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1. RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas comprenden un amplio grupo de
desordenes neurolégicos. Los sintomas clinicos pueden incluir pérdida de la
memoria, debilitamiento de las funciones cognitivas, pérdida del movimiento,
pérdida del control del movimiento y pérdida de la sensacién. Los sintomas
comienzan principalmente en la edad adulta (aunque en casos severos pueden
comenzar en la adolescencia) y son un reflejo de la pérdida de células neuronales

y gliales en el sistema nervioso central.

Mediante la administracion del &cido quinolinico (QUIN) en el estriado del cerebro
de rata es posible reproducir algunas caracteristicas bioquimicas, conductuales y
patolégicas de algunas enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad
de Huntington (EH).

El QUIN actia sobreactivando al receptor N-metil-D-aspartato disparando una
cascada de eventos que llevan a la entrada de Ca**, lo cual induce un estado de
estrés oxidante-nitrosante que resulta en la muerte celular, ya que las especies
oxidantes dafian moléculas como lipidos, proteinas y el ADN. Por otro lado, el

QUIN puede contribuir a ese estado oxidante debido a que forma complejos con el
Fe (Il) y genera el radical hidroxilo (OH) en el estriado. Ademas, se ha visto que la

inyeccion de QUIN disminuye el estado antioxidante enddgeno.

Debido a que el estrés oxidante juega un papel importante en la muerte neuronal
durante las enfermedades neurodegenerativas, la blsqueda de nuevos
antioxidantes con efecto terapéutico esta justificada. En este contexto se evalud el

efecto de los extractos y fracciones de la corteza del arbol Brosimum alicastrum.

B. alicastrum, conocido popularmente en México como “ramon blanco”, es un arbol
utilizado comunmente en la medicina tradicional mexicana en el tratamiento de
afecciones de las vias respiratorias, siendo el asma el padecimiento para el cual
se usa con mayor frecuencia. También es frecuente su uso en el tratamiento de la
diabetes mellitus y de problemas ginecolégicos como la infertilidad, la falta de

leche materna y la regulacion de la menstruacion.




En este trabajo se emplearon ratas Wistar macho que se trataron durante 5 dias
con infusiones de la corteza de B. alicastrum (2 y 4 mg/mL, via oral) en esquemas
pre- y post-tratamiento a la inyeccion de QUIN. El tratamiento con las infusiones
de B. alicastrum fue capaz de prevenir el dafio histolégico en ambos esquemas.
Posteriormente, los extractos, fracciones primarias y fracciones secundarias
estudiadas in vitro fueron capaces de prevenir la lipoperoxidacion (LPO) y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO); ademas de ser capaces de
aumentar la viabilidad mitocondrial en los tejidos estudiados. Se encontraron dos
compuestos presentes en las fracciones mas activas: la (-) epicatequina y el acido
galico; por lo que el efecto protector de los extractos de B. alicastrum podria estar

asociado a la presencia de éstos compuestos antioxidantes en los extractos.




2. MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas comprenden un amplio grupo de
desordenes neurolégicos. Los sintomas clinicos pueden incluir pérdida de la
memoria, debilitamiento de las funciones cognitivas, pérdida del movimiento,
pérdida del control del movimiento y pérdida de la sensacién. Los sintomas
comienzan principalmente en la edad adulta (aunque en casos severos pueden
comenzar en la adolescencia) y son un reflejo de la pérdida de células neuronales

y gliales en el sistema nervioso central (SNC) (Ambegaokar et al, 2010).

Por definicion, una enfermedad neurodegenerativa es aquella en la que hay
pérdida selectiva y progresiva de poblaciones especificas de neuronas por
razones que en la mayoria de los casos permanecen desconocidas. Uno de los
objetivos de las investigaciones acerca de las enfermedades neurodegenerativas
es determinar las bases moleculares de la vulnerabilidad selectiva y finalmente las
rutas comunes que conducen a la pérdida neuronal progresiva (Dickson, 2009). En
la mayoria de los desérdenes neurodegenerativos hay cambios bioquimicos en
una proteina especifica que en ocasiones produce cuerpos de inclusion
caracteristicos en las neuronas, la glia, o en ambas. La poblacién especifica de
neuronas que es vulnerable en cada desorden determina los sintomas clinicos; y
cada desorden esta definido por una combinacion de caracteristicas clinicas,
patologicas y bioguimicas. Hay fundamentos genéticos en la mayoria de los
desérdenes neurodegenerativos comunes, pero solo una pequefia fraccion de los

casos son debidos a mutaciones en genes especificos.




2.2 Estrés oxidante

El estrés oxidante es causado por el desbalance entre la produccion de ERO y la
incapacidad bioldgica del sistema para detoxificar estas especies y reparar el dafio
resultante. Los efectos del estrés oxidante dependen de su impacto en el sistema
celular y de si el sistema es capaz de manejarlo bien y recuperar su estado
original o no. Sin embargo, altos niveles de estrés oxidante pueden causar
necrosis, deplecion de los niveles de ATP y prevencidn de la apoptosis controlada
(Beal, 2005). En condiciones normales muchas de las células son mantenidas en
un ambiente reductor preservado por enzimas. No obstante, cualquier desbalance
en el estado normal de oxidacion/reduccion puede conducir a toxicidad via la
produccion de radicales libres, peroxidos o ERO que dafia proteinas, lipidos y el
ADN celular.

Las ERO juegan un papel importante en la sefializacién celular en un proceso
denominado sefalizacion por oxidacion/reduccion. Asi, para mantener la
homeostasis celular apropiada, debe mantenerse un balance entre la produccion y
el consumo de las ERO. Un exceso de ERO o de radicales libres necesita ser
inactivado mediante la conversion metabdlica de estos en moléculas no
destructivas o ser neutralizadas justo después de su formacién. Este mecanismo
protector tiene como funcion prevenir el dafio celular que puede conducir a

diversas enfermedades y/o al envejecimiento (Yu, 1994).




2.3 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

2.3.1 ;Como reaccionan los radicales?

Si dos radicales libres se encuentran, pueden unir sus electrones desapareados
para formar un enlace covalente. Asi, el hidrégeno atomico forma hidrégeno

diatdmico:
H+H =2 H,

Un ejemplo biolégico relevante es la rapida reaccion del 6xido nitrico (NOY) y el

anion superéxido (Oy7) para formar una molécula no radical, el peroxinitrito

(ONOOQO): (Lane, 2002).
NO + 02" -> ONOO

Sin embargo, la mayoria de las moléculas bioldgicas son no radicales. Cuando un
radical libre reacciona con una molécula no radical, un nuevo radical se generay

puede ocurrir una reaccion en cadena:

1) Un radical (X) puede afadirse a otra molécula. El aducto puede seguir

teniendo un electron desapareado:
X +Y 2> [X-Y]

2) Un radical puede actuar como un agente reductor, donando un unico
electron a una molécula no radical. El receptor ahora tiene un electréon

desapareado:

X+Y 2> X+Y~




3) Un radical puede actuar como un agente oxidante, tomando un electron
de una molécula no radical. El no radical tiene ahora un electrén

desapareado:
X+ 0OH > X"+ OH

4) Un radical puede abstraer un atomo de hidrégeno de un enlace C-H.
Como H: tiene un solo electrén, un electron desapareado debe quedar

en el carbono:

~_.

——CH + OH2 > c + H,0

/

Entonces, una reaccién en cadena puede ocurrir debido a que los radicales

gue contienen carbono pueden reaccionar con O, para producir
peroxiradicales, que se pueden propagar en una reaccion en cadena de
LPO:

™~

NG+ 0, >

2.3.2 Reactividad del estrés oxidante

Las ERO son moléculas derivadas del O, con gran capacidad de reaccion por su
gran inestabilidad quimica. Las mas importantes son el O, el per6xido de
hidrogeno (H20,), el OH y el ONOO". Se generan durante la reduccion univalente

del O, a H,0, en la cual se incorporan cuatro electrones al O, en diversas etapas,

generandose los radicales libres como moléculas intermedias (Figura 1). También




en este proceso y como consecuencia de la interaccién del O, con el 6xido nitrico

NO'" se genera el ONOO'.

NO M

ONOO «———— 02 o, 0,+OH+OH
Reaccion de Fenton y

. Haber-Weiss
2H
SOD
Catalasa
HzOz —— Hzo + 02

GPx

Figura 1. Esquema de la formacién de las ERO.

Radical superéxido (O, "): Es producido principalmente en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial. El O, © es mucho menos reactivo que el radical ‘OH y no
reacciona del todo con la mayoria de las moléculas bioldgicas en solucién acuosa.
Sin embargo, reacciona rapidamente con otros radicales como el NO’, con

guelantes de hierro-azufre en ciertas enzimas y con algunos radicales fenoxilo. La
reactividad de este tipo de radicales esta altamente influenciada por el pH y por el
disolvente en el que se lleva a cabo la reacciéon (Foote y Clennan, 1995).

Peréxido de hidrégeno (H2O-): Es producido por la mayoria de los tejidos in vivo.
No es un radical libre pero, al ser un oxidante débil, puede formarlos por

interaccién con metales en una reaccion no enzimatica (Reaccién de Fenton):




H,0, + Fe** & Fe®* + OH + *OH

El H,O, se mezcla facilmente con H,0 y difunde dentro y entre las células (Coyle y
Kader, 2007). Puede ser citotoxico y causar dafio celular directo al provocar, por
ejemplo, la inactivacibn de enzimas como la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, lo cual conduce a la oxidacion del ADN, las proteinas y los

lipidos (Spencer et al, 1996).

Radical hidroxilo (OH): Es el radical libre mas reactivo que existe sobre las
moléculas bioldgicas; puede producirse por la reaccion de algunos iones metélicos

con H,0; o por la ruptura homolitica del enlace O-O en el H,O..
H,O,+hv => 20H

Este radical reacciona rapidamente con moléculas organicas pudiendo llevar a
cabo 3 tipos de reaccion: de transferencia de electrones, la adicibn o la

abstraccion de un hidrégeno (Von Sonntag, 1987).

Peroxinitrito (ONOQ"): Se forma de la reaccion entre NO'y O,~
NO + O, > ONOO

La produccién de este radical en las células, los tejidos o los fluidos corporales
conduce a su rapida protonacién, seguida de la deplecién de grupos —SH y otros
antioxidantes, oxidacién y nitracion de lipidos, ruptura de las cadenas de ADN y
nitracion y desaminacion del DNA; ademas de la nitracion de residuos aromaticos

de aminoacidos en las proteinas (Beckman y Koppenol, 1996)




2.4 Estrés oxidante en la neurodegeneracion

Uno de los 6rganos que metabdlicamente es mas activo en el cuerpo es el
cerebro, el cual, incluso en reposo, utiliza aproximadamente el 20% del O, total
consumido. Durante su estado activo, este porcentaje aumenta sustancialmente y
para llevar a cabo correctamente todas sus funciones fisiolégicas, requiere de un
suministro ininterrumpido de sangre rica en O,. Cualquier bloqueo o privacién de
este suministro de O, incluso por unos segundos, puede tener severas e
irreparables consecuencias para las células cerebrales (neuronas y glia). El
consumo de O, conduce a la produccion de radicales libres y el alto consumo de

O por el cerebro conduce a una mayor produccién de ERO.

