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1. RESUMEN

El ion 1-metil-4-fenilpiridino (MPP?) es usado como medelo experimental de
la enfermedad de Parkinson (EP), la produccion excesiva de radicales libres se ha
propuesto como su posible mecanismo de dafio a las neuronas dopaminérgicas
del cuerpo estriado (CE). Estos radicales libres son capaces de afectar a los
lipidos de tas membranas a través de la peroxidacion de lipidos (PL). Por atra
parte, el EGb 761 es un farmaco proveniente de las hojas de Ginkgo biloba que
tiene actividad antioxidanie v es atrapador de radicales libres. Esto sugiere su
posible accidn protectora en el dafio inducide por el MPP?. Se evalud si el EGb
761 protege de la PL y la neurctoxicidad dopaminérgica producida por el MPP™. Se
utiizaron ratones macho de la cepa C-57 black (25-30 g), el EGb 761 se
admirustrd durante 17 dias a diferentes dosis (0.63, 1.25, 2.5, 5 y 10 mg/kg).
Terminado el pretratamiento se inyectd el MPP™ (0 18, 0.36 v 0.72 mglkg) en el
ventriculo lateral derecho. La PL se analizd en el CE a diferentes tiempos (0.5, 1, 2
y 24 h) después de la administracion del MPP*, por medio de la técnica de
formacién de productos fluorescentes lipidicos. El contenido de (DA} en el CE se
evalud por HPLC en los grupos tratados salo con EGb 761 a la dosis més alta (10
mg/kg) a diferentes tiempos (2, 24 y 168 horas) despues de la administracion de
MPP™ (0.72 mg/kg). Se encontrd que los grupos tratados con MPP™ tuvieron un
incremento en la PL de 72% comparado con el grupe control. La PL inducida por
el MPP™ fue completamente blogueada (100%) por €l pretratamiento con EGb 761
(10 mg/kg). El contenido de DA en el CE en ratones tratados con MPP™ se redujo
unt 40% como resultado de su accion neurotoxica. El pretratamiento con EGh 761
en ratones tratados con MPP” previno del dafo parciakmente (32%) a 24 h en
comparacion con el grupo tratado con MPP®, Los resultados sugleren que el EGb
781 puede ser efectivo en la prevencion del estrés oxidativo inducido por el MPPT,

posiblemente actuando como un potente agente antioxidante o atrapador de
radicales libres




2. INTRODUGCCION

2.1. Enfermedad de Parkinson

Los desodrdenes neurodegenerativos se definen como aquellas alteraciones
que aceleran la tasa de muerte celular de grupos neuronales especificos. El
ejemplo mas caracteristico de una enfermedad neurodegenerativa es la
enfermedad de Parkinson (EP).

En 1817, James Parkinson describid un sindrome caracterizado por
alteraciones motoras: dificultad para iniciar movimientos {acinesia), lentitud en los
mismos {bradicinesia), temblor de las extremidades durante el reposo (tremor) y
rigidez muscular. En 1966, Hornykiewicz determind que los pacientes con la EP
presentaban degeneracion de las neuronas de la sustancia negra compacta, un
nucleo del mesencéfalo que recibe su nombre por la presencia de melanina. Estas
neuronas constituyen uno de los principales grupos productores de dopamina
(DA). De esta manera se asocid la DA con la expresion de la actividad motora y se
origind una amplia serie de investigaciones destinadas a conocer las causas por
las que la falta de este neurotransmisor puede provocar enfermedades
incapacitantes.

Se han descrito una gran cantidad de cambios pataldgicos v bioquimicos en
la EP, sin embargo, la alteracion primaria es la pérdida de las neuronas
dopammérgicas de la sustancia negra compacta, con la consecuente disminucion
masiva del contenido del neurotransmisor DA en el cuerpo estnado (CE)
(Hornykiewicz v Kish, 1986). Los sintomas motores aparecen hasta que 1a peérdida
de DA en el CE rebasa el 80% (Homykiewicz y Kish, 1986); aunque en la
sustancia negra fa pérdida neuronal sea solo del 50% (Marsden, 1992).

Aln cuando estos cambios han sido extensamente documentados, no ha
sido identificada la causa que origina el proceso de degeneracion neuronal.
Existen numerosas hipdtesis con respecte a la etiologia de la EP Esta
enfermedad puede ser producida por un proceso fortuito (Calne ef al.,, 1983} o

bien ser la causa del envejecimiento acelerado (Appel, 1881), ser la consecuencia



de [a falta de una hormgha neurctrofica {(Robbins ef al., 1985); de la deficiencia en
los mecanismos de reparacion del acido desoxirribonucleico (DNA) (Barbeau et
al.,, 1982); de defectos genéticos especificos o predisposicion genética (Golbe et
al., 1990); puede tener un origen virat (Elizan et al, 1983}); o bien, puede ser
causada por |z exposicion a compuestos toxicos presentes en el ambiente (interno
y externo) del cuerpo, con efectos a corte y largo plazo sobre la funcién neurcnal
(Schoenberg et al., 1985).

Sin embargo, ninguna de estas hipdtesis explica 1a cascada de eventos
responsable de |a iniciacidon y causa de la EP. Existen numerosas evidencias del
papel del estrés oxidativo producido por radicales libres del oxigeno como un
factor muy importante y determinante en esta enfermedad (Jellinger, 1986).

E! descubrimiento del factor ¢ factores involucrados en la pérdida neuronal
acelerada, es muy importante para el desarrollo de una estrategia terapéutica
capaz de evitar {a neurodegeneracion, ya gue dichas enfermedades dependen de
un mecanismo que actla por periodos relativamente prolongados antes de la
aparicion de los sintomas que [a constituyen. Los primeros tratamientos utilizados
fueron las cirugias propuestas por Birkmayer y Honrnykiewicz (1964), quienes
introdujeron la terapéutica quirdrgica esterotaxica sobre el globo pélido y nucleos
ventroiaterales anteriores del talamo para controlar funcionalmente el temblor y
figidez en la EP.

Desde el descubrimiento de la relacion existente entre la muerte de
neuronas nigroestriatales y la EP (Hornykiewicz v Kish, 1986), se han desarrollado
un gran nuimero de terapias enfocadas a la regulacién de la fransmisién sinapfica
dopaminérgica. Estas incluyen ta administracion del farmaco L-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) (Lees, 1994), de agonistas dopaminérgicos (Goetz, 1920), de
mhibidores de las enzimas monoamino oxidasa B (MAO-B) y de la catecol-C-metil-
transferasa (COMT) (Otanow, 1983). Sin embargo estes farmacos tienen severos
efectos secundarios y sélo disminuyen la sintomatologia de fa enfermedad pero no
la neurodegeneracion,



2.2. Modelos experimentales

En un modelo experimental de |a EP, se requiere destruir [as neurgnas del
sistema nigroestriatal y corroborar que esto se acompafie con la disminucion de la
DA en los nicleos blanco de este sistema como el CE. Esto puede lograrse
empleando neurotoxinas que destruyen selectivamente estas células. Las toxinas
mas comianmente empleadas son la 8-hidroxidopamina (6-OH-DA) en ratas y 1a 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en primates y roedores.

Con el fin de estudiar [os mecanismos que se producen y desencadenan la
EP se han desarrollado varios modelos (ver apéndice 1).

2.3. Parkinsonismo inducido por la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
{MPTP}

El desarrollo de modelos experimentales con toxinas especificas, se ha
enfocado en la posible participacidn de las neurotoxinas endégenas o ambientales
en |a patogénesis de la EP. Con el descubrimiento de una neurotoxina selectiva, Ia
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) capaz de inducir parkinsonismo en
el hombre (Langston ef a/.,1983), otros primates (Bums ef al., 1983) y roedores
{Heikkila ef al., 1984) se destruyen las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra de manera selectiva, teniendo un modelo que reproduce los aspectos
sinfomatolégicos, neuropatoldgicos y bioguimicos de la EP (Langston ef al., 1983,
Burns ef af., 1883; Heikkila et af., 1984; Kopin, 1986; Kopin, 1987).

La neurotoxina se produjo v distribuyd como un contaminante intermediano
de una droga de abuso producida ilicitamente. A principios de los afios ochenta,
siete adictos a la heroina se inyectaron esta meperidina sintética (polvo de angel)
que contenia la sustancia tdxica MPTP y fueron internados en diferentes
hospitales de California. Estos pacientes presentaron un sindrome parkinsonico
permanente, con destruccién selectiva de neuronas dopaminergicas de la

sustancia negra compacta (Langston et al., 1983, Davis ef al., 1979).



La administracion de la MPTP a ratones, monos y humanos produce una
disminucién de la DA en el CE y una degeneracién celular de la via nigroestriatal
semejante a los déficiis en la enfermedad idiopatica (Snyder y D’Amato, 19886,
Markey y Schmuff, 1986; Markey et al., 1986).

2.3.1. Efectos en el comportamiento

La exposicion a MPTP en humanos provoca un sindrome parkinsdnico
cronico que se caracteriza por acinesia, rigidez, temblor, postura flexionada,
pérdida de los reflejos posturales y del habla (Langston et al, 1983). El
mejoramiento de los signos clinicos con tratarmiento de L-DOPA refuerza que la
deficiencia de DA es responsable de este sindrome. En primates no humanos
como el mono Rhesus (Burns et al., 1983), el mono verde (Elsworth et al., 1983) y
el mono ardila (Langston et al, 1984) se desarrcllan deficiencias motoras
parkinsénicas como la acinesia y la rigidez despues de la administracion de
MPTP. Sin embargo, los sintomas son temporales (Eidelberg et al., 1986; Ueki ef
al., 1988, Russ et al, 1991). El temblor en reposo es observado muy rara vez
(Robertsan ef al,, 1990; Russ et al., 1991). Ratones C-57 black tratados coen MPTP
muestran una reduccion en su actividad locomotora v acinesia durante las 4
semanas posteriores al término de la administracion de la MPTP come resultado
de la denervacion de la DA inducida por la neurotoxina (Arai et al., 1990).

El bloqueo temporal de ias entradas glutamatérgicas con acido quinurénico
en la sustancia negra de monos tratados con MPTP produce alteraciones motoras
comg acinesia y ngidez gradualmente, simulando la evolucion de la EP en los
humanos (Bezard, et a/., 1997a). La inyeccidn sistémica de MPTP a bajas dosis en
monos produce temblor, acinesia, rigidez, asi como dificultad para balancearse y
caminar reproduciendo la muerte progresiva y continua de las neuronas de la
sustancia negra en la EP en humanos (Bezard et &/, 19970},

Los animales tratados con MPP* presentan un descenso en la temperatura

corporal, actuando como un agenista indirecto de la norepinefrina que estimula los



a2 adrenoreceptores, sin destruir a las neuronas que contienen norepinefrina en

opesicion a la accion del MPP™ en neuronas dopaminérgicas (Drouet ef al., 1987).

2.3.2. Efeclos neuroquimicos

La actividad neurotéxica de la MPTP produce varios camblos guimicos, el
mas caracteristico es la reduccidon de las concentraciones de DA y sus
metabolitos: acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) vy acido homovanilico (HVA)
{(Russ, et al., 1991). Hay una disminucién en la actividad de la tirosina hidroxilasa y
una reduccion en la densidad de receptores de DA (Pifl ef al, 1990). Estos
cambios se producen mas claramente en el sistema nigroestriatal, sin embargo
hay cambios en las regiones extraestriatales (nlcleo acumbens y en el area
ventral tegmental).

Existe reduccién en la congcentracion de otras aminas biogénicas como 1a
noradrenalina en el putamen vy la serotonina en el nlcleo caudado y ef putamen
(Russ ef al., 1991). Sin embargo, los efectos de la MPTP en la serotonina son
controvertidos, por efemplo, en la administracién aguda de la MPTP en ratas se
encuentra un incremento en los niveles de serotonina y una reduccion en el acido
2-hidroxiindolacético en el nucleo rafe y la sustancia negra, pero no se observaron
cambios de estas indolaminas en el CE y en el nicleo acumbens. En contraste, se
ha repartado una disminucion de la serotonina en el CE de ratas después de la
administracion de MPTP,. Asi como otros casos donde no hay alteracion en los

contenidos de serotonina y Acido 5-hidroxiindolacético (Hon-Wei y Yuan-Feen,
1993)

2.3 3. Mecanismos de accién de la MPTP

La MPTP es un compuesto altamente lipofilico, por lo tanto, después de su
administracion sistémica, puede llegar rapidamente al cerebro porque cruza
libremente la barrera hematoencefalica (Riachi y Harik, 1989). En 1984 Chiba v

sus colaboradores dieron las prameras evidencias, la MPTP requeria ser



biotransformada para ejercer neurotoxicidad. Marsden (1992) encontrd que una
vez en el cerebro, la MPTP se convierte en su metabolito activo, el 1-metil-4-
fenilpridno (MPP™). La MPTP es oxidada por la accidn de ia MAQ-B, enzima
encargada de la desaminacion oxidativa de la DA (Salach et al., 1984), que ests
localizada en ia mitocondria de las células astrogliales (Javitch y Snyder, 1984) o
en las neuronas serotonérgicas (Shen ef al., 1985; Nakamura y Vincent, 1986;
Kopin, 1986)(Figura 1).

