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1. RESUMEN 

El ion 1-metil-4-fenilpiridino (MPP') es usado como modelo experimental de 

la enfermedad de Parkinson (EP), la producción excesiva de radicales libres se ha 

propuesto como su posíble mecanismo de daño a las neuronas dopaminérgicas 

del cuerpo estriado (CE). Estos radicales libres son capaces de afectar a los 

Jípidos de las membranas a través de la peroxldación de Jípidos (PL). Por otra 

parle, el EGb 761 es un fármaco proveniente de las hojas de Ginkgo biloba que 

tiene actividad antioxidante y es atrapador de radicales libres. Esto sugiere su 

posible acción protectora en el daño inducido por el MPP+ Se evaluó si el EGb 

761 protege de la PL y la neurotoxicidad dopaminérgica producida por el MPP·. Se 

utilizaron ratones macho de la cepa C-57 black (25-30 g), el EGb 761 se 

administró durante 17 días a diferentes dosis (0.63, 1.25, 2.5, 5 Y 10 mg/kg). 

Terminado el pretratamiento se inyectó el MPP' (O 18,0.36 Y 0.72 mg/kg) en el 

ventrículo lateral derecho. La PL se analizó en el CE a diferentes tiempos (0.5, 1, 2 

Y 24 h) después de la administración del MPP', por medio de la técnica de 

formación de productos fluorescentes lipidlcos. El contenido de (DA) en el CE se 

evaluó por HPLC en los grupos tratados sólo con EGb 761 a la dosis más alta (10 

mg/kg) a diferentes tiempos (2, 24 Y 168 horas) después de la administración de 

MPP' (0.72 mg/kg). Se encontró que los grupos tratados con MPP' tuvieron un 

incremento en la PL de 72% comparado con el grupo control. La PL inducida por 

el MPP' fue completamente bloqueada (100%) por el pretratamlento con EGb 761 

(10 mg/kg). El contenido de DA en el CE en ratones tratados con MPP' se redujo 

un 40% como resultado de su acción neurotóxica. El pretratamiento con EGb 761 

en ratones tratados con MPP' previno del daño parcialmente (32%) a 24 h en 

comparación con el grupo tratado con MPP'. Los resultados sugieren que el EGb 

761 puede ser efectivo en la prevención del estrés oxidatlvo Inducido por el MPP', 

posiblemente actuando como un potente agente antioxidante o atrapador de 

radlcales libres 



2. INTRODUCCiÓN 

2.1. Enfermedad de Parkinson 

Los desórdenes neurodegenerativos se definen como aquellas alteraciones 

que aceleran la tasa de muerte celular de grupos neuronales especificas. El 

ejemplo más característico de una enfermedad neurodegenerativa es la 

enfermedad de Parkinson (EP). 

En 1817. James Parkinson describió 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 

ngidez muscular. En 1966, Hornykiewicz determinó que los pacientes con la EP 

presentaban degeneración de las neuronas de la sustancia negra compacta, un 

núcleo 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 asoció la DA con la expresión de la acflvidad motora y se 

originó 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 patológicos y bioquímicos en 

la EP, Sin embargo, la alteración primaria es la pérdida de las neuronas 

dopammérgicas de la sustancia negra compacta, con la consecuente disminución 

masiva del contenido del neurotransmisor DA en el cuerpo estnado (CE) 

(Hornykiewicz y Kish, 1986). Los sintomas motores aparecen hasta que la pérdida 

de DA en el CE rebasa el 80% (Hornykiewlcz y Kish. 1986); aunque en la 

sustancia negra la pérdida neuronal sea sólo del 50% (Marsden. 1992). 

Aún cuando estos cambios han sido extensamente documentados, no ha 

sido identificada la causa que origina el proceso de degeneración neuronal. 

EXisten numerosas hipótesis con respecto a la etiología de la EP Esta 

enfermedad puede ser producida por un proceso fortuito (Calne et al., 1983) o 

bien ser la causa del envejecimiento acelerado (Appel, 1981), ser la consecuencia 



de la falta de una hormona neurotrófica (Robblns et al., 1985); de la deficiencia en 

los mecanismos de reparación del ácido desoxlrribonuclelco (DNA) (Barbea u et 

al., 1982); de defectos genéticos especificas o predisposición genética (Golbe et 

al., 1990); puede tener un origen VIral (Elizan et al., 1983); o bien, puede ser 

causada por la exposición a compuestos tóxicos presentes en el ambiente (interno 

y externo) del cuerpo, con efectos a corto y largo plazo sobre la función neuronal 

(Schoenberg et al., 1985). 

Sin embargo, ninguna de estas hipótesis explica la cascada de eventos 

responsable de la iniciación 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). 

El descubrimiento del factor o factores involucrados en la pérdida neuronal 

acelerada, es muy importante para el desarrollo de una estrategia terapéutica 

capaz de eVItar la neurodegeneración, ya que dIchas enfermedades dependen de 

un mecanismo que actúa por periodos relativamente prolongados antes de la 

aparición de los síntomas que la constituyen. Los primeros tratamientos utilizados 

fueron las cirugías propuestas por Birkmayer y Honrnyklewicz (1964), quienes 

introdujeron la terapéutica quirúrgica esterotáxica sobre el globo pálido y núcleos 

ventrolaterales anteriores del tálamo para controlar funcionalmente el temblor y 

rigidez en la EP. 

Desde el descubrimiento de la relación existente entre la muerte de 

neuronas nigroestriatales y la EP (Hornykiewicz y Kish, 1986), se han desarrollado 

un gran número de terapias enfocadas a la regulaCión de la transmisión slnáptica 

dopaminérgica. Estas incluyen la administración del fármaco L-dlhidroxifenilalamna 

(L-DOPA) (Lees, 1994), de agonistas dopaminérgicos (Goetz, 1990), de 

Inhibldores de las enzimas monoamino oxidasa B (MAO-B) y de la catecol-O-metli­

transferasa (COMT) (Olanow, 1993). Sin embargo estos fármacos tienen severos 

efectos secundarios y sólo disminuyen la sintomatología de la enfermedad pero no 

la neurodegeneraclón. 



2.2. Modelos experimentales 

En un modelo experimental de la EP, se requiere destruir las neuronas del 

sistema nigroestriatal y corroborar que esto se acompañe con la disminución de la 

DA en los núcleos blanco de este sistema como el CE. Esto puede lograrse 

empleando neurotoxinas que destruyen selectivamente estas células. Las toxinas 

más comúnmente empleadas son la 6-hidroxidopamina (6-0H-DA) en ratas y la 1-

metil-4-fenil-1 ,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en primates y roedores. 

Con el fin de estudiar los 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 específicas, se ha 

enfocado en la posible participación de las neurotoxinas endógenas o ambientales 

en la patogénesis de la EP. Con el descubrimiento de una neurotoxina selectiva, la 

1-metil-4-fenil-1 ,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) capaz de inducir parkinsonismo en 

el hombre (Langston et a/.,1983), otros primates (Burns et al., 1983) y roedores 

(Heikkila et al., 1984) se destruyen las neuronas dopaminérgicas de la sustancia 

negra de manera selectiva, teniendo un modelo que reproduce los aspectos 

sintomatológlcos, neuropatológicos y bioquímícos de la EP (Langston et al., 1983', 

Burns et al., 1983; Heikklla et al., 1984; Kopin, 1986; Kopin, 1987). 

La neurotoxina se produjo y distribuyó como un contaminante intermediario 

de una droga de abuso producida ilícitamente. A principios de los años ochenta, 

siete adictos a la heroína se inyectaron esta meperidina sintética (polvo de angel) 

que contenía la sustancia tóxica MPTP y fueron internados en diferentes 

hospitales de California. Estos pacientes presentaron un sindrome parkinsónico 

permanente, con destrucción selectiva de neuronas dopaminérgicas de la 

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



La administración de la MPTP a ratones, monos y humanos produce una 

disminución de la DA en el CE y una degeneración celular de la vía nigroestríatal 

semejante a los déficits en la enfermedad Iciopática (Snyder y D'Amato, 1986, 

Markey y Schmuff, 1986; Markey el al., 1986). 

2.3.1. Efectos en el comportamiento 

La exposición a MPTP en humanos provoca un síndrome parkinsónico 

crónico que se caracteriza por aCinesia, rigidez, temblor, postura flexionada, 

pérdida de los reflejos posturales y del habla (Langston el al., 1983). El 

mejoramiento de los signos clínicos con tratamiento de L-DOPA refuerza que la 

deficiencia de DA es responsable de este sindrome. En primates no humanos 

como el mono Rhesus (Bums el al., 1983), el mono verde (Elsworth el al., 1989) y 

el mono ardilla (Langston el al., 1984) se desarrollan deficiencias motoras 

parklnsónicas como la acinesia y la rigidez después de la administración de 

MPTP. Sin embargo, los síntomas son temporales (Eidelberg el al., 1986; Ueki el 

al., 1989; Russ el al., 1991). El temblor en reposo es observado muy rara vez 

(Robertson el al., 1990; Russ el al., 1991). Ratones C-57 black tratados con MPTP 

muestran una reducción en su actividad locomotora y acinesia durante las 4 

semanas posteriores al término de la administración de la MPTP como resultado 

de la denervación de la DA inducida por la neurotoxina (Arai el al., 1990). 

El bloqueo temporal de las entradas glutamatérgicas con ácido qUlnurénico 

en la sustancia negra de monos tratados con MPTP produce alteraciones motoras 

como acinesia y ngidez gradualmente, simulando la evolución de la EP en los 

humanos (Bezard, el al., 1997a). La inyección sistémica de MPTP a bajas dosis en 

monos produce temblor, acinesia, rigidez, así 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 el al , 1997b). 

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

corporal, actuando como un agonista indirecto de la noreplnefnna que estimula los 



... _----------

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

oposición a la acción del MPP+ en neuronas dopaminérgicas (Drouet el al., 1997). 

2.3.2. Efectos neuroquímicos 

La actividad neurotóxica de la MPTP produce varios cambios químicos, el 

más característico es la reducción de las concentraciones de DA y sus 

metabolitos: ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y ácido homovanílico (HVA) 

(Russ, el al., 1991). Hay una disminución en la actividad de la tirosina hidroxilasa y 

una reducción en la densidad de receptores de DA (Pifi el al., 1990). Estos 

cambios se producen más claramente en el sistema nigroestriatal, sin embargo 

hay cambios en las regiones ex1raestriatales (núcleo acumbens y en el área 

ventral tegmental). 

EXiste reducción en la concentración de otras aminas biogénicas como la 

noradrenalina en el putamen y la serotonina en el núcleo caudado y el putamen 

(Russ el al., 1991). Sin embargo, los efectos de la MPTP en la serotonina son 

controvertidos, por ejemplo, en la administración aguda de la MPTP en ratas se 

encuentra un incremento en los niveles de serotonina y una reducción en el ácido 

5-hidroxilndolacético en el núcleo rafe y la sustancia negra, pero no se obs8IVaron 

cambios de estas indolamlnas en el CE y en el núcleo acumbens. En contraste, se 

ha reportado una disminución de la serotonina en el CE de ratas después de la 

administración de MPTP. Así como otros casos donde no hay alteración en los 

contenidos de serotonina y ácido 5-hidroxiindolacético (Hon-Wei y Yuan-Feen, 

1993) 

2.3 3. Mecanismos de acción de la MPTP 

La MPTP es un compuesto altamente lipofílico, por lo tanto, después de su 

administración sistémica, puede llegar rápidamente al cerebro porque cruza 

libremente la barrera hematoencefálica (Rlachi y Harik, 1989). En 1984 Chiba y 

sus colaboradores dieron las primeras evidencias, la MPTP requería ser 



biotransformada para ejercer neurotoxicidad. Marsden (1992) encontró que una 

vez en el cerebro. la MPTP se convierte en su metabolito activo. el 1-metil-4-

fenilp"idJno (MPP·). La MPTP es oxidada por la acción de la MAO-B, enzima 

encargada de la desaminación oxidativa de la DA (Salach et al., 1984), que está 

localizada en la mitocondria de las células astrogliales (Javitch y Snyder, 1984) o 

en las neuronas serotonérglcas (Shen et al., 1985; Nakamura y Vincent, 1986; 

Kopln, 1986)(Figura 1). 

Como se observa en la Figura 1 el MPP· se internaliza en las células 

dopaminérglcas por el sistema de recaptura de la DA pues es una molécula polar 

y no puede entrar libremente a las células (Javitch et al., 1985). Tanto los 

inhibidores de la MAO-B (Youngster et al., 1989) como los inhibidores de la 

captura de la DA (Javitch et al., 1985) previenen los efectos neurotóxicos de la 

MPTP en el ratón. El MPP· causa la liberación de la DA de las vesículas 

(Sirinathsinghi et al., 1988; Rollema el al., 1986) e inhibe algunas enzimas 

Involucradas en la síntesIs de la DA (Naoi et al., 1988; Ozaki el al., 1988), lo que 

probablemente incrementa el metabolismo de la MAO y la degradación del 

neurotransmisor con la producción subsecuente de peróxido de hidrógeno. 

