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Resumen
Introducciéon: La Enfermedad de Parkinson (EP) es una de las enfermedades
neurodegenerativas mas comun cuya etiologia es desconocida. Se caracteriza por la
pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars
compacta (SNpc) del mesencéfalo y la disfuncion de los circuitos neuronales
relacionados con el control de los movimientos corporales. Los sintomas mas tipicos
de esta enfermedad son: bradicinesia (lentitud de los movimientos voluntarios), rigidez
muscular y temblor en reposo. La administracion de la neurotoxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidroxipiridina (MPTP) en ratones es el mejor modelo experimental de la
EP debido a sus efectos bioquimicos, fisioldgicos y patolégicos que se asemejan a los
que se presentan en este padecimiento. En este modelo se ha reportado una
disminucién en la expresion de los genes relacionados con la funcién dopaminérgica.
Por otra parte el EGb 761, un extracto estandarizado de hojas del arbol de Ginkgo
biloba ha mostrado tener propiedades antioxidantes (atrapador de radicales libres) y
anti-apoptéticas; ademas estudios han mostrado que el EGb 761 regula la expresion de
diversos genes. Aunque se desconocen los mecanismos de accion de este fitofarmaco
se considera que son debidos al efecto sinérgico que ejercen los componentes que lo
constituyen al actuar en distintos blancos. Justificacion: Los farmacos actualmente
utilizados para el tratamiento de EP se acompafan de efectos adversos que impactan
en la salud del paciente por tal motivo, se buscan alternativas terapéuticas que
produzcan menores efectos adversos. El EGb 761 ha mostrado efectos benéficos en el
tratamiento de humanos con este padecimiento y efectos adversos menores. Se ha
demostrado que este fitofarmaco influencia la expresién de un gran nimero de genes.
Sin embargo, el efecto en la regulacibn de genes relacionados con las vias
dopaminérgicas no ha sido completamente estudiado. Objetivo: Estudiar el efecto del
EGDb761 en la expresion de genes relacionados con la funcidon dopaminérgica en un
modelo experimental de la EP utlizando el modelo de la neurotoxina MPTP.
Hipotesis: Si el EGb 761 regula la expresion de genes, entonces en el modelo
experimental de la EP utilizando la neurotoxina MPTP se restaurara la expresion de
genes relacionados con el sistema dopaminérgico. Material y Métodos: Se emplearon
ratones machos C-57 black (25-30 g). Se administraron por via intraperitoneal MPTP

30 mg/Kg/5 dias y posteriormente el tratamiento con EGb 761 40mg/Kg/17 dias. Al dia


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bradicinesia&action=edit&redlink=1

18 los animales se sacrificaron y 6 regiones cerebrales se extrajeron (mesencéfalo,
cerebelo, corteza, estriado, hipocampo, hipotalamo). Se realiz6 el andlisis de expresion
en las diferentes regiones en 4 grupos de estudio: grupo | (salina-salina), grupo Il
(salina-EGb 761), grupo Il (MPTP-salina) y grupo IV (MPTP-EGb 761). Para todos los
grupos y regiones se analiz6 la expresion de genes relacionados con el sistema
dopaminérgico: Nurrl, Vmat2, Enl, D2r, Pitx3, asi como Th, mediante transcriptasa
reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QRT-PCR).
Para ello se utilizaron colorantes fluorescentes inespecificos como SYBR Green y
especificos como tecnologia sonda TagMan. La cuantificacion de la expresion se
realizé por el método relativo mediante el algoritmo 2*““". Se definieron los cambios en
la expresion de estos 7 genes en las 6 regiones cerebrales. Resultados: Se observo
un efecto neurorestaurador en la expresion de los genes Nurrl, D2r y Enl, genes de
importancia para el mantenimiento y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en
dos regiones cerebrales: el mesencéfalo y estriado, ambas regiones de la via
nigroestriatal. Conclusion. Los resultados mostraron que el tratamiento con el EGb
761 actia de manera distinta en las diferentes regiones cerebrales, regulando la
expresion de genes relacionados con la dopamina. El efecto neurorestaurador del EGb
761 podria explicarse en parte por su modulacién o reestablecimiento de la expresion
de genes relacionados con el metabolismo, mantenimiento y supervivencia de las

neuronas dopaminérgicas.



1. Introduccion
1.1 Planteamiento del problema

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento
neurodegenerativo que ocupa el segundo lugar de incidencia a nivel mundial.
Caracterizada por la triada de sintomas motores: rigidez postural, temblor en
reposo y acinesia. La etiologia de la EP es desconocida, se han sugerido varias
hipotesis patogénicas; sin embargo, la mayoria de los casos de EP son
probablemente causados por la combinacion entre la susceptibilidad genética
y factores ambientales (Schrag et al., 2004; Jankovic et al., 2008).

Existen varios grupos de medicamentos Utiles en el tratamiento de esta
enfermedad (anticolinérgicos, amantadina y la levodopa). Sin embargo con el
tiempo, algunos pacientes (humanos) tratados con estos medicamentos
experimentan una serie de efectos secundarios y disminucion de la respuesta
al tratamiento (Shults et al., 2002; Fahn et al., 2004). Esto genera la necesidad
de la busqueda de alternativas farmacéuticas con menores efectos
secundarios.

El EGb 761, un extracto estandarizado de las hojas del Ginkgo biloba,
ha mostrado efectos benéficos en el tratamiento de pacientes con
padecimientos neurodegenerativos y con efectos secundarios menores
(Defeundis et al., 2000). Este fitofarmaco posee un efecto antioxidante, como
atrapador de radicales libres bien establecido (Defeundis et al., 2000). El EGb
761 ha mostrado también su capacidad para regular la expresién de genes
relacionados con respuesta inflamatoria, diversos factores de transcripcion,
procesos apoptéticos y enzimas antioxidantes (Defeundis et al., 2002;
Rimbach et al., 2003).

La administracién de la neurotoxina MPTP en ratones es el mejor
modelo experimental para el estudio de la EP debido a sus efectos
bioquimicos, fisiolégicos y patolégicos que se asemejan a este padecimiento.
Nuestro grupo de trabajo ha reportado un efecto neurorestaurador del EGb 761
en este modelo experimental. Este efecto neurorestaurador del EGb 761 contra
la neurotoxicidad del MPTP estuvo asociado con un bloqueo en la peroxidacion
de lipidos y reduccion en la expresion de especies reactivas de oxigeno.
Adicionalmente se observo una recuperaciéon de dopamina en el estriado y

aumento en la actividad de la Tirosina hidroxilasa (TH) (Rojas et al., 2008).
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Todo esto nos lleva a hipotetizar que estos eventos estan ligados a la
regulacion de genes de las vias dopaminérgicas.

Por tal motivo en el modelo experimental de la EP utilizando la
neurotoxina MPTP y postratamiento con EGb 761 se observara un efecto
neurorestaurador en la expresibn de genes relacionados con las vias
dopaminérgicas en los grupos donde se dio el postratamiento con EGb 761, en

comparacion con los que solo se administr6 MPTP + Salina

1.2 Objetivo.

Estudiar el efecto del EGb 761 en la expresion de genes relacionados
con la funcion dopaminérgica en un modelo experimental de la EP utilizando la
neurotoxina MPTP.

Administrar el extracto para los tratamientos y extraer las &reas

cerebrales.

Objetivos particulares
1. Extraccion de acidos nucleicos (DNA y RNA) en seis regiones cerebrales para los
cuatro grupos de estudio.
2. Determinar concentracion, pureza e integridad de los acidos nucleicos para
evaluar la expresion de genes.
3. Realizar la estandarizacion de las técnicas para evaluar la expresion de los genes:
Nurrl, Vmat2, Enl, D2R, Pitx3, asi como Th.
4. Realizar un andlisis estadistico con los resultados obtenidos de los 4 grupos en
estudio, determinando si existe diferencia significativa en cuanto a la expresion de los

genes de interés.

1.3 Hipétesis
Si el EGb 761 regula la expresion de genes, entonces en el modelo
experimental de la EP utlizando la neurotoxina MPTP se restaurara la

expresion de genes relacionados con el sistema dopaminérgico.



2. Marco Tebrico

2.1 Sistema Dopaminérgico.

2.1.1. Dopamina. La Dopamina (CgH3(OH),-CH,-CH»>-NH;) es concebida como
uno de los neurotransmisores catecolaminérgico mas importantes del sistema
nervioso central (SNC) (figura 1).Cumple funciones importantes tales como la
regulacion de diversas funciones motoras, neuroenddcrinas, motivacionales,
afectivas, asi como la adiccion en el consumo de drogas altamente adictivas
como la cocaina, las anfetaminas y otros psicoestimulantes. La dopamina se
produce en varias areas del cerebro, incluyendo la sustancia nigra (SN) y el
area tegmental ventral (ATV) (Bohlen et al., 2005; Bjorklund et al., 2007). La
dopamina es también una neuro-hormona liberada por el hipotalamo, su
funcién principal en éste es inhibir la liberacion de prolactina del I6bulo anterior
de la hipdfisis (Rawal et al., 2006).

|

O/\/N\

Figura 1. Estructura quimica de la dopamina (tomada de NCBI PubChem

compound).

Sintesis de Dopamina.- En las células dopaminérgicas la dopamina se
sintetiza en el citoplasma a partir del aminoacido L-tirosina. Dos reacciones
convierten la L-tirosina a dopamina: la primera es catalizada por la accion de la
enzima Tirosina hidroxilasa (TH) que convierte la tirosina a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). TH se considera como la enzima limitante en
esta via. El segundo paso es la descarboxilacion de L-DOPA catalizada por la
enzima aromatica L-aminoacido descarboxilasa (AADC) que produce dopamina
(figura 2).
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Figura 2. Sintesis de dopamina (tomada de Bahena-Trujillo 2000).

La dopamina sintetizada puede ser liberada directamente al espacio
extracelular o bien almacenada en vesiculas por el transportador vesicular de
monoaminas (VMAT), ésta acumulacion facilita su liberacion regulada a través
de un mecanismo de exocitosis dependiente de calcio. Una vez que la
dopamina es liberada y ha actuado sobre receptores D1R y D2R, su accién
concluye por medio de dos mecanismos, la recaptura y el catabolismo. La
recaptura (retorno de la dopamina a células presinapticas) es regulada por el
transportador de dopamina (DAT), esté recicla la dopamina a través de un
cotransporte con los iones sodio (Na*) y cloro (CI"). El segundo mecanismo de
termino de accién de la dopamina es a través de su catabolismo por 2 enzimas
(figura 3): la Monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-o-metiltransferasa (COM),
para generar los metabolitos inactivos acido dihidrofenilacético (DOPAC) y
acido Homovalinico (HVC), los que son posteriormente eliminados del
organismo a través de la orina, (Vallote et al., 2000).
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Figura 3. Catabolismo de la dopamina (tomada de Bahena-Trujillo 2000).

Las neuronas dopaminérgica del mesencéfalo producen dopamina en el
SNC, estas requieren de ciertos genes para su desarrollo, diferenciacion y
mantenimiento entre ellos se encuentran: el gen Nurrl, Pitx3, Enl, entre otros
(Vitalis et al, 2005).

Receptores de dopamina.- Los receptores de dopamina son proteinas
pertenecientes a la familia de receptores con siete segmentos
trasmembranales acoplados al sistema de transduccion intracelular mediante
proteinas G. Se han aislado, caracterizado y agrupado 5 receptores de
dopamina. De acuerdo a sus caracteristicas los receptores se clasifican en dos
grupos llamados tipo-D1 y tipo-D2. Los receptores tipo-D1 estan compuestos
por los subtipos D1 y D5; los receptores del grupo tipo-D2 se forman por los
subtipos D2, D3, y D4. Los receptores D1 se caracterizan por estar unidos a
proteinas Go/s que estimulan al adenilato ciclasa para producir el adenosin

monofosfato ciclico (CAMP). Mientras que los receptores D2 se unen a
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proteinas Gal/o que clasicamente inhiben a la adenilato ciclasa evitando el
aumento del cAMP (Shioda et al., 2010), su localizacibn es presinaptica
funcionando como autorreceptores. Ademas de las diferencias farmacoldgicas,
los receptores D1 y D2 presentan importantes diferencias estructurales.

El estudio de la dopamina y sus receptores se ha centrado
principalmente en el SNC, debido a que distintas alteraciones de los sistemas
dopaminérgicos han sido asociados con patologias neuronales severas como
la EP, esquizofrenia y psicosis, asi como la adiccién a drogas entre las que se

encuentran cocaina, anfetaminas, marihuana y alcohol (Vallote et al., 2000).

2.1.2 Vias dopaminérgicas. Las neuronas dopaminérgicas son un grupo de
células anatomo-funcional heterogéneas, localizadas en el mesencéfalo, el
bulbo olfatorio y el diencéfalo (Bjérklund et al, 2007). El grupo mas prominente
de neuronas reside en el ATV del mesencéfalo, esté contiene
aproximadamente el 90% del total de las neuronas dopaminérgicas. Las vias
dopaminérgicas mesencefalicas se subdivide en varias vias nominales (Flores
et al., 2003; Rawal et al., 2006).

a) Via nigroestriatal: La via nigroestrial de la sustancia nigra (SN), es
un nucleo de neuronas localizado en el mesencéfalo y se extiende a las fibras
dentro del caudado putamen (conocido como el estriado dorsal) (Bjorklund et
al., 2007). Aproximadamente un 80% de toda la dopamina que se encuentra en
el cerebro se halla en el cuerpo estriado. Esta via es una llave moduladora del
comportamiento humano, esta implicada en la regulacion motora y la ejecucién
de tareas, permitiendo que el movimiento se realice de forma armoniosa y
obedezca a las 6rdenes voluntarias del individuo de acuerdo con patrones
motores bien establecidos (Rawal et al., 2006; Bjorklund et al.,, 2007). La
degeneracion de estas neuronas causa la EP (Rawal et al., 2006).

b) Via mesolimbico-mesocortical

La via mesocorticolimbica tiene su origen en el ATV, también localizada
en el mesencéfalo. Dicho nucleo contiene células dopaminérgicas que envian
proyecciones a la corteza frontal y el I6bulo limbico, conformando los circuitos
mesocortical 'y  mesolimbico  respectivamente,  también llamado

mesocorticolimbico.
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La via mesolimbica se proyecta hacia el nucleo acumbens, tubérculo
olfatorio, nucleo central de la amigdala, septum lateral y nucleo intersticial de la
estria terminal (Flores et al., 2003).

La via mesocortical se proyecta hacia la corteza motora y a la corteza
parietal, temporal y cingular posterior, es decir, hasta las principales areas
sensoriomotoras y de asociacion (Flores et al., 2003).

La via mesocorticolimbica es crucial para el funcionamiento de varios
compartimientos importantes como: la motivacién, el control de emociones y la
cognicion, es decir, estan implicados en todos aquellos procesos en donde la
motivacion forma parte esencial de la conducta. Este sistema se encuentra
afectado en la Esquizofrenia (Wise et al., 1996; Noble et al., 2003).

c¢) Via tuberoinfundibular:

Finalmente, el sistema dopaminérgico que comprende el area
tuberohipofisiaria, involucra el control enddcrino, originado en el hipotalamo vy
las proyecciones del tallo del hipotdlamo. La inhibicidbn de este sistema por
drogas antipsicGticas causan un incremento en la secrecion de prolactina, que
es responsable de ciertos efectos tales como la disfuncién sexual, la
infertilidad, ginecomastia y galactorrea (Rawal et al., 2006). Esta via se
mediada por el receptor D2; del que se ha demostrado que antagoniza la
accion del efecto de las drogas antipsicéticas (Marsden et al., 2006).

Las alteraciones de estas tres vias de sefalizacion se han asociado con
diversas enfermedades. Asi, la EP se ha asociado con alteraciones en la via
nigroestrial, la esquizofrenia con alteraciones en la via mesolimbica-
mesocortical y diversas alteraciones hormonales con la via tuberoinfundibular
(Dale et al., 2000).

Las células que producen dopamina se generan en el estado
embrionario en el mesencéfalo ventral y se ha demostrado que este proceso
requiere de una estructuracion compleja, que consiste en una serie de factores
de transcripcion y vias de sefializacion.

Debido a que las vias dopaminérgicas en el mesencéfalo se asocian
con serios desordenes neuropsiquiatricos, la elucidacion de los mecanismos
subyacentes sobre el desarrollo neuronal dopaminérgico, puede proporcionar
algunas pistas en cuanto a los posibles tratamientos para las enfermedades

relacionadas (Perrone-Capano et al., 2000). Se ha demostrado que los factores
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de transcripcion incluyendo Pitx3, Nurrl y Enl juegan un rol critico en el
desarrollo de las neuronas dopaminérgicas (Perrone-Capano et al., 2000). Los
cuales continlan expresandose en el cerebro posnatalmente y en etapas
adultas (Kambiz et al, 2008).

Una de las enfermedades neurodegenerativas de importancia en la
Ultima década es la EP. La posibilidad de que su causa sea por factores
genéticos predisponentes ha despertado interés en la regulacion de genes
afectados por esta enfermedad. Siendo importante la busqueda de tratamientos
que regulen genes relacionados con la cascada dopaminérgica. Para lograr
tratamientos oportunos que aminoren los efectos de la patologia y efectos

secundarios ocasionados por los farmacos empleados hasta este momento.
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2.2 Genes relacionados con el sistema dopaminérgico
22.1TH

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima que cataliza el paso inicial y
limitante de la velocidad en la biosintesis de los neurotransmisores como
dopamina, norepinefrina y epinefrina. Responsable de catalizar la conversién
de L-tirosina a dihidroxifenilalanina en DOPA, utilizando el oxigeno molecular y
tetrahidrobiopterina (BH4) (Royo et al., 2005; Cho et al., 2009).

TH se expresa en el citoplasma de las neuronas noradrenérgicas y
dopaminérgicas, en el locus coreleus, el ATV, SN, medula adrenal y ganglios
simpaticos (Cho et al., 2009).

El gen tirosina hidroxilasa (TH), se localiza en el brazo corto del
cromosoma 11 banda 15.5 (11p15.5) (Fitzpatrick et al., 1999); en el raton se
localiza en el cromosoma 7 F5. Contiene 14 exones y 12 intrones, su longitud
es de aproximadamente 8.5KB. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/21823
accesado 11/11/2010).

La expresion de la proteina TH es mediada por el factor de transcripcion
Nurrl, que se une al promotor de TH (region NBRE) (Jankovic et al., 2005; Rao
et al., 2007). En el SNC los niveles de mRNA de TH son modulados también
por diferentes factores entre ellos: administracibn de glucocorticoides, frio,
estrés por inmovilizacion (induce la expresion de la proteina TH en neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo), hormonas (los andrégenos, aumentan su
expresion) y administracion de drogas (cocaina, reserpina y morfina) (Kumer et
al., 1996; Tank et al., 2008).

La actividad de TH en el SNC se regula por su fosforilacion en 3 sitios
distintos de la enzima, modulando la biodisponibilidad de dopamina, siendo
esta ultima indispensable para la locomocion (Gozal et al., 2005).

El contenido de DA en el estriado es 10 veces mayor que en la SN, sin
embargo en ésta Ultima, la vida media es mas larga. Durante el envejecimiento
se observa una reduccion en el contenido de la proteina TH en la SN, llevando
a una pérdida de DA del 35-70% (Rudow et al., 2008; Salvatorre et al., 2009)
que se correlaciona con alteraciones de la actividad motriz (Kubis et al., 2000).
Por lo tanto el déficit en la TH y los rangos de fosforilacion de las proteinas, es

la actividad clave en la modulacién de TH en la SN, estas alteraciones son la
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fuente comun de la bradicinesia en EP y en el envejecimiento (Salvatorre et al.,
2009).