Aunque el SNC requiere de grandes cantidades de O,, es relativamente deficiente
en enzimas que metabolizan las ERO a especies inocuas (Nunomura et al, 2006).
Por el contrario, el SNC est4d altamente enriquecido con &acidos grasos
polinsaturados, los cuales pueden ser facilmente oxidados por derivados toxicos
del O,. Una desventaja adicional es la presencia de la barrera hematoencefélica,
la cual originalmente esta disefiada para proteger al cerebro de toxinas limitando
su difusién a las neuronas y a la glia pero que también reduce su capacidad de
adquirir algunos antioxidantes como la vitamina E. Todas estas caracteristicas
hacen a las neuronas y a la glia altamente susceptibles a la destruccion por las
ERO. La pérdida o dafio de la estructura y funcion de estas células es llamada

neurodegeneracion.

2.4.1 Estrés oxidante y Enfermedad de Huntington (EH)

La EH es una afeccion neurodegenerativa de caracter autosomico dominante con
penetrancia completa. Las manifestaciones clinicas aparecen con mayor
frecuencia ente los 35 y los 59 afios de edad y se caracterizan por un cuadro
progresivo de movimientos anormales e involuntarios de tipo coreico, que afectan

con mayor frecuencia a los miembros inferiores y a la cara, relacionado con




trastornos psiquiatricos y deterioro progresivo e irreversible de las funciones
cognitivas (Deus-Yela et al, 1997). Patolégicamente, la EH se caracteriza por la
pérdida de las proyecciones largas neuronales, resultando en una atrofia
progresiva del nucleo caudado, putamen y globus pallidus (Davies y Ramsden,
2001).

La EH se debe a la expansion anémala de un triplete CAG en el gen HTT, situado
en el cromosoma 4 (locus 4pl6.3). Este gen codifica para una proteina
denominada huntingtina. Las repeticiones CAG se transcriben como un trecho
ininterrumpido de residuos de glutamina que, cuando supera la longitud normal,

altera las propiedades bioquimicas y estructurales de la proteina.

En condiciones normales, el nimero de repetidos de este triplete es de 26 o
menos y constituye un polimorfismo estable del DNA; los alelos intermedios (entre
27 y 35 repeticiones CAG) no causan patologia; sin embargo, son inestables a la
hora de transmitirse y pueden expandirse a una mutacioén en el rango patoldgico
en la siguiente generacion. Las repeticiones de 36 o mas CAG se consideran
patologicas e implican riesgo de desarrollar la enfermedad. Varias lineas de
investigacion indican que una de las mayores consecuencias de la expansion de
genes podrian ser defectos metabodlicos mitocondriales que resultan en un
deterioro del metabolismo energético. Este defecto podria conducir a una mayor
produccion de ERO que a su vez podrian conducir a un incremento del dafio

oxidativo.

Los defectos en el metabolismo energético pueden ser detectados en pacientes
con EH mediante técnicas de imagen. Caidas en la actividad de los complejos I,
lll'y la aconitasa se han reportado en tejidos post-mortem posiblemente debido a
gue la huntingtina anormal se ha asociado con dafio a la mitocondria. En efecto, la
inyeccion de inhibidores del complejo Il como el &cido nitropropiénico o el
malonato en animales, causa dafio en el estriado que se asemeja al causado en la
EH, ademas de que es bien conocido que la inhibicion del complejo Il incrementa

la produccion de ERO mitocondriales (Brouillet et al., 2005).
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¢,Cual es la contribucion del dafio oxidativo en la EH? Se sabe que, aunque el
dafio es menor que el que se presenta en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer o Parkinson, existen estudios que reportan un aumento en los niveles
de 8-hidroxi-2"-deoxiguanosina (80HdG), un marcador de dafio oxidativo al ADN,
asi como un incremento en el nivel de F,-isoprostanos. El incremento en los
niveles de 80HdG, el incremento en la LPO, la formacion de 3-nitrotirosina y la
disfuncion mitocondrial fueron reportadas en un modelo de la EH en ratones
transgénicos, mismos que al ser administrados con antioxidantes como el acido
lipoico, la cistamina y la molécula BN82451 mostraron una mayor supervivencia,
un mayor desempefio motor y un decremento en la velocidad de la muerte

neuronal (Klivenyi et al, 2003).

2.5 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar o impedir la oxidacion de
los lipidos, los &cidos nucleicos, o de otras moléculas, inhibiendo la propagacion
de las reacciones en cadena de oxidacion (Wang y Lin, 2000). Bajo una
consideracion bioldgica, se define como antioxidante a cualquier sustancia que,
cuando se presenta en bajas concentraciones comparada con la de cualquier
sustrato oxidable, detiene o previene significativamente la oxidacion de dicho
sustrato (Halliwell, 2007). El término sustrato oxidable incluye casi cualquier

molécula encontrada in vivo.

Podemos dividir a los antioxidantes en 2 grandes grupos, segun su origen:

e Antioxidantes enzimaticos: Se encuentran presentes en el organismo de los
seres vivos y los protegen frente a las ERO producidas durante el
metabolismo. Dentro de éstos, encontramos a 3 principales: la superoxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX):
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Superoxido Dismutasa (SOD): Su distribucion es amplia en el organismo,
esta formada por un grupo de enzimas metaloides que contienen cobre y
zinc (Cu,Zn-SOD) en su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el
espacio inter-membranoso mitocondrial. La que contiene manganeso (Mn-
SOD) se localiza en la matriz mitocondrial y la que contiene hierro (Fe-SOD)

se localiza en el espacio periplasmatico de la E. coli. Estas enzimas

dismutan el O, para formar H,O, y su principal funcién es la proteccion

contra el O,".

Catalasa (CAT): Tiene una amplia distribucion en el organismo humano; su
concentracion es alta en higado y rifion, baja en el tejido conectivo y
epitelios, y es practicamente nula en tejido nervioso. Se localiza a nivel
celular en mitocondrias, peroxisomas y en el citosol de los eritrocitos.
Presenta 2 funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa y forma parte
del sistema antioxidante CAT/SOD que actla en presencia de altas

concentraciones de H>0..

Glutation Peroxidasa (GPX): Es una enzima selenio-dependiente que
cataliza la reduccion de H,O; o lipoperdxidos (L-OOH). Usa como agente
reductor el glutation reducido (GSH) y se localiza en el citosol (eritrocitos) y
en los lisosomas (neutrofilos, macrofagos y otras células del sistema
inmune). Existen 3 formas de GPX: GPX-c o forma celular, tiene mayor
afinidad por el H,O, que por el lipoperéxido;, GPX—p o forma extracelular,
presenta afinidad semejante para ambos sustratos y la GPX-PH que tiene

afinidad especifica para los lipoperoxidos.

Antioxidantes no enziméaticos: Los antioxidantes no enziméaticos se dividen

a su vez en enddgenos y en exogenos.
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Antioxidantes no enzimaticos enddgenos: Son aquellos que se encuentran
presentes en el organismo, como es el caso del GSH, el &cido urico, el

ubiquinol y la melatonina.

Antioxidantes no enzimaticos exdégenos: Son aquellos que provienen de los
alimentos ingeridos; como es el caso de las vitaminas (Vitamina E, Vitamina
C, a-tocoferol y B-caroteno), los carotenos, los flavonoides y acidos

fendlicos simples y algunos compuestos organoazufrados (dialil-disulfuro).

2.5.1 Fenoles

Un fenol es cualquier compuesto que contiene un grupo —OH unido a un anillo de
benceno. Los monofenoles tienen un grupo —OH unido al anillo aromético, los
difenoles dos y los polifenoles, mas de dos. Diversas especies vegetales
contienen una amplia variedad de fenoles (Tabla 1), incluyendo a los tocoferoles y
a los tocotrienoles. La mayoria de los fenoles muestran actividad antioxidante in
vitro, inhibiendo la LPO y eliminando radicales peroxilo. Ademas, en ocasiones los
fenoles también inhiben otras especies radicales, como el ‘OH, el diéxido de
nitrégeno (NOy), el éxido nitroso (N.Ogs), el acido peroxinitroso (ONOOH) vy el
acido hipocloroso (HOCI). Algunos pueden reaccionar con O;”, principalmente los

difenoles y los polifenoles (Taubert et al, 2003).

Asi pues, muchos polifenoles hallados en las plantas son excelentes
antioxidantes in vitro, los cuales pueden ser ampliamente hallados en la dieta
humana (Tabla 1). Sin embargo, la absorcién de muchos de ellos no es completa y
depende de cada individuo y del compuesto. Por ejemplo, en humanos la
guercetina y las catequinas son mejor absorbidas que las antocianinas (Taubert et
al, 2003).
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Tabla 1. Alimentos y bebidas que contienen fenoles

Compuesto \ Fuente
Flavanoles
Epicatequina Té verde
Catequina Vino tinto
Epigalocatequina Cacao, chocolate
Flavanonas
Naringenina
Frutos citricos
Taxifolina
Flavonoles
Quercetina Cebolla, lechuga, brécoli, ardndano, olivo,
té, vino tinto
Miricetina Arandano, uva, vino tinto
Flavonas
Apigenina Apio, perejil
Antocianinas
Malvidina Uva roja, vino tinto
Cianidina Cereza, frambuesa, fresa, uva
Derivados del acido hidroxicinamino
Acido cafeico Uva blanca, vino blanco, aceite de olivo,
espinaca, esparrago, café
Acido p-cumarico Uva blanca, jitomate, espinaca, col,
esparrago
Acido clorogénico Manzana, pera, cereza, durazno, jitomate

En plantas, los fenoles actian como importantes precursores biosintéticos, que
son usados con distintos fines protectores que van desde la disminucion del dafo
por los rayos UV hasta la disminucion de la oxidacion en organelos como las
vacuolas. Sin embargo, en humanos la respuesta aun no esta clara. Existen dos
importantes observaciones que respaldan la teoria de que los fenoles presentan

actividad antioxidante in vivo. Una de ellas, llamada la Paradoja Francesa,
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relaciona la baja incidencia de accidentes cardiovasculares en ciertas areas de
Francia, a pesar de la alta prevalencia de factores de riesgo, gracias al consumo
de vino tinto (Frankel et al, 1995). Sin embargo, el debate acerca de la veracidad
de esta teoria continta, pues el alcohol por si mismo, consumido en dosis bajas,
presenta propiedades cardioprotectoras que podrian ser la causa de este efecto.
La segunda observacion, llamada el estudio Zutphen, sugiere la correlacion
inversa entre la incidencia de enfermedades coronarias e infartos y la ingesta de
alimentos y bebidas con flavonoides (especialmente quercetina), los cuales
provienen de alimentos como el té, las manzanas y las cebollas en la poblacion

examinada (Keli et al, 1996).