Como se observa en la Figura 1 el MPP" se internaliza en las células
dopaminérgicas por el sistema de recaptura de la DA pues es una molécula polar
y no puede entrar libremente a las células (Javitch ef al, 1985). Tanto los
inhibidores de la MAQ-B (Youngster ef al., 1988) como los inhibidores de Ia
captura de la DA (Javitch et al., 1985) previenen los efectos neurctoxicos de la
MPTP en el raton. El MPP® causa la fiberacién de la DA de las vesiculas
(Sirinathsinghi ef al, 1988; Roilema et al, 1986) e inhibe algunas enzimas
nvolucradas en la sintesis de la DA (Naoi et al., 1988; Ozaki ef al., 1988}, lo que
probablemente incrementa el metabolismo de la MAO vy la degradacion del
neurotransmisor con la produccion subsecuente de perdxido de hidrégeno.

El MPP" se considera responsable de la neurotoxicidad de la MPTP
{Gerlach et al., 1991). EI MPP" tiene alta afinidad por €l transportador de la DA
{DAT) de la membrana plasmatica neuronal, asi como por transportadores de
noradrenalina y serotonina. Se ha observado en ratones transgénicos que
sobreexpresan el DAT mayor susceptibilidad al dafio producido por la MPTP, Esto
suglere que los individuos con mayer densidad de DAT tienen mayor riesgo de
desarrollar la EP (Kostic ef al, 1996). Una vez dentrc de las neuronas
dopaminérgicas puede ser tomado por los transportadores vesiculares de las
monoaminas (VMATs) y almacenado dentro de las vesiculas sinapticas

(Przedborski y Jackson-Lewis, 1998).
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Figura 1 Proceso involucrado en la toxicidad de la 1-metii-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropriridina {(MPTP) en las neuronas dopaminérgicas MPP™ ien 1-metil-4-

fenilpindine, MPP": radical 1-metil-4-fenilpindino {Tomado de Kopin, 1888)




2.3.4, Metanismos de neurctoxicidad del ion 1-metil-4-fenilpirndino (MPP")

Los mecanismos de neurctoxicidad inducidos por el MPP™ se desconocen,

aunque se han propuesto una serie de hipotesis que a continuacién se mencianan:
2.34.1. Hipdlesis del estrés oxidative

El estrés oxidative fue el primer mecanismo de toxicidad sugerido para el
MPP*, ya que en la destruccion de ias neuronas dopaminérgicas inducida por ésta
neurctoxina se producen radicales superoxido e hidroxilo durante la reduccion vy
autooxidacion intracelular del MPP*. Este proceso es similar al sucedido en la EP
como consecuencia de la disminucidon progresiva dei nlUmerc de neuronas
nigroestriatales en el envejecimiento gcasionado por fa produccidon de radicales
libres en la oxidacion de la DA catalizad2 por la MAQO-B (Singer v Ramsay, 1990).

En presencia de oxigeno se forman especies reactivas como el ion
superoxida, el radical hidroxilo v el perdxido de hidrdgeno causanda PL en la
membrana, dafiando al DNA y RNA, o bien inactivando enzimas vitales. En el
metabolismo normal las enzimas superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation

peroxidasa previenen la acumulacion de radicales libres.
Existen numerosas evidencias a favor de esta hipotesis:

1. EI MPP" genera radicales libres como el superéxido e hidrexilo in vifro (Wu et
al., 1993) La produccion de estos radicaies esta determinada por la presencia
de metales de transicion (Poirier et al, 1985).

2. E! perdxido de hidrégenc es un compuesto importante porque media la
formacidbn de radicales libres. La MPTP cuando es metabolizada a MPP*
produce peroxido de hidrogeno en astrocitos y neurcnas serotonérgicas (Chiba
ef al., 1985) La produccion de perdxido de hidrogeno puede generar especies
reactivas del oxigeno como son los radicales hidroxilo (Cohen, 1885)



10.

11.

12.

E! dietiiditiocarbamato (un inhibidor de la superoxido dismutasa), potencia la
neurctoxicidad de la MPTP, indicando que la superdxido dismutasa es critica
para la proteccion de fa toxicidad de la MPTP, en la detoxificacion del radical
superdxido (Corsini ef al, 1985).

En ratones deficientes de vitammna E tratades con MPTP hay una
sobreproduccidn de radicales superdxido {Qdunze ef al., 1990).

La MPTP disminuye ios niveles de glutation en la sustancia negra de roedores,
implicando una reduccion en los mecanismos de defensa contra los radicales
libres (Ferraro et al., 1986).

El tratamiento con antioxidantes previene el efecto neurotdxico de fa MPTP v &l
MPP* (Golbe y Farrel, 1988).

. En homogenados de cerebro se demostrd que el MPP* produce ia PL (Rios y

Tapia, 1987).

La administracion intracerebroventricular (icv) de MPP™ incrementa la PL en el
CE de ratdn (Rojas y Rios, 1993).

El dafo inducido por la MPTP es atenuado en ratones transgénicos que
sobreexpresan la superéxido dismutasa, implicando la generacion de radicales
libres (Przedborski ef &l., 1992).

La sobreexpresion de Bcl-2 (proto-oncogen inhibidor de la apoptosis) en
ratones transgénicos protege contra la neurotoxicidad inducida por la MPTP
por macanismos que involucran tante actividad antioxidante como la inhibicion
de rutas apoptdticas (Yang et al., 1998)

Después de la administracion de la MPTP disminuyen los niveles de
manganeso y cobre, metales que constituyen parte de los sitios activos de |2
enzima superdxido dismutasa (Rios et al., 1995),

El pretratamiento con cobre y manganeso en ratones protege contra la
neuratoxicidad del MPP* (Rojas y Rios, 1995; Alcaraz-Zubeldia et af , 2001)

13.La metalotioneina protege contra la neurotoxicidad producida por el

MPTP/MPP* (Rojas v Rios, 1997; Rojas et al., 2000a; 2000b).
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2.34.2. Participacion de la neuromelanina en la neurotoxicidad de la MPTP

La DA en las neuronas de la sustancia negra puede oxidarse
enzimaticamente 0 no enzimaticamente. La MAQO desamina la DA a 34
ditidroxifenil acetaldehido pero produce perdxido de hidrogeno. La autcoxidacion
de la DA produce quinonas, peroxido de hidrogeno vy oxirradicales. La
neuromelanina es el producto mas importante de la autooxidacion de 1a DA v se
encuenira en altas concentraciones en ta sustancia negra (Graham, 1978).

La neuromelanina estd compuesta de un complejo quimicamente
heterogéneo que contiene granulos de lipofuscina y quinenas que se forman por la
autooxidacion de las catecolaminas (Barden y Leving, 1983). Se ha demostrado
que los complejos de melanina contienen radicales libres y quinonas reactivas
redox. Aunque el papel fisiologico de la neuromelanina no esta claro, se ha
propuestc que cuandc se incrementa su contenido en el cerebro con la edad
puede tener una funcién importante en los estados degenerativos relacionados
con el envejecimiento, de origen natural o ambiental (Mann y Yates, 1983). Se
demostré que la disminucidon de las neuronas dopaminérgicas incrementa en
proporcidn al contenido de neuromelanina (Hirsch ef ai., 1988).

Youdim et al {1989), han propuestc gue la neuromelanina facilita la
formacion de radicales hidroxilo por la reaccion de Fenton. La afinidad del MPP?
por la neuromelanma puede explicar la selectividad de [a MPTP para dafiar los
cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas de !a sustancia negra (Snyder
y D'Amate, 1986; Javitch y Snyder, 1984).

2.3.43. Hipdtesis de la inhibicion de la cadena respiratoria y disminucién en la
produccion de ATP

El papel de la mitocondria en a patogénesis de la EP se sugind al encentrar
que el MPP” inhibe el complgjo | de la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria (Figura 2) Ramsay y Singer en 1986, demostraron que el MPP’ es

captado por la mitocondna, methante un mecanismo dependiente de energia



nH+ M PP+ nH* nH+
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NAD - /\

2H + 02 H,C

SUCGCINATO
deshidregenasa

f

SUCCINATO

Figura 2. Sitic de reaccién hipotética del MPP" en ia cadena respiratoria (Tomado

de Singer y Ramsay, 1990).
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Las evidencias a favor de esta hipotesis son:

Inhibidores de la respiracion mitocondrial que actian sobre el compleio |, como
la rotenona, producen dafic dopaminérgice cuando se administran
intracerebralmerve (Ramsay et al., 1987)

La admimistracion de la MPTP o MPP" disminuye el contenido de ATP en
hepatocitos de rata (DiMonte ef af,, 1987, Chacén et al., 1987)

La administracién de la MPTP a hepatocitos produce un incremento en ef ca®
citosdlico y una disminucion del mitocondrial, considerandose esto un indice de
dafo estructural a la mitoccondria {Kass, 1988) Este hallazgo sugiere que el
desequilbrio entre [a entrada y la salida de calcio puede ser el mecanismo de

muerle celular en la neurctoxicidad producida por MPTPR (Frei y Ritcher, 1988).



2.3.4.4. Excitoxicidad por el desbalance de la homeostasis de calcio intracelular

La MPTP produce acumulacién de Ca®* en hepatocitos (Kaas et af., 1988).
Los antagonistas de N-metil-D-aspartato {(NMDA) protegen a la sustancia negra de
la neurotoxicidad del MPP” (Turski ef al., 1991), ya que inhiben el influjo excesivo
de Ca®' a través de canales operados por sus receptores (Siesjo, 1990).

Otros estudios mostraron que 1as neurcnas que contienen niveles altos de
proteinas que unen Ca® {calbindina-D28K) reducen la toxicidad inducida por la
MPTP (German et al., 1992},

En |z EP idiopatica el incremento en los niveles de hierro en las areas
doncde se produce esirés oxidativo se asocian con alteraciones en el metabolismo

del Ca®" intracelular, disminucion de glutation y muerte celular (Youdim et af,
1693).

Sin embargo, aciualmente se considera que las hipdtesis antes
mencionadas, ne parecen ser tan independientes, porgue tanio el estrés oxidativo
como la inhibicién de la cadena de transpore de electrones, la disminucion de
ATP y el ncremento de calcio intracelular estan involucrados conjuntamente en el

dafio celular producido por el MPP* (Przedborski y Jackson-Lewis, 1998; Sriram et
al., 1997),

2.3.4.5. Factores que intervienen en la neurctoxicidad del MPP”

El MPP" intracelular se puede unir con alta afindad a la neuromelanina
(D'Amato et al,1987) o bien, concentrarse en la mitocondria por el gradiente
electroquimico (Ramsay y Singer, 1988) y bloquear seleciiva y potencialmente &l
complejo | de la cadena de transporte de electrones, teniende como consecuencia
la disminucién en la produccidn de ATP (Al et al., 1994), el incremento en la
formacién de radwcales libres como el superoxido, pérdida del potencial de la

membrana mitocondrial y finalmente la muerte celular (Cassarine y Bennet, 1999).



Después de la administracion del MPP” se ha observado que las defensas
antioxidantes enddgenas disminuyen formando excesivamente especies reactivas
del oxigeno como radicales hidroxilo, superdxido y perdxido de hidrogeno. El
radical superdxido juega un papel muy importante en los mecanismos de dafio
celular por la generacion excesiva de otros radicales, estos a su vez son capaces
de dafiar proteinas, lipidos y DNA contribuyendo al dafio celular. Tanto el estrés
oxidative como la pérdida de ATP por la inhibicién del complejo [, impide a la
célula mantener su potencial intracelular provocando la muerte celular o
citotoxicidad. Existen reportes de alteraciones en el complejo [V de la cadena
respiratoria y dafio directo al DNA causado por el MPP™ (Buu, 1993).

También se ha sugerido que el 6xido nitrico se encuentra relacionado con la
neurotoxicidad inducida por el MPP* (al combinarse con el radical superoxido
derivado de la interferencia en el {ransporie de electrones de la mitocondria)
(Przedhorski et al., 1998; Schulz et al., 1995; Hantraye ef al., 1996), produciendo
el peroxinitrito un anidn altamente toxico que tiene mayor difusion y vida media
que el oxida nitrico, gque a su vez es un precursor del radical hidroxilo. El dafio
celidar inducido por el MPP* es una interaccion compleja entre la disfuncion
mitocondrial, el estrés oxidativo, disminucidon de energia y posiblemente
excitoxicidad. Factores muy semejantes son los que se desencadenan en la EP,
provocando necrosis, apoptosis o disminucion de [a funcidn celular, segin la fase
de la enfermedad (Przedborski y Jackson-Lewis, 1998).

Como todo modelo experimental, el modelo de MPTP/MPP™ presenta
discordancias con respecto a la sintomatelogia caracteristica de la EP (Tabla 1).
Sin embargo, a pesar del gran numero de modelos que han sido propuestos, el
modelo de administracion intracerebroventricular del MPP* ha demostrado ser el
que mas asemeja las alteraciones hioguimicas que constituyen la eafermedad
(Markey ef al, 1984). Entre las principales altcraciones bioquimicas derivadas de la
administracion del MPP”, se encuentran tanta el incremento en la PL, coma la
reduccion en el contenido de DA en el CE {Rojas y Rios, 1993).




Tahla 1. Relacion entre la enfermedad de Parkinson idiopatico y el parkinsonismo
inducido por MPTP.