El MPP· se considera responsable de la neurotoxicidad de la MPTP 

(Gerlach et al., 1991). El MPP· tiene alta afinidad por el 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 daño producido por la MPTP. Esto 

sugiere que los individuos con mayor densidad de DAT tienen mayor riesgo de 

desarrollar la EP (Kostic et al, 1996). Una vez dentro de las neuronas 

dopaminérglcas puede ser tomado por los transportadores vesiculares de las 

monoaminas (VMATs) y almacenado dentro de las vesículas sinápticas 

(Przedborski y Jackson-Lewis, 1998). 
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Figura 1 Proceso involucrado en la toxIcidad de la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahldroplridma (MPTP) en las neuronas dopaminérgicas MPP+' ion 1-metil-4-

fenlipindino, MPP": radicaI1-metll-4-fenilpindino (Tomado de Kopin, 1986) 



2.3.4. Mecanismos de neurotoxicidad del ion 1-metil-4-fenilpindino (MPP·) 

Los mecanismos de neurotoxlcidad Inducidos por el MPP+ se desconocen, 

aunque se han propuesto una sen e de hipótesis que a continuación se mencionan: 

2.34.1. Hipótesis del estrés oxidativo 

El estrés oxidativo fue el primer mecanismo de toxicidad sugerido para el 

MPP+, ya que en la destrucción de las neuronas dopaminérgicas inducida por ésta 

neurotoxina se producen radicales superóxido e hidroxilo durante la reducción y 

autooxidación intracelular del MPP·. Este proceso es similar al sucedido en la EP 

como consecuencia de la disminución progresiva del número de neuronas 

nigroestriatales en el envejecimiento ocasionado por la producción de radicales 

libres en la oxidación de la DA catalizada por la MAO-B (Slnger y Ramsay, 1990). 

En presencia de oxigeno se forman especies reactivas como el ion 

superóxido, el radical hidroxilo y el peróxido de hidrógeno causando PL en la 

membrana, dañando al DNA y RNA, o b',en inactivando enZimas vitales. En el 

metabolismo normal las enzimas superóxido dismutasa, la cata lasa y la glutatión 

peroxldasa previenen la acumulación de radicales libres. 

EXisten numerosas evidencias a favor de esta hipótesis: 

1. El MPp· genera radicales libres como el superóxldo e hidroxilo in vitro (Wu el 

al., 1993) La producción de estos radicales está determinada por la presencia 

de metales de transIción (Poirier el al , 1985). 

2. El peróxido de hidrógeno es un compuesto Importante porque media la 

formación de radicales libres. La MPTP cuando es metabolizada a MPP+ 

produce peróxido de hidrógeno en astrocltos y neuronas serotonérglcas (Chiba 

et al., 1985) La producción de peróxido de hidrógeno puede generar especies 

reacllvas del oxigeno como son los radicales hidroxilo (Cohen, 1985) 
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3. El dietilditiocarbamato (un inhibidor de la superóxido dismutasa), potencia la 

neurotoxicldad de la MPTP, indicando que la superóxido dismutasa es critica 

para la protección de la toxicidad de la MPTP, en la detoxificaclón del radical 

superóxido (Corsini el al, 1985). 

4. En ratones deficientes de vitamina E tratados con MPTP hay una 

sobreproducción de radicales superóxido (Odunze el al., 1990). 

5. La MPTP disminuye los niveles de glutatión en la sustancia negra de roedores, 

implicando una reducción en los mecanismos de defensa contra los radicales 

libres (Ferraro el al., 1986). 

6. El tratamiento con antioxidantes previene el efecto neurotóxico de la MPTP y el 

MPP' (Gol be y Farrel, 1988). 

7. En homogenados de cerebro se demostró que el MPP' produce la PL (Ríos y 

Tapia, 1987). 

8. La adminístración intracerebroventricular (icv) de MPP' incrementa la PL en el 

CE de ratón (Rojas y Ríos, 1993). 

9. El daño inducido por la MPTP es atenuado en ratones transgénicos que 

sobroexpresan la superóxido dismutasa, implicando la generación de radicales 

libres (Przedborski el al., 1992). 

10. La sobreexpresión de BcI-2 (proto-oncogen inhibidor de la apoptosls) en 

ratones transgénicos protege contra la neurotoxicidad Inducida por la MPTP 

por mecanismos que involucran tanto actiVidad antioxidante como la inhibición 

de rutas apoptóticas (Yang el al., 1998) 

11. Después de la administración de la MPTP disminuyen los niveles de 

manganeso y cobre, metales que constituyen parte de los sitios activos de la 

enzima superóxido dismutasa (Ríos el al., 1995), 

12. El pretratamiento con cobre y manganeso en ratones protege contra la 

neurotoxicidad del MPP' (Rojas y Rios, 1995; Alcaraz-Zubeldia el al , 2001) 

13. La metalotioneina protege contra la neurotoxicidad producida por el 

MPTP/MPP' (Rojas y Rios, 1997; Rojas el al., 2000a; 2000b). 
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2.34.2. Participación de la neuromelanina en la neurotoxicidad de la MPTP 

La DA en las neuronas de la sustancia negra puede oxidarse 

enzimáticamente o no enzimáticamente. La MAO desamina la DA a 3,4 

dihidroxifenil acetaldehido pero produce peróxido de hidrógeno. La autooxidación 

de la DA produce quinonas, peróxido de hidrógeno y oxirradicales. La 

neurornelan¡na es el producto más importante de la autooxidación de la DA y se 

encuentra en altas concentraciones en la sustancia negra (Graham, 1978). 

La neuromelanina está compuesta de un complejo químicamente 

heterogéneo que contiene gránulos de Iipofuscina y quinonas que se forman por la 

autooxidaclón de las catecolaminas (Barden y Levine, 1983). Se ha demostrado 

que los complejos de melanina conlienen radicales libres y quinonas reactivas 

redox. Aunque el papel fisiológico de la neuromelanlna no esta claro, se ha 

propuesto que cuando se incrementa su contenido en el cerebro con la edad 

puede tener una función importante en los estados degenerativos relacionados 

con el envejecimiento, de origen natural o ambiental (Mann y Yates, 1983). Se 

demostró que la disminución de las neuronas dopaminérgicas incrementa en 

proporción al contenido de neuromelanina (Hirsch el al., 1988). 

Youdlm el al (1989), han propuesto que la neuromelanina facilita la 

formación de radicales hidroxilo por la reacción de Fenton. La afinidad del MPP· 

por la neuromelanma puede explicar la selectividad de la MPTP para dañar los 

cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (Snyder 

y O'Amato, 1986; Javitch y Snyder, 1984). 

2.3.4 3. HipótesIs de la inhibición de la cadena respiratoria y disminución en la 

producción de ATP 

El papel de la mltocondria en la patogénesls de la EP se sugirió al encontrar 

que el MPp· inhibe el complejo I 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 mltocondn8, medIante un mecamsmo dependiente de energia 
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Figura 2, Sitio de reacción hipotética del MPP' en la cadena respiratoria (Tomado 

de Slnger y Ramsay, 1990), 

Las evidencias a favor de esta hipótesis son: 

Inhibidores de la respiración mitocondriaJ que actúan sobre el complejo 1, como 

la rotenona, producen daño dopamlnérglco cuando se administran 

Intracerebralmen:e (Ramsay el al" 1987) 

2, La administración de la MPTP o MPP' disminuye el contenido de ATP en 

hepatocitos de rata (OIMonte el al" 1987, Chacón el al., 1987) 

3. La administración de la MPTP a !1epatocitos produce un Incremento en el Ca2
< 

citosólico y una disminución del mltocondr\al, considerándose esto un índice de 

daño estructural a la mitocondria (Kass, 1988) Este hallazgo sugiere que el 

desequilibrio entre la entrada y la salida de calcio puede ser el mecanismo de 

muerte celular en la neurotoxlcldad producida por MPTP (Frel y Rltcher, 1986). 



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

La MPTP produce acumulación de Ca2+ en hepatocitos (Kaas el al., 1988). 

Los antagonistas de N-metil-O-aspartato (NMOA) protegen a la sustancia negra de 

la neurotoxicidad del MPP+ (Turski el al., 1991), ya que inhiben el infiujo excesivo 

de Ca2+ a través de canales operados por sus receptores (Siesjo, 1990). 

Otros estudios mostraron que las neuronas que contienen niveles altos de 

proteinas que unen Ca2+ (calblndina-028K) reducen la toxIcidad ',nducida por la 

MPTP (German el al., 1992). 

En la EP idiopátlca el incremento en los niveles de hierro en las áreas 

donde se produce estrés oxidativo se asocian con alteraciones en el metabolismo 

del Ca2+ intracelular, disminución de glutatión y muerte celular (Youdlm el al., 

1993). 

Sin embargo, actualmente se considera que las hipótesis antes 

mencionadas, no parecen ser tan independientes, porque tanto el estrés oxidativo 

como la inhibición de la cadena de transporte de electrones, la disminución de 

ATP y el Incremento de calcIo intracelular están involucrados conjuntamente en el 

daño celular producido por el MPP+ (Przedborski y Jackson-Lewis, 1998; Sriram el 

al., 1997). 

2.3.4.5. Factores que intervienen en la neurotoxicidad del MPP+ 

El MPP+ intracelular se puede unir con alta afinidad a la neuromelanina 

(O'Amato el al.,1987) o bien, concentrarse en la mltocondria por el gradiente 

electroqu'lmico (Ramsay y Singer, 1986) y bloquear selectiva y potencialmente el 

complejo I de la cadena de transporte de electrones, teniendo como consecuencia 

la disminución en la producción de ATP (Ali el al., 1994), el Incremento en la 

formación de radicales libres como el superóxido, pérdida del potencial de la 

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



Después de la administración del MPP' se ha observado que las defensas 

antioxidantes endógenas disminuyen formando excesivamente especies reactivas 

del oxigeno como radicales hidróxilo, superóxido y peróxido de hidrógeno. El 

radical superóxido juega un papel muy importante en los mecanismos de daño 

celular por la generación excesiva de otros radicales, estos a su vez son capaces 

de dañar proteínas, Jípidos y DNA contribuyendo al daño celular. Tanto el estrés 

oxidativo como la pérdida de ATP por la inhibición del complejo 1, impide a la 

célula mantener su potencial intracelular provocando la muerte celular o 

citotoxicidad. Existen reportes de alteraciones en el complejo IV de la cadena 

respiratoria y daño directo al DNA causado por el MPP' (Buu, 1993). 

También se ha sugerido que el óxido nítrico se encuentra relacionado con la 

neurotoxicidad inducida por el MPP+ (al combinarse con el radical superóxido 

derivado de la interferencia en el transporte de electrones de la mitocondria) 

(Przedborski el al., 1996; Schulz el al., 1995; Hantraye el al., 1996), produciendo 

el peroxinitrito un anión altamente tóxico que tiene mayor difusión y vida media 

que el óxido nítrico, que a su vez es un precursor del radical hidroxilo. El daño 

celular inducido por el MPP' es una interacción compleja entre la disfunción 

mitocondnal, el estrés oxidativo, disminución de energia y posiblemente 

excitoxicidad. Factores muy semejantes son los que se desencadenan en la EP, 

provocando necrosis, apoptosis o disminución de la función celular, según 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 sintomatologia caracteristica de la EP (Tabla 1). 

Sin embargo, a pesar del gran número de modelos que han sido propuestos, el 

modelo de administración intracerebroventricular del MPP+ ha demostrado ser el 

que más asemeja las alteraciones bioquimicas que constituyen la enfermedad 

(Markey et al, 1984). Entre las principales alteraciones bioquímicas derivadas de la 

administración del MPP+, se encuentran tanto el incremento en la PL, como la 

reducción en el contenido de DA en el CE (Rojas y Ríos, 1993). 
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Tabla 1. Relación entre la enfermedad de Parkinson idiopático y el parkinsonismo 

inducido por MPTP. 

Sintoma/ología 
Sintomas motores cardinales 

Respuesta a terapia con drogas 
antiparkinsonlanas 
Progresión de los síntomas 

Neuropa/ología 
Pérdida de neuronas 
dopaminérgicas de la SNc 
Presencia de cuerpos de Lewy 

Cambios neuroquimicos 
Disminución de la DA en CE 
Decremento en la actividad TH 
Disminución de la DA 
extraestnatal 
Reducción de otras aminas 
biogénicas 
Peroxidación de lipidos 
Incremento de hierro 
Desbalance de la homeostasis del 
calcio 
Disminución de la actividad 
enzimálica en el complejo I y 111 de 
la cadena respiratoria 

Enfermedad de 
Parkinson 

Acinesia, rigidez y 
temblor en reposo 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 
Si 
Si 

Si 

Si 
Sí 
Si 

Si 

Parkinsonlsmo 
inducido por MPTP 

Acinesia, rigidez, rara 
vez se observa 

temblor en reposo 
Si 

No 

Si 

No 

Si 
Si 
Si 

Si 

Si 
No 
Si 

Si, solo complejo I 

CE:Güerpo '"',,triado; DA;dopamina; SNc, sustancia negr"co'mpacta;T1{'i,rosina 

hidroxllasa 

Tomado de Gerlach el al, 1991. 
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2.4. Daño oxidativo y EP 

El estudio de las especies reactivas del oxigeno es muy relevante pues 

estas participan en la fisiopatogénesis de las enfermedades neurodegenerativas 

(Richard son el al., 1990). La excesiva formación de radicales libres en el tejido 

cerebral es un mecanismo que participa de manera importante en la EP (Dexter el 

al., 1989). 

Es importante relacionar las evidencias que apoyan la hipótesis de la 

formación de radicales libres en este modelo de la EP con el parkinsonismo 

idiopático humano, ya que existen reportes de estudios post mortem que indican lo 

siguiente: 

1. En los cerebros de parkinsónicos la PL basal y la actividad de la superóxido 

dismutasa aumenta (Youdim, 1993). 