2.6 Defensas antioxidantes en el cerebro

2.6.1 SOD y enzimas removedoras de peroxidos

Todas las partes del SNC contienen CuzZnSOD, MnSOD, GSH (a niveles mM),
GPx y el sistema tioredoxina/peroxiredoxina (Patenaude et al, 2005). El cerebro
también contiene glutation-S-transferasas, cuyas isoformas difieren entre las
neuronas y la glia. La MnSOD mitocondrial es esencial, ratones carentes de ella
sufren de neurodegeneracion después del nacimiento; la cual estd marcada
especialmente por la muerte celular en la corteza y el tallo cerebral y por severas
discapacidades motoras (Melov et al, 1998). Tales problemas no existen en
ratones carentes de CuzZnSOD, mientras que los ratones que la sobreexpresan
son mas resistentes a la isquemia-reperfusion y a ciertas neurotoxinas. En efecto,
las neuronas de los ratones con una sobrexpresiéon de CuzZnSOD sobreviven un
tiempo mayor tras el trasplante a otros animales y la sobrexpresion de CuZnSOD

en neuronas normales retrasa la apoptosis dependiente de ERO.
Los ratones carentes de GPX1 no muestran evidencias de anormalidades a los 2 o

3 meses de vida, pero el dafio causado por la administracion de toxinas

mitocondriales (malonato, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), &cido
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nitropropioénico) se exacerba. Asi pues, parece que la carencia de GPX1 puede ser
compensada bajo condiciones normales, pero no cuando la mitocondria es dafiada
(Klivenyi et al, 2000). El cerebro es un érgano privilegiado con respecto al selenio,
pues lo retiene eficientemente y mantiene la actividad de GPX1 y la tioredoxina
aun bajo condiciones de severa deficiencia alimenticia. La selenoproteina P es
importante en la liberacion de selenio al cerebro; los ratones carentes de esta
proteina mueren con severa degeneracion de las neuronas motoras a menos de

gue su dieta sea enriquecida con selenio.

2.6.2 Glutation

Generalmente se piensa que los niveles de GSH neuronales son mas bajos que
en la glia, y que la glia podria asistir a las neuronas en una eficiente degradacion
del H,O, extracelular. Los astrocitos podrian liberar GSH, el cual es degradado por
la y-glutamil transpeptidasa (y-GT) en la superficie celular para producir cys-gly, el
cual también puede ser degradado por una enzima presente en la membrana
neuronal como para tomar la cisteina y usarla en la conversion de GSH (Dringen
et al, 2005). En general, la glia parece ser menos sensible a las ERO (incluyendo
el ONOOQO’) que las neuronas y es capaz de acelerar la sintesis de GSH bajo
estrés. Sin embargo, muchas de estas conclusiones estan basadas en estudios
con células aisladas y el proceso de aislamiento por si mismo genera estrés que

podria incrementar los niveles de GSH en la glia.

Un gran decremento en los niveles de GSH en ratones mediante la administracion
de L-butionin sulfoximina causa dafio neuronal y degeneracion mitocondrial, lo
cual puede ser un indicador de la especial importancia del GSH proveniente de la
mitocondria. Paradojicamente, un exceso de cisteina puede resultar neurotoxico
(Wong et al, 2006). La cisteina parece ser fuertemente excitotoxica y puede actuar
sinérgicamente con el glutamato. Adicionalmente, la cisteina se oxida facilmente
para formar O, ", H,O, y radicales tiol, aunque la contribucién de éstos ultimos a la

neurotoxicidad es desconocida.
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2.6.3 Carotenoides y flavonoides

Existe poca informacion disponible acerca de los niveles de carotenoides o
flavonoides en el cerebro (Halliwell, 2006). Ningun tipo de carotenoide fue
detectable en el tallo cerebral humano o en cerebro de rata, incluso después de
suplementarlos en la dieta. No obstante, existe evidencia de que algunos
compuestos fendlicos pueden cruzar la barrera hematoencefalica. Multiples
estudios en animales muestran que monofenoles como el acido ferulico y
flavonoides como la epigalocatequina, la hesperidina y la naringenina también

pueden atravesar esta barrera (Spencer et al, 2004).
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2.7 Medicion de especies reactivas

2.7.1 Diacetato de diclorofluoresceina (DCFH,-DA)

Esta es una de las pruebas mas populares para medir ERO. El DCFH,-DA entra a
las células y se acumula en su mayoria en el citosol, donde es deacetilado por
esterasas y convertida por varios tipos de ERO en fluoresceina (DCF); misma que
puede ser visualizada por fluorescencia a 480 nm de emision y 521 nm de

excitacion (Figura 2) .

En esta prueba se miden radicales como el Oy, el ROy, el RO, el NO, y el ‘OH.
Por tanto, este ensayo es generalizado para la produccién de ERO y no es un
ensayo directo para alguna especie reactiva en particular. Para evitar la
citotoxicidad, las células deben ser “cargadas” con DCFH-DA a bajas
concentraciones (1-10 uyM por 45 min - 1 h)n. Niveles mas altos de DCFH-DA o
exposicion a luz pueden provocar oxidacion fotoquimica artificial que puede

conducir a la medicién equivocada de ERO.

Escision por
esterasas 40

o) OH HO O 0
celulares 53 ﬁ ROS O ‘
C \H a ct 4 Cl
— L\ COOH ; A\, COOH
9 ! P !. =

2 CHy~C~OH
DCFH DCF
No fluorescente Fluorescente
Forma reducida Forma oxidada

Figura 2. Oxidacién de DCFH a DCF
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2.7.2 Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)

Este ensayo es uno de los métodos mas antiguos y mas frecuentemente usados
para medir LPO. Proviene de la industria alimenticia, donde es usado para
detectar rancidez. El método es sorprendentemente sencillo, basta con calentar un
fluido biolégico o un tejido con TBA &cido hasta ver la aparicion de un color rosa.
Sin embargo, la quimica de la prueba encierra cierta complejidad; pues pequefias
cantidades de malonaldehido (MDA) “libre” se forman durante la peroxidacién de
la mayoria de los sistemas membranales, especialmente de los microsomas. El
MDA reacciona con el TBA para generar un producto colorido, un aducto (TBA),-
MDA, como se muestra en la Figura 2.

SH N OH CHO s N OH OH N SH
T | D ad
A | N CH—CH=CH—_ N

CHO
OH OH OH
TBA

Figura 3. Reaccion del TBA con el MDA

En solucion &cida, el aducto (TBA),-MDA absorbe luz a 533 nm y es extraible

mediante solventes organicos como el 1-butanol.
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2.7.3 Viabilidad celular

Uno de los métodos usados para determinar la actividad metabdlica de las células
viables son los ensayos colorimétricos. Es por ello que este ensayo se basa en la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5 difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, la cual
pertenece a la cadena respiratoria mitocondrial y es activa solamente en células
viables. Es interesante, sin embargo, que evidencias recientes (Bennington, 2010)
sugieren que este transporte mitocondrial de electrones puede jugar un rol menor
en la reduccion celular del MTT a formazéan; ya que la mayor parte de la reduccién
celular ocurre en el citoplasma y probablemente involucra al NADH y al NADPH
(Figura 5); por lo que este ensayo ya no es considerado Unicamente un ensayo de

actividad mitocondrial.

NADH /\ /NH
N

N—y - |
/ \N+ N + / N/N =N
N/ / CHg3 NAD \’/ CH,
/ s~
CHs

MTT FORMAZAN

Figura 4. Reduccién del MTT a formazan.
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2.8 “ramoén blanco” (Brosimum alicastrum Swartz)

2.8.1 Generalidades

B. alicastrum Swartz, mejor conocido como “ramén blanco”; es un arbol de 20 a 40
m de altura y con un diametro de hasta 1.50 m (Figura 2A). Se presenta como un
arbol recto de corteza café y escamosa, con un jugo lechoso en las hojas y el tallo.
Las hojas son mas largas que anchas, el soporte que une a la hoja con el tallo es
corto y tienen una textura similar a la del cuero. Sus flores son de color crema o
blanco-verdosas y pequefias. Los frutos son verdes y carnosos; cuando maduran
se tornan amarillos o anaranjados y contienen una semilla. La corteza externa del
arbol es lisa, parda grisacea con tonos amarillentos; mientras que la corteza
interna es de color crema amarillento y fibrosa o granulosa (Figura 2B). (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Figura 5. A: Arbol B. alicastrum Swartz. B: Corteza seca de B. alicastrum Swartz
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2.8.2 Distribucién geografica

B. alicastrum Swartz es una especie originaria de Mesoamérica y el Caribe; habita
areas de clima célido, semicalido y templado desde los 20 hasta los 1000 metros
sobre el nivel del mar. Suele crecer de manera silvestre, encontrandosele de esta
manera en el bosque tropical caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y
perennifolio, bosque espinoso, mesofilo de montafia, de encino y de pino.

En México es posible encontrarlo en los estados de Campeche, Chiapas, Colima,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo,
Sinaloa, San Luis Potosi, Tabasco, Tampico, Veracruz y Yucatan (Figura 3).

o] b ~
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\h\\ 1 \\ . \‘\ R ‘}\ GOLFO DE MEXICO
J\ \/‘\ 2 \ b g
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\\) /

OCEANO PACIFICO

Figura 6. Localizacion de B. alicastrum en la Republica Mexicana




2.8.3 Sinonimia popular

A B. alicastrum se le conoce con otros nombres dependiendo del estado; por
ejemplo: en Michoacan: huge, hujemojo; en Puebla: cupsap (otomi); en Yucatan:
0X, oxotzin, Ramén; en San Luis Potosi: 0jos, jos, ojite; en Querétaro: ramén
blanco, ramén colorado; en Jalisco: capomo; en Oaxaca: samaritano, rechinador.
También en Sudamérica se le conoce con el nombre de guaimaro. Los nombres
mas comunes utilizados en México son ramoén, ramon blanco y ojite (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

2.8.4 Usos comunes

B. alicastrum es una especie ampliamente (til, de la que se aprovechan las
semillas, el latex, la madera, el forraje y la corteza. Las semillas, tostadas y
molidas, se usan para preparar una bebida similar al café; con ellas también se
puede preparar una harina negra con la que se elabora una especie de pan o
tortilla pues la semilla contiene una gran cantidad de grasas, azUcares y triptéfano,
un aminoacido esencial deficiente en las dietas a base de maiz. El latex que fluye
del tronco es utilizado para adulterar el chicle; la madera se utiliza para la
confeccion de muebles e implementos dispuestos en interiores y finalmente el

forraje se utiliza como alimento para el ganado (Ayala et al, 1972).

2.8.5 Usos y propiedades medicinales

A pesar de que no se conoce la composicion quimica exacta de la planta; ésta es
ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana para aliviar diversas
enfermedades. Su principal aplicacion medicinal es en el tratamiento de
afecciones de las vias respiratorias, siendo el asma el padecimiento para el cual

se usa con mayor frecuencia; aunque también es frecuente su uso en el
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tratamiento de la diabetes mellitus (Sanchez-Recalde et al, 2010) y problemas
ginecologicos como la infertilidad, la falta de leche materna y la regulacién de la

menstruacion.

