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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Evaluacion de los posibles efectos antiparkinsonianos del extracto etandlico

de Nertera granadensis en ratones

Introduccion: La enfermedad de Parkinson (EP) es wun desorden
neurodegenerativo de caracter motor, de evolucion progresiva y de curso
prolongado; causado principalmente por la disminucion de dopamina a nivel del
cerebro la cual esta intimamente involucrada en la actividad motora, aunque hoy
dia se cuenta con una amplia gama de medicamentos para el control y manejo de
la sintomatologia en la EP, aun no se dispone de ningun farmaco que enlentezca
la progresion de la enfermedad o que posea caracteristicas de neuroproteccion. La
terapéutica estd enfocada y adaptada al tratamiento de sintomas, tiempo de
evolucion, fase de la enfermedad y la discapacidad que conlleva. Actualmente el
tratamiento de eleccidn para el manejo de los sintomas motores asociados a la EP
es la L-Dopa, precursor de la dopamina, pero a medida que transcurre el tiempo el
tratamiento va perdiendo eficacia, debido a la evolucion del deterioro neuronal, con
lo cual la dosis debe ser ajustada e incrementada, y tras el uso cronico de la L-
Dopa se pueden presentar importantes efectos adversos. Con el &nimo de buscar
alternativas terapéuticas se ha dado espacio importante a la etnofarmacéutica y
sus aportes como compuestos o prototipos para el desarrollo de nuevas

alternativas coadyuvantes en el tratamiento de este tipo de enfermedades.

Objetivo: Evaluar los posibles efectos antipakinsonianos del extracto etandlico de

Nertera granadensis en ratones.
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Metodologia: Se empled el modelo de reserpina como inductor de sintomatologia
parkinsoniana para poder evaluar los posibles efectos antiparkinsonianos del
extracto de Nertera granadensis, asi como los efectos de la asociacion del extracto
con levodopa/carbidopa. Ademas, se evalud la posible actividad antioxidante del

extracto por medio del ensayo de TBARS.

Resultados: En el modelo de reserpina la dosis de 300 mg/kg del extracto
etanolico de Nertera granadensis presento tendencia a revertir la hipocinesia. La
asociacion de esta dosis con levodopa/carbidopa presentd mejor respuesta
comparada con el tratamiento individual del extracto. En la evaluacion ex vivo de
la actividad antioxidante, no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos, el control, ni el blanco.

Conclusiones: El extracto etandlico de Nertera granadensis no presentd efectos
antiparkinsonianos significativos. Sin embargo, cuando se asocia con levodopa-

carbidopa se observa una tendencia a mejorar el desempefio del animal.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, Nertera granadensis, modelos

animales.



Abstract

Evaluation of the possible antiparkinsonian effects of the ethanolic extract
of Nertera granadensis in mice

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder of a motor nature, with a
progressive evolution and a prolonged course; caused mainly by the decrease in dopamine
in the brain, which is intimately involved in motor activity, although today there is a wide
range of medications for the control and management of symptoms in PD, there is still no
drug that slows the progression of the disease or that has neuroprotective characteristics.
The therapy is focused and adapted to the treatment of symptoms, evolution time, phase
of the disease and the disability that it entails. Currently, the treatment of choice for
managing the motor symptoms associated with PD is L-Dopa, a precursor of dopamine,
but as time goes by, the treatment loses efficacy, due to the evolution of neuronal
deterioration, with which which the dose must be adjusted and increased, and after the
chronic use of L-Dopa important adverse effects can occur. With the aim of seeking
therapeutic alternatives, important space has been given to ethnopharmaceuticals and
their contributions as compounds or prototypes for the development of new alternatives
that can help in the treatment of this type of disease.

Goal:. To evaluate the possible antipakinsonian effects of the ethanolic extract of Nertera
granadensis in mice.

Methodology: The reserpine model was used as an inducer of parkinsonian symptoms in
order to evaluate the possible antiparkinsonian effects of the Nertera granadensis extract,
as well as the effects of the association of the extract with levodopa/carbidopa. In addition,
the possible antioxidant activity of the extract was evaluated by means of the TBAR assay.

Results: In the reserpine model, the dose of 300 mg/kg of the ethanolic extract of Nertera
granadensis showed a tendency to reverse hypokinesia. The association of this dose with
levodopa/carbidopa presented a better response compared to the individual treatment of
the extract. In the ex vivo evaluation of the antioxidant activity, no significant differences
were found between the treatments, the control, or the blank.

Conclusions: The ethanolic extract of Nertera granadensis did not show significant
antiparkinsonian effects. However, when associated with levodopa-carbidopa, a tendency
to improve the performance of the animal is observed.

Keywords: Parkinson's disease, Nertera granadensis, animal models.
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Introduccioén

Las enfermedades neurodegenerativas han adquirido gran protagonismo en
prevalencia a raiz del envejecimiento de la poblacién desencadenando un
problema politico- social y generando altos costes en los sistemas de salud. Estas
enfermedades son definidas como patologias que desencadenan disfuncién
progresiva del sistema nervioso central con un mecanismo comun de agregacion y
acumulacion de proteinas, vulnerabilidad selectiva neuronal, estrés oxidativo y

muerte cerebral (Ministerio de sanidad, 2016).

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda entidad neurodegenerativa con
mayor prevalencia luego de la enfermedad de Alzheimer; cursa un proceso
progresivo, lento y complejo; de manifestacion en pacientes en edad adulta, por lo
general mayores de 60 afios y con mayor incidencia en hombres (Delamarre et al,
2017). Se caracteriza por su sintomatologia extrapiramidal central, la cual incluye
temblor en reposo, rigidez, bradicinesia, inestabilidad postural, acinesia y alteracion
en la marcha (lwin et al, 2018; Martinez et al, 2016; Ariza et al,2016).

Actualmente, no se dispone de algun tratamiento que permita prevenir, retardar o
detener la enfermedad, estos son basicamente para el manejo sintomatico sin
embargo, el conocimiento creciente de la cascada de eventos que desencadena la
enfermedad permite analizar y disefiar nuevas estrategias terapéuticas que inhiban

o frenen los procesos de apoptosis, estrés oxidativo, inflamacion, modulacion de
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neurotransmisores excitotoxicos y dentro de estas lineas de investigacion
enfocadas a estos propdsitos se encuentra la etnobotanica, la cual desarrolla
multiples investigaciones de plantas con caracter medicinal que podrian ser

alternativas terapéuticas en la enfermedad de Parkinson (Mohamed et al, 2014)

Este estudio buscd contribuir en la investigacion de posibles alternativas
farmacologicas para la enfermedad de Parkinson, mediante la evaluacion de los
efectos antiparkinsonianos del extracto de Nertera granadensis, el cual en estudios
preliminares desarrollados en el Departamento de Farmacia (grupo GIFFUN),

present6 propiedades neuroprotectoras.
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1. Marco teodrico

1.1. Enfermedad de Parkinson

1.1.1. Antecedentes historicos

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo de caracter
motor, de evolucidon progresiva y de curso prolongado; el temblor ritmico e
involuntario es el sintoma mas caracteristico de la enfermedad, la cual se
manifiesta particularmente en la poblacion adulta mayor (Salamanca et al, 2004).
Segun datos histéricos se registra la sintomatologia del Parkinson desde la
antigliedad, estos registros inician desde los afios 2000 a 1500 aC, en estos textos
(vedas) donde se describen personas temblorosas, con alteraciones en la
concentracion y el desarrollo del pensamiento. En la historia de la medicina china
en los afios 800 aC en el Nei-King se reporta personas con debilidad en la boca,
salivacion permanente, temblor en las manos y agitacion de la cabeza, para el siglo
| aC; Hipdcrates (afios 460-370 a.C), inform6 de hombres con temblores que se

producen durante el movimiento consciente (Chaves-Leon et al, 2013).

Los primeros estudios y publicaciones oficiales del Parkinson se generaron en el
afo de 1817 por el cirujano Britanico James Parkinson, quien atribuia la causa de
la enfermedad a una alteracion en la medula espinal, la cual podria extenderse
hasta el bulbo raquideo, destaca el hecho que no se presentaba “modificacion del

intelecto ni de los sentidos”. Parkinson integré en un unico trastorno las diferentes
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manifestaciones motoras de la enfermedad, las cuales hasta ese entonces se
consideraban causales de diferentes entidades, las conclusiones de sus estudios
se presentaron en la monografia “An essay on the shacking palsy”. En este escrito,
Parkinson ofrece disculpas ya que la enfermedad descrita no ha sido objeto de
estudios experimentales y no posee resultados anatomicos para mostrar. Posterior
a él, en afo 1880 Jean — Martin Charcot defini6 esta patologia como la paralisis
agitante, e incorporé la escopolamina como tratamiento para el temblor. Después
de esto Félix Vica d"Azyr identifico la sustancia nigra del mesencéfalo y mas de un
siglo después Paul Blocq y Georges Marinesco establecieron la importancia de la
sustancia negra y su papel en la EP, tras hallar un absceso en dicha estructura en
un paciente tuberculoso quien padecia de temblor en el hemicuerpo contralateral.
En 1895 Edouard Brissaud sugiere que la EP presenta ademas una etiologia de
caracter vascular. El patélogo aleman Friederich Lewy en 1913, describe los
cuerpos que llevan su nombre (cuerpos de Lewy) y los postula como marcadores

de la enfermedad (Arredondo-Blanco et al, 2018; Chaves-Leon et al, 2013).

A causa de la pandemia de influenza espafiola que se desplegé entre 1918 y 1920,
cinco millones de personas desarrollaron sintomas parkinsonianos tiempo después
de haber padecido la influenza. Von Economo Constantin Trétiakoff en 1919, valida
la hipbtesis propuesta por Brissaud quien plantea pérdida de neuronas en el area
del mesencéfalo tanto en el Parkinson idiopatico como en el post encefélico. Hacia
el afo 1940 el tratamiento para la EP fue basado en los trabajos de Constantin
Trétiakoff que eran de naturaleza quirdrgica, tratamiento el cual fue posteriormente
modificado por Cooper, Fenelon y Guiot hacia el afio de 1955. Un afio después
Arvid Carlsson afirmé que la sintomatologia parkinsoniana se debia a la
disminucién en la concentracion de dopamina; en sus estudios describe la forma
en que la dopamina se distribuye en las distintas regiones del cerebro, sobre todo
en los ganglios basales y su relacion con el movimiento. Para el afio 2000 se le
otorga al Profesor Carlsson el premio Nobel de Fisiologia. Con base a estos

estudios, Hornikyewicz y Birkmayer en 1960, realizaron ensayos con Dopamina al
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inyectarla a pacientes con Parkinson con resultados muy favorables. En 1967
George Constantin Cotzias, crea el primer método terapéutico efectivo para la EP
al desarrollar levodopa (L-Dopa) en presentacioén oral en el Laboratorio Nacional
Brookhaven de Nueva York, arrojando resultados muy efectivos, y hacia 1980
renace la idea del tratamiento quirdrgico al observarse que solo tratamiento con
Levodopa no era suficiente para tratar la enfermedad, ademas de que este
presentaba posteriores efectos secundarios que comprometian la calidad de vida
de los pacientes; destacandose entre estas técnicas el abordaje de los ganglios
basales mediante el implante de tejidos, estimulacion profunda de estas estructuras
ademas del nucleo subtalamico y la aplicacion de la radiocirugia (Chaves-Leén et
al, 2013; Ostrosky - Solis et al, 2000; Arredondo - Blanco et al, 2018).

1.1.2 Etiopatologia

Multiples factores exdgenos y enddgenos se han relacionado como

desencadenadores de la EP idiopatica; dentro de los mas relevantes estan:

a. Ambientales

A comienzos de la década de los 80, un grupo de jévenes se inyectaron via
intravenosa de MPTP, el cual es un subproducto de MPPP, semejante a la
meperidina y con efectos muy similares a la heroina; estos sujetos en corto tiempo
desarrollaron una serie de alteraciones de caracter motriz similares a las
presentadas en la EP, hecho que sugirio la relacidn entre la exposicidn a sustancias
toxicas ambientales y su causalidad en la EP idiopatica. En paises de desarrollo
industrial, se ha demostrado en la poblacion con actividades agricolas, una relacion
dosis - efecto entre la exposicion a pesticidas como el paraquat y la rotenona (8.1%)

con el inicio tardio de la EP; de igual manera esta asociacion se vio reflejada en
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personas con actividad en la industria metallrgica con exposicion a plomo y cobre
(3.9%) (Hurtado et al, 2016).

b. Genéticos

En estudios de prevalencia de pacientes con EP, la gran mayoria no presentan
antecedentes familiares; ya que la presentacion de la enfermedad es de caracter
esporadico siendo el envejecimiento el primer factor de riesgo; sin embargo, se
estima que un 15% de estos pacientes tienen un familiar en primer grado que ha
presentado o presenta la enfermedad (Guerrero-Diaz et al, 2007). Algunas formas
de EP de incidencia genética se identificaron en un principio y se relacionaron como
factor primario desencadenante en pacientes jovenes (<40 afos), los cuales se
asociaron con una herencia autosomica recesiva (Martinez-Fernandez et al, 2016).
A raiz de estos estudios, se han identificado 11 genes y 3 locus tanto de caracter
dominante y recesivo relacionado con el inicio temprano de la enfermedad (Castro-
Toro et al, 2014). Estos hallazgos permitieron comprender de mejor manera los
procesos moleculares subyacentes a la EP, funciones intracelulares de transmision
sinaptica, el transporte en vesiculas, vias lisosomicas, endosémicas asi como la

funcion mitocondrial (Delamarre et al, 2017).

