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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo crénico, caracterizado por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y disminucién de
la concentracion del neurotransmisor dopamina (DA) en el cuerpo estriado. La muerte de las
neuronas dopaminérgicas por apoptosis es considerada como uno de los principales mecanismos
que promueven la disminucion en la concentracion de DA y por consecuencia la aparicion de los
sintomas motores en la EP y en el modelo experimental de la EP inducido con la neurotoxina 1-
metil-1-,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). Por otra parte, el EGb 761 es una mezcla patentada de
compuestos activos, la cual es extraida y estandarizada a partir de las hojas del arbol de Ginkgo
Biloba. Se ha propuesto que el EGb 761 tiene efectos antiapoptdticos debido a que estimula la
expresion de genes antiapoptéticos como Bcl-2 y reprime la expresion de genes proapoptoéticos tal
como Bax y Caspasa 3 ademas de poseer propiedades antioxidantes y atrapador de radicales libres;
por ende tiene actividad neuroprotectora y antiapoptética. En el presente estudio se analizé el papel
antiapoptdtico del EGb 761 ente el dafio inducido por la neurotoxina MPTP, usado como modelo
experimental la EP. Los experimentos fueron realizados con ratones machos de la cepa C-57 black
(25-30 g), de 11 a 13 semanas de edad, a los cuales se administré la MPTP intraperitonealmente
(30 mg/kg) durante 5 dias. Posteriormente se les administr6 EGb 761 intraperitonealmente (40
mg/kg) a dos tiempos (7 y 18 dias). Se analizo el cambio en la tasa de expresion de mRNA de
Bax/Bcl-2 y el cambio de la expresion del mRNA de Caspasa 3 por medio de RT-PCR. Los
resultados muestran que se presentéd disminucion significativa en la tasa de expresion del mRNA de
Bax/Bcl-2 a 7 dias en el grupo MPTP-EGb 761 en relacion al grupo control (MPTP-Salina), los que
nos indica que el EGb 761 promueve la supervivencia neuronal dopaminérgica actuando como un
compuesto antiapoptético. Mientras que en la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 del grupo
MPTP-EGb 761 no se observaron diferencias significativas en el cambio de la tasa de expresion del
mRNA de Bax/Bcl-2 en relacion al grupo control (MPTP-Salina). También se observé disminucién en
los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 a 7 dias en el grupo MPTP-EGb 761 en relacién al
grupo control (MPTP-Salina). A 18 dias no se observaron diferencias en los niveles de expresion del
mRNA de caspasa 3 en el grupo MPTP-EGb 761 con respecto al grupo control (MPTP-Salina). Con
base en los resultados, en el presente estudio, se demostro que el EGb 761 es capaz de modular la
expresion de los genes relacionados con la cascada apoptotica y restablecer su expresion a los
niveles basales, lo que proporciona un efecto de neuroproteccion ante el dafio provocado por la
neurotoxina MPTP.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) afecta aproximadamente al 2 % de la poblacién de
adultos mayores de 60 afios, hombres y mujeres por igual (Mayeux y col., 1995; Tandberg y col.,
1995). En México segun cifras dadas por la Secretaria de Salud (SSA) se ha estimado una
prevalencia entre 40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes/afio, con una edad promedio inicial de
55 afios, y se ha calculado una duracion media de la enfermedad de 10 a 13 afios (Schiipbach y
col., 2007). Actualmente se desconocen las causas de la muerte neuronal que generan la EP, sin
embargo, se postula que el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial, toxinas exogenas,
acumulacion intracelular de metabolitos toxicos, infecciones virales, excitotoxicidad y deficiencias de
factores neurotréficos, pueden favorecer la aparicion de la muerte neuronal y con ello los sintomas

de la EP (Langston y col., 1987; Bronstein y col., 2010).

La EP es un padecimiento neurodegenerativo y progresivo que se caracteriza por
desordenes del movimiento con patologia y clinica bien definida (Dauer y Pzedborski, 2003),
caracterizada por la pérdida neuronal que ocasiona la disminucion en la produccion y
disponibilidad de dopamina (DA) y que se manifiesta con pérdida en el control del movimiento
(Nikolova, 2012). En estudios postmortem se ha demostrado que la via dopaminérgica es
especialmente vulnerable a los efectos que se generan con la edad (Stark y Pakkenberg, 2004). La
DA es un mensajero quimico sintetizado principalmente en la sustancia nigra pars compacta (SNpc)
que transmite las sefiales responsables del control del movimiento. La pérdida de DA provoca que
las células nerviosas del cuerpo estriado (CE) actuien sin control, dejando a los pacientes incapaces
de dirigir o controlar sus movimientos de forma normal (Orr y col., 2002). Los sintomas motores de la
EP aparecen cuando la pérdida dopaminérgica en el CE es aproximadamente del 80% y la muerte

neuronal en la SNpc es aproximadamente del 60% (Schulz y Falkenburger, 2004).



1.1.1. Sintomas
Los sintomas de la EP se pueden clasificar en sintomas motores y no motores.
1.1.1.1.  Sintomas motores

La EP se manifiesta clinicamente por sintomas motores tales como temblor, inestabilidad de
postura, lentitud al iniciar y realizar un movimiento voluntario (bradicinesia) y rigidez muscular
(Cohen, 1999).

El temblor es el sintoma caracteristico que afecta aproximadamente al 70% de los pacientes
con EP. Se presenta principalmente en las extremidades superiores en estado de reposo y éste
puede aumentar en presencia de problemas emocionales o cansancio y tiende a desaparecer
durante el suefio. En pacientes jovenes dicho temblor se manifiesta de manera asimétrica y en el
grupo de edad avanzada es invariablemente bilateral y puede afectar otras partes del cuerpo
incluyendo la cabeza o el cuello (Findley y col., 1981). El temblor en reposo es el sintoma mas

frecuente aunque no el mas incapacitante (Utter y Basso, 2008)..

La bradicinecia es la lentitud en la ejecucion del movimiento voluntario, los movimientos
espontaneos estan disminuidos o desaparecen (acinesia). La expresion facial disminuye o se pierde,
se les dificulta iniciar y detener los movimientos. La combinacién de la rigidez y la bradicinecia
afecta el habla y la escritura, lo cual reduce considerablemente el volumen de la voz y pierde su

variacion ritmica (Utter y Basso, 2008).

La rigidez muscular es el aumento del tono muscular, hipertonia 0 aumento de resistencia a
los movimientos pasivos de tipo plastico, es decir, se mantiene igual desde el principio hasta el final
de la realizacion del movimiento pasivo y en ocasiones hay un desbalance en el tono muscular
produciendo una postura flexionada anormal caracteristica de la EP (Obeso y col., 2002). En la EP
se pueden observar otros sintomas como la dificultad para realizar tareas finas como escribir y
comer. El inicio de los sintomas motores es de forma asimétrica y paulatinamente va afectando al

lado contrario de cuerpo.



11.1.2.  Sintomas no motores

Los sintomas no motores descritos en la EP incluyen afecciones neuropsiquiatricas,
desordenes del suefio, fatiga, desérdenes sensoriales, disfunciones autonémicas y desérdenes
gastrointestinales. Entre los sintomas secundarios inducidos por los medicamentos utilizados para el
tratamiento de la EP se encuentran: fluctuaciones no motoras, hipersexualidad, diarrea, paranoia,

entre otros (Bonnet, 2012).

1.1.2. Tratamiento

Las bases de los tratamientos actuales farmacoldgicos y no farmacoldgicos estan enfocadas
principalmente a obtener una mejoria sintomatica, neuroprotectora 0 ambas (Richard, 2002). No
existe ningun tratamiento preventivo definitivo, capaz de interferir con los mecanismos

fisiopatologicos progresivos que originan la enfermedad.

1.1.1.1 Tratamientos farmacolégicos

La decision de utilizar un farmaco sobre otro, asi como el momento de iniciar la terapia debe
ser individualizada. Esto tomando en cuenta la edad, el impacto de la enfermedad, los posibles
efectos adversos y los costos relacionados con la medicacion (Olanow, 2001), aun asi la Levodopa

(L-dopa) es el farmaco mas efectivo en el tratamiento de la EP.

1.1.1.11 L-dopa

La L-dopa es uno de los agentes antiparkinsonianos mas eficaces, documentado por
décadas de uso clinico, que ha sido utilizado como terapia de reemplazo de la DA. Es altamente
eficaz en mejorar los sintomas de la enfermedad y sigue siendo el farmaco estandar con el que se
comparan otras terapias (Fahn y col., 2004). La degeneracion de los ganglios basales en el cerebro
de pacientes con EP afecta principalmente a las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra que
se traduce en la deficiencia de DA. La L-dopa es el precursor enddgeno de la DA, el cual es captado
por las neuronas dopaminérgicas restantes donde se somete a descarboxilacion en la terminal
presinaptica para formar el neurotransmisor DA (Fig. 1), ya que este no puede ser suministrado
directamente debido a que no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. La DA es una
catecolamina de origen natural, estereoisdmero L, que se libera en la sinapsis neuronal y se une uno

de los 5 receptores dopaminérgicos (D1,02, D3, D4, D5) otra neurona post-sinaptica. Este proceso



permite el control y modulacion adecuados del movimiento del cuerpo. Los sintomas que tienen mas
probabilidades de beneficiarse con la L-dopa incluyen: rigidez, temblor, bradicinesia, marcha,

hipomimia, micrografia (Parkinson Study Group, 2000).
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de DA (Moussa y col., 2006)

Sin embargo, una gran mayoria de los pacientes tratados con L-dopa desarrollan efectos
adversos, a pocos afios de su uso, en forma de discinesias coreiformes y distonias, asi como
fluctuaciones motoras (Marsden y Parkes, 1977). También puede provocar sedacion, pesadillas
durante el suefio y problemas neuro-psiquiatricos como: alucinaciones, confusion, psicosis, mania e
hipersexualidad. No mejora algunos sintomas como: congelacion, inestabilidad postural, disfuncién
autondmica y demencia. No detiene la progresién de la enfermedad y algunos estudios han probado

que los metabolitos oxidativos derivados de su catabolismo podrian acelerar la EP (Mdller, 2011).



1.1.1.1.2  Agonista dopaminérgicos

Los agonistas de la DA se utilizan con frecuencia como monoterapia en las etapas iniciales
de la EP o como terapia adyuvante en etapas mas avanzadas, lo que permite a los pacientes tomar
dosis mas bajas de L-dopa, precursor de la sintesis de dopamina. Los agonistas dopaminérgicos son
farmacos que actuan directamente sobre los receptores dopaminérgicos, independientemente de la
sintesis y de la capacidad de almacenamiento presinaptico de la DA. Aunque obtienen menos
beneficio sintomatico que la L-dopa, son utiles en la prevencion y tratamiento de las fluctuaciones
motoras y las discinesias, tienen una vida media mas larga y menor incidencia de desarrollo de

fendmeno wearing-off, on-off y discinesias (Leviney col., 2003; Clarke, 2005).

