(pentilentetrazol, tiosemicarbamida, isoniacida, bicuculina, picrotoxina y 3-
mercaptopropionato) en ensayos in vivo. Otra ventaja de la gabapentina es la
carencia de interacciones con otras drogas, y este es un problema muy

frecuente en otros anticonvulsivantes [91].
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3.3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE CELULAS MADURAS

Se incubaron cultivos celulares de la linea celular neuroblastoma B35 por
dos dias, después de ese periodo se administré 100 uL de GB (1.0 mM),
VGT (1.0 mM), EM (5, 10 y 20 pg/mL) y 100 pL del vehiculo (DMSO
0.5% disuelto en NaCl 0.9%). Las células fueron incubadas por 2 dias mas
con la finalidad de evaluar el efecto de estas drogas sobre células maduras.
Después de este periodo de incubacion de esta linea celular se extrajeron las
muestras y se cuantifico los niveles de GABA por HPLC-ED. Los datos de

concentracion obtenidos se muestran en la Tabla I11.12.

Tabla I11.12. Influencia de los tratamientos en la células maduras sobre los
niveles de GABA (ng/mL)

Control EM EM EM GB VGT
Spg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 1.0 mM 1.0 mM

nl 119.34  141.86 134.22 113.70 97.74  131.68
n2 111.89 149.16 154.54 120.41 101.63  122.89
n3 122.31 120.72 145.21 122.83 97.56 146.28
MEDIA 117.85 137.25 144.66 118.98 98.98 133.62
ESM 3.10 8.53 5.87 2.73 1.33 6.82
Fuente: Elaboracion propia.

Se determin6 los niveles de GABA y con estos se realizo el ensayo
estadistico ANOVA seguido por el test post hoc de Dunnet, comparando los
5 grupos con el grupo control (DMSO 0.5% disuelto en NaCl 0.9%). Ver
Tabla I11.13 y Tabla I11.14.

Tabla II1.13. ANOVA de los efectos de los tratamientos sobre células maduras.

Fuente GL SC CM F P
Factor 5 4124.8 825.0 9.56 0.001
Error 12 10354 86.3

Total 17 5160.2

Fuente: Minitab 16.
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Tabla I11.14. Test post hoc de Dunnet de los efectos de los tratamientos sobre
células maduras.

Nivel N Media Agrupacion
DMSO 0.5 % (control) 3 117.848 A

EM 10 pg/mL 3 144.657

EM 5 ng/mL 3 137.248 A
VGT 1.0mM 3 133.617 A

EM 20 pg/mL 3 118.982 A

GB 1.0 mM 3 98.977 A

Fuente: Minitab 16.
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la
media del nivel de control.
La Figura III.12 esquematiza los resultados hallados en este ensayo. Estos
demuestran que existe diferencia significativa en el grupo de células tratadas
con 10pg/mL de EM, mas no en el tratado con la concentracion de 20p/mL

en comparacion con el grupo control (DMSO 0.5% disuelto en 0.9% de

NaCl)
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Figura II1.12. Efecto de los tratamientos sobre los niveles de GABA

producidos por células maduras.

Cabe resaltar que ninguno de los otros dos tratamientos, GB y VGT,
mostro resultados significativamente diferentes al control.
Los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones del extracto

pentanico de maca, demostraron que en este modelo no se obtiene un efecto
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dependiente de la concentracion, como se puede observar en un modelo con
neuronas de cangrejo [31]. Al contrario, se puede observar un grafico en
forma de “v invertida”, que por motivos aun sin dilucidar, la maca tiende a
disminuir su efecto si se aumenta la concentracion utilizada.

En cuanto al resultado obtenido con la vigabatrina, esta droga no mostro
diferencia significativa comparado con el control, se esperd obtener niveles
de GABA superiores, como en otras publicaciones [7, 40, 92]. Todos los
resultados encontrados en estas investigaciones demostraron que vigabatrina
actua inhibiendo la enzima GABA-T, produciéndose un incremento en los

niveles de GABA en el SNC.

4. ENSAYO DE VIABILIDAD DE CELULAS

La evaluacion de la viabilidad celular de los cultivos fue necesaria para poder
descartar una posible malinterpretacion de datos, debido a la disminucion de la
viabilidad en las células, a consecuencia del uso de los tratamientos de las drogas
a las concentraciones utilizadas en esta investigacion: INH (0.5 y 1.0 mM), VGT
(0.1,0.5y 1.0 mM), GB (0.5 y 1.0 mM) y EM (5, 10 y 20 pg/mL); cabe recalcar
que en este ensayo se utilizd un control que const6 de DMSO 0.5% disuelto en
NaCl 0.9%.