2. El contenido de ácidos grasos poliinsaturados (substrato de la PL) en la 

sustancia negra de los cerebros parkinsónicos disminuye (Dexter el al., 1989). 

3. Los niveles de glutatión reduc"ldo en la substancia negra de sUjetos 

parkinsónicos disminuyen (Riederer el al.,1989). Sin embargo, existen otros 

reportes donde se ha observado que los niveles de glutatión y vitamina E se 

elevan como un mecanismo compensatorio para contrarrestar el daño del 

estrés oxidativo (Adams el al., 1991). 

4. El ion hierro (In, promotor de radicales libres, está aumentado en la sustancia 

negra de pacientes con EP (Riederer el al., 1989) 

5. Hay disminUCión de cobre en la sustancia negra y en el CE de cerebros 

parkinsónicos (Riederer el al., 1989; Dexter el al., 1991), provocando una 

reducción de las funciones de enzimas dependientes de cobre (Mann el al., 

1994) 

6. En pacientes con la EP se ha encontrado una disminución en el complejO 1 y 111 

de la cadena respiratoria en la sustancia negra (Jelllnger el al , 1992) 

", 



2.5. Radicales libres, metales y cerebro 

El oxigeno tiene dos electrones desapareados, cada uno localizado en 

diferente orbital (Halliwell, 1981), los compuestos orgánicos del cuerpo humano 

son casi totalmente especies no radicales, que pueden reaccionar inmediatamente 

con el oxígeno del aire y oxidar una molécula para aceptar un par de electrones en 

los espacios vacíos de los orbitales del oxígeno. 

La ruta principal del metabolismo del oxígeno molecular involucra su 

reducción completa hasta formar agua por aceptar cuatro electrones. Durante este 

proceso se forman radicales libres y peróxido de hidrógeno (Elstner, 1990) (ver 

apéndice 2). 

2.5 1. Formación de radicales libres en tejidos 

Los radicales libres se forman en las células y en los tejidos por procesos 

fisiológicos normales como la cadena de transporte de electrones en la 

mitocondna, en el sistema citocromo P-450, en la fagocitosis y en la síntesis de 

prostaglandinas (Yu, 1994) 

Vanos procesos y agentes endógenos son capaces de generar radicales 

libres in vivo, como es el caso del peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo que 

se generan en el organismo como consecuencia del metabolismo normal. 

La interacción de algunos componentes celulares con las especies 

reactivas del oxígeno pueden contribuir en las enfermedades dependientes de la 

edad. Sin embargo, hay un balance homeostático entre la generación de radicales 

libres y los mecanismos de defensa de los sistemas celulares. Cuando los 

mecanismos antioxidantes como la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión 

peroxidasa. no son sufic1entes para contrarrestar la producción excesiva de 

especies reactivas del oxigeno, la célula está en un estrés oxidativo. 
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2.5.2. Susceptibilidad del cerebro a la acción de los radicales libres 

El cerebro es un órgano particularmente susceptible a la acción dañina de los 

radicales libres por las siguientes razones: 

1. La tasa metabólica del cerebro es elevada, permitiendo la generación de 

radicales del oxígeno. 

2. Las membranas neuronales son ricas en ácidos grasos poliinsaturados, lo que 

favorece la PL (Halliwell y Gutteridge, 1989). 

3. El cerebro es rico en metales de transición (Fe y Cu, por ejemplo), promotores 

de la generación de radicales libres (Riederer el al., 1989). 

4. El cerebro tiene poca actividad de cata lasa (Chance, B., el al., 1979) y poca 

cantidad de superóxido y glutatión peroxidasa (Cohen, G., 1988). 

2.6. Mecanismos de protección contra los radicales libres 

Los radicales del oxígeno se producen continuamente en los tejidos de 

manera normal en el organismo ya sea como subproductos del metabolismo 

energético o bren cumpliendo funciones específicas como aquellas relacionadas 

con la respuesta. mmu ne. 

Los radicales libres pueden dañar a las células si las concentraciones 

exceden a su capacidad antioxidante endógena. Las enzimas tales como la 

catalasa, la glutatión peroxidasa y la superóxido dismutasa representan la primera 

línea de defensa contra las especies tóxicas. 

Las células han desarrollado mecanismos para el control de una producción 

excesiva de radicales libres, como la remoción de especies derivadas del oxígeno, 

secuestro de hierro y otros metales en formas poco O no reactivas, atrapando 

radicales libres o reparando el daño molecular. Los mecanismos de protección 

contra el daño oxidativo producido por los radicales libres incluyen sistemas de 

enzimas que atrapan o destoxifican de especies reactivas del oxigeno como la 

superóxido dlsmutasa para el ion superóxido, la cata lasa y la glutatlón peroxldasa 

para el peróxido de hidrógeno. Así como antioxidantes no especificas como el 

1 S 



glutatlón reducido, la transfernna, etc. Entre otros compuestos antioxidantes que 

actúan como atrapadores o mactlvadores de radicales libres, se encuentran los 

ublquinoles, la billrrubina, la ceruloplasmina, ácido úrico, vitamina E, beta caroteno 

y las metalotloneínas (ver apéndice 3). 

2.7. Peroxidación de lípidas (PL) 

Los radicales libres producen gran cantidad de efectos tÓXICOS sobre las 

células Entre estos, uno de los más Importantes es la PL, el índice comúnmente 

utilizado para medir el efecto biológico de los radicales libres. 

La fluidez de la membrana proporciona a las células propiedades 

esenciales para su funcionamiento. Esta capacidad está dada por los ácidos 

grasos pollinsaturados que en su estructura tienen un doble enlace en la unión del 

hidrógeno y en el carbón alílico (Figura 3). Los hidrógenos alíllcos son 

susceptibles a ser sustraídos por especies químicamente reactivas que contienen 

uno o mas electrones desapareados como los radicales libres (Sahnoun el al., 

1997). El radlcallipldo formado, reacciona con el oxigeno molecular en la primera 

de las reaCCiones que producen el rompimiento de la estructura de los áCidos 

grasos poli In saturados. Esta secuencla de reacciones es conocida como PL 

(Gutterldge y Halllwell, 1990). 

HldrógcrlO 
JILI,co 

Figura 3 Estructura de los áCidos grasos polllnsaturados que facilitan la. IniCiación 

de la peloXldaclon de l'lpldos (Tomado de Sahnoun el al., 1997) 



2.7.1. Reacciones de la PL 

La PL es una reacción en cadena que se produce de manera genera! en 

tres etapas: iniciación, propagación y terminación (Figura 4). 

1. Iniciación: La iniciación de la reacción en cadena se localiza en un doble 

enlace de un ácido graso insaturado. Los radicales libres captan un átomo de 

hidrógeno para su transformación en agua. Los ácidos grasos insaturados son 

dañados y se transforman en radicales libres R , con una súbita 

reorganización de SUS dobles enlaces, en presencia de oxígeno, forman un 

radical peroxilipidico ROO . 

RH + radical libre -+ R' + H,O 

R + O, -+ ROO 

2. Propagación·. El radical peroxilipídico ROO desprendido, actúa sobre una 

cadena insaturada vecina intacta, con formación de un hidrógeno y un 

hidroperóxido ROOH inestable, mientras que el radical ROO que él ha 

formado, puede recomenzar un nuevo ciclo. De esta reacción en cadena. 

resulta el ataque de los lípidos de membrana por los radicales libres. 

ROO + RH -+ ROOH + R 

3. Terminación: La reacción en cadena se detiene cuando dos radicales lipidicos 

pertenecientes o no a la misma molécula, interactúan, creando enlaces 

cava lentes lipido-lipido, forman un producto no radical pero que daña la 

membrana celular. 

ROO + ROO -, ROOR + O, 

;() 



Figura 4 
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Formación de radicales lipidlCOS, radicales peroxliipidicos e 

hldroperóxidos Ilpídicos en la secuencia de reacciones que constituyen la 

peroxldación de lipldos (Tomado de Gutteridge y Halliwell, 1990). 

En la PL los ácidos grasos polilnsaturados de la membrana se degradan, lo 

que produce un cambio en la composición lipidica de la membrana celular que a 

su vez induce cambios en las propiedades flsicoquímlcas de la misma, entre ellos 

un aumento en la rigidez membranal y disfunción que puede llevar a la muerte 

celular por alteraciones energéticas subsecuentes (Yu el al., 1992). 

2 7.2 PL Y daño celular 

La PL causa destrucción de los I¡pidos de las membranas lo que produce 

reducción en la flUidez de la membrana, inactlvaclón de los receptores y enzimas 

unidos a membrana e Incremento en la permeabilidad mespecifrca a Iones como el 
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Ca2
" lisis mltocondnal y reducción del ATP conduciendo a la muerte celular (Yu, 

1992). 

Las enzimas que contienen grupos sulfhidrilo pueden inactivarse como la 

A TPasa-Ca2 de la membrana plasmática debido a la oxidación de los enlaces 

sulfh\drilo lo que conduce a una deficiencia en la homeostasis del calcio citosólico 

(Jones el al., 1983). 

La PL es una fuente importante de productos citotóxicos como aldehidos 

producidos por la descomposición de hidroperóxidos lipidicos (Esterbauer el al., 

1990). 

2.8, Detección y medición de la PL 

El efecto biológico de los radicales libres in vitro e in vivo, puede medirse de 

diversas formas, los más comunes evalúan el efecto sobre la PL. En este trabajo 

se evaluó la formación de PFL como un índice del daño inducido por el MPP'. 

Este es un método altamente sensible que se basa en la formación de bases de 

Schiff como resultado de la reacción del MOA con los grupos ami no. Estos 

compuestos, Junto con productos de polimerización de MOA, producen la 

fluorescencia que puede ser medida en extractos lipídlcos de cloroformo-metano!. 

Es un buen método para medir PL In vivo, siempre y cuando se caracterice que la 

fluorescencia proviene de los productos finales de la PL, mediante la medición 

simultánea de otro índice (T"ggs y Willmore, 1984). 

Otros métodos utilizados en la detección y medición de la PL son análisis 

de ácidos grasos por HPLC; análisis titrimétrico usando liberación de yoduro; 

ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS); medición por 

fluorescencia cuando los aldehídos reaccionan con los grupos amino formando 

bases de Schlff y formación de dienos conjugados entre otros. Otras técnicas 

pueden medir la PL de forma indirecta cuando se detecta la presencia de radicales 

libres 



2.9. Fítofármacos 

Los fitofármacos son medicamentos cuya sustancia activa se encuentra en 

el extracto de una determinada planta, a diferencia de un fármaco si"tético que 

proviene de una molécula químicamente sintellzada (Lozoya y Gómez, 1997) (ver 

apéndice 4). 

2.10. Gínkgo biloba 

El G. biloba (ver apéndice 5) se menciona en la farmacopea de la china 

tradicional. Los chinos preparaban infusiones con las hOjas del árbol para el 

tratamiento del asma y la bronquitis. El primer registro de las propiedades 

medicinales de las hojas de este árbol data de 1505 como tratamiento en 

enfermedades del corazón y pulmones. 

Los árboles de G. biloba se plantan en lugares muy soleados y se cultivan 

extensamente por sus nueces comestibles o con propósitos ornamentales, 

también por las propiedades medicinales de sus hojas en el mejoramiento de la 

circulación sanguínea, el funcionamiento cerebral y pulmonar, así como su uso en 

ateroesclerosis, angina pectoral, niveles altos de colesterol, disentería y filanasis 

(Foster y Chongxi, 1992). 

Actualmente se han obtenido numerosos extractos principalmente de las 

hojas del árbol de G. biloba, uno de ellos es el que se utiliZó para este trabajo. El 

extracto se denomina EGb 761, es una mezcla bien definida y estandarizada que 

generalmente se utiliza para el tratamiento de insuficiencia cerebral, desórdenes 

cerebrales (incluyendo demencias), problemas neurosensoriales y disturbios en la 

circulación periférica (DeFeudis, 1998). 

2.11. Extracto de Ginkgo biloba (EGb 761) 

En 1965 el Dr. Wlllmar Schwabe en Alemania caracterizó las actividades 

farmacológicas del extracto de G. biloba registrándolo para su uso :erapéutlcQ 

como ·EGb 761·, estando presente para 1978 en preparilclón oral en el Tebonln 



761 (40 mg) y para 1982 como Tebonin forte (80 mg) comercializados por 

Schwabe (Alemania) (DeFeudis, 1998). 

El EGb 761 es una mezcla compleja pero bien definida (ver apéndice 6), 

mediante un proceso de extracción se obtienen los compuestos activos de las 

hojas del árbol de G. biloba (ver apéndice 7). El extracto es conocido por sus 

efectos benéficos en la patologia de las enfermedades cardio y cerebrovasculares, 

mejorando el fiujo cerebral global y local, así como la microcirculación; tiene 

efectos protectores contra hipoxia, inhibe el faclor de agregación plaquetaria 

(F AP), incrementa la reología de la sangre y reduce la permeabilidad capilar 

(DeFeudis, 1991). 

La eficacia terapéutica del EGb 761 no se basa en los efectos individuales 

de los múltiples ingredientes activos, sino en la interacción de todos los 

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

2.11.1. Componentes 

2.11.1.1. Flavonoides: glucósidos f1avónicos, kaempferol, quercitina, 

isoramnetina que están unidos a un azúcar y en menor proporción 

proantocianidinas. 