2.2.2 Pitx 3

Pitx3 es un miembro de la familia homobox RIE/PITX. Esta implicado en
el desarrollo de los ojos y la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo. Se expresa durante el desarrollo embrionario y después del
nacimiento en estas neuronas. En etapa embrionaria este factor activa el
promotor de TH, realizando una activacion cooperativa con el factor de
transcripcion de Nurrl. (Bergman et al., 2010). En su ausencia las neuronas
dopaminérgicas de la SN no sobreviven (Bermang et al.,, 2010). Pitx3 es un
factor de transcripcion de importancia para la diferenciacion y supervivencia
de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo.

Investigaciones han mostrado que Pitx3 contribuye a la regulacion de la
expresion de genes que codifican: Aldehido deshidrogenasa 2 (AHD2), Tirosina
hidroxilasa (TH), factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el factor
neurotréficos derivado de la linea celular glial (GDNF) (Maxwell et al., 2005;
Papanikolaou et al., 2009).

El gen Pitx3 en el humano se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 10 en la banda 25 (10925); y en el raton se localiza en el
cromosoma 19gqC3. Este gen contiene 4 exones y 3 intrones a lo largo de
12,641pb (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/18742 accesado 11/11/2010).

Estudios han mostrado que la cantidad del acido ribonucleico mensajero
(mMRNA) de Pitx3 es aproximadamente 6 veces mas en el area ATV que en las
neuronas de la SN (Korotkova et al, 2005). Este factor se expresa en neuronas
dopaminérgicas (Barzilai et al., 2003; Bermang et al., 2010), y en las células del
musculo esquelético, persistiendo en el adulto (Coulon et al., 2007).

El mecanismo molecular de Pitx3 no es claro. Sin embargo, se ha
identificado que Pitx3 induce la transcripcion de un microRNA, miR133b. Este
micro RNA se expresa especificamente en las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo, regulando la maduracién y funcion de estas neuronas (Kim et al.,
2009). Un estudio realizado demostré que miR133b es deficiente en los tejidos
del mesencéfalo de pacientes con la EP (Gao et al., 2008).
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2.2.3Vmat 2

El transportador vesicular 2 de monoaminas (VMAT?2) es una proteina
integral de membrana que actla para transportar monoaminas (histamina,
serotonina y dopamina) del citosol celular a las vesiculas sinapticas (Zheng et
al., 2006), desempefiando un papel importante en la transmisién sinaptica,
secuestrando los neurotransmisores para su almacenamiento y su posterior
liberacion controlando la concentracion y disposicion de dopamina
citoplasmatica en terminales nerviosas (Duchemin et al., 2009).

VMAT2 se ha considerado como una diana farmacoldgica para el
tratamiento de la EP, debido a que secuestra la dopamina, previniendo su
oxidacion en el citoplasma, esto sugiere un efecto protector (Zheng et al.,
2006).

El gen que codifica a Vmat2 es denominado Slc18a2, segundo miembro
de la familia 18 de acarreadores de solutos. En el humano se localiza en el
brazo largo del cromosoma 10 banda 25 (10g25) (Surrat et al., 1993); y en el
raton se localiza en el cromosoma 19 en gD3. Contiene 16 exones Yy su
tamafio es de 34.751pb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/214084 accesado
11/11/2010).

Vmat2 se expresa sobre todo en las neuronas monoaminérgicas del
SNC y en neuronas del sistema nervioso simpatico, adicionalmente se expresa
en poblacion de células endécrinas (Headley et al., 2007). La evidencia sugiere
que el transportador vesicular de dopamina esta regulado en el estriado, en
donde la dopamina puede jugar un rol en su regulacién (Surrat et al., 1993;
Fleckenstein et al., 2009).

2.2.4Engrailed 1 (Enl)

Enl es un factor de transcripcion Homobox que estd implicado en la
diferenciacion del SNC y la medula espinal, asi como en la funcién y
supervivencia neuronal (Morgan et al., 2006). También es esencial para el
desarrollo de las extremidades, el desarrollo de los huesos craneofaciales
(Deckelbaum et al., 2006) y el desarrollo de la musculatura del tronco del
esqueleto. En el adulto Enl se encuentra predominantemente en el téctum, la
SNy el ATV (Horst et al., 2001).
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Enl es codificado por el gen Engrailed 1 (Enl) localizado en el humano
en el brazo largo del cromosoma 2 banda 13-21 (2 q13-21) (Kohle et al., 1993);
y en el raton en el cromosoma 1gE2.3. Este gen contiene 4 exones y 1 intron a
través de 67,551pb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13798 accesado el
11/11/2010).

Se ha mostrado que la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas
de SN y ATV requieren de la expresion de genes Engrailed, especialmente
Enl. Este gen continda expresando en las neuronas dopaminergicas en edad
adulta (Horst et al., 2001; Simén et al., 2001; Albéri et al., 2004). Estudios han
mostrado que la muerte de las células causada por apoptosis, es rapidamente
inducida si Enl es silenciado en las neuronas dopaminérgicas (Albéri et al.,
2004; Alavian et al., 2009).

La disfuncion o mutaciones en el gen Enl se vinculan con enfermedades
como el autismo y la EP (Simén et al., 2001; Kuemerle et al., 2007). Es un gen
esencial para el desarrollo del mesencéfalo y la diferenciacion de las
estructuras cerebrales. Se expresa en todos los grupos de neuronas de la

médula y el cerebro (Zec N et al., 1997).

2.2.5 D2r

Los receptores de dopamina D2 (D2R) son una clase de receptores
metabotropicos acoplados a proteinas G, que se encuentra
predominantemente en SNC. Forman parte de la subfamilia tipo-D2, junto con
D3R y D4R. La dopamina es su principal ligando enddgeno (Vallote et al.,
2000).

El receptor D2R regula la sintesis y liberacién de la dopamina. Se ha
demostrado que la isoforma corta esta involucrada en la disminuciéon de la
fosforilacion de TH (Kim et al., 2004).

El D2R se ha implicado en la modulacién de la actividad motora, el
aprendizaje y la memoria; asi como en la fisiopatologia de los trastornos
neuropsiquiatricos como la EP y la esquizofrenia (Hranilovic et al., 2008;
Missale et al., 1998). Varias lineas de investigacion sugieren que el D2R esta
involucrado en otros aspectos importantes de la conducta: excitacion,
recuperacion y consolidacién de los recuerdos de miedo y otros aspectos
limbicos (Wang et al., 2000; Hranilovic et al., 2008; Blasi et al., 2009).
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D2R es codificado por el gen D2r localizado en el humano en el brazo
largo del cromosoma 11 en la banda 23.1 (11923.1); y en el ratéon en el
cromosoma 99gA5.3. Este gen contiene 8 exones y 7 intrones a través de
67,551pb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13489 accesado 11/11/2010).

El gen D2r codifica para dos isoformas moleculares diferentes
generadas por un splicing alternativo. Estas isoformas son: la forma larga (D2L)
y la forma corta (D2S). Diferenciando a D2L de D2S la adicion de 29
aminoéacidos en su estructura (Wang et al., 2000). Las dos isoformas tienen
una localizacién sindptica diferente: D2L se localiza principalmente en
vesiculas postsinapticas expresandose predominantemente en la SNpc y ATV,
mientras que D2S funciona como autorreceptor presinaptico y se localiza
principalmente en la retina, rifiones, sistema vascular y glandula pituitaria
(Hranilovic et al., 2008; Blasi et al., 2009).

Recientemente se ha caracterizado al acido retinoico como un elemento
de respuesta en el promotor del gen D2r, desempefiando un papel importante

en la regulacion transcripcional de éste gen (Samad et al., 1997).

2.2.6 Nurrl

Nurrl es un factor de transcripcién que pertenece a la super familia de
receptores nucleares. El ligando para este receptor aun no se ha encontrado,
por esa razon se hace referencia como un receptor nuclear huérfano.

Nurrl se une a la secuencia NBRE (NBRE: AAAGGTCA) las cuales
activan la transcripcién de los genes Tirosina hidroxilasa (Th), trasportador
vesicular de monoamina (Vmat2), transportador de dopamina (DAT), AADC,
entre muchos otros. Estudios han demostrado que Nurrl no solamente es
critico para la diferenciacion temprana de las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas, sino también para el mantenimiento funcional de dichas
neuronas en la edad adulta (Xu et al., 2004; Banafsheh et al., 2009).

La proteina Nurrl juega un rol importante en la regulacion
neuroenddcrina, a nivel del eje hipotalamo/pituitaria/adrenal (Jankovich et al.,
2005).

Nurrl forma heterodimeros con el receptor del 4cido retinoico X (RXR) y

se une a elementos de respuesta de RXR. La actividad de Nurrl puede regular
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rapidamente la via MAPK (protein cinasas activada por mitdgeno) y otras vias
(Xu et al., 2004).

Este factor de transcripcion es codificado por el gen Nurrl. Este gen se
localiza en el humano en el cromosoma 2 en la banda del brazo largo 22-23
(Wang et al., 2003); mientras que en el raton se localiza en el cromosoma 2 en
la banda qC1l.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18227 accesado el dia
11/noviembre/2010).

La estructura del gen Nurrl incluye 8 exones y 7 intrones; con una
longitud total de 9.822 Kb. El marco abierto de lectura (ORF) del gen Nurr 1
contiene 1794 bases codificadas a 598 aminoacidos. El sitio de inicio de la
traduccion (codon de inicio) esta en el tercer exén y la terminacion de la
traduccion (coddn de paro) esta corriente arriba del exon 8. La region corriente
abajo del exén 8 es una region no traducida-3° (UTR) que contiene una
secuencia repetida de ATTTA vy tiene una longitud total de 1.3kb. Esta region
es importante para la estabilizacion de mRNA en la traduccién. Nurrl se
caracteriza como un gen de respuesta temprana, porque facilita una rapida
transcripcion en respuesta a estimulos ambientales (estrés) y diferentes
factores celulares (factores de crecimiento) (Scearces et al., 1993; Wang et al.,
2003).

El gen Nurrl tiene tres grandes partes: dominio de union a DNA (DBD)
en la regiéon central de Nurrl, dominio de unién al ligando (LBD) y la region
variable (Jankovich et al., 2005). El gen Nurrl tiene dos caracteristicas
distintivas: la primera caracteristica es que LBD de Nurrl no tiene cavidades,
estdn normalmente ocupados por ligandos, por varias cadenas voluminosas
con residuos hidrofobicos. La segunda caracteristica es que Nurrl se une a
sitios co-activadores. Nurrl regula la transcripcién probablemente porque se
une a NGFI-B elementos de respuesta al DNA (Ichinose et al., 1999).

Nurrl se expresa predominantemente en el SNC, especialmente en la
SN, ATV, el mesencéfalo y el area limbica. Adicionalmente aumenta su
expresion en el bulbo olfatorio, hipocampo, corteza temporal, subiculum
cerebeloso, hipotdlamo posterior y ndcleo habenuclear. La expresion
constitutiva de este gen esta restringida al tejido cerebral en el adulto, pero su
expresion puede ser inducida en otros tejidos en respuesta a estimulos

extracelulares. Se ha encontrado que la proteina Nurrl se expresa en la
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corteza suprarrenal en respuesta a la estimulacion por la hormona
adrenocorticotropina y en células del higado en regeneracién (Scearces et al.,
1993).

Nurrl esta distribuido en el nucleo del SNC, especialmente en las
neuronas dopaminérgicas. La proporcidbn de las neuronas del SNC que
expresan Nurrl es del 96% en la SN, 95% en el ATV, el 91% en la linea de rafe
nuclear, 85% en el bulbo olfatorio y el 61% en la corteza (Backman et al.,
1999). En las neuronas del area periventricular y del ndcleo del hipotalamo
Unicamente se expresa modestamente Nurrl y TH, mientras que en las
neuronas noradrenérgicas su existencia es nula. Los niveles de la expresion de
Nurrl es diferente en los distintos estados de desarrollo embrionario y la etapa
adulta; encontrandose aumentado en el desarrollo embrionario (Jankovich et
al., 2005; Zhang et al., 2009).

Algunos estudios realizados muestran que el gen Nurrl es esencial para
el desarrollo, migracion, supervivencia y diferenciacion final de las células
precursoras dopaminérgicas del area ventral mesencefalica y promotor del
desarrollo de estas células precursoras dentro de un completo fenotipo
dopaminérgico. Los defectos en el gen Nurrl alteran la expresion de genes en
el SNC, asociados con la EP y ciertos desordenes psiquiatricos, como
esquizofrenia, bipolaridad y predisposicién a la adiccion a cocaina (Jankovich
et al., 2005; Zhang et al., 2009).

2.3. Enfermedad de Parkinson (EP)

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun, afecta
del 1 al 2% de las personas mayores de 65 afios de edad. En México se
presenta en poco mas de 50 personas por cada 100 mil habitantes, con
prevalencia en el sexo masculino, segun el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia (Limon et al., 2008).

La EP se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
SNpc y el ATV (Aarsland et al., 2009).

Clinicamente la EP se presenta cuando la dopamina estriatal se ha
perdido en un 80%. Los sintomas se dividen en motores y no motores. En los
sintomas motores encontramos las cuatro caracteristicas de la EP que se

agrupan bajo el acronimo de TRAP: temblor en reposo, rigidez, acinesias o
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bradicinesias e inestabilidad postural (figura 4), adicional a estas caracteristicas
se presentan la postura flexionada y la congelacién (bloqueo motor) que tiene
que ser incluida como una muestra clasica de fallas en el parkinsonismo
(Stanley et al., 2008). La expresion de la sintomatologia motora se agrupa en
periodos ON (cuando los sintomas estan ausentes) y OFF (no responde al
tratamiento y sintomas vigentes) (Jankovic et al., 2008).

Entre los sintomas no motores comunmente apreciados en EP se
incluyen deterioro cognitivo, disminucién en la motivacion, apatia, demencia,
fatiga, depresion, ansiedad, disturbios del suefio, estrefiimiento, alteraciones en
la vejiga, autonémicos (sexual, gastrointestinal) y desordenes sensoriales (los
sintomas sensoriales incluyen el dolor, entumecimiento, zumbidos y sensacion

de quemazon) (Jankovic et al., 2008).

Figura 4. Sintomas clasicos de la EP rigidez, temblor, trastornos del equilibrio
postural y dificultad al caminar (tomada de Daniel Limén, 2008).

2.3.1 Etiologia
La controversia existente en cuanto a la etiologia y patogénesis de la EP
todavia persiste. Dicha etiologia es multifactorial y no del todo bien conocida,
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resultando muy dificil desarrollar farmacos apropiados que impidan la
progresion de la enfermedad. Hasta el momento se han descrito diversos
mecanismos relacionados con la etiologia y la evolucion de la EP (mecanismos
que contribuyen a la degeneracion y muerte selectiva de neuronas
dopaminérgicas); entre los méas estudiados son: factores ambientales, factores
hereditarios ligados a genes, excitotoxicidad ocasionada por el glutamato,
anormalidades mitocondriales, acumulacion del hierro en la SN y estrés
oxidativo (Jankovic et al., 2008). Una de las hipétesis con mayor auge en los
altimos tiempos sobre el origen de la EP es la formacion de radicales libres
generadas por estrés oxidativo.

Radicales libres.- Independiente de cual sea la causa de la EP, se
conocen diversos procesos implicados en la produccién del dafio neuronal.
Entre ellos la produccion de radicales libres, compuestos inestables que
carecen de un electron. Son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron desapareado en una capa externa, en un intento de recuperar el
electron que falta, reaccionan con las moléculas circundantes (especialmente
metales como el hierro), en un proceso llamado oxidacion. Son muy reactivos y
de vida efimera, con una enorme capacidad para reaccionar con diversas
moléculas integrantes de la estructura celular: carbohidratos, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Bandyopadhyay et al.,
1999). Pueden proceder de fuentes exdgenas (fuentes ambientales) o
endogenas (sintesis de novo en el interior del tejido). Se considera que la
oxidacion ocasiona dafios al tejido, incluyendo las neuronas (Abou-Sleiman et
al., 2006). Normalmente, los antioxidantes protegen a las células de este
dafio, manteniendo el control de los radicales libres. Las pruebas que
fundamentan que los mecanismos oxidativos pueden ocasionar o contribuir a la
EP incluyen: el hallazgo en los niveles elevados de hierro en el cerebro de
estos pacientes, en especial en la materia gris, y niveles decrecientes de
ferritina que sirve como mecanismo protector rodeando o formando un circulo
alrededor del hierro y aislandolo (Bandyopadhyay et al., 1999; Turrens et al.,
2003).

En los ultimos afios la teoria de que los radicales libre estan

implicados en el desarrollo de la EP ha tomado fuerza, siendo la mitocondria el
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principal generador y diana de estos, produciendo una deficiencia en su
actividad. El desequilibrio en la generacion de radicales libres y los sistemas de
defensa antioxidantes, pueden contribuir a un estado de dafio tisular,
resultando en la inhibicion mitocondrial, responsable del dafio neuronal.

En conjunto, todas estas especies reactivas que pueden formarse en la
mitocondria van a actuar dafiando proteinas, el ADNmt y oxidando lipidos.
Provocando en ultimo caso la disfuncién mitocondrial, mitoptosis y apoptosis
(Turrens et al., 2003).

2.3.2 Diagnéstico

No hay pruebas de sangre o laboratorio que permitan diagnosticar la EP.
El diagndstico se basa en el historial médico y la examinacién neuroldgica. La
enfermedad puede ser dificil de diagnosticar. La escala de grado unificada
(UPDRS) de la EP es una herramienta clinica usada para diagnosticar y
determinar la severidad de la EP. En la practica clinica, el diagndstico esta
basado tipicamente en la presencia de una combinacion de caracteristicas
motoras y no motoras, asi como la respuesta a la levodopa. Las sefiales y los
sintomas de la EP se pueden confundir con los efectos del envejecimiento
normal y distintos sindromes parkinsonicos. EI médico puede necesitar
observar a la persona por algun tiempo hasta que sea evidente que los
sintomas estan constantemente presentes. Generalmente los médicos buscan
en el paciente el arrastre de los pies y la carencia en la oscilaciéon de los brazos
(DMS-IV TR). Algunas veces el diagnostico es directo cuando el paciente
presenta signos clasicos de la EP. Los criterios diagndsticos han sido
desarrollados por el Banco de cerebros de la sociedad de la Enfermedad de
Parkinson del Reino Unido y el Instituto Nacional de Desérdenes Neurologicos
y Movimiento (NINDS) (Jankovic et al., 2008). De hecho, unicamente el 75%

de los diagndsticos clinicos son confirmados con la autopsia.

2.3.3 Tratamiento

Los tratamientos conocidos con eficacia para el tratamiento de la EP
incluyen levodopa (L-DOPA), como una terapia para compensar la pérdida de
la dopamina. Estas terapias son eficaces en el alivio de muchos de los

sintomas de EP, sin embargo no frenan el progreso de la enfermedad. Desde
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el punto de vista terapéutico la levodopa es el farmaco de uso oral mas potente
para reducir sintomas motores propios de EP, asi mismo se ha visto una
reduccion de la mortalidad de los pacientes (Holloway et al., 2004).

El uso de levodopa asociado con un inhibidor de la enzima catecol orto
metil transferasa (COMT), como entacapone, en dosis minima puede ser
recomendable. La aparicion de la triple terapia en la que se combina levodopa,
carbidopa (inhibidor periférico de la dopa descarboxilasa) y entacapone
(inhibidor de la COMT) en un mismo comprimido, parece ser una buena
alternativa para reducir las complicaciones a largo plazo (Schrag et al., 2004).

A medida que la enfermedad evoluciona muchos sintomas que se
desarrollan no responden a la levodopa, de un 40% a 80% de los usuarios
desarrollardn complicaciones motoras y no motoras de intensidades variables
al cabo de 5 a 10 afos de tratamiento (Santini et al.,, 2008), siendo en
ocasiones discapacitantes y afectando la calidad de vida del paciente.

A la levodopa le siguen un grupo heterogéneo de farmacos con potencia
variable.

1. Los inhibidores selectivos de la MAO: selegilina y la rasagilina
proporcionan beneficio en los sintomas a través del bloqueo de la
enzima MAO-B, resultando en una reduccion del metabolismo de la
dopamina y por lo tanto hay mas dopamina en el cerebro (Fahn et al.,
2008).