Se ha demostrado que el uso, en monoterapia, de los agonistas dopaminérgicos frente a
la L- dopa reduce significativamente el riesgo de desarrollo de complicaciones motoras y discinesias
(Miyasaki, 2002; Ramaker, 2005). El fendmeno on-off es una fluctuacion de la actividad motora, y se
caracteriza por periodos en los que el paciente alterna la actividad con un estado de dificultad
motora e incluso congelacién de duracion variable. Con los agonistas dopaminérgicos se reducen
los periodos “off” (aparecen con mayor frecuencia sintomas neuropsiquiatricos como alucinaciones,
apatia, o ansiedad) en un 10-30%, aumentan los periodos “on” en un 30-60% en donde el paciente
experimenta periodos de desinhibicion, verborrea, o hiperactividad y se puede disminuir la dosis
diaria de L-dopa en un 10-30%, dando como resultado la menor aparicion de fluctuaciones y mayor
capacidad en el desarrollo de tareas habituales (Clarke, 2005); aun asi, aumentan las discinesias y
los efectos secundarios adversos a la estimulacion dopaminérgica; reacciones locales (44%),
nauseas (41%), somnolencia (33%) y mareos (19%) (Watts, 2007).

1.1.1.1.3  Anticolinérgicos

Los anticolinérgicos fueron el primer tratamiento ampliamente aceptado para el
parkinsonismo. Las plantas que contienen sustancias anticolinérgicas ya se utilizaban en la antigua
medicina india para el tratamiento de una afeccion neuroldgica, que al parecer pudo haber sido un
sindrome parkinsoniano (Manyam, 2000). En 1867, Ordenstein inform6 por primera vez su efecto
antiparkinsoniano, que Charcot habia descubierto por casualidad en la administracién de tinturas de

belladona (Atropa belladonna) para salivacién excesiva en pacientes parkinsonianos (Lang y Blair,
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1989). La Atropa Belladonna es usado como tratamiento alternativo debido a sus alcaloides de

origen natural (atropina y escopolamina) y debido a su actividad anticolinérgica (Rajput, 2013).

El mecanismo preciso de accion de los anticolinérgicos aun no es claro, aunque en general
se cree que funcionan mediante la correccion de los desequilibrios entre la DA estriatal y la actividad
de la acetilcolina. Ademéas son eficaces en el tratamiento de pacientes con sintomatologia
predominantemente tremorica, sobre la hipersialorrea y en el tratamiento de la distonia. Pueden
utilizarse en monoterapia o en conjunto con otros farmacos utilizados en la EP. Son poco eficaces
sobre otros sintomas y dificiles de suspender. Entre sus efectos adversos destacan la retencién
urinaria, vision borrosa, constipacion, taquicardia y de indole mental como: pérdida de la memoria,

confusion, delirio, ideas paranoides y alucinaciones (Jabbari y Pazdan, 2005).

1.1.1.14 Laamantadinay otros agentes anti-glutamatérgicos

El primer reporte que se tiene acerca del uso en la amantadina en el tratamiento de la EP
fue en 1969 (Schwab, 1969). Desde entonces, se han realizado varios ensayos clinicos para
determinar la eficacia de la amantadina en comparacion con anticolinérgicos y L-dopa,

administrandola sola o en combinacion con otros medicamentos administrados en la EP.

Existen diferentes vias de acciéon de la amantadina propuestas en la EP, pero el
mecanismo exacto no esta claro. La mayoria de los estudios de comportamiento y neuroquimicos
indican que la amantadina interactia con las catecolaminas, especificamente la DA. Esta fue
descrita inicialmente como antiviral y se utiliza para el tratamiento del control de la rigidez y la
bradicinesia de la EP), particularmente en etapas iniciales (Crosby y col., 2003). Ademas, en los
ultimos afios se ha demostrado que el uso de la amantadina es efectivo para el manejo de las
discinesias relacionadas al uso de L-dopa (Silva-Junior, 2005). También se ha reportado que el
tratamiento con amantadina recupera el contenido dopaminérgico en el cuerpo estriado aumentado
los niveles de dopamina y ofrece una accidn neuroprotectora ante el dafio ejercido por la neurotoxina
1-metil-1-,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en un modelo animal de la EP (Rojas y col., 1993). Su
principal limitacién consiste en que su beneficio suele ser de corta duracidn, restringido a algunos
meses. Los efectos secundarios son: sequedad en la boca, alopecia, anorexia, edemas,

nerviosismo, alucinaciones y ataques de paranoia (Lyons y Pahwa, 2005).
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1.1.1.15 Inhibidores de la Monoamino Oxidasa B

Los inhibidores de la monoamino oxidasa tipo B (IMAO-B), son medicamentos que ayudan a
prevenir la descomposicion de la DA cerebral en acido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC) y peroxido
de hidrégeno (H202); este dltimo ha sido implicado en el dafio oxidativo en las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra (Rascol, 2003). Los efectos secundarios son poco frecuentes,
pero pueden incluir nduseas o dolores de cabeza. Cuando se afiade a carbidopa-L-dopa puede
aumentar el riesgo de alucinaciones. No se pueden utilizar en combinacién con la mayoria de los
antidepresivos o determinados narcoticos debido a su caracteristica de potenciador quimico. Se
recomienda su utilizacion en pacientes mayores de 70 afios con trastornos del animo o cognitivos
(Schapira, 2005).

1.1.1.1.6 Inhibidores de la catecol-o-metiltransferasa

En el organismo, ya sea en el sistema nervioso central o periférico, la L-dopa se convierte
en DA por la accidén de la enzima dopa-descarboxilasa que es catabolizada por la monoamino
oxidasa tipo B (MAO-B) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) los cuales originan los metabolitos
DOPAC y 3—-metoxitiramina respectivamente. Sin embargo, en ausencia de un inhibidor periférico de
la dopa-descarboxilasa, la L-dopa se transforma en el sistema periférico casi totalmente en DA y
solo una cantidad limitada (1-3%) del farmaco puede alcanzar el cerebro (Zappia, 2009). En la
década de los setentas al suministrar L-dopa con un inhibidor de la dopa-descarboxilasa periférica,
carbidopa y la benserazida, redujo de modo significativo los efectos colaterales periféricos en los
pacientes tratados y permiti6 mayor biodisponibilidad cerebral de la L-dopa; cerca del 10% del
farmaco suministrado por via oral (Pletscher y Bartholini, 1971). Posteriormente, en la década de los
noventas se comercializaron farmacos inhibidores de la COMT, como entacapona y la tolcapona,
que aumentan la vida media plasmatica del farmaco y la biodisponibilidad cerebral (Baas y col.,
1997). Se han reportado efectos adversos tales como: trastornos hepaticos, diarrea y color amarillo

brillante en la orina (Wahba y col., 2005).

1.1.1.2 Tratamientos no farmacoldgicos

Los tratamientos no farmacolégicos de la EP (terapia fisica o cirugia) suelen estar orientados como
apoyo o alternativa al tratamiento farmacolégico y en el caso de la cirugia esta opcion surge ante la
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escasa o nula respuesta ante la administracion de medicamentos contra dicha enfermedad, tomando

en cuenta el costo-beneficio que el paciente obtendra de la intervencidn quirlrgica.

1.1.1.2.1 Tratamientos quirargicos

El uso de la cirugia en la enfermedad se remonta a mas de 60 afios. A principios de 1950,
los aspectos que se toman en cuenta para realizar la intervencion quirurgica en los pacientes con
EP eran: buena respuesta inicial a la L-dopa, pacientes con EP idiopatica menores de 50 afios, sin
deterioro cognitivo ni otros problemas comdérbidos asociados, con periodo de evolucion corto de la
enfermedad y pacientes con sindrome “on-off’ muy severo y que no responden a los ajustes

farmacoldgicos orales (Suchowersky y col., 2006).
Los tratamientos quirdrgicos:

Cirugia ablativa: se realiza una lesién quirirgica permanente e irreversible en donde se lesiona
principalmente los ganglios basales, el globo pélido, tdlamo y &rea subtalamica. Se realiza por medio
de estimulacion eléctrica, lesiones térmicas por medio de calor o frio y administracidn de sustancias
quimicas como el alcohol, aunque recientemente se han usado otros acidos débiles como el acido 2-

hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico. Esta cirugia tiene efecto inmediato entre los que se encuentran:

Palidotomia: mejora los trastornos motores y las escalas de valoracion de las
actividades de la vida diaria. Las alteraciones de la marcha, equilibrio e hipotonias
empeoran mas que otros sintomas. Puede realizarse de forma unilateral o bilateral, en
cuyo caso ha de evaluarse la estimulacion cerebral profunda. El riesgo de efectos

generales adversos es del 14% (Levine, 2003; Clarke, 2005).

Talamotomia: la intervencién unilateral del talamo en donde se encuentra el
prosencéfalo y tiene como fin controlar el temblor contralateral, la rigidez y las
discinesias. Sin embargo, puede no ser efectivo para el tratamiento de la bradicinesia,
trastornos de la postura, de la marcha y del habla. Tiene un 14-23% de
complicaciones, cuyo porcentaje aumenta en las intervenciones bilaterales (Levine,
2003; Clarke, 2005).
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Estimulacion cerebral profunda (ECP): Esta intervencion se realiza por medio del implante de
electrodos, los cuales tiene la funcion de neuroestimular las areas del cerebro causantes de los
sintomas dominantes de la EP por medio de pequefios impulsos eléctricos. Esta estimulacion puede

realizarse a nivel de:

Talamo: util en el control del temblor al igual que la talamotomia, pero con menos

efectos secundarios (Levine, 2003; Clarke, 2005).

Globuspalidus: util en el control de las discinesias y las fluctuaciones motoras. Sus
efectos secundarios son menores que con la palidotomia (Levine, 2003; Clarke,
2005).

Ndcleos subtalamicos: util en el control del temblor, acinesia, inestabilidad postural y
trastornos de la marcha (Levine, 2003; Anderson, 2005; Capecci, 2005; Pagni,
2005).
Trasplantes
De células adrenales autologas de la médula: los estudios han demostrado baja eficacia y
elevada morbilidad (Levine, 2003; Clarke, 2005).

De células fetales de tejido mesencefalico: su objetivo es implantar células productoras de
DA en las proximidades de las zonas dafiadas en la EP. Los trabajos mas recientes ponen
de manifiesto su baja eficacia y seguridad (Levine, 2003; Clarke, 2005).

