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RESUMEN

Las enfermedades neurolégicas, como las cerebrovasculares y las neurodegenerativas,
son un problema de salud publica a nivel mundial. Se caracterizan por el dafio y pérdida
de neuronas, causando limitaciones en actividades como caminar, hablar, memorizar vy,
en el peor prondstico, la muerte. Los medicamentos que se encuentran actualmente en el
mercado no tratan la causa de la enfermedad, por lo que el dafio neuronal continda y la
enfermedad sigue progresando. La medicina tradicional maya es conocida por tener una
vasta informacion de especies vegetales usadas en el tratamiento de diferentes
afecciones, incluyendo las neuroldgicas. Por lo anterior, el objetivo de este estudio es
investigar el potential de las plantas utilizadas en la medicina tradicional maya como
fuente de metabolitos que tengan el efecto de proteger, recuperar y/o regenerar la

estructura y funcion de las neuronas.

Cincuenta y una especies vegetales fueron encontradas en la literatura que tratan
sintomas sugerentes a enfermedades neuroldgicas, de las cuales 34 se seleccionaron
para evaluar su efecto neuroprotector. Extractos etandlicos de estas especies fueron
preparados y evaluados en dos modelos de dafo inducido por glutamato, uno en la linea
celular de neuroblastoma humana (SH-SY5Y) y el otro en cultivo primario de neuronas
corticales de rata. De igual manera, se realizaron perfiles cromatograficos de los extractos

activos en cromatografia de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés).

De las 34 especies estudiadas se obtuvieron 65 extractos, de los cuales, seis extractos de
cinco especies vegetales mostraron efecto neuroprotector en las células SH-SY5Y, siendo
el mas activo el extracto de raiz de Schwenckia americana (CEso = 11.3 £ 2.9 yg/mL), y
tres de los seis extractos mostraron efecto en las neuronas corticales de rata, siendo el

mas activo el extracto de partes aéreas de Elytraria imbricata (CEsy= 6.8 + 3.1 ug/mL).

De lo anterior, se observa que la medicina tradicional maya es una fuente de especies
vegetales de las cuales se pueden preparar extractos y/o aislar compuestos con efecto
neuroprotector. Los extractos etandlicos que resultaron activos seran considerados para

futuros estudios.
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ABSTRACT

Neurological diseases such as cerebrovascular and neurodegenerative diseases have
been a worldwide public health problem. At present, treatments are not dealing with the
cause of the condition; thus, the neuronal damage and the disease continue to progress.
Mayan traditional medicine is well known to possess vast information on plant species to
treat different illnesses, including neurological diseases. The aim of this study was to
investigate the potential of the plants used in Mayan traditional medicine in relation to
neuronal death and some neurological diseases evaluating their neuroprotective effect in

vitro.

The plant ethanolic extracts were prepared and tested on two neuroprotective models of
damage induced by glutamate: one on human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y), and the
second on rat cortical neurons. HPLC chromatographic profiles from active extracts were

also obtained.

Fifty one plant species were found in the literature to be utilized for the treatment of
symptoms suggestive of neurological disorders, from among which 34 were selected to
evaluate the neuroprotective effect. Six extracts from five plant species showed
neuroprotective effect on SH-SY5Y cells, being the most active the extract of Schwenckia
americana roots (ECso = 11.3 £ 2.9 pg/mL); and three extracts exhibited neuroprotective
effect on rat neuron cortical model, being the most active the extract of Elytraria imbricata

aerial parts (ECso= 6.8 + 3.1 pg/mL).

Plant species employed in Mayan traditional medicine are a great source for preparing
extracts and finding compounds to prevent neurodegeneration relevant for the treatment of
neurological diseases. From 34 plant species included in this study, five species showed a
neuroprotective effect. Thus, their active ethanolic extracts are a great resource to perform

future extensive studies leading to the isolation of their active constituents.
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INTRODUCCION

Las enfermedades neurolégicas han sido un problema de salud a nivel mundial, dentro de
éstas se encuentran las enfermedades cerebrovasculares como la isquemia y la
demencia cerebrovascular; trastornos causados por lesiones como trauma y epilepsia; y
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerosis
lateral amiotrofica y esclerosis multiple (Chin y Vora, 2014). Las enfermedades
neurodegenerativas se caracterizan por una muerte selectiva y progresiva de neuronas,
causando la pérdida de funciones motoras y/o cognitivas en las personas que lo padecen
(Guo et al., 2013).

Los tratamientos que se encuentran disponibles en la actualidad son de tipo paliativo, es
decir, solo tratan de aminorar los sintomas, sin embargo, la muerte neuronal continua por

lo que la enfermedad sigue progresando (Hung y Schwarzschild, 2007).

