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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es wuna enfermedad cronica
neurodegenerativa, caracterizada por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra pars compacta (SNpc) y disminucién del neurotransmisor de dopamina
(DA) en el cuerpo estriado (CE). La neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) es referido como el mejor modelo experimental de la EP. El estrés oxidativo es
considerado como el principal mecanismo que conduce a la neurodegeneracion,
producida durante la EP y la neurotoxicidad de la MPTP. Por otro lado, el EGb761 es
una mezcla patentada de compuestos activos, extraidos de las hojas del arbol de
Ginkgo biloba. Se ha propuesto que el EGb761 tiene efectos neuroprotectores,
probablemente como atrapador de radicales libres 6 accidon antioxidante. Varios
estudios demuestran el efecto protector del EGb761 en el metabolismo neuronal de la
DA. En este estudio se analiz6 el papel neuroprotector del EGb761 en la
neurodegeneracion dopaminérgica inducida por la MPTP, usado como un modelo
experimental de la EP. Se utilizaron ratones machos de la cepa C-57 black, a los
cuales se les administr6 MPTP (30 mg/kg) durante 5 dias. Posteriormente se
administraron con EGb761 a diferentes dosis (10, 40, 80, 120, 160, 180 6 200 mg/kg)
por 18 dias. Se analiz6 el contenido de DA en el CE por HPLC, el nimero de neuronas
dopaminérgicas por medio de la técnica inmunohistoquimica de la tirosina hidroxilasa,
aplicando el método estereoldgico para su cuantificacion en la SNpc. El analisis
densitométrico en CE de la inmunoreactividad de la tirosina hidroxilasa se realiz6 con
un sistema de analisis de imagenes Metamorph. La actividad locomotora fue medida
con un sistema de deteccion infrarroja sensible al movimiento. Los niveles de
peroxidacion de lipidos en CE se midieron por el método de productos fluorescentes
lipidicos. La pérdida de las neuronas dopaminérgicas, inducida por la MPTP fue
significativamente atenuada en los ratones administrados con EGb761 (10 y 40 mg/kg
i.p.), después de inducirles el parkinsonismo con la MPTP. El efecto neuroprotector del
EGb761 esta asociado con el bloqueo de la peroxidacion de lipidos. La disminucion
locomotora inducida por la MPTP fue recuperada con EGb761 (26 y 36%,
respectivamente), correlacionando con los niveles aumentados de la DA estriatal (36 y
75%). Los resultados de este estudio, indican que el EGb761 atenua la
neurodegeneracion dopaminérgica generada por la MPTP, posiblemente al inhibir el
estrés oxidativo producido por la neurotoxina.



SUMMARY

The Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative chronic disease,
characterized by the loss of the dopaminergic neurons in the substantia nigra
pars compacta and reduction of striatal dopamine content. The 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) is referred like the best experimental
model of the PD. Oxidative stress is considered the main mechanism that leads
to the neurodegeneration, produced during the PD and the neurotoxicity of the
MPTP. On the other hand, the EGb761 is a patented and well-defined mixture of
active compounds extracted of the leaves of the tree of Ginkgo biloba. It has
been proposed that EGDb761 has neuroprotective effects, probably via
scavenging of free radicals or antioxidant action. Several studies demonstrate
the protective effect of the EGb761 in the neuronal metabolism of dopamine. In
this study was investigated the neuroprotective effect of the EGb761 in the
dopaminergic neurotoxicity induced by the MPTP, used like an experimental
model of the EP. C-57 black mice were administered MPTP (30 mg/kg) during 5
days. Followed they were administered with EGb761 to different doses (10, 40,
80, 120, 160, 180 or 200 mg/kg) by 18 days. Striatal dopamine content was
analyzed by HPLC, the number of dopaminergic neurons by the immunostaining
technique of the tyrosine hydroxylase, using the stereological techniques for its
guantification in the substantia nigra pars compacta. The striatal density of
tyrosine hydroxylase immnunoreactivity was determined by Metamorph Imaging
System. The locomotor activity was measured with system sensors of sensible
infrared detection to movement. The levels of lipid peroxidation in striatum were
analyzed by the lipid fluorescent products method. The decrease of the
dopaminergic neurons, induced by the MPTP was attenuated by administered
with EGb761 (10 and 40 mg/kg i.p.), after inducing the parkinsonism with the
MPTP. The neuroprotective effect of the EGb761 could be associate with the
blocks of the lipid peroxidation. The locomotive diminution induced by the MPTP
was recovered with EGb761 (26 and 36%, respectively), correlating with the
levels recovered of striatal dopamine (36 and 75%). The results this study to
denote that the EGb761 attenuates MPTP-induced neurodegeneration
dopaminergic, possibly at inhibit oxidative stress produced by neurotoxin.



1 INTRODUCCION

1.1 Sistema nervioso y su importancia

Las funciones principales del Sistema Nervioso (SN) son: detectar, transmitir,
analizar y utilizar la informacion generada por los estimulos sensoriales internos y
externos para organizar y coordinar directa o indirectamente las funciones del
organismo. Asi, el SN asegura la regulacion de todos los procesos vitales de los
organismos y su correlacion con el medio ambiente (Chusid, 1977).

El Sistema Nervioso Central (SNC) o encéfalo es la porcion anterior modificada y
agrandada que esta cubierta por tres membranas protectoras (meninges) y encerrada
dentro de la cavidad craneana. Se divide en corteza cerebral, ganglios basales, talamo
e hipotdlamo, mesencéfalo, tallo cerebral y cerebelo. Esta division encefalica nos

provee una base para estudiar las diferentes afecciones del cerebro (Chusid, 1977).

1.2 Ganglios basales

Los ganglios basales (GB) o nucleos de la base, son un conjunto de estructuras
localizadas subtalamicamente, insertados en un circuito que se inicia en la corteza
cerebral y cuya salida es a través del tdlamo, para dirigirse de vuelta a la corteza
cerebral (Cote y Crutcher, 1991). Los GB no se limitan a una sola estructura anatomica,
lo conforman el cuerpo estriado (CE), globo pélido (GP), nlacleos subcorticales como
los nucleos subtalamicos (NST), sustancia nigra pars compacta (SNpc) y la pars
reticulata (SNpr) y mas recientemente los nucleos tegmentales pedunculopontinos.
(Utter y Basso, 2008; Obeso y col., 2002), los cuales participan en la regulacién de los
movimientos y la cognicion (figura 1).

El circuito motor de los ganglios basales (figura 2), inicia en las areas de la
corteza que controlan el movimiento (area motora suplementaria, corteza premotora,
corteza motora, corteza somatosensorial y el I6bulo parietal superior) y SNpc envian
sus proyecciones hacia el CE, siendo la primera excitatoria glutamatérgica y la segunda
dopaminérgica. Las eferencias del CE son GABAérgicas Yy proyectan

predominantemente a SNpr, éste a su vez proyecta sus axones a los coliculos



Figura 1. Estructuras que integran los ganglios basales en un corte sagital de cerebro de raton. La
mayoria de los componentes se hallan en el telencéfalo, aunque la sustancia nigra se encuentra en el
mesencéfalo y el ndcleo subtalamico esté en el diencéfalo. CE: cuerpo estriado, GP: globo palido, NST:
nucleos subtalamicos, SNpc: sustancia nigra pars compacta, SNpr: sustancia nigra par reticulata, NTP:
nucleos tegmentales pedunculopontino.

superiores. Otra de las eferencias del CE son enviadas al GP, tanto externo como
interno, siendo estas vias GABAérgicas para inhibir al talamo y los nucleos
subtalamicos, donde éstos envian sus proyecciones hacia la corteza dando término al
circuito de los GB (Céte y Crutcher, 1991; Utter y Basso, 2008). Entre el nucleo de
entrada y las estructuras de salida existen dos sistemas paralelos de proyeccion
denominado como ‘“via directa” y “viaindirecta”. En la “via directa” las neuronas

gabaérgicas y peptidérgicas estriatales proyectan directamente al GP internoy ala



ulos superiores

Figura 2. Esquema del circuito de lo ganglios basales. Las lineas rojas son la via directa, las azules son
la via indirecta. SNpc: sustancia nigra pars compacta. SNpr. Sustancia nigra pars reticulata, NST: nlcleo
subtalamico, GPe: globo palido externo, GPi: globo palido interno, Glu: glutamato, GABA: &cido
gammaminobutirico, D1 y D2: receptores de dopamina tipo 1 y 2 (Tomado de Utter y Basso, 2008).

SNpr. La “via indirecta” originada en poblaciones gabaérgicas y encefalinérgicas
estriatales, terminan en el GP interno y en la SNpr a través de conexiones que
involucran al GP externo y al NST (Obeso y cols., 2002). La activaciéon cortical de la
“via directa” facilitaria los movimientos deseados, mientras que la estimulacion
glutamatérgica cortical de las neuronas estriatales de la "via indirecta” provocaria una
inhibicion de los movimientos no deseados. La dopamina (DA) tiene un caracter dual
sobre las neuronas estriatales, la via directa es excitatoria y la via indirecta inhibitoria
(Albin y cols., 1989).



Existen muchos desérdenes del movimiento, atribuidos a la disfuncién de los GB,
uno de éstos es la enfermedad de Parkinson (EP). La cual es bien conocida su

patologia y en ésta participan ciertas estructuras de los GB.

1.3 Enfermedad de Parkinson

La EP fue descrita por James Parkinson en su monografia de 1817 “Ensayo de la
pardlisis temblorosa”. Es una enfermedad neurodegenerativa progresiva con
caracteristicas patoldgicas y clinicas bien definidas (Dauer y Pzedborski, 2003). La
enfermedad tiene una incidencia de 160 por 100,000 personas mayores de 50 afos,
afectando a hombres y mujeres por igual (Waters, 2002). Se caracteriza por
alteraciones motoras: dificultad para iniciar movimientos (acinesia), lentitud en los
mismos (bradicinesia), temblor en las extremidades durante el reposo (tremor) y rigidez
muscular (Utter y Basso, 2008). Los pacientes con la EP presentan degeneracion y
muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, que constituyen uno de los
principales grupos de neuronas productoras de la DA. En estudios postmortem se
demuestra que la via dopaminérgica es especialmente vulnerable a los efectos de la
edad (Stark y Pakkenberg, 2004).

La DA es un mensajero quimico responsable de transmitir las sefales entre la
SNpc y el CE, para producir actividad muscular con fluidéz. La pérdida de DA hace que
las células nerviosas del CE actuen sin control, dejando a los pacientes incapaces de
dirigir o controlar sus movimientos de forma normal (Orr y cols., 2002). Se ha
encontrado que los sintomas motores aparecen cuando la pérdida de DA en el CE es
mayor al 80% (Homykiewicz y Kish, 1986), aunque en la SNpc la pérdida neuronal sea
solo del 50% (Marsden, 1992).

La degeneracion y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, es un
problema fundamental de la EP. Esta degeneracion se extiende a varios nucleos del
tallo cerebral y otras areas del cerebro donde hay células dopaminérgicas. Ademas, del
déficit de DA en el CE, se presentan alteraciones en otros neurotransmisores como:
noradrenalina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), acetilcolina y acido gammaaminobutirico
(GABA) (Arias-Carrion, 2007). El papel de 5-HT, junto con noradrenalina en el SNC, es

el de regular la vigilia, el proceso activo del suefio, la atencién, los procesos
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motivacionales y en la regulacién de los estados de animo. Muchos de los pacientes
con la EP presentan alteraciones en el suefio, como también en la motivacién (Happe,
2005).

La disminucion de DA en nucleo caudado y putamen es del 80-90%. En el
nacleo acumbes, corteza cerebral e hipotdlamo es del 50-60%, indicando que la via
nigroestriatal es la mas dafada en la enfermedad. Sin embargo, se ha observado
neurodegeneracion en el sistema noradrenérgico (locus cerolius), serotoninérgico (rafe)
y colinérgico (nucleos basales de Meynert) (Schulz y Falkenburger, 2004). La
degeneracion del sistema colinérgico y las estructuras del hipocampo explican la alta
incidencia de demencia que acompafia la EP, particularmente en los pacientes de edad

avanzada (Schulz y Falkenburger, 2004).

1.3.1 Dopamina

La DA es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del SNC de los
mamiferos y participa en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora,
la emotividad, la afectividad y la comunicacion neuroendécrina (Bahena-Trujillo y cols.,
2000). La DA se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina y existen mecanismos que
regulan de manera muy precisa su sintesis y liberacion. Los receptores dopaminérgicos
se encuentran ampliamente distribuidos en diversas areas del SNC (aunque de manera
diferencial de acuerdo al subtipo), donde son responsables de las diversas acciones
fisiologicas de la DA (Bahena-Trujillo y cols., 2000; Klockgether, 2004).

1.3.2 Receptores de DA

Los efectos de la DA estan mediados a traves de la interaccion con sus
receptores. Existen seis diferentes formas de receptores conocidos, categorizados bajo
dos tipos principales: D; y D,. Los receptores del tipo D; incluyen los D; y Ds, éstos son
receptores metabotropicos acoplados a proteinas G que incrementan la actividad de la
enzima adenilato ciclasa y fosfolipasa C. La adenilato ciclasa se convierte a adenosin
monofosfatasa ciclasa (AMPc). EI AMP ciclico activa otra enzima llamada protein
cinasa A, la cual hidroliza los fosfolipidos de la membrana celular para formar otro

segundo mensajero. Este causa la liberacién de Ca** dentro de la célula, el cual puede
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regular la respuesta de la neurona. Estos receptores tienen una alta afinidad por las
benzodiacepinas y una baja afinidad por las benzamidas (Blows, 2000).