En ambos casos, se prepara una infusion con la corteza seca para obtener una
solucién de color @&mbar a rojiza. No existe una dosis recomendada para su
consumo, la tradicion popular indica que ésta preparacion debe consumirse como
“agua de uso”, lo que significa que debe consumirse en lugar del agua simple que
se bebe normalmente durante el dia, durante el tiempo que sea necesario hasta
que desaparezca el padecimiento (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

2.8.6 Composicion quimica

No existen estudios contundentes en los que se haya identificado con precision la
composicion quimica de la corteza o de la madera de B. alicastrum. Sin embargo,
se ha encontrado que la corteza de B. alicastrum contiene flavonoides, resinas,
compuestos reductores, taninos y saponinas (Garcia et al, 2006). En otro estudio,
se describe la presencia de 1-4, 2-6-dimetoxi benzoquinona, un compuesto
glinoideo que se presenta como metabolito secundario de la planta (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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3. HIPOTESIS

Si las infusiones de la corteza de B. alicastrum son usadas en la medicina
tradicional como tratamiento eficaz para enfermedades relacionadas con el estrés
oxidante como el asma y la diabetes mellitus, entonces es posible que los
extractos y fracciones obtenidos de la corteza de B. alicastrum sean capaces de
reducir las alteraciones morfolégicas que se inducen en un modelo de

neurodegeneracion, donde el estrés oxidante juega un papel importante.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los extractos y fracciones acuosas y organicas obtenidas a
partir de la corteza seca de B. alicastrum sobre las alteraciones morfoldgicas que

se generan en el modelo experimental con QUIN.

4.2 Objetivos particulares
Evaluar el efecto de los extractos de B. alicastrum sobre:

4.2.1 Las alteraciones histolégicas que se inducen por la administracién
intraestriatal de QUIN.

4.2.2 La LPO inducida en homogenados de cerebro total.
4.2.3 La viabilidad mitocondrial en homogenados de cerebro total.
4.2.4 La formacion de ERO en homogenados de cerebro total.

4.2.5 Fraccionar los extractos estudiados con el fin de aislar el o los compuestos

responsables de la actividad antioxidante.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

La corteza seca y madera de B. alicastrum fue proporcionada por la Dra. Irma
Bernal Lugo, quien la obtuvo del estado de Sinaloa. Una muestra de referencia del
material vegetal se guarda en el laboratorio 111 del conjunto E de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

5.2 Andlisis cromatograficos

Los andlisis de cromatografia en capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando distintos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diversas dimensiones recubiertas con gel de silice (60 Fys4 Merck, malla 3.5-7.0
ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se visualizaron bajo luz ultravioleta
(onda corta a 254 nm y onda larga a 365 nm) y posteriormente fueron reveladas
con vainillina sulfarica y anisaldehido seguido de calentamiento hasta la
visualizacion completa de los compuestos con DPPH. La cromatografia en
columna abierta (CCA) se realiz6 sobre Sephadex utilizando diversos sistemas de
elucién (MeOH, MeOH/H,0 y H,0).

5.3 Estudio quimico preliminar de la corteza de B. alicastrum

Para este estudio, se realizaron cuatro extracciones a pequefia escala mediante
los métodos de decoccién, infusion simple, maceracion con EtOH y maceracion

con diclorometano, segun las cantidades reportadas en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Materiales utilizados en el estudio quimico preliminar de la corteza de B. alicastrum.

Método Disolvente Cantidad (mL) | Material vegetal (g)
Maceracion Etanol 100 10.24
Maceracion Diclorometano 150 10.06
Decoccion Agua desionizada 200 10.06

Infusion Simple Agua desionizada 200 10.02

De manera independiente, los extractos resultantes se concentraron a presion

reducida y se llevaron a sequedad en un rotaevaporador Biichi R-215.

5.4 Estudio quimico a mediana escala de la corteza seca y la madera de B.
alicastrum

Para el estudio quimico a mediana escala de la corteza y madera de B. alicastrum
se elaboraron tres extractos a mediana escala utilizando como métodos de
extraccion maceracion, infusion y extraccion continua con un aparato Sohxlet y

como disolventes EtOH y H,0.

La extraccion continla en un aparato tipo Sohxlet se realiz6 tanto para la corteza
seca (497.7 g) como para la madera (300.2 g) mas préxima a la misma utilizando
EtOH (1.5 L) como disolvente en cada caso. Los extractos resultantes se
concentraron a presion reducida en un rotaevaporador Blchi R-215, obteniéndose
asi 11.29 g y 10.91 g de extracto seco respectivamente.

Por otra parte, la extraccion por infusion simple se realiz6 utilizando corteza seca
de (509.1 g) de B. alicastrum y 5 L de H,O desionizada como disolvente. El
extracto resultante se concentrd a presion reducida, obteniéndose asi 31.06 g de

extracto seco.

Finalmente, la extraccion por maceracion se realizo utilizando corteza seca (663.5

g) de B. alicastrum y 1.5 L de EtOH como disolvente. El extracto resultante se
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concentro a presion reducida en un rotaevaporador Biichi R-215, obteniéndose asi
11.2922 g de extracto seco. En la Tabla 3, se muestran los rendimientos obtenidos

para las primeras 4 extracciones a mediana escala.

Tabla 3. Rendimiento obtenido en el proceso de extraccion.

Extraccion Peso () Rendimiento (%)
Maceracion 11.59 1.75
Infusion 31.06 6.10
Sohxlet / Corteza 11.29 2.26
Sohxlet / Madera 10.91 3.63

5.5 Fraccionamiento primario del extracto obtenido de la corteza seca de B.
alicastrum

De manera independiente, cada uno de los extractos secos obtenidos en el
estudio quimico a mediana escala de la corteza de B. alicastrum fue disuelto en
una mezcla de MeOH/H,O 1:1. Posteriormente, se filtraron para separar el
material insoluble. Los extractos filtrados se fraccionaron por separado utilizando
métodos de particion liquido-liquido y AcOEt y H,O como disolventes. Las
fracciones de AcOEt de cada extracto se secaron sobre Na,SO, y se concentraron
a presion reducida hasta obtener un residuo solido. Por ultimo, las fracciones
acuosas se concentraron a sequedad. Como resultado de este proceso se

obtuvieron las fracciones organicas y acuosas de cada extracto.

Por otra parte, se obtuvo una interfase que se presentd como un residuo soélido
insoluble durante el fraccionamiento por particion liquido-liquido del extracto de B.
alicastrum obtenido por infusion, al cual se le asigné la clave Interfase-In y que se

separd para su posterior evaluacién biolégica in vitro
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5.6 Fraccionamiento secundario de las fracciones obtenidas a partir de la
corteza secay madera de B. alicastrum

5.6.1 Fraccién MeOH-In

Se pesaron 5 g de la fraccién seca, los cuales fueron disueltos en una mezcla de
MeOH/H,0 2:1 para posteriormente proceder al fraccionamiento en una columna
abierta de Sephadex-LH20 (3.5 x 45 cm), usando como eluyente MeOH,
MeOH/H,0 1:1 y H,0. Se obtuvieron un total de 12 fracciones de 50 mL, cada una
de las cuales se analizd6 por CCF. Aquellas que presentaron similitud
cromatografica fueron mezcladas hasta obtener un total de 6 fracciones primarias,

tal y como se muestra en la Figura 7.

Fraccién
MeOH-In seca

Sephadex LH-20
Metanol -szo

(D000 o) 0 0 0y G

D O © @ o

Figura 7. Fraccionamiento de la particion MeOH/H,0 Infusion de B. alicastrum.
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5.6.2 Fraccién AcOEt-SM

Las fracciones AcOEt-SoC y AcOEt-Ma se analizaron por CCF y se combinaron
por su similitud cromatografica en la fraccion AcOEt-SM. Posteriormente, se
pesaron 3 g de la fraccién seca, los cuales fueron disueltos en una mezcla de
MeOH/H,0O 2:1 para posteriormente proceder al fraccionamiento en una columna
abierta de Sephadex-LH20 (3.5 x 45 cm), usando como eluyente MeOH,
MeOH/H,0 1:1 y H,O. Se obtuvieron un total de 20 fracciones secundarias de 50
mL, cada una de las cuales fue analizada por CCF. Aquellas que presentaron
similitud cromatogréfica, fueron mezcladas hasta obtener un total de 6 fracciones

combinadas, tal y como se muestra en la Figura 8.

Fraccion
AcOEt-SM

Sephadex LH-20
Metanol = H_O

0 EIEIGIEE GG ) pGe) () E)
@_m g*@#@@@@##@@@@

Figura 8. Fraccionamiento secundario de la fraccion AcOEt-SM obtenida a partir de la corteza seca

de B. alicastrum.

5.7 Actividad inhibidora de radicales libres. Ensayo cualitativo con 2,2
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) en CCF

Los compuestos presentes en los extractos fueron analizados mediante CCF. Las
cromatoplacas se secaron en una campana de extraccion y se rociaron con DPPH
al 0.2% en MeOH para identificar la presencia de compuestos antioxidantes

mediante puntos o bandas amarillas contra un fondo puarpura.

30

——
| —



5.8 Actividad de la infusion de B. alicastrum obtenida en el estudio quimico
preliminar en un modelo de neurodegeneracion con QUIN

5.8.1 Animales

Se emplearon ratas macho Wistar con un peso de 250 a 300 g. Los animales se
colocaron en cajas de acrilico en condiciones constantes de temperatura (25°C +
3°C) y humedad (50% + 10%). Se mantuvieron en ciclos de 12 h luz/oscuridad con
libre acceso al agua y al alimento ad libitum. Todos los procedimientos con
animales estuvieron apegados a las “Guidelines for the Care and use of Mammals
in Neuroscience and Behavioral Research” Institute for Laboratory Animal,
Research, National Research Council of the National Academies (www.nap.edu);
ademas, se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los

animales.

5.8.2 Disefio del experimento

Se emplearon cuatro grupos de animales (n=3), divididos al azar y dispuestos

COMo Se menciona a continuacion:

e Control negativo (CT) a los que se les administré solucién salina isotonica
(SS);

e Control positivo (QUIN) a los que se les administré QUIN.

e Pretratamiento 2 (Pre-2), tratados con una infusion de la corteza a 2 g/L y
con QUIN;

e Pretratamiento 4 (Pre-4), tratados con una infusion de la corteza a 4 g/L y
con QUIN;

e Postratamiento 2 (Pos-2), tratados con una infusion de la corteza a 2 g/L y
con QUIN;

e Postratamiento 4 (Pos-4), tratados con una infusion de la corteza a 4 g/L y
con QUIN.
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La infusion de B. alicastrum se administré por via oral en sustitucion del agua de
beber de las ratas, segun lo indicado en los esquemas de tratamiento (Figuras 8A
y 8B). El QUIN y la SSI fueron administradas intraestrialmente con un equipo
estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, USA) por medio de una microjeringa
(Hamilton Co., Reno, USA) en las siguientes coordenadas estereotéaxicas: +0.5
mm anterior al bregma, -2.6 mm lateral al bregma y -4.5 mm ventral a la dura, de

acuerdo al atlas estereotaxico de Paxinos (Paxinos y Watson, 2008).