Ante esta problematica, es necesario la busqueda de agentes neuroprotectores, es decir,
agentes que tengan el efecto de proteger, recuperar y/o regenerar la estructura y funcién

de las neuronas (Vajda, 2002).

Una fuente para la obtencidon de nuevos agentes son la de los productos naturales, en

caso particular, los que provienen de las especies vegetales (Newman y Cragg, 2016).

Existen estudios donde reportan la actividad neuroprotectora de extractos de especies
vegetales utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas. Un ejemplo es el trabajo de Currais et al. (2014), en el cual se evaluaron
cinco plantas utilizadas en la medicina tradicional de Portugal para tratar desordenes
mentales: Voacanga africana, Tarenna nitiduloides, Sacosperma paniculatum, Psychotria
principensis 'y Psychotria subobliqua. Estas se evaluaron en cinco modelos de

neuroproteccién in vitro.

El presente trabajo tiene como objetivo realizar un tamizaje para la identificacion de
extractos de plantas utilizadas en la medicina tradicional maya para tratar sintomatologia

que sugiera alguna enfermedad neurolégica y evaluar su efecto neuroprotector.




CAPITULO I

CAPITULO |
ANTECEDENTES

1 Enfermedades neurolégicas: Neurodegenerativas

Las enfermedades neurolégicas son un grupo de padecimientos en el que se compromete
tanto el sistema nervioso central (cerebro y espina dorsal), como el periférico (nervios
periféricos), resultando en el deterioro de diferentes funciones como el habla, la memoria,

el balance corporal, movilidad, respiracién y funcién cardiaca.

Estas enfermedades son un problema a nivel mundial tanto de salud como
socioecondmico. Se ha estimado que 6.8 millones de personas mueren anualmente
debido a estas enfermedades y se ha proyectado que el porcentaje de mortalidad se
incrementara, como se observa en el Cuadro 1.1 (OMS, 2006). Este incremento se debe a
que este grupo de enfermedades se encuentran asociadas con el envejecimiento, de
acuerdo a los reportes de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en 2015, el
numero de personas mayores a 60 afios a nivel mundial se proyecta a mas del doble
dentro de 35 afos, alcanzando aproximadamente 2.1 billones de personas. Por lo menos
el 80% de los costos de cuidados médicos es enfocado a personas mayores de 45 afnos,
por lo que la sociedad se encontrara con un reto a nivel socioecondmico en los préximos
anos (OMS, 2016).

En México, el numero de defunciones causadas por trastornos mentales y enfermedades
del sistema nervioso en 2011 fue de 13,331 personas (SALUD, 2015) y la incidencia de
desérdenes neurolégicos (Cuadro 1.2) fue de 10.81 por cada 100,000 habitantes (SALUD,
2014).

Las enfermedades neuroldgicas pueden dividirse en tres grupos:

* Las de tipo cerebrovascular: isquemia, demencia cerebrovascular, accidentes

cerebrovasculares.

* Los trastornos causados por lesiones: trauma y epilepsia.
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* Las neurodegenenerativas: la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de

Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esclerosis multiple y enfermedad

de Huntington.

Respecto a las enfermedades neurodegenerativas, éstas son un grupo heterogéneo de

desordenes caracterizado por la pérdida progresiva y selectiva de manera anatémica y/o

funcional de células del sistema nervioso; algunas de estas enfermedades se muestran en

el Cuadro 1.3 (Guo et al., 2013).

Cuadro 1.1 Porcentaje total de muertes atribuidas a desérdenes neurolégicos en 2005, 2015

y 2030 a nivel mundial.

Categoria 2005 2015 2030
Epilepsia 0.22 0.21 0.19
Alzheimer y otras demencias 0.73 0.81 0.92
Parkinson 0.18 0.20 0.23
Esclerosis multiple 0.03 0.03 0.02
Enfermedades cerebrovasculares 9.90 10.19 10.63
Otras 0.35 0.23 0.13
Total 11.41 11.67 12.02
Cuadro 1.2 Incidencia de desérdenes neurolégicos en México.
Incidencia
Categoria (por cada 100,000
habitantes)
Epilepsia 0.22
Alzheimer y otras demencias 7.69
Parkinson 6.74
Enfermedades cerebrovasculares 34.67
Total 10.81
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Cuadro 1.3 Principales enfermedades neurodegenerativas.