El primer gen identificado y asociado a la EP fue el SNCA — gen que codifica para
a-sinucleina, ubicado en el brazo largo del cromosoma 4, de transcripcion
autosémica dominante, presenta seis formas de mutaciones (A53T, E46P, A30P,
H50Q, G51D y A53E) de las cuales algunas son las responsables de la formacion
de oligomeros vy fibrillas (cuerpos de Lewy), por otro lado la presentacion de una
copia extra de la a-sinucleina (triplicacién del locus) también desencadena la EP
(Delamarre et al, 2017; Vidrio-Morgado et al, 2007). Los genes; Quinasa 2 de
repeticion rica en leucina (LRRK2) representa el 4% de la EP hereditaria, y VPS35
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el cual representa el 1% del Parkinson hereditario, y sus mutaciones G2019S y
R1441G / C / H , y VPS35 respectivamente; son los mas frecuentes, y estan
asociadas a la EP de inicio tardio, su actividad est4 asociada al transporte por
vesiculas, y el trafico de catepsina D, que esta implicado en la degradacion de la
alfa-sinucleina, la autofagia y funcion mitocondrial desencadenando pérdida de la

funcion (Delamarre et al, 2017).

Las mutaciones en el gen que codifica a la parkina (PARK2), son de herencia
autosémicas recesivas, llevan a la pérdida de la regulacién en la degradacion de
sustratos al carecer de la accion de ligasa de las proteinas ubiquitinadas (PARKS5,
UCH-L1), por la disfuncion del sistema ubiquitina-proteasoma, lo que genera una
alteracion en la morfogenésis celular asi como en la respuesta inmunolégica y de
inflamacion (Pineda-Trujillo et al, 2009), por otro lado, la parkitina mutada al
interactuar con la sinfilina, proteina asociada a la a-sinucleina contribuye a la
formacion de inclusiones citoplasméticas similares a los cuerpos de Lewy (Vidrio-
Morgado et al, 2007).

El gen Daisuke-Junko-1 (DJ1) (PARK6- PINK1) esta relacionado como un factor
protector de las neuronas dopaminérgicas al estrés oxidativo al regular la
translocacion PINK1-Parkin a las mitocondrias, como un sistema de control de
calidad mitocondrial, con lo cual cuando se presenta la mutacion, la forma
mitocondrial sufre alteraciones y se presenta un aumento en los niveles de estrés
oxidativo por el incremento de ROS (Pickrell et al, 2014; Vidrio-Morgado et al,
2007).

Otras mutaciones se han identificado como desencadenantes de la EP y algunos
estan catalogados en el genotipo clinico de desarrollo juvenil, siendo estas de baja
incidencia con menos del 1% prevalencia. Mutaciones en el gen CHCHDZ2, el cual

se encuentra en el cromosoma 7 estan implicado de igual manera en la alteracion
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del complejo respiratorio mitocondrial, y ha sido descrito en familias japonesas; el
gen PLA2G6 se asocia a EP sensible a la levodopa, contribuyendo a la
neurodegeneracion mediada por este farmaco. El gen ATP13A2 ha identificado
como el promotor de la EP juvenil (Kufor Rakeb), los genes DNAJC6 y FBXO7 se
describe en la respuesta dopa-juvenil con signos piramidales como paraplejia
espastica. Mediante estos mecanismos, se genera el deterioro de las neuronas de
la sustancia negra pars compacta, y durante este proceso hay participacion muy

significativa del estrés oxidativo (Delamarre et al,2017; Vidrio-Morgado et al, 2007).

c. Factores microbioldgicos

Recientemente se ha identificado la relacion entre toxinas producidas por parasitos
y su posible incidencia en la EP e incluso en otras enfermedades
neurodegenerativas, como es el caso de las cianobacterias, ya que al ser ingeridas
la neurotoxina BMAA (Beta_metilamino-L-alanina) es la causa sospechosa de
desarrollo de esclerosis lateral amiotrofica junto con el complejo Parkinson-
Demencia (Galetovic et al, 2017), de igual manera la toxina N-metilamino-Il-alanina
se ha asociado a retinopatias pigmentarias en pacientes con EP (Castro-Toro et al,
2014). Por otra parte, se ha demostrado que la infeccion por Toxoplasma gondii en
SNC afecta enormemente al cerebro, al activar el sistema inmune y liberandose
citoquinas inflamatorias (IFNy) y produciéndose metabolitos toxicos como el 6xido
nitrico llevando a la degeneracion de las neuronas productoras de dopamina
(Mhami-Oskouei et al, 2016).
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1.1.3. Fisiopatologia

El trastorno neurodegenerativo (abiotrofia) en la EP es de etiologia idiopatica,
causado principalmente por la disminucién de dopamina a nivel del cerebro la cual
esta intimamente involucrada en la actividad motora y en la memoria; entre otras
funciones, los bajos niveles de dopamina se presentan a causa del deterioro y
muerte de las neuronas dopaminérgicas, en el area ventral en la sustancia negra
pars compacta del mesencéfalo, por lo cual se desencadenan problemas motores.
A raiz de ello no se ha podido reconocer claramente una etapa temprana de la
enfermedad debido a la latencia entre el primer dafio de células dopaminérgicas y
el inicio de los sintomas clinicos los cuales por lo general no se desarrollan hasta
una pérdida de neuronas dopaminérgicas de entre el 70 y 80% (Emamzadeh et al,
2018; Estrada et al,2010).

El principio fisiol6gico de la EP se da a causa de la disfuncion del sistema de
ganglios basales (GB) debido a la disminucion de la dopamina. Los GB son ndcleos
subcorticales conformados por el nucleo estriado (caudado y putamen), el nucleo
subtalamico (NST), el glébulo palido externo (Gpe) e interno (Gpi) junto con el
ndcleo ventro-lateral del tdlamo. Las interconexiones anatdmicas y funcionales
entre estos nucleos estan mediadas por una intrincada red cortico — sub cortical de
proyecciones que va desde el complejo glébulo palido interno/ Sustancia negra
pars reticulata (Gpi/SNpr) hacia el tronco cerebral (out put), esta red forma los
circuitos motor (porcion dorso-lateral de los GB, sobre el cortex motor primario y el
area motora suplementaria), limbico (porcién ventromedial de los nucleos) y

asociativo o cognitivo (cortex prefrontal) (Martinez-Fernandez et al, 2016).
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El cuerpo estriado es la principal region de entrada de neuronas aferentes de
diversas regiones de la corteza cerebral como son la motora, premotora, el
cingulado, las prefrontales y los nucleos intralaminares del tdlamo. Las regiones
principales de salida de neuronas eferentes son el Gpi y la SNpr que se proyectan
a las regiones corticales y al tronco cerebral y se modulan por la actividad del
talamo. Estas zonas de entrada y salida se conectan a través de vias directas
(receptores D1, inhibe el Gpi y la SNr) e indirectas (receptores D2, inhibe el Gpe y
el NST) provenientes de las neuronas espinosas de la matriz del estriado. Las
neuronas espinosas de la zona media del nucleo estriado controlan las
proyecciones dopaminérgicas desde la sustancia negra pars compacta (SNpc). El
principal neurotransmisor presente en los circuitos de los GB es el 4cido gamma-
aminobutirico (GABA), mientras que el del NST es el glutamato, y de la SNpc es la
dopamina. En la EP, el STN ejerce una influencia excitadora en el GPi y SNpr,
estos envian una sefial inhibitoria al nucleo lateral ventral del talamo,
posteriormente, la depresion de dopamina por parte de las neuronas nigroestriales
(SNpc) no permite la activacion de la via directa en la cual la informacion de la
corteza pasa por el cuerpo estriado, el GPe, NST y se dirige hacia los GB para
comunicarse con el tadlamo, con lo cual se presenta una prevalencia de la via
indirecta sobre la directa genera un aumento en la actividad neuronal en los nucleos
de salida de los GB conduciendo a una inhibicién excesiva de los sistemas motores
talamo — cortical del tronco (Magrinelli et al, 2016).

Una caracteristica en la patologia de la EP es la presencia de cuerpos de Lewy,
éstos pueden aparecer en fases tempranas de la enfermedad; estos presentan
diferentes caracteristicas en su conformacion de acuerdo a la topografia anatomica
en la cual se encuentren. Los cuerpos de Lewy presentes en el tronco encefalico
son inclusiones intracitoplasmaticas con nucleo eosinofilico filamentoso denso
granular y un halo circundante de filamentos orientados radialmente més claros.
Estudios publicados en 2012, han identificado compuestos de tau formando las

marafias neurofibrilarias en el nucleo de los cuerpos de Lewy, este fendmeno se
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presenta por una por alteracion en los genes familiares MAPT y SCNA para tau y
a-sinucleina respectivamente, con lo cual se observan formas hiperfosforiladas de
manera patolégica de estas (Gomez-Chavarain et al, 2012; Benoit-Waxman et al,
2011).

Algunos factores genéticos se consideran igualmente como agentes causantes de
la formacion de los cuerpos de Lewy, de estas las mas relevantes en los procesos
implicados en la formacién de los cuerpos de Lewy son las mutaciones sobre las
proteinas parkina y ubiquitina ¢ terminal hidrolasa (UCHL1) debido a que estos
originan acumulaciéon de dopamina en el citoplasma neuronal, al favorecer la
formacion de poros en las vesiculas sinapticas permitiendo la salida de dopamina
de la vesicula hacia el citosol, adicionalmente se reduce la eliminacién de formas
toxicas de a-sinucleina, afectando el adecuado funcionamiento de las neuronas
dopaminérgicas de la via nigro estrial y llevando a la muerte de las neuronas

afectadas (Gomez-Chavarain et al, 2012).

1.1.4. Neuroquimica y mecanismos implicados en la EP

Aunque la etiologia molecular exacta en las enfermedades neurodegenerativas aun
se desconoce, se han propuesto algunas hipétesis que puedan dar explicacion a
este fendmeno. Muchos de los hallazgos patolégicos comunes apuntan a compartir
desérdenes degenerativos asociados a procesos como el estrés oxidativo, la
disfunciéon mitocondrial y la reaccion inflamatoria principalmente, sin embargo se
ha identificado que la dopamina (DA) y sus metabolitos oxidados generan dafio en
las neuronas dopaminérgicas, las quinonas de dopamina (DAQ’s),como se les
conoce a estos metabolitos, se producen en gran cantidad en el estrés oxidativo
cronico que se presenta en la EP desencadenando neurodegeneracion

dopaminérgica progresiva (Lopez-D et al, 2008).
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1.1.4.1. Sintesis de dopamina

La dopamina es uno de los neurotransmisores catecolaminérgicos mas importantes
del sistema nervioso central (SNC), regula la conducta motora, la emotividad, la
afectividad y la comunicacion neuroendocrina, esta se sintetiza en gran proporcion
en el SNC, y de manera limitada en la medula suprarrenal. La sintesis de
catecolaminas se lleva a cabo en dos pasos enzimaticos, la tirosina hidroxilasa
(TH), que cataliza la conversion de L-tirosina a L-dopa (L-3,4-dihidroxifenilalamina),
para ello requiere de oxigeno (O2) y moléculas de hierro (Fez+) asi como del
cofactor de tetrahidrobiopteridinas (BH). Luego la L-dopa es convertida en
dopamina (3,4-dihidroxifenilletamina) por accién de la L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (AADC), ambos pasos se llevan a cabo en el citosol de la terminal

dopaminérgica (Lopez-D et al, 2008; Hastings, 2009).

Una vez sintetizada la DA es incorporada a las vesiculas sinapticas por los
transportadores de monoaminas vesiculares del tipo 2 (VMAT?2) a través de la
bomba ATP-proton dependiente, este genera adicionalmente un gradiente acido
produciendo la forma activa DA*. La entrega de la DA en los espacios sinapticos
es mediada por canales de calcio sensibles a voltaje; los cuales permiten la fusion

de la membrana de las vesiculas con la membrana neuronal (L6pez-D et al, 2008).

1.1.4.2. Metabolismo de dopamina

El metabolismo de la DA es de tipo oxidativo, la mono amino oxidasa (MAO), la
cual se encuentra en el interior de la terminal nerviosa, es su principal via de
catabolismo, en este proceso se producen peroxidos de hidrégeno y el metabolito

acido di-hidroxi-fenil-acético (DOPAC), el cual es posteriormente es liberado de la
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terminal dopaminérgica para ser convertido en acido homovanilico (HVA) por
accion de la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La dopamina no capturada por la
terminal dopaminérgica es metabolizada en HVA por la accion secuencial de las
enzimas COMT y MAO (Bahena-Trujillo et al, 2000; Segura- Aguilar et al, 2014,
Lépez-D et al, 2008).

1.1.4.3. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se presenta cuando hay un aumento en la produccion de
radicales libres y minimizacion de los sistemas antioxidantes end6genos como son
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (Cat), y
glutation peroxidasa (GPx), asi como los atrapadores de RL y antioxidantes como
el glutation reducido (GSH), el ascorbato o vitamina C y el B-caroteno, precursor
de la vitamina (Martinez-Lazcano et al, 2010). Este desbalance del redox (balance
oxido-reduccion) genera un dafio celular severo que puede llevar a la muerte de la
célula. En la EP, la presencia de la de la disfuncién mitocondrial por alteracion de
la actividad del complejo | también conocido como NADH deshidro-genasa
(ubiquinona-oxidoreductasa) y el estrés oxidativo se evidencia en la via nigroestrial
generando un subsecuente aumento de la vulnerabilidad celular y disminucion de
DA. Sin embargo; la DA es una fuente de radicales libres durante la catalizacion de
ésta por la MAO, bajo condiciones de estrés oxidativo, la estructura quimica del DA
tiene la propiedad de transformarse en una toxina enddgena conocida como
quinona de dopamina (DAQ),que contribuirda aiin més a la disfuncién mitocondrial
y al dafio oxidativo acelerado (L6pez-D et al, 2008; Hastings, 2009; Flint-Henchcliffe
et al, 2008).