Enfermedad de Parkinsomsmo
Parkinson inducido por MPTP
Sinfomatologia
Sintomas motores cardinales Acinesia, rigidez y  Acinesia, rigidez, rara
tembior en reposo vez se observa
temblor en reposo
Respuesta a terapia con drogas Si Si
antiparkinsonianas
Progresién de los sintornas Si No
Neuropatologia
Pérdida de neuronas Si Si
dopaminérgicas de la SNc¢
Presencia de cuerpos de Lewy Si No
Cambios neuroquimicos

Disminucion de la DA en CE Si Si
Decremento en fa actividad TH Si Si
Cisrminucion de la DA Si Si
extraestriatal
Reduccion de ofras aminas Si Si
biogénicas
Peroxidacion de lipidos Si Si
incremento de hierro Si No
Desbalance de fa homeostasis del Si Si
calcio
Disminucion de la actividad Si Si, solo complejo

enzimatica en el complejo | y Hil de
la cadena respiratoria

hidroxilasa

Tomado de Gerlach ef al, 1981,

1~



2.4. Dafio oxidativo y EP

El estudio de las especies reactivas del oxigenc es muy relevante pues
estas participan en la fisiopatogénesis de las enfermedades neurodegenerativas
(Richardson et af., 1990). La excesiva formacion de radicales libres en el tejido
cerebral es un mecanismo que participa de manera importante en la EP {Dexter et
al., 1989).

Es importante relacionar las evidencias que apoyan la hipotesis de la
formacion de radicales libres en este modelo de la EP con el parkinsonismo

idiopatico humano, ya que existen reportes de estudios post morfem que indican lo
siguiente:

1. En los cerebros de parkinsénicos la PL basal y la actividad de la superdxido
dismutasa aumenta (Y oudim, 1993).

2. El contenido de acidos grasos polinsaturados (substrato de la PL) en la
sustancia negra de ios cerebros parkinsénicos disminuye (Dexter ef af., 1989).

3. Los niveles de glutation reducido en la substancia negra de sujetos
parkinsonicos disminuyen {Riederer et al,1889). Sin embargo, existen otros
reportes donde se ha observado que los niveles de glutation y vitamina E se
elevan como un mecanismo compensatorio para contrarrestar el dafio del
estrés oxidativo (Adams ef af,, 1981},

4. Elion hierro (II"), promotor de radicales libres, esta aumentado en ia sustancia
negra de pacientes con EP (Riederer ef a/l.,1989)

5. Hay disminucion de cobre en la sustancia negra y en el CE de cerebros
parkinsonicos (Riederer et al., 1989; Dexter ef al., 1991), provocando una
reduccion de las funciones de enzimas dependientes de cobre (Mann ef al,,
1994)

6. En pacientes con la EP se ha encontrado una disminucién en el complejo | v |l

de ia cadena respiratoria en la sustancia negra {Jellinger et al , 1992)
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2.5. Radicales libres, metales y cerebro

Ef oxigeno tiene dos electrones desapareados, cada uno localizado en
diferente orbital (Halliwell, 1981), los compuestos organicos del cuerpe humano
son casi totalmente especies no radicales, que pueden reaccionar inmediatamente
con el oxigeno del aire y oxidar una molécula para aceptar un par de electrones en
los espacios vacios de los orbitaies del oxigeno.

La ruia principai del metabolismo del oxigeno molecular involucra su
reduccion completa hasta formar agua por aceptar cuatro electrones. Durante este
proceso se forman radicales fibres y perdxido de hidrégeno (Elstner, 1990) (ver
apéndice 2).

2.5 1. Formacidn de radicales libres en tejidos

Los radicales libres se forman en las células v en los tejidos por procesos
fisiclogicos normales como la cadena de transporte de elecirones en la
mitocondna, en el sistema citocromo P-450, en ia fagocitosis y en la sintesis de
prostagtandinas (Yu, 1994)

Varnos procesos y agentes enddgenos son capaces de generar radicales
libres in vivo, como es el caso del peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo que
S€ generan en el organismo como congecuencia del metabolismo normal.

La interaccion de algunos componentes celulares con las especies
reactivas del oxigeno pueden contribuir en las enfermedades dependientes de la
edad. Sin embargo, hay un balance homeostatice entre la generacion de radicales
libres y los mecanismos de defensa de los sistemas celulares. Cuando ios
mecanismos antioxidantes como la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa, no son suficientes para contrarrestar la produccién excesiva de

especies reactivas del oxigeno, la célula esta en un estrés oxidativo.



2.5.2. Susceptibilidad del cerebro a la accion de ios radicales libres

El cerabro es un érgano particularmente susceptible a la accién dafiina de los

radicales libres por las siguientes razones:

1. La tasa metabdlica del cerebro es elevada, permitiendo la generacidn de
radicales del oxigeno.

2. Las membranas neuronales son ricas en acidos grasos poliinsaturados, lo que
favorece la PL (Halliwelt y Guiteridge, 1989).

3. El cerebro es rico en metales de transicion (Fe y Cu, por ejemplo), promotores
de la generacion de radicales libres (Riederer ef al., 1989).

4. El cerebro tiene poca actividad de catalasa (Chance, B, et al., 1979) y poca
cantidad de superdxido y glutatién peroxidasa (Cohen, G., 1988).

2.6. Mecanismos de proteccidén contra los radicales libres

Los radicales del oxigeno se producen continuamente en los tejidos de
manera normal en el crganismo ya sea como subproductos del metabolismo
energético o bien cumpliendo funciones especificas como aquellas relacionadas
con la respuesta inmune.

Los radicales libres pueden dafiar a las células si las concentraciones
exceden & su capacidad antioxidante enddgena. Las enzimas tales como la
catalasa, la glutation peroxidasa y la superéxido dismutasa representan la primera
linea de defensa contra las especies toxicas.

Las células han desarroilado mecanismos para €l control de una produccion
excesiva de radicales libres, como la remocion de especies derivadas del oxigeno,
secuestro de hierro y otros metales en formas poce o no reactivas, atrapando
radicales libres o reparando el dafio molccular. Los mecanismos de proteccion
contra ef dafic oxidativo producido por los radicales libres incluyen sistemas de
enzimas que atrapan o desioxifican de especies reactivas del oxigeno como la
superdxido dismutasa para el ion superoxide, la catalasa y la glutatién peroxidasa

para el peréxido de hidrogeno. Asi como antioxidantes no especificos como el




glutation reducido, la transfernina, etc. Entre otros compuestos antioxidantes que
actian como atrapadores o inactivadores de radicales libres, se encuentran los
ubiguinoles, la bilirrubing, la ceruloplasmina, dcido Grico, vitamina E, beta caroteno

y las metalotioneinas (ver apendice 3).
2.7. Peroxidacion de lipidos (PL})

Los radicales libres producen gran cantidad de efectos toxicos sobre las
células Entre estos, uno de los mas importantes es la PL, el indice comUnmente
utilizado para medir el efecto biologico de los radicales libres.

La fluidez de la membrana proporciona a las células propiedades
ssenciales para su funcionamienfo. Esta capacidad esta dada por los acidos
grasos poliinsaturados que en su estructura tienen un doble enlace en ta unidn del
hidrdbgeno y en el carbon alitico (Figura 3). Los hidrégenos alilicos son
susceptibles a ser sustraidos por especies quimicamente reactivas que centienen
unc o mas electrones desapareados como los radicales libres (Sahnoun ef al,,
1897). El radical lipido formado, reacciona con el oxigeno molecular en la primera
de ias reacciones que producen el rompimiento de la estructura de los acidos
grasos polinsaturados. Esta secuencia de reacciones es cenocida como PL
(Guttendge y Halliwell, 1990).

‘‘‘‘‘ HC === CH BC === CH

VAAVAVAN
A A

Midrégena
alico

Figura 3 Estructura de los acidos grasos polinsaturados gue facilitan la iniciacion

de la peroxidacion de lipidos (Tomado de Sahnoun ef al., 1997)




2.7.1. Reacciones de la PL

La PL es una reaccion en cadena que se produce de manecra general en

fres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion (Figura 4).

tniciacion: La iniciacién de la reaccién en cadena se localiza en un doble
enlace de un acido graso insaturado. Los radicales libres captan un atomo de
hidrogene para su transformacion en agua. L.os acidos grasos insaturados son
dafiados y se transforman en radicales libres R’ , con una slbita
reorganizacion de sus dobles enlaces, en presencia de oxigeno, forman un

radical peroxilipidico ROO -

RH +radical libre — R +H.0

R +0, - ROO

2. Propagacion:. El radical peroxilipidico ROO desprendido, actGa sobre una
cadena insaturada vecina intacta, con formacion de un hidrogeno y un
hidroperéxide ROOH inestable, mientras que el radical ROO. que él ha
formado, puede recomenzar un nuevo ciclo. De esta reaccidn en cadena,
resulta el ataque de los lipidos de membrana por los radicales libres.

ROO +RH - ROOH+R’

Terminacion: La reaccion en cadena se detiene cuando dos radicales lipidicos
perienecientes o0 no a la misma molécula, interactian, creando enlaces

covalentes lipido-lipido, forman un producto no radical pero que dafa la
membrana celular,

ROO +ROO  -» ROOR+O;

0
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Abstraccon de \
+ZC-0H +'0.
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Figura 4 Formaciéon de radicales lipidicos, radicales peroxilipidicos e
hidroperéxidos lipidicos en la secuencia de reacciones que consttuyen la

percxidacion de lipdos (Tomado de Gutteridge y Halliwell, 1990).

Enla PL los acidos grasos polinsaturados de la membrana se degradan, lo
que produce un cambio en la composicion lipidica de la membrana celular que a
su vez induce cambios en las propiedades fisicoquimicas de la misma, entre elios
un aumente en la ngidez membranal y disfuncién que puede llevar a la muerte

celular por alteraciones energéticas subsecuentes (Yu ef af., 1992).
27.2 PLy dafio celular
La PL causa destruccion de los lipidos de las membranas fo que produce

reduccion en la fluidez de la membrana, inactivacion de los receptores v enzimas

unides a membrana 2 incremento en ia permeabilidad mespecifica a 1ones como el




Ca®", lisis mitocondnal y reduccion det ATP conduciendo a la muerte celular (Yu,
1892).

Las enzimas que cantienen grupos sulfhidrilo pueden inactivarse como ta
ATPasa-Ca; de la membrana plasmatica debido a la oxidacién de los enlaces
sulfhidrile lo que conduce a una deficiencia en la homeostasis del calcio citosolico
{(Jones et af., 1983).

La PL es una fuente importante de productos citotdoxicos como aldehidos

producidos por ta descomposicion de hidroperdxidos lipidicos (Esterbauer ef al.,
1990).

2.8. Deteccion y medicién de la PL

El efecto bioldgico de los radicales libres in vitro € in vivo, puede medirse de
diversas formas, los mas comunes evallan el efecto sobre a PL. En este frabajo
se evalu¢ la formacién de PFL como un indice del dafio inducide por el MPP™.
Este es un método attamente sensible que se basa en la formacién de bases de
Schiff como resultade de la reaccidn del MDA con los grupos amino. Estos
compuestos, junto con productos de polimerizacion de MDA, producen la
flucrescencia que puede ser medida en extractos lipidicos de cloroformo-metanol.
Es un buen método para medir PL mn vivo, siempre y cuando se caracterice que la
fluorescencia proviene de los productos finales de la PL, mediante la medicidn
simultanea de otro indice (Triggs y Willmore, 1984).

Otros métodos utilizados en [a deteccion y medicion de la PL son analisis
de acidos grasos por HPLC; anaiisis titrimétrico usando liberacién de yoduro;
ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), medicidn por
fluorescencia cuando los aidehidos reaccionan con los grupas aming formando
bases de Schiff y formacién de dienos conjugados entre otros, Otras técnicas

puaeden medir fa PL de forma indirecta cuando se detecta 1a presencia de radicales
libres
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2 9. Fitofarmacos

Los fitofarmacos son medicamentos cuya sustancia activa se encuentra en
el extracto de una determinada planta, a diferencia de un farmaco siniéticc que
proviene de una molécula guimicamente sintetizada (Lozoya y Gdmez, 1997) (ver
apéndice 4).

2.10. Ginkgo biloba

El G. biloba {(ver apéndice 5} se menciona en la farmacopea de la china
tradicional. Los chinos preparaban infusiones con las hojas del arbol para el
tratamiento def asma y la bronquitis. El primer registro de las propiedades
medicinales de las hojas de este arbol data de 1505 como tratamiento en
enfermedades del corazdn y pulmones.

Los arboles de G. biloba se plantan en lugares muy soleados y se cultivan
extensamente por sus nueces comestibles o con propodsitos omamentales,
también por las propiedades medicinales de sus hojas en el mejoramienio de la
circulacion sanguinea, el funcionamiento cerebral y pulmonar, asi como su uso en
ateroesclerosis, angina pectoral, niveles altos de colesterol, disenteria y filanasis
(Foster y Chongxi, 1992).

Actualmente se han gbfenido numerosos extractos principalmente de las
hojas del arbol de G. biloba, uno de ellos es el que se utilizo para este trabajo. El
extracto se denomina EGb 761, es una mezcla bien definida y estandanzada que
generalmente se utiliza para el tratamiento de insuficiencia cerebral, desdrdenes
cerebrales {incluyendo demencias), problemas neurosensoriales y disturbios en la
circulacion periférica {Defreudis, 1998).

2.11. Extracto de Ginkgo biloba (EGb 761)

En 1965 el Dr. Willmar Schwabe en Alemania caractenzo 1as actividades
farmacologicas del exiracto de G. biloba registrandolo para su UsO erapéutico

come “EGb 781", estando presente para 1978 en preparacion oral en el Tebonin



761 (40 mg) y para 1982 como Tebonin forte (80 mg) comercializados por
Schwabe (Alemania) (Defeudis, 1998).