Para la administracion del QUIN, los animales se anestesiaron con pentobarbital
sédico (0.2 mL/250 g) via intraperitoneal. Una vez anestesiados, se les administré
la solucion de QUIN en el hemisferio derecho a razén de 1 puL/2 min, manteniendo
la microjeringa in situ por 2 min para permitir la difusion pasiva. Al término de éste
tiempo, la jeringa fue retirada cuidadosamente y la herida fue suturada. Los
animales se mantuvieron en observacion hasta que se recuperaron de la

anestesia.
A.

Pretratamiento

Sacrificio

Infusion (2y 4 g/L)

Postratamiento

Sacrificio

Agua

Infusion (2y 4 g/L)

Figura 8. Esquema de administracion de la infusion de B. alicastrum a 2 y 4 g/L. A: Pretratamiento

B: Postratamiento.
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5.8.3 Andlisis histoldgico

Los tejidos fueron procesados utilizando la metodologia descrita por Maldonado et
al. (2010). Transcurridos siete dias de la administracion del QUIN, los animales
fueron anestesiados con 0.5 mL de pentobarbital sédico y perfundidos
transcardialmente con SSI y heparina (200/1 v/v) seguido de una solucién de p-
formaldehido al 4%. Los cerebros fueron extraidos y conservados durante 7 dias
en una solucion de p-formaldehido al 4% para posteriormente ser deshidratados
gradualmente en soluciones de EtOH y xilol para su posterior inclusion en

parafina.

Una vez incluidos, se realizaron cortes coronales de 5 um de grosor, en el sitio de
la lesion, usando un microtomo histo-STAT (American Instrument Exchange Inc,.
Haverhill, USA). Los cortes se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para

permitir la observacion de los cuerpos celulares.

5.8.4 Conteo Celular

A partir de los cortes histolégicos obtenidos, se realizd un conteo celular segun la
metodologia descrita por Maldonado et al. (2010). Los cortes se observaron en un
microscopio Leica IM100 a 40x. Las imagenes observadas fueron capturadas con
una camara Leica DFC-300 FX. Los criterios utilizados para determinar el dafio
celular fueron: presencia de nudcleos picnéticos, vacuolizacién citoplasmatica,
atrofia neuronal, edema intersticial y necrosis. Se contaron el nimero de neuronas
dafadas y preservadas en 5 campos seleccionados al azar, obtenidos de 3 cortes
por tejido cubriendo el estriado en la zona lesionada. La cuantificacion fue
realizada por una persona en ciego y los datos obtenidos se expresan como

porcentaje de neuronas dafiadas por campo.
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5.8.5 Determinacién de ERO

Las ERO fueron detectadas mediante la fluorescencia de la DCF, segun la
metodologia descrita por Silva- Adaya et al (2008). Los homogenados de cerebro
(400 pL) fueron incubados con FeSO4 5 uM, solucidn fisioldgica de Krebs-Ringer y
soluciones de los extractos a 0.25 y 0.5 mg/mL durante 2 h a 37°C en bafio Maria
con agitacion, protegidos de la luz. Transcurrido dicho tiempo, a cada tubo se le
afiadieron 100 uL de DCFH-DA (7.53 x 10 M) y posteriormente fueron incubados
por 30 min mas. Al final de la incubacion, las muestras fueron protegidas de la luz,
colocadas en hielo y centrifugadas a 8000 rpm por 10 min. Las ERO fueron
detectadas en el sobrenadante por espectroscopia de fluorescencia en un
espectrofotometro Perkin-Elmer LS50 a 480 nm de emisiébn y 521 nm de
excitacion. Los resultados se expresan como porcentaje de formacion de ERO vs.

Control.

5.8.6 Determinacion de lipoperoxidacion (LPO)

Para la determinacion de la LPO, los homogenados de cerebro (250 pL) fueron
incubados con FeSO4 5 uM, solucidn fisioldgica de Krebs-Ringer y los extractos de
B. alicastrum a 0.25 y 0.5 mg/mL durante 2 h a 37°C en bafio Maria con agitacion.
La LPO en los homogenados fue evaluada mediante la estimacion de las
sustancias reactivas con el TBA, de acuerdo a la metodologia descrita por Pérez-
de la Cruz et al (2010). Transcurrido este tiempo, 500 yL de TBA (que contenian
0.75 g de TBA + 15 g de &cido tricloroacético + 2.54 mL de HCI) fueron afadidos
a cada tubo y posteriormente se colocaron en bafio Maria a ebullicion, hasta la
aparicion de un color rosa. Las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente
y centrifugadas a 10000 rpm por 10 min. Se estimd la densidad o6ptica de los
sobrenadantes a 532 nm en un espectrofotometro ThermoSpectronic Genesys 8.
Los resultados se expresan como porcentaje de LPO vs. Control.
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5.8.7 Estimacion de la capacidad reductora mitocondrial

La capacidad reductora mitocondrial fue evaluada mediante el ensayo de
reduccion del MTT, segun la metodologia descrita por Pérez-de la Cruz et al.
(2006). Alicuotas (300 uL) de los homogenados de cerebro se incubaron con
FeSO, 5 uM, soluciodn fisiolégica de Krebs-Ringer y soluciones de los extractos a
0.25 y 0.5 mg/mL durante 2 h a 37°C en bafio Maria con agitacion. Transcurrido
este tiempo, 10 yL de MTT (0.012 M) fueron afadidos a cada tubo y
posteriormente fueron incubados por 1 h mas bajo las mismas condiciones.
Posteriormente, se centrifugaron a 12 000 rpm por 3 min. El boton resultante se
resuspendié en 500 uL de isopropanol acido y se dej6 reposar por 4 h. Tras este
tiempo, los tubos se centrifugaron y se estimd la densidad Optica de los
sobrenadantes a 570 nm en un espectrofotometro ThermoSpectronic Genesys 8.

Los resultados se expresan como porcentaje de reduccion de MTT vs. Control.

5.8.8 Anadlisis estadistico

Los datos se presentan como la media + el error estandar de la media (EEM). Los
datos se analizaron con una ANOVA de una via y como método post hoc se uso la
prueba de Dunnet utilizando el software Prism 5.02 (GraphPad; San Diego, USA).
Un valor de P< 0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis histoldgico

En la figura 9 se observan las fotografias representativas del estriado de cada
grupo. El grupo con QUIN muestra el mayor dafio, mientras que la administracion
de la infusion de la corteza de B. alicastrum pre y post tratamiento con QUIN,

previd parcialmente las alteraciones morfologicas observadas con QUIN sdlo.

Figura 9. Efecto de la infusién de B. alicastrum sobre el dafio histolégico inducido por el QUIN. Los

cortes de 5 ym de estriado se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). Se presentan
microfotografias representativas de cada grupo: QUIN, CT, Pre-2, Pre-4, Pos-2 y Pos-4. Se
sefialan el edema y la retraccion del neurdpilo (triangulos), la presencia de picnosis citoplasmatica

(flechas) y las células preservadas (estrellas).
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6.1.1 Conteo Celular

Se realizd un conteo celular a partir de los cortes histolégicos obtenidos. Se
cuantifico el porcentaje de células dafiadas por campo, obteniéndose asi que el
grupo con QUIN presento diferencia estadisticamente significativa en comparacion
con el grupo CT, siendo éste el grupo donde se observa una mayor cantidad de
células dafiadas. Por otro lado, en los grupos donde se administré la infusién
elaborada a partir de la corteza del arbol tanto previa como posteriormente a la
lesion intraestriatal, se observdé una importante disminucion en la cantidad de

células dafiadas (Figura 10).
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Figura 10. Conteo de células dafiadas en el dafio inducido por QUIN. Se presenta el promedio +
EEM.. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.001 y ®P< 0.05 respecto a QUIN,
°P<0.05 respecto a CT y *P<0.001 respecto a CT. n=3.
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6.2 Métodos de extraccion

Se obtuvieron un total de 4 extractos secos de color café oscuro, de los cuales se
descartd el extracto obtenido por maceracion con diclorometano. Los 3 extractos
restantes fueron totalmente solubles en H;O destilada y se ensayaron

posteriormente en las pruebas de LPO, reduccion de MTT y formacion de ERO.

6.2.1 Lipoperoxidacion
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Figura 11A y 11B. Efecto de los diferentes métodos de extraccién a 0.25 (A) y 0.5 (B) mg/mL
sobre la lipoperoxidacion inducida por el FeSO,. Los resultados se muestran como la media +

EEM. . °P< 0.05 respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,.

Las figuras 11A y B muestran la disminucion de la LPO producida por el FeSO,4 en
las muestras tratadas con los extractos de la corteza de B. alicastrum a 0.25y 0.5
g/mL. El método de extraccion que presentd una mayor actividad contra la LPO

fue el realizado mediante la infusion a 0.25 mg/mL y la maceracién etandlica a 0.5
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mg/mL. Es importante sefialar que los controles de los extractos presentan una

LPO menor a la observada en el CT.

6.2.2 Viabilidad Mitocondrial
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Figura 12A y B. Efecto de los diferentes métodos de extracciéon a 0.25 (A) y 0.5 (B) mg/mL sobre
la capacidad reductora del MTT. Los resultados se muestran como la media + EEM. °P< 0.05
respecto a Control; *P<0.05 y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras

se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 12A y B, se observa que la viabilidad mitocondrial, que se manifiesta
como la capacidad de reducir el MTT a formazan de acuerdo a lo mostrado en la
Figura 5, aumenta significativamente en comparacion con el Control con FeSO,.
La mejor proteccion se observa en las muestras tratadas con una concentracion
de 0.5 mg/mL; aunque es importante resaltar que a 0.25 como 0.5 mg/mL, tanto
los controles como las pruebas muestran una viabilidad mayor a la del Control.
Para esta prueba, el extracto que proporciona una mayor proteccion es el obtenido

por decoccion a 0.5 mg/mL, lo que indica una proteccion dosis dependiente.

39

——
| —



6.2.3 Formacién de ERO

A B
0.25 mg/mL 0.5 mg/mL
S 200~ EZOO-
§ 7/ (2150- 7/
p g / %100- - / _____
ale|liy = K
: G AR [ s JlemBEml B
S g £ § s £ ¢ s g 2 8 e 2 3
g - £ g - = ° g = g g = 8
+FeSO4 +FeSO4

Figura 13A y B. Efecto de los diferentes métodos de extraccion a 0.25 (A) y 0.5 (B) mg/mL sobre
la formacién de ERO. Los resultados se muestran como la media + EEM. . ?P< 0.05 respecto a
Control; **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla en la

pagina 32 de este texto.