Los D, incluyen los D, largos, D, cortos, D3 y D4. Los receptores de tipo D,
también se encuentran acoplados a proteinas G inhibiendo la actividad de la adenilato
ciclasa. El D3 tiene una alta afinidad por los neurolépticos atipicos y por los inhibidores
de los autorreceptores de DA. El D, tiene afinidad por el neuroléptico atipico clozapina
(Blows, 2000).

La distribucion de los receptores en el cerebro es diferente; los D, y D, se
expresan predominantemente en las neuronas estriatonigrales y estriatopalidales. Los
D3 se encuentran en éareas limbicas, asi como en el nucleo acumbes, D, se ha
detectado en la corteza frontal, cerebro medio, amigdala, médula y en niveles bajos en
los GB (Waters, 2002; Blows, 2000).

1.3.3 Signos y sintomas de la EP

El temblor es el sintoma caracteristico del 70% de los casos, afectando
principalmente en manos cuando éstas estan en reposo, y éste puede aumentar en
presencia de un problema emocional o cansancio. Tiende a desaparecer durante el
suefo. En pacientes jovenes dicho temblor es unilateral, en el grupo de edad avanzada
es invariablemente bilateral y puede afectar otras partes del cuerpo incluyendo cabeza
y cuello (Findley y cols., 1981).

Rigidez muscular, es una de las principales causas de inmovilidad en la
enfermedad, se debe a una hipertonia generalizada, aumento del tono muscular, lo
cual ocasiona una forma de resistencia al movimiento. En varios casos, hay un
desbalance en el tono muscular conduciendo a la postura flexionada anormal
caracterizada en la enfermedad (Obeso y cols., 2002).

En los pacientes parkinsonicos los movimientos son considerablemente lentos
(bradicinecia) y los espontaneos estan disminuidos o han desaparecido (acinesia). La
expresion facial se pierde, se les dificulta iniciar y parar los movimientos, cuando
caminan tienden los pacientes a congelarse y se les dificulta iniciar por si mismos el
paso. La combinacién de rigidez y bradicinecia afecta el habla y escritura, en el habla

se reduce su volumen de voz y pierde su variacion ritmica (Utter y Basso, 2008).
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El dafio cognitivo en la EP es comunmente variable. Las areas afectadas
especificamente son: memoria libre de informacién previamente aprendida, vision
espacial y funciones ejecutoras tales como, resolver problemas y planear. (Hung y
Lang, 2005).

1.3.4 Etiologia de la EP

Actualmente se desconocen las causas que generan la EP. Sin embargo, se
postula que el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, toxinas exdgenas,
acumulacion intracelular de metabolitos toxicos, infecciones virales, excitotoxicidad y
deficiencias en el sistema inmune, pueden ser factores que favorecen la aparicion de la
enfermedad (Langston y cols., 1987). La hipotesis de las toxinas medio ambientales fue
dominante durante el siglo veinte, sin embargo, el descubrimiento de los genes de la
enfermedad cambio el interés, enfocandose ahora en los factores de susceptibilidad
hereditaria. AlUnque probablemente ambos factores juegan un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad (Dauer y Pzedborski, 2003).

La hip6tesis medio ambiental propone que la neurodegeneracion de la EP
resulta de la exposicion de neurotoxinas dopaminérgicas. Teoricamente, la
neurodegeneracion de la enfermedad pudiera producirse por la exposicion crénica de
alguna neurotoxina O por la pequefa exposicion de eventos dafiinos enddgenos. El
hallazgo de la intoxicaciébn en un grupo de adictos a la heroina con la 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), la cual, desarrolla los sintomas de la EP, es un
ejemplo de cdmo las toxinas exégenas pueden mimetizar las caracteristicas clinicas y
patologicas de la enfermedad. Otras toxinas medio ambientales son el paracuato y la
rotenona, usadas como insecticidas; las cuales junto con la MPTP son envenenadores
mitocondriales y estan en el ambiente.

La exposicion ocupacional es otro factor de riesgo, trabajadores de la industria
siderurgica mostraron asociacion con el desarrollo de la EP (Tanner y Goldman, 1996).
También, se ha observado una alta frecuencia de desarrollo de la enfermedad en
trabajadores de hospitales, de la construccion, carpinteros y empleados de la limpieza
(Fall y cols., 1999). La exposicion al paracuato, la rotenona y los metales se

consideran un alto riesgo para desarrollar la enfermedad, aunque no existe una
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evidencia convincente que ésta sea la causa de la EP esporadica (Korrel y Tonner,
2005).

El parkinsonismo causado genéticamente permanece inusual. El parkinsonismo
genético se encuentra principalmente en las edades jovenes, antes de los cincuenta
afos. Las mutaciones que causan el parkinsonismo son tres, las cuales estan bien
identificadas: a-sinucleina (Kruger y cols., 1998), parkina (Kitada y cols., 1998) y DJ-1
(Bonifati y cols., 2003). El gen de la proteina a-sinucleina en el cromosoma 4
(Polymeoropoulos y cols., 1997), asociada a la EP esta presente en familias con
transmision autosémica dominante, se inicia precozmente en la segunda década de la
vida y con rapida progresion. Se han identificado mutaciones en el gen parkina, que
codifica una proteina semejante a la ubiquitina, localizada en el cromosoma 6 en
familias con parkinsonismo juvenil autosémico recesivo en Japon (Kitada y cols., 1998)
y mas recientemente, en el cromosoma 1 en ltalia (Valente y cols., 2002). Otras
mutaciones asociadas con EP familiar son la localizada en el cromosoma 2 (parkina 3)
y en el cromosoma 4 (parkina 4) también en familias con EP autosdmica dominante
(Gasser y cols., 1998; Farrer y cols 1999).

El factor genético no es la causa principal de la EP esporadica, investigando los
mecanismos fundamentales del parkinsonismo, puede proveer importantes pistas en la
patogénesis del parkinson. La falta de evidencias que apoyen la causa de la tipica EP

se investiga mas por el lado del riesgo medio ambiental (Korell y Tanner, 2005).

1.4 Patogénesis

Las causas de la destruccion de las neuronas dopaminérgicas en la EP aln no
son bien conocidas, estudios postmortem en la SNpc de pacientes con la enfermedad
se identificaron cuatro principales alteraciones: 1) evidencia del estrés oxidativo, 2)
disminucién de glutation reducido, 3) niveles altos de hierro con ferritina reducida y 4)
deficiencia en el complejo I de la mitocondria (Jenner y Olanow, 1998a).

1.4.1 Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis de la éxido-reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y
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antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva produccion de
especies reactivas del oxigeno (EROs) y/o por deficiencia en los mecanismos
antioxidantes. Las EROs se forman a partir del oxigeno, entre estos se encuentran, el
peréxido de hidrogeno (H,0;), oxido nitrico (ON), peroxinitrito (ONOO") (Reilly y
Bulkley, 1990).

El SNC es el blanco propicio para los compuestos prooxidantes, debido a su alto
consumo de oxigeno, al alto contenido de sustrato oxidativo, tales como los &cidos
grasos poliinsaturados y catecolaminas. También, por los niveles bajos de enzimas
antioxidantes como: glutation, vitamina E, catalasa y superoxido dismutasa; la
generacion enddégena de las EROs y el elevado contenido de hierro en areas
especificas del cerebro (globo palido y SNpc) (Dauer y Przedborski, 2003; Sian y cols.,
1994).

Al elevarse o disminuir las concentraciones fisiolégicas de las EROs puede
acarrear importantes alteraciones funcionales. La aterosclerosis, el envejecimiento, el
cancer, la EP por citar algunos ejemplos, de la enorme lista de problemas fisioldgicos y
padecimientos que de alguna forma se encuentran asociados con un elevado nivel de
las EROs (Freeman y Crapo, 1982; Basaga, 1989).

1.4.2 Radicales libres
Los radicales libres son elaborados continuamente como un producto del
metabolismo normal del oxigeno en la célula, e inactivados por mecanismos
enzimaticos y de atrapamiento. Son componentes normales de células y tejidos. Los
principales radicales son: el radical superéxido (O2"), el radical hidroxilo ("HO), oxigeno
singulete ("Oy), y el radical hidroperéxido (HOO") (Reilly y Bulkley, 1990; revisiéon
Nakazawa y cols., 1996).
El O, es una molécula con un electrén desapareado (Buechter, 1988), sufre una
reaccion espontanea de dismutacion (proceso de 6xido-reduccion entre moléculas de la
misma naturaleza), con formacion de oxigeno y H,O,. En presencia del H,O, el radical

O, puede ser precursor del radical "HO (Martin y cols., 1998) (figura 3).
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Figura 3. Iniciacion de la peroxidacion de lipidos a través de la reaccion de Fenton en el cerebro de raton
formando el radical hidroxilo. GSH: glutation reducido, GSH: glutation oxidado, MAO: monoamina

oxidasa, XO: xantina oxidasa, O,: oxigeno (Tomado de Gerlach y cols,. 2008)

Por otra parte, el H,O, puede reaccionar con metales divalentes (libres o unidos
a proteinas) y producir "HO, por medio de la reaccion de Fenton (figura 3). Por la alta
inestabilidad del radical "HO, colisiona con una biomolécula, ésta se oxida al sustraerle
un electrén, perdiendo de esta manera su funcion especifica en la célula. El "HO es
capaz de oxidar macromoléculas biologicas, tales como proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (Berlett y Stadtman, 1997). Si se trata de los lipidos se dafian las estructuras
ricas en ellas como las membranas celulares y las lipoproteinas. En la membrana se
altera la permeabilidad conduciendo al edema y la muerte celular, en la otra, la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad, que participan en la génesis de la
placa ateromatosa (Rodriguez Perén vy cols., 2001).

Esta oxidacidn lipidica por los radicales libres es conocida como peroxidacion de
lipidos (PL), en este tipo de reacciones de hidroxilacion y la abstraccion de un
hidrogeno son las modificaciones mas comunes que sufre el sustrato organico
involucrado y se generan otros radicales libres organicos tales como: los radicales
alcohoxilos (RO), peroxilos (ROQ") y sulfoderivados (figura 4).

En el caso de las proteinas se oxidan preferentemente los aminoacidos
(fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina y metionina) y como consecuencia se forman

entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la proteina y formacion de
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grupos carbonilos que impiden el desarrollo normal de sus funciones (transportadores
ibnicos de membranas, receptores y mensajeros celulares, enzimas que regulan el
metabolismo celular, etc) (Pollack y Leeuwenburgh, 1999).

La otra molécula dafiada por este radical libre es el ADN; el dafio a los acidos
nucleicos produce bases modificadas, lo que genera consecuencias en parte
importantes en el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis, o la pérdida total del gen
dafiando su expresion especifica (Nakazawa y cols., 1996).

Acido graso poli-insaturado
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-OH VWY
D . HoH i, / g
LAV Van Vi Vi o 7
Y X y K
0, '
El/_ L- \
g LH © ql';: = _R
- : T
. H OH
Yy VeV S HDA

Figura 4. Peroxidacion de lipidos insaturados. La variedad de lipidos y la naturaleza aleatoria de las
reacciones de los radicales libres conducen a muchos productos. Estos incluyen los 4-hidroxialquenales
(4-HDA) y cuando hay tres o méas enlaces insaturados, malonaldehidos (MDA). Estos pueden servir

como dianas para la medida de la peroxidacion de acidos grasos (Tomado de San Miguel y cols., 2006).

Existen muchos otros sistemas que generan las EROs y los radicales libres,
como es el caso de la xantina oxidasa, aldehido oxidasa, flavin deshidrogenasas,
peroxidasas, etc. Ademas de la reduccién univalente del oxigeno, hay también
sistemas no enzimaticos que participan en dicho proceso como por ejemplo: el par
hidroquinona/semiquinona, asi como, durante las reacciones de autooxidacion, que
incluyen a las que estan relacionadas con las catecolaminas y las ferrodoxinas

(Zentella de Pifia y cols., 1994; Nakazawa y cols., 1996) (Figura 3).
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1.4.3 Apoptosis

La muerte celular programada (apoptosis) también se ha considerado como
causa de la muerte neuronal de la EP. Existe evidencia de que la muerte celular
programada ocurre en las células dopaminérgicas, en roedores, en la etapa
embrionaria a partir del dia 20 en forma continua hasta el dia 8 postnatal y se reinicia
brevemente en el dia 14 postnatal (Jenner y Olanow, 1998a). EI mecanismo de la
apoptosis es diferente del que ocurre en la necrosis; en ésta la muerte celular se debe
a causas fisicas, térmicas o isquémicas graves que producen tumefaccién celular y
mitocondrial, ruptura de la membrana y de los organelos y destruccion del citoesqueleto
y finalmente del ndcleo. La apoptosis, en cambio, se inicia con condensacion de la
cromatina, la membrana celular se muestra identada y vesiculada. El nucleo y el
citoplasma se dividen en cuerpos apoptéticos, (esférulas rodeadas de membrana) que
destruyen el cuerpo celular y finalmente hay degradacion del ADN nuclear y
subsecuentemente fagocitosis de los detritos celulares. Curiosamente en el fenémeno
de la apoptosis las mitocondrias mantienen morfologia normal (Escobar, 2003). La
deteccion de la actividad de las caspasas 3 y 8, marcadores moleculares de la muerte
celular apoptética, apoyan la hipotesis que la apoptosis es un mediador de la muerte

celular en la EP (Hartmann y cols., 2000 y 2001).