2. Agonistas dopaminérgicos. Se clasifican de acuerdo a su estructura
molecular y la afinidad a los diferentes receptores de dopamina (D1, D2,
D3, D4 y D5). Los agonistas dopaminérgicos disminuyen la incidencia en
la presentacion de discinesias (movimientos anormales), retrasan el
desarrollo de las complicaciones motoras cuando es comparado con la
levodopa (Holloway et al., 2004; Schrag et al., 2004). Las limitaciones de
este tipo de tratamiento es su asociacion con fibrosis de las valvulas

cardiacas y problemas gastrointestinales (Goetz et al., 2005).

3. Numerosos farmacos se han evaluado como neuroprotectores con
pobres resultados. El uso de la coenzima Q-10 (1200 mg/dia) ha

mostrado beneficios significativos en un ensayo prospectivo, doble
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ciego, controlado contra placebo. Sin embargo existe controversia Si
este efecto benéfico es sintomatico mas que un efecto neuroprotector
(Shult et al., 2002).

4. Anticolinérgicos. Su principal utilidad radica en el control del temblor
(presente en alrededor de un 75% de los pacientes con EP) con menor
efecto en los signos de rigidez y bradicinesia. Producen numerosas y
frecuentes complicaciones de tipo cognitivo (somnolencia, confusion),
cardiovascular (arritmias) y autondémicas (retencién urinaria),
actualmente su uso es escaso dentro del arsenal terapéutico disponible
en la EP, quedando reservado especialmente para sujetos jovenes con
temblor que responde escasamente a la terapia habitual mencionada
(Goetz et al., 2005; Gjerden et al., 2008).

5. Amantadina: antiviral, posee utilidad relativa en el control de la rigidez y
la bradicinesia de la EP (Rascol et al., 2000; Fahn et al.,, 2008),
particularmente en etapas iniciales, ademas de las discinesias
relacionadas al uso de levodopa (Thomas et al., 2004). Su limitacion
reside en que su beneficio suele ser transitorio, restringido a algunos

meses.

Existen terapias farmacologicas paralelas a las antes mencionadas como
los fitofarmacos, que han demostrado que producen mejoras en las
enfermedades neurodegenerativas (Ramassamy et al., 2006). “Fitofarmaco”:
“fito” procede del griego y significa planta, “farmaco” que significa
medicamento. Por lo tanto, en términos generales los fitofarmacos son
medicamentos que contienen como principio activo compuestos extraidos de
plantas, partes de plantas, ingredientes vegetales o bien, preparaciones
obtenidas a partir de ellas. Sin embargo son todavia terapias muy restringidas,
la administracion de nootropicos (activadores cerebrales) como polifenoles,
pueden tener un potencial terapéutico en patologias de origen multifactorial,
debido a su accién farmacol6gica en mudltiples blancos (Ramassamy et al.,
2006).
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Uno de los fitofarmacos con un mayor potencial para el uso en el
tratamiento de la EP es el EGb 761, extracto estandarizado de las hojas del
arbol del Ginkgo biloba. Nuestro grupo de trabajo demostr6 que el
pretratamiento con EGb 761 en un modelo de EP utilizando el metabolito activo
de la MPTP (MPP+) disminuyo la actividad de la MAO-B y la peroxidacion de
lipidos, impidiendo el dafio celular generado por el metabolito de la neurotoxina
(Rojas et al., 2004). Adicionalmente empleando un postratamiento con EGb761
se observé un aumento en la actividad de TH asi como una recuperacion de
dopamina en el estriado, demostrando asi el efecto neurorestaurador de este
fitofarmaco (Rojas et al., 2008). Este efecto neurorestaurador se estudio en un
modelo experimental de la EP, utilizando la neurotixina MPTP, uno de los

mejores modelos para el estudio de esta enfermedad.
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2.4. Modelos experimentales en animales de EP

Una gran parte de nuestro conocimiento sobre los mecanismos
fisiopatolégicos de la EP ha dependido en gran medida de la utilizacion de
modelos animales. En los ultimos afios han surgido modelos inducidos por
toxinas, procesos inflamatorios y manipulacion genética (figura 5). Estos
modelos animales han ayudado a identificar nuevos blancos para el desarrollo
y entendimiento de nuevas terapias. Entre los modelos mas utilizados se
encuentran los que emplean el uso de toxinas que producen una pérdida de las
neuronas de la SN (Meredith et al., 2008).
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Figura 5. Mecanismo de accion de varias toxinas empleadas en el
modelo de le EP (tomada de Cicchetti, 2009).
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2.4.1 6- Hidroxidopamina (6-HODA)

La neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-HODA) tiene una estructura
analoga a las catecolaminas (dopamina y noradrenalina), como lo muestra la
figura 6, de tal manera que ejerce un efecto toxico en las neuronas

catecolaminergicas (Blandini et al., 2008).

Figura 6. Estructura quimica del la 6-HODA (tomada de NCBI PubChem
compound).

Esta toxina no tiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica,
siendo necesaria su administracion directa dentro de SNpc, cuerpo estriado o
estriado (Betarbet et al., 2002). La magnitud de la lesion de 6-HODA depende
de la cantidad inyectada, el sitio de inyeccion y la diferencia en la
susceptibilidad entre especies animales (Meredith et al., 2008).

El dafio neural inducido por la 6-HODA es principalmente debido al
masivo estrés oxidativo causado por el incremento en las especies reactivas de
oxigeno (ROS), generando dafio mitocondrial y la disminucion en la actividad
de enzimas antioxidantes como glutation (GSH) y superdxido dismutasa(SOD)
(Simola et al., 2007).

Las ventajas de este modelo son: 1. manejo de diferentes animales para
este modelo biologico (ratones, ratas, gatos y monos), aunque se aplica mas
en ratas. 2. Se tiene una buena caracterizacion para el uso de modelos en

discinesias (Terzioglu et al., 2008). 3. La flexibilidad, es una ventaja tipica del
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modelo utilizando la neurotoxina 6-HODA,; las lesiones totales o parciales, se
desarrollan con diferentes perfiles temporales, pueden ser obtenidas y
exploradas para diversas propuestas cientificas, incluyendo la investigacion de
mecanismos patdégenos y aspectos patofisioldogicos de la EP, asi como la
prueba de acercamientos terapéuticos innovadores (Simola et al., 2007;
Blandini et al., 2008).

La principal desventaja de este modelo es que la 6-HODA administrada
por via sistémica induce la reduccion en los niveles noradrenérgicos, y
consecuentemente genera alteracion en ciertos oOrganos auténomos,
incluyendo corazén, vasos, rifiones y tracto gastrointestinal. Ademas, este
compuesto no atraviesa la barrera hematoencefélica, requiriendo una
administracion intracerebral, incrementando asi la variabilidad del modelo.
Adicionalmente, se presenta una rapida neurodegeneracién masiva (Terzioglu
et al., 2008). De igual forma no reproducen muchas de las caracteristicas
neuropatolégicas de la EP que se observan en el humano, por esta razén no se
considera un modelo apropiado para el estudio de los mecanismos moleculares

de la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (Simola et al., 2007).

2.4.2 Paraquat (PQ)

El herbicida PQ (1,1-dimetil-4,4-bipiridina) es un agente reductor que
participa en la formacion de ROS e induce toxicidad en el sistema
dopaminérgico nigroestriatal (figura 7) (Meredith et al., 2008; Sy et al., 2009).
La estructura quimica del PQ es similar al ibn N-metil-4-fenilpiridina (MPP+), el
metabolito activo de la neurotoxina MPTP, compuesto ciclico redox que es
capaz de inducir dafio mitocondrial, incrementando la produccién de ROS y
estrés oxidativo (Sy et al., 2009). EI mecanismo de toxicidad del PQ es la
generacion de ROS, causando peroxidacion de lipidos promoviendo asi la
muerte celular por apoptosis generado por estrés oxidativo. Ademas disminuye
la actividad de enzimas antioxidantes, como son glutation peroxidasa (GSH-
PX) y SOD en la SN (Kanga et al., 2009).
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Figura 7. Estructura quimica del Paraquat (tomada de NCBI PubChem

compound).

Se ha mostrado que inyecciones sisteméticas en el ratdn, causa
disminucién de las neuronas dopaminérgicas de la SN dependiente de la dosis,
asi como disminucion en la inervacion dopaminérgica estriatal, seguido de una
reduccibn de movimientos ambulatorios (Betarbet et al., 2002). La
administracion del PQ por via intraperitoneal ha mostrado una disminucién del
namero de neuronas TH positivas en el sistema nervioso, que corresponde a la
muerte de neuronas dopaminérgicas (Winnik et al., 2009).

Las ventajas del uso de PQ es que al ser un pesticida ampliamente
usado, este se encuentra presente en el ambiente. Ademas, el tratamiento
cronico de éste compuesto proporciona una mejor representacion de la
patologia asociada a la EP, como es la presencia de a-sinucleina (Drechsel et
al., 2008). Se ha visto que el PQ al ser combinado con maneb (coadyuvante)
es mas efectivo para disminuir la dopamina (Meredith et al., 2008). Sin
embargo la desventaja de emplear la toxina PQ es que afecta al organismo en
general, particularmente a los pulmones, el Corazon, el higado, los rifiones y
también el cerebro. Asi mismo datos experimentales sugieren que el PQ por si
solo genera muy pocos efectos en las neuronas dopaminérgicas,
presentandose inconsistencia en la perdida de Dopamina (Terzioglu et al.,
2008).

2.4.3 Rotenona

El pesticida rotenona, es un compuesto extraido de la planta Derris, es
una substancia con una gran lipofilisidad, cruza facilmente la membrana celular
y no necesita del transportador de dopamina para acceder a las neuronas
dopaminérgicas (figura 8). Algunos reportes indican que este compuesto es

selectivo para la degeneracion de neuronas dopaminérgicas. La rotenona actua
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inhibiendo al complejo | mitocondrial de la cadena respiratoria, generando
disturbios en la energia celular para el metabolismo y generando radicales
libres (Meredith et al., 2008; Moldzio et al., 2008).

OCH,

Figura 8. Estructura quimica de la Rotenona (tomada de de NCBI

PubChem compound).

La rotenona tiene estructura similar al i6n neurotéxico MPP”. Produce
deficiencias motoras incluyendo hipocinesia, rigidez postural, movimientos en
reposo y tremor. La accion de la rotenona en el modelo de la EP es variable de
acuerdo al sitio de aplicacién, la dosis y el tiempo en que se aplica. Reportes
previos muestran que la rotenona al ser administrada via intravenosa genera
lesion especifica de las neuronas dopaminérgicas, acompafiada por la
presencia de agregados como la a-sinucleina y la poliubiquitina, remanentes
encontrados en las neuronas dopaminérgicas nigral (Meredith et al., 2008;
Drechsel et al., 2008).

Asi mismo la rotenona aumenta la mortalidad debido a que existe una
afectacién sistémica generando problemas cardiacos, estomacales y hepaticos.
Esto indica que la rotenona no es especifica para lesiones en el SNC.
Actualmente se ha reportado que no reproduce la patologia de la EP en su
totalidad, aunque genera cambios patoldgicos tipicamente del parkinsonismo,
como por ejemplo la degeneracioén estriatal por la perdida de las neuronas de la
SN (Cicchetti et al., 2009).
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2.4.4 MPTP

El 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un compuesto
secundario que se sintetiza del analogo de la sintesis de la miperidina,
molécula sencilla altamente soluble, volatil y de bajo peso molecular, es
considerada como una sustancia quimica que causa una lesion neurotéxica
especifica (figura 9). Este es ampliamente usado en modelos experimentales
de la EP.

Figura 9. Estructura quimica del MPTP (tomada de Amit, 2004).

2.4.4.1 Medidas de seguridad para su uso

La MPTP es una molécula que por su volatilidad puede evaporarse a
temperatura ambiente y absorberse por inhalacion. Para manipular la
neurotoxina se debe utilizar campana, dobles guantes de nitrilo, respirador de
cara completa con filtros de aire HEPA, lentes de proteccion para los ojos y
equipo de proteccién personal (PPE). EI PPE consiste en una prenda de una
pieza con una capucha, mufiecas elastizadas y botas, las cuales se elaboran
de un material quimico y biolégicamente inerte, no absorbente y ofrece
proteccion a las particulas presentes en el aire. Esta prenda es facil de
conseguir y econdmica, después de su uso debe ser incinerada. El MPTP no

metabolizado podria ser excretado en la orina, heces, pelo, o durante el
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proceso respiratorio; por ese motivo los ratones deben de mantenerse en jaulas
y en lugares aislados, las personas que tengan contacto con animales que
hayan recibido la neurotoxina MPTP, hasta después de 48 horas, deben de
usar la misma proteccion. Cualquier exposicion a la neurotoxina podria causar
parkinsonismo. La limpieza para inactivar el efecto de la neurotoxina debe
realizarse cuidadosamente con cloro al 1% durante 10 minutos, para su
posterior lavado con detergente (en el caso del respirador). El material usado
para remover posibles residuos de la neurotoxina deben ser arrojadas a los
contenedores de residuos peligrosos. Todos estos cuidados son importantes
debido a que el hombre es méas susceptible a los efectos tdxicos del MPTP que
los ratones (Przedborski et al., 2001; Sigma Aldrich, St Louis, MO, EE.UU).

2.4.4.2 Mecanismo de accién del MPTP

La neurotoxina MPTP después de su administracion sistémica atraviesa
rapidamente la barrera hematoenceféalica por ser altamente lipofilica. Una vez
en el cerebro la neurotoxina MPTP se metaboliza generando su intermediario
1-metil-4-fenil-2,3-dihidroxipiridinium (MPDP™) por la enzima MAO-B, enzima
mitocondrial externa, que se encuentra en las células gliales. Posteriormente
(probablemente por la oxidacién espontanea) se reduce a 1-metil-4-fenilpiridina
(MPP"), que es el compuesto tdéxico activo (figura 10). El ibn MPP" es
altamente polar, por este motivo no puede entrar libremente en las células,
dependen de los transportadores de la membrana plasmatica para acceder a
las neuronas dopaminérgicas; asi mismo el ibn MPP" tiene una alta afinidad
por el VMAT2 de dopamina, asi como por los transportadores de serotonina y

norepinefrina (Smeyne et al., 2005).
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Figura 10. Sintesis del MPTP por la enzima MAO-B (tomada de Amit, 2004).
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EL MPP™ entra en la mitocondria por difusion a través de la membrana
mitocondrial interna, esté es impulsado activamente por el gradiente eléctrico
de la membrana. Una vez en la mitocondria el MPP™ inhibe la respiracion
celular a través del bloqueo del transporte de electrones por la enzima NADH:
ubiquinona 6xido-reductasa (complejo I). El bloqueo de este complejo da lugar
a una reduccion de ATP en células. EI MPP" puede interferir también
directamente inhibiendo complejos Il (ubiquinol:ferrocitocromo Oxidorreductasa
c) y IV (ferrocitocromo c: éxidorreductasa oxigeno o citocromo ¢ oxidasa) de la
cadena de transporte de electrones. La pérdida de energia a través de estas
vias tiene varias consecuencias, incluidas la generacion de ROS que se
reorganizan para generar peroxido de hidrogeno, ademas la catalisis conduce
a la formacion de radicales hidroxilo (figura 11). Debido a estos dafios en los
complejos mitocondriales puede relacionarse su efecto con la etiologia de la EP
(Lewis et al., 2006). Esto se debe a que se alteran las concentraciones intra y
extracelular de calcio, potasio y sodio, generando apoptosis 0 necrosis
(Przedborski et al., 2003).

El efecto toxico del MPTP en el sistema dopaminérgico depende de la
dosis, el intervalo de dosificacién, especie de los animales, la edad, via de

administracion e incluso el origen de los ratones utilizados (Furuya et al., 2004).

2.4.4.3 Tipos de esquemas de administracion.

En los ratones existen 4 esquemas de administracién de la neurotoxina
MPTP:
- La administracién aguda se divide en: Agudo con baja dosis de MPTP (1dosis
X 10-20mg/Kg), y agudo con dosis de intermedia MPTP (4 dosis X20mg/kg, en
intervalos de 2h). La administracion aguda del MPTP en un dia produce el 80%
de la disminucion en los niveles de dopamina en el estriado; sin embargo se

genera una alta mortandad en los modelos biol6égicos (Gibran et al., 2009).

-Tratamiento sub-agudo: 1-2 inyecciones diarias de MPTP (20-30mg/Kg) por 5
dias. La administracion sub-aguda disminuye la mortalidad, al mismo tiempo
gue se produce 42% de deplecidén en la dopamina estriatal (Przedborski et al.,
2003; Schneider et al., 2008).
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Figura 11. Representacion esquematica del mecanismo de accion del MPTP en

el sistema nigroestriatal. Imagen tomada de Smeyne Richard ,2005.

-Tratamiento cronico empleando MPTP combina la inyeccion sistémica del
MPTP y un coadyuvante como probenecid, reportandose una severa deplecion
de dopamina estriatal (aproximadamente el 70%, medida en HPLC) y la
pérdida de células nigrales(>60%). El probenecid aumenta el efecto del MPTP
al inhibir la excrecién del MPTP por via urinaria (Miller et al., 2004; Gibran et
al., 2009).

2.4.4.4 Efecto dependiente de las via de administracion del MPTP

Las vias de administracion juegan un rol importante en el efecto de la
neurotoxina MPTP, su uso depende del efecto que se requiera, asi mismo del
tiempo en que esta ejerza su accion. La administracion del MPTP puede ser:
intramuscular, inyeccidon intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion

intraperitoneal e inyeccion intra cerebro ventricular
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La administracion de la solucién en animales depende de la especie:
intramuscular (i.m) gatos y monos; intravenoso (i.v) monos y ratones; inyeccion
subcutanea (s.c) en ratones; administracion intra cerebro ventricular (i.c.v)
monos y ratones; y administracion intraperitoneal (i.p) ratones.

La administraciéon por la via i.p es mas segura para el investigador que
otro tipo de vias, ademés de que el dafio producido es progresivo como se
observa en pacientes que padecen la EP, este efecto no se observa con otro

tipo de tratamientos (Przedborski et al., 2001).

2.4.4.5 Efectos de la MPTP en diferentes especies animales.

Se ha observado que el efecto de la neurotoxina MPTP difiere en cada
especie. Las ratas son resistentes al efecto de la neurotoxina, por consiguiente
es dificil reproducir la toxicidad en el SN, a diferencia de otras especies
(ratones y monos). En monos bajas dosis de MPTP genera procesos
neurodegenerativos, asi como sindrome parkinsoniano. Mientras que los
ratones son mucho menos sensibles que los monos, asi mismo un aumento en
la dosis de MPTP es requerida para producir dafo significativo en la SNpc, el
dafio dependera de la dosis y tiempo de dosificacion. En perros y anfibios se ha
observado una mayor vulnerabilidad (Przedborski et al., 2001). En el humano

dosis muy bajas genera un irreversible y severo sindrome parkinsoniano.

2.4.4.6 Efectos de la MPTP relacionados ala edad.

Se ha observado en monos y ratones que la susceptibilidad al MPTP
aumenta con la edad. En un estudio en monos de edad de 5-9 afios se observé
gue se requiere una dosis triple de MPTP para generar un cuadro similar a la
EP, que en animales de 20-30 afios, en donde se requieren dosis menores
para generar una respuesta al dafio. Esto mismo se ha observado en diversos

modelos experimentales usando la MPTP en ratones.
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Diversas lineas de investigacién sugieren que el sitio primario de dafio
en el modelo de la EP utilizando la neurotoxina MPTP son las terminales
nerviosas de la SNpc en el estriado. El acontecimiento inicial es dafio de las
terminales sinapticas en el estriado, seguido por la degeneracion retrograda y
la muerte celular. Este mecanismo es particularmente relevante para la
toxicidad de MPTP a través de su metabolito activo MPP*, que se acumula
selectivamente en terminales nerviosas del estriado, via la absorcion a traves

del transportador de la dopamina (Furuya et al., 2004).