1.1.2 Mecanismos propuestos de dafo celular en la EP

Actualmente se desconocen las causas de la muerte neuronal que generan la EP. Sin
embargo, se postula que el estrés oxidativo (Rojas, 2004), la disfuncién mitocondrial, toxinas
exogenas, acumulacion intracelular de metabolitos toxicos, infecciones virales, excitotoxicidad y
deficiencias de factores neurotréficos, pueden favorecer la aparicion de la muerte neuronal y con ello

los sintomas de la enfermedad (Langston y col., 1987; Martinez-Lazcano, 2010).
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1.1.2.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un proceso bioldégico que se presenta cuando se incrementa
excesivamente la produccion de radicales libres (RL), las especies reactivas del oxigeno (EROs), o
ambas, y hay disminucién de los sistemas antioxidantes enddgenos (Loépez y Rivas, 2008). El
desbalance dxido-reduccion en el organismo produce dafio celular severo que puede llevar a la
muerte celular. Este desempefia un rol trascendental en muchos padecimientos y enfermedades

neurodegenerativos, incluyendo la EP (Halliwell, 2006).

La DA en la EP se comporta como un compuesto productor de radicales libres; puede
auto-oxidarse a pH fisiologico, formando especies dopamina-quinonas tdxicas, especies reactivas de
oxigeno como el superdxido y perdxido de hidrogeno (H20z). (Graham, 1978). También puede ser
desaminada enziméaticamente por la monoamino oxidasa (MAO) en el metabolito no tdxico acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) y H202, y por otros procesos oxidativos. Asi, el metabolismo de la DA
genera grandes concentraciones de especies reactivas de oxigeno (EROs), los que pueden activar
las cascadas apoptéticas e inducir muerte neuronal (Mouradian, 2002). Las EROs en si mismas son
sumamente toxicas ya que ademas de generar estrés oxidativo como consecuencia de la
disminucién de los agentes antioxidantes, causan aumento de la peroxidacion lipidica de la
membrana celular, dafio del ADN y oxidacion con alteracién del plegamiento proteico (Rojas y col.,
2004).

Ademas de los mecanismos toxicoldgicos y genéticos involucrados en la EP, los
compuestos quimicos liberados por neuronas dafiadas pueden inducir la liberacion de factores
neurotéxicos como la neuromelanina, que es un fuerte quelante de hierro que a su vez forma un
complejo y estimula la microglia, produciendo la liberacion de compuestos neurotdxicos como
interleucina-6 (IL-6), oxido nitrico (NO) y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a ), propiciando el

inicio de la cascada apoptética y como consecuencia la muerte celular (Venderova y col., 2012).
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1.1.2.2 Disfunciéon mitocondrial

La mitocondria es el organelo celular que se encarga de metabolizar la glucosa para
producir energia en forma de adenosin trifosfato (ATP). Para ello, utiliza al oxigeno que respiramos
y produce H20.. No obstante, se sabe que del 0.1 al 0.5 del oxigeno consumido no genera agua,
sino que se fuga en forma de radicales libres (Alarcon y col., 2010). La membrana mitocondrial
contiene gran cantidad de enzimas encargadas de catalizar reacciones quimicas propias del
metabolismo mitocondrial. En este organelo se producen especies reactivas tales como el radical
superdxido (O27), el H202 y el perdxido de nitrito (ONOO-). Las EROs, especies reactivas de
nitrogeno (ERNs) y RL, per se son compuestos citotoxicos y esta citotoxicidad se hace mas evidente
en presencia de un desbalance detoxificante celular, lo que propicia dafio y/o muerte celular (Perier,
2005).

Las EROs son moléculas capaces de provocar dafios importantes en drganos y tejidos. Para
combatirlas, el organismo presenta medios de defensa entre los que se encuentra el sistema de
glutatién perdxidasa/glutation reductasa. La glutation reductasa es una enzima que cataliza la
reduccion del glutation oxidado a glutation reducido, que es utilizado por la glutation perdxidasa para
la reduccion del perdxido y de lipoperoxidos, que son EROs (Perry y col., 1982). Pero si este sistema
de glutation peréxidasa/glutation reductasa no funciona bien, el H2O2 puede transformarse en el
radical OH- lo que desencadena la peroxidacion lipidica de la membrana y por ende la muerte de las
neuronas dopaminérgicas en el caso de la EP. Se ha reportado que en cerebros de pacientes con
grado avanzado de la EP la enzima se encuentra disminuida; este déficit es especifico de la SNc y
no se encuentra en otras regiones cerebrales ni en otras enfermedades neurodegenerativas que

afectan a los ganglios basales (Fitzmaurerice, 2003).

También se ha demostrado que la inhibicidn del complejo | mitocondrial puede ser la causa
central de la EP esporadica, lo cual contribuye a la muerte de la neuronas dopaminérgicas. Dicha
anormalidad esta presente particularmente en la SNpc lo que provoca disminucion de la actividad de
la cadena respiratoria (Schapira y col., 1989). Muchas rutas conocidas de dafio o0 muerte neuronal se
encuentran involucradas con el complejo | mitocondrial en donde se ven involucradas: especies
reactivas de oxigeno, excitotoxicidad, dafio por inflamacién, necrosis y apoptosis dependiente e

independiente de caspasas (Arai y col., 2006).
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1.1.2.3 Apoptosis

En la EP se ha propuesto que los mecanismos patogénicos involucran estrés oxidativo,
excitotoxicidad, inflamacién, disfuncién mitocondrial y proteodlisis alterada. Estos procesos forman
una cascada compleja de eventos interrelacionados que dan lugar a la muerte neuronal por
apoptosis; es el término mas usado actualmente como referente de muerte celular programada
(Kerr, 1972).

Regularmente consta de una serie de pasos ordenados de la siguiente manera: activacion
de los receptores de apoptosis, cambio en el potencial de la membrana mitocondrial, translocacion y
liberacion del citocromo C, activacion de las caspasas, condensacion nuclear y citoplasmatica,
fragmentacion celular, formacion de cuerpos apoptoticos y fagocitosis sin inflamacion. La
mitocondria es la estructura de la neurona que tiene un papel central en la apoptosis, cuando hay
acumulacion de radicales libres se ha mostrado que en la mitocondria se dan cambios en su
estructura y funcién (Desagher y Martinou, 2000). La disminucién en el potencial de membrana de la
mitocondria es la clave para iniciar el proceso de apoptosis en la via intrinseca, generando ésta la
activacién de Bax, lo que provoca la liberacién del “citocromo C” mitocondrial (proteina localizada en
el complejo IV de la cadena respiratoria dentro de la mitocondria), hacia el citosol y éste activa otros

factores que participan en la apoptosis tales como las caspasas (Nicholls y Budd, 2000).

En la EP se ha observado que la proteina Bax y las caspasas ejecutoras comola 3y 7 se
encuentran activadas (Hartmann y col., 2000; Reed, 2000; Tatton, 2000). El factor de necrosis
tumoral (TNF) es un receptor localizado en la membrana celular, activa la via extrinseca de la
apoptosis por medio de la caspasa 8, que se encuentra activada en la EP (Hartmann y col., 2001), y
ésta a su vez activa la caspasa 3. Tanto en muestras postmortem de tejido cerebral de pacientes
con la EP, como en el modelo animal administrado con la MPTP se observa alto nimero de cuerpos
apoptoticos con la técnica de TUNEL (Mochizuki y col., 1996; Tatton y Kish, 1997; Spooren y col.,
1998). En 1996 se encontrd que en ratones a los que se les administré MPTP habia disminucién de
los niveles de la proteina Bax (Hassouna y col., 1996). En otros estudios, se ha reportado
disminucidn de las proteinas que participan en el proceso de apoptosis después de la administracion
con MPTP/MPP* (1-metil-4-fenilpiridinio) (Eberhardt y Schulz, 2003).Todas estas evidencias apoyan
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la hipotesis de que la apoptosis tiene una gran participacion en la muerte de las neuronas

dopaminérgicas en la EP.

1.1.2.3.1 Vias apoptéticas

Multiples eventos celulares, estimulos externos o0 ambos, pueden desencadenar el programa
de apoptosis. Hay dos vias principales de apoptosis y una compartida: la via intrinseca y la via
extrinseca y la via comun. Aunque cada via emplea un conjunto diferente de caspasas iniciadoras,

ambas vias tienen las mismas caspasas ejecutoras.

En el caso de la via extrinseca, la apoptosis es desencadenada por la activacién de
receptores trimétricos especializados de la superficie celular denominados "receptores de muerte".
Estos receptores son miembros de la familia de los receptores de muerte para el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-R)y se compone de un TNF, un receptor 1 (TNF-R1), Fas (también llamados CD95
0 APO-1), DR3, DR, y receptores tipo TRAIL. Sus ligandos son miembros de la superfamilia de
TNF y se conocen como "ligandos de muerte (Figura 1) (Zamora y col, 2005; Venderova y col.,
2012).

La via intrinseca o mitocondrial se activa por factores estresantes como EROs o la pérdida
de soporte trofico. El evento central en esta via es la liberacion de citocromo C junto con otras
moléculas solubles desde el espacio intermembranal mitocondrial hacia el citosol. Este es el
resultado de un proceso rapido, irreversible y progresivo llamado permeabilizacién mitocondrial de
la membrana externa (PMME). La PMME puede desencadenar la formacion de un poro en la
membrana externa mitocondrial gracias a la participacién de la familia proapoptética Bcl-2
(especialmente BAX y BAK) debido a la apertura de un canal multiproteico especifico del poro de
transicion de permeabilidad (PTP) que cruza a través de la membrana mitocondrial interna y
externa. Esto conduce a la transicion de la permeabilidad mitocondrial, también conocida como la
despolarizacion mitocondrial, caracterizado por la disipacién del potencial de membrana mitocondrial
interna, la disminucién de la sintesis de ATP, la produccion de EROs, hinchamiento mitocondrial y su
ruptura (Figura 1) (Edinger y Thompson 2004; Zamora y col., 2005; Venderova y col., 2012).

En la via comun o fase ejecutora, involucra la activacién de una serie de caspasas. Las

caspasas de la via intrinseca es la caspasa 9, en tanto la de la via intrinseca es la caspasa 8 como
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su nombre lo indica, confluye en un punto la via intrinseca y la via extrinseca promoviendo asi la
muerte por apoptosis. Las vias intrinseca y extrinseca convergen en la caspasa 3. La caspasa 3, asi,
cliva al inhibidor de la desoxiribonucleasa activada por caspasa, que es responsable de la apoptosis
nuclear (Figura 1) (De Sande, 2012).

Via extrinsaca Via infrinseca
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Figura 2. Esquema general de la via extrinseca e intrinseca de la apoptosis y la via comun o compartida (De
Sande, 2012).

1.1.2.3.2 Familia Bcl-2

Existen dos grupos principales de proteinas Bcl-2, las proteinas pro-apoptéticas (Bax, Bak,
Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bimy Hrk) y las anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1). En tanto
las proteinas anti-apoptdticas frenan la apoptosis al bloquear la liberacién mitocondrial de citocromo
C, las proteinas pro-apoptoticas promueven la liberacion de citocromo C desde la mitocondria hacia
el citoplasma. La integridad de la membrana mitocondrial es estrictamente regulada. Esta funcién la

lleva a cabo la familia de proteinas Bcl-2 (Yang y col., 1997a).