Cuando el almacenamiento de la DA en las vesiculas es alterado por las

protofibrillas de a- sinucleina, los niveles de DA se aumentan en el citosol y se
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empieza a desarrollar un proceso en el cual se forman metabolitos reactivos de DA

por dos vias distintas:

Un primer camino es por la MAO localizada en la superficie exterior de las
mitocondrias que metaboliza la DA a DOPAC formando H202 en el proceso. El
segundo camino implica la oxidacion del anillo catecol de la DA para formar ROS
(especies reactivas de oxigeno) y la orto quinona de DA (DA-0-Q) deficiente en
electrones. La autooxidacién de la DA puede ser facilitada por la presencia de iones
de metales de transicion (Fe, Cu), o puede oxidarse enzimaticamente actuando

COmo un cosustrato en la reaccion catalizada (Angora-Pérez et al, 2007).

Las DA-0-Q deficientes en electrones, asi como las ROS desencadenadas en el
proceso de oxidacién de la DA oxidan componentes celulares como lipidos y
proteinas, la deficiencia de electrones que caracteriza a las quinonas también
pueden reaccionar con nucleotidos celulares y llevar a la citotoxicidad, esto
desencadena una entrada no controlada de sodio y agua lo que genera una
alteracion en las concentraciones de electrolitos, se aumenta la liberacion de 6xido
nitrico (ON) y calcio mitocondrial, hecho que genera la estimulacion en la
produccion de interleucinas inflamatorias, citocinas y ciclo-oxigenasa 2 causando
gliosis e incremento del estrés oxidativo y posterior muerte celular (Angora-Pérez
et al, 2007; Lopez-D et al, 2008; Hastings, 2009; Pérez et al, 2000).

1.1.4.4. Apoptosis en células dopaminérgicas

La alteracién en el complejo | mitocondrial es el proceso precursor a la apoptosis
dependiente de la mitocondria, a través del dafio oxidativo y la activacién de la
proteina pro-apoptética Bax a través de los mecanismos oxidativos y la

impermeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (MOMP), lo que
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provoca la liberacion del citocromo c y la activacion de la cascada de las caspasa
a causa de la formacién de poros por la Bax, la cual se activa por el factor de
transcripcion  p53 quien induce su transcripcion y luego esta sufre una
translocacion mitocondrial, lo cual en Ultima instancia desencadena la muerte

celular (Perier et al, 2007).

Las caspasas son una familia de cisteinas proteasas que inactivan las proteinas de
supervivencia celular y activan las proteinas pro apoptéticas en un complejo
amplificador. Se han categorizado dos tipos de caspasas; las primeras estan
involucradas en la fase de inicio de la muerte celular apoptoética llamadas caspasas
iniciadoras, de las cuales las mas significativas son la caspasa -8 y la caspasa 9,
las segundas son las caspasas ejecutoras o “verdugo”, las cuales son las 3,6y 7,
las cuales son las responsables del rompimiento de nhumerosos sustratos, lo que
finalmente conduce a la muerte celular. Las caspasas iniciadoras son activadas por
el citocromo C liberada en el citoplasma, quien en conjunto con la Apaf -1 (factor
de activacion de la proteasa apoptética-1), ATP y procaspasa 9 forman el
apoptosoma, quien activa la caspasa 9, la cual se encarga de la activacién de la
desoxirribonucleasa (CAD) induciendo la fragmentacion de DNA que conduce a la

muerte celular por apoptosis al separarlo del inhibidor ICAD (Perier et al, 2012).

1.1.5. Evolucién Clinicade la enfermedad

Los signos tipicos en la EP son el temblor de reposo el cual es de caracter oscilante,
de gran amplitud y se manifiesta cuando los musculos estan relajados, se detecta
en las primeras etapas de la enfermedad en un 70% de los pacientes. Con la
progresion de la enfermedad aparece el deterioro de las llamadas manifestaciones
axiales, las cuales incluyen rigidez o inflexibilidad de los musculos limitando los

movimientos llegando en algunas ocasiones a ser incomoda y hasta dolorosa para
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el paciente, se presenta como movimientos en rueda dentada en las extremidades
superiores, bradicinesia de brazos durante la marcha, de igual manera se puede
apreciar contraccion en la escritura o micrografia a causa de la dificultad con las
acciones motoras de las manos. La retropulsion o inestabilidad postural y la pérdida
del equilibrio a causa de la disipada accion de los reflejos para mantener la postura
erguida se observa en la tendencia del paciente a inclinarse hacia atras al
levantarse de la silla, pararse o girar. La congelacion de la marcha ocurre cuando
el paciente comienza a caminar, este describe sentir los pies pegados al suelo por
lo que vacilan antes de avanzar, sin embargo, luego del primer paso generalmente
las personas continlan con una marcha normal, aunque la retropulsion es la
principal causa de las lesiones por caidas, también se presenta este riesgo en la

fase de congelacion (Magrinelli et al, 2016; Martinez-Fernandez et al, 2016).

Las manifestaciones de etapa avanzada en la EP se presentan por la pérdida de la
inervacion dopaminérgica. La clasificacion de estas manifestaciones en la EP
permite identificar subtipos, lo cual determina predominio tremdrico con ausencia
relativa de otros sintomas, y el predominio no tremadrico que incluird el fenotipo
rigido ascinético y aquellos con inestabilidad y trastorno de la marcha conocido
como PIGD: “postural instability and gait disorder”. Esta diferenciacién tendria
implicaciones prondsticas ya que el curso de la enfermedad difiere entre los
subtipos, siendo los de predominio tremérico de evolucibn mas lenta, menor
incapacidad y menor riesgo de deterioro cognitivo que aquellos no tremoricos

(Martinez-Fernandez et al, 2016; Garnica-Férnandez, 2009).

1.1.6. Métodos de diagndstico

El diagnostico en la EP se realiza por sospecha clinica, un diagnostico definitivo
requiere de la confirmacion de hallazgos neuropatoldgicos, en los cuales se pueda

observar la degradacion neuronal en el sistema nervioso central y la presencia de
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cuerpos de Lewy, desafortunadamente este tipo de diagndstico solo se puede
realizar tras el fallecimiento del paciente, sin embargo , los criterios clinicos de
referencia son los proporcionados por el banco de cerebros del Reino Unido
(UKPDSBB), los cuales permiten identificar con una precision del 75 al 95% la EP
(Martinez-Fernandez et al, 2016; Estrada et al, 2010).

A raiz de ello, se desarroll6 una serie de parametros por parte de la Academia
Americana de Neurologia (AAN), conocidos como los parametros de Gelb. Estos
parametros dan una precision en diagnéstico de la EP en un 83.9%, una
sensibilidad del 81.3% y una especificidad del 83,5%. Ambos criterios, UKPDSBB
y AAN se enfocan sélo en las caracteristicas motoras que responden mas o menos
a los tratamientos con levodopa, incluidos los trastornos del suefio, del estado de
animo, el fallo autonémico, problemas sensoriales y deterioro cognitivo; aunque
este Ultimo ha sido cuestionado y de hecho se ha considerado un factor excluyente
ya que puede ser un diagnostico alternativo de demencia con cuerpos de Lewy
(Marsili et al, 2018). Otros instrumentos de valoracién y evaluaciéon para diagnostico
de la EP son: la escala de Hoehn y Yahr, se utiliza como indice de progresion clinica
de la enfermedad, presenta una buena correlacion en contraste con la escala de
UPDRS, se ha implementado de igual manera para evaluar la eficacia de los
tratamientos instaurados a pacientes. La escala intermedia para la valoracion de la
EP (ISAPD), la cual logra una medida uniforme valida para evaluacion de EP. La
sociedad de trastornos del movimiento (MDS) ha sido mas ampliamente utilizada
ya que cubre el espectro clinico en la EP, ésta incluye elementos nuevos de
sintomatologia no motora para la evaluacién del paciente, y modificé la manera de
calificar varios sintomas y signos del paciente que incluyen ademas pruebas
diagnésticas especificas (Resonancia magnética, tomografia computarizada por
emision de positrones, tomografia computarizada por emision de fotdn Gnico), estas
incluyeron la asociacion de la definicion ON- OFF a la parte Ill de la escala de
UPDRS para dar mayor uniformidad entre los clinicos evaluadores (Castro-Toro et
al,2014; Marsili et al, 2018). En la evaluacion neurolégica se han incluido factores

de exclusion determinados por la medicacion previa del paciente, debido a que
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ciertos farmacos por su accién bloqueante dopaminérgica pueden inducir un
parkinsonismo farmacolégico, como es el caso de los neurolépticos con excepcién
de la clozapina y la quetiapina, asi como algunos antieméticos como la
metoclopramida, antiflatulantes como la cleboprida y antivertiginosos tal como
sulpirida tieltiperazina. Estos farmacos por lo general presentan alteraciones
motoras de tipo simétrica, las cuales difieren de las manifestaciones motoras rigido
— acinéticas propias de la EP (Martinez-Fernandez et al, 2016). Otros factores de
exclusion incluyen historial de accidente cerebro vascular a repeticion, encefalitis o
crisis oculégiras no tratadas, tumor cerebral, hidrocefaleas confirmadas en
neuroimagenes, exposicion a neurotoxinas, signos cerebelosos, demencia o

trastornos del lenguaje o de memoria entre otros (Estrada et al, 2010).

1.1.7. Tratamiento

El tratamiento de eleccion es la levodopa, un precursor de la dopamina con el cual

consigue retrasar la progresion de los sintomas, pero su eficacia inicial disminuye
con el tiempo. Esta se absorbe en el tracto gastrointestinal utilizando los
mecanismos de transporte activo de la mucosa intestinal, alli no sufre mayor
degradacion, pero en la circulacion sistémica hay una alta degradacion, por lo que
se hace necesario prescribirse junto a inhibidores de la descaboxilasa como son
la carbidopa o benserazida, permitiendo una mejor accion en el sistema nervioso
central. Una vez llega a la circulacion encefélica, entra a la neurona y es convertida
mediante la hidroxifenilalanina descarboxilasa en dopamina, la liberacion de la
dopamina en las terminales sindpticas sigue un patrén tonico fasico, esta estimula
los receptores dopaminérgicos D1 asociados a las complicaciones motoras (Juri-P
et al, 2006; (L6pez-D et al, 2008; Ibafez-P. 2008).
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Si bien la levodopa sigue siendo el tratamiento mas efectivo en el manejo de
sintomatologia del Parkinson, los beneficios del tratamiento se acortan a medida
gue avanza la enfermedad a causa de la disminucién de sistemas dopaminérgicos
intactos, por lo cual se hace necesario el monitoreo constante, ajuste de las dosis
y la minimizacion de efectos adversos con terapias combinadas. Dentro de los
efectos adversos conocidos de la levodopa estan: naduseas, vomitos, hipotension
postural, sedacion, suefios vividos, mareos, orina oscura, confusion, mas de la
mitad de los pacientes generan fluctuaciones motoras conocidas como fenémenos
de desgaste o “wearing-off” causadas por variaciones de los niveles de dopamina
al final de la dosis y al estrés oxidativo generado por la levodopa, sin embargo el
retiro repentino de la levodopa también causa efectos adversos como el sindrome
parkinsoniano o hiperpirexia, el cual desencadena acinesia, disminucion de la
conciencia, insuficiencia renal aguda, trastornos de la coagulacion y fiebre
(DeMaagd et al,2015; Herrera-Tejedor, 2010).

Por otra parte, existen diferentes alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de
la EP, cuya prescripcion depende de la sintomatologia motora en el paciente, sin
embargo, a pesar de los avances obtenidos para estos medicamentos, no se ha
desarrollado un efecto altamente neuroprotector para estos. En los primeros
estadios de la enfermedad, cuando no se presenta compromiso funcional se
consideran como primera eleccion los inhibidores de la monoaminooxidasa B
(IMAO-B), agonistas dopaminérgicos, inhibidores de la Catecol — O -
metiltransferasa (iCOMT), anticolinérgicos y amantadina (Zahoor et al, 2018; Marin
et al, 2018).

Los IMAO-B selegilina y rasagilina, presentan una alta selectividad y efecto
irreversible de inhibicion, en tanto que la safinamida aunque es igualmente
selectiva a la MAO-B su efecto es reversible. Estos medicamentos evitan una alta
degradacion de la dopamina, reducen el estrés oxidativo y los metabolitos de la
dopamina por lo cual se les atribuye propiedades neuroprotectoras; sin embargo,

la mejoria de los sintomas es leve, razén por la cual se deben asociar con otros
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farmacos como preparaciones a base de Levodopa y un inhibidor de la
descarboxilasa para disminuir la dosis de levodopa. Los efectos secundarios
observados con los iIMAO-B estan relacionados con molestias gastrointestinales,
articulares, depresion, fatiga, boca seca, insomnio, mareos, confusion, pesadillas,
alucinaciones, sintomas gripales, indigestion y dolor de cabeza (Riederer et al,
2011; Dezsi et al, 2017; Hurtado et al, 2016).