El EGb 7681 es una mezcla compleja pero bien definida (ver apéndice 6),
mediante un proceso de extraccidn se obtienen los compuestos actives de las
hojas del arbol de G. biloba (ver apéndice 7). Bl extracto es conocido por sus
efectos benéficos en la patologia de las enfermedades cardio y cerebrovasculares,
mejorando el flujo cerebral global v local, asi como la microcirculacion; tiene
efectos protectores contra hipoxia, inhibe el factor de agregacion plaquetaria
(FAP}, incrementa ta reclogia de la sangre v reduce la permeabilidad capilar
{DeFeudis, 1891).

La eficacia terapéutica del EGb 761 no se basa en los efectos individuales
de los miltiples ingredientes activos, sino en la interaccidn de todos los

ingredientes, es decir una actividad combinada y polivalente (DeFeudis, 1998).

2.11.1. Componentes

2.11.1.1. Flavonoides: glucdsidos  flavdnicos, kaempferol, quercitina,
isoramnetina que estan unidos a un azlcar y en menor proporcién
proantocianidinas.

Los flavonoides son substancias de bajo peso moieéular presentes en el
reino vegetal, responsables del color caracteristicos de las hojas en el otofio y de
algunas flores. Funcionan como antioxidantes, atrapadores de radicales libres,
modulan actividad enzimatica, son quelantes de cationes y presentan actividad
antialérgica, antiinflamatoria, antiproliferativa, antiviral y anticarcinogénica (van
Acker et al., 1995). La fraccion flavonoide del extracto, es la gue proporciona la
actividad antioxidante y atrapadora de radicales libres {Joyeux et al., 1895). Las
proantocianidinas o taninos condensados interactian con proteinas membranales

maodificando las funciones celulares como la permeabilidad (Auguet et al., 1994).



2.11 1.2. Terpenoides: ginkgdlidos A, B, C y J, bilobalidos.

Estas sustancias son liposolubles responsables del sabor amargo del EGb
761. Los ginkgolidos son antagonistas del factor de agregacion plaquetana (FAP),
regulan la sintesis de glucocorticoides (Amri et al, 1996) y tienen actividad
antioxidante (Pietri et al., 1997). Los bilobalidos preservan la funcion mitocondrial
{Narasimhan ef al., 1989).

2.11.1.3. Acidos organicos: ascorbico, kinurénico, vanilico, hidroxibenzoico,
acético.

El extracto es de caracter acido por lo que se incrementa su solubilidad en
agua y posiblemente la biodisponibilidad de los constituyentes flavonoides vy

terpenoides que no son solubles en agua (Drieu, 1888).

2.11.2. Farmacocinética

La farmacocinética del EGh 761 involucra la absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion de sus multiples constituyentes que es esencial en |a
biodisponibilidad de los mismos pues es un factor importante en la concentracion
de la droga en el sito de accion. Sin embargo, es extraordinariamente dificil
evaluar las propledades farmacocinéticas del EGh 761 debido a sus numerosos
constituyentes activos y las posibles interacciones (aditivas, sinergistas o
antagorustas) que pueden ocurnr entre dichas sustancias. Las diferentes fasas de
metabolismo de los constituyentes del EGb 761 asi come sus diferentes sitios de
accion entre los organismos complica el problema, por lo que no existe una
evaluacién sistematica de la farmacocinética del extracto sino las propiedades de
algunas de las fracciones del extracto que lo conforman y puedan ser estudiadas
independientemente (DeFeudis, 1988)




2.11.2.1. En modelos animales

Después de ta administracion oral de EGb 781 en ratas, se observd que la
vida media es de 4-5 horas, los sitios con mayor absorcion son el estdmago v el
intestino delgado. En el sistema nervioso central las estructuras con mayor
distribucion de EGb 761 marcado radioactivamente son el hipotalamo, cuerpo
estnado e hipocampo. Se detectd la excrecion del 17%, 3 horas posteriores a la
administracion y 60% después de las 72 horas. El perfii de excrecion urinaria
muestra un maximo aproximado de 5 horas posterior a la administracion. La
disposicién bioldgica de los flavoneides del exiracto es rapida; 20 horas después
de la ingesta, la excrecion urinaria estd practicamente finalizada (Moreau ef al.,
1986). En la fraccion terpenoide la vida media de los ginkgdlidos Ay B es de 2
horas; con respecto a los bilobalidos es de 3 horas aproximadamente. Cuando se
administra el EGb 761 se tiene una vida media de los terpencides en general de 2-
3 horas (Biber y Chatterjee, 1985).

2.11.2.2. Estudios en humanos

En humanos se determind la absorcion de glucosidos flavdnicos despues
de su administracion oral con un extracto especial denominade LI 1370 que
contiene 24% de glucésidos flavonicos {Nieder, 1991), tiene un pico de 2-3 horas
después de la administracion. La absorcion intestinal de la fraccion flavonoide del
EGb 761 es de un 60%. Estos compuestos se eliminan después de 24 horas y la
vida media es entre 3 y 4 horas. Con respecto a ios ginkgodlidos A y B hay una
biodisponibildad completa; en el caso del ginkgolido C es muy baja con una vida
media de 1 a 2 horas. Sin embargo, en el caso de los bilobélides, es difici
determinar las propiedades farmacocinéticas porque son muy inestables, su
brodisponibilidad absoluta es de 72% y su vida media &s de 3 horas después de |a

administracion oral del EGb 761 en humanos sanos (Fourtillan et al., 1995)



El EGb 761 se administra oralmente a humanos en un medicamento
denominado Tebonin 761 que contiene 40 mg del extracto estandarizado ajustado
a 96 mg de glucosidos flavonicos y 2.4 mg de terpenoides (ginkgdlidos vy
bilobalidos), asi como Tebonin forte con 80 mg del exiracto estandarizado
ajustado a 19.2 mg de glucosidos flavonicos calculados como gquercetina y
kaempferol. Se ha demostrado que el EGb 761 es un farmaco seguro a dosis
terapéutica, sin producir dafio en la mucosa gastrica, ni alteraciones
cardiovasculares en el ritmo cardiaco o hipotension (BGA-Kommission E, 1994).

Las drogas utlizadas para el tratamiento de funciones cerebrales o
arteriopatias periféricas no poseen actividades farmacoldgicas inmediatas que se
puedan observar con una sola dosis, el EGb 761 no se utiliza en dosis masivas
sencillas para tratamientc de demencia o enfermedades arteriales, sino en
administraciones repetidas que producen efectos benéficos por un periodo mas
profongado (DeFeudis, 1998).

2.11.3. Propiedades del EGb 761
2.11.3.1. Efecto multifactorial del EGb 761

El EGb 761 en diversos estudios, tanto de laboratorio como clinicos, ha
demostrado tener un efecto muitifactorial, ya que presenta un triple mecanismo de
accion polivalente (DeFeudis, 1991).

1. Vascular: Reguia el tono arterial, capilar y venoso normalizando la irrigacion
tisular y la microcirculacion.

2. Reolégico: Inhibe el FAP (Smith et al, 1996}, disminuyendc el riesgo
trombotico micracirculatorio.

3. Metabolico; Estimula el metabolismo energético celuiar, aumenta la tolerancia
tisular a la hipoxia y es captador de radicales libres, lo que disminuye el niesgo

de lesiones en la membrana celular,



Se ha demostrado que el EGb 781 atenta el estrés oxidativo en
macréfagos, en céiulas endoteliales (Rong ef al., 1996) y cardiomiocitos; previene
la apoptosis inducida por radicales hidroxilo (Welt ef al., 1996); preserva la funcidn
mitocondrial protegiendo contra el estrés oxidativo asociado al envejecimiento en
la mitocondria (Sastre et al., 1998); inhibe la sintesis de glucocorticaides (Amri ef
al., 1996) y preserva la fluidez de la membrana (Stoll ef al., 1898). Sin embargo,
las evidencias mas solidas del papel protector del EGb 761 se han experimentado

en el sistema nervioso, como se mencionara posteriormente.
2.11.3.2. Accidn antioxidante y atrapadora de radicales libres del EGb 761

El extracto de G. hiloba, el EGh 761, tiene propiedades como agente
antioxidante (Ni ef al., 1998), potente atrapador de radicales libres (Pincemail y
Deby, 1986), como los radicales superdxido (Pincelmail ef af., 1988}, hidroxilo
(Pincemall ef al., 1987; Gardes-Albert et al., 1993) y peroxil (Maitra et al., 1995;
Kobuchi et al., 1997); protege a las neuronas expuestas a perdxido de hidrégeno
{Oyama ef al., 1896); inhibe la actividad enzimatica de la sintasa del éxido nitrico
inducible {Kobuchi ef al., 1997), tiene la capacidad de interactuar con el dxido
nitrico (Marcocci et al., 1994), desempefia una funcidén similar a la de la enzima
superoxido dismutasa en presencia de radicales libres (Pincelmail et af., 1983} y
disminuye la actividad de la enzima MAQ, (Wu y Zhu, 1999) entre otras
propiedades.

2.11 3.3. Funciones del EGb 781 en el sistema nervioso

Sistema nervioso central: El EGb 761 tiene efeclos neurcprotectores ya que
mejora el metabolismo energético del cerebro {Karcher et al., 1984); profege
contra hipoxia, 1squemia (Chatterjee y Gabard, 1981, Zalewska et al., 1996) v
edema cerebral (Chatterjee y Gabard, 1984); dismunuye la actividad de la
enzima MAQ (Auguet et al., 1982); reduce Iz perdida de los neurofransmisores

como consecuenaia del enveecimiento, praserva los sistemas de recaptura de



neurofransmisores en sinapotosomas (Taylor et al., 1981; Ramassamy ef al.,

1990), y previene la neurodegeneracion inducida por estrés oxidativo (Ni et al.,
1996)

Conducta, aprendizaje y memoria: EI EGb 761 tiene efectos benéficos en la
adquisicién, mejoramiento y retencion en los procesos de memona vy
aprendizaje (Winter, 1991), especialmente en animales de edad avanzada
{Continella y Drago, 1985). En el modelo exprimental de encefalopatia inducida
por radiacidén con pruebas posteriores de conducta, Lamproglou et al., {1997)
encontraron que el EGb 761 mejord el déficit cognitivo y les facilitd su

desempefic en pruebas conductuales.

Plasticidad y recuperacion traumatica: El EGb 761 protege contra el dafic en
estructuras cerebrales por su participacidn en la plasticidad neuronal en
estudios de lobotomia frontal bilateral (Atella ef al., 1989), hemiplegia cortical
{Brailowsky y Montiel, 1997) y dafio septohipocampal (Keiche ef al, 1996).
Protege las vias visuales que se dafian en el desarrollo postnatal estimutando
el metabolismo neuronal teniendo efectos en ia achividad de la citocromo
oxidasa considerada como un marcador de maduracién neuronal {Ruiz y Droy-
Lefaix, 1992). Otra funcién sumamente importante del extracto es la influencia
en el incremento de la expresién de factores troficos implicados en la
sinaptogénesis que producen un aumento en procesos de reinervacion
(Shifman et al, 1996). Los bilobalidos parecen ser los responsables de la
regeneracion e inervacion en nensos periféricos, de estimular astrocitos vy
proteger la miglina (Bombardelli, 1991).

Adaptacién neuropsicologica y efecios en el estrés. El EGDh 761 protege de las
respuestas dafinas del estrés como la ansiedad y la depresion. Facilita la
adaptacion conductual bajo condiciones de estrés en pruebas de aprendizaje vy
discriminacion (Rapin et al., 1894), reduce la respuesta hormonal del estrés de

crrugias agudas {Oliver el al., 1994), mejora la adaptabiidad al estrés que

iet)



produce dafio cerebral inducido por hipoxia y exposicion al calor o al frio
(Sharma et al., 1994; Ramachandran ef al., 1990). En pacientes geriatricos
progresaron los déficits cognitivos y la capacidad de adaptarse a las demandas
de estrés de la vida cotidiana (lsrael ef al., 1887). La capacidad ansiolitica del
extracto se le atribuye a [os bilobalidos (Noldner y Chaterjee, 1984); v los
ginkgdlidos pueden estar involucrados en mantener bajos los niveles de
glucocorticoides (Amri ef al., 1996)

Sistemas neurosensoriales: En el sisterna visual se ha observado que el
tratamiento con EGb 761 puede proteger del dafio de los radicales libres por su
accion antioxidante y de atrapador de radicales libres; disminuye los dafios
funcionales inducidos por isquemia-reperfusién, fotodegeneracion (Droy-Lefaix
et al., 1991) y retinopatia diabética (Doly ef al., 1986). También es Gtil en el
tratamiento de retinopatias asociados con desajustes en el metabolisme de Iz
glucosa (Doly et al., 1994) y disminuye el edema retinal que sucede durante la
reperfusion en retina de rata (Szabo et al., 1981). En el sistema vestibular y
auditivo, el EGb 761 influye en la sintesis de proteinas cerebrales y vestibulass
después de una laberintotomia en rata (Bustany ef al., 1992}, los flavonpides
del extracto son los responsables de la recuperacidon en modelos de
neurectomiz vestibular unilateral (Tighilet y Lacour, 1895), teniendo efectos
benéficos en la compensacion de déficits vestibulares o sindrome vertigineso.
En el sistema olfatorio el EGb 761 protege contra la axctomia que induce
muerte en el epitelio olfatorio (Jourdan et af., 1994)

2.11.3.4. Efectos del EGb 761 en el metabolismo de la dopamina (DA)

Varios estudios in vifro e in vivo han demostrado los efectos del EGb 761 en
¢l metabolismc de 1a DA. Ramassamy et al, (i990) confirmaron que a
concentraciones altas (mg/mi), el EGb 761 es capaz de inhibir ta recaptura de la
noradrenalina, DA y serotonina de manera dosis dependiente. Sin embargo, estas

concentraciones del extracto (o sus componentes) son muy altas para preductt



dichos efectos y nunca se alcanzan a acumular en el cerebro después de una
administracion en dosis terapéutica en humanos (120 mg/dia). Con estos
resultados Ramassamy decidié estudiar la actividad del EGb 761 pero z
concentraciones mas bajas. Los efectos fueron muy diferentes ieniendo que, el
EGb 761 a dosis de {2-16 pg/mi) preserva la recaptura de la DA

Cuando se administra EGb 761 a ratones en dosis repetidas (~100
mg/kg/dia) durante 17 dias, protege contra la neurotoxicidad inducida por la
administracion de la MPTP en Infusiones continuas de una semana. En este
estudic se monitored Ja recaptura de la DA en sinaptosomas estriataies
(Ramassamy ef al., 1990; Ramassamy et al., 1992). La accidén protectora del
extracto no depende de la inhibicion de la recaptura neural del MPP”; sina de las
concentraciones del EGb 761 requeridas para inhibir la recaptura de la DA (>250
ug/ml} que son mayores a las que se aicanzan in vive (Ramassamy ef al., 1992).