En la figura 13A y B se observa la disminucion en la formacion de ERO inducida
por el FeSO4 en las muestras tratadas con los extractos de B. alicastrum. Todos
los extractos proporcionan proteccion ya sea a 0.25 o 0.5 mg/mL; aunque la mejor
proteccion se observa a la concentracion de 0.5 mg/mL, en especial al ensayar el
macerado etanolico donde la formacion de ERO es incluso menor que la
presentada por las muestras del control negativo. La concentracion de 0.5 mg/mL
ofrece una mejor proteccion contra la formacion de ERO inducida por el FeSO,4. A
esta concentracion, el método de extraccidn que presentd la mayor proteccién fue
el obtenido mediante maceracién etandlica. Es importante resaltar que a 0.25y 0.5
mg/mL la formacioén de ERO para los controles y las pruebas es incluso menor que

la observada en el Control de la prueba.
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6.3 Fracciones primarias obtenidas por métodos de particion

Se obtuvieron un total de 9 extractos secos de color café oscuro provenientes de
las particiones liquido-liquido realizadas a los extractos primarios. Los extractos

obtenidos se clasificaron de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 4. Fracciones obtenidas con sus claves asignadas

Método de Fracciones obtenidas )
. Clave Serie
extraccion (AcOEt 0 MeOH/H,0)
AcOEt AcOEt-SoC 2
Sohxlet (corteza)
MeOH/H,0 MeOH-SoC 1
AcOEt AcOEt-Ma 1
Macerado
MeOH/H,0 MeOH-Ma 1
AcOEt AcOEt-In 2
Infusion MeOH/H,0 MeOH-In 1
Interfase de particiones Interfase-In 2
AcOEt AcOEt-SoM 1
Sohxlet (madera)
MeOH/H,0 MeOH-SoM 2

Las fracciones obtenidas fueron ensayados en las pruebas de LPO, viabilidad
mitocondrial y formacion de ERO, a concentraciones de 0.25y 0.5 mg/mL segun lo
descrito en la metodologia. Las pruebas se dividieron en dos series para hacer
mas sencillo su manejo y se les defini6 como Serie 1 y Serie 2 tal como se

muestra en la Tabla 4.

41

——
| —



6.3.1 Lipoperoxidacion
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Figura 14. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.25 mg/mL por particion liquido-liquido sobre la
lipoperoxidacion (LPO) inducida por FeSO,. Los resultados se muestran como la media + EEM.
%P< 0.05 respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras

se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 14 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuye en las
muestras tratadas con los extractos de B. alicastrum a 0.25 mg/mL. Aunque todas
las fracciones mostraron actividad protectora, las que presentan mayor actividad a
esta concentracion fueron MeOH-In y AcOEt-Ma. Es importante resaltar que los
controles de las fracciones presentaron una LPO menor a la observada en el

Control.
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Figura 15. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.5 mg/mL por particién liquido-liquido sobre la
lipoperoxidacion (LPO) inducida por FeSO,. Los resultados se muestran como la media + EEM.
®P< 0.05 respecto a Control; *P<0.05 y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacién de las

muestras se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 15 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuyé en las
muestras tratadas con las fracciones de B. alicastrum a 0.5 mg/mL. Aunque todas
las fracciones mostraron actividad protectora, las que presentaron mejor actividad
a esta concentracion fueron MeOH-In y AcOEt-Ma. Es importante resaltar que los
controles de las fracciones presentaron una LPO menor a la observada en el

Control.

Al comparar las figuras 14 y 15, se observa que todas las fracciones a 0.25y 0.5
mg/mL presentaron actividad protectora contra la LPO, pero la mejor se observé a
0.5 mg/mL; lo que indica una probable proteccion dosis-dependiente. Las
fracciones que ofrecen la mejor proteccion a esta concentracion fueron MeOH-In y
AcOEt-Ma.
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Figura 16. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.25 mg/mL por particién liquido-liquido sobre la
lipoperoxidacion (LPO) inducida por el FeSO,. Los resultados se muestran como la media + EEM.
%P< 0.05 respecto a Control; *P<0.05 y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las

muestras se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 16 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuyé en las
muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum a 0.25
mg/mL. Aunque todas las fracciones mostraron actividad protectora, la que
presentdé mejor actividad a ésta concentraciéon fue AcOEt-SoC. Es importante
resaltar, sin embargo, que los controles de las fracciones presentaron una LPO

menor a la observada en el Control.
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Figura 17. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.5 mg/mL por particién liquido-liquido sobre la
lipoperoxidacion (LPO) inducida por el FeSO,. Los resultados se muestran como la media + EEM.
%P< 0.05 respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras

se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 17 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuyé en las
muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum a 0.5
mg/mL. Aunque todas las particiones mostraron actividad protectora, las que
presentaron mejor actividad a ésta concentracién fueron Sohxlet en AcOEt e
Infusibn en AcOEt. Es importante resaltar que los controles de las particiones

presentaron una LPO menor a la observada en el Control.
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6.3.2 Viabilidad Mitocondrial

0.25 mg/mL (Serie 1)
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Figura 18. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.25 mg/mL por particion liquido-liquido sobre la
capacidad reductora del MTT. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05
respecto a Control; *P<0.05 y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras

se detalla en la pagina 32 de este texto.

La figura 18 muestra que la viabilidad mitocondrial, manifestada como la
capacidad mitocondrial de reducir el MTT a formazan, se incrementd
considerablemente en las muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir
de la corteza de B. alicastrum a 0.25 mg/mL. Aunque todas las fracciones
mostraron actividad protectora, las que presentaron mejor actividad a ésta
concentracion fueron MeOH-SoC, MeOH-In y MeOH-Ma, con una viabilidad similar
a la del Control. Es importante resaltar que en el caso de los controles ACOEt-SoM
y AcOEt-Ma la viabilidad es incluso ligeramente mayor que la observada en el

Control.
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Figura 19. Efecto de las fracciones obtenidas a 0.5 mg/mL por particién liquido-liquido sobre la
capacidad reductora del MTT. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05
respecto a Control y *P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla

en la pagina 32 de este texto.

En la figura 19 se observa que la viabilidad mitocondrial se incremento
considerablemente en las muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir
de B. alicastrum a 0.5 mg/mL. Aunque todas las fracciones mostraron actividad
protectora, las que presentaron mejor actividad a ésta concentracién fueron
MeOH-SoC y AcOEt-SoM, mismas que presentaron viabilidad similar a la del
Control. Es importante resaltar que la viabilidad de los controles MeOH-SoC y

MeOH-In es incluso mayor a la observada en el Control.

Al comparar las figuras 18 y 19, se observa que todas las fracciones a 0.25y 0.5
mg/mL presentan actividad protectora. En este caso, se observa un ligero
aumento de la capacidad protectora al usar la dosis de 0.5 mg/mL. A ésta
concentracion, las fracciones con mejor actividad protectora fueron MeOH-SoC y
AcOEt-SoM, aunque la actividad mostrada por la particion MeOH-Ma a 0.25
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mg/mL fue similar a la presentada por las particiones antes mencionadas a 0.5
mg/mL.
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Figura 20. Efecto de las fracciones obtenidas por particion liquido-liquido a 0.25 mg/mL sobre la
capacidad reductora del MTT. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05
respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla

en la pagina 32 de este texto.

En la figura 20 se observa que la viabilidad mitocondrial se incrementd
considerablemente en las muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir
de B. alicastrum a 0.25 mg/mL. Aunque todas las fracciones mostraron actividad
protectora, las que presentaron mayor actividad a esta concentracion fueron
MeOH-SoM y AcOEt-In, mismas que presentaron viabilidad mayor a la del Control.
Es importante resaltar que la viabilidad de los controles Interfase-In y MeOH-SoM

fue similar a la del Control.
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Figura 21. Efecto de las fracciones obtenidas por particiéon liquido-liquido a 0.5 mg/mL sobre la
capacidad reductora del MTT. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05
respecto a Control; *P<0.05 y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras

se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 21 se observa que la viabilidad mitocondrial se incrementé en las
muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum a 0.5
mg/mL. Aunque todas las fracciones mostraron actividad protectora, las que
presentaron mayor actividad a esta concentracion fue Interfase-In. Cabe resaltar

que ésta fraccidbn mostro viabilidad superior a la observada en el Control.

Al comparar las figuras 20 y 21 se observa que todas las fracciones a 0.25 y 0.5
mg/mL presentaron actividad protectora. No se observo ninguna relacion entre la
dosis utilizada y el efecto protector, pues para algunas fracciones se observo
mayor proteccién al usar una dosis de 0.25 mg/mL. A ésta concentracion, las
fracciones con la mejor actividad protectora fueron MeOH-SoM e AcOEt-In. Por
otro lado, para la concentracion de 0.5 mg/mL la fraccion con mejor actividad

protectora fue Interfase-In. En ambos casos, tanto las fracciones con mejor
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actividad como los controles de las mismas mostraron una viabilidad que supera a

la observada en el Control.

6.3.3 Formacién de ERO

0.25 mg/mL (Serie 1)

S 400-
c
(@]
&)
»n 3004
>
o)
0
o 200-
©
[
N}
élOO- -
- aXx* a**a** g**
o a**
S oA ‘\.Q.d.’“?";.:/l?-#l
S £ £ 8 £ = £ £ 8 c =
51048 I o33
COU)ILUU.) OU)ILUU.)
S a3 f&0Qrx » 8 0 O T
2 =<9 2 s <9
£ = £ >
+FeSO4

Figura 22. Efecto de las fracciones obtenidas por particion liquido-liquido a 0.25 mg/mL sobre la
formacion de ERO. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05 respecto a Control
y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla en la pagina 32 de

este texto.

En la figura 22 se observa la disminucion en la formacion de ERO en las muestras
tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum. Todas las
fracciones proporcionaron una proteccion importante, pues tanto los controles
como las pruebas de las fracciones mostraron una formacion de ERO muy por
debajo a la observada en el Control FeSQy, e incluso por debajo a la mostrada por

el Control.
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Figura 23. Efecto de las fracciones obtenidas por particién liquido-liquido a 0.5 mg/mL sobre la
formacion de ERO. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05 respecto a Control

y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla en la pagina 32 de

este texto.

En la Figura 23 se observa la disminucion en la formacion de ERO en las
muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum. Todas las
fracciones proporcionaron proteccion importante, pues tanto los controles como
las pruebas de las fracciones mostraron una formacién de ERO muy por debajo a
la mostrada por el Control FeSO,, e incluso por debajo a la mostrada por el

Control.
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Figura 24. Efecto de las fracciones obtenidas por particion liquido-liquido a 0.25 mg/mL sobre la
formacion de ERO. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05 respecto a Control
y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla en la pagina 32 de

este texto.

En la figura 24 se observa la disminucion en la formacion de ERO en las muestras
tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum. Todas las
fracciones proporcionaron una proteccion importante, pues tanto los controles
como las pruebas de las fracciones mostraron una formacion de ERO muy por
debajo a la mostrada por el Control FeSQy, e incluso por debajo a la mostrada por

el Control.
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Figura 25. Efecto de las fracciones obtenidas por particién liquido-liquido a 0.5 mg/mL sobre la
formacion de ERO. Los resultados se muestran como la media + EEM. *P< 0.05 respecto a Control
y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de las muestras se detalla en la pagina 32 de

este texto.