2.4.4.7 Ventajas del modelo experimental

Esta neurotoxina produce multiples sintomas clinicos que son similares a
los que se presentan en la EP en humanos, e induce una pérdida selectiva de
las neuronas dopaminérgicas. Este efecto se presenta por un aumento en el
estrés oxidativo y reduccién de ATP generada por radicales libres (Bohlen et
al., 2005).

La MPTP es el mejor modelo para estudiar la EP debido a tres razones;
en primer lugar el MPTP es la Unica neurotoxina dopaminérgica capaz de
causar un cuadro clinico en los seres humanos y el mono semejante a la EP;
en segundo lugar, no requiere de cirugia de animales vivos como la toxina 6-
HODA,; y tres el MPTP produce una fiable y reproducible lesién de la via
dopaminérgica nigroestriada después de su administracién sistémica, esto no
suele ser el caso de otras toxinas.

Asi mismo este modelo parece tener beneficios en el desarrollo de

estrategias en la neuroproteccion de la EP (Schneider et al., 2008).

2.4.4.8 Desventajas en el modelo

La administracion del MPTP puede generar dos distintas formas de
muerte celular, esto puede ser una ventaja o desventaja del modelo,
dependiendo de coémo se esté usando (Anderson et al., 2006).

Su alta neurotoxicidad que genera en el humano en dosis bajas. La

presencia de inclusiones citoplasmaticas son raras (Betarbet et al., 2002).
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2.4.4.9 Efecto del MPTP en la expresion de genes

El MPTP induce una cascada de eventos génicos relacionados con el
estrés oxidativo, que incluyen alteraciones en la expresion de genes implicados
en procesos inflamatorios (INOS, Citotoxinas citoquinas,IL-1,IL-10), en el estrés
oxidativo (A 170, NADPDH, citocromo P450), transduccién de sefiales (NF-kB),
toxicidad glutamatérgica, genes implicados en la regulacion del ciclo celular
(ciclina B2), genes relacionados con factores de transcripcion (AP-1, PKC) y
genes relacionados con factores neurotréficos (BDNF y GDNF) (Pattarini et al.,
2008). La mayoria de los estudios realizados han mostrado que la neurotoxina
MPTP genera cambios en la expresion de genes en la SN y el estriado (Xu et
al., 2005; Pattarini et al., 2008).

En un estudio realizado administrando MPTP a una dosis sub-aguda
(24mg/kg durante 5 dias, s.c) se observo un incremento en genes relacionados
con el estrés oxidativo. El incremento de ROS producido por el MPTP podria
explicar el aumento en la expresion de genes sensibles al estrés oxidativo
como: IL-1b, IL-6 e IL-7, generando neurodegeneracion por inflamacién
(Mandel et al., 2002). En este mismo estudio se observdé un aumento en la
expresion de genes que codifican factores neurotréficos como son GNDF y
BNDF, que intervienen en la proteccion neuronal, recuperacion, plasticidad
neuronal entre muchas otras acciones. Este incremento refleja un mecanismo
compensatorio para la estimulacion de la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas, debido a que BDNF evita la muerte de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, asi mismo se observa que BDNF protege a
estas neuronas contra la neurotoxicidad generada por la neurotoxina MPTP
(Mandel et al., 2002; Zhao et al., 2010).

Se ha demostrado que el dafio inducido por la neurotoxina MPTP
depende de la dosis por dia, la duraciéon del tratamiento y la via de
administracion. En un estudio realizado se demostr6 que una dosis cronica de
MPTP via i.p durante 14 dias, produce caracteristicas patolégicas semejantes a
la EP en humanos, generando muerte neuronal progresiva, disminucion de la
expresion del gen Nurrl y en dltima instancia la formacion de inclusiones a-
sinucleina (Gibran et al., 2009).

Asi mismo se demostré6 que este modelo presenta cambios en la

expresion de genes que regulan la pro-apoptosis como Bax (apoptotico) y Bcl-
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2 (anti-apoptotico), a una dosis sub-aguda (30mg/kg 5 dias, via i.p). Se
observaron cambios en la expresidn de genes apoptoéticos dependiente del
tiempo en que se realiza el estudio. Observandose que después de la ultima
administracion de la neurotoxina (0, 2, 4, 7, 21 y 42 dias), la expresion de Bax y
Bcl2 variaba, mostrando un aumento en la expresion el dia 4 y posteriormente
una disminucion (Vila et al., 2001).

Se ha reportado que el empleo de la MPTP, en dosis agudas, a
diferentes tiempos de tratamiento (1 dias y 7 dias), por via i.p y en distinta
region cerebral (SNpc y estriado) disminuye la expresion de genes
relacionados con la cascada dopaminérgica, como: Tirosina Hidroxilasa (Th),
Transportador de dopamina (Dat) y transportador vesicular de monoaminas
(Vmat). De igual forma se observdé un aumento en la expresion del gen a-
sinucleina, que esta involucrado con la cascada de eventos relacionados con la
muerte celular y en la EP (Kbhn et al., 2003; Xu et al., 2005). Adicionalmente se
observé la disminucion en la unién de CREB al DNA. Posiblemente porque el
MPTP altera la funcion de CREB causando una disminucion en la expresion del
gen Th, debido a la participacion de CREB en la formacion especifica de
complejos proteicos-DNA capaz de regular la expresion de TH (Xu et al., 2005).

La administracion aguda de MPTP a una dosis de 50mg/kg via i.p,
gener6 un efecto campana en el mRNa de TH. Este efecto mostré primero una
disminucion del mRNA (3hr), luego un aumento (6hr) y una disminucién (24hr)
después de administrar una dosis Unica de la neurotoxina. Mientras que el
tratamiento crénico presentd una disminucién constante (3hr, 6hr y 24hr) en los
niveles de mRNA de TH (Mandel et al., 2002). El mRNA de TH y los niveles de
proteinas fueron afectados diferencialmente por la administraciéon del MPTP a
diferentes intervalos de tiempo. Esta proteina es tan importante que puede
tener distintas formas de regulacién, incluyendo elementos regulatorios de los
glucocorticoides (GRE), la secuencia AP1 (sitio de union inmediata de Fos/Jun)
y CRE (elementos de respuesta cCAMP) (Mandel et al., 2002).

Un aumento en la regulacion de genes relacionados con las vias
dopaminérgicas, asi como factores neurotroficos, podrian prevenir el progreso
de la EP. Sin embargo emplear una terapia directa con estas moléculas, no es
viable debido a la dificultad para ser administradas en regiones especificas del

cerebro. Por esa razén es importante la basqueda de fitofarmacos que ayuden
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a la restauracion de genes relacionados con la cascada dopaminérgica, para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como es el caso de EP. Asi
mismo el empleo del EGb 761 en el tratamiento de problemas
neurosensoriales, desordenes neuropsiquiatricos, enfermedades cerebro
vasculares, demencias neurodegenerativas asociadas a la edad y AD, han
dado la pauta para explorar el efecto que ejerce el EGb 761 en la expresion de
genes relacionados con la cascada dopaminérgica (Su et al., 2009; Zhao et al.,
2010).

2.5. EGb 761

El Gingko biloba pertenece a la familia botanica de Ginkgoceae con
sinénimos como: Salisburia andiantifolia, Salisburia macrophylla, y Pterophylla
salisburiensis (Zhou et al., 2003). El arbol del Gingko es una de las especies
vivas mas antiguas del planeta, ha vivido en los bosques por mas de 200
millones de afos, denominandolo asi el “fésil viviente” (Tredici et al., 1989). Es
un arbol dioico con érganos reproductivos de hembras y macho en arboles
separados (Holt et al., 1997). Tiene un tronco de aproximadamente 7 metros
de circunferencia y 30 metros de largo (Zhou et al., 2003). El proceso de
polinizacién en los machos implica los microstrobillos y en las hembras los
gametofitos pendulares que parecen Ovulos que nacen de los brotes. Estos
arboles comienzan a reproducirse después de unos 20 afos, tienen una
semilla (nueces) con una capa carnosa alrededor (fruta). La capa carnosa
exterior de la fruta contiene una cantidad considerable de acido butanoico y
hexanoico que son los responsables del olor a fermentado (Holt et al., 1997).

El nombre proviene del Gingko palabra Sankyo chino o yinkuo que
significa una colina de albaricoques o fruta de plata debido a su forma de
albaricoque y su fruto maduro de color amarillo (Holt et al., 1997). El término
Gingko fue utilizado por primera vez por Carlos Linneo y posteriormente por un
cirujano aleman Englbert Kaempfer. Tanto las hojas, los frutos y la cascara de
este arbol han estado en uso durante los ultimos siglos en la medicina
tradicional china (Defeundis et al., 2000). Las semillas (nueces) se han utilizado
para el tratamiento de trastornos pulmonares (asma, tos y enuresis), el abuso
del alcohol y la inflamacién de la vejiga, mientras que las hojas se han

utilizado principalmente en el tratamiento de disfunciones del corazon,
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pulmones e infecciones en la piel (Foster et al., 1992; Mahadevan et al., 2008).
La fruta y las semillas de este arbol son utilizadas en la gastronomia China
como un exquisito platillo. Crece en la mayoria de los lugares debido a su
resistencia a las plagas, la contaminacién y las enfermedades (Mahadevan et
al., 2008). Sin embargo no fue sino hace aproximadamente 20 a 30 afios que
la formulacion del extracto estandarizado de la hoja del Ginkgo, EGb 761, se
formuld en Alemania y ahora es muy utilizado para el tratamiento de

enfermedades cognitivas en Estados Unidos.

Figura 13. a) Arbol del Ginkgo biloba y b) hoja del Ginkgo biloba (tomada de
Iriti, 2010).

2.5.1 ;Qué es el EGb 761?

El extracto estandarizado de Ginkgo biloba es un fitofarmaco que se ha
estudiado por sus multiples propiedades (Defeundis et al., 2002). Su
composicién esta basada en los componentes polifenélicos con actividad
farmacolégica de las hojas de Ginkgo biloba. La concentracibn de los
compuestos polifendlicos varia de acuerdo al origen, especie y tiempo de
cosecha de las hojas. Estos parametros necesitan ser controlados para lograr
una adecuada normalizacion de la bioactividad del extracto. Normalmente las
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hojas se recogen durante el verano y el otofio en los meses de julio y
septiembre, cuando aun estadn verdes. Las hojas secas se analizan para
detectar la presencia de contaminantes y sustancias toxicas tales como
metales pesados Yy aflatoxinas (Mahadevan et al., 2008). EIl crudo de las
hojas secas se extrae mediante mezcla de acetona:agua (35 a 67:1). La
normalizacion del extracto de la hoja de Ginkgo se hace mediante la medicion
de flavonoides y terpenoides. EI EGb 761 contiene 24% de flavonoides
glucosidos, 6% de terpeno lactosas, y menos de 5S5ppm de éacido ginkgolico
(genera efectos alérgicos) (Defeundis et al., 2000). Recientemente el método
de HPLC es el mas usado para evaluar el extracto de la hoja de Ginkgo biloba
(Maclennan et al., 2002).

El EGb 761 hoy en dia es el fitofarmaco mas prescripto en toda
Alemania y uno de los mas empleados dentro de los farmacos de libre
prescripcién en Estados Unidos (Diamond et al., 2000). En 1964 el EGb 761
fue desarrollado en Alemania por una compafiia farmacéutica llamada
Pharmaceuticals (Karlsruhe, Alemania). Diversas lineas de investigacion han
atribuido al EGb 761 acciones tales como: ser antagonistas de la activacion y
agregacion plaquetaria, aumentar la circulacion sanguinea (atribuido a los
ginkgolidos) y reducir el dafio por isquemia cerebral (resultado de la accion del
bilobalido) (Rammassamy et al., 2006). En el SNC el efecto neuroprotector y
neurorestaurador del EGb 761 se debe principalmente a su accién antioxidante,
protegiendo asi a las neuronas del dafio inducido por el estrés oxidativo,
generado por distintos tipos de ROS como: el radical superéxido, peréxido de
hidrogeno y radical hidroxilo (DeFeudis et al., 2000).

Se ha reportado que el EGb 761 protege de la neurotoxicidad inducida
por el MPTP en la via dopaminérgica nigroestriatal, generando un efecto
neuroprotector al inhibir la accién de la MAO-B en el cerebro, enzima requerida
para la biotransformacion del MPTP a MPP™ (Cicchetti et al., 2009). Asi mismo,
este fitofarmaco protege al estriado de la peroxidacién de lipidos inducida por el
ion toxico MPP*, protegiendo parcialmente la deplecion de dopamina,
posiblemente porque actia como un potente agente antioxidante (Rojas et al.,
2001). Esta accion antioxidante se debe a su accion atrapadora de radicales
libre (DeFeundis et al., 2000).
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La amplia evidencia documental sobre los efectos benéficos de este
fitofarmaco con respecto a sus efectos secundarios menores, propicié que el
EGb 761 fuera aprobado en el afio 1998 por la Comision E de Alemania
(equivalente a la FDA en Norteamérica) para su utilizacién en el tratamiento
sintomatologico de déficit de memoria, concentracion y depresion, a partir de
patologias organicas cerebrales como la enfermedad de Alzheimer

(Rammasamy et al., 2006).

2.5.2 Componentes del EGb761

El extracto estandarizado de las hojas del arbol del Ginkgo biloba EGb
761 se caracteriza por contener de 22-27% de glucésidos flavonoides, del 5-7%
de trilactonas terpelactonas (2.8% a3.4% de ginkgdlidos A, B, Cy 2.6% a 3.2%
de bilobalide), y &cidos ginkgolidos responsables de generar reacciones
alérgicas (figura 14), se encuentran presentes en una concentracion <5ppm
(DeFeundis et al., 1998).
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Figura 14. Estructuras quimicas que representan a los constituyentes del EGb
761 (tomada de Iriti, 2010).
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Los dos principales grupos con actividad farmacoldgica en el EGb 761
son los flavonoides y los terpenoides (Smith et al., 2004).

Los flavonoides también llamados fenilbenzopironas o fenilcromonas,
son un grupo de sustancias de bajo peso molecular, ampliamente usadas en el
reino vegetal. Los flavonoides presentes en el EGb 761 son Flavonas,
flavonoles, taninos, biflavonas (amentoflavonas, bilobentol, 5-metoxibilobetol,
ginkgetin, isoquingetin y ciadopitysin), glucosidos de quercetina y Kaempferol
(Mckenna et al., 2001). Estos compuestos actian como antioxidantes/
atrapador de radicales libres, inhibidor enzimético y como quelante de cationes
(Defeundis et al., 2000). En general los flavonoides tienen una
biodisponibilidad baja debido a su mala absorcion en el intestino (en su forma
glicosilada) y una répida eliminacion. Solo como agliconas pueden ser
absorbidos (Goh et al., 2004). Los flavonoides no absorbidos que se
encuentran en el colon pueden estar sujetos al metabolismo de las enzimas
bacterianas y estos metabolitos pueden ser absorbidos. Una vez absorbidos
los flavonoides llegan al higado donde se metabolizan en sus derivados
conjugados (Defeundis et al., 2000).

El EGb 761 contiene también terpenoides que son lipidos no
saponificables del tipo éster ciclico (lactonas). Dos tipos de terpenoides estan
presentes en este extracto: Ginkgolides y el bilobalides (Smith et al., 2004). Los
Ginkgolidos presentes en este extracto se clasifican en 5 tipos: A, B, C, Jy M,
donde el tipo A, B y C representan el 3.1% del total del extracto de la hoja de
Ginkgo. El Bilobalide una trilactona sesquiterpeno, constituye el 2,9% del total
del extracto de la hoja de Ginkgo biloba (DeFeudis et al., 2000).

La accién polivalente del EGb 761 es responsable de la eficacia en el
tratamiento de desérdenes clinicos de origen multifactorial (Smith et al., 2004).
Las actividades multifacéticas del EGb 761 de actuar en distintos blancos
terapéuticos, es debida a la accién de sus compuestos quimicos para generar
interacciones sinérgicas, efecto aditivo o0 incluso generar antagonismo
(DeFeudis et al., 2000).
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2.5.3 Accion antioxidante

Numerosos estudios mostraron que el EGb 761 contiene compuestos
con actividad antioxidante que protegen a la célula de manera efectiva contra el
dafio producido por estrés oxidativo (DeFeudis et al., 1998). Este extracto
puede eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el radical
hidroxilo (OH"), radical peréxido (ROO"), radical del anién superéxido (O3,
radical del 6xido nitrico (NO"), perdxido de hidrogeno (H.O,) y especies
ionicas de fierro (Mahadevan et al., 2008). Adicionalmente el EGb 761 aumenta
la actividad de las enzimas antioxidantes, como son SOD, GSH-PX, y/o hemo-
oxigenasa-1(Smith et al., 2003).

Los flavonoides (quercetina y kaempferol) y los terpenoides (ginkgolides
y bilobalide) que constituyen al EGb 761 aportan diferentes propiedades
antioxidantes (Shi et al., 2009). Los flavonoides previenen la peroxidacion de
lipidos en las membranas particularmente debido a la capacidad de penetrar la
membrana lipidica; mientras que los terpenos potencian la accién antioxidante
de los flavonoides en el extracto del EGb 761 (Sastre et al., 2002). Por otra
parte el bilobalide aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y
catalasa) y mejora la viabilidad celular (Saija et al., 1995). En conjunto estos
compuestos pueden actuar directamente como atrapador de radicales libres y
especies relacionadas con ROS, o indirectamente disminuyendo la formacién
de radicales libres, probablemente por que inhiben enzimas que catalizan la
generacion de radicales libres, 0 aumentan la expresion de genes que codifican
para enzimas antioxidantes (Saija et al., 1995). Los radicales libres como ROS
se asocian con dafio oxidativo que ocurre durante la vejez y este puede ser
causado por la exposicion a muchos agentes dafinos (Shi et al., 2003). El dafio
oxidativo puede estar implicado con enfermedades neuroldgicas asociadas con
la edad, desordenes cardiovasculares, varias formas de cancer y en muchos
otros estados de enfermedad. En la mitocondria el EGb 761 aumenta su accion
antioxidante como defensa, previniendo el estrés oxidativo crénico asociado
con la edad (Sastre et al., 2002). El tratamiento con EGb 761 proporciona
efectos benéficos en enfermedades asociadas con la edad, en especial en las
neuroldgicas (DeFeundis et al., 2003).

Adicionalmente el EGb 761 puede estabilizar el estado redox celular al

aumentar la regulacion de proteinas y la actividad de enzimas antioxidantes.
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Por ejemplo, se ha encontrado que el EGb 761 aumenta la actividad SOD y la
CA en el hipocampo de ratas, asi como aumentan la actividad de GSH y
gamma glutamil sistein sintetasa.

Nuestro grupo de trabajo previamente reporto una curva de dosis
respuesta (Rojas et al., 2008) para determinar el efecto neuroprotector del EGb
761 ante la neurotoxicidad del MPTP. Se emplearon 4 grupos de trabajo: los
animales del grupo | (salina+salina) y Il (salina+EGb761) solo se administraron
con solucién salina i.p, mientras que los grupos Il (MPTP+Salina) y IV(
MPTP+EGb761) recibieron EGb 761 via i.p por 18 dias en dosis de 10,40,80,
120mg/kg sacrificando 24 horas después de la ultima inyeccion, observandose
un mayor efecto neuroprotector del EGb 761 a una dosis de 40mg/kg via i.p, al
aumentar la concentracion de dopamina estriatal en un 75% (Rojas et al.,
2008).

En un modelo experimental de la EP utilizando la neurotoxina MPTP y
postratamiento con EGb 761 nuestro grupo de trabajo demostré que el EGb
761 bloqueo la peroxidacion de lipidos al ejercer su actividad SOD al bloquear
el efecto toxico de la neurotoxina, asi mismo se observd que el EGb 761
restaura la concentracion de dopamina en el estriado después del dafio
ocasionado al inyectar la neurotoxina MPTP, también se pudo observar un
aumento de los cuerpos neuronales TH positivos en la SNpc y fibras del
estriado (Rojas et al., 2008).