En otros estudios, se observd que fa incubacién prolongada (60 minutos) de
sinaptosomas estriatales en un medio oxigenado que contiene concentraciones de
acido ascorbico 0 01-1.0 mM produjo un decremento en la concentracion de la DA
dosis-dependiente. Esta reduccion de [a cantidad de la DA fue revertida por el

EGb 761 (10 ug/ml) o por trolox C, un antioxidante (0.1 mM) (Ramassamy et al.,
1992).

2.11.4. Usos terapéuticos del EGb 761

El EGb 761 se utiliza actualmente en el tratamento de desordenes
cerebrales causados por hipoxia e isquemia durante la insuficiencia cerebral, en
donde se presentan sintomas como confusion, dificultades en la concentracion y
memoria (Halama et ai., 1988}, enfermedades neurcdegenerativas en donde
procesos peroxidativos pueden operar (DeFeudis, 1991; Karcher ef al., 1984); en
enfermedades donde los radicales libres estén implicados; desérdenes psiquicos y
conductuales de la edad avanzada; demencia degenerativa, demencia vascular
(Kanowski et al., 1998) y demencia tipo Alzheimer de leve a moderada (Maurer et

al., 1997), deficiencia vascular penfénca (Bauer, 1984; Clissold et al., 1987),




deficiencia retinal de origen isquémico (DeFeudis, 1991) y en desérdenes
neuraosensoriales como son el vértigo, el zumbido en los oidos y la pérdida del
equilibrio (Baschek y Steinert, 1988).

Otras posibles mdicaciones terapéuticas del EGb 761 que derivan de sus
estudios clinicos podrian ser; su uso en cirugias a corazén abierto, en emboiias,
en la polineuropatia diabética, en el tratamiento del estrés oxidativo inducido por
luz uitravioleta, en el edema ciclico idiopatico, en la enfermedad de montafia
aguda y en ef sindrome de Raynaud (Defeudis, 1998). Los estudios de Emerit
(1995 a.,b) proveen de un fuerte sustento para ufilizar ef EGb 761 como agente

anticarcinogénico por ta capacidad su alta efectividad en atrapar radicales libres y
tener actividad antioxidanie.
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3. JUSTIFICACION

Fl esfrés oxidativo juega un papel importante en ia patogénesis de la EP y
en la neurotoxicidad inducida por el MPP™. |Los compuestos que tengan actividad
antioxidante y de atrapadores de radicales libres pueden proponerse como
tratamientos potenciales en la prevencion del dafio celular

El EGb 761 es un agente antioxidante, atrapador de radicales libres y tiene
efectos en el metabolismo de la DA.

En este irabajo se evalud la capacidad del EGb 761 para proveer
neuroproteccion en la PL inducida por el MPP™y evitar la disminucién de fa DA en
las neuronas del CE.

4. HIPQTESIS

Si el EGb 761 es un potente agente antioxidante, airapador de radicales
libres, reduce la pérdida de DA, restablece el metabolismo energético y la funcion
mitecondrial, entonces tendra un efecto protector al administrar 1a neurctoxina, ya
gue los mecanismos de dano celufar del MPP* descritos previamente son la
formacion excesiva de radicales libres, el bloqueo de Iz respiracion mitocondrial y
la disminucién de ATP al atacar a la mitocondna. De esta manera, se sugiere
encontrar neuroproteccion fanto en la PL como en [a neurctoxicidad

dopammérgica inducida por el MPP”.



5. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto del EGb 761 en el dafio neurotdxico producido por la
administracion del MPP™.

Objetivos particulares

La evaluacidén experimental de esta tesis esta enfocada hacia los siguientes
puntos:

Evaluar el efecio dosis respuesta del EGh 761 en la PL, como un indice del

dafio producido por el estrés oxidativo, inducido por la administracion del
MPP”

Evaluar el efecto del EGb 761 a diferentes tiempos de administracion de la

neurotoxina por medio de la PL.

Determinar el efecto del EGb 761 a diferentes daosis de MPP” para relacionar la
accion del extracto con la extension del dafio, mediante la PL comao un indice

del efecto bioldgico de los radicales libres.

Analizar la accién del EGb 761 en la neurotoxicidad dopaminérgica inducida
por el MPP", evaluando el contenido de DA estriatal a diferentes tiempos por
cromatografia de ligudos de alta resolucion (HPLC) con deteccién
electroquimica.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales

Para los experimentos se utilizaron ratones macho de la cepa C-57 black
(25-30 g} de 11 a 13 semanas de edad provenientes del bioterio tocal. Los
animales fueron mantenidos en condiciones estandar (ciclo de 12:12h luz

foscuridad, 21-22 °C) con alimento y agua a libre acceso.
6.2. Drogas y Reactivos

El yoduro de MPP" se obtuvo de Research Biochemicals Incorporated
{Wayland, MA). E! EGb 761 fue donado por la compafiia farmaceditica Farmasa
Schwabe de México. Este exiracto se disolvid en solucion salina y el pH se ajusio
a 7.4. El octil sulfate de sodio se obtuve de Sigma Chemical Co. {St. Louis, MO).
E} metanol para HPLC de Baker (México). Los otros reactivos usados en este
estudio fueron obtenidos de Merck, México.

6.3. Pretratamiento con EGb 761 y administracién de MPP”

Se utilizaron cuatro grupos experimentales para cada cbjetivo (Tabla 2).
Terminado el pretratamiento de 17 dias para cada uno de los grupos, se anestesio
a los animales por exposicion a éter y se inyectd 3 i en el ventriculo lateral
derecho (icv} con el tratamiento correspondiente. Los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical a los tlempos indicados en la Tabla 2. Los cerebros fueron
removidos inmediatamente y se obtuvo el CE para procesarlo y medir la PL por
formacion de productos fluorescentes lipidicos (PFL), asi como el analisis del
contenido de DA en el CE.



Tabla 2. Grupos experimentales

Pretratamiento (ip) Tratamiento Tiempos Evaluacion
durante 17 dias {ovy )] en CE
Dosis Respuesta Salina Salna 2 PL
del EGb 761
EGb 761 Salina 2 PL
(0.63,1.25,25,5 y10
mg/kg)
Salina MPP* 2 PL
(0 72 mg/kq)
EGh 751 MPP" 2 PL
(0.83, 1.25,2.5, 5,y 10 (0.72 mg/kg)
mg/kg)
Tiempos de Salina Salina 051,2y24 PL
administracion de
MPPR*
EGb 761 Salina 0512y 24 PL
(10 mg/kg)
Salina MPP” 0512y24 PL
{0 72 mglkg)
EGhH 781 MPP* 0512y24 PL
{10 mg/kg) (0.72 mg/kg)
Dosis Respuesta Salina Salina 2 PL
de MPP”
EGh 781 Salna 2 PL
{10 mg/kg)
Salina MPP* 2 PL
(0.18,0.36 y0.72
mg/kg)
EGb 761 MPP* 2 PL
{10 mg/kg} 018,036y 072
mo/kg)
Contenido de DA Salina Salinz 2,24v168 DA
en el CE
EGhH 761 Salina 2,24y 168 Da
(10 ma/kg)
Salina MPR" 2,24 y 168 DA
(0.72 mg/kq)
EGL 761 MPP” 2. 24y 168 DA
{10 mgfka) (0 72 mglkg)

CE, cuerpo ostrado, DA, dopamina. 1, horas., icv, inlracerebroventricular, 4, intrapertoneal, PL,
peroxidacién de lipidos, MPP" o0 1-meti-4-femipindino




6.4. Evaluacién de la PL

La PL se evalud con la técnica de formacion de productos fluorescentes
ipidicos (PFL) (Rojas y Rios, 1993).

Después de obtener el CE vy pesar el teypdo se homogeneza en 2.5 ml de
buffer de fosfatos {pH 7.0). Se tomaron alicuotas de 1 mi del homogenado y se
colocaron en tubos de vidric con tapa. Se adiciond 3 mi de una mezcla de
cloroformo-metanol (2:1 viv). Los tubos se taparon, se agitaron suavemente y se
mantuvieron en hielo durante 30 min para la separacion de [as fases. La fase
acuosa se descartd y 1 mi de ia fase cloroférmica se transfing a celdas de cuarzo,
en las cuales se adiciond 0.1 ml de metanaol.

Se midio la fluorescencia en un espectrofotdmetro de luminiscencia Perkin-
Elmer LS50B con una longitud de onda de excitacion de 370 nm y 430 nm de
emisidn. Previamente a [a medicion de las muestras, la sensiblidad del
espectrofotémetro de fluorescencia se ajustd a 140 unidades de flucrescencia con
un estandar de quinma (0.1 pg/mi) preparado en acido sulfirico 0.05 M. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia/gramo de tejido

himedo/ml de extracto leido. Las muestras fueron medidas por duplicado.

6.5. Analisis del Contenido de DA Estriatal

Después de obtener y pesar el CE el tejido se almacend a —70°C hasta su
analisis. Se homogeneizd el tejido en 500 Jl de solucidén antioxidante (metabisulfito
de sodio 0.5 mM vy acido perclérico 0.1% pév) utilizando un somicador Lab-line
ultratip labsonic system (Lab-line instruments, Melrose Park, IL) La muestras se
centrifugaron a 4000 g durante 15 minutos en una centrifuga Beckman J-21C a
4°C, et scbrenadante se fittrd en Millipore © 22 um antes de la inyecoidon en el
cromatografc. Para determinar el contenido de DA en cada muestra de CE se
empled el cromatégrafo de liguidos LC 250 Perkin Elmer con un asa de 20 pl y
detector electroguimico Metrohm 656 Los picos se integraron automaticamente en

el integrador Hewlett-Packard 3396-11. La curva de calibracton se construyd para la



7. RESULTADOS
7 1 Evaluaci6n def efecto dosis respuesta del EGb 761 en la PL inducida por MPP*

La administracian del EGb 761 a diferentes dosis, no tiene efectos sobre la
PL como se observa en la figura 5.

Por el contrario, ta administracion de MPP* (0.72 mg/kg) incrementd ta PL 2
horas después (72% de aumento comparado con el grupo control, p<0.01) como
previamente lo reportaron Rojas y Rios {1993) {Figura 8).

En los grupos pretratados con EGb 761 a lag dosis empleadas {0 63, 1.25,
2.5, 5 y 10 mgfkg) se observd una reduccion significativa en los niveles de PL
inducidos por ¢l MPP" con un patrén de dosis dependencia (Figura 6). La
disminucion de los vaiores de PL fue de 85%, 93% y 100% para las dosis de 2.5, 5
y 10 mg/kg de EGb 761, respectivarmente, cuando se comparan con el grupo
“salina + MPP™.

El grupo que recibio pretratamiento con la dosis mas alta de EGb 761 (10
mg/kg) fogré reducir completamente la PL inducida por el MPP* (la formacion de

PFL de este grupo no fue estadisticamente diferente al grupec “salina+ salina”,
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Figura 5. Formacién de productos flucrescentes lipidicos en el cuerpo estriado 2 h
después de la administracidén intracerebroventricular de solucidn salina en
animales previamente tratados con EGh 761 a diferentes dosis (0.63, 1.25,2.5,5y
10 mg/kg, i.p.) durante 17 dias. Los resuitados se expresan como €l promedio +
ES. n=6 sxpenmentos independientes. No hubo diferencias significalivas ANOVA
F=10 620, p>0 05



7.2. Efectos del EGb 761 en la PL a diferenies tiempos de administracion del
MPPY

Después de 30 y 60 minutos de la administracion del MPP™ (0.72 mg/kg) no
se enconfraron diferencias estadisticamente significativas en la formacién de PFL
con respecto al grupo control "salina + salina” (Tabla 3).

En contraste, 2 y 24 horas posteriores a la administracion del MPP® se
observd un incremento en [a PL de 72% vy 25% comparadas con el controi,
respeciivamente.

El pretratamiento con EGb 761 (10 mg/kg) no tiene efectos en la formacién
de PFL a 30 y 60 minutos después de ta administracion de MPP”. A 2 y 24 horas
el EGh 761 (10 mg/kg) disminuyd la PL, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo “salina + MPP™. Los grupos

pretratados con EGb 761 no fueren diferentes al grupo control “salina + salina”.
7.3 Efectos del EGb 761 en la PL a diferentes dosis de MPP*

Se utilizaron diferentes dosis de MPP* (0.18, 0.36 y 0.72 mg/kg) para
relacionar la dependencia en la formacidn de PFL 2 horas después de su
administracion.