En la figura 25 se observa la disminucion en la formacién de ERO en las muestras
tratadas con las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum. Todas las
fracciones proporcionaron una proteccion importante, pues tanto como los
controles como las pruebas de las fracciones mostraron una formacion de ERO
muy por debajo a la mostrada por el Control FeSO,4, e incluso por debajo a la

mostrada por el Control.
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6.4 Fraccionamiento secundario con Sephadex L-20

Se obtuvieron un total de 12 fracciones combinadas a partir de los dos
fraccionamientos secundarios realizados con una columna de Sephadex L-20. De
ellas, se descartaron 6 fracciones debido a su poca solubilidad (en MeOH, H,O y

mezclas) o a su bajo poder antioxidante al realizarse placas con DPPH.

Las 6 fracciones restantes fueron ensayadas soélo en la prueba de LPO a
concentraciones de 0.25 y 0.5 mg/mL debido a los bajos rendimientos obtenidos
tras el fraccionamiento. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 26 y
27.

6.4.1 Lipoperoxidacion
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Figura 26. Efecto de las diferentes fracciones obtenidas por fraccionamiento en columna a 0.25
mg/mL sobre la lipoperoxidaciéon (LPO) inducida por el FeSO,. Los resultados se muestran como la
media + EEM. *P< 0.05 respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La preparacion de

las muestras se detalla en la pagina 32 de este texto.
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En la Figura 26 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuy6
considerablemente en las muestras tratadas con los extractos de B. alicastrum a
0.25 mg/mL. Se observa que las fracciones FAB2 en AcOEt y FB en MeOH Inf no
mostraron proteccion, ya que la LPO fue similar a la del Control con FeSQO,,
debido quizds a la poca solubilidad de estas fracciones asi como a su baja
concentracion en el medio de reaccion. Por otro lado, las fracciones FC en MeOH
Inf, FD2 en AcOEt, FXIl en MeOH Inf y FXI en MeOH Inf mostraron proteccion,
con una LPO muy por debajo a la observada en el Control FeSO, y ligeramente
superior a la observada en el Control. Es importante resaltar que los controles de

las fracciones presentaron una LPO menor a la observada en el Control.
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Figura 27. Efecto de las diferentes fracciones obtenidas por fraccionamiento en columna a 0.5
mg/mL sobre la lipoperoxidacion (LPO) inducida por el FeSO,4. Los resultados se muestran como
la media + EEM. . *P< 0.05 respecto a Control y **P<0.01 respecto a Control FeSO,. La
preparacion de las muestras se detalla en la pagina 32 de este texto.

En la figura 27 se observa que la LPO inducida por el FeSO, disminuyo
considerablemente en las muestras tratadas con las fracciones obtenidas a partir
de B. alicastrum a 0.25 mg/mL. Se observa que la fraccion FAB AcOEt mostr6
baja proteccién, con una LPO ligeramente por debajo de Control con FeSO,
debido a la poca solubilidad de esta fraccion en el medio de reaccion. Por otro
lado, el resto de las fracciones mostraron proteccion, con una LPO muy por debajo
a la observada en el Control con FeSO, y ligeramente superior a la observada en
el Control. Es importante resaltar que los controles de las fracciones presentaron

una LPO menor a la observada en el Control.
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Al comparar las figuras 26 y 27, se observa que la concentracion utilizada al
realizar el ensayo influye en la proteccion mostrada por las fracciones de la
corteza de B. alicastrum. Un claro ejemplo es el caso de la fraccion FAB2 en
AcOEt, pues a la concentracion de 0.25 mg/mL no mostrd proteccion contra la
LPO; mientras que a la concentracién de 0.5 mg/mL mostré proteccion a pesar de
no ser completamente soluble en el medio de reaccion. Lo mismo sucede con la
fraccion FB en MeOH Inf, donde se observa mayor proteccion al utilizar la dosis

mas alta.
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6.5 Andlisis quimico

De las fracciones estudiadas, las fracciones D2 AcOEt, C MeOH Inf y B MeOH Inf
fueron las que presentaron mejor actividad biologica in vitro; por lo que se
procedi6 a compararlas mediante CCF con estandares de los fenoles mas
comunes encontrados en plantas: 4cido galico, acido elagico y (-) epicatequina. No
se encontrd acido elagico en las muestras estudiadas; sin embargo, se comprobd
la presencia tanto de (-) epicatequina como de acido galico al obtenerse valores
de Rf de las muestras similares a los Rf's de los estandares usados; segun se

muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Valores de Rf para las muestras estudiadas.

Muestra Rf
Estandar (-) epicatequina 1.04
Fraccion C MeOH Inf 1.02
Fraccion D2 AcOEt 1.04
Estandar &cido galico 0.84
Fraccion B MeOH Inf 0.81
Fraccion D2 AcOEt 0.81

En la tabla 4 se observa que los Rf obtenidos de las muestras son similares a los
Rf obtenidos en los estandares de (-) epicatequina y de acido gélico. Por tanto, es
posible afirmar que la fraccion D2 AcOEt contiene acido gélico y (-) epicatequina,
mientras que la fraccion C MeOH Inf sélo tiene (-) epicatequina y la fraccién B

MeOH Inf sélo tiene acido galico.

Debido a la importante actividad bioldgica y a los resultados obtenidos por CCF,
se procedio a confirmar la presencia de estos compuestos en las fracciones D2
AcOEt, C MeOH Inf y B MeOH Inf mediante técnicas espectrométricas y

espectroscopicas.
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6.5.1 Elucidacion estructural de la (-) epicatequina

De las fracciones combinadas D2 AcOEt y B MeOH Inf, obtenidas del
fraccionamiento secundario en una columna de Sephadex LH-20, se aislé un
sélido café oscuro soluble en una mezcla de EtOH/H,O que previamente fue
purificado mediante lavados sucesivos con MeOH. La formula molecular del
compuesto se establecié como C;5H140, correspondiente a la (-) epicatequina, por
comparacion de sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas con las
reportadas en la literatura (De Martino et al, 2012) y por comparaciéon con un
estandar de Sigma-Aldrich en CCF (Tabla 4). En las figuras 28 y 29 se muestran
los espectros de RMN correspondientes al compuesto aislado y en la Figura 30 se

muestra la estructura quimica de la (-) epicatequina.

H-6'

H-2'

H-8

H-6

H-5
Ao 4p

Figura 28. Espectro de RMN-'H de la (-) epicatequina (MeOH-dg, 400 MHZz).
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Figura 29. Espectro de RMN-"°C de la (-) epicatequina (MeOH-dg, 75 MHz).
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Figura 30. Estructura quimica de la (-)-epicatequina.
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6.5.2 Elucidacion estructural del 4cido galico

De las fracciones combinadas D2 AcOEt y C MeOH Inf, obtenidas del
fraccionamiento secundario en una columna de Sephadex LH-20, se aislé un
sélido café oscuro soluble en una mezcla de EtOH/H,O que previamente fue
purificado mediante lavados sucesivos con MeOH. La férmula molecular del
compuesto se establecié como CsH,(OH);COOH, correspondiente a la del acido
galico, por comparacion de sus caracteristicas espectroscopicas Yy
espectrométricas con las reportadas en la literatura (Chanwitheesuk et al, 2007) y
por comparacion con un estandar de Sigma-Aldrich en CCF (Lua et al, 2007) . En
las figuras 31 y 32 se muestran los espectros de RMN correspondientes al
compuesto aislado, y en la figura 33 se muestra la estructura quimica del &cido

galico.

H-3, H-7

4-0H, 5-0H, 6-0OH

130 =l
ppm {f11

Figura 31. Espectro de RMN-"H del 4cido galico (DMSO-dg, 400 MHz).

61

——
| —



C-4, C-6

c-1

C-5

c-2

C-3,C-7

Figura 32. Espectro de RMN-"3C del acido galico (DMSO-dg, 75 MHZz).
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Figura 33. Estructura quimica del &cido gélico.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El QUIN actua sobreactivando al receptorN-metil-D-aspartato (Santamaria y Rios,
1993) lo que dispara una cascada de eventos que llevan a la entrada de Ca®*, que
induce un estado de estrés oxidante-nitrosante que resulta en la muerte celular, ya
que las moléculas oxidantes dafian moléculas como lipidos, proteinas y el ADN.
Por otro lado, el QUIN puede contribuir a ese estado oxidante debido a que forma
complejos con el Fe (ll) y genera el radical hidroxilo en el estriado. Ademas, se ha
visto que la inyeccion de QUIN disminuye el estado antioxidante enddgeno
(Maldonado et al, 2010), por lo que la busqueda de nuevas fuentes de

antioxidantes motivo este estudio.

La corteza de Brosimum alicastrum fue seleccionada con base en el amplio uso de
sus infusiones en la medicina tradicional para el tratamiento de varias
enfermedades como el asma (Hicks-Gémez et al, 2005) y la diabetes mellitus
(Sanchez-Recalde y Kaski, 2001). Por otro lado, tal como se describe en la
seccion de antecedentes, la informacion existente sobre las propiedades y la
composicion quimica de esta corteza es escasa, por lo cual el objetivo principal de

este estudio fue determinar algunas de estas cuestiones.

Andlisis histolégico y conteo celular

El QUIN es capaz de inducir un estado de estrés oxidante-nitrosante que a su vez
provoca alteraciones bioquimicas y morfologicas a nivel neuronal que ocasionan
muerte celular. Se ha reportado que altos niveles de estrés oxidante pueden
causar necrosis, deplecion de ATP y prevencion de la apoptosis controlada (Beal,
2005).

Cuando una célula sufre necrosis, se observan cambios morfolégicos
notoriamente diferentes a los que sufre en un proceso de apoptosis. A diferencia

del proceso apoptético, en la necrosis se observan cambios como hinchazén de la

63

——
| —



mitocondria, dilatacién del reticulo endoplasmico, extensa vacuolizacién del
citoplasma y lisis de la célula sin formacion de vesiculas (Syntichaki vy
Tavernarakis, 2003). Algunos de estos cambios se observan en las neuronas de
los animales tratados con QUIN (Figura 9). Estas alteraciones se encuentran en
las células del estriado y estan acompafiadas por dafio al neurépilo. Cuando la
célula muere debido a un proceso necrético, la lisis de la célula es inevitable, y se
libera el contenido de ésta al espacio extracelular desencadenando procesos
inflamatorios, lo cual justifica la presencia de eosinoéfilos y células de la microglia
en la zona de la lesion. El tratamiento con los extractos de B. alicastrum previene

el dafio que se induce tras la inyeccion de QUIN.

En la figura 9, se observa la histologia de los controles y los diferentes esquemas
de tratamiento utilizados en el estudio. La administracion de los extractos de B.
alicastrum previene (esquema de Pretratamiento) y disminuye el dafio histologico
(esquema de Postratamiento), pues se observa que el numero de células
picnoticas y el dafio al neurdpilo se reduce considerablemente en comparacion

con el tejido dafiado tras la inyeccion con QUIN.

A partir del conteo celular realizado, se confirmé el efecto protector de los
extractos de B. alicastrum. El nimero de células dafiadas en las muestras tratadas
con los extractos es hasta un 70% como se observa en el esquema de

Pretratamiento y hasta un 40% menor para el caso del esquema Postratamiento.