Los agonistas dopaminérgicos estimulan de manera directa los receptores de
dopamina enddgena, especialmente de los receptores D2, con lo cual se
disminuyen las alteraciones motoras y discinesias a comparacion de la levodopa,
por lo que se les considera ahorradores de levodopa ya que prorrogan la necesidad
de administrar la levodopa, sin embargo a medida que avanza la enfermedad, la
eficacia de los agonistas dopaminérgicos disminuye, razén por la cual solo se
administran como monoterapia en pacientes jovenes, 0 en pacientes mayores que
no presenten deterioro cognitivo. Los efectos adversos conocidos para estos
farmacos son: somnolencia, hipotensiébn ortostatica, edema, trastornos
compulsivos y alucinaciones (Hurtado et al, 2016). Los agonistas de la dopamina
se dividen en derivados del ergot y agonistas no ergolinicos, los agonistas con
estructura ergotica alfa-dihidroergocriptina (DHEC), bromocriptina, lisurida,
cabergolina y pergolida, son de primera generacién, presentan buena efectividad
contra la discinesia, y permiten posponer el inicio de tratamiento con levodopa. Los
efectos secundarios de estos agonistas de la dopamina son nauseas, vomitos,
mareos e hipersomnia. En la actualidad los derivados de la ergotamina no se
prefieren como tratamiento de primera linea debido al riesgo de problemas

cardiacos como la valvulopatia cardiaca fibrética (Konta et al, 2008).

Los agonistas no ergoticos ropirinol, pramipexol, rotigotina y piribedilo, se
administran en las etapas iniciales de la EP con el fin de posponer el uso de
levodopa o para reducir la dosis de ésta en caso de ser terapia complementaria,

sus efectos secundarios son menos severos y frecuentes que con los agonistas
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ergoticos (Konta et al, 2008). Se cree que los agonistas dopaminérgicos podrian
tener efectos neuroprotectores puesto que poseen propiedades antioxidantes, ya
gue se ha comprobado que captan radicales libres, inhiben la apoptosis, actian
sobre la membrana mitocondrial (pramipexol), disminuyen la liberacién de
dopamina lo que evita la formacién de radicales libres derivados del metabolismo
de la DA. Los agonistas de la dopamina pueden llegar a desencadenar un sindrome
de carencia dopaminérgica en caso de cese repentino de administracion, por lo
cual la eliminacién en el tratamiento de éstos debe ser de tipo gradual (Canovas et
al, 2014).

La tolcapona y entacapona, son inhibidores de la catecol — O — metiltransferasa
(ICOMT), evitan el metabolismo de la levodopa a 3-O-metildopa siendo la accion
de la tolcapona mas potente a nivel periférico y central, por lo cual incrementan la
vida media plasmatica de la Levodopa sin alterar el tiempo de pico plasmatico o la
concentracion maxima. Su administracion se presenta en el tratamiento de
fluctuaciones motoras asociadas al consumo de levodopa evitando generar un
aumento en la dosis o de la frecuencia de administracién de levodopa, disminuyen
los periodos “on” y los “off”, sin embargo, la administracion de los iICOMT junto con
la levodopa no retrasa o disminuye el avance de la EP ni la frecuencia de las
discinesias propias del aumento de dosis de la levodopa. Los efectos secundarios
observados en la administracion de los iCOMT son diarrea, coloracion de la orina,
dolor abdominal de intensidad leve a moderada, en algunos casos elevacién de
enzimas hepaticas y sindrome neuroléptico maligno tras la retirada del tolcapone,
razén por la cual tolcapone fue retirado del merado quedando indicado solo para
pacientes con fluctuaciones motoras que no tengan otra alternativa medicamentosa

de alivio sintomatico (Marin et al, 2018; Buritica et al, 2004).

Los anticolinérgicos trihexifenidilo, la benztropina y el biperideno, estan indicados
para pacientes que presentan temblor de reposo sin mejoria con tratamiento a
levodopa o agonistas dopaminérgicos, al igual que para pacientes jovenes con

temblor incapacitante y poca bradicinesia, rigidez y sin compromiso cognitivo. Su
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administracion debe ser gradual, comenzando con dosis bajas e incrementandolas
poco a poco ya que una administracion con dosis alta de manera inmediata
desencadena efectos adversos como xerostomia, vision borrosa, midriasis,
fotofobia, confusién y alucinaciones, principalmente en pacientes de edad muy
avanzada (Marin et al, 2018; Lertxundi et al, 2015).

La amantadina se desarroll6 en un principio como un medicamento antiviral para
tratamiento de la influenza, y fue por casualidad que se le descubrieron las
propiedades de alivio leve en los sintomas motores del Parkinson; se ha sugerido
gue aumenta las concentraciones de dopamina y presenta accion anticolinérgica,
sin embargo, el mecanismo de accion de la amantadina no esta completamente
aclarado. En afios anteriores esta se prescribia como tratamiento corto y como
herramienta de diagnadstico de la EP; actualmente, se asocia al tratamiento crénico
de levodopa para el control de las fluctuaciones motoras y discinecias. Dentro de
los efectos secundarios y adversos reportados en el uso de la amantadina se
encuentran: insomnio y cansancio durante el dia, livedo retucularis (manchas rojas
0 moradas en la piel por lo general presentes en las piernas), ansiedad, nauseas,
retencion urinaria, inflamacion de los pies y alucinaciones (Marjama et al, 2004,
Marin et al, 2018).

1.2. Familia Rubiaceae, origen y distribucion

Etimologicamente el nombre de la familia Rubiaceae proviene del latin “ruber”
alusivo al rojo, referente al colorante rojo que se extrae de la especie asiatica Rubia
tinctorum. La familia Rubiaceas del orden de las Gentianales, es una familia que
retne aproximadamente 650 géneros y unas 1300 especies distribuidas por todo
el mundo, siendo la cuarta familia de plantas mas grande. Su distribucion es

cosmopolita y predominantemente pantropical, alrededor de la mitad y un tercio de
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los géneros son neotropicales ( Psychotria 600 especies, Palicourea, 230; Rudgea,
220; Faramea, 200; Rondeletia, 200; Guettarda, 140; Manettia, 130; Coussorea,
120; Sopermacoce incluyendo a Borreria,180; Randia, 90; Chomelia,75; Galium
incluyendo Relbunium, 60; Ixora, 50; Notopleura, 73; Sabiceae, 55; Alibertia,
incluyendo Borojoa 180; Simira, 45; Gonzalagunia, 40; y Mitracarpus, 40). 75
géneros y 729 especies de Rubiaceas estan presente en los andes tropicales
(Palicourea, 164 especies; Psychotria, 129; Manettia, 71; Galium, 30; Rudgea,
Faramea y Hoffmannia, 21 cada uno; Ladenbergia, 18; Arachnothryx, 16; Borreria
y Arcytophyllum, 14 cada uno; Gonzalagunia, 13 y Cinchona, 12). En América
tropical hay aproximadamente 317 géneros y mas de 5.000 especies
encontrandose especialmente sobre los 1000 msnm, son especialmente diversas
en la amazonia, bosques de niebla de los andes, bosques del atlantico del Brazil,
el origen de las Rubiaceae andinas parece ser a través de la adaptacion de
ancestros provenientes de las tierras bajas a condiciones de montafia (Teran-
Aguilar, 2006).

1.2.1. Caracteristicas botanicas

Son angiospermas, arboles y arbustos, hierbas, enredaderas, lianas o sufrutices,
plantas erectas postradas o trepadoras, a veces epifiticas mircefélicas, herbaceas
o leflosas, sus tallos pueden estar protegidos con espinas rectas 0 curvas.
Estipulas generalmente interpeciolares o intrapeciolares, estas son persistentes o
deciduoas, enteras, laceradas a divididas en dos 0 mas l6bulos, libres o unidas en
vaina o gorro, la vaina puede presentarse a veces con proceso aristado o aculeado,
mayormente de tamafo reducido comparado con la hoja. Las hojas usualmente
son opuestas o0 verticiladas en raras ocasiones alternas, simples, enteras y en
ocaciones se encuentran hojas subonduladas al margen o pinnadas. Sus flores son

bisexuales y unisexuales, actinomorfas y rara vez zigomorfas ligeramente,
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agrupadas en paniculas terminales o axiales, espigas, cabezuelas, cimas o
solitarias, de tamafio diminuto o grande y vistosas, con frecuencia heterostilias
libres o adnatas en la base. Su cdliz presenta el tubo unido al ovario infero
formando el hipantio o en ocasiones libre del ovario, el limbo del céaliz dentado o
labiado, los dientes usualmente de 4 a 5, en ocasiones ausentes, con frecuencia
persistentes en el fruto. Corola gamopétala, actinomorfa rara vez subzigomorfa,
campanulada, infundibuliforme o rotacea, con l6bulos de 4 a 6 usualmente, en
ocasiones corniculados, valvados, imbricados, alternos a los I6bulos corolinos,
insertos en el tubo de la corola entre el apice y la base o en la garganta, o insertos
en la base casi libres, externos o inclusos. Las anteras libres, loculares,
dorsibasifijas, versétiles, por hendiduras dehiscentes laterales y pocas veces por
poros apicales. Ovario infero pocas veces suUpero 0 semisupero usualmente
bilobulado, 6vulos en par llegando hasta 5 pares y en ocasiones uUnico. Estilo simple
o bilobulado, rara vez bipartido hasta la base, ramas filiformes, lineales y totalmente
estigmaticas. Fruto drupaceo, de una baya o una capsula con dehiscencia
septicida, loculicida o circuncisa, en ocasiones indehiscente. Sus semillas son
muchas de tamafio pequefio o grande con frecuencia aladas, foveoladas, de testa
suave, tuberculada o celular, con endospermio grande, corneo, carnoso, ruminado,

entero muy rara vez ausente (Borhidl et al, 2002).

1.2.2. Andlisis fitoquimico de la familia Rubiaceae

Esta familia ha sido muy poco estudiada en su composicion quimica y actividad
farmacoldgica, se han identificado en su fitoquimica compuestos aromaticos como
fenoles y flavonoides, también se ha identificado terpenos y alcaloides inddlicos,
glicésidos vy triterpénicos, ésteres, saponinas (Castro-Diaz, 2006; Martinsa et al,
2014), ciclétidos (Gonzéalez-Cadavid et al, 2012), taninos, cumarinas y glucoésidos
cardioténicos (Taborda-Martinez, 2009).
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1.2.3. Actividad biologica de la familia Rubiaceae

Se estima que la familia Rubiaceae posee acciones neurotroficas al encontrarse
entre sus compuestos quimicos saponinas triterpénicas, las cuales protegen las
neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal contra la neurodegeneracion y
atrofia relacionada con la edad, esta accion se basa en la induccion de secrecion
del Factor de crecimiento nervioso (NGF) en células maduras, lo que NGF regula
la sintesis de la norepinefrina (Pérez-Estudillo et al, 2018; Hyun-Kim et al, 2011),
entre otros mecanismos de las saponinas con funcién neuroprotectora se destacan:
accion antioxidante, modulacion de neuroprotectores, mecanismos anti-
apoptéticos, antiinflamatorios, atenuacion del influjo de calcio, inhibicién de la
fosforilacion de tau y regeneracion de redes neuronales (Garcia-de Vello Moreno,
2015) Se ha demostrado que la accion citotoxica de esta familia se encuentra
generada por los metabolitos secundarios esteroides y terpenos encontrados en

los tallos y hojas de algunas especies de esta familia (Castro-Diaz, 2006).

Los terpenos poseen actividad antioxidante ya que pueden reaccionar con los
radicales libres dando lugar a radicales mas estables y con menor reactividad
(Gonzéales-Burgos, 2010). Los flavonoides presentan potencial neuroprotector
actuando sobre dos mecanismos principales: la neuroinflamacién y el estrés
oxidativo, estos mantiene la capacidad integral y funcional de la neuronas,
disminuyen la produccion de ROS, bloquean la respuesta inflamatoria por medio
de la inhibicién de la microglia, los astrocitos y moléculas pro-inflamatorias como la
sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS), el factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-
a) y la 1B (IL-1B) (Sandoval-Avila et al, 2016; Alvarez-Fernandez et al, 2010).
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1.3. Nertera granadensis (Mutis ex L.f.) Druce

Al género Nertera pertenecen 26 especies de plantas, su nombre deriva de la
palabra griega nerteros que significa hacia abajo, es una planta perenne originaria
de Nueva Zelanda cultivada como planta ornamental. Su follaje es denso y se
caracteriza por ser de hojas muy pequefias formando monticulos de 5 a 8 cm de
altura, crece a manera de colchones en areas abiertas, sus tallos son densos, finos
y compactos de los cuales nacen las hojas color verde profundo, de forma ovalada
a redondeadas. En verano florece, siendo estas florecillas de color amarillo, de
unos 5 mm de diametro y duran unas pocas semanas, sus bayas son brillantes de
forma esférica y color naranja. Se desarrolla bien en suelos humedos y bien
drenados en pH tanto acidos, como neutros y alcalinos, a temperatura de 15°C se
desarrolla bien, requiere luz aunque no estar expuesta al sol directo, su
reproduccion se da por semillas, esquejes o por division de la planta (Marticoea et
al, 2010; Corpochivor, 2012).

1.3.1. Caracteristicas botanicas y clasificacion
taxonOmica

Tabla 1. Caracteristicas de Nertera granadensis
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Género de
coleccion:
037
0 Scm
B B S
g © Fundacion Evaristo Garcia
Ve
Nom,b_re Nertera granadensis (L.F.) Druce
cientifico
Nol(rTCt;rles Coralito, coral de agua, tomatillo, uvita de agua, yerba de sapo.
Familia Rubiaceae
Origen Nativa
Tlpo 'de Hierba
Crecimiento
Habito Terrestre
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Planta de No
Humedal
Dispersion |Fauna
Propagacion | g s
Principal
Propagacion .
Secundaria Vegetativa
Estado Intermedia
Tallo Tallo flexible, con raices en los nudos.
. Hojas pequefias y glabras, de 0.5 a 1 cm de longitud, de lamina eliptica;
Hojas estipula diminuta, triangular, persistente.
Carnoso. Frutos solitarios y terminales, con el caliz persistente. Frutos
globosos, de 2-6 mm de didmetro, jugosos, de color verde en estado
Fruto inmaduro y rijo al madurar, con una pequefia presion en la parte apical y con
dos semillas. Las semillas tienen un lado aplanado y el otro convexo con
estrias en la superficie y de color café.