Como se observa en la figura 7, hay un claro patrén dosis respuesta come
previamente reportaron Rojas y Rios (1983).

A la dosis méas baja de MPP* (0.18 mg/kg) no se encontrd un incremento en
la formacién de PFL comparado con el grupo control. A la dosis de 0.36 mg/kg, los
niveles de PFL incrementaron 22% con respecto a los valores del control. A la
dosis mas alta de MPP* (0 72 mg/kg) la formacion de PFL incrementd un 72% con
respecto al grupe control.

El pretratamiento con EGb 761 (10 mg/kg) disminuyd significativamente la
PL sdlo a la dosis mas alta MPP* {{.72 mgfkg) perc no a dosis menores (0.18 v
0.368 mg/kg) de MPP" (Figura 7).




Tabla 3. Efecto protecior del EGh 761 en la neurotoxicidad inducida por MPP”

Tratamiento

U Fluorescencia/g de tej/ml

Promedio = ES

0.5 horas
Salina + Salina 12328+ 8.65
EGb 761 + Salina 12433+ 12.06
Salina + MPP* 144 92 + 13,38
EGb 761 + MPP* 149.71 112086
1 hora
Salina + Salina 12317 £ 717
EGb 761 + Salina 130.57 £ 3.03
Salina + MPP* 148.42 + 6.53
EGb 761 + MPP" 148.38 £ 9.88
2 horas
Salina + Salina 134.06 £ 5.87
EGb 761 + Salina 11592 £ 568
Salina + MPP* 23115+930*
EGh 761 + MPP* 129.84 + 14 92 ++
24 horas
Salina + Salina 136.96 + 5.28
EGb 761 + Salina 136.29 + 3.18

Salina + MPP*
EGb 761 + MPP"

17138+ 1189~
145.58 + 1.95 +

Tabla 3 Formacién de productos fluorescentes lpidicos a {05, 1, 2 y 24 h) despues de la
administracidn de MPP {0 72 mg/kg) a ratones pretratados con solucien salina o EGb 761 (10
mg/kg, 1.p) durante 17 dias Los resultados se expresan como el promedio * ES, n=6-8
expernmentos independientes ANOVA F=8 044, p<0.05 * p<0 05 respecto al control ("satina +
salina) ** p<0 01 respeclo al control {"salina + salna”), prueba de Tukey = p<0 05 respeclo al
grupo con MPP™ ("salina + MPP™), prueba de Tukey '™ p<0 01 respecte al grupo tratado con MPP’
("salina + MPP™), prueba de Tukey
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Figura 7. fermacion de productos fluorescentes lipidicos en el cuerpo estrniado 2h
después de la administracién intracerebroventricular & diferentes dosis de MPP"
(0 18, 0.36 y 0 72 mg/kg) a ratones previamente tratados con EGb 761 (10 mg/kg,
1p.). Los resultados estan expresades como promedio + ES, n=6-8 experimentos
independientes. ANOVA F=28.447, p<0.05. * p<0.05 respecto al control (“salina +
salina”), prueba de Tukey. ™ p<0.01 respecto al contro! (“salina + salina”), prueba
de Tukey ' p<0.05 respecto al grupo con MPP™ (“salina + MPP™), prueba de
Tukey ** p<0.01 respecto al grupo con MPP* (“salina + MPP*™), prueba de Tukey




7.4. Efectos del EGb 761 en el contenido de DA en el CE después de la
administracion del MPP*

En la figura 8, se observa que el pretratamiento de EGb 761 (10 mg/kg) &
los tiempos evaiuados no causé efectos en el contenido de DA en el CE con
respecto al control.

La administracidn de MPP® a 2 horas no provoco efectos en la
concentracion de DA en el CE, a las 24 horas se obsernv® una disminucion
significativa del 40% de DA y de 37% a los 7 dias cuando se compard con el grupo
control (Figura 8).

En los grupos pretratados con EGb 761 (10 mg/kg) se observd un
incremento del 32% en el contenido de DA con respecto al grupo “satina + MPP”
s6lo 24 horas después. A los 7 dias el EGb 761 no tuvo efectos en tos niveles de

DA después de la administracion de MPP*.
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Figura 8 Contenido de dopamina en cuerpo estriado a diferentes tiempos (2h, 24h
y 7 dias) después de la admimstracion de MPP®™ (0.72 mg/kg) a ratones
previamente tratados con EGb 761 (10 mg/kg). Los resultados estan expresados
come el promedio + ES, n=6-8 experimentos independientes. ANOVA F=11.9036,
p<(0.05 * p<0 05 respecto al control ("salina + salina™, prueba de Tukey. ** p<0.01
respecto al control ("salina + salina”), prueba de Tukey. * p<0 05 respecte al grupo

con MPP* (“safina + MPP™"), prueba de Tukey.
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Figura 6. Formacidn de productos fluorescentes lipidicos en el cuerpo estnado Zh
después de la administracion de MPP" (0.72 mg/kg) a ratones previamente
tratados con diferentes dosis de EGb 761 (0863, 1.25, 25, 5 v 10 mg/kg, ip)
durante 17 dias. Los resultades se expresan como el promedio + ES, n=56-8
experimentos independientes. ANOVA F=10 620, p<0.05. ** p<0 01 respecto al
control ("salina + salina™), prueba de Tukey * £<0.05 respecto al grupo con MPP”

{"salina + MPP™), prueba de Tukey " p<0 01 respecto al grupo con MPP' (“salina
+ MPP™) prueba de Tukey




8. DISCUSION

Se encontrd que el pretratamiento con EGb 761 a las dosis probadas no
produjo cambios en los indices de PL (Figura 5), esto significa que el uso dei
farmaco no produce estrés oxidativo en el modelo expenmental empleado.

L2 dosis mas efectiva en evitar la PL inducida por el MPP' fue 1a de 10 mgrkg
{Figura 6}, esto se considera como proteccién contra los efectos neurotoxicos de!
MPP" teniendo un eomportamiento dosis dependiente.

Esta dosis (10 mg/kg} se utilizd para analizar la formacion de PFL a diferentes
tiempos, a diferentes dosis de MPP*.y para evaluar ¢l contenido de DA en el CE

La PL fue maxima a las 2 horas luego de la admirustracion det MPP™ como
reportaron Rojas y Rios {1993) a iempos menores no hube efectos en la formacién
de PFL (Tabla 3), esto indica que los efectos neurotéxicos del MPP' no se
desencadenan inmediatamente, este proceso tarda varios minutos en alcanzar su
maximo nvel, sin embargo después de 24 horas los valores de PL descienden dado
que en este modelo experimental hay recuperacion

El pretratamiento con EGb 761 protegié completamente a 2 v 24 horas contra
la neurotoxicidad inducida por el MPP™ (Tabla 3), contrarrestando el incremento en la
PL inducida por la neurotoxina.

Los datos sugeren que la formacion de PFL es dependiente de la
concentracion de MPP* (Figura 7} Es decir, a dosis bajas {0 18 mg/ky) de
neurotoxina el dafio fue imperceptible por lo tanto no se esperd que hubiera
proteccidn por parte del extracto al no haber incremento en la formacion de PFL. Ala
dosis intermedia de MPP” (0 36 mg/kg) se encontrd un incremento del 22% en los

niveles de PFL, sin embarga el extracto no fue capaz de contrarrestar el dafo



producido. Con la dosis mayor {0.72 mg/kg) la PL incrementé el 72% con respecto al
grupo control, en este caso el pretratamiento con el EGb 761 logro evitar
completamente el dafo producido por la neurotoxina. Lo anterior nos puede indicar
que, el EGb 761 sdlo protegid al CE cuando el dafio fue mayor, parece ser que la
intensidad del estrés oxidativo en el sistema influye en la efectividad del EGD 761.

Los posibles mecanismos por los que el EGb 761 protege del incremento en
la PL en el CE podrian ser, la capacidad de los componentes del extracto para
atrapar radicales hidroxilo, superdxido v peroxit que participan en la PL, asi como de
tener actividad antioxidante (Maitra ef al,, 1993), vya que se conace bien que el
MPP* provoca una sobreproduccidn de radicales libres (Wu et al., 1993) v PL (Rojas
y Rios, 1993) en roedores.

El extracto posee un gran potenciai para la proteccidn neuronai contra el dafio
oxidativo, sin embargo no se determing cuat de las especies reactivas del oxigeno
estuvo involucrada en este modelo.

Como apoyo a los resultados de este trabajo, existen numerosas evidencias
que muestran el papel neuroprotector del EGb 781. El extracte protege a las
neuronas contra el estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrégeno (Oyama et
al., 1986), se ha asociado con la reduccion de edema y PL en el cerebro (Dorman et
al., 1992), reduce la PL en sistemas productores de radicales libres, previene la
apoptosis inducida por el dafo de los radicales hidroxilo y protege del estrés
oxidativa en la mitocondria (Sioley et al., 2000; Nt ef af., 1996, Ramassamy el al |
1993; Pincemall et al., 1985).

EIEGb 761 es una mezcla estandarizada de diferentes compuestos activos y
principaimente contiene 3 grupos: flavonoides, terpenocides y acidos organicos El

EGb 761 muestra un perfil farmacoldgico heterogéneo, con diversos efectos sobre
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los comportamientos, reoldgicos, metabolicos y neuroquimicos (DeFeudis, 1991). La
fracoion flavonoide ha demostrado ser muy efectiva como atrapadora de radicales
superéxido (Ni et al., 1998) e hidroxilo (Bors ef al.,, 1990) asi como ser inhibidora de
la PL (Afanas’ev ef al, 1989). Sin embargo, el disefio de los experimentos no
permitid conocer cual compenente del extracto es responsable del efecto
neuroprotector contra ia PL al haberlo utilizado en conjunto

La efectividad del EGb 761 en la neuroproteccion podria deberse a un
compuesto en particular, ¢ bien, a la interaccion de dos o mas de ellos. Los
ilavonoides en su estructura quimica presentan anillos aromaticos y dobles enlaces
en su estructura quimica por lo gue reaccionan faciimente con radicales hidroxilo y
forman un producto de adicidn, atrapando directamente a los radicales hidroxilo. Los
grupos hidroxil fenélico pueden quelar Fe?* ¢ indirectamente inhibir la formacion de
radicaies hidroxilo {(Havsteen, 1883}; la presencia de dos a tres dobles enlaces en &l
anillo pirano central y dos grupos nidroxilo ibres en la posicion ortho del anilio B son
esenciales en la efectividad contra los radicales libres e indirectamente participan en
la inhibicién de Iz PL.

Con respecto al contenide de DA en el CE se observd que el pretratamiento
con EGDb 761 (10 mg/kg) no causd cambios en la concentracién del neurotransmisor
con respecto al control (Figura 8), esto implica que e! extracto no tiene efectos en la
sintesis de la DA al no encontrar una variacidon en los niveles del neurotransmisor en
el grupo ‘EGb 761 + salna” En coniraste, se corroboré gue la administracion del
MPP* es capaz de disminur hasta en un 40% los nveles de DA a las 24 horas y
37% a los 7 dias.

L.a proteccion contra la neurotoxicidad dopaminérgica por parte def extracto

solo se observa a las 24 horas evitando la reduccion de la DA en un 32%, sin
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embargo a los 7 dias, a pesar de encontrar todavia los niveles de DA disminuidos
con respecto al control como consecuencia de la neurotoxicidad dopaminérgica det
MPP”", no hubo proteccion por parte del extracto aungque se observd una ligera
tendencia al incremento en la concentracién de la DA.

Una posible explicacion para entender fo anterior podria ser que al administrar
EGb 761 durante 17 dias se logra una acumulacion y efectividad terapéutica maxima
en el roedor, sin embargo al producir la lesion dopaminérgica con el MPP' y hasta el
dia del sacrificio {7 dias después) no se administrd el EGb 761, debido a que el
objetivo de este trabsjo fue observar el efecto preventivo del exiracto como
tratamiento previo al dafio y no asi el resultado curafivo o restaurador. Siendo
factible que al transcurrir una semana el farmaco se haya eliminado por completo
perdiendo asi su efectividad en proteger a las neuronas en los indices medidos. Se
sugiere realizar expenmentos para observar que sucede cuando se continla el
tratamiento de EGb 761 posterfor a la administracion del MPP" hasta el momentio del
sacrificio

Los resuitados muestran que la PL sucede antes que el decremento de DA
por efecto del MPP* como reportaron previamente Rojas y Rios (1993).

Ramassamy ef al. (1992), han observado que el EGb 761 es capaz de
prevenir e decremento en la recaptura de la DA en sinaptosomas bajo condiciones
peroxidativas. Se ha reportado que los radicales libres pueden alterar la sintesis de
la DA {Zaleska ef ai., 1989}, inducir la PL de las membranas y alterar los sistemas de
recaptura de la DA (Rafalowska et af., 1989). Posiblemente uno o mas de estos
mecanismos sea el responsable de la neurotoxicidad del MPP* debido a que se

producen radicales libres en exceso durante su administracion



Existen dos reportes donde el EGb 761 puede proteger conira la
neurotoxicidad de la MPTP (protoxina de la MPP®) evaluando el contenido de DA en
CE. En este proceso se ha propuesto que esté involucrade la inhibicion de la
actividad de ia enzima MAO (Ramassamy et af., 1990; Wu y Zhu, 1899} La MAO-B
es requerida para la bictransformacion de la MPTP al metabolito toxico estable el
MPP’. Sin embargo en este trabajo ei efecto protector del EGb 761 no esta
relacionado con el biogueo de esta enzima en la biotransformacién de MPTP a
MPP”, ya que se administrd directamente el MPP" en el ventriculo lateral derecho, la
heurotoxina que produce el dafio celular.