Enfermedad Patologia Células afectadas Sintomas Referencias
Reduccioén de la
Formacion de actividad citocromo
placas oxidasa .y .
. amiloides y Desbalance de la Perdldelx’de memoria, Hameed y Robin-
Alzheimer . . depresion, confusion )
ovillos homeostasis de o Hsiung, 2011
oo . s y agitacion
neurofibrilares calcio. Induccion de
muerte en neuronas
colinérgicas
Disfuncion Pérdida de equilibrio  Blandini et al., 2000
mitocondrial de S
Agregados de a eneracién de EROs Y la marcha, rigidez Greenamyre y
Parkinson greg . 9 muscular, parpadeo Hastings, 2004
sinucleina y muerte de las o .
lento y dificultad para Hameed y Robin-
neuronas . )
L deglutir Hsiung, 2011
dopaminérgicas
Contracciones,
rigidez y debilidad
eneErEd%Ss or Pérdida del potencial muscular en
9 SP de membrana extremidades Hameed y Robin-
ELA las mutaciones . . . .
mitocondrial y superiores e Hsiung., 2011
SOD1 . . b
muerte celular en inferiores, pérdida
neuronas motoras del habla; o dificultad
para masticar o
deglutir.
Las células T
del sistema
inmune
responden . .
contra los Procesq |r.1fl_ame?t’or|o, Pérdida de equilibrio, McFarland y Martin,
. ! desmielinizacién,
Esclerosis antigenos de dafio v pérdida espasmos 2007
multiple mielina y pere musculares y Compston y Coles,
axonal en células e
paralisis 2008
motoras.
Disfuncién del Pérdida de habilidad
Huntinaton Acumulacién de complejo Il motora, cambios de Ayala-Pefa, 2013
9 huntingtina mitocondrial, personalidad y Johri et al., 2013
reduccion de ATP depresion
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1.2 Mecanismos involucrados en las enfermedades neurodegenerativas

A pesar de que no existe una etiologia bien definida, en las enfermedades
neurodegenerativas se han encontrado varios mecanismos involucrados en la muerte
neuronal descontrolada, éstos son el estrés oxidativo, las alteraciones en las
concentraciones de calcio intra- y extra-celular, el mal plegamiento de ciertas proteinas v,
en algunos casos, la vulnerabilidad a una estimulacion excitatoria excesiva de las

neuronas que es conocido como excitotoxicidad (Tovar-y-Romo et al., 2009).

En este trabajo se abordaran dos de estos mecanismos, el estrés oxidativo y la
excitotoxicidad ya que han sido los mas estudiados y que se utilizan como blanco para la

busqueda de agentes neuroprotectores.

1.1.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es inducido por el desbalance entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs), como el perdxido de hidrogeno (H,0O,), radical superéxido
('O2), radical hidroxilo (HO"), radical hidroperoxilo (HO;") y radicales peroxilo (ROO"), que
son generados constantemente por la cadena respiratoria mitocondrial, y la
destoxificacion por enzimas como superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa,
asi como también con antioxidantes de bajo peso molecular como agentes quelantes,
glutation y NADPH mitocondrial (Lin y Flint Beal, 2006; Sayre et al., 2008).

La acumulacién de EROs y el decremento de la capacidad antioxidante causa la
oxidacion de los lipidos celulares (peroxidacioén lipidica), proteinas y acidos nucleicos,
afectando funciones mitocondriales y rutas de sefalizacion redox lo cual provoca el dafo

y muerte celular (Hartman et al., 2004; Shukla et al., 2014).

Las neuronas son altamente vulnerables a la elevacion de EROs y al decremento de los
niveles de adenosina trifosfato (ATP), debido a que estas células poseen un alto
contenido de lipidos, asi como un alto contenido de mitocondrias y alta demanda de

energia y oxigeno (Abramov et al., 2007; Adibhatlaand et al., 2010; Sayre et al., 2008).
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Otro proceso que se encuentra intimamente involucrado en la neurodegeneracion es la
inflamacién. El estrés oxidativo puede desencadenar y activar respuestas inflamatorias,
causando la activacion de las microglias, que son las células mediadoras de este proceso,

produciendo EROs como mecanismo de defensa (Rock et al., 2004; Barreto et al., 2014).

Los agentes que han sido descritos como inductores del estrés oxidativo en las neuronas
se clasifican como exdgenos y enddégenos, algunos han sido utilizados en modelos de
estudio (Cuadro 1.4).
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Cuadro 1.4 Agentes causantes de estrés oxidativo en el sistema nervioso.

Agente Mecanismo Referencia

Actlan como pro-oxidantes,

Cu causando la generacién de
Fe EROs.

Metales pesados® 5 ] Farina et al., 2013
Hg Union a proteinas y ADN

causando vulnerabilidad a las

neuronas.

El metabolito oxidado interactia

con el complejo | de la respiracion

1-metil-4-fenil-
a mitocondrial, causando la pérdida  Kopin y Markey, 1988
Toxinas 1,2,3,6- -
. L de energia y la generacién de Calon et al., 2001
tetrahidropiridina
EROs.