Fuente: https://ifs-plantas.sites.olt.ubc.ca/plantas/nertera-granadensis/

1.3.2. Distribucion en Colombia

Presenta una distribucién amplia a lo largo el territorio nacional, encontrandose en
gran proporcion en los departamentos de Cauca, Arauca, Caldas, Putumayo,
Santander, Meta, Narifio, Cundinamarca, Huila, Risaralda, Quindio, Antioquia,

Boyaca, Magdalena, Cesar y Choc6 (Humboldt, 2018)

1.3.3. Usos etnofarmacoldgicos

Se ha reportado su uso junto con agua de quiche para tratar afecciones cardiacas,
de igual manera se le han conferido propiedades para tratar problemas renales, del

corazén y la epilepsia (Humboldt, Instituto, 2014).
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1.3.4. Actividad biologica de Nertera granadensis

En estudios preliminares desarrollados en el Departamento de Farmacia (grupo
GIFFUN), Nertera granadensis presentd propiedades neuroprotectoras en el

modelo de rotenona sobre células SH.SY5Y.

1.3.5. Estudio fitoquimico de Nertera granadensis

Como se ha mencionado la especie Nertera granadensis hace parte de la familia
Rubiaceae, familia que se caracteriza por biosintetizar varias clases de alcaloides
incluyendo los alcaloides monoterpeninddlicos cuya parte terpénica corresponde a
una estructura tipo iridoide, asi mismo se han obtenidos iridoides libres en especies
de ésta familia. Para Nertera granadensis se reporta la presencia de iridoides y del

triterpeno acido ursélico (Barboza et al, 2009; Ludwig et al, 1978).

1.3.5.1.Propiedades de los compuestos fitoquimicos de

Nertera granadensis

Los iridoides en la familia Rubiaceae se pueden encontrar solos o haciendo parte
de la estructura de alcaloides monoterpeninddlicos. Los iridoides son
monoterpenos que se caracterizan por poseer un esqueleto ciclopenta [c] piranico,
denominado comunmente como iridiano (cis-2-oxabiciclo [4,3,0]-nonano), se han

incluido en este grupo los secoiridoides, los cuales proceden de la ruptura del
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enlace 7,8 del nucleo ciclopentanico. EI compuesto secologandsido en la formacion
de alcaloides indol-monoterpénicos juega un papel importante, la condensacién de
este compuesto con la triptamina y la 3,4 -dihidroxifeniletilamina da lugar a la
estrictosidina y al desacetilipecosido respectivamente, precursoras de los

alcaloides indolicos (Bruneton, 2001).

Estos compuestos han sido estudiados en su estado puro han sido evaluados, y se
les ha detectado propiedades neuroprotectoras, anticancerigenas,
antiinflamatorias, sedantes, antioxidantes, antimicrobianas, hipoglicemiantes,
hipolipidémicas, coleréticas, antiespasmadicas, inmunomoduladoras, antipiréticas,

hepatoprotectoras y cardioprotectoras (Rios, 2015).

Se ha identificado que presentan accion sobre el sistema antioxidante de defensa
y sobre los receptores glutamatérgicos, de igual manera poseen propiedades
inhibidoras de sustancias proinflamatorias (especies reactivas de oxigeno,
especies reactivas de nitrégenos, factor de necrosis, peroxidos, prostaglandinas e
interleucinas), asi como de las enzimas de sintesis de estas sustancias (0xido
nitrico sintetasa, lipooxigenasa 5, 12, 15; hialuronidasas, ciclooxigenasa-1 y
ciclooxigenasa-2) (Rios, 2015).
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Figura 1. Distribucion de iridoides en los 6rdenes Lamiales, Cornales y Gentianales

Fuente: (Rios, 2015)

Acido ursoélico

El &cido ursdlico (AU), denominado de igual manera por algunos autores como

ursén, prunol, micromerol y malol [acido (3R)-3-hidroxi-urs12-en-28-oico] es una

sapogenina pentaciclica triterpénica que puede aparecer en forma de acido libre o

de aglicona (Martinez et al, 2007), estos se sintetizan a partir de metabolitos

primarios por dos rutas del acido mevalonico, activa, en la via del metileritritol

fosfato (MEP), el cual junto con el isopentenil difosfato (IPP) son los precursores

de los terpenos, los cuales por accién de las prenil transferasas dan origen al
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geranil difosfato, el cual junto con IPP, originan el farnesil difosfato (FPP),el cual es
el precursor de los triterpenos (Avalos et al, 2009). Al &cido ursolico se le ha
demostrado actividad anti inflamatoria, analgésica, antineoplasica, antibacteriana,

antidiabética y neuroprotectora (Escalona et al, 2019).

Se ha demostrado que el AU disminuye la produccion de citrinas proinflamatorias,
incluyendo entre otros el TNF-a, la ruta del factor nuclear kB (NF-kB) y la
interleucina (IL) -6 y / o IL-17, la ciclooxigenasa-2 (COX-2),inhibe la 6xido nitrico
sintasa (NOS) y el perdxido de hidrégeno (Feng et al, 2019).

Figura 2. Estructura del acido ursoélico

Fuente: (Ludefia-Huaman, 2018)

En cuanto a la toxicidad de estos compuestos, se ha determinado que es muy baja,
siendo por lo tanto seguros para la experimentacion (Ferrer et al, 2007; Feng et al,
2019).
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1.4. Modelos animales experimentales para para evaluar
actividad farmacoldgica antiparkinsoniana

Los modelos animales son de gran utilidad para el estudio del funcionamiento de
los ganglios basales y la actividad antiparkinsoniana de determinadas moléculas o
compuestos, permiten identificar cada mecanismo implicado en la muerte de
neuronas dopaminérgicas y la eficacia de posibles tratamientos neuroprotectores.
El estudio de las alteraciones motoras y sus tratamientos o alternativas terapéuticas
para la EP tradicionalmente se basan en el uso de neurotoxinas las cuales afectan
de manera selectiva la sustancia negra en ratones, ratas, gatos y primates
(Cuenca-Alcaiiiz et al, 2016). La validez de estos modelos animales se basa en 3
criterios: validez predictiva la cual define la capacidad del modelo usado para
predecir algun evento o condicion clinica, la validez aparente que demuestra la
similitud entre el modelo y la condicion clinica, este modelo muestra
simultdneamente la etiologia, bioquimica, sintomatologia y tratamientos de la
condicion clinica bajo el modelo y la validez de constructo determina la similitud
entre el comportamiento animal psico o neurobiolégico determinando los
mecanismos subyacentes a la condicion clinica (Skalisz et al, 2002). Existen
modelos basados en plaguicidas, modelos genéticos y modelos farmacol6gicos
como el de reserpina. A continuacion, se presentan algunos de los modelos que se

usan frecuentemente:
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1.4.1. 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

Es de las neurotoxinas de mayor uso para el desarrollo de modelos de induccién
de la EP en animales, debido a su dificultad para atravesar la barrera
hematoencefélica, esta debe inyectarse directamente en el cerebro en la porcion
anteroposterior del mesencéfalo, la 6-OHDA induce la muerte celular selectiva de
las neuronas catecolaminérgicas de la sustancia negra pars compacta. La muerte
celular de las neuronas dopaminérgicas es dosis dependiente y esta mediada por
la formacién de peroxido y radicales libres de hidroxilo, lo que inhibe la cadena
respiratoria mitocondrial, lo cual genera el descenso de los niveles de dopamina,
encefalina y sustancia P, en tanto que los niveles de neurotensina se elevan. La
lesion generada por la 6-OHDA suele ser mas extensa y de evolucion mas rapida
de lo presentado en la EP, por ello este modelo es una forma répida y eficaz de
pérdida neuronal dopaminérgica de un estadio inicial de la enfermedad con
deterioro de un 60 a 70% de las neuronas permitiendo realizar estudios de efectos
neuroprotectores de diversas sustancias. La ventaja de este modelo es que al ser
inyectado el 6-OHDA en un hemisferio cerebral, el otro hemisferio sirve de control,
sin embargo, su desventaja es que puede llegar a afectar otras zonas (Philippens,
2008; Luquin, 2000).

1.4.2. Reserpina

Este es otro modelo clasico de estudio de la EP, la reserpina permite la depresion
de los niveles de dopamina de manera transitoria sin provocar neurodegeneracion
en las células dopaminérgicas de la via nigroestrial, con lo cual se observan
sintomas motores similares a los presentados en la EP como es el temblor,

acinesia, rigidez, alteraciones posturales y de la marcha (Castafieda et al, 2015).
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Su mecanismo de accién se da mediante el bloqueo de la funcion de los
transportadores vesiculares de monoaminas (VMATS) para el almacenamiento de
la dopamina en las vesiculas presinapticas, disminuyendo asi los depoésitos de
dopamina y su posterior liberacion (Ritter et al, 2012). En las vesiculas sinaptica se
encuentran los transportadores vesiculares de monoaminas VMATs tipo 2,
identificados en las neuronas dopaminérgicas de SNC tanto en humanos como en
roedores, siendo estos los directamente responsables de introducir la dopamina en
el interior de las vesiculas para posteriormente ser liberada en el espacio sinaptico.
Adicionalmente, se les atribuye un papel neuroprotector al participar en la
recaptacion de la dopamina hacia el interior de la célula presinaptica. La
disminucién de la actividad de la VMATs 2 disminuye esta recaptacion y se
incrementa la concentracion de dopamina en la neurona presinaptica aumentando
de esta manera la posible neurodegeneracion celular por oxidacion de la dopamina

en el citoplasma (Zheng et al, 2006).

Se ha observado que existe un aumento importante de la acinesia generalizada a
causa de la disminucion de la dopamina estriatal de un 95%, y en la SNpc hay
disminucion de los niveles de dopamina en un 85%. De igual manera se ha
evidenciado un aumento de los aminoacidos excitatorios en los ganglios basales,
asi como un aumento del 50% de los niveles de glutamato posterior a la
administracion de reserpina en el ndcleo subtaldmico y en los ganglios basales
(Castarieda et al, 2015).

Este modelo permite evaluar la efectividad de diversos tratamientos, asi como para
la evaluaciébn de los efectos terapéuticos de levodopa y otros agonistas
dopaminérgicos. Sin embargo, en este modelo no se desarrolla la degradacion
neuronal clasica de la EP pudiéndose ver afectados otros neurotransmisores, por
lo cual no es ampliamente utilizada para test de neuroproteccién de farmacos
(Tadaiesky et al, 2006; Philippens, 2008; Pando-Orellana et al, 2016).
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1.4.3. Modelo MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina)

Es un modelo que presenta gran similitud en la degeneracién neuronal con la EP,
el MPTP tiene gran capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, una vez
llega al cerebro es captada por las células gliales, y por accién de la MAO-B se
transforma en el metabolito activo 1-metil-4- fenilpiridinio (MPP+) metabolito que es
altamente afin a las neuronas dopaminérgicas por accion del trasportador de
dopamina (DAT), alli se almacena en las vesiculas por parte del VMAT o en las
mitocondrias donde inhibe el complejo 1 mitocondrial provocando la disminucién
del ATP, aumento de radicales libres e induciendo posteriormente a la muerte de
las neuronas dopaminérgicas. Los efectos y dosificacion en roedores varian
dependiendo de la edad de estos, asi como de la via metabdlica y el numero y
frecuencia de administracion, por lo cual se ha observado que el dafio mitocondrial
se incrementa con la edad del ratén al igual que los depédsitos de MPTP lo que
puede conducir al aumento de la sensibilidad a la toxicidad. Por otro lado se ha
demostrado que algunas cepas de roedores son mas susceptibles a los efectos del
MPTP a causa de una variabilidad genética (Philippens, 2008; Pando-Orellana et
al, 2016; Rumiko et al, 2004).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar los posibles efectos anti pakinsonianos del extracto etandlico de Nertera
granadensis en ratones.

2.2. Objetivos especificos

v Determinar los posibles efectos antiparkinsonianos del extracto etandlico
de Nertera granadensis en un modelo de Parkinson de reserpina en ratones.

v' Determinar el posible efecto potenciador de levodopa y del extracto etanélico
de Nertera granadensis en ratones reserpinizados

v' Determinar la posible actividad antioxidante del extracto etandlico
de Nertera granadensis
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3. Metodologia

3.1. Animales

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones albinos machos colonia CD1 (Mus
musculus domesticus) criados en el bioterio del Departamento de Farmacia; estos
animales son de uso comun para estudios de control de farmacos (Vargas-Miranda
et al, 2018), se escogieron los animales en edades entre las seis y siete semanas,
con peso entre los 28 y 37 g. la distribucién de los animales se realizé de manera
aleatoria por cajas en grupos de 5 individuos del mismo sexo (machos) y con pesos
similares la cual representaba el ensayo minimo. Como protocolo sanitario se
realiz6 cambio de camas dos veces por semana, al igual que lavado de bebederos.
Los animales se aclimataron por un espacio de tiempo de 72 horas anteriores al
desarrollo de los modelos, se mantuvieron a temperatura de 22°C +1°C, en ciclos
sucesivos de 12 horas de luz y oscuridad, se les administré alimento (LabDiet®) y
agua a libre demanda, los ensayos se realizaron a la misma hora del dia con el fin

de minimizar posibles variables a causa del ciclo circadiano.