2.5.4 Accion anti-apoptotica

La apoptosis puede dispararse por varias condiciones, una de las
cuales es el estrés oxidativo. La accion antioxidante del EGb 761 puede
contribuir a la prevencion de muerte neuronal, particularmente a la producida
por apoptosis. (Smith et al., 2003).

La accién anti-apoptética del EGb 761 es multifactorial y puede actuar
sinérgicamente a través de multiples vias de sefializacion intracelular
involucradas en la apoptosis (Maclennan et al.,, 2002; Smith et al., 2004). Es
posible que el mecanismo anti-apoptoético del EGb 761 pueda ser debido al
mantenimiento de la membrana mitocondrial, bloqueando asi la formacion del
apoptosoma y la activacién de la apoptosis por la cascada de las caspasas.

Este extracto aumenta la transcripcion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2, que
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atenua la transcripcion de la caspasa-12 con actividad pro-apoptética. Ademas
inactiva la actividad pro-apoptotica de la cinasa c-Jun en el dominio N-terminal
(INK). Inhibiendo el anclaje de c-jun a la caspasa-3 (molécula ejecutora de la
apoptosis). El EGb 761 bloquea asi la ejecucion de la apoptosis. (Smith et al.,
2004; Shi et al., 2009).

Evidencias describen que los flavonoides previenen la apoptosis celular
inducida por varios oxidantes (Saija et al., 1995; Smith et al., 2003).
Recientemente se mostré que el efecto anti-apoptoético de los flavonoides se
puede asociar a la modulacion de proteinas especificas, centrales en la
sefalizacion intracelular de la cascada apoptotica (Wang et al., 2002; Spenser
et al., 2003). Se ha propuesto que la quercetina ejerce un efecto anti-apoptético
por la inactivacion del peréxido que induce a la via JNK-c-Jun/AP-1 y regula a
las cinasas por sefales extracelulares (ERK)-c-fos/AP-1, ambos activadores de
la apoptosis (Ishikawa et al., 2000; Spencer et al., 2003).

La fraccion terpenoide del EGb 761 puede contribuir también a las
propiedades anti-apoptoéticas. EI Bilobalide, el Ginkgolide B y Ginkgolide J
demostraron atenuacion de la apoptosis en neuronas de embriones de pollo
causada por la deprivacion de suero durante 24 horas (Ahlemeyer et al., 1999;
DeFeundis et al.,, 2002). Adicionalmente el bilobalide pudo revertir el dafio
apoptotico inducido 12 horas después del tratamiento con staurosporina en

neuronas de pollo (Defeundis et al., 2002).

2.5.5 Regulacién en la Expresion de genes

La informacion de un gen determinado se expresa si la secuencia de
DNA del gen se transcribe primero en una molécula de mRNA, después de ser
editado en el nucleo. La transcripcion del gen es el primer mecanismo de
regulacion en la formacion de una proteina.

El efecto del EGb 761 en la regulacibn de genes puede ser una
importante funcién para la accidon neuroprotectora y nuerorestauradora en el
SNC. De acuerdo a DeFeudis et al., (2002) algunos de los constituyentes del
EGb 761 disminuyen la regulacion del receptor periférico de benzodiacepinas,
resultando en una disminucion en los niveles de corticoesterona y posiblemente
un efecto anti-estrés. Asi mismo se ha observado que el EGb 761 aumenta la

regulacion de genes que codifican para enzimas antioxidantes, genes que
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codifican para citocromo ¢ oxidasa y NADH deshidrogenasa (DeFeudis et al.,
2002).

Recientemente se ha encontrado que el extracto del EGb 761 regula la
expresion de genes que estan involucrados en la defensa celular, reparacion,
genes sensibles a redox, genes antioxidantes, anti-apoptoticos, genes de
factores de crecimiento, genes de canales idnicos, genes de transduccion de
sefales y genes del citoesqueleto (Su et al., 2009).

Estudios realizados en modelos animales han demostrado que el EGb
761 puede disminuir la expresion del gen que codifica para iINOS. Esta accidn
puede estar mediada por la regulacién de la actividad de p38MAPK que es
requerida para la expresion de iINOS (Rammassamy et al., 2006).

El analisis en microarreglos de cDNA mostr6 que la exposicion de
células cancerigenas al extracto EGb 761 producia una respuesta adaptativa
transcripcional, y modulaba la expresion de genes sensible a redox como NF-
kb, AP-1 y Nrf-1. Asi mismo inhibian cinasas dependientes de ciclinas y
topoisomerasa, que controlan la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis
(Gohil et al., 2002).

Por otra parte en la corteza y el hipocampo de ratones suplementados
con EGb 761 (via oral), se observé un aumento en la regulacién de genes que
codifican para prolactina, proteina transportadora de la Tirosina (Ttr) y hormona
de crecimiento, en la corteza cerebral (Augustin et al., 2009). De igual forma el
EGb 761 aumento la regulacion de genes que codifican proteinas de canales
i6nicos (Gohil et al., 2002).

EGb 761 altera las vias que se asocian con la funcién neuronal en el
cerebro, especialmente en la corteza. Mas aun muchos de los receptores
aminos aumentan su regulacion por el EGb 761 (Su et al., 2009).

El EGb 761 regula la regeneracion de axones y redes neuronales
durante el desarrollo del sistema nervioso. A largo plazo se cree que participa
en la plasticidad neuronal, como el aprendizaje y la memoria (Bridi et al., 2001;
Kim et al., 2004; Miyamoto et al., 2006).
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2.5.5.1 Regulacion de Factores de transcripcion

La transcripcion de la informacion genética por el DNA a mRNA se
genera por la regulacion de la interaccion entre los factores de transcripcion y
la regidn promotora de los genes. Los factores de transcripcion son proteinas
que coordinan y regulan la expresibn de un gen o un grupo de genes,
interaccionando con regiones especificas en el DNA, con elementos de la
maquinaria de transcripcion como la RNA polimerasa, con otros factores de
transcripcion o con moléculas que activan o inhiben su actividad. Este proceso
se ve afectado en respuesta a varios estimulos, facilitando la activacion de los
factores de transcripcion para la formacién del complejo de pre-iniciacion y la
promocién de la transcripcion de genes adyacentes.

Se ha sugerido que el EGb 761 regula la actividad de algunos factores
de transcripcion, entre los que se encuentra: proteina que interacciona al
elemento de respuesta del cAMP (CREB), MAPKs, NF-KB, AP-1 y proteina
purinérgica a (Pur-a) (Mizuno et al., 1996; Watanabe et al., 2001; Ramassamy
et al., 2006).

Estudios realizados han mostrado que el EGb 761 aumenta la actividad
del factor de transcripcion CREB, generando un aumento en la regulacién de
Bcl-2 en las células neuronales. EI mecanismo de accion del EGb 761 en el
aumento de la regulacion de CREB no es bien conocido, pero se cree que esta
asociada con un aumento en la fosforilacion de CREB. El aumento en la
actividad de este factor de transcripcion conlleva a la neurogénesis en células
neuronales del hipocampo en el adulto (Ramassamy et al., 2007).

La activacion de MAPKs vy el factor de transcripcion sensible a redox NF-
KB y AP-1 representan una serie de eventos en la transduccion de sefiales y la
expresion de genes. El EGb 761 regula la actividad de los factores de
transcripcion antes mencionados.

Las ROS pueden activar factores de sensibilidad a redox como las
cinasas (PCK), los cuales por sefializacion activan diferentes factores de
transcripcion (ejemplos AP-1 y NF-kB). En un estudio realizado por Packer
demostré que el EGb 761 modula la expresion de genes relacionados con
apoptosis, que son activados por ROS. Estos estudios mostraron que al
aumentar la concentracion de EGb 761, la activacion de AP-1 disminuia. Esto

debido a que el EGb 761 bloquea la transduccion de sefiales para activar la
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cinasa (PCK), esta cinasa genera una activacion directa en AP-1, interfiriendo
con la activacion de AP-1 (pertenece a la familia c-Fos, c-Jun, ATF y JDP).
Demostrando asi que la via de activacion de AP-1 se suprime por el EGb761
(Mizuno et al., 1996; Klassen et al., 1995).

Estudios in vivo mostraron que el EGb 761 incrementd la expresion del
factor de transcripcion Pur-a en el hipocampo de ratones. Esta proteina regula
una variedad de mRNA expresadas en las células nerviosas, por ejemplo: BC1
(cuyo RNA se distribuye en las dendritas neuronales) asi como a la proteina

Fe65 precursora del B-amiloide en AD (Watanabe et al., 2001).

2.5.5.2 Enzimas antioxidantes

Existen evidencias que demuestran que un aumento en la generacion de
ROS contribuye a la patogénesis de EP, observandose mayor peroxidacion de
lipidos y disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes como CAT vy
SOD. El EGb 761 es un potente atrapador de radicales superoxido, en un
estudio realizado en ratas tratadas con EGb 761 se observd una disminucion
en la peroxidacion de lipidos y aumento en la actividad de las enzimas CAT y
SOD, (Bridi et al., 2001).

Adicionalmente se demostré6 que el EGb 761 tiene actividad SOD,
debido a que favorece la reaccion que convierte al radical superdoxido en
peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular; se ha sugerido que este efecto
puede deberse a la presencia de un tipo de enzima SOD que contiene hierro en
las hojas del Ginkgo biloba (Pincemail et al., 1989).

El EGb 761 regula otras enzimas antioxidantes como GPx y Glutation
reductasa (Grd), esta evidencia fue demostrada en un modelo de la EP
utilizando la neurotoxina MPTP, en donde observaron que el EGb 761 estimula
la actividad de la GPx y Grd en ausencia de neurotoxicidad, este aumento en
su actividad puede proporcionar proteccién contra la neurotoxicidad inducida
por el MPTP (Rimbach et al., 2003; Rojas et al., 2008).

Debido a efecto de atrapador de radicales superoxido se sugiere que
indirectamente el EGb 761 genera una respuesta protectora temprana ante la
neurotoxicidad producida por la neurotoxina MPTP, previniendo asi el aumento

de la SOD-Mn. Asi mismo reportes previos, han mostrado que la actividad de
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Cu/Zn-SOD y Mn-SOD se regulan de distinta manera por el EGb 761 ante la
neurotoxicidad producida por la neurotoxina MPTP (Rojas et al., 2008).

Se demostr6 que EGb 761 aumenta la regulacion de genes que
codifican para enzimas antioxidantes, incluyendo homo oxigenasa-1 y la
regulacion de la subunidad catalitica gamma glutamil sintetasa. El efecto del
EGb 761 de incrementar la expresion de genes de enzimas antioxidantes esta
regulada por la accion antioxidante del EGb 761 en la inactivacion o supresion
de radicales libres y ROS, por esta razon el extracto puede reducir el impacto
del dafio generado por un en exceso de ROS, que contribuyen a la iniciacion o
progreso de desoOrdenes neurodegenerativos que se asocian con dafos al

tejido por oxidacion (DeFeundis et al., 2002).

2.5.5.3 Proteinas mitocondriales

El DNA mitocondrial (mtDNA) codifica para 13 polipéptidos, cantidad
gue constituyen las subunidades del citocromo ¢ oxidasa (COX): COX I, COX
[I, COX lll. La actividad de COX y los niveles del mMRNA de la subunidad de
COX pueden ser considerados como marcadores del metabolismo oxidativo y
de la actividad neuronal. EI mecanismo molecular del EGb 761 para proteger a
las neuronas se ha asociado con una estimulacion en la expresion de genes
mitocondriales. (Defeundis et al., 2000).

Estudios realizado han mostrado que el EGb 761 previene la
disminucion de la actividad del citocromo ¢ oxidasa (COX), el contenido de ATP
mitocondrial y el contenido de GSH mitocondrial. Asi mismo estudios
demuestran que el EGb 761 aumenta la regulacion en la expresién del gen
mitocondrial NADH deshidrogenasa, y disminuye la generacion de ROS en la
mitocondria (Shi et al., 2009).

Adicionalmente la accién de los flavonoides y los bilobalides que
componen el EGb 761 pueden mediar algunos efectos de la funcién
mitocondrial, incrementando un control en la respiracion de la mitocondria y la
expresion de la subunidad del citocromo oxidasa Ill codificada en el DNAmt
(DeFeudis et al., 2000).
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2.6. Método de andlisis para expresion de genes

Entre las técnicas de mayor importancia utilizadas para el analisis de la
expresion geénica inducida por el EGb 761 y sus componentes son: Nothern
Blotting (método que identifica secuencias de mRNA complementarias a un
segmento de DNA); inmunotransferencia (identifica proteinas que se unen a
anticuerpos especificos); dot-blot (método para detectar una proteina
especifica o0 un mMRNA); microarreglos (permite determinar decenas de genes
por hibridacién) y transcriptasa reversa acoplada a la reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa (QRT-PCR) (DeFeundis et al., 2002).

2.6.1 gRT-PCR

El método de la transcriptasa reversa acoplada a la reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR), se basa en la reaccion enzimatica
de transcripatasa reversa, obteniendo un cDNA (DNA complementario) a partir
de una molécula de mRNA. El cDNA obtenido se amplifica mediante la funcién
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, empleando
colorantes fluorescentes que se unen al producto formado. La cuantificacion de
la cantidad de moléculas de DNA generadas durante la reaccién se lleva a
cabo en la fase logaritmica, en donde la cantidad de material genético se ha
duplicado y la eficiencia de amplificacién es cercana al 100%. La generacion
del producto por la reaccién de PCR es detectada en el momento en que se
esta generando la reaccion, por la fluorescencia emitida por los fluoréforos
empleados (Kubista et al., 2006).

El criterio de valoracién cuantitativa de PCR en tiempo real es el ciclo
umbral Ct, que se define como el ciclo del PCR en que la sefial fluorescente
del colorante reportero cruza arbitrariamente el umbral. Su valor numérico es
inversamente proporcional a la cantidad del amplicon en la reaccion. Para
realizar la cuantificacion dentro de la fase logaritmica es necesario definir el
umbral de deteccién de todas las muestras, y asi todas las muestras sean

comparables entre si (Peirson et al., 2003).
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2.6.2 Fluoréforos empleados en QRT-PCR.

Existen dos métodos de cuantificacion por fluorescencia empleados en
RT-PCR

Inespecificos--------------- SYBR Green

Especificos ---------------- Sonda TagMan (Van et al., 2008).

2.6.2.1 SYBR Green
El agente intercalante SYBR Green | (figura 15) es un fluorocromo que
aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen al ADN de

doble hélice de manera inespecifica (Kubista et al., 2006; Valasek et al., 2005).

/
—N

Figura 15. Estructura quimica del SYBR Green (tomada de tomada de
NCBI PubChem compound).

Durante la reaccion de PCR con SYBR Green se debe validar el
proceso. Este consiste en probar que solo se esta generando un producto de
amplificacion en la reaccion y que la fluorescencia registrada corresponde a
ese producto en particular y no a productos inespecificos o dimeros de primer.

Para ello se efectia un ensayo de disociacion, donde se incrementa la

temperatura gradualmente hasta 96°C para desnaturalizar las cadenas de DNA
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(Bustin et al., 2005) y se registra la intensidad de la fluorescencia durante el
proceso. Al llegar a la temperatura de disociacion (Tm, el 50% del producto de
amplificacion se encuentra desnaturalizado) del amplicon la curva de
disociacion presentara un punto de inflexion a esta temperatura. Si durante la
reaccion se generaron productos inespecificos o dimeros de primer, estos
tendrdn también un pico de disociacion, debido a que esta temperatura
depende del tamafio y contenido de bases de cada producto en
particular(Bustin et al., 2005; Kubista et al., 2006).

Una reaccion de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green debe
presentar un solo pico en la grafica de disociacibn para garantizar su
especificidad (Kubista et al., 2006).

Ventajas y Desvetajas
SYBR Green es el reactivo para el andlisis de tiempo real mas
econdémico, sin embargo requiere una gran cantidad de tiempo y gasto de

reactivos durante el proceso de optimizacion.

2.6.2.2 Sonda TagMan

Una sonda TagMan es un oligonucleétido cuya secuencia es
complementaria a la region central del amplicon. Tiene una secuencia de 13-18
nucleétidos que presenta en el extremo 5° una marca fluorescente (reportero) y
en el extremo 3" un quécher o apagador. El proceso se basa en la transferencia
de energia fluorescente mediante resonancia FRET (Fluorescent Resonant
Energy Transfer), entre las dos moléculas. Este principio consiste en que una
molécula de alta energia cercana a una molécula de baja energia (quécher),
promueve una transferencia energética y no habra emision de fluorescencia.
Las sondas TagMan tienen una Tm mayor que los iniciadores, por tanto
durante la etapa de alineacidn, la primera en unirse a su secuencia especifica
es la sonda, y posteriormente los iniciadores. De esta forma cuando la DNA
polimerasa se une al extremo 3" del primer e inicia la elongacion, a su paso se
encuentra con la sonda y la degrada dado su actividad exonucleasa 5°-3" ,
generando que el fluordforo sea liberado y emita la sefial de fluorescencia que

es captada por el aparato(Bustin et al., 2002).
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La incorporacion de una molécula MGB (Minos Groove Binder) en el
extremo 3" aumenta el Tm de las sondas permitiendo utilizar secuencias mas
cortas, de 13-20 nucleodtidos, con Tms de 65-67 °C, permitiendo asi una mejor
discriminacion (figura 16).

MGB-ODN1: 5'-GTAAGTAGACATAAC

C(MGB\N

complement: 3'-AAAGACATTCATCTGTATTGAAA

H
N/\/\OH
0
H-N
N
/
o) N
H

MGB = 3' DPI; and N-terminal linker
Figura 16. Minor grove binder unido a una molécula de DNA (tomada de
Kutyavin, 2000).

Ventajas y desventajas

La utilizacién de sondas TagMan representa muchisimas ventajas en
comparacion con el SYBR Green, incrementando su especificidad al incorporar
un tercer oligonucleétido a la reaccion de PCR, de esta forma la fluorescencia
registrada corresponde Unicamente a la generada por el producto de
amplificacion, siendo altamente especifico. Sin embargo es un reactivo caro, y

es necesario un disefio especializado de iniciadores y sonda.

2.6.3 Eficiencia de RT-PCR

Se define como laproporcién en lague un amplicon de PCR se
estd generando, normalmente se expresa con un valor de
porcentaje. S un amplicén dobla la cantidad durante la fase
logaritmica de su amplificacion por PCR el ensayo se considera que

tiene un 100% de eficiencia (Peirson et al., 2003).

58



La evaluacion del rango dindmico para determinar la eficiencia de
amplificacion y sensibilidad de la técnica se lleva a cabo mediante una curva
estandar a partir de una muestra de RNA/cDNA, que es diluida serialmente en
ordenes de 10, esta se amplifica por triplicado. La curva estandar de la
reaccion se representa graficamente como el diagrama de regresion lineal
semi-log del valor de CT versus el log de la concentracion del acido nucleico
inicial. Una pendiente de esta gréafica de -3.32 indica una reaccion de PCR con
100% eficiencia. Pendientes mas negativas que -3.32 (ej. -3.9) indica
reacciones que tienen menos del 100% de eficiencia, y pendientes mas
positivas que —3.32 puede indicar problemas de calidad de la muestra o
problemas de pipeteo. La desviacion estandar entre los diferentes puntos debe
ser menor a 0.2 unidades de Ct (Applied Biosistem., 2004). Este ensayo se
debe realizarse al menos una vez por cada experimento de PCR en tiempo real
gue se deba analizar.

Los parametros que afectan la eficiencia de PCR son: especificidad de
oligonucledtidos y sondas, concentraciones altas de dNTPs, agentes
inhibidores como hemoglobina, heparina, 1gG, y altas concentraciones de
proteina (Bustin et al., 2002).