Forma un complejo en la cadena
de transporte de electrones de la

Pesticidas® Rotenona mitocondria, resultando en una Testa et al., 2005
produccion limitada de adenosina

trifosfato y generacion de EROs.

Estimula la pérdida de potencial

b Glutamato mitocondrial, activacion de Murphy et al., 1989

Neurotransmisores
caspasas y produccién de EROs.

La acumulacién de éstos estimula
Behl et al., 1994

Péptidosb B-amiloide la formacion de EROs y la
Matsuoka et al., 2001

peroxidacién lipidica.

4Exogeno

® Endégeno
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Como puede observarse en el Cuadro 1.4, el glutamato es uno de los principales
neurotransmisores excitatorios causantes de las enfermedades neurodegenerativas y esta
involucrado tanto en el estrés oxidativo y la excitotoxicidad, por lo tanto, este fue el agente

inductor utilizado en este trabajo.

El glutamato es una molécula mensajera (neurotransmisor) liberada cuando las células
nerviosas transmiten sefiales entre ellas o a un érgano blanco (Zhou y Danbolt, 2016). Es
sintetizada de novo a partir de la glutamina por la enzima glutaminasa que se encuentra
en las neuronas presinapticas. El glutamato se encuentra almacenado en vesiculas
(vGIuT); durante la estimulacion nerviosa las vesiculas son liberadas y entran en contacto
con los receptores ionotropicos de glutamato, que son los receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDAR) y acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPAR), y
metabotrépicos (MGLUR1-5) de las neuronas postsinapticas. Una vez terminada la
sinapsis, el glutamato se interioriza en las células gliales a través de los transportadores
de glutamato EAAT1 (GLAST) y EAAT2 (GLT1); dentro de las células gliales se sintetiza
glutamina a partir del glutamato a través de la glutamina sintasa (Figura 1.1) (Hertz et al.,
1999; Popoli et al., 2012).

Neurona presinaptica

Célula glial

Neurona postsinaptica

Figura 1.1 Metabolismo del glutamato (modificado de Popoli et al., 2012).




CAPITULO I

En condiciones normales, el glutamato se encuentra intracelularmente a una
concentracion en rangos de milimolar, mientras que extracelularmente se encuentra a
nivel micromolar. Cuando esta en altas concentraciones en el espacio extracelular (a nivel
micromolar) provoca toxicidad en las neuronas. Este aumento causa el fallo de la
homeostasis de calcio en la neurona, provocando la generacion de EROs vy
desencadenando el estrés oxidativo y la pérdida de potencial de membrana mitocondrial

en las neuronas (Lewerenz y Maher, 2015).

El mecanismo responsable del estrés oxidativo es a través del sistema de cotransporte
antiparalelo de cisteina-glutamato (CySS). Este sistema permite el paso de dos
sustancias en sentido contrario a través de las membranas, en este caso el glutamato y la
cisteina a través de un intercambiador de cisteina-glutamato (xCT). En condiciones
patoldgicas, el aumento de la concentracion extracelular de glutamato activa el sistema
contrasporte, causando el aumento intracelular del glutamato mientras la cisteina
intracelular disminuye. La cisteina es un aminoacido precursor del glutation, un agente
antioxidante, por lo que la disminucion de la cisteina intracelular produce la disminucion
de glutation, provocando la elevacién de los niveles de EROs. Las EROs causan dafio a
organelos como por ejemplo la mitocondria y reticulo endoplasmatico, dando paso a la
generacion de mayor cantidad de EROs y a la liberacion de factores que danan el ADN,
provocando la muerte neuronal, como se ejemplifica en la Figura 1.2 (Kritis et al., 2015).
Se ha observado que este mecanismo se encuentra involucrado en enfermedades
neuroldégicas como la enfermedad de Huntington, Parkinson, Alzheimer, ELA e isquemia
(Liny Flint Beal, 2006; Sayre et al., 2008).
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Sistema antiporte
Glutamato-Cisteina

Glutamato

Extracelular

HNT

i
EROs  Fla ﬂ”s%o*‘ xCT | Intracelular
9 2 R L_Q

H 0 Jj\/\{IKOH

NH

W

Glutation

AN
H Aumento de la concentracién

l Disminucién de la concentracion

Figura 1.2 Mecanismo del estrés oxidativo inducido por el glutamato a través del sistema

cotransporte antiparalelo glutamato-cisteina en neuronas. EROs: Especies reactivas de

oxigeno, FIA: Factor inductor de apoptosis o muerte celular programada (modificado de

Kritis et al., 2015).