3.2. Extracto etandlico de Nertera granadensis

El extracto etandlico lo proveyé el grupo Grupo de investigacion en Fitoquimica y

Farmacognosia de la Universidad Nacional de Colombia (GIFFUN).
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La especie vegetal Nertera granadensis fue recolectada en la via Bogota- Choachi
Km 15, Paramo Cruz verde, en junio de 2016, se colectaron las partes aéreas de
la planta y posteriormente se separaron los frutos frescos. Un ejemplar fue

depositado en el Herbario Nacional Colombiano para su identificacion.

Los frutos fueron secados en estufa de aire circulante a 45°C durante 48 horas, el
material seco se trituré y fue extraido por el método de maceracion con etanol al

96%. De 40 g de fruto seco se obtuvo 2,6 g de extracto seco.

Dentro de la caracterizacion fitoquimica inicial se encontr0 que contiene

metabolitos del grupo de los esteroides vy triterpenos.

3.3. Modelo de antagonismo de reserpina

Se desarrollé el protocolo descrito por Olaya (Olaya et al, 2019), en el cual se
administré a los ratones la reserpina por via intraperitoneal a dosis de 3mg/kg, 30
min. después se administraron, por via oral los tratamientos asi: como patrén de
referencia selegilina a dosis de 10 mg/kg, el extracto etandlico de Nertera
granadensis en dosis de 150, 300 y 600 mg/kg y el grupo control recibié agua como
vehiculo (0,1 mL por cada 10 g de peso). Con el fin conocer las respuestas
comportamentales en cada uno de los tratamientos se realiz6 una evaluaciéon basal
reportada en el anexo 3. De igual manera se eligio la mejor dosis de extracto para

administrar en los ensayos finales.
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3.3.1. Campo abierto

La evaluacion motora de los animales en campo abierto se desarroll6 durante un
tiempo de observacion de 5 minutos donde se evalu6 distancia recorrida (nimero
de cuadrados cruzados). Estas observaciones se realizaron a las 2 y 24 horas
posteriores a la reserpinizacion. El campo abierto fue aseado con una solucion de
agua y alcohol (10%) entre cada animal a observar con el fin de eliminar posibles

sesgos debidos a olores dejados por sujetos anteriores.

De forma preliminar, se valoré el tremor, la hipocinesia y la rigidez inducida por
reserpina en los ratones, lo cual permitio verificar la induccidn correcta de los signos
parkinsonianos en los animales (ver anexo 1). Esta evaluacion nos permite
determinar el nUmero de animales que presentaron completa respuesta de efectos
parkinsonianos a la reserpina, de igual manera se permite identificar aquellos que
no presentaron los efectos esperados, permitiendo diferir si este evento se presenta
por mala administracion de la reserpina (aplicacion enteral en vez de ser
peritoneal), dosis administrada, respuesta especifica de la cepa de murinos, edad

y peso de estos.

3.3.2. Poletest:

En este ensayo se evaludé la bradicinesia del animal, en un poste de
aproximadamente 50 cm de altura y 1 cm de didmetro cubierto con gasa y con una
pequefa porcion de corcho en la punta, los animales fueron ubicados cabeza arriba
justo por debajo de la punta de corcho. Se evalué el tiempo que requirié el animal
para girar en angulo de 180° sobre el poste, asi como el tiempo empleado en bajar
por el poste y llegar al suelo. En esta prueba permite identificar la incapacidad del
raton para corregir una postura (catalepsia) y la hipocinesia (Campos-Romo, 2008;
Balkaya et al, 2010).
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Se realiz6 un entrenamiento previo 48 horas antes de la evaluacion con 5
repeticiones y con intervalos de tiempo entre estas de 20 minutos para evitar el
agotamiento de los animales. En los primeros 2 entrenamientos se colocaron los
animales cabeza hacia abajo en el poste, permitiendo su descenso, luego se
colocaron cabeza arriba en el poste para que entrenaran el giro y posterior

descenso, que fueron los parametros evaluados.

La evaluacion de tiempo de ejecucion del test se contabilizé desde el momento en
gue se ubicé el animal en el poste hasta el instante que desciende completamente
por éste, como parametro de falla de la prueba se determino el hecho que el animal
descendiera hasta la mitad del trayecto del poste, esta observacion de falla no se
incluyé en los datos registrados, se tomé el promedio de las 3 evaluaciones como
el dato final (Matsuura et al, 1997).

Previo al desarrollo del pole test, se realizé la prueba neuroldgica (ver anexo 2),

con el fin de determinar el estado normal de los animales.

3.4. Modelo levodopa-carbidopa

Este modelo permitié evaluar el efecto de la asociacion de L-dopa/carbidopa (dosis
levodopa 100 mg/kg — carbidopa dosis 10 mg/kg i.p) con el extracto etandlico de
Nertera granadensis en los animales pretratados con reserpina (dosis 3mg/kg via
i.p., 30 min antes de la administracion oral con los tratamientos) los cuales fueron
distribuidos aleatoriamente en grupo control (vehiculo + levodopa-carbidopa),
grupo patrén (selegilina 10 mg/kg + levodopa-carbidopa) y dos grupos que
recibieron la dosis del extracto que presentd mejor respuesta en el modelo de
reserpina (300 mg/kg via p.o. + levodopa-carbidopa y 300 mg/kg via p.o. + agua).
Se tomd la dosis de levodopa/carbidopa (100/10 mg/kg) reportada por Olaya (Olaya
et al, 2019) y se verific6 que esta dosis no presentara efecto significativo de
reversion de hipocinesia. Se realiz6 la evaluacion motora en campo abierto y pole

test a las 2 y 24 horas después de la reserpinizacion.
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3.5. Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué ex vivo, mediante el ensayo conocido como
TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico), en dicho ensayo se emplearon
los reactivos biolégicos del modelo levodopa-carbidopa (n=8), los cuales al finalizar
las observaciones se sacrificaron por dislocacién cervical, posteriormente se
extrajeron los cerebros y se refrigeraron en tubos eppendorf. Luego se procedié a
homogenizar los cerebros, para lo cual se dejaron previamente a temperatura
ambiente, al peso de cada cerebro se afiadio cloruro de sodio en relacion 1:4 ml, y
se procedid a su trituracion previo troceado en polytron a 2.500 rpm x 10 seg cn 3
repeticiones por muestra a homogenizar, luego los macerados se llevaron a
centrifugacion a 10000 rpm a 4°C por 10 min, el sobrenadante se retird6 con

precaucion y se deposité en tubos eppendorf y se dejaron en refrigeracion.

De la solucion comercial (5,87 M). de hidrdlisis acida del reactivo 1,1,3,3-
Tetrametoxipropano (TMP) se obtuvo MDA, de ella se prepard una solucién stock-
A" 200 mM mezclando 34 pL de la soluciéon comercial y 966 pL de HCI 0,1N.
posteriormente se sometié reaccion térmica a 37°C en estufa durante 60 minutos.
Culminado este tiempo, se llevd esta solucidon stock a 100 pL por medio de
disoluciones seriadas de HCI 0,1 N (990 pL-900 pL) con lo cual se obtuvo MDA 20
UM como solucién de trabajo, posteriormente se tomaron 500 pL de ésta solucién
y llevé a MDA 10 uM mediante disolucién (500 pL MDA- 500 uL HCI 0,1 N = MDA
10 uM), posteriormente se obtuvieron 6 puntos de referencia como método para
calibrar la curva igualmente por el método de disolucién y completando con HCI a
1 mL en viales eppendorf de 1.5mL (MDA 0,315; 0,625; 1,25; 2,5; 5y 10 uM). El
acido tiobarbiturico 0,67% p/v, que se obtuvo diluyendo 6,7 mg de TBA por cada
mL de buffer fosfato (H3PO4 1%, v/v).

Para la evaluacién de las muestras, se realizé la mezcla de 250 pL de cada muestra
con 250 pL del compuesto reactivo (TBA 0,67%), incluyendo las diluciones
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previamente preparadas para la calibracion de la curva, luego las muestras
reactivas se dispusieron en tubos de vidrio y en bafio de maria con niveles de agua
sobre el nivel de las muestras, estas se llevaron a 90°C durante 30 minutos, luego
de los cuales se sacaron y dejaron enfriar para detener la reaccion. De cada
muestra ya reactiva se obtuvieron 150 uL y se depositaron en microplaca de 96
pocillos, de cada muestra se dejaron 3 réplicas y se determind su absorbancia a
532 nm vy los niveles de MDA obtenidos se expresaron como pmoles de MDA por

gramo de tejido.

3.6. Diseno experimental

Se consideraron tres principios fundamentales para un adecuado disefio
experimental: repeticiones o réplicas, aleatorizacion y organizacion por bloques
(Ceron et al, 2013). Se manejé un disefio experimental en bloques completamente
aleatorizado, el factor de bloqueo fue por caja, en cada una de ellas se incluyeron
todos los tratamientos. La aleatorizacion se realizd dentro de cada bloque y de
forma independiente, generando tantos numeros aleatorios como individuos
existen por caja. Se realizé manualmente, sacando al azar balotas o papeles donde
se tienen los tratamientos dentro de cada bloque. El tamafio muestral para cada
tratamiento fue calculado mediante el software G*power (Error Tipo | (a) 5%;
probabilidad de rechazar la hipétesis nula (HO) cuando HO es verdadera; error tipo
[1(B) 20%; probabilidad de rechazar HO cuando la hipotesis (H1) es verdadera, es
decir se encontrara un 80% de probabilidad de encontrar un efecto significativo si
realmente existe. La una magnitud del efecto fue 0,601, calculado teniendo en
cuenta la variabilidad obtenida en estudios anteriores). Después de realizar el

calculo se obtuvo un n=8 por tratamiento.
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3.7. Anadlisis de datos

Los datos primarios fueron organizados, procesados y depurados (Criterio de
Chauvenet.) en Microsoft Excel, asi como la representacion grafica e interpolacion

de datos en las diferentes curvas de calibracion leidas en espectrofotémetro.

El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza de una via (ANOVA)
donde los datos se expresaron como media + E.M.S, para identificar los
tratamientos que indiquen diferencias significativas se aplicaron las pruebas de
diferencias multiples de Tukey, en los casos donde no se evidencié homogeneidad
de varianzas y/o distribucion normal de los datos se implementé el analisis no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se procesaron con el programa GraphPad
Prism (V 5.0); las diferencias se consideraron estadisticamente significativas si

presentan una p<0,05.
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4. Aspectos éticos

El presente estudio fue evaluado y aprobado por el comité de ética de la Facultad
de Ciencias, de la Universidad Nacional de Colombia (Acta No. 09-2019 de fecha
2 de septiembre de 2019).

Las practicas en experimentacion animal se realizaron bajo los lineamientos de la
Ley 84 de 1989 “Estatuto Nacional de Proteccion de los Animales” cuyo Capitulo
VI, sobre el uso de animales en experimentos e investigacion, la cual determina la
importancia de brindar a los animales de laboratorio las condiciones de vida
higiénicas, de bienestar y salud necesarias para evitar cualquier tipo de sufrimiento
innecesario en los animales, la Resolucion 8430 de 1993, donde se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud
(Congreso de la Republica, 2012), y conforme con la Resolucién No. 2935 de
Octubre 23 de 2001 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural — ICA, se
estableceran los procedimientos de bioseguridad en investigacion y control de
calidad de reactivos bioldgicos (ICA, 2001). De igual forma se siguieron las normas

establecidas por el Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.

Esta investigacion disminuy6 el malestar que se pudo provocar a los animales por
medio de un apropiado disefio metodolégico, en el cual se empled un nimero
adecuado de animales. En la evaluacion farmacoldgica se contd con criterios de

punto final humanitario. Sin embargo, durante la experimentacion ningin animal
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presentdo deterioro y/o sufrimiento que llevara a aplicar dichos criterios.
Adicionalmente, la investigadora conté con entrenamiento y habilidad para el
cuidado y manejo de los animales.

El material vegetal se incluyé dentro de la solicitud de Contrato de acceso a
recursos genéticos y sus productos derivados en el marco de lo establecido en el
articulo 6° de la Ley 1955 de 2019 para el proyecto titulado “Biodiversidad

colombiana: multiples oportunidades de desarrollo”.

El manejo de residuos sélidos generados durante la fase de experimentacion en el
laboratorio se realiz6 de acuerdo con el Manual de Gestion Integral de Residuos
(PGIRH) guiado por el Instituto Nacional de Salud-INS en cumplimiento de la
Resolucion 1164 de 2002 (Lopez-Casas et al, 2010).
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5. Resultados y discusion

5.1. Evaluacion de los efectos antiparkinsonianos en

el modelo de reserpina

5.1.1. Comportamiento motor evaluado en campo abierto

Los farmacos inductores de Parkinson desencadenan los signos clasicos de la
enfermedad como el temblor, bradicinesia, rigidez y alteracion de los reflejos
posturales de manera aguda, como es el caso de la reserpina, este tipo de
parkinsonismo suele ser simétrico y fundamentalmente rigido acinético, con
temblores y alteracion en los reflejos posturales (Velazquez et al, 2009). Los
estudios de reversion de acinesia y catalepsia como indicadores de rigidez
presentan una validez predictiva de la posible eficacia a trastornos sintomaticos
motores de nuevos agentes. Este tipo de ensayos realizados con reserpina, como
inductor de sintomas parkinsonianos, refleja los déficits de dopamina a nivel
estriatal hasta por mas de 24 horas, tiempo en el cual se pueden evaluar
reversiones de acinesia tras la administracion aguda de farmacos para tal fin
(Deber et al, 2011).