Los fiavonoides son substancias de bajo peso molecular presentes en el 

reino vegetal, responsables del color caracteristicos de las hojas en el otoño y de 

algunas flores. Funcionan como antioxidantes, atrapadores de radicales libres, 

modulan actividad enzimatica, son quelantes de cationes y presentan actividad 

antialérgica, antiinfiamatoria, antiproliferativa, antlviral y anticarcinogénica (van 

Acker el al., 1995). La fracción fiavonoide del extracto, es la que proporciona la 

actividad antioxidante y atrapadora de radicales libres (Joyeux el al., 1995). Las 

proantocianidinas o taninos condensados interactúan con proteínas membranales 

modificando las funciones celulares como la permeabilidad (Auguet el al., 1994). 



2.11 1.2. Terpenoides: ginkgólidos A, B, e y J, bilobálidos. 

Estas sustandas son liposolubles responsables del sabor amargo del EGb 

761. Los ginkgólidos son antagonistas del factor de agregación plaquetarra (FAP), 

regulan la síntesis de glucocorticoides (Amri el al., 1996) y tienen actividad 

antioxidante (Pietrí el al., 1997). Los bilobálidos preservan la función mitocondrial 

(Narasimhan el al., 1989). 

2.11.1.3. Ácidos orgánicos: ascórbico, kinurénico, vanílico, hidroxibenzóico, 

acético. 

El extracto es de carácter ácido por lo que se íncrementa su solubilidad en 

agua y posiblemente la biodisponibilidad de los constituyentes flavonoides y 

terpenoídes que no son solubles en agua (Drieu, 1988). 

2.11.2. Farmacocinética 

La farmacocinética del EGb 761 involucra la absorción, distribución, 

metabolismo y excreción de sus múltiples constituyentes que es esencial en la 

biodlsponibilidad de los mismos pues es un fador importante en la concentración 

de la droga en el sitio de acción. Sin embargo, es extraordinariamente difíCil 

evaluar las propiedades farmacocinétlcas del EGb 761 debido a sus numerosos 

constituyentes activos y las posibles interacciones (aditivas, sinergistas o 

antagonistas) que pueden ocurrrr entre dichas sustancias. Las diferentes tasas de 

metabolismo de los constituyentes del EGb 761 así como sus diferentes sitios de 

acción entre los organismos complica el problema, por lo que no eXiste una 

evaluación sistemática de la farmacocinétlca del extracto sino las propiedades de 

algunas de las fracciones del extracto que lo conforman y puedan ser estudiadas 

Independientemente (DeFeudis, 1998) 



2.11.2.1. En modelos animales 

Después de la administración oral de EGb 761 en ratas, se observó que la 

vida media es de 4-5 horas, los sitios con mayor absorción son el estómago y el 

intestino delgado. En el sistema nervioso central las estructuras con mayor 

distribución de EGb 761 marcado radioactivamente son el hipotálamo, cuerpo 

estriado e hipocampo. Se detectó la excreción del 17%, 3 horas posteriores a la 

administración y 60% después de las 72 horas. El perfil de excreción urinaria 

muestra un máximo aproximado de 5 horas posterior a la administración. La 

disposición biológica de los flavonoides del extracto es rápida·, 20 horas después 

de la ingesta, la excreción urinaria está prácticamente finalizada (Moreau el al., 

1986). En la fracción terpenoide la vida media de los ginkgólidos A y B es de 2 

horas; con respecto a los bilobálidos es de 3 horas aproximadamente. Cuando se 

administra el EGb 761 se tiene una vida media de los terpeno·,des en general de 2-

3 horas (Biber y Chatterjee, 1995). 

2.11.2.2. Estudios en humanos 

En humanos se determinó la absorción de glucósidos fiavónicos después 

de su administración oral con un extracto especial denominado LI 1370 que 

contiene 24% de glucósidos fiavónicos (Nieder, 1991), tiene un piCO de 2-3 horas 

después de la administración. La absorción intestinal de la fracción fiavonoide 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 los glnkgólidos A y B hay una 

biodisponlbilldad completa; en el caso del ginkgólido C es muy baja con una vida 

media de 1 a 2 horas. Sin embargo, en el caso de los bilobálidos, es difíCil 

determinar las propiedades farmacocinéticas porque son muy inestables, su 

blodisponibllldad absoluta es de 72% y su vida media es de 3 horas después de la 

admlnistraclon oral del EGb 761 en humanos sanos (Fourtilian el 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 9.6 mg de glucósidos flavónicos y 2.4 mg de terpenoides (ginkgólidos y 

bilobálidos), asi como Tebonin forte con 80 mg del extracto estandarizado 

ajustado a 19.2 mg de glucósidos flavónicos calculados como quercetina y 

kaempferol. Se ha demostrado que el EGb 761 es un fármaco seguro a dosis 

terapéutica, sin producir daño en [a mucosa gástrica, ni alteraciones 

cardiovasculares en el ritmo cardiaco o hipotensión (BGA-Kommission E, 1994). 

Las drogas utilizadas para el tratamiento de funciones cerebrales o 

arteriopatías periféricas no poseen actividades farmacológicas inmediatas que se 

puedan observar con una sola dosis, el EGb 761 no se utiliza en dosis masivas 

sencillas para tratamiento de demencia o enfermedades arteriales, sino en 

administraciones repetidas que producen efectos benéficos por un periodo más 

prolongado (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 clíniCOS, ha 

demostrado tener un efecto multifactorial, ya que presenta un triple mecanismo de 

acción polivalente (DeFeudis, 1991). 

1. Vascular: Regula el tono arterial, capilar y venoso normalizando la irrigación 

tisular y la microcirculaclón. 

2. Reológlco: Inhibe el FAP (Smith el al., 1996), disminuyendo el riesgo 

trombóÍlco microcirculatono. 

3. Metabólico: Estimula el metabolismo energético celular, aumenta la tolerancia 

tisular a la hlpoxia y es captador de radicales libres, lo que disminuye el nesgo 

de lesiones en la membrana celular. 



Se ha demostrado que el EGb 761 atenúa el estrés oxidativo en 

macrófagos, en células endoteliales (Rong el al., 1996) y cardlomiocitos; previene 

la apoptosis Inducida por radicales hidroxilo (Welt el al., 1996); preserva la función 

mitocondrial protegiendo contra el estrés oxidatlvo asociado al envejecimiento en 

la mltocondria (Sastre el al., 1998); inhibe la sintesis de glucocorticoides (Amri el 

al., 1996) y preserva la fluidez de la membrana (Stoll el al., 1996). Sin embargo, 

las evidencias más sólidas del papel protector del EGb 761 se han experimentado 

en el sistema nervioso, como se mencionará posteriormente. 

2.11.3.2. Acción antioxidante y atrapadora de radicales libres del EGb 761 

El extracto de G. bilaba, el EGb 761, tiene propiedades como agente 

antioxidante (Ni el al., 1996), potente atrapador de radicales libres (Pincemail y 

Deby, 1986), como los radicales superóxldo (Pincelmail el al., 1989). hidroxilo 

(Pincemall el al., 1987; Gardes-Albert el al., 1993) y peroxil (Maitra el al., 1995; 

Kobuchi el al., 1997); protege a las neuronas expuestas a peróxido de hidrógeno 

(Oyama et al., 1996); inhibe la acflvidad enzlmátlca de la sintasa del óxido nítrico 

mduclble (Kobuchl el al., 1997), tiene la capacidad de interactuar con el óxido 

nitrico (Marcocci el al., 1994), desempeña una función similar a la de la enzima 

superóxido dismutasa en presencia de radicales libres (Pincelmail el al., 1989) y 

disminuye la actividad de la enzima MAO, (Wu y Zhu, 1999) entre otras 

propiedades. 

2.11 3.3. Funciones del EGb 761 en el sistema nervioso 

Sistema nervioso central: El EGb 761 tiene efectos neuroprotectores ya que 

mejora el metabolismo energétiCO del cerebro (Karcher el al., 1984); protege 

contra hipoxia, Isquemia (Chatterjee y Gabard, 1981; Zalewska el al., 1996) y 

edema cerebral (Chatterjee y Gabard, 1984); disminuye la actividad de la 

enzima MAO (Auguet el al., 1982); reduce la pérdida de los neurotransmisores 

como consecuen~ra del enveJecimiento; preserva los sistemas de recaptura de 

.':-, 



neurotransmisores en sinapotosomas (Taylor el al., 1991; Ramassamy el al., 

1990), y previene la neurodegeneración inducida por estrés oxidatlvo (Ni el al., 

1996) 

Conducta, aprendizaje y memoria: El EGb 761 tiene efectos benéficos en la 

adquisición, mejoramiento y retención en los procesos de memo na y 

aprendizaje (Winter, 1991), especialmente en animales de edad avanzada 

(Contlnella y Drago, 1985). En el modelo expnmental de encefalopatía inducida 

por radiación con pruebas posteriores de conducta, Lamproglou el al., (1997) 

encontraron que el EGb 761 mejoró el déficit cognitivo y les facilitó su 

desempeño en pruebas conductuales. 

Plastícidad y recuperación traumática: El EGb 761 protege contra el daño en 

estructuras cerebrales por su participación en la plasticidad neuronal en 

estudios de lobotomía frontal bílateral (Atella el al., 1989), hemíplegía cortical 

(Braílowsky y Montiel, 1997) y daño septohlpocampal (Kelche el al., 1996). 

Protege las vías visuales que se dañan en el desarrollo postnatal estimulando 

el metabolismo neuronal teniendo efectos en la actividad de la citocromo 

oxidasa considerada como un marcador de maduración neuronal (Ruiz y Droy­

Lefaix, 1992). Otra función sumamente importante del extracto es la infiuencia 

en el incremento de la expresión de factores tróficos implicados en la 

sinaptogénesis que producen un aumento en procesos de reinervación 

(Shifman el al, 1996). Los bllobálidos parecen ser los responsables de la 

regeneración e inervación en nervios periféricos, de estimular astrocltos y 

proteger la míelina (Bombardelli, 1991). 

Adaptación neuropsicológlca y efectos en el estrés. El EGb 761 protege de las 

respuestas dañínas del estrés como la ansiedad y la depresión. Facilita la 

adaptación conductual bajo condiciones de estrés en pruebas de aprendizaje y 

discriminación (Rapln el al .. 1994), reduce la respuesta hormonal del estrés de 

Clrugias agudas (Oliver el al .. 1994), mejora la adaptabilidad al estrés que 



produce daño cerebral inducido por hipoxia y exposición al calor o al fria 

(Sharma el al., 1994; Ramachandran el al., 1990). En pacientes geriátricos 

progresaron los déficits cognitivos y la capacidad de adaptarse a las demandas 

de estrés de la vida cotidiana (Israel el al., 1987). La capacidad ansiolítíca del 

extracto se le atribuye a los bilobálidos (N6ldner y Chaterjee, 1994); Y los 

ginkgólidos pueden estar involucrados en mantener bajos los niveles de 

glucocorticoides (Amri el al., 1996) 

Sistemas neurosensoriales: En el sistema visual se ha observado que el 

tratamiento con EGb 761 puede proteger del daño de los radicales libres por su 

acción antioxidante y de atrapador de radicales libres; disminuye los daños 

funcionales inducidos por isquemia-reperfusión, fotodegeneración (Droy-Lefaix 

el al., 1991) y retinopatia diabética (Doly el al., 1986). También es útil en el 

tratamiento de retinopatias asociados con desajustes en el metabolismo de la 

glucosa (Doly el al., 1994) y disminuye el edema retinal que sucede durante la 

reperfusión en retina de rata (Szabo el al., 1991). En el sistema vestibular y 

auditivo, el EGb 761 influye en la síntesis de proteínas cerebrales y vestibulaes 

después de una laberintotomia en rata (Bustany el al., 1992), los fiavonoides 

del extracto son los responsables de la recuperación en modelos de 

neurectomia vestibular unilateral (Tighilet y Lacour, 1995), teniendo efectos 

benéficos en la compensación de déficits vestibulares o sindrome vertiginoso. 

En el sistema olfatorio el EGb 761 protege contra la axotomia que induce 

muerte en el epitelio olfatorio (Jourdan el al., 1994) 

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

Varios estudios in vilro e in vivo han demostrado los efectos del EGb 761 en 

el metabolismo de la DA. Ramassamy el al., (1990) confirmaron que a 

concentraciones altas (mg/ml), el EGb 761 es capaz de inhibir la recaptura de la 

noradrenalina, DA y serotonina de manera dosis dependiente. Sin embargo, estas 

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



dichos efectos y nunca se alcanzan a acumular en el cerebro después de una 

administración en dosIs terapéutica en humanos (120 mgldia). Con estos 

resultados Ramassamy decidió estudiar la actividad del EGb 761 pero a 

concentraciones mas bajas. Los efectos fueron muy diferentes teniendo que, el 

EGb 761 a dosis de (2-16 ¡.¡glml) preserva la recaptura de la DA. 

Cuando se administra EGb 761 a ratones en dosis repetidas (-100 

mglkgldia) durante 17 días, protege contra la neurotoxicldad inducida por la 

administración de la MPTP en Infusiones continuas de una semana. En este 

estudio se monitoreó la recaptura de la DA en sinaptosomas estriatales 

(Ramassamy el al., 1990; Ramassamy el al., 1992). La acción protectora del 

extracto no depende de la inhibición de la recaptura neural del MPP+; sino de las 

concentraciones del EGb 761 requeridas para inhibir la recaptura de la DA (>250 

¡.¡glml) que son mayores a las que se alcanzan in vivo (Ramassamy el al., 1992). 