1.1.2 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es definida como la muerte celular debido a la exposicion prolongada

de aminodcidos excitatorios como glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA), &cido a-amino-

3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) y kainato, causando la sobreactivacion de

los receptores de glutamato tanto de tipo ionotrépico (receptores de NMDA, AMPA y

kainato), asi como de tipo metabotrobico (mGIluR1-5). Esta sobreactivacién causa un flujo

excesivo de iones dentro de la neurona, en especial iones de calcio (Ca?*), dando paso a

la activacién de enzimas como la proteina quinasa C, fosfolipasas, proteasas, fosfatasas y
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endonucleasas, que son las que se encargan de degradar proteinas, lipidos de la

membrana y acidos nucleicos (Berliocchi et al., 2005; Dong et al., 2009).

La excitotoxicidad se ha relacionado con enfermedades neuroldgicas, como la isquemia
(Guo et al., 2015), Parkinson (Helton et al., 2008), Alzheimer (Parameshwaran et al.,
2008) y enfermedad de Huntington (Zeron et al., 2001).

Agotamiento de energia

Neurona presinaptica

[
® .

® o * l *2 o na? o © Motivo ATPosh

® 9 & [ ]
AMPAR
° o ©
®
®

mGIuR1-5 ®

(receptores V)
metabotrépicos) o YRR}
® 9
Neurona postsinaptica
[
Desregulacion iénica )

Figura 1.3 Mecanismo de la excitoxicidad inducido por el glutamato (modificado de
Mattson y Magnus, 2006).
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1.2 Tratamientos existentes

En la actualidad, los tratamientos estan basados en el soporte de la neurotransmision. A
los pacientes con enfermedad de Alzheimer se les suministra estimuladores de la
liberacién de la acetilcolina e inhibidores de la acetilcolinesterasa como el donepezilo,
rivastigmina y galantamina (Yiannopoulou y Papageorgiou, 2013). A las personas que
padecen la enfermedad de Parkinson se les suministra agonistas de receptores de
dopamina como la levodopa (L-DOPA), que es un precursor de la dopamina, junto con un
inhibidor de la DOPA descarboxilasa e inhibidor de la catecol-O-metiltransferasa (Ahlskog,
2007). En el caso de los pacientes con ELA se utiliza el riluzol, éste reduce el dafio
generado por el glutamato a las neuronas motoras, no obstante, la esperanza de vida sélo
aumenta aproximadamente tres meses (Cheah et al, 2010). Estos tratamientos
proporcionan beneficios de manera sintomatolégica, sin embargo, no modifican el curso o

la progresion de la neurodegeneracién (Hung y Schwarzschild, 2007).

Por lo anterior, es necesario encontrar agentes neuroprotectores, es decir, agentes que
tengan el efecto de salvamento, recuperacion y/o regeneracion, tanto estructural como
funcional de las células del sistema nervioso (Vajda, 2002), evitando asi la progresion de
la neurodegeneracion. Una fuente potencial para la obtencion de agentes con dicho efecto

es la de los productos naturales.
2 Productos naturales

Los productos naturales son aquellos que derivan de un ser vivo y posee aplicabilidad
para el ser humano; se ha establecido que mas del 70% de los farmacos provienen de
productos naturales o su sintesis estd basada en éstos (Figura 1.4). Las especies
vegetales son una fuente de productos naturales debido a que contienen una amplia
variedad de compuestos que utilizan para sus mecanismos de defensa, reproduccion y
maduracion, a los cuales también se les conoce como metabolitos secundarios. Entre los
metabolitos secundarios se encuentran los policétidos, polifenoles, terpenos, alcaloides,

entre otros (Harvey, 2008; Newman y Craigg, 2016).
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Sintesis: farmacoforo de PN/ Macromoléculas
mimica de un PN \Vacunas biologicas
(10%) (6%) 16%

Productos naturales no
Sintesis: farmacoforo de PN modificados (4%)
(4%)
Droga botanica (mezcla)
1%

Sintesis
(mimica de un
producto natural)
1%

Derivados de
productos naturales
21%

Sintesis
27%

Figura 1.4 Diferentes fuentes de los farmacos que se encuentran en el mercado de
1984-2014 (Newman y Cragg, 2016).

2 .1 Busqueda de productos naturales

Para la busqueda de productos naturales, en especial de origen vegetal, se puede seguir
uno de los tres criterios de seleccidn de las especies vegetales para las evaluaciones

biolégicas correspondientes.

1) Seleccién de tipo aleatoria: como su nombre lo dice, se toma de manera
aleatoria especies para someterlas a evaluaciones biolégicas (Barbosa et al.,
2012; Henrich y Beutler, 2013).