1.4.4 Excitotoxicidad

A pesar de que no se sabe cual es el origen de la EP, se tiene la hipotesis que la
exitotoxicidad juega un papel muy importante. El glutamato es el principal transmisor
de las afluencias corticales que reciben el estriado y NST, la disminucién de la funcion
dopaminérgica desinhibe al NST, aumentando el flujo glutamatérgico hacia el GB
medial y a la SNpr, lo que puede desempefiar un papel critico en el desarrollo de los
sintomas parkinsonicos (Greenamyre y Brien, 1991). Los receptores a glutamato son
importantes en el control de la liberacién presinaptica de DA y en la excitacién de las
neuronas dopaminérgicas. El glutamato y la DA pueden interactuar a través de la
fosfoproteina DARPP-32, presente en las neuronas del CE. Esta proteina es inhibida
por la accion de los receptores de glutamato, mientras que es fosforilada y activada por

los receptores D1, facilitando la transmision dopaminérgica (Marco-lgual, 1995).
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1.4.5 Disfuncién mitocondrial

Varios estudios identifican alteraciones en la actividad del complejo | de la
cadena respiratoria en la mitocondria en la EP (ver revision Greenamyre y cols., 2001).
Los estudios in vitro han indicado que una alteracion en el complejo | ocasiona estrés
oxidativo en la célula y con ello disminucién de la energia. Esta alteracion identificada
en la EP no solo se ha observado en el cerebro (Schapira y cols., 1990), también en las
plaquetas de los pacientes con la EP (Parker y cols., 1989).

Cerca del 100% del oxigeno es consumido por la respiracion mitocondrial, y los
oxidantes fuertes son normalmente producidos como bioproductos. La inhibicion del
complejo | incrementa la producciéon de las EROs, las cuales tienen como blanco la
cadena transportadora de electrones (Cohen, 2000), generando un dafio mitocondrial y
la produccién de nuevas EROs.

1.5 Estrés oxidativo y Parkinson

El SNC es muy susceptible al estrés oxidativo, debido a su alto consumo de
oxigeno y contenido de &cidos grasos, la baja cantidad de enzimas antioxidantes, y el
elevado nivel de metales. Dentro de las evidencias del estrés oxidativo en la EP se
encuentran: cambios en la forma de la SNpc, incremento en la PL, reduccion de los
niveles de la glutation y altas concentraciones de hierro y EROs (Ciechanover y
Schwartz, 1998; Jha y cols., 2000; Merad-Boudia y cols., 1998). Estas evidencias del
estrés oxidativo en la EP son localizadas en la SNpc, el déficit inicial de la DA conduce
a un aumento compensatorio en la sintesis dopaminérgica en las neuronas
remanentes, reflejado en el incremento del recambio de acido homovanilico/DA.
Paralelamente, el metabolismo de la DA genera EROs, lo cual, unido a la reduccion en
la SNpc de varias enzimas antioxidantes, provoca un aumento en el estrés oxidativo y

un exceso en la produccién de radicales libres (Olanow y Tatton, 1999).

1.6 Tratamiento de la enfermedad de Parkinson
El tratamiento farmacolégico de la EP se divide en dos categorias: 1)
sintomaticos, para mejorar los signos y sintomas de la enfermedad, 2) protector,

interferir con los mecanismos patofisiolégicos de la enfermedad. En el tratamiento
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quirdrgico, se practica la talamotomia, palidotomia y estimulacion de lo NST y GPi.
(Waters, 2002). No existe ningun tratamiento preventivo definitivo capaz de interferir

con los mecanismos fisiopatoldgicos que originan la enfermedad.

1.6.1 Tratamiento farmacoldgico
1.6.1.1 Levodopa

El tratamiento farmacoldgico sigue siendo por excelencia la levodopa, aunque
todavia existe controversia con respecto a cuando y como iniciar el tratamiento (figura
5). Como la DA, no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, se administra
su precursor, la levo-dihidroxifenilalanina 6 levodopa, que sera entonces sustrato de la
DOPA descarboxilasa (IDDC) para convertirse en DA. La Levodopa puede ser
metabolizada antes de pasar al SNC, por lo que requiere ir acompafiada de inhibidores
de las reacciones involucradas en su metabolismo: la primera es la conversion de DA,
gue puede evitarse con inhibidores periféricos de la IDDC; la segunda conversion es a
3-O-metildopa, que puede evitarse con la administracion de inhibidores de la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Arpa y Vivancos, 2004).

1.6.1.2 Levodopa/carbidopa

La L-DOPA con IDDC es la mejor opcion terapéutica efectiva para el control de
los sintomas parkinsonianos y practicamente todos los pacientes responden
satisfactoriamente. Mejora la discapacidad originada por la enfermedad y mantiene la
independencia para las actividades normales de la vida (Waters, 2002). Muchos de los
pacientes tratados con levodopa/carbidopa, desarrollan efectos adversos en forma de
discinesias coreiformes y distonias, asi como fluctuaciones motoras (Goudreau, 2005).
Puede provocar sedacion, pesadillas durante el suefio y problemas neuropsiquiatricos
como alucinaciones, psicosis, mania e hipersexualidad. No mejora algunos sintomas
como: congelacion, inestabilidad postural, disfuncion autonémica y demencia. No
detiene la progresion de la enfermedad y los metabolitos oxidativos derivados del

catabolismo podrian acelerar la EP (Arpay Vivancos, 2004).
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Signos y sintomas leves Signos y sintomas moderados-severos
Edad < 70 afios Edad > 70 anos
No demencia Con o sin demencia
No hipotension significativa Con o sin hipotension significativa
_l ,, l
agonistas L-dopa + IDDC
dopaminérgicos amantadina selegilina :
v
Incrementar dosis Incrementar dosis > 750 mg dia
v
Afadir L-dopa + IDDC Afnadir agonistas, amantadina, selegilina

v

Si aparecen fenbmenos “wearing off”, anadir ICOMT

v

Si es pobre el control, abordaje de las complicaciones motoras

v

Cirugia

Figura 5. Esquema del tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Arpay Vivancos, 2004).

21



1.6.1.3 Inhibidores de la COMT

En los ultimos afios han surgido dos farmacos inhibidores de la COMT: a nivel
periférico (entacapone) y a nivel central y periférico (tolcapone). Estos farmacos se
administran junto con la L-DOPA, consiguiendo que los niveles en el plasma sean mas
estables, reduciendo la estimulacion pulsatil de los receptores dopaminérgicos (Arpa y
Vivancos, 2004). El entacapone es un inhibidor de baja liposolubilidad, por lo que no
cruza con facilidad la barrera hematoencefélica, a diferencia del tolcapone, que no solo
es mas liposoluble, sino que también es un inhibidor mas potente y de mayor vida
media. Se ha comprobado que el uso de estos farmacos permite reducir la dosis de
levodopa/carbidopa administrada continuamente. Dado que se ha reportado la
posibilidad de insuficiencia hepatica aguda con tolcapone, no se recomienda su uso en
pacientes que no respondan bien al tratamiento con levodopa. Los trastornos hepaticos
son menos frecuentes e intensos con entacapone, pero debe monitorearse la funcion
hepatica con cualquiera de estos agentes. Aparte de los efectos secundarios
mencionados anteriormente, los pacientes tratados con inhibidores de la COMT pueden
presentar diarrea y coloracién amarillo-brillante en la orina (Wahba y cols, 2005).

1.6.1.4 Agonistas dopaminérgicos

Los agonistas dopaminérgicos son farmacos que actuan directamente sobre los
receptores de DA (D,, D3 y Dy). Estos agentes no se metabolizan por una via oxidativa,
de esta forma no se genera la produccion de radicales libres propios del metabolismo
de la DA. Su eficacia terapéutica no depende del nimero de neuronas dopaminérgicas
funcionales, a diferencia de lo que sucede con farmacos como la levodopa o los
inhibidores del metabolismo de la DA. Por esta razén, el uso en conjunto de los
agonistas con levodopa permite reducir la dosis de la misma, disminuyendo la
frecuencia de respuesta motora fluctuante y discinética (Kuniyoshi y Jankovic, 2005).

Los representantes basicos de agonistas dopaminérgicos son: bromocriptina,
pergolide, cabergolina, pramipexol, ropinirol, apomorfina, lisuride y piribedil. Dentro de
los efectos adversos del uso de estos farmacos son: nauseas, vomitos, hipotension
ortostatica, alucinaciones, vasoespasmo, eritromelalgia fibrosis pleural-pulmonar y

somnolencia (Kuniyoshi y Jankovic, 2005).
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1.6.1.5 Inhibidores de monoamino oxidasa (MAQ)

La selegilina es el agente prototipo de este grupo, es un inhibidor selectivo de la
MAO B. Mejora el aspecto psicomotor con su uso, ademas sus propiedades inhibitorias
pueden también contribuir a su efecto terapéutico. Las reacciones adversas incluyen
cefalea, sudoracion profusa e insomnio, asi como manifestaciones propias de la
activacion dopaminérgica: alucinaciones, nauseas, vomito e hipotensién (Bertoni,
2005).

1.6.1.6 Amantadina

Se sabe del efecto antiparkinsoniano de la amantadina desde los afios sesenta,
cuando se usaba para la profilaxis de la influenza. La farmacologia de la amantadina es
compleja, ya que puede: aumentar la liberacion de DA, inhibe la recaptura de la DA,
bloquea los receptores muscarinicos y bloquea los receptores glutamatérgicos. La
amantadina es util para el control de las discinesias. Los efectos secundarios mas
frecuentes son: edemas, nerviosismo, cefalea, insomnio, sequedad de boca, alopecia,
anorexia, alucinaciones, ideas paranoicas y ocasionalmente somnolencia (Arpas y
Vivancos, 2004; Lyons y Pahwa, 2005).

1.6.1.7 Anticolinérgicos

Las primeras drogas usadas para tratar la enfermedad de Parkinson fueron los
anticolinérgicos. Estos agentes se consideran como coadyuvantes, presentan un buen
sinergismo con la levodopa permitiendo reducir la dosis de levodopa y mejora los
sintomas del temblor. Algunos representantes de este grupo de farmacos son el
trinexifenidilo, la benztropina, el biperideno, la prococlidina, la etopropazina, la
difenhidramina y la orfenadrina. Todos estos agentes son antagonistas muscarinicos
competitivos. Aunque no se contraindican de manera absoluta, estos agentes son poco
tolerados en los pacientes ancianos debido a sus efectos colaterales: retencién
urinaria, vision borrosa, constipacidén, xerostomia, taquicardia y confusion mental
(Jabbari y Pazdan, 2005).
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1.6.2 Tratamiento quirdrgico
1.6.2.1 Palidotomia

En los afios 50’s se utilizé la palidotomia con la finalidad de aliviar el temblor.
Incialmente se realizaban en la region anterodorsal en el segmento interno del GPi. Sin
embargo, las lesiones en esta regidon no proporcionaron resultados satifactorios (Baba y
cols., 2005).

Leitinen y sus colaboradores realizaron la palidotomia posteroventral
encontrando un marcado mejoramiento del parkinsonismo. La palidotomia
posteroventral unilateral puede mejorar el parkinsonismo (temblor en reposo, rigidez y
la acinesia/bradicinesia), de los efectos colaterales inducidos por la levodopa y las
deshabilidades axiales (inestabilidad de la postura y alteraciones del paso) en
pacientes tempranos y avanzados con la EP (Leitinen y cols., 1992).

1.6.2.2 Talamotomia

La talamotonia fue introducida en los afios 50s realizando las lesiones con
quimicos, calentando 6 congelando (Waters, 2002) para el tratamiento del temblor.
Posteriormente, los estudios de electrofisiologia ayudaron a determinar que los nucleos
intermedios ventrales del talamo son las estructuras cerebrales para el tratamiento del
temblor en la EP. Esta técnica fue realizada en los afios 50s y 60s (Ohye y
Narabayashi, 1979).

La talamotomia de los nudcleos intermedios ventrales, permite también el
tratamiento de temblor que no pueden ser controlado con medicamento, como son: el
temblor escencial, cerebelar, post-traumatico, temblor ocasionado por un golpe y
desordenes hipercinéticos como: distonia, hemibalismo y discinecias (Baba y cols.,
2005).

1.6.2.3 Estimulacion del GPi

La estimulacion del pélido tiene efectos clinicos semejantes a la palidotomia,
estudios de eficacia realizados entre la palidotomia y la estimulacion del palido
concluyen que estas son comparables (Pahwa y col., 1997). La estimulacion mejora

todas las formas de parkinsonismo y las discinecias inducidas por la levodopa. Esto
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depende de la localizacién de la estimulacion del palido, si la estimulacién se da en la
zona dorsal del GPi mejora la rigidez, ascinecia y alteraciones en el paso y puede
generar el estado de “off”. Por otro lado, si la estimulacibn se da en la zona
posteroventral del GPi mejora la discinecia inducida por la levodopa, el paso y la
ascinecia. La estimulacién en la zona ventral del GPi mejora la rigidez y alivia por
completo la discinecia inducida por la levodopa pero produce severa ascinecia. En la
region dorsal se da una mejora moderada de la ascinecia y las discinecias inducidas
por los farmacos (Baba y cols., 2005).