Con base en su papel en la regulacion de la apoptosis, los miembros de la familia Bcl-2

pueden dividirse en tres subfamilias:
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Primera subfamilia: comprende las proteinas proapoptoticas de la familia Bcl-2 (Bax, Bak y
Bok) causantes de la permeabilizacion mitocondrial de la membrana externa. Una vez
insertada en la membrana mitocondrial, Bax se oligomeriza y forma poros en colaboracidn con
el BID y Bak mitocondrial (Dewson y col., 2009). La activacion de Bax ha sido reportada
repetidas veces en ratones tratados con MPTP y en tejido de pacientes con la EP (Hassouna
y col., 1996; Vila y col., 2001; Perir y col., 2005).

Segunda subfamilia: comprende las proteinas antiapoptética por ejemplo, Bcl-2, Bel-xL, Bel-W,
Mcl-1, que impiden la permeabilizacion mitocondrial  de la membrana externa;
especificamente, Bcl-2 que previene la oligomerizacion de Bax (Dlugosz y col., 2006). Por lo
tanto, la sobre-expresion de Bcl-2 protege a varios tipos de neuronas de la apoptosis,
mientras que la regulacion a la baja las hace mas susceptible de entrar en algun proceso
apoptotico. Se ha reportado que el tratamiento con MPTP disminuye la expresién de Bcl-2 en
la sustancia nigra de ratones (Vila y col., 2001) y la sobre expresion de Bcl-2 protege frente
agentes citotoxicos como MPTP/MPP+ (Offen y col., 1998; Yang y col., 1998; Vila y col.,
2001).

Tercera subfamilia; denominada BH3-only, promotora indirecta de la apoptosis por el
secuestro de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2. Los elementos de BH3- incluyen Bid, Bad,
Bim, Blk, Puma, Noxa, y Bnip3L. Bad puede heterodimerizarse con Bcl-xL o de Bcl-2, que
neutraliza su efecto protector y promueve la muerte celular (Yang y col., 1995). Bid, Bim, y
Puma pueden desencadenar la oligomerizacion de Bak o Bax y participar en PMME. Se ha
reportado que la expresion de Bim se incrementa notablemente en respuesta al tratamiento
con MPP+ (Liou y col., 2005).

Modelos neurotoxicos de la EP

121 MPTP

La neurotoxina MPTP es considerada como el mejor modelo experimental disponible de las

secuelas neuroquimicas y motoras implicadas en la EP (Gerlach y col., 1991). Es una neurotoxina

dopaminérgica que cuando se administra en primates no humanos y ratones provoca la pérdida

celular en la SNpc y sintomas similares a los de la EP (Gerlach y col., 1991). Las altas
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concentraciones de su metabolito activo (el ion MPP*), afectan la actividad del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial. La oxidacion MPTP a MPP+ por la MAO-B en el cerebro genera la
produccion de RL (Zang y Misra, 1993).

La incubacion de MPP* con enzimas mitocondriales, induce la produccion de enzimas
mitocondriales (Adams y Klaidman 1993) y el aumento puede inhibir la funcién del complejo |
mitocondrial. La toxicidad del MPTP y el MPP* esta relacionada a la produccidn de estrés oxidativo y
la generacién de EROs. Ademas se ha observado que el pretratamiento de ratones con un inhibidor

de la superoxido dismutasa (SOD) aumenta la toxicidad inducida por el MPTP (Wong y col., 1999).

Con respecto a la hipétesis del estrés oxidativo, se ha reportado aumento de la peroxidacién
lipidica, un proceso dependiente de la sobreproduccion de radicales libres y una consecuencia de la
administracion de MPP+* en ratones (Yurek y col., 1989). Se ha reportado que varios antioxidantes
poseen la capacidad de proteger contra la neurotoxicidad inducida por el MPP+y el MPTP (Park y
col., 2004). Por lo tanto, es razonable proponer el uso de antioxidantes exégenos tales como el EGb
761.

1.2.2 Paraquat (PQ)

El paraquat (1,1-dimetil-4,4-dipiridinio) es un compuesto utilizado ampliamente como
herbicida cuaternario de amonio el cual es sumamente toxico para los seres humanos ya que genera
cuadros clinicos parecidos a la EP. Su administracion, mediante inyecciones directas en el cerebro,
dafia principalmente DA en la SNpc. Se caracteriza porque induce la sobreproduccion de EROs y RL

que aumenta la generacion de estrés oxidativo (Hattori y col., 2009).
1.2.3 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

La 6-OHDA fue la primer neurotoxina dopaminérgica descubierta, y sigue siendo utilizada
para obtener modelos animales de la EP (Ungerstedt, 1968). Es un analogo hidroxilado de la DA que
no es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica, por lo que debe ser administrado
intracerebralmente para poder alcanzar las células dopaminérgicas de la SNpc. Cuando es
administrada por via sistémica destruye las neuronas adrenérgicas de los ganglios simpaticos, pero
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carece de accion toxica. A nivel del sistema nervioso central es captado de forma especifica por
parte de células catecolaminérgicas a través de los transportadores de DA y noradrenalina,
usandose desipramina para bloquear este ultimo y provocar la muerte selectiva de las neuronas
dopaminérgicas. El mecanismo de accion de esta neurotoxina ha sido vinculado principalmente al
estrés oxidativo a través de acumulacion de EROS y RL como el radical hidroxilo o algunas quinonas
que se producen durante la metabolizaciéon de esta toxina, lo que conduce a la alteracion del

complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial (Przedborski y Ischiropoulos, 2005).

1.24 Rotenona

La rotenona es un isoflavonoide de origen vegetal que facilmente se descompone con la luz
solar. Debido a su extrema capacidad lipofilica, atraviesa facilmente las membranas bioldgicas y no
depende de transportadores de membrana (Betarbet y col., 2000). Es un compuesto conocido
como inhibidor de la NADH deshidrogenasa, o complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial,
dafia selectivamente a las neuronas dopaminérgicas de animales de laboratorio y en cultivos
celulares de experimentacion, que se atribuye al estrés oxidativo resultante de la generacion de RL
como el superdxido, con la consecuente inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria

mitocondrial (Dukes y col., 2005).

1.3 Extracto de Ginkgo Biloba (EGb 761).

Los diversos farmacos utilizados hasta la fecha para combatir la EP y sus sintomas han
demostrados poca eficacia y/o efectos colaterales severos en la salud del paciente, desde esta
perspectiva y en busca de una alternativa segura y viable, se propone al EGb 761 como una
alternativa para el tratamiento de la EP, ya que ha demostrado tener importantes propiedades para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Alzhéimer, demencia, asi como en la
disminucién del envejecimiento celular. Entre sus propiedades mas notables se encuentran;
regulador apoptético, reduce el estrés oxidativo, captador de radicales libres, reducen el dafio celular
mediante la reduccién de las concentraciones de Ca2+ intracelular, disminuye la produccion de

EROs, por lo cual se considera que es potencial agente terapéutico para el tratamiento de la EP.

El arbol de Ginkgo biloba es una de las especies de arbol méas antiguas que se ha descrito

como un fosil viviente y sus efectos benéficos se conocen hace aproximadamente 5000 afios en la
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medicina China. EI EGb 761 es un extracto estandarizado del arbol de Ginkgo biloba para asegurar
la consistencia de su composicion, confiabilidad, seguridad y eficacia. Fue desarrollado hace mas de

20 afos y ha ganado gran popularidad en los paises europeos y en USA (DeFeudis, 1998).

1.3.1  Composicion del EGb 761

El extracto EGb 761 es una mezcla definida de los compuestos activos extraidos de las
hojas de Ginkgo biloba conforme a un procedimiento estandarizado (Drieu, 1986). Contiene dos

grupos principales de compuestos activos: flavonoides (~24%) y terpenoides (~6%) (Drieu, 1986).

La fraccién flavonoide estd compuesta principalmente de tres flavonoles: quercetina,
kaempferol e isoramnetina, que estan unidos a un azucar. Estos flavonoles presentan propiedades
antioxidantes, atrapador de RL e inhibidor enzimatico, ademas tienen quelantes de cationes,
antialérgicos, antiinflamatorios, y efectos antiproliferativos, antivirales y anticancerigenas (DeFeudis,
1998).

La fraccion de terpenoide (~6%), se compone de ginkgolidos (~3.1%) y bilobélidos
(~2.9%), que se encuentran exclusivamente en el arbol de Ginkgo biloba. Los ginkgdlidos son
diterpenos son responsables del sabor amargo de EGb 761. Cinco ginkgdlidos se han identificado
como constituyentes de EGb 761 (ginkgdlidos A, B, C, J, y M) (DeFeudis, 1998). Otros componentes
del EGb 761 son acidos organicos (~5-10%), que incluyen 3-metoxi-4-hidroxibenzoico (acido
vinilico), &cido 4-hidroxibenzoico (&cido p-hidroxibenzoico), acido 3,4-dihidroxibenzoico (&cido
protocatéquico), acido acético, acido shikimico, acido 6-hidroxikinurenico, acido quinurénico, y acido
ascorbico. Estas sustancias le dan caracter acido al extracto, lo que aumenta la solubilidad en agua
de la fraccién flavonoides y sus componentes terpénicos; esto facilita su biodisponibilidad y
absorcion (DeFeudis, 1998). EGb 761 también contiene proantocianidinas (> 0,5%)(DeFeudis,
1998).

1.3.2 Farmacocinética del EGb 761

Las propiedades farmacocinéticas de EGb 761 son dificiles de especificar debido a la
complejidad del extracto. En estudios con voluntarios sanos se ha demostrado que los flavonoides
son absorbidos en el intestino delgado (Kleijnen y Knipschild, 1992). El pico de concentraciones en
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plasma es de 2 a 3 horas con una eliminacion media de 2 a 4 horas. La eliminacion completa se
produce 24 horas después de la ingestion del extracto (DeFeudis, 1998). Con respecto a la fraccion
de terpenoide, se ha informado que la biodisponibilidad de ginkgdlidos A y B es practicamente
completa, independientemente de la dosis, mientras que la del ginkgdlido C es muy baja (DeFeudis,
1998). Los ginkgdlidos A y B alcanzan concentraciones plasmaticas maximas 1.4 a 2 horas después
de la administracion y tienen una vida media de 3.9 y 7 horas, respectivamente. La biodisponibilidad
de los bilobalidos es del 72%, con una vida media de 3.2 horas después de la administracién oral.

Los ginkgolidos A y B se eliminan con la orina (DeFeudis, 1998).

1.3.3 Toxicologia EGb 761 y efectos adversos

El extracto EGb 761 es perfectamente tolerado por el organismo y a dosis
farmacolégicamente activa no influye en la hemostasia (Bilia, 2002). Se ha demostrado que es un
extracto seguro y los efectos adversos; como nduseas, vomitos, dolores de cabeza y mareos, son
poco frecuentes, leves, transitorios y reversibles (Diamond y col., 2000; Bilia, 2002). No se han

reportado efectos cancerigenos, teratogénicos o embriotdxicos.