En otros estudios, se observó que la incubación prolongada (60 minutos) de 

sinaptosomas estriatales en un medio oxigenado que contiene concentraciones de 

ácido ascórbico O 01-1.0 mM produjo un decremento en la concentración de la DA 

dosis-dependiente. Esta reducción de la cantidad de la DA fue revertida por el 

EGb 761 (10 ¡.¡glml) o por trolox C, un antioxidante (0.1 mM) (Ramassamy el al., 

1992). 

2.11.4. Usos terapéuticos del EGb 761 

El EGb 761 se utiliza actualmente en el tratamiento de desórdenes 

cerebrales causados por hipoxia e isquemia durante la insuficiencia cerebral, en 

donde se presentan síntomas como confusión, dificultades en la concentración y 

memOria (Halama el al., 1988); enfermedades neurodegenerativas en donde 

procesos peroxidativos pueden operar (DeFeudls, 1991; Karcher el al., 1984); en 

enfermedades donde los radicales libres estén implicados; desórdenes psíqUICOS y 

conductuales de la edad avanzada; demencia degenerativa, demencia vascular 

(Kanowski el al., 1996) y demencia tipo Alzl1eimer de leve a moderada (Maurer el 

al., 1997), deficiencia vascular periférica (Sauer, 1984; Clissold el al., 1987)', 



deficiencia retinal de origen isquémico (DeFeudis, 1991) Y en desórdenes 

neurosensoriales como son el vértigo, el zumbido en los oídos y la pérdida del 

equilibrio (Baschek y Steinert, 1988). 

Otras posibles Indicaciones terapéuticas del EGb 761 que derivan de sus 

estudios clínicos podrían ser; su uso en cirugías a corazón abierto, en embolias, 

en la polineuropatia diabética, en el tratamiento del estrés oxidativo inducido por 

luz ultravioleta, en el edema cíclico idiopático, en la enfermedad de montaña 

aguda y en el síndrome de Raynaud (DeFeudis, 1998). Los estudios de Emerit 

(1995 a,b) proveen de un fuerte sustento para utilizar el EGb 761 como agente 

anticarcinogénico por la capacidad su alta efectividad en atrapar radicales libres y 

tener actividad antioxidante. 



3. JUSTIFICACiÓN 

El estrés oxidativo juega un papel importante en la 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 prevención del daño celular 

El EGb 761 es un agente antioxidante, atrapador de radicales libres y tiene 

efectos en el metabolismo de la DA. 

En este trabajo se evaluó la capacidad del EGb 761 para proveer 

neuroprotecclón en la PL inducida por el MPP+ y evitar la disminución de la DA en 

las neuronas del CE. 

4. HIPÓTESIS 

Si el EGb 761 es un potente agente antioxidante, atrapador de radicales 

libres, reduce la pérdida de DA, restablece el metabolismo energético y la función 

mitocondrial, entonces tendrá un efecto protector al administrar [a neurotoxina, ya 

que los mecanismos de daño celular del MPP+ descritos previamente son la 

formación excesiva de radicales libres, el bloqueo de la respiración mitocondrial y 

la disminución de ATP al atacar a la mitocondna. De esta manera, se sugiere 

encontrar neuroprotecclón tanto en la PL como en la neurotoxicidad 

dopamlnérglca inducida por el MPP+. 



5. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto del EGb 761 en el daño neurotóxico producido por la 

administración del MPP'. 

Objetivos particulares 

La evaluación experimental de esta tesis está enfocada hacia los siguientes 

puntos: 

Evaluar el efecto dosis respuesta del EGb 761 en la PL, como un índice del 

daño producido por el estrés oXidativo, inducido por la administración del 

MPP' 

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

neurotoxina por medio de la PL. 

Determinar el efecto del EGb 761 a diferentes dosis de MPP' para relacionar la 

acción del extracto con la extensión del daño, mediante la PL como un índice 

del efecto biológico de los radicales libres. 

Analizar la acción del EGb 761 en la neurotoxicidad dopamlnérgica inducida 

por el MPP', evaluando el contenido de DA estriatal a diferentes tiempos por 

cromatografía de liquidas de alta resolución (HPLC) con detección 

electroquímica. 



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 local. Los 

animales fueron mantenidos en condiciones estándar (ciclo de 12:12h luz 

/oscuridad, 21-22 OC) con alimento yagua a libre acceso. 

6.2. Drogas y Reactivos 

El yoduro de MPP' se obtuvo de Research Biochemicals lncorporated 

(Wayland, MA). El EGb 761 fue donado por la compañia farmaceútica Farmasa 

Schwabe de México. Este extracto se disolvió en solución salina y el pH se ajustó 

a 7.4. El octil sulfato de sodio se obtuvo de Sigma Che mi cal Ca. (SI. Louis, MO). 

El 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 administración de MPP' 

Se utilizaron cuatro grupos experimentales para cada objetivo (Tabla 2). 

Terminado el pretratamiento de 17 dias para cada uno de los grupos, se anestesió 

a los animales por exposición a éter y se Inyectó 3 ~l en el ventriculo lateral 

derecho (icv) con el tratamiento correspondiente. Los ratones se sacrificaron por 

dislocación cervical a los tiempos mdicados en la Tabla 2. Los cerebros fueron 

removidos inmediatamente y se obtuvo el CE para procesarlo y medir la PL por 

formación de productos fiuorescentes lipídicos (PFL), así como el análisis del 

contenido de DA en el CE. 



Tabla 2. Grupos experimentales 

Pretratamiento (ip) Tratamiento Tiempos Evaluación 
durante 17 días {Iev} (h) en CE 

DosIs Respuesta Salina Salina 2 PL 
del EGb 761 

EGb 761 Salina 2 PL 
(0.63, 1.25, 2.5, 5, Y 10 

mglkg) 

Salina MPP+ 2 PL 
(O 72 mglkg) 

EGb 761 MPP' 2 PL 
(0.63, 1.25,2.5,5, Y 10 (0.72 mglkg) 

mg/kg) 

Tiempos de Salina Salina O 5,1,2 Y 24 PL 
administración de 

MPP+ 
EGb 761 Salina 0.5,1,2 Y 24 PL 

(10 mg/kg) 

Salina MPP' O 5,1,2 Y 24 PL 
(O 72 mg/kg) 

EGb 761 MPP' 0.5,1,2 Y 24 PL 
(10 mg/kg) (0.72 mg/kg) 

Dosis Respuesta Salina Salina 2 PL 
de MPp· 

EGb 761 Salina 2 PL 
(10 mg!kg) 

Salina MPP+ 2 PL 
(0.18,0.36 Y 0.72 

mglkg) 

EGb 761 MPP' 2 PL 
(10 mglkg) (O 18, 0.36 Y 0.72 

mg/kg) 

Contenido de DA Salina Salma 2,24y168 DA 
en el CE 

EGb 761 Salina 2,24y168 DA 
(10 mg/kg) 

Salina. MPP' 2,24 Y 168 DA 
(0.72 mg/kg) 

EGb 761 MPP' 2,24 Y 168 DA 
(10 mglkg) (O 72 mglkg) 

e-E, cucrpo-cs¡¡:¡3¿fo~"6A~(j"opam;¡ia,--fl, -llOraS, lev ~ Intracerebro-vcñ-fricular: 11), ¡ntrapcútoñeal, PL. 

peloxldaclón dc ¡¡pi dos. MPP' Ion 1-mclll-4-fcnllprndlllo 

-~(> 



6.4. Evaluación de la PL 

La PL se evaluó con la técnica de formación de productos fiuorescentes 

Ilpídicos (PFL) (Rojas y Ríos, 1993). 

Después de obtener el CE y pesar el tejido se homogeneizó en 2.5 mi de 

buffer de fosfatos (pH 7.0). Se tomaron alícuotas de 1 mi del homogenado y se 

colocaron en tubos de vidrio con tapa. Se adicionó 3 mi de una mezcla de 

cloroformo-metanol (2:1 v/v). Los tubos se taparon, se agitaron suavemente y se 

mantuvieron en hielo durante 30 min para la separación de las fases. La fase 

acuosa se descartó y 1 mi de la fase clorofórmica se transfirió a celdas de cuarzo, 

en las cuales se adicionó 0.1 mi de metano!. 

Se midió la fluorescencia en un espectrofotómetro de luminiscencia Perkin­

Elmer LS50B con una longitud de onda de excitación de 370 nm y 430 nm de 

emisión. Previamente a la medición de las muestras, la senSibilidad del 

espectrofotómetro de fiuorescencla se ajustó a 140 unidades de fiuorescencia con 

un estándar de qUinina (0.1 )1g/ml) preparado en áCido sulfúrico 0.05 M. los 

re~ultados se expresaron como unidades de fluorescencia/gramo de tejido 

húmedo/mi de extracto leído. Las muestras fueron medidas por duplicado. 

6.5. Análisis del Contenido de DA Estriatal 

Después de obtener y pesar el CE el tejido se almacenó a -70°C hasta su 

análisis. Se homogeneizó el tejido en 500 ~I de solUCión antioxidante (metablsulfito 

de sodio 0.5 mM y ácido perclórico 0.1 % p/v) utilizando un sOnlcador Lab-line 

ultratip labsonic system (Lab-line instruments, Melrose Park, IL) La muestras se 

centrifugaron a 4000 g durante 15 minutos en una centrífuga Beckman J-21 e a 

4°C, el sobrenadante se filtró en Mllllpore O 22 ~m antes de la inyeCCión en el 

cromatógrafo. Para determinar el contenido de DA en cada muestra de CE se 

empleó el cromatógrafo de líqUidos LC 250 Perkin Elmer con un asa de 20 ~I Y 

detector electroquimico Metrohm 656 Los piCOS se integraron automáticamente en 

el Integrador Hewlett-Packard 3396-11. La curva de calibraCión se construyó para la 



7. RESULTADOS 

7 1 Evaluación del efecto dosis respuesta del EGb 761 en la PL Inducida por MPP· 

La administración del EGb 761 a diferentes dosis, no tiene efectos sobre la 

PL como se observa en la figura 5. 

Por el contrario, la administración de MPp· (0.72 mg/kg) Incrementó la PL 2 

horas después (72% de aumento comparada con el grupo control, p<0.01) como 

previamente lo reportaron Rojas y Rios (1993) (Figura 6). 

En los grupos pretratados con EGb 761 a las dosis empleadas (O 63, 1.25, 

2.5, 5 Y 10 mg/kg) se observó una reducción significativa en los niveles de PL 

inducidos por el MPP· con un patrón de dosis dependencia (Figura 6). La 

dism',nudón de los valores de PL fue de 65%, 93% Y 100% para las dosIs de 2.5, 5 

Y 10 mg/kg de EGb 761, respectivamente, cuando se comparan con el grupo 

"salina + MPP·". 

El grupo que recibió pretratamiento con la dosis más alta de EGb 761 (10 

mg/kg) logró reducir completamente la PL inducida por el MPP· (la formación de 

PFL de este grupo no fue estadísticamente diferente al grupo "salina+ salina". 

0" 



o Salina + Salina _ EGb 761 (0.63) mg/kg + Salina 

~ EGb 761 (1.25 mg/kg) + Salina .tf:±I EGb 761 (2.5 mg/kg) + Salina 

(22A EGb 761 (5 mglkg) + Salina g EGb 761 (10 mglkg) + Salina 

Figura 5. Formación de productos fluorescentes lipídicos en el cuerpo estriado 2 h 

después de la administración intracerebroventricu!ar de solución salina en 

animales previamente tratados con EGb 761 a diferentes dosIs (0.63, 1.25,2.5,5 Y 

10 mg/kg, i.p.) durante 17 días. Los resultados se expresan como el promedio ± 

ES, n=6 experimentos independientes. No hubo diferencias significativas ANOVA 

F=10 620, p>O 05 
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7.2. Efectos del EGb 761 en la PL a diferentes tiempos de administración del 

MPP· 

Después de 30 y 60 minutos de la administración del MPP· (0.72 mg/kg) no 

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la formación de PFL 

con respecto al grupo control "salina + salina" (Tabla 3). 

En contraste, 2 y 24 horas posteriores a la administración del MPP· se 

observó un incremento en la PL de 72% y 25% comparadas con el control, 

respectivamente. 

El pretratamiento con EGb 761 (10 mg/kg) no tiene efectos en la formación 

de PFL a 30 y 60 minutos después de la administración de MPP·. A 2 Y 24 horas 

el EGb 761 (10 mg/kg) disminuyó la PL, se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al grupo "salina + MPP·". Los grupos 

pretratados con EGb 761 no fueron 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 formación de PFL 2 horas después de su 

administración. 

Como se observa en la figura 7, hay un claro patrón dosis respuesta como 

previamente reportaron Rojas y Rios (1993). 

A la dosis más baja de MPP· (0.18 mg/kg) no se encontró un incremento en 

la formación 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 más alta de MPP· (O 72 mg/kg) la formación de PFL Incrementó un 72% con 

respecto al grupo control. 

El pretratamiento con EGb 761 (10 mg/kg) disminuyó significativamente la 

PL sólo a la dosis más alta MPP· (0.72 mg/kg) pero no a dosis menores (0.18 y 

0.36 mg/kg) de MPP· (Figura 7). 



Tabla 3. Efecto protector del EGb 761 en la neurotoxicidad inducida por MPP· 

Tratamiento U Fluorescencia/g de tej/ml 

Promedio ± ES 

0.5 horas 

Salina + Salina 123.28 ± 8.65 

EGb 761 + Salina 124.33 ± 12.06 

Salina + MPp· 144.92 ± 13.38 

EGb 761 + MPP· 149.71 ± 1206 

1 hora 

Salina + Salina 123.17 ± 7.17 

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 115.92 ± 5.68 

Salina + MPP· 231 15 ± 9 30 .. 