1.6.2.4 Estimulacion de los NST

La estimulacion subtalamica no solo mejora lo signos y sintomas parkinsonicos,
también ayuda en reducir la dosis de levodopa diaria. En una estimulacién bilateral se
mejora la inestabilidad axial. No todos lo enfermos de parkinson son candidatos a la
estimulaciéon subtalamica o del palido, solo aquellos que responden al tratamiento con
levodopa. En pacientes con parkinson vascular no responden a la levodopa por lo que
no van a responder a la estimulacion. La edad, la duracion de la enfermedad y la
severidad de las alteraciones motoras debido a la levodopa, son factores para

considerar para la estimulacion subtalamica (Waters, 2002; Baba y cols., 2005).

1.7 Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson

La pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc, junto con la disminucién del
contenido de DA estriatal, representan las alteraciones histolégicas y neuroquimicas al
inducir destruccion de las neuronas del sistema nigroestriatal y con ello la disminucién
de la DA en el CE. Esto se ha podido lograr utilizando neurotoxinas que destruyen

selectivamente estas células (Dauer y Przedborski, 2003).

1.7.1 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

La 6-OHDA es el primer modelo animal de la EP asociado a la muerte neuronal
dopaminérgica de SNpc. Fue introducido hace mas de 30 afios (Ungerstedt, 1968). La
toxicidad de la 6-OHDA es relativamente selectiva para las neuronas dopaminérgicas,

resultado de la recaptura preferencial por DA y los transportadores noradrenérgicos
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(Luthman y cols., 1989). En el modelo, hay sensibilidad a 6-OHDA entre los grupos
neuronales dopaminérgicos del mesencéfalo ventral; la pérdida mas grande se observa
en la SNpc (Jonsson, 1980). Las 6-OHDA se acumula en el citosol de las neuronas,
formando las EROs e inactivando las macromoléculas biolégicas generando las
quinonas que atacan a grupos nucleofilicos (Cohen y Werner, 1994).

La 6-OHDA no puede atravesar la barrera hematoencefalica, debe ser
administrada por inyeccion estereotaxica local en la SNpc o el CE para afectar la via
dopaminérgica nigrostriatal (Javoy y cols., 1976; Jonsson, 1983). Hasta ahora, ninguna
de las formas de intoxicacion con 6-OHDA ha conducido a la formacion de cuerpos de
Lewy (Ungerstedt, 1971; Bjorklund y cols., 2002).

1.7.2 Paracuato

se usa como modelo de la EP. La exposicidon al paracuato es factor de riesgo para la
EP (Liou y cols., 1997). Sin embargo, el paracuato no atraviesa la barrera
hematoencefélica facilmente (Shimizu y cols., 2001) y su distribucién en el SNC no es
uniforme a la distribucién enzimatica y neuroanatémica (Widdowson y cols., 1996a,;
1996b.). El paracuato actia mediante la formacion de radicales superoxido (Day y
cols., 1999). La administracion sistémica del paracuato en ratones degenera a las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc acompafiada de inclusiones que contienen a-
sinucleina, asi como el aumento de ésta en las inmunotinciones en la corteza frontal
(Manning-Bog y cols., 2002; McCormark y cols., 2002). Se debe ver si la toxicidad en

las neuronas dopaminérgicas es selectiva o afecta a otros tipos celulares.

1.7.3 Rotenona

Es el mas potente miembro de los rotenoides, una familia de compuestos
citotoxicos naturales extraidos de plantas tropicales, es usada extensamente en
insecticidas y se encuentra en peces venenosos. La rotenona es altamente lipofilica y
es facilmente absorbida a todos los 6érganos (Talpade y cols., 2000). La rotenona ataca
e inhibe el complejo | de la cadena respiratoria en la mitocondria. La exposicion a este

pesticida es un factor de riesgo. Se ha reportado que la administracion intravenosa de
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dosis pequefias de rotenona en ratas produce degeneracion selectiva de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales acompafiadas por inclusiones con a-sinucleina
(Betarbet y cols., 2000). La rotenona se puede incorporar libremente a todas las
células, las neuronas dopaminérgicas son mas sensibles a la inhibicion del complejo I.
Este fue el primer modelo que sirvié para relacionar una toxina ambiental con la EP,

con la caracteristica patoldgica de la agregacion del a- sinucleina.

1.7.4 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

La neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un derivado
meperidinico, es capaz de producir parkinsonismo en el hombre, (Langston y cols.,
1983), primates (Burns y cols., 1983) y roedores (Heikkila y cols., 1984). La MPTP tiene
la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y destruir las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc de manera selectiva, logrando asi un modelo que
reproduce los aspectos sintomatoldgicos, neuropatolégicos y bioquimicos de la EP
(Kopin, 1987; Kopin, 1988).

Su capacidad para inducir un sindrome parkinsonico fue descubierta de forma
accidental a principios de los afios ochentas, en un grupo de adictos a la heroina que
se inyectaron una meperidina sintética (polvo de angel). Estos pacientes presentaron
un sindrome parkinsénico permanente, con destruccion selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc (Langston y cols., 1984). Posteriormente se comprobo que
su administracion en animales de laboratorio producia un sindrome parkinsénico
asociado a una degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
(Rose y cols., 1993; Irwin y cols., 1993; Ovadia y cols., 1995). Actualmente la
administracion de la neurotoxina MPTP es el mejor modelo experimental de esta
enfermedad, produciendo disminucién de la DA en el CE y degeneracién celular de la
via nigroestriatal semejante a los déficits en la enfermedad idiopatica (Gerlach y cols.,
1991).

1.8 Metabolismo de la MPTP
La MPTP es un compuesto lipofilico que atraviesa la barrera hematoencefalica
en minutos. En el cerebro, la MPTP es oxidada a 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio
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(MPDP+) por la monoamina oxidasa B (MAO-B) localizada en astroglia. Este
compuesto es oxidado a 1-metil-4-fenilpiridino (MPP™), probablemente por oxidacion
espontanea la molécula toxica activa es liberada por un mecanismo desconocido al
espacio extracelular (figura 6). EI MPP* depende de acarreadores en la membrana
plasmatica para penetrar a la neuronas dopaminérgicas, éste tiene gran afinidad al
transportador de DA (figura 7A) (Dauer y Przedborski, 2003). Dentro de la célula el
MPP" puede seguir la ruta de unirse al transportador vesicular de DA, el cual une el
MPP" a la vesicula sinaptosomal; puede permanecer en el citosol interactuando con
enzimas citosolicas, especialmente con aquellas que tengan carga negativa (figura 7B)
(Dauer y Przedborski, 2003).

Los niveles de MPP" elevados en el citoplasma generan la liberacion y acumulo
de glutamato, calcio libre y EROs dentro de las neuronas. Esto conduce a la inhibicién
del complejo | de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Cleeter y
cols., 1992). El dafio a la respiracién por el estrés oxidativo a la mitocondria puede
afectar la produccién del ATP celular y con ello la muerte neuronal (Chan y cols., 1991).
La generacion de radicales libres en la neurona pueden causar el dafio al ADN, lipidos
y la estructura de proteinas (Jenner, 1998b) (figura 7b).

1.9 Enzimas y proteinas antioxidantes

La vida en presencia del oxigeno molecular exige contar con sistema multiple de
defensas contra los diversos radicales libres del oxigeno, que por un lado tienden a
impedir su formacion y por otro, los neutralicen una vez formados. El antioxidante al
entrar en contacto con el radical libre cede un electrén oxidandose a su vez y
transformandose en un radical débil no toxico.

Los antioxidantes se dividen en endogenos, que son sintetizados por la célula; y
los exégenos o antioxidantes que se integran a través de la alimentacién (tabla 1).

Cada antioxidante tiene una cierta afinidad por cada radical.
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Figura 6. Oxidacién de la MPTP a el metabolito toxico MPP+, pasando por los metabolitos
intermediarios. MPTP:  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. =~ MPDP+:  i6n1-metil-4-fenil-3,4-
dihidropiridino. MPP+: ién 1-metil-4-fenilpiridino. (Tomado de Sayre, L.M., 1989)
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Figura 7. A) Representacion esquematica del metabolismo de la MPTP. B) Representacion esquematica
de las vias que sigue el MPP" dentro de la célula. MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. MPP+:
i6n 1-metil-4-fenilpiridino (Tomado de Dauer y Przedborski, 2003).
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1.9.1 Glutatién peroxidasa

Existen varias isoenzimas de la glutation peroxidasa (GSHPXx). La forma principal
es la citosdlica, glutation-S-transferasa (GSH-S-T) y glutation hidroperoxidasa
fosfolipidica. GSHPx cataliza la oxidacion de la glutation en forma reducida a la oxidada
en la presencia del H,O,. La GSHPx se encuentra distribuida en el citoplasma y la
matriz de la mitocondria abundantemente en el higado, con actividad moderada en el
pulmén, corazén y cerebro.

La GSH-S-T realiza reacciones de peroxidacion usando glutation para catalizar
el peroxido lipidico. Se encuentra en el citoplasma y pequefias cantidades en la
membrana de la mitocondria y reticulo endoplasmico, de todos los érganos. La
glutation hidroperoxidasa actia sobre los peroxidos fosfolipidicos de la membrana
citoplasmica, protegiendo a la membrana de la PL (Nakazawa y cols., 1996).

1.9.2 Superoxido dismutasa (SOD)

La SOD acelera la dismutacién del O, a H,0,. Existen tres tipos de SOD en
humanos que se han purificado: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y la SOD extracelular (EC-SOD)
(Marklund, 1984). La Cu/Zn-SOD tiene sitios activos para el iébn de Cu y uno para el ién
Zn, el ion Cu sirve como sitio activo del redox y el Zn para mantener la estructura de la
proteina (Fridovich, 1975). Se encuentra abundantemente en el citoplasma y en el
ndacleo. La Mn-SOD se localiza en la matriz de la mitocondria y la EC-SOD esta
presente en el plasma unido al sulfato de heparina en la superficie de las células
endoteliales (ver revision Nakazawa, y cols., 1996).

1.9.3 Catalasa

Enzima localizada en el interior de los peroxisomas (organelos celulares que
participan de forma importante en la desintoxicacion), su funcion es la de catalizar la
dismutacion de peréxido de hidrégeno en agua y en oxigeno molecular. La actividad de
esta enzima esta limitada por su localizacién exclusiva en los peroxisomas (Roche y
Romero-Alvira, 1997).
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Tabla 1. Enzimas atrapadoras del oxigeno y radicales libres y antioxidantes (Tomado de
Nakazawa y cols, 1996)

ANTIOXIDANTE

LOCALIZACION

AFINIDAD

ENDOGENOS
Glutation reducido
GSHPx

GSH-S-T

Mn-SOD
Cu/Zn-SOD
EC-SOD
Catalasa
Ferritina
Transferrina
Lactoferrina

Ceruloplasmina

Albumina

Metalotioneina

Citoplasma, mitocondria

Citoplasma, mitocondria

Membrana celular, citoplasma,
mitocondria, reticulo endoplasmico
Mitocondria

Eritrocitos, citoplasma

Plasma de la sangre

Peroxisomas

Citoplasma

Fluido extracelular

Fluido extracelular

Fluido extracelular

Fluido extracelular

Cerebro, epitelio escamoso estratificado

Atrapa el ‘HOy O,”
Degradacion de H,0,
peréxido lipidico.
Degradacion de H,0,
peroéxido lipidico.

Atrapa el O,

Atrapa el O,

Atrapa el Oy

Atrapa el H,0O,

Quelante de Fe?

Quelante de Fe?

Quelante de Fe?

Quelante de Cu®*, oxidacién de

Fe?*, atrapa O,”

Quelante de Cu?, atrapa "HO,

peréxido lipidico

Atrapa el "HO, O,", peroxinitrito

EXOGENOS
Vitamina E
Vitamina C

Betacarotenos

Biomembrana
Citoplasma

Biomembrana

Atrapa "HO, etc
Atrapa "HO y O,"
Atrapa "HO, etc

1.9.4 Transferrina y lactoferrina

La transferrina y la lactoferrina son proteinas acarreadoras de Fe. La transferrina
solamente se encuentra en el espacio intersticial, pero la lactoferrina se encuentra tanto
en el espacio intersticial como en el citoplasma (Nakazawa y cols., 1996). El atomo de

Fe** que se libera en la conversion del hemo a biliverdina, se transporta a la médula
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O0sea por medio de una b-globina, llamada transferrina, por lo que la mayor parte de
este Fe?* se recupera en lugar de excretarse. Es evidente que la cantidad de fierro libre
en la célula es muy baja, constituyendo las proteinas (la ferritina y la transferrina) un
importante mecanismo de defensa antioxidante, ya que al secuestrar al fierro impiden
gue participe en la reaccién de Fenton y se inicie la reaccion en cadena de la formacion

de radicales libres comentada anteriormente (Rios de Molina, 2003).

1.9.5 Ferritina
La ferritina es una proteina que almacena el Fe en el citosol, protege contra la

reaccion de Fenton (Waters, 2002).

1.9.6 Ceruloplasmina

Es una glucoproteina grande, que puede tener de 6-7 iones de cobre por
molécula y se encuentra en el plasma humano. La ceruloplasmina inhibe la
peroxidacion lipidica. Sin embargo, una caracteristica antioxidante mas importante de
la ceruloplasmina dependiendo de la actividad de la ferroxidasa, es la oxidacion del

Fe* a Fe* con la reduccién simultanea del O, a H,O (Nakazawa y cols., 1996).