1.3.4 Dosis del EGb 761

Los experimentos farmacoldgicos han concluido que la dosis de 50 a 100 mg/kg por dia de
EGb 761 es generalmente activa (aunque 10 mg/kg ha ejercido efectos beneficiosos en algunos
modelos) (Rojas y col., 2001, 2008). En los seres humanos, la dosis diaria mas comun es de 120 mg
(EGb 761 40 mg tres veces al dia) 0 240 mg.
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1.3.5 Mecanismos de proteccion del EGb 761

Dentro de los diferentes mecanismos de proteccion celular que ejerce el EGb 761 se
encuentran su efecto antioxidante, captacion de radicales libres, regulacién del estrés oxidativo,

efecto antiinflamatorio y antiapoptotico, entre otros (Rojas y col., 2012).

1.3.6 Efecto antioxidante del EGb 761

El extracto EGb 761 posee propiedades antioxidantes importantes (Marcocci y col., 1994).
Ademas tiene la capacidad de secuestrar EROs, tales como el radical hidroxilo (OH-), peroxilo, el
radical oxoferril, el anién superdxido (O27) y el 6xido nitrico, in vitro ( Marcocci y col., 1994; Maitra y
col., 1995). La accion antioxidante del EGb 761 se debe principalmente a la fraccién flavonoide que
secuestra los aniones O+, OH- y radicales peroxilo (Gardes-Albert y col., 1992; Marcocci y col.,
1994). Los flavonoides también previenen la peroxidacion lipidica en la membrana celular, debido a
su capacidad de interactuar y penetrar en las bicapas lipidicas (Saija y col., 1995, Rojas y col.,
2001). La fraccion terpenoide tiene efectos antioxidantes en modelo de neurodegeneracion en rata
(Shi'y col., 2009b). También los terpenos pueden potenciar la accion antioxidante de los flavonoides
del EGb 761 (Rojas y col., 2012).

El extracto EGb 761 también puede ejercer acciones antioxidantes indirectamente; por
ejemplo, reduce la generacion de H20; en el cerebro y el higado (Sastre y col., 1998), aumenta la
superoxido dismutasa (SOD) y la actividad de la catalasa en el hipocampo, cuerpo estriado y la
sustancia nigra (Bridi y col., 2001). EGb 761 también disminuye la actividad de la monoamino
oxidasa B relacionada con la edad, que es otra fuente de EROs (Pardon y col., 2000) y se ha
sugerido que EGb 761 protege la cadena respiratoria mitocondrial contra la produccién de radicales
libres (Eckert y col., 2003).

La accion antioxidante del EGb 761 hace que sea un excelente candidato como un
farmaco anti-envejecimiento, incluyendo la EP. También puede modular la respuesta a una amplia
variedad de estimulos extracelulares a través de la inhibicion de los factores de transcripcion
activados por el estrés oxidativo. También se ha reportado que en un esquema pretratamiento
realizado con MPP+ intracerebroventricularmente se encontré aumento significativo en los niveles

de DA e inhibicion de la peroxidacion de lipidos (Rojas, 2001), y regulacién de la actividad de

25



enzimas MAO y tirosina hidroxilasa (Rojas, 2004). Las vias de transduccion de sefiales relacionadas
con la apoptosis son de particular importancia para la supervivencia celular, por lo tanto, las
acciones antioxidantes de EGb 761 puede contribuir a la prevencion de la muerte celular, en

particular la apoptosis (Ni y col., 1996).
1.3.7 Efecto antiapoptético del EGb 761

Las propiedades anti-apoptéticas de EGb 761 son multifuncionales y pueden actuar
sinérgicamente en mdltiples vias de sefializacidn intracelulares implicadas en la apoptosis. Como
posibles mecanismos subyacentes a su accion antiapoptética, el EGb 761 puede mantener la
integridad de la membrana mitocondrial que impide la liberacién de citocromo-c (Liu y col., 2008;
Nevado y col., 2010), bloqueando de esta manera la formacion del apoptosoma y la cascada de
caspasas (Lu y col., 2006; Nevado y col., 2010). EI EGb 761 también aumenta la transcripcion de la
subfamilia antiapoptética Bcl-2, e inhibe el factor proapoptotico Bax (Lu y col., 2006; Li y col., 2011),
atenua la transcripcién de caspasa 7'y 8 (Yeh y col., 2009; Nevado y col., 2010), e inactiva a c-Jun
N-terminal quinasa (Shi y col., 2009b). EI EGb 761 ademas inhibe la escisién de la proteasa efectora
caspasa 3, bloqueando asi la ejecucion de la apoptosis y previniendo la fragmentacién del ADN
nuclear, el sello distintivo molecular en la apoptosis (Liu y col., 2008; Shi y col., 2009b; Lim y col.,
2011). Los efectos antiapoptoticos del EGb 761 se han observado en modelos animales de la EP: 6-
OHDA (Wang y col., 2011), paraquat (Kangy col., 2007) y MPTP (Yang y col., 2001; Rojas y col.,
2012a).

1.3.8 Efectos adversos del EGb 761

Con base en los datos clinicos obtenidos del EGb 761 se ha concluido que es un fitofarmaco
seguro. En el 98% de los estudios clinicos de tolerancia son muy bueno y los efectos adversos muy
leves, temporales y reversibles. En ensayos clinicos no se tiene registro de algun efecto nocivo serio
atribuible al tratamiento con EGb 761. Ademas se ha reportado con poca frecuencia el desarrollo de
reacciones alérgicas cutaneas, trastornos gastrointestinales suaves y dolor de cabeza derivados del
tratamiento con EGb 761 (Kleijneand y Knipschild, 1992; Bilia, 2002). Tampoco se ha observado
que el EGb 761 sea mutagénico, carcinogénico, teratogénico o embriotdxico (Rojas y col., 2012).
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1.4 Tratamiento con EGb 761 en el modelo animal de la EP inducido con MPTP

En el laboratorio en donde se realiz6 esta tesis, se ha reportado el efecto de recuperacién
neuronal inducida por el EGb 761 administrado posteriormente a la ultima administracién de MPTP,
cuando los mecanismos neurodegenerativos estan activados. Estos datos demostraron que EGb
761 puede proporcionar una proteccién eficaz contra el dafio a las neuronas dopaminérgicas del

mesenceéfalo, que surge de los efectos neurotoxicos del MPTP in vivo (Rojas y col., 2012b)

Se ha sugerido que el EGb 761 puede actuar como atrapador de RL producidos por
neurotoxicidad de MPTP (Rojas y col., 2008). También incrementa la actividad de la Manganeso
superoxido dismutasa (Mn-SOD) en respuesta a la neurotoxicidad por el MPTP y en disminucion en
el grupo tratado con MPTP + EGb 761. Por lo tanto, se propuso que la neuroproteccion del EGb 761
contra la neurotoxicidad de la MPTP se debe principalmente a la captacién los RL Oz~ y la
disminucion en la actividad de la Mn-SOD. Esto sugiere que EGb 761 inhibe la produccion de 02,-
producida por la neurotoxicidad del MPTP (Rojas y col., 2008). Estos resultados son acordes con
otros resultados que muestran que el EGb 761 regula otras enzimas antioxidantes como la glutation
peroxidasa y glutatién reductasa (Rimbach y col., 2001; Sasaki 2001). Se ha reportado que otros
extractos de Ginkgo biloba restauran la actividad de las enzimas dependientes de glutation, catalasa
y SOD en el estriado, después de la administracién de 6-OHDA (Ahmad y col., 2005). EGb 761
puede poseer propiedades neurotréficas y/o neuritogénicas que mejoran la recuperacién funcional

después de una lesion neuronal (Rojas y col., 2012).

Los déficits locomotores producidos por la neurotoxicidad de la MPTP mejoraron después
de las exposicion al EGb 761, probablemente debido a la proteccidn parcial de los niveles de DA del

cuerpo estriado (Rojas y col., 2008).

El EGb 761 no solo proporciona mejora funcional en la capacidad locomotora sino que
también se ha demostrado que invierte el proceso de degeneracion de neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales producida por la neurotoxicidad de la MPTP. Esto es apoyado por el mayor nimero
de neuronas Yy fibras estriadas positivas a tirosina hidroxilasa encontradas en las SNpc (Rojas y col.,
2008). Esta recuperacién puede deberse a que el EGb 761 activa la transcripcion de genes que
codifican péptidos importantes en la funcidn y el crecimiento celular (Gohil y Packer, 2002), lo cual

puede contribuir a la restauracion o regeneracion de las neuronas dafiadas después de la
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neurotoxicidad ejercida por la MPTP. También se ha reportado que el EGb 761 disminuye la
neurodegeneracion asociada con el envejecimiento (DeFeudis y Drieu, 2000), lo que también podria

ocurrir en la neurotoxicidad inducida por el MPTP/MPP*.

En resumen, y de acuerdo con los estudios realizados con el fitofarmaco EGb 761, se puede
decir que posee propiedades neuroprotectoras y neuroregenerativas, gracias a su capacidad de
atrapador de radicales libres, que originan el estrés oxidativo tanto en pacientes con la EP y en

modelos animales administrados con MPTP/MPP+.

2 JUSTIFICACION

El EGb 761 es uno de los fitofarmacos mas utilizado en Europa para el tratamiento de
enfermedades vasculares, neurodegenerativas, demencia y desérdenes del equilibro, entre otras.
También se ha reportado que tiene propiedades antiapoptéticas, regulando la expresidn de la familia
Bcl-2 y evitando la activacion de las Caspasas. Estas cualidades son proporcionadas por los
componentes del extracto: flavonoides, terpenoides y ginkgolidos. Ademas posee propiedades
antioxidantes y de atrapador de radicales libres, lo que provee mecanismos de proteccion a la
membrana mitocondrial y evita la activacion de la cascada apoptética que culmina con la muerte
celular. Otra gran ventaja del EGb 761 ante otros farmacos, es que carece de efectos adversos
severos. Por tales motivos, el extracto de Ginkgo biloba puede ejercer efectos antiapoptoticos en el
modelo experimental de la EP inducido con la MPTP, en la que la muerte neuronal por apoptosis es
la causa principal de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, y ofrece una nueva alternativa

terapéutica para los pacientes con EP.

3 HIPOTESIS

Si el EGb 761 posee propiedades antiapoptoéticas entonces sera capaz de restablecer los
niveles de la expresion del mRNA de Bax, Bcl-2, y Caspasa 3 en un modelo experimental de la EP
inducido con la neurotoxina MPTP, evitando la apoptosis de las neuronas dopaminérgicas del

mesencéfalo y el cuerpo estriado, caracteristico de la EP.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

- Evaluar el efecto antiapoptético del EGb 761 sobre la expresion del mRNA de Bax,
Bcl-2, Caspasa 3 en el mesencéfalo y el cuerpo estriado en dos esquemas de

tratamiento: agudo y cronico.