La linea celular neuroblastoma B35 se incub¢ las células durante 24 horas con
los tratamientos y el control. Después de cumplido este proceso se agregd la
solucion de MTS y se llevo a incubar durante 3 horas mas.

La lectura de la absorbancia se realiz6 una vez terminadas las 3 horas en un
espectrofotometro de platos a 490 nm. La tabla con las absorbancias obtenidas por
el espectrofotometro, se puede observar en el ANEXO III.

El porcentaje de viabilidad fue estimado al comparar la absorbancia de los
pozos con tratamientos, con el promedio de los pozos del control (células sin dafio
alguno) que se considerd como 100% viable. Los resultados de porcentaje de

viabilidad hallados se expresan en la Tabla III.15.
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Tabla III.15. Porcentaje de la viabilidad de INH, VGT, EM y GB

DMSO INH INH VGT VGT VGT EM5 EM10 EM20 GBO.5 GB1.0

0.5% 0.5 1.0 0.1 0.5 1.0 ug/mL ug/mL ug/mL mM mM

mM mM mM mM mM

nl 101.99 113.64 101.16 105.61 103.83 9395 111.44 109.35 120.03 108.97 103.86
n2 104.95 118.33 95.82 97.71 104.03 96.92 97.19 102.64 102.64 102.75 100.75
n3 98.33 106.51 97.13 99.29 93.16 93.56 107.25 93.42 97.61 102.98 102.98
n4 96.93 103.23 100.41 94.74 8486 8862 98.66 97.40 102.22 101.64 106.08
n5 97.80 107.73 102.29 95.73 98.30 90.59 96.14 93.84 98.45 106.08 108.75
Media 100.00 109.89 99.36 98.62 96.84 92.73 102.14 99.33 104.19 104.48 104.48

Desv. Est.  3.37 6.04 2.76 4.29 8.06 3.21 6.80 6.71 9.13 3.00 3.05

ESM 1.51 2.70 1.23 1.92 3.60 1.44 3.04 3.00 4.08 1.34 1.37

Una vez obtenidos los porcentajes de viabilidad de cada grupo se realizo el
analisis de varianza (ANOVA) (tabla III.16) seguido por el test post hoc de
Dunnet (tabla III.17) con la finalidad de encontrar diferencia significativa en
comparacion con el grupo control. Se demostr6 que no existe diferencia
significativa en ninguno de los casos (figura II1.13); evidenciando de esta manera
que los resultados obtenidos en los anteriores ensayos, se deben a los diversos
mecanismos de accion de los tratamientos, mas no a posibles efectos sobre la

viabilidad celular.
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Figura II1.13. Efecto de los tratamientos sobre la viabilidad del neuroblastoma B35.
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Tabla II1.16. ANOVA de los tratamientos sobre la viabilidad del neuroblastoma

B35.
Fuente GL SC CM F P
Factor 10 1062.7 106.3 342 0.002
Error 44 1368.4 31.1
Total 54 2431.0

Fuente: Minitab 16.

Tabla IIL.17. Test post hoc de Dunnet de los tratamientos sobre la viabilidad del

neuroblastoma B35.

Nivel N Media Agrupacion
DMSO 0.5% (control) 5 100.000 A
INH 0.5 mM 5 109.886 A
GB 1.0 mM 5 104.485 A
GB 0.5 mM 5 104.485 A
EM 20 ug/mL 5 104.191 A
EM 5 ug/mL 5 102.137 A
INH 1.0 mM 5 99.362 A
EM 10 ug/mL 5 99.329 A
VGT 0.1 mM 5 98.617 A
VGT 0.5 mM 5 96.838 A
VGT 1.0 mM 5 92.727 A

Fuente: Minitab 16.

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la

media del nivel de control.

Se eligio el ensayo de MTS para determinar la viabilidad, pues es un método

bastante sencillo y confiable. Este método viene siendo utilizado en varios

estudios para este fin, obteniéndose buenos resultados como los presentados en

previas investigaciones [17, 31].
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CONCLUSIONES.

1. Lalinea celular neuroblastoma B35 es capaz de producir GABA en medio de
cultivo DMEM con 10 % de FBS, incubado a 37°C en una atmosfera
aerobica con 5% COa.