1.9.7 Albumina

La albumina se encuentra en el plasma en altas concentraciones, unida
fuertemente a Cu y débilmente a Fe. La uniébn a Cu permite que participe en las
reacciones oxidantes, eliminando cualquier radical "HO que se forme en la superficie de
la albumina, capturandolo con los grupos funcionales sulfidrilos de la albumina. La
alblmina no permite que se escape ningun radical en su medio, a menos que la

generacion de los radicales esté mas alla de su capacidad (Nakazawa y cols., 1996).

1.9.8 Metalotioneina

La metalotioneina es una proteina unida a metales que tiene varias
caracteristicas especificas: bajo peso molecular, un alto contenido de metales y
cisteinas, aminoacidos no aromaticos y grupos tioles. Existen cuatro isoformas de la

metalotioneina, la | y Il se expresan en varios tejidos, la lll solo en el cerebro y la IV esta
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expresada en el epitelio escamoso estratificado (Ebadi y cols., 1995). Empleando la
espectroscopia de resonancia de espin electronico se demostré que la metalotioneina

captura el radical "HO, O, (Kumari y cols., 2000) y el peroxinitrito (Ebadi y cols., 2005).

1.9.9 Vitamina E, C y betacarotenos

La vitamina E es el principal antioxidante soluble en lipidos; previene la
oxidacion de grasas, aumenta su accidn en presencia de zinc y actla especificamente
con el oxigeno singulete y el radical de acido graso poliinsaturado. El &cido ascorbico 6
vitamina C es un antioxidante del plasma hidrosoluble; es un poderoso inhibidor de la
oxidacion de lipidos, regenera la vitamina E y es protector de los efectos del tabaco. Es
un agente reductor al donar un electrén, captura radicales como O,", "HO vy facilita la
reduccién de Fe* a Fe®. Los carotenoides son provitamina A y se encuentran en la
membrana en forma de complejo proteico. Este captura el oxigeno singulete

(Velazquez Paniagua y cols., 2004; Nakazawa y cols., 1996).

1.10 Ginkgo biloba

Una importante cantidad de productos herbales han despertado el interés dentro
de los llamados tratamientos alternativos, siendo el Ginkgo biloba uno de los mas
prominentes. El interés en el arbol del ginkgo tiene ya una larga historia. Considerado
un fésil viviente, su presencia en la tierra data de unos 250 millones de afios. La
palabra ginkgo deriva del chino Yin-kuo, que significa apricot dorado; en tanto biloba
hace referencia al aspecto bilobular de las hojas (DeFeudis, 1998).

Se tiene constancia de que ya en el 2800 a.C., en China, sus hojas eran
utilizadas como medicinales. Los chinos preparaban infusiones con las hojas del arbol
para el tratamiento del asma y bronquitis (Maclennan y cols., 2002).

En la ultima década se ha acumulado evidencia cientifica que sugiere que
concentrados y extractos purificados de las hojas de Ginkgo biloba permiten la
proteccion contra alguna clase de dafio neuronal y vascular (Maclennan cols., 2002).

Actualmente se han obtenido numerosos extractos principalmente de las hojas
del arbol de Ginkgo biloba, uno de ellos es el denominado EGb761, utilizado en este

trabajo, el cual, es una mezcla bien definida y estandarizada que se ha utilizado para el
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tratamiento de insuficiencia cerebral, desérdenes cerebrales (incluyendo demencias),

problemas neurosensoriales y disturbios en la circulacion periférica (De Feudis, 1998).

1.10.1 EGb 761

El Dr. Willmar Schwabe en Alemania caracterizo la actividad farmacolédgica del
extracto de Ginkgo biloba registrandolo para su uso terapéutico como EGb761 en 1965.
En 1978 sale al mercado con el nombre comercial de Tebonin 761 en preparacion oral
de 40 mg; para 1982 aparece el Tebonin forte de 80 mg comercializado por Schwabe
(De Feudis, 2003).

El EGb761 es un extracto bien definido, mediante un proceso de extracciones
se obtienen los compuestos activos de las hojas del arbol de Ginkgo biloba. Se han
estudiado sus efectos en desdrdenes vestibulares, disfuncion sexual inducida por
antidepresivos, heridas cerebrales traumaticas e hipertension (Carretero, 2000). Tiene
efectos protectores contra la hipoxia, inhibe el factor de agregacion plaquetario (FAP),
incrementa la reologia de la sangre y reduce la permeabilidad capilar (De Feudis,
1998). El efecto terapéutico del EGb761 se atribuye al conjunto de sus constituyentes.

1.10.2 COMPOSICION QUIMICA DEL EGb761

La hoja del Gingko biloba contiene amino&cidos, azucares sencillos,
polisacaridos, acidos organicos, ciclitoles, esteroles, etc. y como principios activos se
consideran dos tipos de compuestos de estructura quimica diferente: flavonoides
(aprox. 26%) y terpenoides (aprox. 6-7%) y en menor cantidad acidos organicos
(DeFeudis, 1998).

1.10.2.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular ampliamente repartidos
en la naturaleza, se originan a través de la combinacién de la ruta del acetato. En la
naturaleza pueden encontrarse tanto en forma libre (geninas) como combinados con
azucares. La mayoria estan constituidos por un nacleo bencénico unido a una y-pirona,

incluyendo un segundo anillo bencénico en distintas posiciones del carbono C-1, C-2 o
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C-3, dando lugar a los neoflavonoides (llamados propiamente flavonoides) o a los
isoflavonoides (De Feudis, 1998; Carretero, 2000).

Los flavonoides son responsables de las coloraciones de muchas flores, frutos y
hojas, ademas de proteger de los efectos nocivos de la radiacion UV y ejercer una
eficaz actividad antioxidante. Funcionan como captadores de radicales libres,
presentan actividad sobre el sistema vascular como factores vitaminicos P (aumento de
la permeabilidad y disminucién de la resistencia de los capilares sanguineos), tienen
efectos vasodilatadores y actian inhibiendo distintos sistemas enziméaticos
relacionados con la funcionalidad de los vasos (hialuronidasa, catecol-O-
metiltransferasa, protein quinasa C, etc), actividad antiinflamatoria, antiagregante
plaquetario, antiviral y anticarcinogénico (DeFeudis, 2003).

El extracto EGb761 contiene un 24-26% de flavonoides, entre los cuales se
encuentran principalmente glucosidos flavonicos, kaempferol, quercitina, isoramnetina
(con glucosa o ramnosa) y en menor proporcion, un 6-7 % de proantocianidinas,

principalmente (De Feudis, 1998; Carretero, 2000).

1.10.2.2 Terpenoides

Los terpenoides son sustancias liposolubles responsables del sabor amargo del
EGb761. El extracto EGb761 contiene un 6% de terpenoides. La fraccion terpenoide
consiste en un grupo de diterpenos (ginkgolidos A, B, C, J y M) y sesquiterpenos
(bilobalidos). Los ginkgolidos son antagonistas del FAP, regulan la sintesis de
glucocorticoides y tienen actividad antioxidante. Los bilobalidos preservan la funcion

mitocondrial (Eckert y cols., 2003).

1.10.2.3 Acidos organicos

El EGb761 contiene entre 5-10% de &cidos organicos incluyendo el &cido
kinurénico, hidrokinurénico, vanilico, ascérbico, que se ha reportado que juega un papel
importante aumentando su solubilidad en agua (DeFeudis, 1998).
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1.10.3 Farmacocinética

La farmacocinética comprende los procesos de absorcién, distribucion,
metabolismo y eliminacion de todos sus componentes, para determinar su
biodisponibilidad, que es un parametro crucial para determinar la concentracion del
farmaco en el sitio de accion.

Es extraordinariamente dificil evaluar los parametros farmacocinéticos del
EGb761 debido a sus numerosas sustancias activas y sus posibles interacciones.
Ademas, los indices de los metabolitos de los constituyentes del EGb761 y sus
diferentes sitios de accion en el organismo complican el analisis, por lo cual, no existe
una evaluacion sistematica de la farmacocinética del EGb761, sin embargo las
propiedades individuales de algunos de los constituyentes que lo conforman si han sido
estudiadas (DeFeudis, 1998; Biber, 2003).

La absorcion de glucésidos flavonicos, después de una administracion oral es de
al menos el 60% en el intestino delgado, la concentracibn maxima en plasma se
alcanza de 2 a 3 horas, con una vida media de 2 a 4 horas, y se elimina por completo
en 24 horas. La biodisponibilidad de los ginkgdlidos después de la administracién de
EGb761 (80 mg) es mayor al 80%, alcanzando una concentracion maxima en plasma
después de 1 a 2 horas de la ingesta, estos componentes del extracto tienen una vida
media de 4 a 6 horas, la principal via de eliminacion es la orina por la cual se pierde el
70%. En el caso de los bilobalidos su biodisponibilidad es del 70% con una vida media
de 3 horas, alcanzando la concentracion maxima en plasma de 1 a 2 horas,
eliminandose en orina el 30% (Kleijnen y Knipschild, 1992).

Los ginkgolidos A, B y los bilobalidos a una dosis de 30mg/kg, adquieren una
concentracion maxima en el plasma a 1 hora después de su administracion, teniendo
una vida media de 1.7 horas (ginkgolidos A), 2 horas (ginkgolidos B) y 2.2 horas
(bilobalidos) (ver revision Maclennan y cols., 2002).

En el SNC las estructuras con mayor distribucion de EGb761 marcado
radiocativamente son hipotalamo, CE e hipocampo. La eliminacion de EGb761 se da
principalmente por exhalacién de CO,, orina y heces fecales (Defeudis, 1998). Después
de una administracion oral, se encontré que el 17% de la dosis administrada se elimina

en las primeras 3 horas en forma de CO,, a las 48 horas el 34%, 50% y 13% en forma
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de CO,, heces y orina respectivamente; y 38% como CO,, 30% en heces y 22% en
orina después 72 horas. El 60% del EGb761 es absorbido en las 3 primeras horas y
sélo el 0.7% a las 48 horas. La concentracibn maxima en plasma se alcanza después
de 1.5 horas de la administracion, con un tiempo de vida media de 4.5 horas (Biber,
2003).

1.10.4 PROPIEDADES DEL EGb761
1.10.4.1 Vasomodulador

El EGb761 ha demostrado ejercer en modelos experimentales, efecto
vasoconstrictor o vasodilatador, esto dependiende de la situacién (Auguet Clostre,
1983; Hellegouarch cols.,1985). En contraste con el efecto constrictor, la actividad
vasodilatadora parece ser de tipo endotelio-dependiente. Mecanismos alternativos
podrian tener ingerencia como: inhibicion de la MAO, liberacion de PGI2, agonismo -
adrenérgico, incremento del secuestro intracelular de Ca®*, incremento de la actividad
de la oxido-nitrico sintetasa o disminucion de la peroxidacion lipidica (DeFeudis, 1991;
White, 1996). EI EGb761 ha demostrado reducir el vasoespasmo, el cual podria tener
una amplia aplicacion clinica en pacientes con traumatismo cerebral, ateroesclerosis
sistémica y cerebral, shock cardiogénico y endotdxico, anafilaxia y migrafia (Reuse-
Blom y Driew, 1988). Esta conducta dual del EGb761 podria responder, de hecho, a la
situacién previa generada. Es decir, si el sistema requiere dilatacion el EGb761 va a

dilatar, y si se requiere contraccion va a contraer (efecto vasomodulador).

1.10.4.2 Efectos metabdlicos

El EGb761 ha demostrado incrementar la glucemia y la sintesis de glucégeno en
células del muasculo liso, de manera dosis-dependiente (Bruel y cols., 1989). En
estudios sobre células endoteliales hipdxicas, se pudo comprobar que el EGb761 y los
bilobalidos (la fraccion terpendide) pueden retrasar el inicio de la glucdlisis hipdxica por
prolongacion de la generacion de ATP. El mecanismo aun no ha sido del todo

dilucidado (Janssens y cols., 1995).
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1.10.4.3 Inhibicién de la FAP

El EGb761 aparece como un agente inhibidor de la agregacion plaquetaria, por
incremento en la concentracion de derivados tromboliticos endoteliales (6xido nitrico o
prostaciclina, por ejemplo) (Baroggi, 1986). El ginkgolido B (un componente de la
fraccion terpendide) demostré6 poseer propiedades de FAP. Esta actividad es
importante dada la ingerencia del FAP en procesos de edema, inflamacion y estados

de hipercoagulacién (Braquet y cols., 1989).

1.10.4.4 Accién antioxidante

El EGb761 ha demostrado inducir la destruccién de varios tipos de radicales
libres, como el anién superoxido, difenil-picril-hidracilo y adriamicilo. Asimismo, reduce
los niveles de nitratos de manera dosis-dependiente (Kobuchi y cols., 1997; Marcocci y
Maguire, 1994). Por ejemplo, estudios in vivo e in vitro demostraron el papel que
cumplen los componentes flavénicos en la inhibicion de la peroxidacion lipidica y el
FAP (Barth y cols., 1991; Robak y Gryglewski, 1988; Braquet y cols., 1991). En ese
sentido los componentes flavénicos tendrian la capacidad de proteger los sistemas
fisiologicos de las diferentes EROs.

Esto resulta particularmente util cuando se desea tratar los efectos de la
oxidacion de lipoproteinas en sangre que facilitan el depdsito y agregacion de placas
ateroescleroticas seguidas de hipoperfusion-reperfusion en condiciones hipoxicas.
Asimismo, se ha sefialado que el descenso de la lipoperoxidacion contribuye a
disminucién de la tasa de lipoproteinas de baja densidad. El hecho de que el EGb761
inhibe la oxidacion de cobre mediado por lipoproteinas de baja densidad, éste puede
tener favorables implicaciones en enfermedades cardiacas.