2.6.4 Ensayos de cuantificacion

Dependiendo el tipo de aplicacion existen varios méetodos de analisis:
Absoluta --------------- curva estandar
Relativa ---------------- meétodo de curva estandar relativo y método comparativo
Ct (Delta Ct) (Yuan et al., 2006)

2.6.4.1 Cuantificacién Absoluta.

El método de cuantificacion absoluta, permite determinar el nimero
exacto de moléculas de DNA o RNA presentes en una muestra determinada.
Es necesario utilizar una curva de calibracibn a partir de estandares de
concentracion finamente conocida (exacta) y determinada por otra técnica,
expresando la concentracion de la secuencia blanco en namero de copias,
ng/uL o umol/uL (Bustin et al., 2005).

Los estdndares para la construccion de la curva patron para

cuantificacion absoluta deben de cumplir con los siguientes requisitos: DNA o
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RNA puro, DNA plasmidico o RNA transcrito in vitro (Yuan et al., 2006). Para la
preparacion del la curva patrbn debe de ejecutarse un pipeteo exacto
(disoluciones del estandar de 10° 10%%), y mantener la estabilidad de los
estandares diluidos. No es posible usar DNA como estandar para una
cuantificacion de RNA, pues no hay control de RT.

Debido a que en muchos casos estos requisitos no se pueden cumplir,
es dificil aplicar en todos los casos un analisis de cuantificacion absoluta, por lo
tanto siempre que sea posible es preferible utilizar una cuantificacion relativa,
esta no requiere de tanto control como la cuantificacién absoluta (Rutledge et
al., 2008).

2.6.4.2 Cuantificacion relativa.

En este tipo de cuantificacion, es necesario incluir un control endégeno
de amplificacién, se refiere a la amplificacion de un gen blanco diferente, de
expresion constitutiva (constante) a partir de la misma muestra de RNA o DNA
de cada muestra o tejido (Guenin et al.,, 2009). Como un control interno
generalmente se utilizan genes llamado Housekeeping (genes que se expresan
en todas las células del organismo y codifican proteinas que son esenciales
para el funcionamiento general de las células). Entre los mas empleados se
encuentran: B-actina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), rRNA
(RNA ribosomal) e hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Exposito-
Rodriguez et al., 2008).

El control interno ayuda a normalizar los resultados, asegurando que las
variaciones observadas en expresion sean realmente debidas a cambios de
expresion (Guenin et al., 2009) y no a la cantidad variable de muestra afiadida
entre dos ensayos. Esta normalizacién permite un valor relativo corregido del
gen de interés que puede ser comparada entre muestras y nos permite estimar
la expresion relativa del gen blanco entre estas muestras.

La comparacion cuantitativa del acido nucléico blanco se expresa en
ordenes de magnitud relativas a un calibrador (muestra que se usa como la

base para la comparacion de los resultados).
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2.6.4.2.1 Método de curva estandar relativa

En este método es necesario construir una curva estandar de
calibracion relativa, en la que no es necesario saber la cantidad precisa de la
secuencia blanco de interés, basta con saber la cantidad de DNA/RNA total
que se est4 utilizando. Una vez obtenidos los valores mediante esta técnica, se
normaliza con respecto al control endégeno y posteriormente se compara con
el calibrador elegido. La normalizacion se realiza mediante la relacion del valor
obtenido del gen de interés divido entre el valor obtenido para el control interno.

La exactitud en la cuantificacién de la expresion de genes depende de
que la eficiencia en la amplificacién del gen de interés y la referencia (control
interno) sea similares. Asi varios modelos han publicado el uso de diferentes
algoritmos para una correcta eficiencia y la demanda para permitir mayor
confiabilidad en la relacién de la expresion. El método mas empleado es el
2AACT

el cual ha mostrado resultados confiables en los procesos experimentales
(Bustin et al., 2008)

2.6.4.2.2 Anélisis AACt

En el caso del método AACt es necesario validar la medicion mediante
una curva de rango dindmico. Esta se define como el orden (méximo o0 minimo)
de la concentracién o la cantidad de muestra que el ensayo es capaz de
detectar, su sensibilidad. Para realizar el rango dinamico se debe obtener tanto
el ACt (Ct gen en estudio = Ct control endogeno) para cada uno de los puntos de una
curva estandar (Gibson et al, 1996; Pfaffl et al., 2001; Schmittgen et al., 2008).
Este ACt se grafica vs Log de la cantidad de RNA de cada uno de los puntos, y
la pendiente obtenida debe ser menor o igual a 0.1, esto valida la utilizaciéon del
método de ACt que requiere que la eficiencia de amplificacién de ambos genes
(control interno y gen blanco) sea la misma (Schmittgen et al., 2008).

Una vez validado este método ya no es necesario efectuar curvas
patrén para ensayos posteriores, directamente se aplica la formula 2 ¢
(Giulietti et al., 2001; Schmittgen et al., 2008).

El valor AC+ se determina por la resta del valor promedio del Ct cappH

por el valor del promedio del gen blanco Ct (ACt= Cr gen de interés CtcappH) POr
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cada muestra. El calculo del AACt implica la resta de del valor del calibrador
ACT (AACT:ACTQI’UPOS en tratamiento'ACT‘grupo COﬂtI’Ol)- El indlce re|at|V0 de Ia eXDFESIén

de genes se calcula por la formula 24¢T,

2.6.5 Impacto del método.

La gran demanda de un método confiable, reproducible, sensible y
altamente especifico, para cuantificar el DNA/RNA, marco el surgimiento de los
ensayos de PCR en tiempo real. EI PCR en tiempo real ha conseguido una
amplia aceptacion debido a su rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y riesgo
reducido de contaminacion. En esta metodologia la fluorescencia generada en
cada ciclo de amplificacién es detectada por el sistema Optico del equipo, la
generacion del amplicdn se puede observar conforme la amplificacion progresa
“en tiempo real” (Yuan et al., 2006).

En la actualidad, la combinacién de factores ambientales y genéticos ha
incrementado la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas, una de
éstas es la EP caracterizadas por alteraciones motoras y cognitivas, en los
altimos afios diversas terapias con fitofarmacos han sido utilizadas en el
tratamiento de alteraciones cognitivas de algunas enfermedades, una de ellas
es la administracion de extracto estandarizado de Ginkgo biloba, que por su
accion neuroprotectora y antioxidante, ha demostrado ser util en el tratamiento
de enfermedades como el Alzheimer. Pese a esto, no hay estudios publicados
que demuestren los beneficios de este farmaco en personas con EP. El
objetivo de esta tesis fue determinar posibles cambios en la expresién de
genes relacionados con el metabolismo de la dopamina en un modelo de la EP
utilizando la neurotoxina MPTP. Para ello se disefio un método experimental
utilizando la técnica de qRT-PCR, para cuantificar la expresion de genes en 6

regiones cerebrales como se describe en los siguientes apartados.
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2.7. Método experimental

2.7.1 Sujetos experimentales.

Para los estudios “in vivo” se emplearon ratones machos de la cepa
C57BL/6J. Los animales se mantuvieron de acuerdo a la norma, bajo un
ambiente de foto periodo (ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas), temperatura
controlada, (22+/-2 °C), acceso libre de agua y comida (dieta estandar de
laboratorio). Los ratones utilizados presentaron una edad de 11-13 semanas y
un peso entre 25-30 g. Todos los experimentos se realizaron acorde a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para

la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

2.7.2 Disefo experimental
En el experimento se utilizaron 30 ratones en total, estableciendo 4

grupos experimentales los cuales se clasificaron como sigue:

Tratamiento NuUmero de Grupos Grupo
ratones experimentales
Salina-Salina 5 I CONTROL
Salina-EGb761 5 I CONTROL
MPTP-Salina 10 11l TRATAMIENTO
MPTP-EGb761 10 v TRATAMIENTO

2.7.2.1 Administracién de MPTP y tratamiento (i.p) con EGb761

Se administré diariamente por via intraperitoneal MPTP (Sigma Aldrich,
St Louis, MO, EE.UU.) disuelto en solucion salina isotonica (0.9%) en una dosis
de 30 mg/Kg de peso durante 5 dias consecutivos para inducir parkinsonismo.
Posteriormente se inicio el postratamiento con EGb761 disuelto en solucion
salina fisiolégica (0.9%) a pH 7.4, en una dosis de 40 mg/kg durante 17 dias,
24 horas después de la ultima administraciéon de MPTP. El extracto de EGb761

fue proporcionada por Schwabe Pharmaceuticals (Karlsruhe, Alemania).
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Los ratones de los grupos | y I, inyectados con solucién salina (ip),
sirvieron como controles. Mientras que el grupo Ill y IV fueron los grupos a

estudiar.

2.7.3 Diseccion de regiones cerebrales

Al dia 18 los animales se sacrificaron por dislocacién cervical, 24 horas
después de su ultima dosis de EGb761 o solucién salina isoténica (0.9%).
Rapidamente y en frio, el cerebro fue cuidadosamente removido y se
diseccionaron las siguientes regiones: mesencéfalo, cerebelo, corteza,
estriado, hipocampo, hipotalamo; estas fueron inmediatamente pesadas en la
balanza analitica Explorer (OHAUS) y almacenadas a -80°C para su
conservacion y posterior analisis.

En estas regiones se analizé la expresion de genes relacionados con el
sistema dopaminérgico mediante transcriptasa reversa acoplada a Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo real (QRT-PCR), para determinar si el
EGb761 regula la expresion de genes, produciendo un efecto neurorestaurador
contra la neurotoxicidad generada por la neurotoxina MPTP.

Para llevar a cabo este analisis se realizaron los siguientes procedimientos
para todas las muestras: extraccibn de RNA total (concentracion, pureza y

calidad), reaccion de transcriptasa reversa y reaccion de gRT-PCR.

2.7.4 Extraccion de RNA total

El RNA total fue aislado de cada una de las regiones cerebrales por un
método de extraccion fendlica de Chomczynski y Sacchi (1987). Este método
se basa en el uso de una solucibn monobasica (TRIZOL®, Invitrogen) de
fenol/isotiocianato de guanidina (agente caotropico) quimico que inhibe y
desnaturaliza a las RNAsas. Esta solucion mantiene la integridad del RNA
durante la lisis celular y permite obtener RNA, DNA y proteinas.

La posibilidad de aislar el RNA total lo mas puro posible es fundamental
para las subsecuentes reacciones, para ello es necesario que la concentracion,
pureza e integridad se encuentren dentro de los parametros establecidos como

optimos (http://tools.invitrogen.com accesado 11/11/2010).
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2.7.4.1 Determinacion de la concentracion, pureza e integridad del RNA
total.

El RNA se cuantifico aplicando la ley de Lamber Beer, tomando en
consideracion la Densidad 6ptica (DO) que equivale a 40 pg/mL de RNA por el
una unidad de absorbancia (A) a 260 nm. La concentracion y pureza del RNA
total se determin6 en un espectrofotometro UV/VIS. Para determinar la
concentracion del material genético se evalué la absorbancia a 260nm,
obteniendo en la mayoria de las muestras valores que oscilaban entre los 300-
400 ng/pl.

Las muestras de RNA deben de estar libres de proteinas, fenol, alcohol y
sales. La pureza del RNA puede estimarse a partir de valores estandares, para
proteinas el valor 6ptimo es Agsongo > 2.0 y para compuestos aromaticos el
valor Optimo es Azszozeo >1.8. EI RNA obtenido de las muestras de tejido
cerebral en nuestro estudio presentaron un valor promedio de Axsos0 1.8; asi
como un valor promedio de Az30/260 >1.8.

Para determinar la calidad e integridad del RNA total, se llevd a cabo
una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.45% tefiido con bromuro de
etidié6 0.2 mg/mL, se buscan la presencia de las bandas 18S y 28S del RNA
ribosomal que conforma un 80% del RNA total y su calidad es directamente
proporcional al mRNA, asi como la inexistencia de DNA gendémico. La técnica
de electroforesis se basa en el desplazamiento, en este caso del RNA total, a
través de una matriz porosa; formada por la polimerizacion de la agarosa,
siendo el tamafio del poro determinado por la concentracion de agarosa. Al
aplicarle la corriente eléctrica a través del gel, los acidos nucleicos que poseen
una carga negativa conferida por los grupos fosfatos, migran hacia el &nodo en
condiciones de pH neutro (Maniatis et al., 1989).

Una 6ptima extraccion del RNA total de los tejidos cerebrales con buena
concentracion, alta pureza y excelente calidad es fundamental para la sintesis

de cDNA, por medio de la reaccion de transcriptasa reversa.
2.7.5 Reaccidn de transcriptasa Reversa

Para la reaccion de transcriptasa reversa se empleé la enzima del virus

de la Leucemia Murina de Moloney (M-MLV RT) recombinante, aislada de una
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linea de E. coli que expresa el gen viral. Esta enzima es utilizada para
transcribir mMRNA a cDNA. Esta puede sintetizar un cDNA de hasta 7kb.

El cDNA se sintetiz6 a partir del RNA total obtenido, a través de la
enzima transcripatasa reversa M-MLV, para realizar la conversion del RNA a
un tipo de DNA llamado DNA complementario (cDNA); se utilizaron 2 tipos de
iniciadores: oligos al azar (Random Primer) 3 pg/pL (Invitrogen) vy oligo dT
5ug/ul (In-vitro). Las moléculas de mRNA actian como molde, mientras que los
oligos al azar (random primer) y oliodT actian como cebador. Ademas de que
se requieren dinucledtidos trifosfatados (ANTP's) que funcionan como sustratos
para la transcriptasa reversa M-MLV 200 u/mL (Invitrogen), resultando una
hebra de DNA complementaria o cDNA.

(http:/Itools.invitrogen.com accesado 11/11/2010)

El cDNA obtenido en este paso se empleo para las reacciones de gRT-

PCR en tiempo real.

2.7.6 Reaccidon de Q-RT-PCR

EL PCR en tiempo real se realiz6 en el Corbbet Rotor Gene 6000, que
tiene integrado una ldmpara que detecta fluorescencia y un termociclador, este
método combina un PCR convencional de ciclos rapidos con la monitorizacion
de la fluorescencia en tiempo real (Pinilla et al., 2008). El software del equipo
se encarga de analizar la fluorescencia en tiempo real durante la amplificacion.
Asi mismo el PCR en tiempo real es un método poderoso que estima el nimero
de copias, registrando la fluorescencia adquirida una vez por cada ciclo y
posteriormente la cantidad de fluorescencia se expresa en una grafica.

Todas las muestras de todos los grupos se analizaron por triplicado. En
este estudio se realiz6 una cuantificacién relativa utilizando el método 2°4¢T.
Utilizando como calibrador las muestras del grupo control (Salina + Salina). El
control interno para normalizar los resultados fue el gen gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Para cada ensayo de cada gen se determind
eficiencia de reaccion, rango dinamico y calculos para cuantificacion relativa.
En la tabla 1 se resumen los genes analizados por RT-PCR, asi como las

sondas utilizadas para cada uno de ellos.
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2.8. Analisis Estadistico

Se realizd el analisis de variancia de una via (ANOVA), seguido por el
analisis de Duncan para determinar la significancia en los cambios de
expresion de genes en el modelo de la EP, utilizando la neurotoxina MPTP.
Valores de p<0.05, p<0.01 y p<0.001 fueron considerados como
estadisticamente significativos. Todos los andlisis fueron realizados utilizando
el programa SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc).

Tabla 1. Caracteristicas de los genes analizados por RT-PCR

GEN | NOMBRE SECUENCIA DETECCION | LOCALIZACION

Th Tirosina hidroxilasa NM_009377.1 Tagman 11p15.8

Pitx3 | Homeobox pituitaria 3 NM_008852.4 Tagman 10925

Dat Transportador de dopamina | NM_010020.3 Tagman 5P15

Vmat | Transportador vesicular de | NM_172523.2 Tagman 10925.2

2 monoaminas

GAP | Glucosa 6 fosfato | NM_001479322 Tagman 12p13

DH deshidrogenasa

Nurrl | Receptor nuclear NM_013613 Tagman 2q22-23

GAP | Glucosa 6 fosfato | NM_001479322 | SAYBER 12p13

DH deshidrogenasa GREEN

D2r Receptor de dopamina NM_010077.2 SAYBER 11923
GREEN

Enl Engreiled NM_010133.2 SAYBER 2023-21
GREEN

*GAPDH: (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) es una enzima

multifuncional involucrada en metabolismo celular. Posee una baja frecuencia
de isoformas o pseudogenes que disminuye la posibilidad de reaccion cruzada.
Su expresion se ha visto alterada en hipoxia, lineas celulares cancerigenas, en
ontogenia y pancreatitis aguda (Bustin SA. Quantification of mRNA using real-
time reverse transcription PCR (RT-PCR): trends and problems. J Mol
Endocrinol. 2002; 29:23-39).
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3. RESULTADOS

Obtencion del RNA total de tejido cerebral de raton

Con el objetivo de determinar la correcta integridad del RNA total de los
tejidos cerebrales de ratones tratados y controles para la posterior sintesis del
cDNA, se realiz6 una electroforesis en agarosa. EI RNA total obtenido en las
muestras cerebrales no mostré contaminacion de DNA gendmico; asi mismo su
integridad fue O6ptima, al mostrar en el gel de agarosa las 2 bandas
correspondientes al RNA ribosomal 18S y 28S de manera definida e integra
(figura 17).

Figura 17. Gel de agarosa tefiido con bromuro de elidi6, muestra las bandas de
RNA ribosémico 18 y 28S.

La cantidad y pureza del RNA total se obtuvo mediante
espectrofotometria de luz ultravioleta. La concentracién del RNA total en la
mayoria de las muestras fue excelente al mostrar valores que oscilaba entre
300-400 pg/mL.

Asi mismo, la pureza del RNA total fue buena, ésta se determind a
través de los parametros de absorbancia (A) establecidos para proteinas
(Azs0/280) Y compuestos aromaticos (Azsoze0). LOS valores obteniendo para estos
pardmetros fueron aproximadamente de 1.8 para Axsoso Y de 1.8 para Azzozso,
mostrando que la pureza del RNA total obtenido en las muestras de tejido
cerebral era 6ptima para el estudio.
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Amplificacién por RT-PCR de genes relacionados con las vias
dopaminérgicas en un modelo experimental de la EP.

Se utilizé el método RT-PCR en tiempo real para analizar el efecto del
EGb 761 en la expresion de genes relacionados con las vias dopaminérgica.
Para este estudio se utilizaron 4 tratamientos distintos: grupo | Salina+Salina;
Grupo Il Salina+EGb 761; Grupo lll MPTP+Salina; Grupo IV MPTP+EGb 761.

Para controlar la amplificacion de los productos de PCR y normalizar los
datos se utiliz6 como control interno el gen GAPDH que es ubicuo y
constitutivo.

Se definieron los cambios en la expresion de 7 genes relacionados con
las vias dopaminérgicas: Nurrl, Dat, Vmat2, TH, D2r y Enl, Pitx3 en las 6
regiones cerebrales (mesencéfalo, estriado, corteza prefrontal, hipotalamo,
hipocampo y cerebelo). Solo en 3 genes se observé un efecto neurorestaurador
del EGb 761. Nurrl y Enl factores importantes para el desarrollo embrionario,
mantenimiento y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas (Zhang et al.,
2009). Mientras que el gen D2r que codifica para la proteina del receptor de
dopamina D2R, implicada en la modulacion motora, el aprendizaje y la
memoria (Usiello et al, 2000). Asi mismo el EGb 761 mostré una regulacion
diferencial por region cerebral de los genes en estudio, observandose cambios
solo en 2 regiones cerebrales que forman parte de la via nigroestriatal:
mesencéfalo y estriado.

Los resultados en la expresidon de genes como: Dat, Vmat2, TH, vy
Pitx3, en las 6 regiones antes mencionadas se muestra en el anexo de

resultados.

Expresion del gen Nurrl en mesencéfalo

La expresion relativa del gen Nurrl, factor de transcripcion de diferentes
proteinas y enzimas (TH, DAT, Vmat2, etc) e importante en el metabolismo de
la dopamina, presento los siguientes resultados en el mesencéfalo (Figura 18):

1. Una disminucion significativa (p<0.05) del 58% en el grupo de ratones
tratados con MPTP+Salina en comparacién con el grupo de ratones

tratados con Salina+Salina (control).
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2. Asi mismo el grupo de ratones tratados con MPTP+EGb 761 mostré una
recuperacion del 40% (p<0.05) en la expresion del gen Nurrl en
comparacion con el grupo de ratones tratados con MPTP+Salina,
mostrando un efecto de restauracion en la expresion de este gen.