64

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al evaluar la actividad motora en la
prueba de campo abierto, se observé que, a las 2 y a las 24 horas, ninguna de las
dosis evaluadas de extracto presenté diferencia significativa comparada con el
control. Sin embargo, a las 2 horas, la dosis de 300 mg/kg fue la Unica que
evidencio una tendencia a revertir el efecto de la reserpina y no presento diferencia
estadisticamente significativa al compararla con selegilina (ver figura 3), a las 24
horas la dosis de extracto de 600 mg/kg presenta una tendencia sin ser significativa
y la dispersion es amplia. Por tanto, 300 mg/kg fue la dosis escogida para evaluar
el efecto de la asociacion del extracto con levodopa/carbidopa. Adicionalmente,

selegilina si fue significativamente diferente comparada con el control.

La respuesta presentada por el extracto etandlico puede estar relacionada con una
disminucion en la actividad motora que presentaron los animales administrados

Unicamente con el extracto (ver anexo 3, Figura 10).
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Figura 3. Efectos sobre la distancia recorrida después de administrar extracto de
Nertera granadensis (150, 300 y 600 mg/kg), control (vehiculo) o patrén de
referencia (selegilina 10 mg/kg) a ratones con el modelo de reserpina. Evaluacion
alas 2y 24 horas (Ay B, respectivamente). Cada barra representa la media + SEM
de cada grupo de animales, p<0,05 ANOVA unidireccional. (* diferencia
significativa comparada con el control, + diferencia significativa comparada con
selegilina).
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5.1.2. Comportamiento motor evaluado en pole test

Se usa comunmente en el estudio de modelos de enfermedad de Parkinson y en
la evaluacion de efectos secundarios extrapiramidales asociados a neurolépticos.
Para dar analisis diferencial entre los componentes de esta prueba, se analizaron
por separado el tiempo de giro de 180° y el tiempo que trascurrié desde que el
animal quedd completamente boca abajo hasta que las cuatro extremidades

tocaron la base del aparato de prueba (Matsuura. et al, 1997).

En las observaciones a las 2 y 24 horas, en todos los grupos de tratamientos se
present6é una latencia muy marcada para realizar el giro y descenso de la barra,
llegando al maximo de tiempo para cada intento (120 seg). Sin embargo, el grupo
selegilina generd una mejor respuesta a la ejecucion de la tarea en comparacion
con el grupo vehiculo en la observacion de las 2 horas, lo cual fue significativo
estadisticamente (figura 4). Esta respuesta puede estar dada por su metabolito L-
anfetamina, ya que el metabolismo de la selegilina es r4pido y la regeneracion de
la MAO-B en este momento es muy lenta. El grupo de 150 mg/kg fue el que
presenté el desempefio mas bajo de la tarea dando ademas significancia en
comparacion con el grupo de selegilina. En la evaluacion a las 24 horas, el grupo
300mg/kg presento una mejor respuesta en los tiempos de giro aunque no fue
significativa, por otro lado, en cuanto al descenso esta dosis, tanto a las 2 como a
las 24 horas, mostré una tendencia a disminuir el tiempo de bajada, incluso mejor
gue selegilina, sin ser significativa comparada con el control (ver figura 5). Con los
resultados obtenidos en esta prueba se corrobora los datos obtenidos en campo

abierto, donde la dosis que presenta mejor respuesta es 300mg/kg.
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Figura 4. Efectos sobre la prueba de Pole test (giro) después de administrar extracto de
Nertera granadensis (150, 300 y 600 mg/kg), control (vehiculo) o patrén de referencia
(selegilina 10 mg/kg) a ratones con el modelo de reserpina. Evaluacion a las 2 y 24 horas
(A y B, respectivamente). Cada barra representa la media + SEM de cada grupo de
animales, p<0,05 ANOVA unidireccional. (* diferencia significativa comparada con el

control, + diferencia significativa comparada con selegilina).
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Figura 5. Efectos sobre la prueba de Pole tets (descenso) después de administrar extracto
de Nertera granadensis (150, 300 y 600 mg/kg), control (vehiculo) o patron de referencia
(selegilina 10 mg/kg) a ratones con el modelo de reserpina. Evaluacion a las 2 y 24 horas
(A y B, respectivamente). Cada barra representa la media + SEM de cada grupo de

animales, p<0,05 ANOVA unidireccional.
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5.2. Evaluacion del efecto de la asociacidon entre

levodopa/carbidopa y extracto de Nertera granadensis

5.2.1. Comportamiento motor de los animales en campo

abierto

La asociacién de selegilina con levodopa es empleada dentro de los tratamientos
de la enfermedad de Parkinson, de igual forma algunos estudios con
fitoterapéuticos han reportado interacciones neuroestimuladoras al ser asociados
con levodopa (Jost et al, 2014), teniendo en cuenta lo anterior se evaluo el efecto

de la asociacion del extracto con levodopa- carbidopa.

Se comprobo que la dosis de levodopa/carbidopa (100/10 mg/kg), reportada en la
literatura (Olaya et al, 2019) no present6 efecto significativo sobre la reversion de
hipocinesia, por tanto, dicha dosis se emple6 en estas pruebas y se obtuvieron los

siguientes resultados.
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En la evaluacion a las 2 horas, ninguna de las dosis del extracto presento diferencia
significativa frente al control, a diferencia de selegilina. Los animales administrados
Unicamente con extracto (sin levodopa-carbidopa) presentaron diferencia
significativa comparados con selegilina (ver figura 6). A las 24 horas solamente
selegilina presento diferencia significativa comparada con el control. Los animales
que fueron administrados con la asociacion de extracto de Nertera granadensis
(300mg/kg) mas levodopa-carbidopa presentaron una mejor respuesta que los
animales administrados Unicamente con extracto. Ademas, esta asociacion mostro

una tendencia a revertir los efectos de la reserpina, sin que ésta fuera significativa.
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Figura 6. Efectos sobre la distancia recorrida después de administrar los
tratamientos de Levodopa-carbidopa (100/10 mg/kg) mas control (vehiculo), mas
patron de referencia (selegilina 10 mg/kg), mas extracto de Nertera granadensis
(300mg/kg), y otro grupo de tratamiento con 300mg/kg de extracto, a ratones en el
modelo de reserpina. Evaluaciéon a las 2 'y 24 horas (A y B, respectivamente). Cada
barra representa la media + SEM de cada grupo de animales, p<0,05 ANOVA
unidireccional. (* diferencia significativa comparada con el control, + diferencia

significativa comparada con selegilina).
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5.2.2. Comportamiento motor de los animales en

Pole test

Al observar el comportamiento de los animales a las 2 horas, en cuanto al tiempo
de realizar el giro en la barra, se observa significancia muy marcada entre el grupo
de selegilina en comparacion con el vehiculo al presentar tiempos de giro menores
gue el vehiculo y los tratamientos (ver figura 7), lo cual hace notar una marcada
reversion de la bradicinesia en comparacion con los otros tratamientos, esto se
podria atribuir al efecto de potenciacion de selegilina mas L-DOPA-carbidopa ya
gue, la primera, inhibe la degradacion y recaptacion presinaptica de la dopamina
(Follmer, 2013). El grupo control en las observaciones de las 2 y 24 horas
posteriores a la reserpinizacién, no presentaron buena respuesta ni en giro ni en
descenso lo que concuerda con lo reportado por Willar et,al 2015, quien registro
gue el agotamiento agudo de dopamina en los animales les genera incapacidad de
realizar la tarea. Los dos grupos administrados con extracto, tanto a las 2 como a
las 24 horas, presentaron una disminucion en el tiempo de giro comparado con el

control, aunque no fue significativa.
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Figura 7. Efectos sobre el Pole test (giro). Tratamientos vehiculo, selegilina,
extracto de Nertera granadensis (300 mg/kg) a ratones con el modelo de reserpina
y tratados con L-DOPA-carbidopa. Evaluacion a las 2 y 24 horas (A y B,

respectivamente). Cada barra representa la media + SEM de cada grupo de
animales, p<0,05 ANOVA unidireccional. (* diferencia significativa comparada con

el control, + diferencia significativa comparada con selegilina).

En cuanto al tiempo de descenso (ver figura 8), a las 2 horas tanto el grupo que
recibid extracto mas levodopa-carbidopa como el grupo de selegilina mas
levodopa-carbidopa presentaron diferencias significativas comparados con el
control ya que este grupo no realizo el descenso. En cuanto a la dosis de 300 mg/kg
del extracto mas levodopa-carbidopa, se aprecié una tendencia a revertir la
bradicinesia, aunque no siendo tan marcada como la respuesta vista con selegilina

mas levodopa-carbidopa.
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Por otra parte, a las 24 horas ningun tratamiento presento diferencia significativa

comparado con el control, pero tanto selegilina como los grupos tratados con el

extracto presentaron disminucion del tiempo de descenso.
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Figura 8. Efectos sobre el Pole test (descenso). Tratamientos vehiculo, selegilina,

extracto de Nertera granadensis (300 mg/kg) a ratones con el modelo de reserpina
y tratados con L-DOPA-carbidopa. Evaluacion a las 2 y 24 horas (A y B,
respectivamente). Cada barra representa la media + SEM de cada grupo de

animales, p<0,05 ANOVA unidireccional. (* diferencia significativa comparada con

el control, + diferencia significativa comparada con selegilina).
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5.3. Actividad antioxidante

El modelo de administracion aguda (unidosis) de reserpina en ratones induce a una
disminucién répida de la dopamina desencadenando la sintomatologia motora
propia de enfermedad en los animales, por lo cual se esperaria adicionalmente que
al bloquear la reserpina la captacion vesicular de la dopamina se generasen
subproductos neurotoxicos por la degradacion metabodlica enzimatica de la
dopamina, sin embargo, en el analisis de mudltiples comparaciones, la
concentracion de MDA por prueba de TBARSs en las diferentes muestras de tejido
cerebral para cada grupo de tratamiento no present6 diferencia significativa entre
estos, ni siquiera para el grupo blanco (animales sin tratamiento), en relacion con
el grupo control (vehiculo) (ver figura 9); esto podria explicarse segun lo reportado
por Fernandez 2012; quien encontrg que tras la administracion aguda de reserpina
se aumenta la peroxidacion de lipidos en el estriado, sin embargo los agentes
antioxidantes fisiol6gicos son capaces de revertir los efectos de los ROS, hallazgo
a tener en cuenta si consideramos que los cerebros se extrajeron inmediatamente
después a la obervacion comportamental de los tratamientos a las 24 horas. Por
otro lado, para poder observar concentraciones significativas de TBARs, segun el
mismo autor se requeriria de la administracion de dosis con bajas concentraciones
de reserpina de manera regular y periodica, las cuales inducirian progresivamente
alteraciones en la funciébn motora y aumento del estrés oxidativo estriatal
(Fernandez et al, 2012).
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Figura 9. Actividad antioxidante. TBARs (Absorbancia a 532nm); Tratamientos
(vehiculo; selegilina; extracto etandlico de Nertera granadensis (300mg/kg + LC;
300mg/kg + Agua) y blanco (sin tratamiento) en animales reserpinizados y posterior
administracion de L-DOPA-carbidopa i.p, Cada barra representa la media + SEM

de cada grupo de 8 animales, p<0,05 ANOVA de una sola via.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

e El extracto etandlico de Nertera granadensis, no presenté una actividad
significativa antiparkinsoniana. Sin embargo, la dosis de 300mg/kg fue la que
presentd mejor respuesta con tendencia a revertir la bradicinesia en el

modelo de induccién de Parkinson por reserpina en el Pole test.

e Laasociacion del extracto de Nertera granadensis (300mg/kg) con L-DOPA-
carbidopa mostro una mayor tendencia a revertir los efectos de la reserpina

en la prueba de campo abierto.

e No se pudo comprobar actividad antioxidante del extracto etandlico de
Nertera granadensis, dado que el modelo de Parkinson inducido por
reserpina en administracion aguda no generé estrés oxidativo evidente al

momento de desarrollar la prueba de TBARSs.

e En Pole test y campo abierto, pruebas empleadas para evaluar la actividad

motora de los animales, mostraron la dosis de 300 mg/kg como el
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tratamiento con mejor respuesta en la reversion de los sintomas

parkinsonianos.

6.2 Recomendaciones

e Se recomienda evaluar el extracto de Nertera granadensis en modelos in
vivo tales como 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina (MPTP), los cuales presentan neurodegeneracion
dopaminérgica. Lo anterior teniendo en cuenta los efectos neuroprotectores

gue ha presentado este extracto en ensayos preliminares.

e Se recomienda evaluar la actividad antioxidante en un modelo que genere

estrés oxidativo marcado como por ejemplo el de haloperidol.
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Anexos

Anexo 1. Evaluacion del tremor, hipocinesiay rigidez
inducida por reserpina en los animales

Esta se realiz6 por simple observacion y se calificd de la siguiente manera:

Tremor:

Se sujeto el animal en posicion supina y se observaron las extremidades, y se

asigné puntuacion de la siguiente forma:

e 2 =se observa facilmente tremor en las extremidades
e 1 =se observan movimientos intermitentes o de modesta amplitud

e 0 =no se observa tremor alguno, no hay diferencia con animales normales

Rigidez:

Evalud la resistencia del animal al desplazamiento en el plano horizontal, la

puntuacion fue:

e 2 = acualquier maniobra muestra rigidez al movimiento
e 1 = a cualquier maniobra revela incremento del tomo muscular moderado}
e 0=no hay clara evidencia de incremento de tono muscular, no hay diferencia

con los animales normales
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Hipocinesia:
Se evalud la disminucion de respuesta en los movimientos voluntarios tras la

estimulacion suave del animal para desencadenar el movimiento voluntario

espontaneo, la puntuacién fue:

e 2 =el animal no mueve cabeza ni extremidades
e 1 = se observan algunos movimientos de cabeza y extremidades (baja

locomocién)

e 0= el animal responde a la manipulacion y se desplaza por el tablero.