Sin embargo, aunque se observo un marcado efecto neuroprotector por parte de
los extractos de B. alicastrum, no es posible hablar sobre el o los mecanismos
responsables de esta proteccion; pues si bien se comprobé la presencia de (-)
epicatequina 'y acido galico, compuestos polifendlicos con propiedades
antioxidantes demostradas in vitro, estos compuestos pueden estar sometidos a

procesos de metabolizacion al ser utilizados in vivo.
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Lipoperoxidacion (LPO)

Como consecuencia del metabolismo celular normal, se producen radicales libres
que generalmente son neutralizados por antioxidantes enddgenos y exdégenos. Sin
embargo, si éste equilibrio se altera, las ERO pueden interaccionar con los lipidos
membranales presentes provocando su LPO. La LPO juega un papel importante

en la patogénesis y la gravedad de diversas enfermedades.

Como resultado de esta LPO, se forman productos de degradacion como
isoprostanos y aldehidos (Lazzarino et al, 1995). Sin embargo, son éstos ultimos
los que son objeto de cuantificacion. EI MDA es el aldehido més significativo
obtenido en dicha degradacién y para su cuantificacion, el método analitico usado
con mayor frecuencia se basa en la reaccion de éste con el TBA; pues en
condiciones de bajo pH y alta temperatura, reacciona con el TBA dando lugar a un
aducto (TBA),-MDA colorido que es detectable por espectrofotometria (Figura 4).

Como se observa en las figuras 11A, 11B, 14, 15, 16, 17, 26 y 27; las muestras
que fueron tratadas con un oxidante (FeSO,4) muestran una LPO elevada en
comparacion con las que no se les afiadio el oxidante. En las muestras que se
trataron ademas con alguno de los extractos de B. alicastrum, la LPO disminuyo
hasta un 200% (Figura 26) en comparacion con el Control FeSO, y resulté
comparable a la observada en el Control (Figura 27). Estos resultados indican la
actividad protectora contra la LPO gracias a los extractos de B. alicastrum. Estos
resultados pueden deberse a la presencia de los grupos —OH unidos al anillo
fendlico de la (-) epicatequina y el &cido gélico encontrados en los extractos, los
cuales les confieren la capacidad de “atrapar” ERO que podrian ser responsables
de la LPO.
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Viabilidad Mitocondrial

La viabilidad celular puede ser definida como el numero de células “sanas” en una

muestra, sin importar si éstas estan en proceso de division o en reposo.

Aunque el método mas sencillo para determinar el nUmero de células viables es el
conteo directo de las mismas en un hemocitometro, un método alternativo es la
determinacién de la actividad metabdlica como un indicador de la viabilidad
celular. Si existe dafo celular, éste resultara inevitablemente en la pérdida de la
habilidad de la célula para mantener y proveer energia para el crecimiento y las
funciones metabdlicas celulares. Los ensayos de actividad metabdlica se basan en
esta premisa y usualmente lo que se mide es la viabilidad mitocondrial, donde las
células son incubadas con un sustrato colorimétrico las sales de tetrazolio (MTT,
XTT, WST-1) para formar un producto colorido mediante la actividad metabdlica
(Figura 5).

ElI MTT es transformado a formazan por la succinato-deshidrogenasa, sistema que
pertenece a la cadena respiratoria mitocondrial y que se encuentra activa
solamente en células viables. Sin embargo, algunas evidencias recientes también
sugieren que ésta conversion puede llevarse a cabo en el citoplasma usando los
cofactores NADH y NADPH. EI MTT, al ser un producto colorido, puede
cuantificarse por espectrofotometria. A mayor absorbancia, mayor sera la cantidad
de MTT convertida a formazan y por tanto, mayor sera la viabilidad celular

observada en la muestra.

Asi pues, observamos en las figuras 12A, 12B, 18, 19, 20 y 21 que las muestras
que fueron tratadas con alguno de los extractos de la corteza de B. alicastrum
presentaron una viabilidad mucho mayor en comparacion con el Control de
FeSO4, llegando a ser hasta un 350% mayor (Figura 12) a la observada en el
Control. Aunque no todos los extractos, particiones y fracciones maostraron
resultados tan contundentes, todas las pruebas presentaron una viabilidad de al

menos el doble a la observada en el control con FeSO,, lo que indica preservacion
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de la actividad metabdlica de la célula gracias al efecto protector de los extractos
provenientes de B. alicastrum. En adicién, es importante resaltar que en muchos
casos, como se observa en las figuras 18 y 21, la viabilidad mitocondrial fue
incluso mayor a la observada en el Control. Todos estos resultados indican la
posible preservacion de las células tratadas con estos extractos gracias a la

accion de los compuestos presentes en los diferentes extractos de B. alicastrum.

Formacién de ERO

El cerebro y el sistema nervioso son susceptibles al estrés oxidativo, ademas de
estar pobremente equipados con sistemas de defensas antioxidantes capaces de
“‘defenderlos” contra el estrés oxidante originado en algunas enfermedades
neurodegenerativas (Halliwell, 2006). En el ser humano, existe un balance entre la
producciéon de ERO vy las defensas antioxidantes; sin embargo, el desbalance de
este equilibrio o la produccion excesiva de ERO conduce al desarrollo de

enfermedades cronicas.

Existen varios procesos por los cuales el cerebro se ve dafiado en presencia de
ERO. Entre ellos se incluyen la excitotoxicidad, originada por el dafio de las ERO a
las neuronas que provoca la liberacion de aminoacidos excitatorios que conducen
al deterioro rapido y a la posterior necrosis de la célula; la generacion de O," por
parte de las mitocondrias neuronales y el hecho de que muchos
neurotransmisores, como la dopamina y la serotonina, pueden reaccionar con el
O, para generar Oy, mismo que puede reaccionar con otros neurotransmisores
para generar mas ERO en un circulo vicioso. Por este motivo, se verifico la
capacidad de los extractos provenientes de B. alicastrum para prevenir y/o
disminuir la formacion de éstas ERO cuando se encuentra presente un agente
oxidante. El método utilizado para verificar ésta capacidad se basa en la medicion
de la intensidad de fluorescencia que emite la DFC, la cual es visualizada a 480

nm de emision y 521 nm de excitacion. A mayor absorbancia, mayor sera la
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presencia de ERO; mientras que a menor absorbancia menor sera la presencia de
ERO.

En esta prueba, se obtuvieron resultados sumamente favorables para todas las
muestras tratadas con los extractos de B. alicastrum. En las figuras 13A, 13B, 22,
23, 24 y 25 se observa que en las muestras tratadas con los extractos de B.
alicastrum la cantidad de ERO detectada fue mucho menor en comparacion con la
detectada en el Control de FeSQOy, llegando a ser casi 300% menor (Figura 25) e
incluso un 90% menor a la observada en el Control (Figura 24). Todos los
extractos, particiones y fracciones mostraron una alta efectividad, y es importante
destacar que en todas las pruebas, la formacion de ERO en los Controles de los
extractos fue mucho menor a la detectada en el Control de cada prueba. Esto
indica que los extractos podrian incluso disminuir la presencia de cantidades
“basales” de ERO, por lo que es probable que éstos extractos puedan funcionar

como terapia preventiva en enfermedades relacionadas con el estrés oxidante.

Analisis quimico

Para elegir los extractos, fracciones y particiones que se estudiaron in vitro, uno de
los criterios utilizados fue la capacidad de éstos para neutralizar al DPPH, un
radical libre estable que presenta una coloracion violeta, pero que al ser
neutralizado presenta una coloracion amarilla. De esta manera, todos los extractos
qgue neutralizaron al radical libre en CCF se eligieron para continuar los estudios in

vitro.

En el caso del andlisis quimico, de las fracciones obtenidas en el fraccionamiento
secundario mediante permeacion en gel (sephadex LH-20), se eligieron aquellas
que, ademas de neutralizar al radical libre en CCF, presentaron una buena
solubilidad en MeOH y sus mezclas con H,O. Las fracciones D2 AcOEt, B MeOH
Inf y C MeOH Inf fueron las que presentaron la mayor neutralizacion del radical

DPPH y la mejor solubilidad en estas mezclas.

En las fracciones D2 AcOEt y B MeOH Inf se aisl6 el acido gélico. El acido galico

es un componente que se encuentra naturalmente libre o en forma de ésteres y
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gue pertenece a un grupo de polifenoles conocido como galotaninos. Se reporta
que los el &cido galico y sus derivados poseen multiples actividades biolégicas
como anticancerigenos, antioxidantes, antimicrobianos y cardioprotectores
(Snehal y Ramesh, 2011).

Por otro lado, en las fracciones D2 AcOEt y C MeOH se aislo la (-) epicatequina,
un flavonoide que pertenece a la familia de los polifenoles. En general, se reporta
que las catequinas poseen una amplia gama de propiedades terapéuticas como
antimicrobianos, antiinflamatorios, antineoplasicos y especialmente como

antioxidantes (Narayana et al, 2001).

Asi pues, tanto el &cido galico como la (-) epicatequina reportan actividad
antioxidante gracias a la presencia de sustituyentes —OH en el anillo fendlico, lo
cual les confiere la capacidad de “atrapar” facilmente radicales libres (Weisburg et
al, 2004). Es posible que éste sea el mecanismo por el cual los extractos de B.
alicastrum poseen actividad protectora in vitro; sin embargo, es necesario realizar
estudios que revelen el mecanismo de accion in vivo de estos extractos y los

compuestos identificados.

En resumen, los resultados obtenidos en estos ensayos apuntan a la presencia de
polifenoles con potencial uso en la profilaxis y tratamiento de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidante, como las enfermedades neurodegenerativas,
al ser capaz de resistir el pH gastrico y posiblemente atravesar la barrera
hematoencefélica. Sin embargo, se recalca la necesidad de realizar nuevos
estudios encaminados a la elucidacion de el o los mecanismos responsables de la
neuroproteccion, es decir, si estos compuestos son los responsables de la

proteccion observada in vivo.
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8. CONCLUSIONES

1. Los extractos, particiones y fracciones obtenidas a partir de la corteza seca de

B. alicastrum disminuyeron las alteraciones morfolégicas inducidas por el QUIN.

2. El efecto protector de los extractos, particiones y fracciones podria estar
asociado a su composicion, misma que les confiere propiedades antioxidantes ya
que disminuyé la LPO y la formacibn de ERO e incrementé la viabilidad

mitocondrial.

3. El consumo de infusiones elaboradas a partir de la corteza de B. alicastrum
podria ser una alternativa terapéutica en la prevencion y el tratamiento de algunas

enfermedades neurodegenerativas.

9. PERSPECTIVAS

1. Determinar si los compuestos antioxidantes encontrados en la corteza de B.
alicastrum [(-) epicatequina y acido galico] son capaces de atravesar la barrera

hematoencefalica.

2. Determinar el mecanismo por el que los extractos, particiones y fracciones

obtenidos a partir de la corteza de B. alicastrum proveen neuroproteccion.

3. Realizar un analisis quimico mas detallado que permita conocer la composicién
exacta de las fracciones obtenidas a partir de B. alicastrum que otorgan

neuroproteccion.
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