Por ultimo, cabe sefialar que el EGb761 esta asociado con un incremento en la
sintesis de prostaciclinas e inhibicion de radicales libres producidos a partir de la
cascada del acido araquiddnico. EI EGb761 ha demostrado inhibir dicha cascada de
secuencias relacionadas con la muerte programada de células en cultivos de neuronas
de cerebelo de rata. En ese sentido, protegeria del estrés oxidativo a dichas células
(Braquet y cols., 1983).
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1.10.5 Efectos del EGb761 en el SNC

Distintas evidencias sugieren que el EGb761 puede alterar y restaurar una
variedad de situaciones y condiciones que involucran al SNC. Esto se realiza a través
de los neurotransmisores y receptores, modulacion hemodinamico-metabdlica,
antagonismo del FAP, inhibicion MAO y COMT, alfa-agonismo y sintesis/inhibicion de

acido nitrico.

1.10.5.1 Flujo sanguineo cerebral y metabolismo

Una deficiencia en el transporte de la sangre en el cerebro conduce a una
disminucién del oxigeno y los nutrientes a éste. EIl EGb761 puede aumentar el flujo
cerebral de la sangre y alterar el metabolismo energético de la célula que sigue a la
induccién de hipoxia (DeFeudis, 2003; Maclennan y cols., 2002). El EGb761 aumento
el flujo cerebral de la sangre en 50-100% en la mayoria de areas del cerebro. Mientras
qgue los niveles de la glucosa en la sangre también fueron aumentados, EGb761 no
alterd la utilizacion de glucosa cerebral (Maclennan y cols., 2002). Los efectos del
EGb761 pueden deberse a varios mecanismos; puede actuar sobre las plaquetas,
eritrocitos, la sintesis del factor relajante derivado del endotelio y ciertos efectos sobre
antivasoconstrictores. Todas estas propuestas permanecen abiertas para futuras

investigaciones (DeFeudis, 2000).

1.10.5.2 Efectos cognitivos, neurolégicos y actividad motora

Existen muchas evidencias con respecto al aumento en la funcion cognitiva,
después de un tratamiento con EGb761. En un estudio doble-ciego con 50 pacientes
con insuficiencia cerebral cronica de origen vascular, divididos en dos grupos, fueron
tratados con EGb761 a una dosis de 120 mg diarios o placebo. Encontrando que el
grupo administrado con el EGb761 incrementé la actividad motora y la capacidad de
comprension, como también se redujeron los mareos (ver revision Diamond y cols.,
2000).

En estudios a nivel neuroldgico el tratamiento con EGb761 tiene efectos
beneficos, en cuarenta pacientes diagnosticados con leve a moderada insuficiencia

cerebrovascular, se les suministrd 120 mg/kg diarios de EGb761 durante 12 semanas.
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Estos mostraron incremento en los parametros que se evaluaron: tinitus, cefalea,
mareos y pérdida de la memoria (Maclennan y cols., 2002). También el EGb761 tiene
accion antiestrés, teniendo éste gran diferencia con respecto a los convencionales
antidepresivos y ansioliticos, el EGb761 mejora la memoria (DeFaudis y Drieu, 2000).

Son pocos los estudios que se han realizado en el aspecto motor con EGb761.
En un estudio donde extirparon la corteza motora y administraron posteriormente
EGb761 (50 o 100 mg/kg por dias), recuperaron la actividad motora acelerada. Los
efectos se empezaron a observar a los tres dias de la cirugia y persistieron a los 14
dias (Maclennan y cols., 2002). En animales hemiplegicos administrados con EGb761
mejoraron significativamente la actividad motora, en ratas adultas (Brailowsky y
Montiel, 1997).

1.10.5.3 Efectos sobre receptores

EGb761 demostré un incremento en el recambio de la norepinefrina en ratas,
aumento en la densidad de receptores alfa-2, acetilcolina-muscarinicos (mACh) vy
serotoninérgicos (5-HT), paralelo a descensos de (-adrenoreceptores (Brunello y cols.,
1985; Huguet y Tarrade, 1992). Cabe sefalar que el EGb761 inhibe, de manera no
especifica, la actividad de MAO y COMT (Rojas y cols, 2004; Borchardt y Huber, 1975).
El EGb761 y el Cp 202 (un extracto del Ginkgo biloba desprovisto de terpenos)
demostraron inducir incrementos en sinaptosomas de 5-HT en corteza de ratas (un
efecto inhibido por clomipramina). En cambio, el BN 52063 (Ginkgo biloba desprovisto
de flavonoides) y quercetina (un flavonoide constituyente del EGb761) no evidenciaron
incremento en los sinaptosdmas. De esta manera, el componente flavonoide parece
mediar la 5-HT, lo cual podria resultar en un incremento en la biodisponibilidad de 5-HT
en el SNC (Ramassamy y cols., 1992). El mismo efecto ejerce el EGb761 sobre el
receptor de DA, al prevenir la neurotoxicidad de MPTP a una dosis optima
(Ramassamy y cols, 1990). Por otra parte, un aumento en la sobrevivencia y en la
sintesis de DA en el SNC, se ha observado en ratas administradas con EGb761
(Diamond y cols., 2000).
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1.10.5.4 Efectos en inflamacion

Hay evidencia substancial de como el FAP regula las citocinas en respuesta al
proceso inflamatorio (ver revision Bonavida y Mencia-Huerta, 1994). El FAP estimula la
sintesis leucotrienos, los cuales se sabe que participan en procesos de patogénesis y
de inflamacion.

El factor de necrosis tumoral alfa (FNT-alfa), es una citocina capaz de causar
necrosis y regresion de tumores. Du y Li (1998) examinaron los efectos de los
ginkgolidos A y B sobre la produccion del FNT-alfa y la interleucina-1 (IL-1), en cultivos
de microglia de rata. Ambos ginkgolidos A y B inhibieron dosis dependiente la

produccion de estas citocinas proinflamatorias.

1.10.5.5 Efecto de plasticidad y neurogénesis

La plasticidad neuronal juega un papel muy importante en la recuperacion de
funciones, cuando ocurre un dafio al SNC. El tratamiento con EGb761 subcronico
durante 30 dias recupero el dafio generado a la corteza frontal (DeFeudis, 1998).

Existen muchas evidencias respecto a su accioén similar a las neurotrofinas por
parte del extracto del Ginkgo biloba. Recientemente Jin y cols. (2006), trabajando con
cultivos celulares de neuronas basales de embrion, observaron que un extracto del
Ginkgo biloba gener6 mas neuronas, dendritas largas y mas arboles dendriticos, en
neuronas positivas a acetil-colinesterasa y oxido nitrico sintasa, semejantes a los
factores de crecimiento neuronal y neurotrofico derivado de cerebro.

La dieta suplementaria con EGb761, también activa la transcripcion de genes
gue codifican péptidos importantes en la funcién y crecimiento celular. Estos incluyen
hormonas de crecimiento, prolactina, neurotrofinas 1, factor de crecimiento placentario,
factor neurotrofico derivado de cerebro, factor de crecimiento derivado plaquetario y el

factor de crecimiento de insulina (Gohil, 2002).

1.10.6 Efectos adversos del EGb761
No se ha observado que el EGb761 sea mutagénico, carcinogeénico, teratogénico
0 embriotoxico. Los datos clinicos con respecto al EGb761 se ha visto que es seguro y

los efectos secundarios son muy raros. En un 98% de los estudios clinicos la tolerancia
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es muy buena y los efectos adversos por el EGb761 son leves, temporales y
reversibles. Hasta la fecha, no se ha divulgado ninguno efecto nocivo serio atribuible al
tratamiento EGb761 en ensayos clinicos. Con poca frecuencia, los pacientes han
desarrollado las reacciones alérgicas de la piel, el trastorno gastrointestinal suave y el
dolor de cabeza (Kleijnenand y Knipschild, 1992; Bilia, 2002). En un namero pequefio
de casos se han divulgado la ocurrencia de hemorragia espontanea en los individuos
gue tomaban los extractos del Ginkgo biloba. Un hombre de 70 afos que tomaba
Ginkgo biloba, mientras tenia una terapia con aspirina, desarrollé hemorragia
espontanea del diafragma y en el iris de el ojo (Rosenblatt y Mindel, 1997). Ademas de
estos estudios, el coma se ha divulgado en un paciente de 80 afios con Alzheimer que
tomaba EGb761 y trazodona simultaneamente (Galluzzi y cols., 2000). Mientras que el
EGDb761 no se ha ligado a los acontecimientos adversos ya mencionados, estos
informes indican ciertamente que la precaucion debe ser ejercida al prescribir EGb761
a los individuos que toman otras medicaciones de forma simultanea. Dado que la
fraccion terpenoide del EGb761 es antagonistas del receptor de FAP, el cuidado
particular debe ser tomado cuando los pacientes son prescritos con problemas para

coagular.

En una revision concerniente a los efectos adversos de extractos de plantas,
aparece el Ginkgo biloba como una de las plantas, en la cual no se observan efectos
adversos serios (Ernst, 1998).
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2 JUSTIFICACION

El EGb761 es uno de los farmacos que proviene de las plantas medicinales que
mas se utiliza en Europa, para el tratamiento de enfermedades vasculares, de
demencia y equilibrio entre otras. Esta cualidad es proporcionada por los componentes
del extracto: flavonoides, terpenoides y ginkgolidos, los cuales tienen accion
antioxidante y atrapadores de radicales libres. Como también la ausencia de efectos
secundarios adversos en el uso clinico de éste. Por tal motivo, este extracto puede
ejercer efectos positivos en el modelo experimental de la EP, con MPTP, en el cual, el

estrés oxidativo es el causante principal de la muerte neuronal dopaminérgica.

El tratamiento tradicional de la enfermedad genera efectos adversos severos
después de un periodo de 3 a 10 afios, ocasionando que la calidad de vida del paciente
sea deplorable, al presentarse las discinesias (movimientos involuntarios) y distonias
en el 60-80% de los pacientes bajo tratamiento crénico con los farmacos (Kanazawa,
1986). Por lo tanto, la busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento de la EP es

de considerable interés.

En un esquema de pretratamiento que realizamos en el laboratorio con EGb761
y administrados con MPP" intracerebroventricularmente, encontramos aumento
significativo en los niveles de DA e inhibicion de la peroxidacion de lipidos (Rojas
2001), regulacion de la actividad de las enzimas MAO vy tirosina hidroxilasa (Rojas,
2004). Estos resultados encontrados demuestran que el EGb761 tiene efectos positivos
en la sintesis de la DA, por lo que es importante analizar si el EGb761 recupera el
namero de neuronas y la funcibn motora, cuando el dafio a las neuronas

dopaminérgicas se genera primeramente.
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3 HIPOTESIS

Si el EGb 761 tiene una accién de agente antioxidante, atrapador de radicales
libres, regulador de enzimas involucradas en el estrés oxidativo, entonces éste reducira
el dafio a nivel bioquimico, celular y sintomatologico inducido por la MPTP, en la via

dopaminérgica nigroestriatal

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar el efecto neuroprotector del EGb761 en un modelo experimental de

la enfermedad de Parkinson.

4.2 Objetivos especificos
Determinar si el postratamiento de EGb761 a ratones administrados con la
neurotoxina MPTP:
- restaura el contenido de dopamina (DA) en CE.
- recupera la via nigroestriatal utilizando la técnica para inmunocitoquimica para
la determinacion de la tirosina hidroxilasa.
- recupera la actividad locomotora.

- inhibe la PL producida por la administracion de la neurotoxina.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Los experimentos fueron realizados en ratones macho de la cepa C-57 black
(25-30g) de 11-13 semanas de edad. Los animales fueron mantenidos en condiciones
estandar (12/12h de ciclo luz/obscuridad, 21+2°C) y humedad relativa (40%) con
acceso al agua y alimento ad libitum.

La MPTP fue obtenida de RBI (Wayland, MA), los demas reactivos fueron
obtenidos de Sigma, Baker, Merck, entre otras.

5.2 Formacién de grupos experimentales

Los grupos se disefiaron de la siguiente manera con un esquema de 23 dias de
administracion intraperitonealmente (i.p.), sacrificando 24 horas después:
Grupo I: se administro solucion salina por 5 dias (i.p.), posteriormente solucion salina
(i.p.) por 18 dias, (salina + salina).
Grupo II: se administré solucion salina por 5 dias (i.p), posteriormente EGb761 (i.p.)
por 18 dias (salina + EGb761).
Grupo llI: se administré la MPTP (30 mg/kg, i.p.) por 5 dias, posteriormente solucion
salina (i.p) por 18 dias, (MPTP + salina).
Grupo IV: se administré la MPTP (30 mg/kg, i.p.) por 5 dias, posteriormente EGb761
(i.p.) por 18 dias (MPTP + EGb761).

En los grupos Il y IV se administraron diferentes dosis de EGb761 para encontrar
la dosis 6ptima (10, 40, 80, 120, 160 y 200 mg/kg). Cada grupo fue conformado por 6 a
8 ratones macho.