4.2 Obijetivos particulares

- Evaluar el efecto del EGb 761 en los niveles de la tasa de expresion del mRNA de

Bax/Bcl-2 en el modelo experimental agudo y cronico inducido con MPTP.

- Analizar el efecto del EGb 761 en los niveles de expresién del mRNA de Caspasa 3

en el modelo experimental agudo y crénico inducido con MPTP.

- Evaluar si existen diferencias significativas en los niveles de expresion del mRNA de
Bax/Bcl-2 y caspasa 3 entre los grupos (MPTP-Salina) y (MPTP-EGb 761) en el

modelo experimental agudo y crénico inducido con MPTP.

5 MATERIALES Y METODOS

51 Animales

Los experimentos fueron realizados con ratones machos de la cepa C-57 black (25-30 g), de
11 a 13 semanas de edad, que se mantuvieron en condiciones estandar (12/12 h de ciclo
luz/obscuridad, 21£2°C y humedad relativa 40%), con acceso al agua y alimento ad libitum. Los
experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062Z00-1999, para

especificaciones técnicas para de produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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5.2 Formacion de grupos

Para demostrar el efecto anti-apoptético del EGb 761 se realizaron dos tipos de tratamiento:
un esquema de tratamiento a 7 dias grupo agudo y otro a 18 dias (cronico) (Ortiz y col., 2001;
Kuhlmann y Guilarte, 1999). Cada esquema de tratamiento estuvo formado por cuatro grupos; de 6
animales cada uno: control (salina+salina), salina+EGb 761, MPTP+salina y MPTP+EGb 761. La
administracion de la solucion salina, EGb 761 (40mg/kg) y MPTP (30 mg/kg) fue intraperitoneal (i.p.).
En previos estudios, el grupo de estudio donde se realizd esta tesis reportd que la dosis de EGb 761
(40mg/kg) es la dptima en la recuperacién neuronal en la SNpc (Rojas y col., 2008), asi también se
reporta que la dosis de MPTP (30 mg/kg) es la que mas asemeja a la sintomatologia y progresion de
la EP, asi como en la regulacién significativa de concentracion de DA en la via nigroestriatal
compuesta por la SNpc y el cuerpo estriado. Los animales se sacrificaron 24 horas después de la

ultima administracién de solucion salina o EGb 761.

5.3 Grupos experimentales

Administracion de EGb 761: tratamiento agudo

Grupo 1: se administré solucién salina por 5 dias y al siguiente dia se comenzd a administrar
nuevamente solucion salina por 7 dias (Salina+Salina).

Grupo 2: se administrd solucion salina por 5 dias y al siguiente dia se administré EGb 761 por 7 dias
(Salina+EGb 761).

Grupo 3: se administr6 MPTP por 5 dias y al siguiente dia se administr6 solucién salina por 7 dias
(MPTP+Salina).

Grupo 4: se administré la MPTP por 5 dias y al dia siguiente se administré el EGb 761 por 7 dias
(MPTP+EGDb 761).

Administracion de EGb 761: tratamiento crénico

Grupo 1: se administrd solucién salina por 5 dias y al siguiente dia se administrd6 nuevamente
solucién salina por 18 dias (Salina+Salina).

Grupo 2: se administrd solucién salina por 5 dias y al siguiente dia EGb 761 por 18 dias
(Salina+EGb 761).

Grupo 3: se administr6 MPTP por 5 dias y posteriormente solucién salina por 18 dias
(MPTP+Salina).
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Grupo 4: se administro la MPTP por 5 dias y posteriormente EGb 761 por 18 dias (MPTP+EGb 761).

5.4 Diseccion de regiones cerebrales

Los animales se sacrificaron inmediatamente después de la ultima administracion del
vehiculo (EGb 761 o sol. Salina) por dislocacion cervical (Glowinski y Iversen, 1966). Se obtuvieron
las areas del interes (mesencéfalo y cuerpo estriado) en condiciones estériles con agua dietil
pirocarbonatada (DEPC) e inhibidor de RNAsas. El tejido obtenido fue pesado de inmediato en la
Balanza Analitica Explorer (OHAUS) y congelados inmediatamente en hielo seco y se almacenaron

a -70 ° C hasta su posterior procesamiento en frio y en condiciones estériles y libres de RNAsas.

5.5 Extraccion de RNA total

Al trizol se le agregd glicdgeno a una concentracion de 200ug/mL. De esta mezcla se
agregaron 801uL por cada tejido cerebral y el tejido se homogenizé por sonificacion (Cole Parmer).
El pistilo fue previamente lavado con RNAsa (CONTINENTAL LAB. PRODUCS S.A. DE C.V.) y
enjuagadas con agua DEPC (dietilpirocasbamato SIGMA-ALDRICH) al 1.0 %. Al homogenizado se
agregaron 160uL de cloroformo grado molecular (SIGMA-ALDRICH), agitando durante 15 minutos
vigorosamente en el VORTEX- GENIE2 (Sientific Industries), para su posterior reposo durante tres
minutos a temperatura ambiente y posteriormente la muestra se centrifugd 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 interface que contiene el DNA'y
la fase superior acuosa la cual contiene el RNA total. La fase acuosa se transfirié a un tubo Ependorf
de 1.5 mL, adicionando 500 mL de isopropanol grado molecular (SIGMA-ALDRICH) para precipitar
el RNA total. Se dej6 por una hora a -20° C para que se lleve a cabo la precipitacion del RNA, y
posteriormente se centrifugd a 10500g por 10 min a 4 ° C; el precipitado del RNA total obtenido fue
lavado con etanol al 75% y se centrifugd durante 5 minutos a 7500 x g a 4° C Posteriormente, el
boton se secd durante 10 minutos a temperatura ambiente y después el boton de RNA total se
disolvio en 50-100 uL de agua libre de RNAsas (Fluka). La cantidad de agua dependié del tamafio
del botdn, se agitd y se tomo una alicuota de 10 uL para determinar y cuantificar la cantidad del RNA

total. El resto del RNA se almacend a -20 °C para ensayos posteriores.
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5.5.1 Determinacion de la concentracion, pureza en integridad del RNA total

Para conocer la concentracion del RNA total se midié la absorbancia 260nm/280nm en un
espectrofotometro. Para determinar la integridad del RNA total extraido, se utilizo la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 0.45% tefido con bromuro de etidio 0.2mg/mL. El RNA se

observé en un transiluminador con luz ultravioleta a 260nm (Maniatias y col., 1989).

5.5.2 Reaccion de la transcriptasa reversa

El cDNA se sintetizd a partir del RNA total de las dos regiones cerebrales en estudio en
ambos esquemas de tratamiento (agudo y cronico), utilizando Random Primer 3 pg/uL (invitrogen) y
oligo dT Spg/uL (invitro). Las moléculas de mRNA actuaron como molde, mientras que los oligos al
azar (ramdom primers) y el oligo dT como cebador. Ademas de que se requirieron dinucleotidos
trifosfatos (ANTP’s) que funcionaron como sustrato para la transcriptasa reversa M-MLV 200ug/mL
(invitrogen), de lo que resultd la hebra de DNA complementaria o cDNA. Mientras que el oligo Dt
utilizado (invitro) se adhirié a la cola poliA de mRNA. Posteriormente se procedio a realizar los

caculos utilizando 2 ug de RBA total.

Se adicionaron los siguientes compuestos en tubo de micro centrifuga libres de nucleasas:
1uL de oligo (dT) 0.5 mg/mL (Roche o invitrogen) o bien Random primer 3 pg/uL (invitrogen)
2ug de RNA total, 0.4mL de d'NTPs 25 mM mezcla (10mM cada dATP, dGTP, dTTP, dCTP, a pH
neutro), agua destilada estéril. La mezcla se incub6 a 65 ° C por 5 minutos en ACCU BLOCK TM
digital Dry Bath (Labnet intenational) para permitir el alineamiento del oligo (dT) (Roche o invitrogen)
con la cola poly-A del RNA mensajero. Rapidamente se pasé a hielo en el cual estuvo un minuto, lo

cual permitié que las cadenas complementarias se mantuvieran desnaturalizadas.

Posteriormente, se prepard la segunda mezcla con los siguientes reactivos: SuL de Buffer 5X
FS (invitrogen), 1 uL de DDY 0.1M (invitrogen), 1uL de RNasa OUT 40u/pL (invitrogen). Se mezcld
el contenido del tubo gentilmente y se incubd durante 2 minutos a 37° C, se adiciondé 1uL de
transcriptasa Reversa M-MLV RT 200u/ml mezclando por pipeteo arriba y abajo. En las reacciones
donde se utiliz6 el oligo al azar (Random primer) 3ug/uL (invitrogen) se incub6 a 25° C por diez
minutos y después de haber agregado 1L de la enzima M-MLVRT 200u/mL (invitrogen) incubamos
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50 minutos a 37°C, se inactivo la reaccidn por incubacion por 15 minutos a 70°C (al desactivar la

transcriptasa) y posteriormente se colocé en hielo.

5.5.3 Reaccion de Q-RT-PCR

La amplificacién y cuantificacion se llevd a cabo mediante RT-PCR, utilizando sondas
Tagman para los genes Bax. Bcl-2 y Casp 3, 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 15 pL debido a que se utilizaron sondas Tagman.
Los reactivos fueron: 0.8 uL de cDNA obtenido de la transcriptasa reversa con concentracion
2ug/mL, 8 uL de Master Mix de la marca (Applied Biosystems), 6.4 pL de agua libre de RNasas
(Fluka), 0.8 uL de la sonda TagMan (Applied Biosystems) y una sonda especifica para cada gen a
analizar en nuestras muestras. Las reacciones se incubaron en el carrusel del Rotor Gene 6000, con

capacidad de 36 tubos.

5.6  Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido por el analisis de Tukey
(ANOVA-Tukey) para determinar la significancia en el cambio de la expresion de genes en el modelo
de la EP, utilizando la neurotoxina MPTP. Valores de p<0.05, p<0.001 y p<0.001 fueron
considerados como estadisticamente significativos. Todos los analisis fueron realizados utilizando el
programa SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc).
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6 RESULTADOS

Determinacion de la integridad, pureza y concentraciéon del ARN total del tejido cerebral del
ratén

Para determinar la integridad del ARN total extraido del tejido cerebral, en ratones tratados y
controles, se realizd una electroforesis de agarosa. EI ARN no mostré contaminaciéon de ADN
gendmico, ademas la integridad fue la adecuada ya que tanto la banda 18S y 28S de mARN total se

observaron bien definidas e integras, sin observarse fragmentacion.

Para determinar la cantidad y pureza del ARN total se utilizd espectrometria de luz

ultravioleta. La concentracion de ARN total en la mayoria de las muestras fue de 300-400 ug/mL.

Por otra parte, la pureza fue determinada a través de parametros de absorbancia (A)
establecidos para proteinas (Azsorso), y compuestos aromaticos (Az3oie0). Los valores obtenidos para

estos ambos parametros fue de 1.8, valores adecuados para la realizacion del estudio.