2. Se pudo cuantificar el neurotransmisor GABA diariamente, mediante HPLC-
ED por medio de un proceso de derivatizacion pre-columna utilizando
OPA/SOs2. Se determinaron muestras dentro de un rango de 20 a 100 ng/mL,
obteniéndose un R?= 0.9983.

3. Se demostroé que la INH (0.5 y 1.0 mM), GB (0.5 y 1.0 mM) y VGT (0.1 y
0.5 mM) disminuyen los niveles de GABA producidos por el neuroblastoma
B35 en 48 horas de incubacion. Por otro lado, EM (20 pg/mL) aumentd
significativamente estos niveles comparados con un control (DMSO 0.5%
disuelto en NaCl 0.9%).

4. GB (1.0 mM) pudo contrarrestar significativamente el efecto inhibitorio
producido por INH (0.5 mM) sobre los niveles de GABA.

5. El extracto pentanico de Lepidium meyenii L. a una concentracion de 10
pg/mL demostré el aumento de los niveles de GABA producidos por
neuroblastoma B35 después de 96 horas de incubacion habiendo sido
administrado después de las primeras 48 horas.

6. No se encontr6 evidencia, a partir de los resultados del ensayo de viabilidad
con MTS, de que los tratamientos utilizados produjeran alteraciones en el

normal desarrollo del neuroblastoma B35.
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SUGERENCIAS.

1. Determinar que isoforma de GAD posee el neuroblastoma B35, para esto se
recomienda ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos antiGADes o
antiGADe7.

2. Demostrar la ausencia o presencia de la enzima GABA-T y glutaminasa, ya
que son necesarias para la investigacion de fdrmacos que actian sobre el
sistema GABAergico.

3. Realizar ensayos in vivo administrando diversas dosis de extracto pentanico
de Lepidium meyenii L. para cuantificar GABA en zonas especificas del
cerebro por técnicas de microdialisis.

4. Utilizar Neuroblastoma B35 como modelo farmacoldgico en farmacos de
origen sintetico y natural que se sospeche actiian sobre el sistema
GABAergico.

5. Realizar ensayos electrofisiologicos a Neuroblastoma B35, para determinar

mas caracteristicas de esta linea celular.
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ANEXO I. COMPOSICION DE MEDIO DMEM.

Component
g/L
Inorganic Salts
Calcium Chloride 0.2
Ferric Nitrate « 9H,O 0.0001
Magnesium Sulfate (anhydrous)
Potassium Chloride 0.4
Sodium Bicarbonate 3.7
Sodium Chloride 6.4
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) 0.109
L-Arginine « HCI1 0.084
L-Cystine « 2HCI —
Glycine 0.03
L-Histidine « HCI1 « HO 0.042
L-Isoleucine 0.105
L-Leucine 0.105
L-Lysine « HC1 1.46
L-Methionine —
L-Phenylalanine 0.066
L-Serine 0.042
L-Threonine 0.095
L-Tryptophan 0.016
L-Tyrosine * 2Na <2H,0 0.10379
L-Valine 0.094
Vitamins
Choline Chloride 0.004
Folic Acid 0.004
myo-Inositol 0.0072
Niacinamide 0.004
D-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.004
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Pyridoxal « HC1 —
Pyridoxine « HCI 0.004
Riboflavin 0.0004
Thiamine « HCI 0.004
Other
D-Glucose
Phenol Red * Na 0.0159
Pyruvic Acid * Na 0.11
Add
L-Glutamine 0.584

Fuente: ATCC®
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ANEXO II. ESTABILIDAD DE GABA

L

Peak Area
@

T ™ ™ ™ T
1] 200 400 B00 BOOD 1000 1200 1400 1600

Time (minutes)
Estabilidad del derivado GABA- OPA/SOs a temperatura ambiente.
Fuente: Fast Analysis of GABA.
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ANEXO IV. TABLAS DE TEST DE DUNNET.