5.3 Anélisis de dopamina

La muerte neuronal que se da en la EP es la causante de los sintomas de
bradicinesa, temblor en reposo y la rigidez muscular, por lo cual es importante analizar
el contenido de DA en CE por la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y se extrajeron los CE.
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Posteriormente para su conservacion se adicionaron 500 pl de una solucién de
metabisulfito de sodio con acido perclérico (0.1% p/v) y se sonicaron las muestras con
un sistema labsonic (Lab-line, instruments, Melrose Park, IL, USA). Las muestras
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 15 minutos para la obtencion de las
catecolaminas, el sobrenadante fue recolectado y filtrado para su analisis de DA, por
cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector electroquimico como
previamente se describié (Rojas y Rios, 1993). Los resultados fueron expresados como
contenido de DA estriatal (ug/g tejido).

5.4 Cuantificacién neuronal
5.4.1 Procedimiento histolégico

Para observar si hay neuroproteccion del EGb761 es importante analizar el
namero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc, por medio de la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) se puede analizar el cuerpo neuronal y sus proyecciones. Los ratones
se procesaron para inmunohistoquimica después de la udltima administracion de
EGb761 (40mg/kg) 6 solucion salina. Se anestesiaron con éter y la perfusion se llevé a
cabo por via intracardiaca iniciandose con solucién salina al 0.9%, posteriormente se
administré de 100 a 200 ml de formaldehido al 10%. Se extrajeron los cerebros y se
dejaron en formaldehido al 10% una hora, después se lavaron con agua corriente y se
deshidrataron para posteriormente incluirlos en parafina. Se realizaron cortes seriados
de la entera SNpc de 40 um en el micrétomo. Los cortes fueron tefiidos usando una
version modificada de un protocolo inmunohistoquimico de la TH previamente descrito
(Bouilleret y cols., 1999). Los cortes fueron incubados en flotacién a +4°C durante 48 hr
con un anticuerpo monoclonal de rata para la TH 1:500 (Chemicon), en solucion de
buffer de fosfatos (PBS) conteniendo Triton X-100 (0.3%) y albumina (1%) grado V. El
sistema de inmunoperoxidasa de avidina-biotina (Vector, Burlinggame, CA) fue
empleado con tetracloruro de 3, 3'diaminobenzidina (0.3%) como cromdgeno,
adicionando H,0, (0.01%). Los cortes fueron contrastados con violeta de cresilo.

5.4.2 Cuantificacion estereoldgica
Para analizar el numero total de neuronas se utiliz6 el método estereoldgico

(West y cols., 1991), éste se realiz6 en forma ciega sin que el observador conozca el
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tratamiento del animal. Los cortes seriados de toda la SNpc de 40 micras de grosor, se
escogieron de seis a ocho cortes cada 160 micras para su analisis a lo largo de toda la
estructura.

Para cuantificar el promedio de neuronas se utilizo el método del disector 6ptico
(Gundersen, 1986). Las neuronas se observaron a un objetivo 100X de cada corte
seriado y se colocé un disector, que es un marco de 60 X 60 micras de medicién, sobre
la imagen del corte. Los resultados fueron expresados como numero de células

positivas a TH.

5.4.3 Densitometria

Las proyecciones de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc llegan al CE, y
éstas pueden ser analizadas por medio de la inmunoreactividad de la TH como
describe Wu y cols. (2002). Al disminuir el nUmero de neuronas, las proyecciones de
éstas también disminuyen, razon por la cual se analiz6 la densidad Optica de la
inmunotincion de la TH en el CE. Usando el sistema de imagenes Metamorph (version
4.5, Universal Imaging Corpations, PA, USA), acoplado a un microscopio de luz (Nikon
Eclipse E600) por medio de una camara de alta resolucién con un mecanismo de carga
acoplado (Sony CCD-lIris). La sefial de la camara de video fue digitalizada utilizando un
convertidor de flash de 8 bits con una resolucion de 400 por 250 pixeles
proporcionando valores en la escala de grises entre 0 y 255. La densidad se analizé en
ocho cortes por animal del toda el area del CE, a un aumento de 4X. El analisis se llevo
acabo sin que el investigador conociera la condicion experimental del corte. Los

resultados fueron expresados como fibras positivas a TH.

5.5 Evaluacion conductual

La actividad locomotora es un indice indirecto para analizar la recuperacion del
contenido del neurotransmisor de DA en el CE, ya que dicho neurotransmisor esta
involucrado en los movimientos locomotores.

El andlisis conductual se realizd evaluando la actividad locomotora, como
previamente reportd Flip y Cunningham (2003), un dia antes de su sacrificio. Cinco

ratones por caja se mantuvieron bajo un ciclo de luz/obscuridad de 12 hrs (luz a las
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7:00 A.M.), humedad relativa de 50-60% a 21+1°C, con ingesta de alimento y agua ad
libitum durante el tiempo de experimentacion. Todos los experimentos fueron
conducidos por un solo operador en la fase de luz del ciclo circadiano entre las 9:00 y
15:00 horas. Un periodo de habituacion de 1 hora se les di6 a los animales en el cuarto
donde se realizo el proceso experimental.

La actividad locomotora se midi6 cada 10 minutos en el equipo Opto-varimex
minor por 60 minutos (Columbus Instruments, Ohio, USA). El sistema usa sensores con
alta intensidad, modulado por luz infrarroja para detectar el movimiento del animal. La
actividad locomotora fue asociada con locomocién ambulatoria definida como distancia

total recorrida. Los resultados fueron expresados como locomocion total.

5.6 Evaluacién de la peroxidacion de lipidos

La PL es un indicador del dafio que se esta generando a los acidos grasos de la
membrana lipidica, debido al ataque de los radicales libres formados durante la
neurotoxicidad de la MPTP.

La PL fue analizada por la técnica descrita por Triggs y Willmore (1984) y
modificada por Rojas y Rios (1993). En esta se analiz6 la formacion de productos
lipidicos fluorescentes (PLF).

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y se extrajo el CE
inmediatamente. El tejido se peso y homogeneizo en 2.5 ml de buffer de fosfatos (pH
7.0), este amortiguador permitié conservar las membranas lipidicas del tejido mientras
se homogeneizaba. Se tomaron alicuotas de 1 ml del homogenizado y se colocaron en
tubos de vidrio con tapa. Posteriormente se adicionaron 3 ml de una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1 v/v) para separar la fase acuosa de la cloroférmica, en esta
ultima quedan los PFL llamados bases de Schiff y 1ml de esta fase se transfirio a
celdas de cuarzo.

La fluorescencia se midié en un espectrofotometro para luminiscencia Perkin-
Elmer LS50B con una longitud de excitacion 370 nm y 430 nm de emision. Previamente
a la medicion de las muestras, la sensibilidad del espectrofotometro de fluorescencia se
ajustd a 140 unidades de fluorescencia con un estandar de quinina (0.1pg/ml)

preparado en acido sulfurico 0.05M, el cual sirvio de referencia para la medicion de los

48



PLF. Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia / gramos de tejido

humedo/ml| de extracto leido.

5.7 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como medias + EEM. Los resultados se analizaron
con la prueba estadistica ANOVA de una via seguida de un analisis de minima
diferencia significativa con Tukey en los niveles de DA, cuantificacion estereoldgica de
las neuronas en SNpc positivas a la TH, asi como las fibras en CE, la PL. La
locomocion fue analizada por una ANOVA de mediciones repetidas, teniendo como
factores el tratamiento y dosis, seguida de un analisis de minima diferencia significativa
Newman-Keul's. Los valores de p<0.05, p<0.01 y p<0.001 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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6 RESULTADOS

La administracion de EGb761 a diferentes dosis en ratones control (salina +
EGb761) no se observaron diferencias en el contenido de DA estriatal cuando se
comparan con los animales control (salina + salina) (figura 8). Los ratones del grupo
“MPTP + salina” presentaron disminucién del 52% en los niveles de DA al compararse
con el salina + salina (figura 9). La administracion de EGb761 en ratones tratados con
MPTP previamente, recuperaron en un 36, 75, 37 y 38% los niveles de DA en las dosis
de 10, 40, 80 y 120 mg/kg de EGb761 respectivamente, cuando se comparan con el
grupo de “MPTP + salina”. Al comparar el grupo administrado con “MPTP + EGb761
40mg/kg” no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al

CONTROLES DA
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Figura 8. Contenido de dopamina en cuerpo estriado en ratones administrados intraperitonialmente de
salina durante 5 dias, posteriormente EGb761 (10, 40, 80, 120, 160 6 200 mg/kg) ¢ salina durante 18
dias. Los resultados expresados como media + EEM, n= 6-8 ratones por grupo. Diferencias analizadas
usando una ANOVA de una via seguida de un andlisis de minima diferencia significativa con Tukey.
EGhb761: Extracto de Ginkgo biloba.
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EXPERIMENTALES DA
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Figura 9. Contenido de dopamina en ratones administrados intraperitonialmente con MPTP (30mg/kg) o
salina durante 5 dias, posteriormente EGb761 (10, 40, 80, 120, 160 6 200 mg/kg) o salina durante 18
dias. Los resultados expresados como media £+ EEM, n= 6-8 ratones por grupo. Diferencias analizadas
usando una ANOVA de una via seguida de un analisis de minima diferencia significativa con Tukey. ***
p<0.001 comparado con el grupo “salina + salina”, + p<0.05 comparado con el grupo “MPTP + salina”,
+++p<0.001 comparado con el grupo “MPTP + salina”. EGb761:; Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.

grupo “salina + salina”. Los grupos de “MPTP + EGb761” a las dosis de 10, 80 y 120
mg/kg resultaron diferentes comparado al grupo “salina + salina”.

En la figura 10 se muestran las fotomicrografias de la inmunotincion de TH en la
SNpc. En el grupo de ratones administrados con “MPTP + salina” se observa menor
tincion comparado al grupo de “salina + salina”. En los ratones administrados con
EGb761 (“salina + EGb761” y “MPTP + EGb761"), aumentd la inmunotincion al
compararse con el grupo de “MPTP + salina”. Al comparar estos grupos de EGb761
con el grupo “salina + salina” fueron semejantes la inmunotincion.

En el CE la inmunotincién se observo semejante al de la SNpc (figura 11). El

grupo de ratones administrados con “MPTP + EGb761” y “salina + EGb761”, conservan
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la misma tincion al del grupo “salina + salina”. El grupo de “MPTP + salina” disminuy? la
inmunotincion con respecto al grupo “salina + salina”.

Al realizar el conteo de las neuronas positivas a TH en la SNpc, se observé
disminucion del 44% en los ratones tratados con “MPTP + salina” con respecto al
“salina + salina”. La administracion del EGb761 (40mg/kg), dosis 6ptima en la cual se
observé aumento en el contenido de DA estriatal, aumento significativamente el
namero de neuronas positivas a TH en SNpc (62% de proteccion comparado al grupo
“MPTP + salina”) (figura 12). No se encontraron diferencias en los grupos “salina +
EGb761 (40mg/kg)” y “MPTP + EGb761 (40mg/kg)” al comparase con el grupo “salina

+ salina”.

Flgura 10. Inmunotincién de la tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra pars compacta en animales
administrados intraperitonialmente con MPTP (30mg/kg) o salina durante 5 dias, posteriormente EGb761
(40mg/kg) o salina durante 18 dias. Las neuronas y procesos dopaminérgicos en sustancia nigra pars
compacta fueron identificadas con la inmunotincion de la tirosina hidroxilasa. Escala de la barra:40 um.
EGb761: Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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El analisis densitométrico de la tincion de TH en CE demostré una disminucion
del 29% de las fibras en el grupo de “MPTP + salina”. El grupo que fue postratado con
EGb761 (40mg/kg) aumentd en un 44% la tincion de las fibras positivas a TH
comparado al grupo de “MPTP + salina” (figura 13). No se observaron diferencias en
los grupos administrados con EGb761 con respecto al grupo “salina + salina” (figura
13).

Figura 11. Inmunotincién de la tirosina hidroxilasa del cuerpo estriado en animales administrados
intraperitonialmente con MPTP (30mg/kg) o salina durante 5 dias, posteriormente EGb761 (40mg/kg) o
salina durante 18 dias. Las fibras nerviosas de las neuronas dopaminérgicas proyectadas en el cuerpo
estriado fueron identificadas con la inmunoreaccién de la tirosina hidroxilasa. Escala de la barra: 2 um.
EGhb761: Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Figura 12. Cuantificacién estereoldgica de las neuronas dopaminérgicas positivas a tirosina hidroxilasa
en ratones administrados intraperitonialmente con MPTP (30mg/kg) o salina durante 5 dias,
posteriormente EGb761 (40 mg/kg) o salina durante 18 dias. Los resultados expresados como media +
EEM, n= 5 ratones por grupo. Diferencias analizadas usando una ANOVA de una via seguida de un
andlisis de minima diferencia significativa con Tukey. ** p<0.01 comparado con el grupo “salina + salina”,
++p<0.01 comparado con el grupo “MPTP + salina”. EGb761: Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.

El analisis de la actividad locomotora realizado cada 10 minutos (Fig. 14A), se
observa la disminucién en el grupo administrado con “MPTP + salina” comparado a los
otros grupos a los 30 y 40 minutos de analisis. En el conteo total de la actividad
locomotora, se muestra disminucion significativa en el grupo de “MPTP + salina” (28%)
cuando se comparan con los animales control (salina + salina) (Fig. 14B). Por el
contrario, los ratones postratados con EGb761 (10 y 40 mg/kg) aumento la actividad
locomotora en un 27% y 36% respectivamente, comparado con el grupo lesionado con
“MPTP + salina”. Al comparar los grupos de EGb761 (10 y 40 mg/kg) con el grupo

“salina + salina” la actividad locomotora se conservo igual.
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Figura 13. Densidad optica de las fibras estriatales positivas a la tirosina hidroxilasa en ratones
administrados intraperitonialmente con MPTP (30mg/kg) o salina durante 5 dias, posteriormente EGb761
(40 mg/kg) o salina durante 18 dias. Los resultados expresados como media + EEM, n= 5 ratones por
grupo. Diferencias analizadas usando una ANOVA de una via seguida de un analisis de minima
diferencia significativa con Tukey. ** p<0.01 comparado con el grupo “salina + salina”, ++p<0.01
comparado con el grupo “MPTP + salina”. EGb761: Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina.