EGb 761 + MPp· 129.84 ± 14.92 ++ 

24 horas 

Salina + Salina 136.96 ± 5.28 

EGb 761 + Salina 136.29 ± 3.18 

Salina + MPp· 171 38 ± 11.89· 

EGb 761 + MPp· 145.58 ± 1.95 + 

Tabla 3 Formación de productos fluorescentes llpidlcos a (O 5, 1, 2 Y 24 h) después de la 

administración de MPP~ (O 72 mg/kg) a ratones pretratados con soluc\on salina o E3b 761 (10 

mgJkg. Lp) durante 17 dias Los resultados se expresan como el promedio ± ES. n::::6 0 8 

expenmentos independientes ANOVA F::::8044, p<O.05 • p<O 05 respecto al control ("salina + 

salina) •• p<O 01 respecto al control ("salina + salma"), prueba de Tukey • p<O 05 respecto al 

grupo con MPp· ("salma'" MPP'''), prueba de Tukey •• p<O 01 respecto 01 grupo trotado con MPr' 

("salm8 + MPp·"), prueba ::le Tukcy 

l' 
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DOSIS MPP+ (mglkg) 

D Salina + Salina 

_ Salina + MPP + 

~ EGb 761 + Salina 

Q EGb 761 + MPP+ 

Figura 7. FormaCión de productos fluorescentes lipidicos en el cuerpo estnado 2h 

después de la administración intracerebroventricu!ar a diferentes dOSIS de MPP+ 

(O 18, 0.36 Y O 72 mglkg) a ratones previamente tratados con EGb 761 (10 mglkg, 

I p.). Los resultados están expresados como promedio ± ES, n=6-8 experimentos 

Independientes. ANOVA F=28A47, p<O.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 respecto al grupo con MPP' ("salina + MPP'''), prueba de 

Tukey ++ p<O.01 respecto al grupo con MPP+ ("salma + MPP+"), prueba de Tukey 

II 



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

administración del MPP+ 

En la figura 8, se observa que el pretratamiento de EGb 761 (10 mg/kg) a 

los tiempos evaluados no causó efectos en el contenido de DA en el CE con 

respecto al control. 

La administración de MPP' a 2 horas no provocó efectos en la 

concentración de DA en el CE, a las 24 horas se observó una disminución 

significativa del 40% de DA y de 37% a los 7 días cuando se comparó con el grupo 

control (Figura 8). 

En los grupos pretratados con EGb 761 (10 mg/kg) se observó un 

incremento del 32% en el contenido de DA con respecto al grupo "salina + MPP+ 

sólo 24 horas después. A los 7 días el EGb 761 no tuvo efectos en los niveles de 

DA después de la admínistración de MPP+. 



D Salina + Salina 

_ Sallna+MPP+ 

7dias 

~ EGb 761 (10 mglkg) + Salina 

B EGb 761 (10 mglkg) + MPP+ 

Figura 8 Contenido de dopamina en cuerpo estriado a diferentes tiempos (2h, 24h 

Y 7 dias) después de la administración de MPP' (0.72 mg/kg) a ratones 

previamente tratados con EGb 761 (10 mg/kg). Los resultados están expresados 

como el promedio ± ES, n=6-8 experimentos independientes. ANOVA F=11.9036, 

p<0.05 • p<O 05 respecto al control ("salina + salina"), prueba de Tukey ... p<0.01 

respecto al control ("salina + salina"), prueba de Tukey. ' p<O 05 respecto al grupo 

con MPP' ("salina + MPP"'), prueba de Tukey. 



o Salina + Salina _MPP+ 

~ EGb 761 (0.63 mglkg) + MPP+ EIil EGb 761 (1 25 mglkg) + MPP+ 

¡zz:] EGb 761 (2.5 mglkg) + MPP+ O EGb 761 (5 mg/kg) + MPP+ 

~ EGb 761 (10 mglkg) + MPP+ 

Figura 6. Formación de productos fluorescentes Ilpidlcos en el cuerpo estriado 2h 

después de la administración de MPP' (0.72 mg/kg) a ratones previamente 

tratados con diferentes dosis de EGb 761 (O 63, 1.25, 25, 5 Y 10 mg/kg, i.p) 

durante 17 días. Los resultados se expresan como el promedio ± ES, n=6-8 

experimentos independientes. ANOVA F=10 620, p<0.05 ... p<O 01 respecto al 

control ("salina + salina"), prueba de Tukey • p<0.05 respecto al grupo con MPP+ 

("salina + MPP+"), prueba de Tukey .. p<O 01 respecto al grupo con MPP' ("salina 

+ MPP"'), prueba de Tukey 



8. DISCUSiÓN 

Se encontró que el pretratamiento con EGb 761 a las dosIs probadas no 

produjo cambios en los índices de PL (Figura 5), esto significa que el uso del 

fármaco no produce estrés axidativo en el modelo expenmental empleado. 

La dosIs más efectiva en evitar la PL inducida por el MPP* fue la de 10 mg/kg 

(Figura 6), esto se considera como protección contra los efectos neurotóxicos del 

MPP+ teniendo un comportamiento dosis dependiente. 

Esta dosis (10 mg/kg) se utilizó para analizar la formación de PFL a diferentes 

tiempos, a diferentes dosis de MPP+.y para evaluar el contenido de DA en el CE 

La PL fue máXima a las 2 horas luego de la admInIstracIón de! MPP'" como 

reportaron Rojas y Ríos (1993) a tiempos menores no hubo efectos en la formación 

de PFL (Tabla 3), esto indica que los efectos neurotóxicos del MPP+ no se 

desencadenan inmedi~tamente, este proceso tarda varios minutos en alcanzar su 

máximo nivel, sin embargo después de 24 horas los valores de PL descienden dado 

que en este modelo experimental hay recuperación 

El pretratamiento con EGb 761 protegió completamente a 2 y 24 horas contra 

la neurotoxicldad inducida por el MPP+ (Tabla 3), contrarrestando el incremento en la 

PL inducida por la neurotox\na. 

Los datos sugieren que la formación de PFL es dependiente de la 

concentración de MPP· (Figura 7) Es decir, a dosis bajas (O 18 mg/kg) de 

neurotOXlna el daño fue imperceptible por lo tanto no se esperó que hubiera 

protección por parte del extracto al no haber incremento en la formaCión de PFL. A la 

dosis intermedia de MPP+ (O 36 mg/kg) se encontró un Incremento del 22% en los 

niveles de PFL, sin embargo el extracto no fue capaz de contrarrestar el daño 



producido. Con la dosis mayor (0.72 mg/kg) la PL incrementó el 72% con respecto al 

grupo control, en este caso el pretratamíento con el EGb 761 logró evitar 

completamente el daño producido por la neurotoxina. Lo anterior nos puede lnd·lcar 

que, el EGb 761 sólo protegió al CE cuando el daño fue mayor, parece ser que la 

mtensidad del estrés oxidativo en el sistema Influye en la efectividad del EGb 761. 

Los posibles mecanismos por los que el EGb 761 protege del incremento en 

la PL en el CE podrían ser, la capacidad de los componentes del extracto para 

atrapar radicales hidroXilo, superóxido y peroxII que participan en la PL, así como de 

tener actividad antioxidante (Maitra et al., 1995), ya que se conoce bien que el 

MPP' provoca una sobreproducción de radicales libres (Wu el al., 1993) y PL (Rojas 

y Ríos, 1993) en roedores. 

El extracto posee un gran potencial para la protección neuronal contra el daño 

oxidativo, sin embargo no se determmó cual de las especies reactivas del oxígeno 

estuvo involucrada en este modelo. 

Como apoyo a los resultados de este trabajo, existen numerosas eVidencias 

que muestran el papel neuroprotector del EGb 761. El extracto protege a las 

neuronas contra el estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno (Oyama et 

al., 1996), se ha asociado con la reducción de edema y PL en el cerebro (Dorman et 

al., 1992), reduce la PL en sistemas productores de radicales libres, previene la 

apoptosls indUCida por el daño de los radicales hidroxilo y protege del estrés 

oxidativa en la mitocondria (Sloley et al., 2000; Ni et al., 1996; Ramassamy et al, 

1993; Plncerna,l et al., 1985). 

El EGb 761 es una mezcla estandarizada de diferentes compuestos activos y 

pnnclpalmente contiene 3 grupos: flavonoides, terpenoides y ácidos orgániCOS El 

EGb 761 muestra un perfil farmacológico heterogéneo, con diversos efectos sobre 



!os comportamientos, reo!ógicos, metabólicos y neuroquímicos (DeFeudis, 1991). La 

fracción flavonoide ha demostrado ser muy efectiva como atrapadora de radicales 

superóxldo (Ni el al., 1996) e hidroxilo (Bors el al., 1990) asi como ser inhibidora de 

la PL (Afanas'ev el al., 1989). Sin embargo, el diseño de los experimentos no 

permitió conocer cual componente de! extracto es responsable del efecto 

neuroprotector contra la PL al haberlo utilizado en conjunto 

La efectividad del EGb 761 en la neuroprotecclón podría deberse a un 

compuesto en particular, o bien, a la interacción de dos o más de ellos. Los 

f1avonoides en su estructura química presentan anillos aromáticos y dobles enlaces 

en su estructura química por lo que reaccionan fáCilmente con radicales hidroxilo y 

forman un producto de adición, atrapando directamente a los radicales hidroxilo. Los 

grupos hidroxil fenólico pueden quelar Fe2
+ e indirectamente inhibir la formación de 

radicales hidroxilo (Havsteen, 1983); la presencia de dos a tres dobles enlaces en el 

an\llo pirano central y dos grupos hidroxilo libres en la posición ortho del anillo B son 

esenciales en la efectividad contra los radicales libres e indirectamente participan en 

la inhibición de la PL. 

Con respecto al contenido de DA en el CE se observó que el pretratamiento 

con EGb 761 (10 mg/kg) no causó cambiOS en la concentración del neurotransmisor 

con respecto al control (Figura 8), esto Implica que el extracto no tiene efectos en la 

síntesis de la DA al no encontrar una variaCión en los niveles del neurotransmisor en 

el grupo "EGb 761 + salina" En contraste, se corroboró que la administración del 

MPP+ es capaz de disminuir hasta en un 40%, los niveles de DA a las 24 horas y 

37% a los 7 días. 

La protección contra la neurotoxlcldad dopamlnérglca por parte del extracto 

sólo se observó a las 24 horas eVitando la redUCCión de la DA en un 32%, Sin 

.1':1 



embargo a los 7 días, a pesar de encontrar todavía los niveles de DA disminuidos 

con respecto al control como consecuencia de la neurotoxicldad dopamlnérgica del 

MPP+, no hubo protección por parte del extracto aunque se observó una ligera 

tendencia al incremento en la concentración de la DA. 

Una posible explicación para entender lo anterior podría ser que al admimstrar 

EGb 761 durante 17 días se logra una acumulación y efectividad terapéutica máXima 

en el roedor, sin embargo al producir la lesión dopaminérgica con el MPP+ y hasta el 

dia del sacnficlo (7 dias después) no se administró el EGb 761, debido a que el 

objetivo de este trabajo fue observar el efecto preventivo del extracto como 

tratamiento prevIo al daño y no así el resultado curativo o restaurador. Siendo 

factlb[e que a[ transcurrir una semana el fármaco se haya eliminado por completo 

perdiendo así su efectividad en proteger a las neuronas en los índices medidos. Se 

sugiere realizar expenmentos para observar que sucede cuando se continúa e[ 

tratamiento de EGb 761 posterior a la administración del MPP+ hasta el momento del 

sacrificio 

Los resultados muestran que la PL sucede antes que el decremento de DA 

por efecto del MPP' como reportaron previamente Rojas y Rios (1993). 

Ramassamy el al. (1992), han observado que el EGb 761 es capaz de 

prevenir el decremento en [a recaptura de la DA en sinaptosomas bajo condiciones 

peroxldativas. Se ha reportada que los radicales libres pueden alterar la síntesis de 

la DA (Zaleska el al., 1989), induCIr la PL de las membranas y alterar los sistemas de 

recaptura de la DA (Rafalowska el al., 1989). Posiblemente uno o más de estos 

mecanismos sea el responsable de la neurotoxlcidad del MPP+ debido a que se 

producen radicales libres en exceso durante su administración 



EXisten dos reportes donde el EGb 761 puede proteger contra la 

neurotoxlcidad de la MPTP (protoxlna de la MPP+) evaluando el contenido de DA en 

CE. En este proceso se ha propuesto que esté involucrado la inhibición de la 

actividad de la enzima MAO (Ramassamy et al., 1990; Wu y Zhu, 1999) La MAO-S 

es requerida para la biotransformaclón de la MPTP al meta bolito tóxico estable el 

MPP+. Sin embargo en este trabajo el efecto prutector del EGb 761 no está 

relacionado con el bloqueo de esta enzima en la biotransformaclón de MPTP a 

MPP+, ya que se administró directamente el MPP+ en el ventrículo lateral derecho, la 

neurotoxina que produce el daño celular. 

Por otra parte, se ha demostrado que el EGb 761 tiene alta afinidad por el CE 

(Moreau et al., 1986), esto lo hace una droga candidato para proteger contra la 

neurotoxicldad del MPP+ y posiblemente en un futuro utilizarla en la clínica para el 

tratamiento de la EP idiopátlca. 