Por otra parie, se ha demostrado que el EGb 761 tiene alta afinidad por el CE
(Moreau ef al., 1988), esto lo hace una droga candidato para proteger contra la
neurotoxicidad del MPP™ y posiblemente en un futuro utilizarlz en la clinica para el
tratamiento de 12 EP idiopatica.

Con esto, se aportard mas al conocimento del papel del EGb 761 en un
modelo experimentai de la EP. Este trabajo muestra gue el EGb 761 protege al CE
de la PL inducida por MPP" y protege parcialmente de la disminucion de la DA,
posiblemente actuando como un potente agente antioxidante o atrapador de
radicales libres.

El EGb 761 al ser un fitofarmaco no produce efectos colaterales graves
(Hanzel y Trunzler, 1989) como en el caso de la L-DOPA, el farmaco tradicionat para
el fratamientoc sintomatco de @ EP que s6lo disminuye la sintomatologia
temporalmente. Este extracto ha sido extensamente estudiade en los Ultimos 40
afos en Francia y Alemania principalmente. Actuaimente se utiliza en humanos para

el tratamiento de la demencia degenerativa primana, vascular o tipo Alzheimer,
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enfermedad vascular cerebral, pérdida de la memoria, vertige y tinnitus; algunas de
estas asociadas con la produccion de radicaies libres como es el caso de la EP.
Finalmente, aungque en México, la prevalenca de la EP es baja {40-
50/100,000 habitantes) es muy importante poner especial atencion y destinar
invesfigacion clentifica hacia el conocimiento, manejo y tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas como 1a EP, debido a que la esperanza de vida
ha aumentado en las Ultimas décadas. Actuaimente la pohlacién de indivudiuos
mayores de 65 afos 0 mas de edad asciende al 12 0 13% de la poblacion mexicana,
por lo que en unos afios se espera gue las enfermedades neurodegenerativas se

incrementen sorprendentemente.



9. CONCLUSIONES

El pretratamiento con EGb 761 no produce efectos en la PL ni en la
concentracion de DA en el CE.

La dosis mas efectiva en producir neuroproteccidn evaluada come PL y
contenido de DA en CE es de 10 mg/kg/dia.

El EGb 761 protege a las neuronas del CE contra la PL inducida por el MPP*
posiblemente actuando como un potente agente antioxidante o atrapador de
radicales libres.

La PL mas elevada sucede a las 2 horas después de la administracion de MPP”
siendo completamente inhibida por el pretratramiento con EGb 761.

La formacion de PFL es dependiente de la dosis de MPP", el EGb 781 sdlo
protege cuando la intensidad del dafic es mayor.

Los compuestos del EGb 761 previenen parcialmente el dafio celular a las
neuronas dopaminérgicas evitando la reduccion en la cantidad de DA estnatal
asociado a la administracion de MPP™.

Con mas investigacion el EGb 761 se puede proponer como una alternativa de

terapia de apoyo en el fratamiento de pacientes con EP por su accion

neuroprotectora.
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10. APENDICES
A1 Modelos experimentaies de la enfermedad de Parkinson

A1.1. Modelo colinérgico

Las drogas colinérgicas inducen sintomas parkinsénicos como el temblor, la
ngidez, la catalepsia y la acinesia, los agentes colinérgicos principalmente son la
tremorinza y la oxotremonna (Brimblecome y Pinder, 1972). Sin embargo, € temblor
inducido por agonistas colinérgicos semeja mas una condicion de intoxicacion
colinérgica (Duvoisin, 1976).

A.1.2. Lesiones neuronales no selectivas

En los modelos quirrgicos se realizan lesiones estereotaxicas en la via
nigroesinatal de monos, dafiando las termirales dopaminérgicas, produciendo
temblor, bradicinesia v rigidez, asociades con ia dismunucion de DA en el caudado y
el putamen (Poirier ef a/, 1966). Sin embargo, este modelo no es selectivo porque

es muy dificit dafiar una sofa via sin afectar el tefido cerebral circundante (Zigmond y
Stricker, 1984).

A.1.3. Modelo del envejecimiento

Con el envejecimiento se ha propuesto gue las neuronas de la via
nigroestnatal pueden producir toxinas especificas del metabolismo dopaminérgico
(radicales libres, guinonas, toxinas endogenas y exdgenas), contribuyendo a la
patogenesis de [a EP (Shoulson, 1989).

A1 4 Modelos quimicos

El empleo de diversas drogas, quimicos © nreurotoxinas especificas han
mostrado inducir sindromes parkinsénices alterando ia transmision dopaminérgica
en el sistema nervioso central por diversos mecanismos' alectando la sintesis, ol

almacenaje o la secrecion de neurolransmisores, ¢ bien, dafando los silics



receptores. Estos efectos pueden ser permanentes ¢ transitorios. Las toxinas como
la 8-OH-DA, el manganeso y la MPTP desiruyen neuronas selectivamente simitar a
to gue sucede en la EP.

A.1.4.1. Reserpina

Uno de los primeros modelos expenmentales de la EP fue la administracién
de reserpina al ratén (Carlsson ef af. 1957), observando hipocinesia y disminucion
de las monoaminas siendo estas reversibles al utilizar la L-DOPA. La reserpina
interfiere con el almacenamiento de la DA, la noradrenalina y la serotonina en los
granulos intracelulares conduciendo a la reduccion principalmente de la DA en las
terminales nerviosas. Los sintomas que produce son sedacion, hipocinesia, ngidez,

catalepsia y con frecuencia temblor (Hornykiewicz, 1968), siendo reversibles y no
selectivos.

A 1.4.2. B-hidroxidopamina (8-OH-DA)

La 6-hidroxidopamina (6-OH-DA) destruye selectivamente sistemas
catecolaminérgicos por su similitud estructural con las catecolaminas, siendo capaz
de concentrarse en las terminales de estas neuronas por el sistema de transporte de
alta afinidad que existe en sus membranas (Sachs y Jonsson, 1875) La 8-OH-DA se
administra en los ventriculos laterales del cerebro de la rata 30 min después de la
inyeccion  sistémica de desmetilimipramina (un mhibidor de alta afinidad del
transporte de la norepinefrina) bloqueando asi los efectos toxicos de la 8-OH-DA en
las neuronas que confienen esta catecolamina, resultando una pérdida de DA
permanente y especifica en el sistema nervioso central. Este modelo también
degenera los axones de la via nigroestriatal con la pérdida permanente de mas del
95% de las terminales dopaminérgicas en el CE (Ungerstedt, 1971a, Bloom et al.,
1969).

Los sintomas observados son acinesia y catalepsia que pueden ser
reversibles al administrar agonistas de la DA como [a L-DOPA, la bromocriptina v 1a
apomorfina. Cuando se administra bilateralmente en la sustancia negra de roedores,
los animales presentan hipocinesia, afagia y adipsia, con la inyecaidn unilateral se
produce afagia y adipsia (Ungerstdet, 1971b)




A.2. Radicales libres y especies reactivas del oxigeno

Un radical libre es aquella especie quimica que posee uno o més electrones
desapareados. Los radicales libres se generan pot excitacion electromagnética del
oxigeno molecular (Figura 9), la degradacion de especies reactivas del oxigeno y
durante reacciones bioquimicas normales en el tefido Los electrones no apareados
hacen a estos compuestos altamente reaclivos y pueden iniciar reacciones de
peroxidacion en varios susfratos Iimportantes para la actividad celular como

proteinas, lipidos y acidos nucléicos (para una revision ver Hallwell y Gutteridge,
1984).

A.2.1. Oxigeno singulete

Es una formza reactiva del oxigeno que no tiene electrones desaparcados y
por lo tanto no es un radical, tiene una vida media de 1x10% s y es un agente
oxidante muy poderoso (Ross y Moldeus, 1991} La formacién def oxigene singulete
ocurre in vive en cloroplastos iluminados (Hallwell, 1981), en el cristalino y en la
retina de los mamiferos {Landthaler, et al., 1993) E! oxigeno singulete es capaz de

iniciar la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados dafiando las membranas
(Jamieson, 1986).
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A 2.2, Superéxidoe

El radical superéxide se obtiene cuando el oxigeno molecular se reduce par
un electron  El superdxido es una molécula con un electron desapareado
sorprendentemente inerte, tiene una vida media de 1x10® s, es un buen agente
reductor (Ross y Moldeus, 1891), su principal reaccion es la dismutacion en la que
reacclona con el mismo para formar peréxide de hidrogeno vy oxigeno (Fndowvich,
19935) por lo tanto es precursor de los agentes mas reactivos

Este radical se forma in vivo en una gran vanedad de celulas aerdbicas
{Hallwell, 1981), debido a la actividad producida por la cadena de transporte de
glectrones en la mitocendna, asi como el reticule endoplasmico, que son sus
prncipales fuentes Otras celulas que preducen superéxido son 1as fagociticas, los

monecites, neutréfilos, eosindfilos vy macrofagos de varios tipos incluyendo las




células microgliates del cerebro (Coltors y Gilbert, 1987), como una proteccidn conira
organismos que intentan infectar el sistema nervioso central (Curnutie y Babior,
1987).

El radical superdxido puede inactivar directamente aigunas enzimas (Zhang et
al., 1990), junto con el radical dxido nitrico pueden reaccionar con &l peroxinitriio
determinando su reactividad en mediar reacciones oxidativas (Miles ef al., 1995} En
presencia de peréxido de hidrogeno el radical superdxido puede ser precursor del
radical hidroxilo (Buechter, 1988); y estar implicado en el dafio fisular y la
neurodegeneracion {(Jiang et al., 1999).

A.2.3. Perdxido de hidrégeno

La adicibn de un segundo electron al radical superdxido produce el 1on
perdxido, que no tiene electrones desapareados y por e tanto no es un radical Una
vez formado el ion peréxido a pH fisioldgico, se protona de inmediato v produce el
peroxido de hidrégeno (H:0;). La dismutacion del superdxido (O.7) es la mayor
fuente de HyO,, esta reaccion |a realiza la enzima superdxido dismutasa (SOD) para
remover el superéxido.

S0D

20, + 2HY = H05 + O3

El perdxido de hidréogeno es un agente oxidante, no muy reactivo pero penetra
facimente las membranas celulares por difusion, al reaccionar CoOn sustratos
organicos es muy lento (Ross y Moldeus, 1991). En presencia del 16n ferroso (Fe?”),
se descompone en ion hidroxilo y en radical hidroxilo, el mas citotdxico de todos los
radicales capaz de atacar las estructuras organicas mas estabies {Hallweil y
Gutteridge, 1984). El perdxide de hidrogeno puede ser removide de ias células
humanas por dos enzimas: 12 catalasa y la glutation perexidasa (Jain et al., 1991)

Existen ofras enzimas que producen perdxido de hidrogeno en los tepdos
humanos, como la L-amino oxidasa y la monoamino oxidasa (MAQ). La
desaminacidn oxidativa de la DA por la MAO es la via catabolica mas importante en
las terminales dopamimnérgicas En la EP hay un recambic acelerado de la DA que

produce un mncremento en la formacen de peréxide de hidrageno que puede




provocar una fuerza oxidante en las terminales dopaminérgicas que restan y asi
acelerar su destruccién (Cohen, 1988).

A2 4. Radical hidroxiio

El perdxido de hidrégeno a su vez forma dos radicales hidroxilo {OH 7), debide
a ia ruptura hornoiitica de enface O-O de la molécula. Si el perdxido de hidrégenc
{H20») se combina con los iones Fe 2* se forma el radical OH™ por la reaccion de
Fenton:
Fe?" + H,0; > Fe ™+ OH ™ + OH
Otfra reaccion conduce a la formacion de radicales hidroxilo denominada

reaccion de Haber-Weiss:

Catalizada por hiero

O + HyOp - OH +0OH+0O,

E! radical hidroxilo es el mas dafiino de todos los radicales libres producidos
en las celulas, es extremadamente reactivo puede adicionar, abstraer y transferr
electrones con casi cualguier bismolécula a pesar de que su distancia de difusion es
muy pequeha y solo existe por una pequena fraccién de segundo (1x10“9 s} (Yu,
1994).

Destruye enzimas, carbohidratos, altera el DNA (causande cambios quimicos
a las bases puricas y pirimidicas), dafa los lipidos produciende PL at remover o
adicionar hidrogene en las Insaturaciones y altera la permeabilidad membranal hasta
conducir a {a muerte celular (Aruoma et af., 1991).

A 2.5. Oxido nitrico

El éxido nitrico es un radical gaseoso que reacciona con el radical superdxnido
para formar un producto no radical congcido come peroxinitrito (Huie y Padmaya,

1993) que al descomponerse produce radicales hidroxilo (Beckman y Crow, 1993).

El peroxinitnte es citotéxico, es un agente muy oxidante capaz de causar dafio

celular, nactivacién mitocondrial y dabar el DNA por desaminacién (Beckman,
1991)



El éxido nitrico es liberado por varios tipos celulares, principalmente las
celulas endoteliales y los fagocitos. (Moncada et al, 1981), puede inactivar enzimas,

infubir la cadena de transporie de electrones v dafiar la funcidn mitocondrial (Richter
et al, 1994)

A.3. Proteccion contra los radicales libres

Existen varios mecanismos de defensa en la célula contra el atague de los
radicales [libres, estos pueden ser enzimaticos, compuestos antioxidantes no

especificos, atrapadores o inactivadores de radicales libres. A continuacion  se
menciona algunos brevemente:

A.3.1. Superdxido dismutasa

La superéxido dismutasa {SOD) es la enzima que atrapa ai radical superéxido
en las células descubierta por McCord y Fridovich (1969).
La SOD cataliza la dismutacién del radical superoxido a peroxido de

hidrégeno. Existen dos isoenzimas SOD: la Cu-Zn-SOD en el citoplasma v la Mn-
SOD en la mitocondria.