2) Seleccion por estudios de quimiotaxonomia: utiliza datos de estudios
quimiosistematicos y filogenéticos para la seleccién de especies de cierto género o
familia que producen cierta clase de compuestos asociados con actividad bioldgica

o potencial terapeutico (Barbosa et al., 2012)

3) Seleccion por reportes en la etnomedicina: se basa en la seleccion de
especies usadas en la medicina tradicional de ciertas culturas. Esta ha sido la mas
utilizada debido a que se ha encontrado mayor cantidad de metabolitos activos.
(Fabricant y Farnsworth, 2001; Patwardhan y Marhelkar, 2009; Newman y Cragg,
2016).
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2 .2 Ethomedicina: Medicina tradicional

La medicina tradicional se define como una practica que consiste en la suma total de los
conocimientos basados en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar

enfermedades fisicas y mentales (OMS, 2000).

En Yucatan existe bibliografia etnobotanica maya (Osadao, 1834; Arellano-Rodriguez et
al., 2003). La medicina tradicional maya presenta un gran listado de especies vegetales
de uso medicinal y ha sido utilizado por varios grupos de investigacién para encontrar
extractos y compuestos con actividad biolégica, como por ejemplo, actividad
anticancerigena (Caamal-Fuentes et al., 2011), antimicrobiana (Rosado-Vallado et al.,
2000) entre otras. Sin embargo, no se han realizado estudios utilizando la informacién

registrada en la medicina tradicional maya para la busqueda de agentes neuroprotectores.

2.3 Estudios de productos naturales obtenidos de plantas con actividad

neuroprotectora

Existen reportes de identificacion de extractos y compuestos obtenidos de plantas
medicinales con potencial efecto neuroprotector. Currais et al. (2014) estudiaron cinco
plantas medicinales de la regién de S. Tomé e Principe (Portugal): Voacanga africana,
Tarenna nitiduloides, Sacosperma paniculatum, Psychotria principensis y Psychotria
subobliqua, que son utilizadas para tratar desordenes mentales, al igual con propiedades
analgésica y antiinflamatoria. Los extractos hidroalcohdlicos fueron probados en modelos
de toxicidad con glutamato (oxitosis), isquemia, toxicidad amiloide intracelular e inhibicién
de la inflamacion. Posteriormente, se realizé el aislamiento de los compuestos por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés) y a partir del
extracto de la corteza de V. africana aislaron la vocamina, un alcaloide que mostré una

CEso menor a 3.5 uM en los ensayos antes mencionados.

En otro estudio, 3,6-disinapoil sacarosa, un oligosacarido aislado de las raices de
Polygala tenuifolia, protegio a las células de neuroblastoma (SH-SY5Y) del dafio oxidativo
inducido por glutamato e inhibi6 la produccion de EROs (Hu et al., 2011). El kaempferol 3-

O-B-D-(2”-O-acetil-6"-(E)-p-cumaril)-glucopiranésido, aislado de Agrimonia eupatoria (Lee
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et al., 2010), la cudarflavona B, aislada de la corteza de Cudrania tricuspidata, una planta
utilizada en la medicina tradicional china para el tratamiento de contusiones (Lee et al,,
2014), y el obovatol y el honokiol, aislados de la corteza de Magnolia officinalis (Yang et
al., 2013), presentaron efecto neuroprotector en el modelo de dafo oxidativo inducido por

glutamato en células de hipocampo de ratén (HT22).
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HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional maya
para el tratamiento de sintomas sugerentes a enfermedades neuroldgicas tienen un efecto

neuroprotector.
JUSTIFICACION

Las enfermedades neuroldgicas como las cerebrovasculares, neurodegenerativas y las
causadas por lesiones, son un gran problema de salud a nivel mundial y se han estado
incrementando en el transcurso de los afios. Estas afectan al sistema nervioso, causando
limitaciones de tipo intelectual y/o motora, disminuyendo la calidad de vida o en el peor

pronéstico, la muerte.

Los tratamientos que se encuentran en el mercado en la actualidad son de tipo paliativo y
no son eficaces debido a que no evitan la progresién de la enfermedad y sélo aumentan la
esperanza de vida por corto tiempo, por lo que es necesaria la busqueda de nuevos
agentes terapéuticos con un efecto neuroprotector, siendo una fuente para su obtencion la

de los productos naturales derivados de plantas.

La medicina tradicional es una fuente de informacién para la busqueda de especies
vegetales con potencial actividad biolégica. En la peninsula de Yucatan se conservan los
conocimientos del uso de especies vegetales en la medicina tradicional maya y hasta el
momento no existen reportes de estudios utilizando esta fuente de informacion para la

obtencion de extractos de especies vegetales con efecto neuroprotector.