Con esto, se aportará más al conocimiento del papel del EGb 761 en un 

modelo experimental de la EP. Este trabajo muestra que el EGb 761 protege al CE 

de la PL Inducida por MPP+ y protege parcialmente de la disminución de la DA, 

posiblemente actuando como un potente agente antioxidante o atrapador de 

radicales libres. 

El EGb 761 al ser un fitofármaco no produce efectos colaterales graves 

(Hanzel y Trunzler, 1989) como en el caso de la L-DOPA, el farmaco tradicional para 

el tratamiento sintomático de la EP que sólo disminuye la sintomatología 

temporalmente. Este extracto ha sido extensamente estudiado en los ultimas 40 

años en FranCia y Alemania principalmente. Actualmente se utiliza en humanos para 

el tratamiento de la demenCia degenerativa primana, vascular o tipO Alzhelmer, 



enfermedad vascular cerebral, pérdida de la memoria, vértigo y tinnitus; algunas de 

estas asociadas con la producción de radicales libres como es el caso de la EP. 

Finalmente, aunque en México, la prevalencia de la EP es baja (40-

50/100,000 habitantes) es muy importante poner especial atención y destinar 

investigación científica hacia el conocimiento, manejo y tratamiento de las 

enfermedades neurodegenerativas como la EP, debido a que la esperanza de Vida 

ha aumentado en las últimas décadas. Actualmente la población de Indlvudiuos 

mayores de 65 años o más de edad asciende al 12 o 13% de la poblaCión mexicana, 

por lo que en unos años se espera que las enfermedades neurodegenerativas se 

incrementen sorprendentemente. 

:,; 



9. CONCLUSIONES 

El pretratamiento con EGb 761 no produce efectos en la PL ni en la 

concentración de DA en el CE. 

La dosis más efectiva en producir neuroprotección evaluada como PL y 

contenido de DA en CE es de 10 mg/kg/día. 

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 más elevada sucede a las 2 horas después de la administración de MPP+ 

siendo completamente Inhibida por el pretratramlento con EGb 761. 

La formación de PFL es dependiente de la dosis de MPP·, el EGb 761 sólo 

protege cuando la intensidad del daño es mayor. 

Los compuestos del EGb 761 previenen parcialmente el daño celular a las 

neuronas dopaminérgicas evitando la reducción en la cantidad de DA estnatal 

asociado a la administración de MPP+. 

Con más investigación el EGb 761 se puede proponer como una alternativa de 

terapia de apoyo en el tratamiento de pacientes con EP por su acción 

neuroprotectora. 



10. APÉNDICES 

A.1. Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson 

A.1.1. Modelo colinérgico 

Las drogas colinérglcas Inducen síntomas parklnsónicos como el temblor, la 

ngidez, la catalepsia y la aCineSia, los agentes colinérgicos principalmente son la 

treman na y la oxotremonna (Brimblecome y Pinder, 1972). Sin embargo, el temblor 

inducido por agonistas colinérgicos semeja más una condición de intoxicación 

colinérgica (Duvoisin, 1976). 

A.1.2. Lesiones neuronales no selectivas 

En los modelos qUirúrgicos se realizan lesiones estereotáxicas en la vía 

nigroestnata! de monos, dañando las terminales dopaminérgicas, produciendo 

temblor, bradicinesia y rigidez, asociados con la disminución de DA en el caudado y 

el puta me n (Poirier et al , 1966). Sin embargo, este modelo no es selectivo porque 

es muy difícil dañar una sola vía sin afectar el tejido cerebral circundante (Zigmond y 

Stricker, 1984). 

A.1.3. Modelo del envejecimiento 

Con el envejecimiento se ha propuesto que las neuronas de la vía 

nigroestnatal pueden producir toxinas específicas de! metabolismo dopamlnérglco 

(radicales libres, quinonas, toxinas endógenas y exógenas), contribuyendo a la 

patogénesis de la EP (Shoulson, 1989). 

A.1 4 Modelos químicos 

El empleo de diversas drogas, quimlcos o neurotoxlnas especificas han 

mostrado InduCIf síndromes parklnsónlcos alterando la transmisión dopamlnérglca 

en el sistema nerviOSo central por diversos mecanismos' afectando la sínteSIS, el 

almacenaje o la secreción de neurotransmisores, o bien, dañando los SitiOS 



receptores. Estos efectos pueden ser permanentes o transitorios. Las toxinas como 

la 6-0H-DA, el manganeso y la MPTP destruyen neuronas selectivamente similar a 

lo que sucede en la EP. 

A.1.4.1. Reserpina 

Uno de los primeros modelos expenmentales de la EP fue la administración 

de reserpina al ratón (Carlsson et al, 1957), obselVando hipocinesia y disminución 

de las monoamlnas s'lendo estas reversibles al utilizar la L-DOPA. La reserpina 

interfiere con el almacenamiento de la DA, la noradrenalina y la serotonina en los 

gránulos Intracelulares conduciendo a la reducción principalmente de la DA en las 

terminales nerviosas. Los síntomas que produce son sedaCión, hipocinesla, rigidez, 

catalepsia y con frecuencia temblor (Hornykiewicz, 1966), siendo reversibles y no 

selectivos, 

A 1.4.2. 6-hldroxidopamina (6-0H-DA) 

La 6-hidroxidopamina (6-0H-DA) destruye selectivamente sistemas 

catecolaminérgicos por su Similitud estructural con las catecolamlnas, siendo capaz 

de concentrarse en las terminales de estas neuronas por el sistema de transporte de 

alta afinidad que existe en sus membranas (Sachs yJonsson, 1975) La 6-0H-DA se 

administra en Jos ventrículos laterales del cerebro de la rata 30 min después de la 

inyeCCión sistémica de desmetilimipramina (un Inhlbldor de alta afinidad del 

transporte de la norepinefrina) bloqueando así los efectos tóxicos de la 6-0H-DA en 

las neuronas que contienen esta catecolamina, resultando una pérdida de DA 

permanente y específica en el sistema nelVioso central. Este modelo también 

degenera los axones de la vía nigroestriatal con la pérdida permanente de más del 

95% de las terminales dopaminérglcas en el CE (Ungerstedt, 1971 a, Bloom et al., 

1969). 

Los síntomas observados son aCinesia y catalepsia que pueden ser 

reversibles al administrar agonistas de la DA como la L-DOPA, la bromocriptlna y la 

apomorfina. Cuando se administra bilateralmente en la sustancia negra de roedores, 

los animales presentan hipoclnes¡a, afagla y adipsia, con la Inyecc¡ón unilateral se 

produce afagla y adipSia (Ungerstdet, 1971 b) 



A.2. Radicales libres y especies reactivas del oxígeno 

Un radical libre es aquella especie química que posee uno o más electrones 

desapareados. Los radicales libres se generan por excitación electromagr,ética del 

oxígeno molecular (Figura 9), la degradación de especies reactivas del oxígeno y 

durante reacciones bioquímicas normales en el tejido Los electrones no apareados 

hacen a estos compuestos altamente reactivos y pueden iniciar reacciones de 

peroxidación en varios sustratos Importantes para la actividad celular como 

proteínas, Iípídos y áCidos nuc!éicos (para una revisión ver Halllwell y Guttendge, 

1984). 

A.2.1. Oxigeno slngule!e 

Es una forma reactiva del oxígeno que no tiene electrones desapareados y 

por lo tanto no es un radical, tiene una vida media de 1x10-6 s y es un agente 

oxidante muy poderoso (Ross y Moldeus, 1991) La formación del oxigeno singulete 

ocurre in vivo en c!oroplastos iluminados (HaJllwel!, 1981), en el cristalino y en la 

retina de los mamiferos (Landthaler, et al., 1993) El oxígeno slngulele es capaz de 

inlcíar la peroxldaclón de los ácidos grasos poliinsaturados dañando las membranas 

(Jamleson,1986). 
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rigura 9 Representación esquemática de la formación de especies reactivas de la 

molécula dlatómlca de oxígeno O-orbital, I I electrones (tomado de Halliwell y 

Guttendge, 1984) 

A 2.2. Superóxido 

El radical superóxido se obtiene cuando el oxígeno molecular se reduce por 

un electrón El superóxldo es una molécula con un electrón desapareado 

sorprendentemente Inerte, tiene una vida media de 1x10-6 s, es un buen agente 

reductor (Ross y Moldeus, 1991), su principal reacción es la dlsmutaclón en Ja que 

reacciona con el mismo para formar peróxido de hidrógeno y oxigeno (Fndovlch, 

1995) por lo tanto es precursor de los agentes más reactivos 

Este radical se forma in VIVO en una gran vanedad de ceJulas aeróbicas 

(Halllwell, 1981), debido a la actividad producida por la cadena de transporte de 

electrones en la l1l'tocondna, así como el retlcu!o endoplásmlco, que son sus 

pnnclpales fuentes Otras celulas que producen superóxldo son las fagocltlcas, Jos 

monocltos, neutrófilos, eoslnófilos y macrofagos de vanos tipOS Incluyendo las 
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células microgliales del cerebro (eoltan y Gilbert, 1987), como una protección contra 

organismos que intentan infectar el sistema nervioso central (Curnutte y Bablor, 

1987). 

El radical superóxido puede inactivar directamente algunas enzimas (Zhang et 

al., 1990), junto con el radical óXido nítnco pueden reacCionar con el peroxinitnto 

determmando su reactlvidad en mediar reacciones oxidativas (Miles et al., 1995) En 

presencia de peróxido de hidrógeno el radical superóxido puede ser precursor del 

radical hidroxilo (Buechter, 1988); y estar implicado en el daño tisular y la 

neurodegeneraclón (Jlang el al., 1999). 

A.2.3. Peróxido de hidrógeno 

La adición de un segundo electrón al radical superóxido produce el Ión 

perÓXido, que no tiene electrones desapareados y por lo tanto no es un radical Una 

vez formado el ion peróxido a pH fisiológico, se protona de inmediato y produce el 

peróxido de hidrógeno (H,O,). La dismutación del superóxido (O,) es la mayor 

fuente de H20 2 • esta reacción la realiza la enzima superóxido dismutasa (SOO) para 

remover el superóxido. 

soo 

20, + 2H' -, 

El peróxido de hidrógeno es un agente oXidante, no muy reactivo pero penetra 

fácilmente las membranas celulares por difUSión, al reaccionar con sustratos 

orgánicos es muy lento (Ross y Moldeus, 1991). En presencia del Ión ferroso (Fe"), 

se descompone en ion hidroxilo y en radical hidroXilo, el más citotÓXICO de todos los 

radicales capaz de atacar las estructuras orgánicas más estables (Halllwell y 

Guttendge, 1984). El peróxido de hidrógeno puede ser removido de las células 

humanas por dos enzimas: la catalasa y la glutatlón peroxldasa (Jain el al., 1991) 

Existen otras enZimas que producen peróxido de hidrógeno en los tejidos 

humanos, como la L-amlno oXldasa y la monoamino oXldasa (MAO). La 

desamlnac¡ón oXldativa de la DA por la MAO es la vía catabólica más Importante en 

las terminales dopamlnérglcas En la EP hay un recambio acelerado de la DA que 

produce un Incremento en la formactón de peróxtdo de htdrógeno que puede 



provocar una fuerza oxidante en las terminales dopaminérglcas que restan y así 

acelerar su destrucción (eohen, 1988). 

A.2.4. Radical hidroxilo 

El peróxido de hidrógeno a su vez forma dos radicales hidroxilo (OH·), debido 

a la ruptura homolítica de enlace O-O de la molécula. Si el peróxido de hidrógeno 

(H20 2) se combina con los iones Fe 2+ se forma el radical OH· por la reacción de 

Fenton: 

Fe 2+ + H20 2 --7 Fe 3+ + OH· + OH-

Otra reacción conduce a la formación de radicales hidroxilo denominada 

reacCión de Haber-Weiss: 

Catahzada por hierro 

--> OH' + OH' + O, 

El radical hidroxilo es el más dañino de todos los radicales libres producidos 

en las células, es extremadamente reactivo puede adiCionar, abstraer y transfenr 

electrones con casi cualquier biomolécula a pesar de que su distancia de difusión es 

muy pequeña y sólo existe por una pequeña fracción de segundo (1x10-9 s) (Yu, 

1994). 

Destruye enzimas, carbohidratos, altera el ONA (causando cambios químiCOS 

a las bases púricas y pirimídlcas), daña los lípidos produciendo PL al remover o 

adiCionar hidrógeno en las Insaturac·lones y altera la permeabilidad membranal hasta 

conducir a la muerte celular (Aruoma et al., 1991). 

A 2.5. ÓXido nitrico 

El óxido nítrico es un radical gaseoso que reacciona con el radical superóxldo 

para formar un producto no radical conOCido como peroxlnitrito (Huie y PadmaJa, 

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

El peroxmitnto es citotóxico, es un agente muy oxidante capaz de causar daño 

celular, Inactlvaclon mltocondrial y dañar el ONA por desamlnación (Beckman, 

1991 ) 



El óxido nítrico es liberado por varios tipOS celulares, principalmente las 

células endoteliales y los fagocitos. (Moncada et al , 1991), puede Inactlvar enZimas, 

inhIbir la cadena de transporte de electrones y dañar la función mitocondria\ (Richter 

el al., 1994) 

A.3. Protección contra los radicales libres 

Existen varios mecanismos de defensa en la célula contra el ataque de los 

radicales libres, estos pueden ser enzimáticos, compuestos antiOXidantes no 

específicos, atrapado res o inactivadores de radicales libres. A continuación se 

menciona algunos brevemente: 

A.3.1. Superóxido dismutasa 

La superóxido dismutasa (SOO) eS la enzima que atrapa al radical superóxldo 

en las células descubierta por McCord y Fridovich (1969). 