3. Por otro lado el grupo de Salina+tEGb 761 no present6 diferencias

significativas en comparacion con el grupo tratado con Salina-Salina.

Mesencéfalo

120 -
100 1 1

80 -

60 -

40 4

% Gen Nurrl/GAPDH

OS+S M S+EGDb761 MPTP+S B MPTP+ EGb761

Figura 18. Expresion de los niveles de Nurrl en el mesencéfalo. La expresion
relativa del mRNA del gen Nurrl presenté una disminucion significativa
(p<0.05) del 58% en el grupo de ratones tratados con MPTP + Salina en
comparacion del control. Asi mismo se observa una restauracion (p<0.05) del
40% del gen Nurrl en comparacién con el grupo tratado con MPTP+Salina.
Mientras que en el grupo tratado con Salina+EGb 761 en comparaciéon con el
grupo control Salina + Salina no mostré diferencias significativas. Para este
andlisis se utilizo como control enddégeno el gen GAPDH. Los datos
representados corresponden a la media +EEM. Las diferencias fueron
analizadas con ANOVA de una via seguido de un analisis de minima diferencia
de Duncan.*P<0.05 comparada con el grupo Salina+Salina, "P<0.05

comparada con el grupo MPTP+Salina.
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Expresion del gen Nurrl en estriado.

La expresion relativa del gen Nurrl presento los siguientes resultados en

el estriado (figura 19):

1.

La expresion del gen Nurrl en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina mostré un aumento del 45% (p<0.05) en comparacion con
el grupo control (Salina+Salina).

La expresion del gen Nurrl en el grupo tratado con MPTP+EGb 761
mostrd niveles significativamente menores del 57% (p<0.05) con
respecto al grupo tratado con MPTP+Salina. No existi6 diferencia
significativa entre el grupo MPTP+EGb 761 y el grupo control, podemos
decir que el MPTP+EGb 761 presentd un mantenimiento de niveles
basales de la expresion de Nurrl.

Por otro lado el grupo de Salina+tEGb 761 no presentd diferencias

significativas en comparacion con el grupo tratado con Salina-Salina.
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Figura 19. Expresion de los niveles de Nurrl en el estriado. La expresion

relativa del mRNA del gen Nurrl presentd un aument6 (p<0.05) del 45% en el

grupo de ratones tratados con MPTP+Salina en comparacion del control.

Mientras que no se observaron diferencias significativas con el grupo MPTP +

EGb761 en comparacion con el grupo control. Aunque se observa una

disminucién del 57% (P<0.05) en cuanto a la expresion del Grupo tratado con

MPTP + EGb 761 en comparacion con el grupo MPTP + Salina .Por otro lado el

grupo tratado con Salina+tEGb 761 en comparacion con el grupo control
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Salina+Salina no mostraron diferencias significativas. Para este analisis se
utilizo como control enddégeno el gen GAPDH. Los datos representados
corresponden a la media +EEM. Las diferencias fueron analizadas con ANOVA
de una via seguido de un analisis de minima diferencia de Duncan. * P<0.05
comparada con el grupo Salina+Salina, "P<0.05 comparada con el grupo
MPTP+Salina.

Expresion de gen Enl en el mesencéfalo

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos de
ratones tratados con MPTP+Salina, MPTP+EGb 761 y Salina+tEGb 761,
cuando se realizaron las respectivas comparaciones con el grupo control, como

se muestra en la figura 20.

Mesencéfalo
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Figura 20. La expresion del gen Enl en el mesencéfalo. No se
observaron diferencias significativas en ninguno de los ratones tratados con
MPTP+ Salina, MPTP + EGb 761 y Salina + EGb 761, cuando se realizaron las
respectivas comparaciones. Para este andlisis se utilizo como control
endogeno el gen GAPDH. Los datos representados corresponden a la media
+EEM. Las diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via seguido de un

andalisis de minima diferencia de Duncan
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Expresion de gen Enl en el estriado

En la figura 21 se presentan los resultados obtenidos en la expresion del

gen Enl en el estriado, encontrando lo siguiente:

1. Los niveles de expresion del gen Enl disminuyeron significativa (p<0.001)
un 68% en el grupo de ratones tratados con MPTP+Salina en comparacion
del grupo de ratones control (Salina+Salina).

2. Se observo una recuperacion (p<0.05) de aproximadamente el 100% en la
expresion del gen Enl en el grupo de ratones tratados con MPTP+EGb761
en comparaciéon con el grupo de ratones tratados con MPTP+Salina.

3. Asi mismo los grupos de ratones tratados con MPTP+EGb 761 vy
Salina+EGb 761 no presentaron cambios significativos en comparacion con
el grupo Salina+Salina.
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Figura 21. La expresion del gen Enl en el estriado. La expresion del gen
Enl mostr6 una disminucion significativa (p<0.001) del 68% el grupo de
ratones tratados con MPTP+Salina en comparacion con el grupo Salina +
Salina. En el grupo tratado con MPTP+EGb 761 se observa una recuperacion
(p<0.05) del 100% en comparacion con el grupo tratado con MPTP + Salina.
Asi mismo el grupo de ratones tratados con MPTP + EGb 761 y Salina +
EGb761 no mostraron diferencias significativas en comparacion con el grupo

Salina+Salina. Para este analisis se utilizo como control endogeno el gen
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GAPDH. Los datos representados corresponden a la media +EEM. Las
diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via seguido de un anélisis
de minima diferencia de Duncan. ***P<0.001 comparado con el grupo

Salina+Salina, "P<0.05 comparado con el grupo MPTP+Salina.

Expresion del gen D2r en el mesencéfalo

La expresion relativa del gen D2r, que codifica para el receptor de
dopamina D2R, proteina importante para la coordinaciébn motora, el aprendizaje
y la memoria presenté los siguientes resultados en el mesencéfalo (ver Figura
22).

1. La expresion del gen D2r presentd una disminucién significativa (p<0.01)
del 28% en el grupo tratados con MPTP + Salina en comparacion con el
grupo tratado con Salina + Salina (control).

2. El grupo de ratones tratado con MPTP+EGb 761 presentd una
recuperacion (p<0.01) del 22% en comparacion con el grupo de ratones
tratado con MPTP+Salina.

3. Por otro lado el grupo tratado con Salina+EGb 761 no present6 diferencias

significativas en comparacion con el grupo tratado con Salina-Salina.

Mesencéfalo
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Figura 22. La expresion del gen D2r en el mesencéfalo. La expresion del gen
D2r presenté una disminucion significativa (P<0.01) del 28% del grupo tratado

con MPTP + Salina en comparacion con el grupo Salina + Salina
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(control).Mientras que el grupo tratados con MPTP+EGb 761 presentd una
recuperacion (p<0.01) del 22% en comparacion con el grupo MPT + Salina. Por
otro lado el grupo tratado con MPTP+EGb 761 no mostroé cambios significativos
en comparacion con el grupo Salina + Salina. Para este andlisis se utilizo como
control endogeno el gen GAPDH. Los datos representados corresponden a la
media +EEM. Las diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via
seguido de un andlisis de minima diferencia de Duncan. ~ P<0.01lcomparado

con el grupo Salina+Salina, ** P<0.01 comparado con el grupo MPTP+Salina.

Expresion del gen D2r en el estriado.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos de
ratones tratados con MPTP+Salina, MPTP+EGb 761 y Salina+tEGb 761,
cuando se realizaron las respectivas comparaciones con el grupo control, como

se muestra en la figura 23.
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Figura 23. La expresion del gen D2r en el estriado. No se observaron cambios
significativos en ninguno de los grupos de ratones tratados con MPTP+ Salina,
MPTP + EGb 761 y Salina + EGb 761, cuando se realizaron las respectivas
comparaciones. Para este andlisis se utilizo como control endégeno el gen
GAPDH. Los datos representados corresponden a la media +EEM. Las
diferencias fueron analizadas con ANOVA de una via seguido de un analisis

de minima diferencia de Duncan.
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4. DISCUSION

Esta tesis se ocupl del estudio de los efectos del EGb 761 en la
regulacion de genes relacionados con la funcion dopaminérgica en un modelo
experimental de la EP. Esta enfermedad es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la via
nigroestriatal en el cerebro. La muerte de estas neuronas producen una
disminucién del contenido de la dopamina estriatal, resultando en el deterioro
del movimiento (bradicinesia, temblor en reposo y rigidez postural) (Le et al.,
2010). La etiologia de esta enfermedad no es del todo conocida, pero se
atribuye a factores ambientales y genéticos.

Actualmente no se cuenta con un tratamiento farmacologico que detenga
la progresion de la EP. Diversos farmacos empleados producen ademas
diferentes efectos secundarios indeseables. Asi, es importante la identificacion
de nuevas terapias que puedan contribuir a la disminucion de la progresion de
la enfermedad con menores efectos secundarios.

Con el fin de encontrar nuevas alternativas farmacéuticas, asi como
determinar las causas de la patologia de la EP se han empleado una serie de
modelos experimentales. Uno de los modelos que mas se asemejan a las
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas y patoldgicas de la EP es el uso de la
neurotoxina MPTP. Esta neurotoxina induce una pérdida especifica de las
neuronas dopaminérgicas (Smeyne et al., 2004). Asi mismo se ha demostrado
gue esta neurotoxina genera cambios en la expresion de genes relacionados
con la dopamina en la SN y el cuerpo estriado (Xu et al., 2005; Pattarini et al.,
2008).

El EGb 761, extracto estandarizado de las hojas de Ginkgo biloba, es
una mezcla de compuestos con un amplio espectro de actividad farmacologica
en el SNC. Esta actividad se presenta por diferentes mecanismos de accion. El
EGb 761 ha mostrado un efecto neuroprotector y neurorestaurador en el
modelo de MPTP de la EP (Ramassamy et al., 1990; Wu et al., 1999; Rojas et
al., 2000; Rojas et al., 2004; Rojas et al., 2008). Este efecto es el resultado de
la accion antioxidante del EGb 761. Por otra parte, se ha demostrado que el
EGb 761 regula genes que codifican diferentes receptores de

nuerotransmisores (Su et al., 2009).

76



El presente estudio exploro si el efecto neuroprotector del EGb 761 est4
relacionado con la regulacion de genes involucrados en la via dopaminérgica
en un modelo experimental de la EP inducido con la neurotoxina MPTP. Se
indujo el parkinsonismo utilizando una dosis sub-aguda de MPTP (30 mg/kg via
i.p) y posteriormente una administracion con EGb 761 en ratones de la cepa
C57BL/6J. Se identificaron los cambios en la expresibon de 7 genes
relacionados con las vias dopaminérgicas: Nurrl, Dat, Vmat2, TH, D2r, Enl y
Pitx3 en 6 regiones cerebrales (mesencéfalo, estriado, corteza prefrontal,
hipotalamo, hipocampo y cerebelo).

Nuestro estudio mostré6 que el EGb 761 restablecié los niveles de
expresion de tres genes (Nurrl, Enl y D2r) en el modelo animal de la MPTP.
Los genes Nurrl y Enl codifican a factores de transcripcion importantes para el
desarrollo embrionario, mantenimiento y supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas en el adulto (Alavian et al., 2008). Mientras que el gen D2r
codifica el receptor de dopamina D2R, implicado en la modulacion motora, el
aprendizaje y la memoria (Usiello et al., 2000). Asi mismo, el restablecimiento
en la expresion de estos genes por el EGb 761 se presentd Unicamente en las
regiones cerebrales que forman parte de la via nigroestriatal (SN (localizada en
el mesencéfalo) y cuerpo estriado). Este efecto de regulacion diferencial por
region del EGb 761 se ha observado en el cuerpo estriado y la corteza en la
regulacion de diferentes receptores de neurotrasmisores, como son los

receptores de dopamina (Su et al., 2009).

4.1 Efecto del EGb761 en la expresion del gen Nurrl en el modelo
experimental de la MPTP.

Nurr 1 es un factor de transcripcién que pertenece a la super familia de
receptores nucleares huérfanos. Este factor regula la expresion de diferentes
genes que codifican proteinas y enzimas involucradas en el metabolismo de la
dopamina. Entre estos genes se encuentran: TH, VMAT2, DAT (Xu et al, 2005),
AADC, Bdnf, entre muchos otros. Estudios han demostrado que Nurrl no
solamente es critico para la diferenciacion temprana de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, sino también para el mantenimiento funcional
de dichas neuronas (Banafsheh et al., 2009; Xu et al., 2004).
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4.1.1 Restauracion de la expresion del gen Nurrl en el mesencéfalo

Nuestros resultados identificaron que el empleo del MPTP disminuye la
expresion del gen Nurrl (58%). Esta reduccién en la expresion de éste gen se
podria relacionar con la disminucion en la expresion de genes relacionados con
la cascada dopaminérgica en la SN por la neurotoxina MPTP. Los genes que
se han reportado disminuidos en su expresion por la neurotoxina MPTP se
encuentran: Tirosina Hidroxilasa (Th), Transportador de dopamina (Dat) y
vesicular de monoaminas (Vmat) (Kdhn et al., 2003; Xu et al., 2005).

El tratamiento del EGb 761 en animales administrados con MPTP (grupo
MPTP+EGb 761) mostré una recuperacion (40%) en los niveles de expresion
del gen Nurrl cuando se comparé con el grupo MPTP+Salina (figura 6). Este
hallazgo nos hace suponer que el efecto neurorestaurador del EGb 761 esta
dado en parte por la recuperacion de los niveles de expresion del gen Nurrl
ante la neurotoxicidad de la MPTP. Esta hipotesis es apoyada con los estudios
gue demuestran que el EGb 761 produce una recuperacion en el contenido de
dopamina del cuerpo estriado y de la actividad de la TH (Rojas et al., 2004). La
proteina TH es la enzima limitante en la sintesis de dopamina y su expresion
esta regulada por el factor de transcripcién Nurrl. Una recuperacion en la
expresion del gen Nurrl en mesencéfalo puede estar relacionada con una
mayor produccion y liberacién de la dopamina. Adicionalmente, la reduccién en
la expresion Nurrl (ratones heterocigotos, Nurrl+/-) incrementa la
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas ante el dafio
inducido por la neurotoxina MPTP (Le et al., 2008). Ademas, se ha identificado
una disminucion en la expresion de este gen en pacientes con EP (Le et al.,
2008). Estos estudios demuestran la importancia de la preservacion de la

expresion del gen Nurrl en la fisiopatologia de la EP.

4.1.2 Mantenimiento de la expresién del gen Nurrl en el estriado

Nuestros resultados mostraron un aumento significativo (47%) en la
expresion del gen Nurrl en el estriado en el grupo tratado con MPTP+Salina en
comparacion con el grupo control (Salina+Salina) (Figura 7). El incremento en
la expresion de este factor de transcripcion podria reflejar un mecanismo
compensatorio para la estimulacion de la supervivencia de las neuronas ante la

neurotoxicidad del MPTP. Este efecto compensatorio se ha observado en la
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expresion de factores de crecimiento como el BDNF y GDNF en el modelo
experimental de la MPTP (Mandel et al., 2002; Zhao et al., 2010). Este
aumento en la expresion de estos factores se relaciona con una disminucion de
la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Zhao et al., 2010). El aumento en la
expresion de Nurrl podria relacionarse con el aumento en la expresion de
Bdnf, debido a que Nurrl es uno de los factores de transcripcion que regula la
expresion de Bdnf (Volpicelli et al., 2007).

El EGb 761 preservo los niveles de expresion del gen Nurrl al disminuir
(57%) la expresion de éste gen en ratones administrados con MPTP
(MPTP+EGb 761) al compararlo con el grupo MPTP+Salino (Figura 9). Este
mantenimiento en la expresion del gen Nurrl podria relacionarse con un
mecanismo de neuroproteccion del EGb 761 ante el inicio del estrés oxidativo

producido por el i6n toxico MPP* (Rojas et al., 2004)

4.2 Efecto del EGb 761 en la expresion del gen Enl en el modelo
experimental de la MPTP

Enl es un factor de transcripcion Homobox, juega un papel importante
en el desarrollo y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas. La pérdida de
este gen conduce a la apoptosis de neuronas dopaminérgicas mediante la

activacion de la caspasa 3 (Haubenberger et al., 2009).

4.2.1 Anédlisis de la expresién del gen Enl en el mesencéfalo no tuvo
cambios en ningln grupo experimental

El analisis de expresion del gen Enl no mostro diferencias significativas
en los niveles de mRNA para ninguno de los grupos investigados (figura 8). En
este caso se esperaba que el grupo tratado con MPTP (MPTP+Salina)
disminuyera la expresion de este gen por la neurotoxicidad generada. Este
efecto no se observod, sugiriendo que se presentd una recuperacion rapida ante
la neurotoxicidad de la MPTP o bien que la expresion de este gen en el
estriado no es afectada por esta toxina a esta dosis y tiempo de exposicion a la
toxina. Esto podria representar el efecto del cambio en la expresion de los
genes por la MPTP. Un ejemplo de esto es la expresion del gen ND4, que
codifica para una subunidad del complejo | de la fosforilacion oxidativa. Este

subunidad forma parte del complejo respiratorio de la mitocondria (Kihn et al.,
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2003). Nuevas investigaciones serian necesarias para aclarar el posible papel
del MPTP en la expresion del gen Enl.

4.2.2 Restauracion de la expresion del gen Enl en el estriado

La expresion del gen Enl en el estriado presentd una disminucion
significativa (68%) en los ratones tratados con MPTP (MPTP+salina) en
comparacion con el grupo control (Salina+Salina). La disminucion del gen Enl
converge con la toxicidad del MPTP y el mecanismo que involucra dafio a las
mitocondrias, ya que se ha relacionado la reduccién de la expresiéon de EN1
con la disfuncion mitocondrial (Alavian et al., 2009). Se han reportado que la
expresion en la reduccion de Enl incrementa la vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas en el mesencéfalo, observandose una disminucion de este tipo
de neuronas por mecanismos apoptoéticos (Albéri et al., 2004).

En nuestro estudio el grupo de ratones tratados EGb 761 después de
administrar MPTP  (MPTP+EGb 761) mostr6 una recuperacion
(aproximadamente 100%) en los niveles de la expresion del gen Enl al
compararlo con grupo tratado con MPTP+Salina (figura 9). Este efecto en la
recuperacion de la expresion de Enl podria ser atribuido al efecto
neurorestaurador del EGb 761 via preservacion funcional de la mitocondria.
Esta hipotesis puede ser sustentada con diferentes estudios que han
demostrado que la supervivencia de neuronas dopaminérgicas depende de la
expresion de genes Enl (Sgado et al., 2006; Albéri et al., 2004). Ademas de
qgue el efecto neuroprotector del EGb 761 ante la neurotoxicidad del MPTP se
asocia con el bloqueo de la peroxidacion de lipidos y una reduccion de la
produccion de radicales superéxido (indicado por la reduccion en la actividad
de la SOD-Mn) (Rojas et al., 2008). En nuestro grupo se ha reportado que
estos dos parametros son un indice del estrés oxidativo, en donde la SOD-Mn,
enzima antioxidante, se localiza en la membrana mitocondrial. La disminucién
en la actividad de esta enzima antioxidante se relaciona con un efecto protector
a la mitocondrial y que podria estar relacionada también con la restauracion en

la expresion del gen Enl.
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4.3 Efecto del EGb 761 en la expresion del gen D2r en el modelo
experimental de la MPTP.

El gen D2r codifica para el receptor de dopamina D2 (D2R). Este se ha
relacionado con la modulacion de la actividad motora, el aprendizaje y la
memoria; asi como en la fisiopatologia de los trastornos neuropsiquiatricos

como la EP y la Esquizofrenia (Usiello et al., 2000).