Amplificacion mediante la reaccion de la cadena de la polimerasa en transcripcion inversa
(RT-PCR) de genes relacionados con la apoptosis en un modelo experimental de la EP
inducido con la Neurotoxina MPTP

Para analizar el efecto del EGb 761 en la expresion de genes relacionados con la apoptosis
se utilizo la técnica de RT-PCR. Los grupos utilizados fueron: Salina+Salina, Salina+EGb 761,
MPTP+Salinay MPTP+EGb 761.

En el presente estudio se analizo los cambios en la expresion la tasa de expresion de
mRNA de Bax/Bcl-2 y Caspasa 3, en el mesencéfalo y el cuerpo estriado. Se observé disminucion
significativa en los niveles de la tasa e expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el grupo agudo (MPTP-
EGb 761) en relacidn al grupo agudo (MPTP-Salina) tanto en cuerpo estriado como en sustancia
nigra. EI grupo cronico a 18 dias en el grupo MPTP+Salina en relacién al grupo Salina+Salina, no

observo diferencias estadisticamente significativas tanto en estriado como sustancia nigra.
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Recambio de la expresion de los genes Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado, en el esquema con
tratamiento agudo
En la tasa de expresion del mMRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado se observaron los

siguientes resultados en el esquema con tratamiento agudo a 7 dias (Grafica 1):

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
la tasa de expresién del mRNA de Bax/Bcl-2 en relacion al grupo Salina+Salina en el cuerpo
estriado. El grupo Salina+EGb761 no registrd cabio estadisticamente significativo en la expresion de
la tasa del mMRNA de Bax/Bcl-2 en relacidn al grupo Salina+Salina. La relacion de la expresion del
mRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado del grupo de ratones tratados con MPTP+Salina mostro
aumento estadisticamente significativo del 141.25% (p<0.05) en comparaciéon con el grupo
Salina+Salina. Del mismo modo, la relacién de la expresion del mMRNA de Bax/Bcl-2 en el grupo
tratado con MPTP+EGb 761 registro una disminucién estadisticamente significativa del 55.55%
(p<0.05) en relacion al grupo con MPTP+Salina. Por otra parte, no existié deferencia significativa
entre el grupo MPTP+EGb 761 y el grupo control (Salina+Salina); se puede decir que en los ratones
tratados con EGb 761 se restablecié los niveles basales de expresién del mRNA de Bax/bcl-2

posterior a la administracion de la neurotoxina MPTP.

Cuerpo estriado

4 -
[
O
3
m 3 - *
()
o
<
pd
[4
=
[ 2 1
©
o
(2]
©
= * %

1 -

0 T T T ]

Salina + Salina Salina + EGb 40 (mg/kg) MPTP + Salina MPTP + EGb 40 (mg/kg)

Grafica 1. Media + e.e.m. de la Tasa de mRNA de Bax y Bcl-2 en el cuerpo estriado de animales sometidos al
tratamiento agudo (7 dias) con EGb 761. *p<0.05 vs. grupo Salina+Salina; ** p<0.05 vs. MPTP+Salina
(ANOVA- Tukey). EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Recambio de la expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado, en el esquema con
tratamiento crénico
En la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado se observaron los

siguientes resultados en el esquema con tratamiento de 18 dias (Gréfica 2):

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en relacién al grupo Salina+Salina en el cuerpo
estriado. La tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina mostrd aumento estadisticamente significativo del 51.90% (p<0.05) en comparacion
con el grupo control (Salina+Salina). Ademas, la relacién de la tasa de expresion de mRNA de
Bax/Bcl-2 en el grupo tratado con MPTP+EGb 761 no mostré cambios estadisticamente
significativos en relacion al grupo con el esquema de tratamiento MPTP-Salina. No existi6 diferencia
significativa entre el grupo MPTP+EGb 761 y el grupo control (Salina+Salina).

Grafica 2. Media + e.e.m. de la Tasa de mRNA de Bax/ Bcl-2 en el cuerpo estriado de animales sometidos al
tratamiento crénico (18 dias) con EGb 761. EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Expresion de los genes Bax/Bcl-2 en el mesencéfalo, en el esquema con tratamiento agudo

El recambio en la tasa de expresién del mRNA de Bax/Bcl-2 en el mesencéfalo a 7 dias del

tratamiento se observaron los siguientes resultados (Gréfica 3):

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en relacion al grupo Salina+Salina en el mesencéfalo.
En relacién a la tasa de expresién de mRNA Bax/Bcl-2 en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina se observé un aumento significativo del 74.78 % (p<0.05) en relacion con el grupo
Salina +Salina. Los niveles de expresién de los mRNA Bax/Bcl-2 en el grupo tratado con
MPTP+EGb 761 mostr6 una disminucion estadisticamente significativa del 44.23% respecto al grupo
con el esquema de tratamiento MPTP-Salina. No existié deferencia significativa entre el grupo
MPTP+EGb 761 y el grupo control (Salina+Salina), se puede decir que el EGb 761 restablecié los
niveles basales de expresion de los genes Bax/bcl-2 posterior a la administracion de la neurotoxina
MPTP.
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Grifica 3. Media + e.e.m. de la Tasa de mRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo mesencéfalo de animales sometidos
al tratamiento agudo (7 dias) con EGb 761. *p<0.05 vs. grupo Salina+Salina; ** p<0.05 vs. MPTP+Salina
(ANOVA- Tukey). EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Expresion de los genes Bax/Bcl-2 en el mesencéfalo, en el esquema con tratamiento crénico

La tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el mesencéfalo se observaron los

siguientes resultados en el esquema con tratamiento a 18 dias (Grafica 4):

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en relacion al grupo Salina+Salina en el mesencéfalo.
En relacion a la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina se registré un aumento estadisticamente significativo del 57.68 % (p<0.05) en relacion
con el grupo control (Salina +Salina). También en la relacion de la tasa de expresion del mRNA de
Bax/Bcl-2 en el grupo tratado con MPTP+EGb no se observaron cambios estadisticamente
significativos en lo niveles de expresién e Bax/Bcl-2 con respecto al grupo con el esquema de
tratamiento MPTP-Salina. No existié deferencia significativa entre el grupo MPTP+EGb 761 vy el
grupo control (Salina+Salina).

1L m 1

Graéfica 4. Media + e.e.m. de la Tasa de mRNA de Bax y Bcl-2 en el mesencéfalo de animales sometidos al
tratamiento crénico (18 dias) con EGb 761. EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Expresion del gene Casp 3 en el mesencéfalo, en el esquema con tratamiento agudo

En la Grafica 5 se presentan los resultados obtenidos de la expresion del mRNA de Caspasa

3 en el mesencéfalo en el esquema con tratamiento a 7 dias.

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 en relacion al grupo Salina+Salina en
mesenceéfalo. En los niveles de expresion del mMRNA de Caspasa 3 en el grupo de ratones tratados
con MPTP+Salina se registré un aumento estadisticamente significativo del 97.46 % (p<0.05) en
relacion con el grupo control (Salina+Salina). Por Ultimo, en los niveles de expresion del mRNA de
Caspasa 3 en el grupo tratado con MPTP+EGb 761 se observé una disminucion estadisticamente
significativa en los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 del 44.09% (p<0.05) en relacion al
grupo con el esquema de tratamiento MPTP+Salina. No existié deferencia significativa entre el grupo
MPTP+EGb 761 y el grupo control (Salina+Salina).

Grafica 5. Media + e.e.m. de los niveles de expresion del mMRNA de caspasa 3 en el mesencéfalo de animales
sometidos al tratamiento agudo (7 dias) con EGb 761. *p<0.05 vs. grupo Salina+Salina; ** p<0.05 vs.
MPTP+Salina (ANOVA- Tukey). EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina.
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Expresion del gene Casp 3 en el mesencéfalo, en el esquema con tratamiento crénico

La expresion relativa del mRNA de Caspasa 3 ejecutora de la apoptosis, mostrd los

siguientes resultados en el mesencéfalo a 18 dias tratamiento (Grafica 6):

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 en relacion al grupo Salina+Salina en
mesencéfalo. La expresion relativa del mRNA de Caspasa 3 en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina mostré aumento estadisticamente significativo del 70.36% (p<0.05) en relacion con el
grupo control (Salina +Salina). En la expresion relativa del mRNA de Caspasa 3 en el grupo tratado
con MPTP+EGb 761 no se registré una disminucion estadisticamente significativa en relacion al
grupo con el esquema de tratamiento MPTP-Salina. No existio deferencia significativa entre el grupo
MPTP+EGb 761 y el grupo Salina+Salina.

Grafica 6. Media + e.e.m. de los niveles de expresién de mRNA de Caspasa 3 en el mesencéfalo de animales
sometidos al tratamiento crénico (18 dias) con EGb 761. *p<0.05 vs. grupo Salina+Salina. EGb 761= Extracto
del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.
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Expresion del gene Casp 3 en el estriado, en el esquema con tratamiento agudo

Los resultados de la expresion relativa del mRNA de Caspasa 3 en el cuerpo estriado a 7

dias del tratamiento se muestran en la Gréfica 7.

En el grupo Salina+EGb761 no se observaron aumentos estadisticamente significativos en
los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 en relacion al grupo Salina+Salina en
mesencéfalo. La expresion relativa del mRNA de Caspasa 3 en el grupo de ratones tratados con
MPTP+Salina se observé aumento estadisticamente significativo del 112% (p<0.05) en relacién con
el grupo control (Salina+Salina). En la expresion del gen Casp 3 en el grupo tratado con MPTP+EGb
761 se observé una disminucion estadisticamente significativa del 40.09% (p<0.05) en relacion al
grupo con el esquema de tratamiento MPTP+Salina. Existio deferencia sin significancia del 27%

entre el grupo MPTP+EGb 761 en relacion al grupo control (Salina+Salina).

11 mm

Grafica 7. Media + e.e.m. de los niveles de expresion del mRNA de caspasa 3 en el cuerpo estriado de
animales sometidos al tratamiento agudo (7 dias) con EGb 761. *p<0.05 vs. grupo Salina+Salina; ** p<0.05
vs. MPTP+Salina (ANOVA- Tukey). EGb 761= Extracto del Ginkgo biloba. MPTP= 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina.
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7  DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio se enfoco en determinar el efecto antiapoptético del EGb 761 sobre la
expresion de genes involucrados en la cascada apoptética en el modelo experimental de la EP
inducida con MPTP.

Evaluacion de la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado en el
tratamiento agudo y crénico con EGb 761

En los resultados obtenidos tanto en el grupo a 7 dias como a 18 dias para la tasa de
expresion Bax/Bcl2 no se observd un aumento estadisticamente significativo del grupo Salina-EGb
761 en comparacion con el grupo Salina-Salina, lo que nos sugiere que el EGb 761 no aumenta por
si mismo los niveles de expresion de Bax/Bcl-2.