Utilizando el ensayo de PLF como un indice de estrés oxidativo, se observa
disminucion en la PL en el grupo de ratones administrados con EGb761. Al realizar la
prueba estadistica, esta disminucién no fue significativa en las diferentes dosis
probadas de EGb761 (10, 40 y 80 mg/kg) cuando se comparan con el grupo control
(salina + salina) (figura 15A). En la figura 15B se muestra un incremento en la PL (51%)
en el grupo de “MPTP + salina” comparado al grupo “salina + salina”. Los grupos de
“MPTP + EGb761 (10mg/kg)” y “MPTP + EGb761 (40mg/kg)” inhiben la PL,
observandose disminucion significativamente en estos grupos del 22% y 28% con
respecto al “salina + salina”. La dosis de 80 mg/kg de EGb761 reduce la PL 30%
comparado al grupo de “MPTP + salina”. Los niveles de la PL se conservan igual entre

los grupos “salina + salina” y “MPTP + EGb761 (80 mg/kg)”.
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Figura 14. Andlisis de la actividad locomotora en ratones administrados intraperitonialmente con MPTP
(30 mg/kg) o salina durante 5 dias seguido de la administracién de EGb761 (10 6 40 mg/kg) o salina por
18 dias. Antes del sacrificio del animal se analizd la actividad locomotora. A) Mediciones cada 10
minutos por 1 hora. B) Conteo total de la actividad locomotora. Los resultados expresados como media
EEM, n= 10 ratones por grupo. Diferencias analizadas con la ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
como factores el tratamiento y dosis, seguida de un andlisis de minima diferencia significativa con
Newman-Keul’'s. *p<0.05 comparado al grupo “salina + salina”, + p<0.05 comparado al grupo “MPTP +
salina”, ++ p<0.01 comparado al grupo “MPTP + salina”. EGb761: Extracto de Ginkgo biloba; MPTP: 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Figura 15. Formacion de productos fluorescentes lipidicos, como un indice de estrés oxidativo, en el
cuerpo estriado de ratones administrados intraperitonialmente con MPTP (30 mg/kg) o salina durante 5
dias seguido de la administracion de EGb761 (10, 40 6 80 mg/kg) o salina por 18 dias. Los resultados
expresados como media + EEM, n= 6-8 ratones por grupo. Diferencias analizadas usando una ANOVA
de una via seguida de un analisis de minima diferencia significativa con Tukey. *** p<0.001 comparado
con el grupo “salina + salina”, +++p<0.001 comparado con el grupo “MPTP + salina”. EGb761: Extracto
de Ginkgo biloba; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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7 DISCUSION

El uso crénico de los farmacos utilizados en el tratamiento de la EP, genera
severos efectos adversos, por lo que surge la necesidad de desarrollar estrategias,
para mejorar la calidad de vida del paciente durante la progresion de la enfermedad.

Con base en numerosos estudios farmacolégicos con animales y mas
recientemente con humanos, se ha propuesto que el EGb761 disminuye la
neurodegeneracion asociada con la edad (Christen, 2000; DeFeudis y Drieu, 2000). En
el presente estudio se introdujo un farmaco no téxico multifuncional, denominado
EGb761, el cual ejerce una actividad neuroprotectora en el modelo experimental de la
EP.

El cerebro genera continuamente varias EROs tales como, el anion superoéxido,
radical hidroxilo, H,O, y peroxinitrito, los cuales son téxicos y capaces de destruir las
neuronas. Para que la neurona se conserve ante este dafio, existen enzimas
antioxidantes, si surge una reduccion en estas enzimas y un aumento en la generacion
de los radicales libres, ocasiona que los mecanismos de defensa no sean capaces de
mantener el equilibrio oxido-reduccion. El dafio al sistema antioxidante, como se
muestra en el presente estudio, genera radicales libres. En particular en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, que se sabe, son vulnerables al estrés oxidativo,
probablemente debido a su baja capacidad antioxidante, al incremento de la
concentracion de iones y la autooxidacion de la DA y posiblemente por defectos en la
actividad de la mitocondria (Greenamyre y cols.,1999).

El efecto protector del EGb761 sobre la toxicidad de la MPTP se evidencia al
aumentar los niveles de DA en CE, esto puede deberse a la regulacion de la TH,
enzima responsable de la sintesis de las catecolaminas. Previamente nuestro grupo
encontré (Rojas y cols., 2004), que el pretratamiento con EGb761 aumenta la actividad
de la TH, asi mismo como regula la actividad de la MAO (Rojas y cols., 2004).

En otros estudios, se ha reportado el efecto protector del Ginkgo biloba, como
pretratamiento en la neurotoxicidad con la MPTP (Wu y Zhu., 1999; Su-Fen y cols.,
2001), los datos obtenidos demuestran que el EGb761 protege a las neuronas

dopaminérgicas de los efectos neurotoxicos de la MPTP in vivo. Los resultados de este
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trabajo demuestran que el parkinsonismo experimental inducido por la MPTP vy
posteriormente la administracion del EGb761 (“MPTP + EGb761"), recupera
significativamente los niveles de DA estriatal, contrario a los ratones administrados con
“MPTP + Salina”, y este efecto es dosis dependiente del EGb761.

Otro posible mecanismo de proteccién del EGb761, es la inhibicion de la PL,
como un indice de estrés oxidativo, observado en este estudio. Esto concuerda con los
resultados previamente demostrados por nuestro grupo (Rojas y cols., 2001), en un
esquema de pretratamiento con EGb761, encontramos bloqueo de la PL inducida por el
MPP*. Varios estudios resaltan el potencial del EGb761 y sus constituyentes como
antioxidante y capturador de radicales libres, tales como el radical nitrito, hidroxilo,
superoéxido y peroxilo (Marcocci y Maguire, 1994; Marcocci y cols, 1994; Maitra y cols.,
1995) y actua eficientemente contra el estrés oxidativo (Marcocci y Maguire, 1994;
Sastre y cols., 1998). EI EGb761 también previene las modificaciones en la fluidez de la
membrana (Ramassamy y cols., 1993), protegiendo de esta forma las membranas
lipidicas de las neuronas dopaminérgicas ante el ataque de los radicales libres.

El efecto neuroprotector del EGb761, se debe a sus compuestos activos, entre
estos los flavonoides; los cuales son ricos en fenoles, estos son compuestos no
lipofilicos y pueden atravesar facilmente la membrana plasméatica. De esta forma
pueden interactuar con transportadores de la membrana o receptores que participan en
el mecanismo de sefializacion (Ramassamy, 2006). Existen multiples estudios en los
cuales se evidencia que los compuestos fendlicos tienen actividad antioxidante, esto se
asocia al numero de grupos hidroxilos (3 a 6) y su posicidn activa (Ramassamy, 2006).

En preparaciones sinaptosomales de CE de raton, el EGb761 demostré que
previene la alteracion del sistema de recaptura de DA (Ramassamy y cols., 1992). Esta
eficacia fue observada in vivo en neuronas dopaminérgicas que se protegieron con el
EGb761, dos semanas antes de la administracion periférica de la MPTP, a través de
una minibomba osmotica durante 7 dias (Ramassamy y cols., 1990).

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con otros de
monitoreo genomico, donde los efectos bioquimicos del EGb761 estan enfocados en
neuromodular proteinas que son significativamente sobretranscritas en genes

relacionados al estrés oxidativo, tales como las enzimas hemeoxigenasa-1, Mn-SOD y
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la subunidad reguladora de y-glutamil-cisteina sintetasa (Gohil y Packer, 2002; Zhuang
y cols., 2002).

A nivel conductual, el EGb761 tiene efectos benéficos sobre la memoria y
cognicion en muchos modelos experimentales (Cohen-Salmon y cols., 1997; Winter,
1998; Wirth y cols, 2000; Paganelli y cols., 2006), y esta asociado principalmente con la
recuperacion funcional en muchos modelos de lesion (Brailowsky y Montiel, 1997,
Hoffman y Stein, 1997). Los animales tratados con MPTP mostraron dafio motor
significativo (Sedelis y cols., 2001), similar al observado en la EP idiopatica. EIl EGb761

recupero la actividad motora causado por la MPTP.

El mejoramiento de la funcion motora en los animales administrados con la
MPTP y postratados con EGb761, puede ser debido a la reduccion de la muerte
neuronal y la preservacion de los niveles de DA. Esto se evidencia al observar la

recuperacion en el numero de neuronas dopaminérgicas y la actividad locomotora.

Se ha investigado que el EGb761 significativamente modula la excitabilidad y la
plasticidad sindptica en ratones maduros (Williams y cols., 2006). Asi como, cambios
en la expresidén de genes, por ejemplo, células expuestas al EGb761 incrementaron
transcriptos de las ciclinas, permitiendo de esta forma que la célula se mantenga en la
fase G1 y se de la sintesis del ADN. Las ceélulas que estuvieron en fase G1 no
mostraron necrosis celular o apoptosis (Gohil y Packer, 2002). Esto permite una
generacion o regeneracion celular, tal como se encontré en tejido retinal, cuando se
administro EGb761, este fue capaz de regenerar el axén cuando se realizo una

axotomia retinal (Cheung y cols., 2002).

Utilizando un extracto de Ginkgo biloba se observo que éste tiene accion similar
al de los factores tréficos, al generar proyecciones dendriticas y mayor namero de
cuerpos neuronales similares a otros factores neurotréficos (Jin y cols., 2006). Todos
estos estudios evidencian que el EGb761 puede inducir la neurogénesis; lo anterior se
corrobora con los resultados encontrados en este estudio al haber aumento en el
namero y proyecciones de las neuronas dopaminérgicas en el grupo de animales

administrados con MPTP y posteriormente EGb761. Esto es apoyado por los estudios
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realizados por Zhao y colaboradores, donde encontraron que en la SNpc se da la

neurogénesis en la etapa adulta de los ratones (Zhao y cols., 2003)

La capacidad del EGb761 de modificar la expresion de genes que participan en
el desarrollo, maduracion y reparaciéon neuronal permite una mejor viabilidad de la
neurona. Esto se observa en los resultados obtenidos al encontrar aumento en el

namero de neuronas en SNpc y las prolongaciones axonales en el CE.

En estos resultados se evidencia primordialmente como el EGb761 participa
como antioxidante ante la neurotoxicidad de la MPTP, sin embargo, el estrés oxidativo
y Su consecuente activacion de la PL, dafian la integridad de las membranas de las
neuronas dopaminérgicas y activan los mediadores del proceso inflamatorio. Las
células gliales y fundamentalmente la microglia, son las responsables de llevar a cabo
los procesos inflamatorios en el cerebro (Benveniste y cols., 2001). Estas al activarse,
son capaces de liberar al medio citocinas, quimiocinas o factores de crecimiento, que

pueden ser benéficos o dafinos.

La presencia de estas citocinas en el cerebro de pacientes de la EP, nos sugiere
que puede estar implicado el mecanismo de muerte neuronal dopaminérgica, debido a
la activacion del factor de necrosis tumoral a. En pacientes postmortem se encontré
este factor aumentado significativamente (Nishimura y cols., 2001). Los radicales libres
y el factor de necrosis tumoral o durante la inflamacidén son capaces de activar el factor
nuclear kB, el cual se activa en las neuronas dopaminérgicas de los pacientes con la
EP y el EGb761 es capaz de inhibir todo esta cascada de reacciones de muerte
neuronal (Zhou y cols., 2006). Este es otra de las acciones por las cuales se encontrd
aumento en el nimero de neuronas en la SNpc en el grupo de animales administrados
con MPTP postratados con el EGb761. Su efecto antiinflamatorio del EGb761 también
es muy importante, a pesar de que en este trabajo no se midio, se puede pensar que

ésta es otra via de neuroproteccion.

Es muy importante considerar, el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas
para los pacientes de la EP, porque los efectos colaterales que se presentan después
de una prolongada administracion son severos. El uso extenso del EGb761 tiene una

impresionante seguridad clinica. Ademas, el efecto neuroprotector no es limitado a la
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neurotoxicidad inducida por la MPTP. Mas importante aun, contrario a los farmacos de
tradicién para la EP, como la L-DOPA que puede proveer mejoramiento solamente
sintomatico por un periodo de tiempo limitado, el EGb761 es capaz de reducir el estrés
oxidativo, tiene accion antiinflamatoria y de factor de crecimiento neuronal,
demostrando que este farmaco puede ser efectivo en regular la neurodegeneracion

progresiva.
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8 CONCLUSIONES

El EGb761 recupera significativamente los niveles de DA estriatal, contrario a los
ratones administrados con “MPTP + salina” y este efecto es dosis dependiente del
EGb761.

El EGb761 tiene accion neurorestauradora en la via dopaminérgica nigroestriatal

de ratones con la enfermedad de Parkinson, inducido por la MPTP.
La administracion del EGb761 por si solo no causa efectos adversos en los

parametros analizados en este trabajo contrario a los farmacos tradicionales para el

tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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