Numero de grupos incluidos el grupo control.
2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 1005 | 257 | 3.03 | 329 | 348 | 3.62 | 3.73 | 3.82 | 39 | 397
0.01 | 403 | 463 | 498 | 522 | 541 | 556 | 569 | 58 | 5.89
6 | 005 | 245 | 286 | 3.1 326 | 339 | 349 | 3.57 | 3.64 | 3.71
0.01 | 3.71 | 421 | 451 | 471 | 4.87 5 5.1 52 | 5.28
7 | 0.05 | 236 | 2.75 | 297 | 3.12 | 324 | 333 | 3.41 | 347 | 3.53
0.01 35 | 395 | 421 | 439 | 453 | 464 | 474 | 482 | 4.89
8 | 0.05 | 231 | 2.67 | 2.88 | 3.02 | 3.13 | 322 | 329 | 3.35 | 3.4l
0.01 | 3.36 | 3.77 4 4.17 | 429 | 44 | 448 | 456 | 4.62
9 | 005 | 226 | 2.61 | 281 | 295 | 3.05 | 3.14 | 32 | 3.26 | 3.32
0.01 | 325 | 3.63 | 3.85 | 401 | 412 | 422 | 43 | 437 | 443
10 | 0.05 | 223 | 2.57 | 276 | 2.89 | 299 | 3.07 | 3.14 | 3.19 | 3.24
0.01 | 3.17 | 3.53 | 3.74 | 3.88 | 3.99 | 4.08 | 4.16 | 422 | 4.28
111005 | 22 | 253 | 272 | 2.84 | 294 | 3.02 | 3.08 | 3.14 | 3.19
0.01 | 3.11 | 345 | 3.65 | 3.79 | 3.89 | 398 | 4.05 | 4.11 | 4.16
12 | 005 | 2.18 | 25 | 268 | 281 | 29 | 298 | 3.04 | 3.09 | 3.14
0.01 | 3.05 | 3.39 | 358 | 3.71 | 3.81 | 3.89 | 3.96 | 4.02 | 4.07
13 1 005 | 216 | 248 | 2.65 | 2.78 | 2.87 | 2.94 3 3.06 | 3.1
0.01 | 3.01 | 333 | 352 | 3.65 | 3.74 | 3.82 | 3.89 | 394 | 3.99
14| 005 | 2.14 | 246 | 2.63 | 2.75 | 2.84 | 291 | 297 | 3.02 | 3.07
0.01 | 298 | 3.29 | 347 | 359 | 3.69 | 3.76 | 3.83 | 3.88 | 3.93
151005 | 213 | 244 | 2.61 | 273 | 2.82 | 2.89 | 2.95 3 3.04
0.01 | 295 | 325 | 343 | 355 | 3.64 | 3.71 | 3.78 | 3.83 | 3.88
16 | 0.05 | 2.12 | 242 | 2.59 | 271 | 2.8 | 2.87 | 292 | 297 | 3.02
0.01 | 292 | 3.22 | 3.39 | 3.51 3.6 | 3.67 | 3.73 | 3.78 | 3.83
17 | 0.05 | 2.11 | 241 | 258 | 2.69 | 278 | 285 | 29 | 295 3
001 | 29 | 3.19 | 336 | 3.47 | 3.56 | 3.63 | 3.69 | 3.74 | 3.79
18 | 0.05 | 2.1 24 | 256 | 268 | 2.76 | 2.83 | 2.89 | 294 | 298

Gl | p<
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0.01 | 2.88 | 3.17 | 333 | 3.44 | 3.53 36 | 3.66 | 3.71 | 3.75
19 | 0.05 | 2.09 | 239 | 255 | 2,66 | 275 | 2.81 | 2.87 | 2.92 | 2.96
0.01 | 286 | 3.15 | 331 | 3.42 | 3.5 3.57 | 3.63 | 3.68 | 3.72
20 | 0.05 | 2.09 | 238 | 254 | 2.65 | 2.73 28 | 286 | 29 | 295
001 | 285 | 3.13 | 329 | 34 | 348 | 355 | 3.6 | 3.65 | 3.69
24 | 0.05 | 2.06 | 2.35 | 2.51 | 2.61 27 | 276 | 2.81 | 2.86 | 2.9
0.01 2.8 | 3.07 | 322 | 332 | 34 | 347 | 3.52 | 3.57 | 3.61
30 | 0.05 | 2.04 | 232 | 247 | 258 | 2,66 | 2.72 | 2.77 | 2.82 | 2.86
0.01 | 275 | 3.01 | 3.15 | 3.25 | 333 | 339 | 344 | 349 | 3.52
40 | 0.05 | 2.02 | 229 | 2.44 | 254 | 262 | 2.68 | 2.73 | 2.77 | 2.81
0.01 2.7 | 295 | 3.09 | 3.19 | 326 | 332 | 337 | 341 | 3.44
60 | 0.05 2 227 | 241 | 251 | 258 | 2.64 | 2,69 | 273 | 2.77
001 | 266 | 29 | 3.03 | 3.12 | 3.19 | 325 | 329 | 333 | 3.37
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