Ademas los grupos tratados con MPTP-Salina a 7 y 18 dias registraron un aumento
estadisticamente significativo de los niveles de la tasa de expresion de Bax/Bcl-2 en comparacidn
con el grupo control Salina+Salina, esto se podria atribuir a la neurotoxicidad y estrés oxidativo
inducida por la toxina MPTP, aumentando la generacion de radicales libre y la produccion de
moléculas proapoptéticas como Bax, Caspasa 3, 8 y 7 (Hartman y col., 2000; Reed, 2000; Tatton,
2000; Rojas y col., 2012a).

El grupo tratado con MPTP-EGb 761 a 7 dias mostr6 disminucion significativa en los niveles
de la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl2 en relacion al grupo con MPTP+Salina a 7 dias esto
atribuible a su capacidad neuroprotectora y atrapadora de radicales libres (Rojas y col., 2004). Por
otra parte, el grupo administrado con MPTP-EGb 761 a 18 dias no registrd disminucién
estadisticamente significativa de los niveles en la tasa de expresion de mRNA de Bax/Bcl-2 en
relacion al grupo MPTP-Salina este evento podria explicarse en parte a que las neuronas
dopaminérgicas han reducido o eliminado el dafio celular debido a sus mecanismo basales de
reparacion de dafio celular y por otra parte a el efecto del EGb 761 que ha restaurado los niveles
basales de expresion de Bax/Bcl-2 en el grupo MPTP-EGb-761 (Rojas y col., 2004; Rojas y col.,
2008; Quing y col., 2010; Rojas y col., 2012a; Rojas y col., 2012b).
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Evaluacion de la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en mesencéfalo agudo a 7 dias y
crénico a 18 dias de tratamiento

Apartir de los resultados obtenidos de los niveles de expresion de Bax/Bcl-2 en el
mesencéfalo en el grupo Salina-EGb 761 en comparacion con el grupo Salina-Salina, se puede
observar que no hay un aumento en la expresion de Bax/Bcl2 en ambos grupos a 7 y 18 dias de
administracion, esto como se menciond anteriormente se puede explicar debido a que el EGb 761 no
induce un aumento en la expresion de genes proapoptéticos y provee mecanismo de proteccion que
preserva la integridad de la membrana mitocondrial. Ademas disminuye la sobreproduccion de EROs
regulando a la baja la relacién Bax/Bcl-2 (Sushruta y col., 2012). Por otra parte, se observé
claramente que el tratamiento MPTP+Salina incrementa significativamente los niveles de la tasa de
expresion del mRNA de Bax/bcl-2 en los esquemas tratamiento a 7 y 18 dias en relacion al grupo
Salina-Salina. Ambos aumentos de la tasa de expresion Bax/Bcl-2 en los esquemas de
administracion, se debe principalmente a que el MPTP induce la sobre-expresion de Bax y la
regulacion a la baja de Bcl-2 especialmente en la SNpc (Venderova y Park, 2012; Rojas y col.,
2012).

Ademas, la diferencia entre la tasa de expresion del mRNA a 7 y 18 dias en el esquema
MPTP+Salina se podria explicar debido a que el pico méximo de la transcripcion de Bax y la
disminucion significativa de Bcl-2, que se presenta dos dias después a la Ultima inyeccién de MPTP
y al dia 7 posterior a la Ultima administracion de MPTP, se observo disminucion en los niveles
basales de transcripcion de Bax (Vila y col., 2000). El grupo MPTP-EGb 761 a 7 dias, mostr6
disminucion significativa en los niveles de la tasa de expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 en
comparacion con el grupo MPTP+Salina a 7 dias, reafirmando la accion neuroprotectora del EGb
761 sobre las neuronas dopaminérgicas ante el dafio inducido por la MPTP. Por otra parte, el grupo
MPTP+EGb 761 a 18 dias, no mostro diferencias estadisticamente significativas, esto en
comparacion con el grupo MPTP+Salina. Esto se podria explicar debido a la accién antiapoptética
del EGb 761 en el grupo MPTP-EGb 761 (Rojas y col., 2004; Petros y col., 2004) que redujo los
niveles de expresion Bax/Bcl2 a casi su expresion basal. Por otra parte, los mecanismos intrinsecos
de reparacion de dafo celular y los 18 dias que transcurrieron después de la administracion de
MPTP podrian explicar la disminucién en la expresién de Bax/Bcl-2 en el grupo MPTP-Salina,
ademas que el pico maximo de transcripcion de Bax se presenta dos dias después de la ultima

administracion de MPTP (Vila y col., 2000) como se menciond anteriormente.
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Analisis de la expresion del mRNA de Caspasa 3 en el mesencéfalo

En los resultados obtenidos, se observé que el EGb 761 no induce el aumento en la tasa de
expresion del mRNA de Caspasa 3, esto se puede observar al comparar los grupos Salina-Salina y
Salina-EGb 761 tanto en el esquema de administracion a 7 y 18 dias (Shen y col., 2011). Ademas el
grupo con el esquema de administracion MPTP+Salina con tratamiento agudo registré6 un aumento
estadisticamente significativo en la expresion del mMRNA de Caspasa 3 en relacién al grupo control
(Salina+Salina), lo anterior podria atribuirse a que el MPTP promueve una disminucion en la
expresion de Bcl-2 induciendo la activacion de Bax y ataque a la membrana mitocondrial provocando
la liberacién de Citocromo C, que estimula el aumento en la expresion de la Caspasa 3 (Villa'y col.,
2001). De la misma manera, el grupo MPTP-Salina con tratamiento crénico aumenté los niveles de
la expresion del mRNA de Caspasa 3 comparado con el grupo MPTP-Salina con tratamiento
cronico. Esto se podria explicar debido a que el MPTP aumenta la producciéon de RL y EROs,
compuestos que atacan la integridad de la membrana externa mitocondrial, propiciando el cambio en
el potencial eléctrico que favorece la formacion de poros membranales, por donde se libera
citocromo C desde la mitocondria al citosol celular y que propicia la escision y activacion de la
caspasa 3 ejecutora. Aunado a lo anterior, se ha reportado que el MPTP aumenta la trascripcion de
la proteina Bax y disminuye la transcripcion de Bcl-2, permitiendo que Bax ataque la membrana
exterior de la mitocondria promoviendo la liberacion de citocromo C y en consecuencia la activacion

de la caspasa 3 ejecutora, la cual induce la muerte por apoptosis (Lim y col., 2011).

El grupo MPTP-EGb 761 con tratamiento agudo, mostré reduccion estadisticamente
significativa en los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 comparado con el grupo MPTP-
Salina. Por otra parte, el grupo tratado con MPTP-EGb 761 a 18 dias no registrd una disminucién
significativa en los niveles de expresion del mRNA de Caspasa 3 en relacién al grupo MPTP-Salina
a 18 dias. Esto podria explicarse debido a que en el grupo MPTP-Salina se redujeron los niveles de
expresion de caspasa 3 debido a la accion de los mecanismo de detoxificacion y reparacion celular
basales contribuyeron a dicha disminucion en la expresion del mRNA de Caspasa 3, aunado a que
en el grupo MPTP-EGb 761 el EGb 761 se cree que participo revirtiendo lo efectos neurotoxicos
inducidos por la MPTP (Rojas y col., 2012), inhibe la actividad de la Caspasa 3 (Luo y col., 2002;
Rojas y col., 2012) y evita la acumulacion de especies reactivas al oxigeno regulando la produccion

de radicales libres.
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Analisis de la expresion del mRNA de Caspasa 3 en el cuerpo estriado con el tratamiento
agudo a 7 dias con EGb 761

En el esquema de tratamiento a 7 y 18 dias en cuerpo estriado se observo que los niveles
de expresion del mRNA de Caspasa 3 no se alteraron por la administracién del EGb 761, esto se
observé al comparar los resultados del grupo control (Salina-Salina) y el grupo Salina-EGb 761. Por
otra parte, se observo que el grupo MPTP-Salina registré aumento significativo en los niveles de
expresion del mMRNA de Caspasa 3 en comparacion con el grupo Salina+Salina a 7 dias, esto en
congruencia con los resultados anteriormente mencionados, este efecto se cree que es provocado
por la neurotoxicidad generado por la MPTP (Tatton, 2000; Rojas 2012b). Por otra parte, el grupo
tratado con EGb 761 (MPTP-EGb 761) disminuyd el nivel de la expresion del gen Casp 3 en relacion
al grupo MPTP-Salina en el esquema de tratamiento agudo. Los que nos indica que el EGb 761
podria estar participando en la restauracion de los niveles de expresion del mARN de caspasa 3
(Sheny col., 2011).

Tomando en conjunto todos los resultados, se demostré que el EGb 761 es capaz de
modular la expresion de los genes relacionados con la cascada apoptotica y restablecer su
expresion a los niveles basales, proporcionando un efecto de neuroproteccién ante el dafio
provocado por la neurotoxina MPTP. Asi mismo, se podria atribuir al EGb 761 la restauracién de
los niveles de la tasa de expresién de Bax/Bcl-2 en mesencéfalo en el esquema de tratamiento
agudo a los 7 diasy cronico a 18 dias después del aumento en la tasa de expresion de los genes
Bax/bcl-2 inducido por la administracion del MPTP. De la misma manera, el fitofarmaco EGb 761 fue
capaz de restablecer los niveles de expresion de Bax/Bcl-2 en el cuerpo estriado en ambos

esquemas de administracion.

Por otra parte, el EGb 761 restablecio la expresién de Caspasa 3 en el mesencéfalo
después del dafio producido por la neurotoxina MPTP esto en ambos esquemas tratamiento (7 y 18
dias). En el cuerpo estriado se observé la misma restauracion de la expresion de Casp 3 después de
la administracion de la MPTP. Esto es una clara evidencia de que el EGb 761 promueve la
supervivencia celular modulando los niveles de expresion de los genes relacionados con la cascada

apoptdtica en nuestro modelo experimental.
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8 CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostré que el EGb 761 exhibi6 efectos neuroprotectores ante
pérdida neuronal por apoptosis que induce la neurotoxina MPTP. Estos efectos parecen estar
correlacionados con la actividad multifactorial de este compuesto, incluyendo el alivio de la
neurotoxicidad del MPTP, actuando como un modulador apoptético, promoviendo la supervivencia
celular al regular la expresion génica de la familia Bcl-2 y las caspasas. En combinacion con previos
estudios realizado en el laboratorio y la presente tesis, se puede afirmar que el EGb 761 exhibe
propiedades antioxidantes, detoxificantes y de neuroproteccién, ademas de actuar como un
modulador de apoptotico, lo que no hace supones que el EGb 761 tiene el potencial no solo para
retrasar la progresion en la EP, sino que también revertir el dafio neurodegenerativo, propiciando la
mejora en los sintomas motores y no motores provocados por la EP. Por lo tanto y bajo la evidencia
de los resultados, se propone al EGb 761 como una herramienta terapéutica aplicable clinicamente

para el tratamiento de la EP.
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