La SOO cata liza la dlsmutaclón del radical superóxido a peróxido de 

hidrógeno. Existen dos isoenzlmas SOO: la Cu-Zn-SOO en el citoplasma y la Mn­

SOO en la mitocondria. 

SOO 

20, + 2H· -> 

Las formas mutantes de las Isoformas de la SOO son Importantes en el ongen 

de las enfermedades neurológicas como la esclerosis lateral am¡otrófica (HosJer y 

Brown, 1995) 

A.3.2. Catalasa 

La catalasa (CAT) catahza la transformaCión de peróxido de hidrógeno en 

agua. 

CAT 

.~> 2H,O + O, 



En la célula comparte función con la glutatión peroxldasa, aproximadamente 

la mitad del peróxido de hidrógeno producido en la célula es destruído por la CAT 

La CAT está distribuida en diversos tejidos, su actividad varía entre células y tejidos, 

por ejemplo en el cerebro hay poca actividad. La deficiencia de CAT existe, Sin 

embargo es relativamente Inocua (Babior, 1997). 

A.3 3. Glutatión peroxidasa 

La glutatión peroxidasa forma parte de un sistema donde operan dos 

enzimas, la glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa en un ciclo entre formas 

oxidadas y reducidas (Burk, 1990). 

La glutatión peroxidasa se localiza en el citoplasma y en la matriz 

mitocondrial, esta enzima cata liza la reducción de peróxido de hidrógeno para 

transformar el glutatión reducido a glutatión oxidado. Existen dos tipos de g!utatlón 

peroxidasa, [a dependiente de selenio y [a independiente de selenio (Yu, 1994). 

La deficiencia de glutatión peroxidasa y gltuatión reductasa produce anemia 

hemolítica severa que empeora cuando se emplean drogas oxidantes como la 

nltrofurantoina y ciertas sulfonamidas (Cohen et al., 1985). 

Estas dos últimas enzimas no actúan directamente sobre un radical libre, ya 

que el peróxido de hidrógeno no tiene electrones desapareados, sin embargo evitan 

que se forme el radical hidroXilo a través de la reacción de Fentan. Por esta razón, 

las enzimas que inactivan al peróxido de hidrógeno previenen la formación de 

radicales libres y la PL. 

A.3.4. Ceru[op[asmina. 

La ceruloplasmina es un transportador del cobre en el plasma sanguíneo 

(Llnder y Hazegh-Azam, 1996), es conSiderado como e[ principal transportador de 

cobre del sistema nervioso central (Lee et al., 1993, Crowe y Margan, 1996) 

El cobre es muy importante en el metabolismo de varios tejidos incluyendo el 

cerebro, la disminUCión de! cobre en el tejido cerebral, trae como consecuenCia una 

redUCCión en el funCionamiento de los complejOS dependientes de cobre como son el 

complejO de cobre unido a metalotloneína (Cu~MT), la cual Induce una mayor 
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tolerancia al daño provocado por radiaciones ionlzantes (Sorenson et al., 1995) y la 

superóxido dependiente de cobre. La cerulop!asmina tiene una actividad enzlmátlca 

de ferroxidasa, es decir, que cata liza el paso del Fe2
+ a Fe3

+, reduciendo el 

contenido tisular de Fe2
+ disponible para la reacción de Fenton (Da Silva y Aust, 

1993), por lo tanto disminuye los niveles del radical hidroxilo generado en dicha 

reacción. La capacidad de la ceruloplasmina en el secuestro y d·lsmutación de 

especies reactivas del oxígeno como el radical superóxldo, ha sido señalada como la 

responable de sus efectos inhibidores de la PL (Goldstein, 1979). 

A.3.5. Metalotioneinas 

Las metalotioneínas (MTs) son proteínas de bajo peso molecular, ricas en 

clsteínas, captadoras de metales. EXisten cuatro isoformas denominadas MT-l, MT-II 

(Kagl y SChaffer, 1988), MT-III (Uchida et al., 1991; Masters et al., 1994) y MT-IV 

(Quaife et al., 1994). Son atrapadoras de radicales libres, aunque no se sabe el 

mecanismo exacto, se sugiere que los grupos ti 01 de [a proteína sirven para unir las 

especies reactivas del oxígeno y en particular los radicales hidroxilo. In vdro se ha 

demostrado la capacidad de la MT de captar radicales hidroxilo (Thorna!ley y Vasak, 

1985) También regula el metabolISmo de los metales traza de Importancia 

fisiológica como son el cobre y el zinc, destoxlfica de metales dañinos y tiene 

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

1993). 

A.3.6. AntiOXidantes 

Los agentes antioxidantes actúan dejando que los radicales libres sustraigan 

un átomo de hidrógeno de la molécula antioxidante y no de los acidos grasos 

poliinstaturados, rompiendo la cadena de reacciones de los radicales libres para 

prodUCir un radical antioxidante que es una especie no reactiva. Los prjnclpales 

antioxidantes reportados son la Vitamina E (Mattlll, 1947); pigmentos carotenoides 

capaces de atrapar al radical superóxido (Mathews, 1964): el áCido ascórblco 

(Falrhurst, 1983) y los compuestos que contengan flavonoldes como es el caso del 

EGb 761 entre airas (Joyeux el al., 1995, Piel" el al .. 1997) 



A.4. Fitofármacos 

Los fltofármacos forman parte de la terapéutica en la medicina científica y son 

utilizados para el tratamiento de enfermedades o padecimientos definidos. Las 

sustancias activas de las preparaciones vegetales, esencialmente extractos 

estandarizados, se elaboran en diversas presentaciones igual que los fármacos 

provenientes de la química sintética como: cápsulas, tabletas, grageas, ampolletas, 

pastas. ungüentos, geles, polvos, gránulos, gotas, soluciones, jugos e infusiones; 

empleados en el campo de la medicina científica, cuyos efectos farmacológicos se 

prueban en experimentos y cuya eficacia terapéutica se comprueba en estudios 

clínicos y por medio de la práctica médica (Hansel, 1987). 

Un fitofármaco se puede preparar a partir de. 

a) las partes vegetales cortadas o pulverizadas 

b) los jugos de la planta 

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

d) los extractos de las partes de la planta, obtenidos por diferentes procedimientos, 

con solventes (Lozoya y Gómez, 1997). 

En general, los fitofármacos, no son medicamentos para el tratamiento agudo 

o de urgencia sino en padecimientos crónicos en las vías respiratorias, en 

enfermedades gastrointestinales, problemas de circulación, dermatología, urología y 

trastornos cerebrales, pues se requiere de un uso prolongado para obtener los 

efectos deseados. 

A diferencia de los fármacos sintéticos, la mayoría de los fitofarmacos no 

producen efectos secundarios por lo que se caracterizan por un rango terapéutiCO 

ampliO, [o cual permite una terapia con pocos efectos colaterales en general. (Hansel 

y Trunzler, 1989). 



A.5. Características de Ginkgo biloba 

Reino Plantae 

División: Ginkgophyta 

Clase: Ginkgopslda 

Orden: Glnkgoales 

Familia: Ginkgoaceae 

Género: Ginkgo 

Especie: Ginkgo biloba 

El Gmkgo biloba es la especie de árbol más vieja de las existentes y es el 

único descendiente vivo de un grupo de plantas que durante el Mesozoico se ha!!aba 

mucho más extendido. Los fósiles del G. biloba datan de 250 millones de años De 

ASia fue introducido en las regiones templadas de Europa y Aménca de! Norte 

aproximadamente en el siglo XVII (Del Tred'lcl, 1991). Pertenece a la clase 

Gmkgopsida, se categonza en su propia división Ginkgophyta y representa a la única 

especie viva del orden Ginkgoales 

Es sorprendentemente reSistente a virus, bacterias, hongos e insectos y tiene 

un alto nivel de adaptabilidad a[ ambiente. Posee una gran longevidad, llegan a viVir 

mas de 1000 años. 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 raíces tienen una gran concentración del ingrediente actlvo de uno de 

los extractos (ginkgólidos) pero debido al lento crecimiento del árbol no es 

conveniente recolectarlas (Itil, 1995). 

1;1 



A.5.1. Descripción 

El Ginkgo biloba es un árbol dlolco (ejemplares masculinos y femeninos), con 

flores diclinas (cada árbol produce flores de un solo género), caduclfolto (pierde sus 

hojas en otoño) que alcanza una altura máXima de 30-40 metros. A continuación se 

presenta una descripción breve de las características del Ginkgo bilaba (Gifford y 

Foster, 1989; Bold et al., 1987). 

- Dosel: cilíndrico y de porte amplio 

- Corteza: en un árbol joven es de color marrón grisáceo, mientras que en los 

ejemplares viejos suele ser marrón oscura con hendiduras profundas. 

- Hojas: tienen nervaciones dicotómicas que parten de la base, tienen forma de 

abanico y son carnosas, se agrupan en los tallos cortos en forma de ramilletes de 

dos a seis mientras que en los tallos largos aparecen dispuestas de forma alterna; 

son de color verde intenso, lisas en ambas caras cubiertas por una fina capa de 

cera. La lámina sale de un peciolo de 2 a 9 centímetros de longitud, con lo que las 

hojas pueden llegar a medir hasta 14 centímetros de largo y 13 de ancho. Las hOjas 

más grandes, se hallan cerca del tronco y suelen producir retoños en los ejemplares 

de mayor edad En otoño las hOJas, antes de caerse, adqUIeren un color amarillo 

Intenso 

- Flores. Las flores brotan de ejes de hOjas escamosas Las inflorescencias 

masculinas tienen numerosos estambres, cada filamento presenta dos sacos de 

polen. Las flores femeninas dispuestas en largos pedúnculos, suelen portar dos 

cápsulas, aunque en ocasiones pueden contener tres o más. En las zonas de 

plantación la época de floración es en mayo encargándose el Viento de la 

polinización. 

- Semillas' Las semiUas presentan dos hOjas embrionarias por lo que es una planta 

dlcotiledonea. 
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A.6. Estandarización del EGb 761 

Aproximadamente de 100 kg de hojas de G. bí/oba se obllenen 25 kg de 

extracto que contiene según la Autoridad Alemana en Salud Federal. 22-27% 

glucósidos f1avónicos; 5-7% terpenoides de los cuales 2.8-3.4% son glnkgólldos A, 

B, C, J y 2.6-3.2% son bilobálidos, menos de 1 ppm de alquilfenol; menos de 5 ppm 

de ácidos ginkgólicos; 6.5% proantocianidinas y de 5-10% de ácidos orgánicos. La 

desviación de los rangos incluye fluctuaciones obtenidas durante la producción yel 

análisis. (BGA-Kommisslon E, 1994) 

Sin embargo, el producto final del EGb 761 controlado analíticamente 

contiene 24% de glucósidos f1avónlcos y 6% de terpenoides (3 1 % glnkgólidos; 2.9% 

bilobálidos)(Drieu, 1988). 

Otras fracciones del EGb 761 se han utilizado en diversos estudiOS como son. 

el LI 1370 que contiene 24% de glucósidos flavónicos; el CP 205 (fracción 

flavonoide); la fracción terpenoide; el GKA (ginkgólldo A) , el GKB (glnkgólido B ) Y 

la fracción bilobálida. 

A.7. Cultivo, Cosecha, Extracción y del EGb 761 

Desde 1982 [a farmacéutica Schwabe cuenta con plantaciones de árboles de 

G. bl/oba establecidas en la reglón de los Burdeos en Francia y en Carolina del Sur 

en los Estados Unidos de América que superan los 25 ml!lones de árboles. Podan 

los árboles en Invierno para tener una mayor prodUCCión de hOJas, manteniéndolos a 

una altura de 1.80 m aproximadamente (DeFeudls, 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 extracción (Del 

Tredici, 1991). Se realiza un análls'ls de los constituyentes activos para asegurar la 

estandarización, pues estos dependen de variaciones estacionales 

En la preparación del extracto se utilizan las hojas secas de alta calidad 

donde se mezclan con agua y acetona. Después de la evaporación de la acetona se 

realiza una serie de 18 pasos para eliminar sustancias Indeseables (acldos 

glnkgóllcos y biflavonas) y para ennquecer el extracto en sustanCias activas 

conSideradas a ser relevantes en eficaCia terapéutica (glucósidos flavonlcos, 



terpenoides). Los procedimientos de extracción y definición química están 

rigurosamente controlados y estandarizados (Figura 10). 

Hojas de Gmkgo biloba 

Extracto total 

Extracción con acelonaJagua 

Remoción de los compuestos 
fuertemente hpofíllCOS 

Componentes solubles en agua 

1 Enriquecimiento de 
compuestos activos 

Sustancias activas y 
Compuestos pollfenóhcos 

condensados 

EGb 761 

Remoción de compuestos 
pollfenóllcos 

Figura 10. Esquema donde se muestra el procedimiento de extracCión utilizado para 

preparar el EGb 761 de las hOjas del Ginkgo biloba (Tomado de DeFeudis, 1998) 

Los componentes del EGb 761 tienen diferentes actividades farmacológicas y 

sus proporciones relativas en el extracto están relaCionadas con los efectos 

terapéuticos del extracto total 
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