SOD
20, + 2HY ~» H,05 + O3
Las formas mutantes de las 1soformas de la SOD son importantes en el ongen

de las enfermedades neuroldgicas como la esclerosis lateral amiotrofica (Hosler y
Brown, 1995)

A.3.2. Catalasa

La catalasa (CAT) cataliza la transformacidon de perdxido de hidrogeno en
agua.

CAT
2 Hy0s - 2H,0 + 02

G0




En la célula comparte funcién con la glutation peroxidasa, aproximadamente
la mitad del peréxido de hidrogeno producido en la célula es destruido por la CAT
L.a CAT esta distribuida en diversos tejidos, su actividad varia entre células y tejidos,
por gjermplo en el cerebro hay poca actividad. La deficiencia de CAT existe, sin
embarga es relativamente inocua {Babicr, 1997).

A3 3. Glutatién peroxidasa

La giutatidon peroxidasa forma parte de un sistema donde operan dos
enzimas, la glutation peroxidasa y la glutatidn reductasa en un ciclo entre formas
oxidadas y reducidas (Burk, 1890).

La glutation peroxidasa se localiza en el cioplasma y en la matriz
mitocondrial, esta enzima cataliza la reduccion de perdxido de hidrogeno para
transformar el glutation reducido a glutation oxidado. Existen dos tipos de giutatidon
peroxidasa, ia dependiente de selenio v fa independiente de selenio (Yu, 1994).

La deficiencia de glutatidn peroxidasa y gltuation reductasa produce anemia
hemolitica severa que empeora cuando se empiean drogas oxidantes como la
nitrofurantoina y ciertas sulfonamidas (Cohen ef al., 1985).

Estas dos dltimas enzimas no actian directamente sobre un radical libre, ya
que el peréxido de hidrégeno no tiene electrones desapareados, sin embargo evitan
gue se forme el radical hidroxilo a través de la reaccién de Fenton. Por esta razon,

las enzimas que inactivan al peréxido de hidrégeno previenen ia formacion de
radicales bres y la PL.

A3.4. Ceruloplasmina.

La ceruloplasmina es un transportador del cobre en el plasma sanguinec
(Linder y Hazegh-Azam, 1996), es considerado como e! principal transportador de
cobre del sistema nervioso central (Lee et al., 1993, Crowe y Morgan, 1996)

Ei cobre es muy importante en el metabolismo de varios tejidos incluyendo €l
cerebro, la disminucion dei cobre en el tejido cerebral, trae como consecuencia una
reduccidn en el funcionamiento de los complejos dependientes de cobre como son el

complejo de cobre unido a metalotioneina (Cu-MT), la cual induce una mayor
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tolerancia al dafio provocado por radiaciones ionizantes (Sarenson ef al., 1995} y la
superdxide dependiente de cobre. La cerulopfasmina tiens una achividad enzimatica
de ferroxidasa, es dedir, que cataliza el paso del Fe®' a Fe*, reducendo el
contenido tisular de Fe®™ disponible para la reaccién de Fenton (Da Silva y Aust,
1993}, por lo tanto disminuye los niveles del radical hidroxilo generado en dicha
reaccidn. La capacidad de la ceruloplasmina en el secuestro y dismutacién de
especies reactivas del oxigeno como el radical superoxido, ha sido sefialada como Ia
responable de sus efectos inhibidores de la PL (Goldstein, 1979).

A.3.5. Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas de bajo peso molecular, ricas en
cisteinas, captadoras de metales. Existen cuatro isoformas denominadas MT-1, MT-1i
(Kag y Schaffer, 1988), MT-Ill (Uchida et al., 1991; Masters ef al,, 1994) y MT-IV
(Quaife ef al., 1994). Son atrapadoras de radicales libres, aunque no se sabe el
mecanismo exacto, se sugiere gue los grupos tiol de [a proteina sirven para unir ias
especies reactivas de! oxigeno y en particutar los radicales hidroxilo. In wire se ha
demostrado la capacidad de la MT de captar radicales hidroxilo (Thornalley y Vasak,
1985) También regula el metabolismo de los metales fraza de mporiancia
fisiologica como son el cobre y el zinc, destoxffica de metales dafiinos vy tiene

actividad tanto antioxidante como atrapadora de radicales libres (Sato y Bremner,
1993).

A3.6. Antioxidantes

Los agentes antioxidantes actlian dejando que {os radicales libres sustraigan
un atomo de hidrégeno de la molécuia antioxidante y no de los acidos grasos
poliinstaturados, rompiendo la cadena de reacciones de los radicales libres para
producir un radical antoxidante que es una especie Nc reacliva. Los principales
antioxidantes reportados son la vitamina E (Mattill, 1947), pigmentos carotencides
capaces de atrapar al radical superéxido (Mathews, 1964); el acdo ascorbico
(Farrhurst, 1983) y los compuestos que contengan flavonoides como es el casc del
EGb 761 entre otros (Joyeux et af., 1995, Pietn ef al.. 1897)




A.4. Fitofarmacos

Los fitofarmacos forman parte de ia terapéutica en fa medicina cientiiica y son
utilizados para el trafamiento de enfermedades o padecimientos definidos. Las
sustancias activas de las preparaciones vegetales, esencialmente exiractos
estandarizados, se elaboran en diversas presentaciones igual que los farmacos
provenientes de la quimica sintética como: capsulas, tabletas, grageas, ampolletas,
pastas, unglentos, geles, polvos, granulos, gotas, soluciones, jugos € infusiones;
empleados en el campo de la medicina cientifica, cuyos efectos farmacolégicos se
prueban en experimentos y cuya eficacia terapéutica se comprueba en estudios
clinicos y por medio de |a practica médica (Hansel, 1987).

Ur fitofarmaco se puede preparar a partir de.

a) las partes vegetales cortadas o pulverizadas

b} los jugos de la planta

¢) las tinturas, las maceraciones en aceite y los destilados

d) los exfractos de las partes de la planta, obtenidos por diferentes procedimientes,
con solventes (Lozoya y Gomez, 1997).

En general, los fitofarmacos, no son medicamentos para el tratamiento agudo
o de urgencia sino en padecimientos cronicos en las vias respiratorias, en
enfermedades gastrointestinales, problemas de circulacién, dermatologia, urologia y
trastornos cerebrales, pues se requiere de un uso prolongado para obtener los
efectos deseados.

A diferencia de los farmacos sintéticos, la mayoria de los fitofarmacos no
producen efectos secundarios por lo gue se caracterizan por un rango terapéutico

amplio, lo cuat permite una terapia con pocos efectos colaterales en general. (Hansel
y Trunzler, 1989).
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A5. Caracteristicas de Ginkgo bifoba

Reino Plantae
Divisién: Ginkgophyta
Clase: Ginkgopsida
Orden: Ginkgoales
Familia: Ginkgoaceae
Geénero: Ginkgo

Especie: Ginkgo biloba

El Gmkgo biloba es la especie de arbol mas vieja de las existentes y es el
Unico descendiente vivo de un grupo de plantas que durante et Mesozoico se hallaba
mucho mas extendida. Los fosiles del G. bifoba datan de 250 millones de afios De
Asla fue introducido en las regiones templadas de Europa y Aménca del Norte
aproximadamente en el siglo XVII (Del Tredici, 1991). Pertenece a la clase
Ginkgopsida, se categonza en su propia divisién Ginkgophyta y representa a la Unica
especie viva del orden Ginkgoales

Ezs sorprendentemente resistente a virus, bacterias, hongos e insectos y tiene
un alto nivel de adaptabilidad al ambiente. Posee una gran longevidad, llegan a vivir
mas de 1000 afios. Sus frutas son parecidas a las nueces, pero despiden un olor
desagradable a mantequilla rancia. De sus frutas y hojas se destilan diferentes
extractos. Las raices tienen una gran concentracién del ingrediente activo de uno de
los extractos (ginkgolidos) pero debido al lento crecmiento del arbol nc es
conveniente recolectartas (Itil, 1995).




A.5.1. Descripcién

El Ginkgo biloba es un arbol dioico {gjemplares masculinos y femenines), con
flores diclinas (cada arbol produce flores de un solo género), caducifolo (pierde sus
hojas en otofio) que alcanza una altura maxima de 30-40 metros. A continuacion se

presenta una descripcion breve de las caracleristicas del Ginkgo biloba (Gifford y
Foster, 1989; Bold et af,, 1987).

- Dosel: cilindrice y de porte amplic

- Corteza: en un arbol joven es de color marrdn grisdceo, mientras que en los
ejemplares viejos sugle ser marrén oscuro con hendiduras profundas.

- Hojas: tienen nervaciones dicotdmicas que parten de la base, hienen forma de
abanico y son carnosas, se agrupan en los tallos corios en forma de ramilletes de
dos a seis mientras que en los tallos largos aparecen dispuestas de forma alterna;
son de color verde intenso, fisas en ambas caras cublertas por una fina capa de
cera. La lamina sale de un peciolo de 2 a 9 centimetros de longitud, con lo que las
hojas pueden llegar a medir hasta 14 centimetros de largo y 13 de ancho. Las hojas
mas grandes, se hallan cerca del tronco y suelen producir retofios en los ejemplares
de maycr edad En otofio las hojas, antes de caerse, adquieren un color amanllo
intenso

- Flores. Las flores brotan de ejes de hojas escamosas las inflorescencias
masculinas tienen numerosos estambres, cada filamento presenia dos sacos de
polen. Las flores femeninas dispuestas en largos pedinculos, suelen portar dos
capsulas, aungue en ocasiones pueden contener fres o mas. En las zonas de
plantacién la épocz de floracion es en mayo encargandose el viento de la
polinizacion.

- Semillas' Las semillas presentan dos hojas embrionarias por lo que es una planta
dicotiledenea.




A.6. Estandarizacién del EGh 761

Aproximadamente de 100 kg de hojas de G. biloba se obtienen 25 kg de
exlracto que conliene segln la Autoridad Alemana en Salud Federal. 22-27%
glucdsidos flavonicos; 5-7% terpenoides de los cuales 2.8-3.4% son ginkgdlidos A,
B, C, J y 2.6-3.2% son bilobalidos, menos de 1 ppm de alguilfenol; menos de 5 ppm
de acidos ginkgdlicos; 6.5% proantocianidinas y de 5-10% de acidos organicos. La
desviacion de los rangos incluye fluctuaciones obtenidas durante la produccidn vy el
anahsis. (BGA-Kommission E, 1994)

Sin embargo, el producto final del EGb 761 controiado analitcamente
cantiene 24% de glucosidos flavénicos y 6% de terpencides {3 1% ginkgdlidos; 2.9%
bilobalidos)}{Drieu, 1988).

Otras fracciones del EGb 761 se han utilizado en diversos estudios como son.
el LI 1370 que contiene 24% de giucosidos flavénicos, el CP 205 (fraccidn

flavoncide); la fraccién terpencide; el GKA (ginkgdlide A) , el GKB (ginkgdlido B ) v
fa fraccidn bilobalida.

A.7. Cultivo, Cosecha, Extraccién y del EGh 761

Desde 1982 la farmacéutica Schwabe cuenta con plantaciones de arboles de
G. biloba establecidas en |a region de los Burdeos en Francia y en Carolina dei Sur
en los Estados Unidos de Aménca que superan los 25 millones de arboies. Podan
los arboles en invierne para tener una mayor produccién de hojas, manteniéndolos a
una altura de 1.80 m aproximadamente (DeFeudis, 1998).

Las hojas se colectan verdes entre agosto y septiembre, se dejan secar hasta
que tengan una humedad de menos del 10% y se empacan para su extraccicn (Del
Tredici, 1991). Se realza un analisis de los constituyentes activos para asegurar la
estandarizacion, pues estos dependen de variaciones estacionales

En la preparacion de! extracto se utlizan las hojas secas de alta calidad
donde se mezclan con agua y acetona. Después de la evaporacidn de |la acetona se
realiza una serie de 18 pasos para ehminar sustancias indeseables (acidos
ginkgodlicos y biflavonas) y para ennguecer el extracte en sustancias activas

consideradas a ser relevantes en  eficacia terapéutica (glucdsidos flavonicos,



ferpencides). Los procedimientos de extracaidn v definicion  quimica
ngurcsamente controlados v estandarizados (Figura 10).

estan

Hojas de Ginkgo biloba

Extraccion con acelona/agua
Y

Extracto total

Remocidn de los compuestos
fuertemente hpofilicos
A4

Componentes solubles en agua

Enriquecimiento de
compuestos activos

Sustanclag actvas y
Cornpuestos polifendicos
condensados

Remocidn de compuestos
poiifenadlicos

¥

EGb 761

Figura 10. Esquema donde se muestra el procedimiento de extraccién utilizade para
preparar el EGb 781 de las hojas del Ginkgo biloba (Tomado de DeFeudis, 1998)

Los componentes del EGb 761 tienen diferentes actividades farmacolégicas y

sus proporciones relativas en el exfracto estan relacionadas con los efectes
terapéuticos del extracto total
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