4.3.1 Restauracion de la expresion del gen D2r en el mesencéfalo

La expresion del gen D2r en el mesencéfalo en el grupo de ratones
tratados con MPTP+Salina fue disminuida significativamente (28%) en
comparacion con el grupo Salina-Salina. La neurotoxina MPTP genera una
lesion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, donde se ha
demostrado una abundante presencia de este receptor (isoforma D2L)
(Meredith et al., 2008; Wang et al., 2000). Esta pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas pudiera relacionarse con la disminucion de la expresion del
gen D2r debida al efecto de la MPTP.

En este estudio se demostré una recuperacion (22%) en el grupo tratado
con MPTP+EGb 761 en comparacion con el grupo tratado con MPTP+Salina
(figura 10). Esta recuperacion en la expresion del gen D2r puede ser
relacionado con el efecto neurorestaurador del EGb 761 ante el dafio
ocasionado por la neurotoxicidad del MPTP. Esto podria ser sustentado dado
que el receptor D2R participa en numerosas e importantes funciones
fisiolégicas como el control de la actividad motora. En este sentido el déficit
locomotor observado en la neurotoxicidad por MPTP fue restaurado después
de la administracién del EGb 761 (Rojas et al., 2004). Adicionalmente se ha
observado la normalizacion de la denervacion relacionada con la sensibilidad
de los receptores de dopamina D2R por el EGb 761 en diferentes modelos
experimentales de la EP, la MPTP y la 6-HODA (Ahmad et al., 2005; Rojas et
al., 2008). Esta bien documentado que la sobrerregulacion relacionada con la
denervacion de estos receptores es un mecanismo compensatorio por el déficit
de dopamina. Adicionalmente, estudios realizados demuestran que el EGb 761
aumenta la transcripcion de proteinas cerebrales relacionadas con la
proteccion neuronal y plasticicidad sinaptica ante la neurotoxicidad producida
por la MPTP (Gohil y Packer., 2002). El receptor D2R podria ser una de estas
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proteinas relacionadas con la proteccion neuronal y con la plasticidad sinaptica
regulada por el EGb 761.

4.3.2 El andlisis de la expresion del gen D2r en el estriado no tuvo
cambios en ningln grupo experimental

En ninguno de los grupos estudiados se observé una diferencia
significativa en la expresion del D2r en el estriado (figura 11).
Aproximadamente el 80% de la dopamina en el cerebro se encuentra en el
estriado, donde est4 unido a los receptores de dopamina (Flores et al., 2003).
Asi, las neuronas en estriado expresan especialmente el receptor de dopamina
D2R. Por estd razdén se esperaba un mayor dafio en el grupo de ratones
tratados con la neurotoxina MPTP+Salina, debido a la oxidacion de la
dopamina generada por ROS, producidas por el metabolismo de la MPTP.
Resultaria interesante cuantificar la proteina para identificar si a este nivel se
encuentran diferencias en la expresion del receptor de dopamina, y asi poder
evaluar si se presenta una modulacion del EGb 761 ante el dafio generado por
el MPTP. En apoyo a esto se ha identificado un mecanismo compensatorio de
sobre regulacién a nivel proteico del receptor de D2R post-sinaptico en estriado

de ratones con la administracion de MPTP (Ishiwata et al., 2001).

En el presente estudio se observo que la administracién del EGb 761 por
si solo no modulé la expresion de los genes analizados, en cambio se observo
que ejerce un efecto neurorestaurador en respuesta a la neurotoxicidad del
MPTP en el mesencéfalo y en el cuerpo estriado. Este hallazgo coincide con
estudios que demuestran que el tratamiento Unico con EGb 761 no produce

cambios significativos de la expresion de genes en el estriado (Su et al., 2009).
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5. CONCLUSIONES

La extraccion de los &cidos nucleicos fue 6ptima, con una excelente
calidad, pureza y concentracion.

Se estandarizaron los parametros de la técnica qRT-PCR en tiempo real
para medir la expresion de los 6 genes de interés en nuestro estudio.

Se demostro que el EGb 761 regula la expresion de genes relacionados
con la cascada dopaminérgica ante el dafio producido por la neurotoxina
MPTP. En consecuencia se observo una restauracion en la expresion de
factores de transcripcibn que estan involucrados en el desarrollo y
mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas en etapas adultas, como Nurrl
y Enl.

Asi mismo, el EGb 761 ejercid efecto neuroprotector al restaurar la
expresion del gen D2r en el mesencéfalo después del dafio ocasionado por la
neurotoxina MPTP. En el estriado éste gen no presenté cambio en cuanto a su
expresion, esto nos hace pensar que probablemente se tiene un aumento en la
cantidad de proteina D2R, que del gen.

El presente estudio demostré que el EGb 761 restablecer los niveles de
expresion ante el dafio producido a las neuronas dopaminergicas por la
neurotoxina MPTP. Estos efectos pueden estar correlacionados con la
actividad polivalente del extracto para revertir la neurotoxicidad inducida por el
MPTP, aumentando la expresién de factores de transcripcibn que estan
ampliamente comprometidos en la regulacién y mantenimiento de las neuronas

dopaminergicas, como son Enly Nurrl

PERSPECTIVAS

Actualmente no hemos encontrado informacion en la literatura cientifica
sobre el tratamiento con EGb761 en pacientes que sufren EP, por lo que al ser
este un estudio original, sirve de base para generar nuevos proyectos al
respecto. Ademas, seria importante determinar la efectividad farmacologica del
EGb 761 como tratamiento complementario en pacientes con EP, que tendria
como objetivo, evitar la aceleracion de la neurodegeneracion del SNC y los
efectos secundarios ocasionados por los farmacos que actualmente se

emplean para el tratamiento de la enfermedad.
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En conclusion el EGb761 puede representar una nueva terapia para
pacientes con EP debido a que tiene un efecto en la regulacion de genes
neuronales. Asi mismo tiene una potencial aplicacion en el tratamiento de
desérdenes asociados con la deficiencia central de la dopamina.

Un aumento en la regulacion de genes relacionados con las vias
dopaminérgicas, asi como factores neurotroficos, podrian prevenir el progreso
de la EP. Sin embargo emplear una terapia directa con estas moléculas, no es
viable debido a la dificultad para ser administradas en regiones especificas del
cerebro. Por lo que es importante la busqueda de fitofarmacos que ayuden a la
regulacion de genes que contribuyan a la restauracion de las vias
dopaminérgicas, para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como es el caso de EP. Asi mismo el empleo del EGb761 en el tratamiento de
problemas neurosensoriales, desordenes neuropsiquiatricos, enfermedades
cerebro vasculares, demencias neurodegenerativas asociadas a la edad y AD,
han dado la pauta para explorar el efecto que ejerce el EGb761 en la expresion

de genes en el cerebro.
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7. ANEXOS
7.1 Anexo Resultados

Resultados de los genes en porcentaje.
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Gen Nurr 1

Region Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%[\15(; 87%NCSC 42% NCSC 58%AMSIII*
Estriado 100% nsc 82% nesc 147%amscr 64%pmscii
Corteza 100% nsc 175%amsc 72%pmscH 45%pmsie
prefrontal

Hipocampo 100% nsc 268% amsc * 137% nesc 88%ncsc
Hipotélamo 100% nsc 167%ncsc 47%pmscr 104%ppmsii
Gen Pitx 3

Regién Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%psc 70%nNcsc 55%ncsc 29%psmsir
Estriado 100% nsc 111%pcsc 74%ncsc 63%nNcsc
Corteza 100% nsc 32%pmscH 50%pmsc+ 26%pmscH
prefrontal

Hipocampo 100% nsc 84%ncsc 1109%NCSC 49%ncsc
Hipotélamo 100% nsc 93%ncsc 17%pmscr 27%pmscr+
Gen Th

Region Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%psc 54%psmscr 52%psmscr 51%psmscr
Estriado 100% nsc 79%ncsc 66%ncsc 43%psmsiie
Corteza 100% nsc 82%psmscr 82%ncsc 32%psmsir
prefrontal

Hipocampo 100% nsc 77%nNcsc 66%ncsc 70%ncsc
Hipotélamo 100% nsc 164%pncsc 160%amscH 95%psmsiir+
Gen D2R

Regién Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%pncs 87%ncsc 72%psmsc 88%amsii+
Estriado 100%ncs 99%ncsc 105%pncsc 105%ncsc
Corteza 100%ncs 24%ncsc 57%ncsc 99%ncsc
prefrontal

Hipocampo 100%ncs 281%pncsc 119%pncsc 117%ncsc
Hipotélamo 100%pcs 122%ncsc 101%ncsc 126%ncsc
Gen DAT

Region Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%ncs 68%ncsc 43%nNcsc 46%ncsc
Estriado 100%ncs 203%pncsc 269%pncsc 209%ncsc
Corteza 100%ncs 53%ncsc 23%psmsc 32%psmscH
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prefrontal

Hipocampo 100%pncs 116%ncsc 12%psmsc+ 62%amsii*
Hipotélamo 100%ncs 106%ncsc 18%psmscr+ 35%nNcsc
Gen Vmat 2

Region Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100%ncs 117% nesc 87% ncsc 88% nesc
Estriado 100% ncs 116% nesc 69% nesc 54% nesc
Corteza 100% ncs 100% nesc 177% apmsc 60% psmsii=
prefrontal

Hipocampo 100% ncs 96% nesc 162% nesc 148% ncsc
Hipotélamo 100% ncs 119% nesc 83% Nnesc 75% nesc
Gen EN1

Region Grupo | Grupo Il Grupo I Grupo IV
cerebral

Mesencéfalo 100% ncs 77% ncsc 106% nesc 83% ncsc
Estriado 100% ncs 83% nesc 32% psmscr 64% amsin
Corteza 100% ncs 447% apmsc~ | 129% nesc 88% ncsc
prefrontal

Hipocampo 100% ncs 171% amsc 71% nesc 90% nesc
Hipotélamo 100% ncs 155% nesc 120% ncsc 132% nesc

Grupo 1: Salina-Salina; Grupo Il EGb 761-Salina; Grupo Il MPTP-Salina;
Grupo IV MPTP-EGb 761. NCS (no hay diferencia significativa); NCSC (no hay
diferencia significativa con el control); AMSC (aumento significativo con el
control); AMSCIII (aumento significativo con el grupo 1ll); DSMSC (Disminucién
significativa con el control); DSMSCIII (disminucién significativa con el grupo
[ll); control (grupo Salina-Salina); EGb 761 (Ginkgo Biloba); MPTP(1-metil-4-
Fenil-2,3,6-tetrahidroxipiridina), significancia estadistica p<0.05 *,p<0.01 ** y p<

0.001 *** prueba estadistica de Duncan.

7.2 Anexo 1 Metodologia

Extracciéon de RNA total
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. Al Trizol se le agreg6 glicogeno a una concentracion de 200ug/mL, el
cual al ser un acarreador permitié obtener una mayor cantidad de RNA
total.

. De esta mezcla se agregaron 801uL por cada tejido cerebral y se realizo
sonificacion mediante homogenizador (Cole Parmer). El pistilo fue
previamente lavado con RNAsa (CONTINENTAL LAB. PRODUCTS S.A
DE C.V.) y enjuagadas con agua DEPC (dietilpirocarbamato SIGMA-
ALDRICH) al 1.0%.

. Al homogeneizado se agregaron 160uL de cloroformo grado molecular
(SIGMA-ALDRICH), agitando durante 15 segundos vigorosamente en el
VORTEX-GENIE2 (Scientific Industries), para su posterior reposo
durante 3 minutos a temperatura ambiente.

. Posteriormente la muestra se centrifugo a 10500 g por 15 minutos a 4°C,
eliminando los restos celulares. En este paso se formaron tres fases por
diferencia de densidad: la fase fendlica-organica que contiene las
proteinas, la interfase que contiene al DNA vy la fase superior acuosa la
cual contiene el RNA total.

. La fase acuosa se transfirio a un tubo ependorf de 1.5mL, adicionando
500mL de isopropanol grado molecular (SIGMA-ALDRICH) para
precipitar el RNA total.

. Se dejo por una hora a -20°C para que se llevara a cabo la precipitacion
del RNA, y posteriormente se centrifugo a 105009 por 10 minutos a 4°C.

. El precipitado del RNA total obtenido fue lavado con etanol al 75% y se
centrifugo por 5 minutos a 7500 x g a 4°C. Posteriormente el botén se
seco al aire durante 10 minutos a temperatura ambiente.

. Al final el boton de RNA se disolvi6 de 50-100uL de agua libre de
RNasas (Fluka), la cantidad de agua dependi6 del tamafio del boton, se
agito y se tomo una alicuota de 10uL para cuantificar y determinar la
integridad del RNA total. El resto del RNA total se almaceno a -20°C
para los subsecuentes ensayos.
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7.2 Anexo 2

Determinacion de la concentracién, pureza en integridad del RNA total
Se mezclaron 5mL de la mezcla de RNA total con el buffer de carga (el
cual contiene 30% de glicerol, 0.25% de azul de bromo fenol). La electroforesis
se llevo a 100 voltios durante 45 minutos en una camara de electroforesis
(Thermo SCIENTIFIC OWL EASYCAST ™ BIA). EI RNA se observé en el
transiluminador Electronic U.V. (ULTRA-LUM) con luz ultravioleta a 260nm. La
radiacion UV es absorbida por el RNA y emitida al bromuro de etidio que a su
vez remite la radiaciéon a 590nm en la region rojo-naranja del espectro visible.
Para preparar el gel se requirieron los siguientes reactivos:
- Agarosa (AMIRESSCO, AGAROSE | ™)
- Solucién amortiguadora de corrida TAE al 1% (triz pH 8.3, acido acético
glaciar y EDTA 2mM)

- Bromuro de etidio 2mg/mL

7.3 Anexo 3

Reaccion de transcriptasa reversa
El CDNA se sintetiz6 a partir del RNA total obtenido de las 6 regiones
cerebrales en estudio utilizando oligos al azar (Random Primer) 3 ug/uL
(invitrogen) y oligo dT 5ug/pl (Invitro). Las moléculas de mRNA actuan como
molde, mientras que los oligos al azar (random primer) y olio dT actian como
cebador. Ademas de que se requieren dinucledtidos trifosfatados (ANTP's) que
funcionan como sustratos para la transcriptasa reversa M-MLV 200u/mL
(invitrogen), de lo que resulta una hebra de DNA complementaria o cDNA.
Mientras que el oligo dT utilizado (invitro) se adhiere a la cola poliA del mRNA.
Posteriormente se procedié a realizar los céalculos utilizando 2ug de RNA total
obtenido para la reaccion de transcriptasa reversa
El proceso de la transcriptasa reversa se llevo en dos pasos:
Reaccion de transcriptasa reversa para un volumen de 20ul usando 2ug de
RNA total

1. Se adicionaron los siguientes compuestos en tubos de mucrocentrifuga

libres de nucleasas:
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1pl de oligo (dT) 0.5mg/mL (Roche o invitrogen) 6 bien oligo al azar (Random
Primer) 3 pg/pL (invitrogen)
2ug de RNA total
0.4mL de d'NTPs 25mM mezcla (10mM cada dATP, dGTP, dCTP, ydTTP a pH
neutro)
Agua destilada estéril
2. La mezcla se incubo6 a 65°C por 5 minutos en ACCU BLOCK TM Digital
Dry BaTh (Labnet International) para permitir el alineamiento del oligo
(dT) (Roche 6 invitrogen) con la cola poly-A del RNA mensajero. Y
rapidamente se paso a hielo en el cual estuvo 1 minuto, la cual permitio
gue las cadenas se mantuvieran desnaturalizadas.
Posteriormente se preparé la segunda mezcla la cual contenia
5uL de Buffer 5X FS (invitrogen)
1pL de DDT 0.1M (invitrogen)
1uL de Rnasa OUT 40u/pl (invitrogen).
3. Se mezclo el contenido del tubo gentilmente y se incubd por 2 minutos a
37°C,
4. Se adicioné 1pL de transcriptasa Reversa M-MLV RT 200u/ml
mezclando por pipeteo arriba y abajo. En las reacciones en donde se
utilizé oligos al azar (Random Primer) 3ug/uL (Invitrogen) se incubd a
25°C por 10 minutos después de haber agregado 1ul de la enzima M-
MLVRT 200u/ml (invitrogen) Incubamos 50 minutos a 37°C.
5. Se inactivo la reaccién incubando por 15 minutos a 70°C (al desactivar

la trasncriptasa) y posteriormente se colocaron en hielo.

REACCION DE QRT-PCR

La amplificacion y cuantificacion se llevdo a cabo mediante RT-PCR,
utilizando sondas Tagman para los genes TH, Pitx 3, Vmat 2, DAT, Nurr 1 y
GAPDH; mientras que para los genes tales como D2R, EN 1 y GAPDH se
utilizo el SYBR GREEN; las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador
de la marca Corbert 6000.

Para la reaccion se utilizaron tubos de PCR libres de RNasas
(CONTINENTAL LAB. PRODUCTS S.A DE C.V.), con un volumen final de

reaccion de 15ul. Debido a que se utilizaron sondas TagMan, como colorantes
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inespecificos como el SYBR Green, se emplearon dos reacciones utilizando
reactivos distintos por lo que, se citard para cada caso los reactivos utilizados
en el proceso experimental.

La reaccion utilizando Sondas TagMan, los reactivos empleados fueron:
-0.8pl de cDNA obtenido de la transcriptasa reversa con concentracion 2ug/mL
-8ul de Master Mix de la marca (Applied Biosystems)
-6.4pl de agua libre de RNasas (Fluka)
-0.8ul de la sonda TagMan (Applied Biosystems); en este caso se empleo una
sonda especifica para cada gen a analizar en nuestras muestras.

La reaccion utilizando SYBR Green, los reactivos empleados fueron:
-0.8pl de cDNA obtenido de la transcriptasa reversa con concentracion 2ug/mL
-8ul de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Byosistem) y SYBR® Green |
(TAKARA BIO INC)
-5.6pl de agua libre de RNasas (Fluka)
-0.8ul del oligo (D2R, EN 1, GAPDH) a una concentracion de 50ng/uL (XX IDT);
en este caso se empleo el oligo correspondiente a la reaccion.
El tejido utilizado en cada reaccion comprendié a los grupos tratados y los
grupos controles, de las que se analizaron las 6 regiones cerebrales (Me,St,
Cx,Hyp,Hp,y Cer)

Las reacciones se incubaron en el carrusel del Rotor Gene 6000, con
capacidad de 36 tubos. Los perfiles editados fueron los siguientes:

Perfiles para Sondas TagMan

Temperatura Tiempo (minutos)

Hold1 50°C 2 minutos

Hold2 95°C 10 minutos

Ciclaje

Desnaturalizacion Ciclaje 40 ciclos

Gen Temperatura | Tiempo Temperatura | Tiempo

Th-Pitx 3 | 95°C 15 segundos | 60°C 60 Green
segundos

Vmat 2-|95°C 15 segundos | 60°C 60 Green

DAT segundos

GAPDH 95°C 15 segundos | 60°C 60 Yellow
segundos

Nurr  1-]95°C 15 segundos | 60°C 60 Green

GAPDH segundos Yellow
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Perfiles para SYBR Green
Utilizando SYBR Green (Applied Byosistem)

Temperatura Tiempo (minutos)

Hold1 50°C 2 minutos
Hold2 95°C 2 minutos
Ciclaje

Desnaturalizacion | Ciclaje 40 ciclos
Gen Desnaturalizacion | Alineamiento | Melting
D2R 95°C 30s 58°C |40s | 72°C | 40s | Green
Enl 94°C 20s 59°C | 30s | 72°C | 30s | Green
GAPDH | 95°C 30s 58°C |40s | 72°C | 40s | Green

Perfiles para SYBR Green
Utilizando SYBR Green (TAKARA INC)

Temperatura Tiempo (minutos)

Hold2 95°C 2 minutos
Ciclaje

Desnaturalizacion | Ciclaje 40 ciclos
Gen Desnaturalizacion | Alineamiento | Melting
D2R 95°C 15s 58°C |40s | 72°C | 40s | Green
Enl 94°C 20s 59°C | 30s | 72°C | 30s | Green
GAPDH | 95°C 15s 58°C |40s | 72°C | 40s | Green
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