Flexién postural:

Se sujetd al animal de manera que quedara suspendido, se observo la posicidon

de las extremidades, la puntuacion fue:

e 2 =se observa severa flexion de los miembros
e 1 = hay flexién de las extremidades, pero no es marcada
e 0 =los miembros estan en posicion normal, no hay diferencia con animales
normales
(Colpaert, 1987)

Todos los animales que fueron sometidos a una induccion correcta de signos

Parkinsonianos presentaron la siguiente puntuacion:
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Tremor
Rigidez
Hipocinesia
Flexion postural

X X X X

Por lo cual, los individuos presentaron efecto intenso en cuanto a parametros de
movimiento (acinesia, catalepsia e hipocinesia), asi como a nivel postural donde el
los individuos presentaron lomo arqueado, cierre de dedos en efecto intenso,
rigidez en flexion, confirmando que se alcanzo el nivel deseado de deplecion
dopaminérgica lo que asegura la sintomatologia parkinsoniana en los biomodelos

tratados con la reserpina (Fernandes, y otros, 2012) .
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Anexo 2. Test neuroldgico para el Pole test

Esta observacion permitio identificar en cada grupo el porcentaje de movilidad de

cada individuo en la prueba, la calificacion se dio de la siguiente manera:

e 0= norealiza la accién

e 1=realizala accién

Con lo cual 1 es la calificacion mas alta y registré a todos los animales normales y

aptos para la prueba.

Tabla 2. Descripcion del test neuroldgico

Pruebas

Descripcion

Reflejo de caida

Reflejo que corrige la orientacion del cuerpo cuando se
toma fuera de su posicion vertical normal.

Reflejo de flexion-

Es un reflejo de las extremidades el cual cuando estas son

tension estiradas tienden a recogerse.
Reflejo de Cuando el animal es dispuesto boca arriba en una
correccion superficie plana el tiende a corregir posicidn.

Reaccion de apoyo
(Tactismo y vibrisas)

Suspensidn de la rata a partir de la cola y se acerca a una
superficie plana. Por lo cual ella busca equilibrarse.

Localizacion visual

Se suspende la rata horizontalmente de tal manera que las
patas anteriores alcancen la superficie.

Fuente: (Quintero-Falla, 2014).

Con el animo de refinar la seleccion de los animales en

la evaluacion de

desempefio motor y de coordinacion en el pole test, se observo si tanto miembros

anteriores, posteriores y la cola habian sido usadas para la ejecucién de la prueba,

dandose una calificacion a cada animal para determinar aquellos de mejor
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desempefio neuromotor y aptos para posterior evaluacion de los tratamientos;

estos valores son:

e 1 =La prueba es perfecta cuando el animal usa sus cuatro extremidades y
la cola.

e 2 =Usa las 4 extremidades, pero la cola no.

e 3 =Usa 3 extremidades y la cola.

e 4 =Usa 2 extremidades y la cola no.

e 5 =Usa una sola extremidad y la cola no (Quintero-Falla, 2014).

Donde 1 es la mejor puntuacion e indica un animal con respuesta neuromotora y

coordinacion normal.
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Imagen 1. Evaluacion de animales en pole test
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Anexo 3. Actividad de los tratamientos como parte
de la estandarizacion del disefio experimental

La evaluacion de la actividad de los diferentes tratamientos sobre la actividad
motora, es necesaria para identificar sus respuestas en los animales a nivel basal
con el fin de logra la familiarizacion con sus respuestas y asi posteriormente poder
identificar los cambios de éstas en los animales pretratados con reserpina con el
propdsito de obtener resultados valiosos, confiables reproducibles y comparables
en las evaluaciones definitivas de los tratamientos en los diversos modelos

aplicados (Nufiez-Figueredo et al, 2009).

Comportamiento motor del animal normal en el campo abierto

Se realizaron observaciones de los animales sin ningun tratamiento en campo
abierto por un periodo de tiempo de 5 min, se aprecié el comportamiento del animal
en su deambulacién (movimiento activo dentro del campo), levantamientos (de
miembros anteriores), acicalamientos, defecaciones, micciones, intentos de
escalar las paredes, intento de roer las paredes o las esquinas de las paredes o el

piso, periodos de latencia y quietud, asi como el nimero de cuadros recorridos.

Muy pocos individuos realizaron salto en el campo abierto, al igual que roer las
esquinas o el piso del campo, ninguno de los individuos presentd periodos de
latencia o quietud durante el tiempo de observacion, el acicalarse se observo en
general en dos ocasiones por individuo, sus levantamientos promediaron en 38,1;
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el promedio de cuadros recorridos 145 + 1, las micciones y defecaciones se
estimaron no mayores a 1 observacion por animal. Se observé un patrén de
exploracion bastante amplio en el animal normal, asi como su capacidad
locomotora, en cuanto al factor emocional evaluada en las defecaciones y
micciones se observo que estas aportaban a un ambiente conocido, ya que luego
de realizar rondas de exploracion, regresaban en ocasiones a olaftearlas, la
actividad exploratoria en los animales se desarrollé6 en un 90% en los perimetros
del campo y realizando la mayoria de levantamientos en las esquinas del campo lo
cual es indicativo de presentar ansiedad frente a un entorno desconocido y nuevo.
Sin embargo, al ser relativamente pocas las ocasiones en que se evidenciaron
acicalamientos, reflejaria que el animal no presenta grados de estrés altos en el
tiempo de observacion; estos hallazgos son concordantes a los registrados por
Simeonova y Rua & Yao en sus estudios de comportamiento en Mus musculus
(Simeonovska-Nikolova et al, 2000; Rua et al, 2020).

Imagen 2. Ratén normal observado en campo abierto.
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Comportamiento motor del animal reserpinizado en campo abierto

En los animales de experimentacion administrados con reserpina se observaron
alteraciones motoras tales como hipolocomocion o hipocinesia, hipotermia, rigidez
muscular, masticacion vacia, ptosis palpebral, temblor corporal, las cuales se
atribuyen al déficit dopaminérgico inducido por la reserpina de un ~85% en la SNpc
y deplecidon dopaminérgica de >95% en el cuerpo estriado 120 min post
administracion, de igual manera la concentracion de dopamina en el SNpc retorna
en un ~30 % a las 24 horas tras la administracion, asi mismo la reserpina
desencadena cambios en otros nucleos de los ganglios basales, como es el caso
del nucleo subtalamico (STN) el cual presenta un incremento de sus funciones
hasta en un 50%, lo cual se ha observado en la EP; por otro lado reduce un
aumento de los niveles de glutamato extracelular en las regiones de salida en el
nacleo entopeduncular en el caso de los humanos que seria el homélogo al globo
palido interno (GPi) en los roedores (Deber et al, 2011), ademas produce un déficit
funcional de la tirosina hidroxilaza, transportador de dopamina (DAT) y MAO
(Hedgecock et al, 2018; Mol de Freitas et al, 2014).

Tras la administracion intra peritoneal de la reserpina en nuestros animales de
estudio, los sintomas parkinsonianos empezaron a ser visibles a partir de los 40 a
60 primeros minutos post reserpinizacion, siendo el primer sintoma manifestante la
hipocinesia junto con el erizado del pelaje del animal, seguido se observo la
presencia de rigidez en los miembros posteriores y por Ultimo el tremor corporal,
estos Ultimos manifestandose entre los 60 a 80 min post reserpinizacion, lo cual
concuerda con lo reportado por Colpaert (1987). El tremor, rigidez y flexion de los
miembros y cierre de dedos de la mano fueron mas evidentes sobre las dos y media
horas post reserpinizacion y se observaron con intensidad a las 24 horas post

reserpinizacion. El temblor postural se aprecié en los individuos en la cabeza y
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tronco principalmente, los movimientos de masticacion vacia fueron mas evidentes
sobre las 24 horas, asi como la catalepsia como indicativo de rigidez; ésta esta
atribuida no solo a la disminucion de la neurotransmision dopaminérgica sino

también a un bloqueo selectivo de receptores estriatales D2 (Dutra-C et al, 2002).

Imagen 3. Ratdn reserpinizado observado en campo abierto.

Comportamiento motor del animal tratado con selegilina en el
campo abierto

La selegilina administrada por via oral presenta absorcion répida, con
biodisponibilidad del 70% y presenta capacidad de pasar barrera hematoencefélica
(BHE), su concentracion plasmatica maxima se obtiene entre 30 min y 2 horas; su
metabolismo es hepético y de éste se forman tres metabolitos activos: L-
metanfetamina, L- anfetamina y : N-desmetildeprenil los cuales presentan

eliminacién a nivel renal entre 16 a 69 horas post administracion; presenta menores
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interacciones medicamentosas y menor margen de desencadenar hipertension a
comparacion de otros IMAO debido a su selectividad de ésta (Bahena-Trujillo,
2000). Al ser administrada a los animales reserpinizados éstos mostraron una
significativa mejoria en cuanto al desempefio motor en comportamiento
espontaneo en el campo abierto (cuadros recorridos) a las 2 y 24 horas en
comparacién con el grupo control (vehiculo); éstas observaciones estan en
concordancia a su mecanismo de accion, en el cual bloguea la actividad de la MAO
en el cerebro previniendo o minimizando el proceso de oxidacion de AD dando una
fusion de neuroproteccion evitando el estrés oxidativo; adicionalmente sus
metabolitos activos como el caso de la L-anfetamina aumentan la transmision

dopaminérgica por estimulacién de liberacion de dopamina.

Comportamiento motor de los animales tratados con levodopa-
carbidopa

A nivel basal la levodopa — carbidopa en los animales se observaron movimientos
disténicos, aumento en la frecuencia respiratoria, episodios bradicinéticos, cambios
comportamentales como episodios psicoticos (perdida de contacto con la realidad,
delirios, vocalizaciones sin estimulo doloroso), ataxia, blefarosespasmos, aunque
no se observaron convulsiones los animales presentaron comportamiento como de
aura o fase pre ictial (mirada fija), aumento de la irrigacién ocular (0jo mas rojo),
cola de straub, piloereccién, disminucién del reflejo de enderezamiento, la fuerza
de aprehensién se mantuvo al igual que la coordinacion y el emplazamiento.
Manifestaciones comportamentales concordantes con las reportadas por Schmack
y Cols, asi como Rodriguez y cols, en estudios de concentraciones intrinsecas
mayores de dopamina e intoxicacién con levodopa — carbidopa (Schmarck et al,
2021; Rodriguez Villareal et al, 1984). No se apreciaron episodios de diarrea ni de

poliuria.



86

Estos cambios se evidenciaron a los 2:30 min post administracion de Levodopa-
carbidopa via IP, y a los 7 min post administracién levodopa-carbidopa via PO, la
sintomatologia anteriormente descrita esta presente en las observaciones a causa
del aumento de dopamina a nivel de SNC, sobre estimulando la via estriatal, ya
que al estimular los receptores D1 (localizados en la membrana de las terminales
sinapticas y de la regién somato dendritica de las NEMs de proyeccion estriado
nigral de la via directa) y los D2 (localizados en la membrana de las terminales
sinapticas y de la region somato dendritica de las NEMs de proyeccion
estriadopalidal de la via indirecta), al activarse los receptores D1 desencadena
efectos excitatorios como inhibitorios, por otro lado; al activar estos Ultimos con
agonistas dopaminérgicos pude llegar a inhibir la liberacion de GABA; lo que
desencadena aumento de plasticidad cerebral, pérdida de inhibicion intra cortical,
alteracién de la integracion sensorio motora, aumento marcado de la actividad via
directa con posterior disminucién en la actividad de la via indirecta; disminucién en

la actividad de GPe y GPi asi como de la actividad del nucleo subtalamico pero con

una alta actividad de corteza prefrontal durante el movimiento (Ospina-Garcia et al,
2017).

Imagen 4. Ratones tratados con L-Dopa-carbidopa. A. Cola de straubs. B. 1. Ratdn solo
reserpinizado, notese el pelo erizado. 2. Ratén con pose defensiva sin razén. 3. Ratén

normal. C. Raton con alucinaciones y vocalizaciones.
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Comportamiento motor de los animales tratados con extracto de
Nertera granadensis con la mejor dosis en campo abierto

Al administrar a los animales extracto étandlico de Nertera granadensis a dosis de
300mg/kg como Uunico tratamiento, se observo a las 2 horas una muy notable
reduccion de la distancia recorrida en el campo abierto en comparacion de los
animales normales, lo cual podria indicar que dentro de los componentes de
extracto podria haber presencia de compuestos quimicos no identificados con
actividad sedante, ansiolitico o relajante muscular, por lo cual no se descarta la
posibilidad ya que en esta familia (Rubeaceae) de plantas se han reportado

extractos con estos efectos (W-Bariweni et al, 2017).

Sin embargo, el efecto de estas sustancias no se mantiene en el tiempo lo cual se
evidencia a las 24 horas posteriores a la administracion del extracto, donde se

observan distancias recorridas muy similares a las observadas en el grupo control.
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Figura 10. Efectos sobre la distancia recorrida después de administrar extracto de
Nertera granadensis (300mg/kg), control (vehiculo) a nivel basal en ratones.
Evaluacion a las 2 y 24 h89oras (A y B, respectivamente). Cada barra representa

la media + SEM de cada grupo de animales, p<0,05 ANOVA unidireccional.
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