Por lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se propone realizar un tamizaje para
la identificacion de extractos que presenten un efecto neuroprotector basandose en el
conocimiento que se tiene del uso de especies vegetales en la medicina tradicional maya,
para que en un futuro se puedan obtener nuevos agentes terapeuticos para las

enfermedades neurodegenerativas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto neuroprotector de los extractos etandlicos de las especies vegetales
utilizadas en la medicina tradicional maya para el tratamiento de enfermedades

neuroldgicas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar las especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional maya para
las enfermedades neurolégicas con base en estudios reportados en la literatura.

2. Preparar extractos etanodlicos del material vegetal colectado de las especies
seleccionadas.

3. Evaluar la actividad citotdxica de los extractos etandlicos sobre la linea celular
normal de rifdn de Cercopithecus aethiops (Vero).

4. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos etandlicos sobre la linea celular de
neuroblastoma humana (SH-SY¥5Y).

5. Evaluar el efecto neuroprotector de los extractos etandlicos sobre la linea celular
SH-SY5Y en el modelo de dafo inducido con acido glutamico.

6. Evaluar el efecto de los extractos neuroprotectores sobre la generacion de
especies reactivas de oxigeno inducida por acido glutamico en la linea celular SH-
SY5Y.

7. Evaluar el efecto de los extractos neuroprotectores sobre la alteracion del potencial
de la membrana mitocondrial inducida por acido glutamico en la linea celular SH-
SY5Y.

8. Evaluar el efecto neuroprotector de los extractos etandlicos sobre neuronas
corticales rata en el modelo de dafio con acido glutamico.

9. Obtener los perfiles cromatograficos de los extractos etandlicos con efecto

neuroprotector a través de cromatografia de alta eficiencia.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental del presente trabajo (Figura 1.5) da inicio con la busqueda
bibliografica de las especies vegetales utilizadas para tratar este grupo de enfermedades.
Posteriormente, la obtencién de los extractos por medio de una maceracion de la materia
vegetal seca con etanol (EtOH). En este estudio se evalué la citotoxicidad de los extractos
etandlicos en la linea normal de rindn de Cercopithecus aethiops (Vero, ATCC® CCL-
81™) y en la linea celular humana de neuroblastoma humana (SH-SY5Y, ATCC® CRL-
2266™). Los extractos que presentaron una concentracion citotoxica media (CCsy) mayor
a 125 pg/mL, se sometieron a un bioensayo in vitro para evaluar el efecto neuroprotector
en el modelo de estrés oxidativo inducido por el acido glutamico en la linea celular SH-
SY5Y. Los extractos que resultaron con efecto neuroprotector en el modelo de estrés
oxidativo se sometieron a evaluaciones de neuroproteccion contra la excitotoxicidad
inducido por acido glutamico en cultivo primario de neuronas corticales de embriones de
rata (Rattus norvegicus). Por ultimo, se obtuvieron los perfiles cromatograficos de los
extractos que presenten actividad neuroprotectora a través de la técnica de cromatografia

liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés).
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Revision bibliografica

|

Nombre cientifico, endémica
o nativa de la peninsula de
Yucatan, <10 estudios con
efecto neuroprotectora y/o

fitoquimico

Descartado Colecta de material vegetal

l Maceracion

Extracto EtOH

l Ensayo de citotoxicidad

Citotoxicidad
en la linea
Vero

CCx<125 pg/mL

\CC5° >125 pg/mL

Citotoxicidad
en la linea

SH-SYS5Y

Descartado

CCs<125 pg/mL

\0050 >125 pg/mL

Descartado
Efecto
neuroprotector
en SH-SY5Y
ECx>25 pg/mL
Descartado
ECs<25 pg/mL
Efecto neuroprotector en
Perfil fitoquimico «— neuronas corticales

Figura 1.5 Estrategia experimental para la busqueda de extractos con efecto neuroprotector.
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CAPITULOII

Tamizaje de plantas utilizadas en la medicina tradicional maya con potencial
efecto neuroprotector

2.1 INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida progresiva y
selectiva de las células que se encuentran en el sistema nervioso, limitando a la persona
de manera fisica y/o mental (Guo et al., 2013). Ademas de las neuronas, existen otras
células que se encuentran en el sistema nervioso tales como las células gliales:
astrocitos, oligodendrocitos y microglias (Zwain y Yen, 1999). Los astrocitos se encargan
de mantener la transmisién sinaptica, defensa antioxidante, homeostasis idnico y
metabdlico, soporte tréfico, asi como proteccion a las neuronas (Rock et al. 2004; Wang y
Qin, 2010), los oligodendrocitos producen mielina y las microglias son células

involucradas en el sistema inmune (Domingues et al., 2016).

Las neuronas son susceptibles al estrés oxidativo que, como ya se ha mencionado en el
capitulo anterior, es el desbalance entre la generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y la destoxificacion por enzimas y agentes quelantes (Lin y Flint Beal, 2006; Sayre
et al., 2008). Este tipo de dafo puede ser inducido por glutamato, un neurotransmisor que
si se encuentra en altas concentraciones en el espacio extracelular causa la pérdida de
homeostasis de calcio en las neuronas, generacion de EROs y pérdida del potencial de la

membrana mitocondrial (Guo et al., 2013; Prentice et al., 2015).

La linea celular de neuroblastoma humana SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) ha sido
utiizada para el modelo de dafo por estrés oxidativo en enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson (Kich et al., 2016; Yew et al., 2015), el Alzheimer
(Sun et al., 2014; Zhang et al., 2010), y modelos en donde se encuentran involucrados

otros procesos como la muerte celular programada (Pregi et al., 2006).

La corteza cerebral es una lamina de sustancia gris que forma parte de la base (piso) de
los hemisferios cerebrales y consiste de neuronas llamadas neuronas corticales,
astrocitos y oligodendrocitos. Estas neuronas estan compuestas principalmente por dos

tipos: las piramidales y las no piramidales. Las neuronas piramidales son
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aproximadamente el 80% de las neuronas y utilizan el glutamato como neurotransmisor
excitatorio (neuronas glutamatérgicas). Las neuronas no piramidales o interneuronas
poseen una morfologia heterogénea y en la poblacién existen excitatorias e inhibitorias
utilizando como neurotransmisores glutamato y acido Y-aminobutirico (GABA, por sus

siglas en inglés), respectivamente (Rubenstein, 2011; Valverde, 2002).

Las neuronas corticales son susceptibles a la excitotoxicidad, un tipo de muerte neuronal
causado por la sobreactivacion de los receptores de glutamato, provocando un
desbalance de calcio en las neuronas y activando enzimas (lipasas, fosfolipasas,
endonucleasas, entre otras) que degradan componentes estructurales de las neuronas
(Berliocchi et al., 2005; Dong et al., 2009).

El cultivo primario de neuronas corticales de mamiferos (humano, rata, raton, entre otros)
es utilizado como modelo de excitotoxicidad en enfermedades neuroldgicas (Geranmayeh
et al., 2015), asi como con otros agentes inductores de dafio neuronal, tales como
peréxido de hidréogeno, proteina B-amiloide, 4-hidroxinonenal y NMDA (Cui et al., 2016;
Limpeanchob et al., 2008; Meloni et al., 2015; Smith et al., 2006; Wang et al.; 2016).

El modelo de rata (Rattus norvegicus) consiste en el aislamiento de las células de la
corteza cerebral de embriones de 14 a 18 dias; las células se siembran en una superficie
pretratada de poli-L-ornitina, fibronectina y laminina y se mantiene en promedio 7-10 dias

para la maduracion de las neuronas (Darbinyan et al., 2013; Xu et al., 2012).

- &

Recubierta
con PLO, FnyLm

R =R D — D

Mantenimiento de

cultivo
corteza 10-14d
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Figura 2.1 Esquema del cultivo primario de neuronas corticales de rata. E18: embrién de
18 dias, PLO: Poli-L-ornitina, Fn: Fibronectina y Lm: Laminina
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En la actualidad no existe un tratamiento eficaz para prevenir y/o tratar este grupo de
enfermedades, por lo que es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos, siendo los

productos naturales una alternativa atractiva.

En Yucatan existen registros sobre especies vegetales utilizadas en la medicina
tradicional maya (Osadao, 1834; Arellano-Rodriguez et al., 2003), siendo una fuente de
consulta para obtener especies candidatas a tener un efecto neuroprotector. A pesar de
que no se menciona el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa en particular,
algunos reportes describen tratamientos para sintomas sugerentes a éstas como dolor de
cabeza, convulsiones, depresion, demencia, pérdida del habla, pérdida de la orientacién,

neuralgia y “mal de nervios”.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es la busqueda de extractos con efecto

neuroprotector de especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional maya.
2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Seleccidn y obtencion del extrato etandlico de las especies vegetales
2.2.1.1 Busqueda bibliografica

La seleccion de las especies vegetales en este estudio esta basada en la informacion
etnobotanica maya proporcionada por dos fuentes literarias (Osadao, 1834; Arellano-
Rodriguez et al., 2003). Las especies vegetales fueron seleccionadas de acuerdo a estos
criterios: 1) Que la especie vegetal sea utilizada para algun(os) sintoma(s) sugerente(s) a
alguna enfermedad neurolégica como: dolor de cabeza, convulsiones, depresion,
demencia, pérdida del habla, pérdida de la orientacion, neuralgia y “mal de nervios”; 2)
Que la literatura etnobotanica mencionara el nombre cientifico (género y especie); 3) Que
la especie vegetal sea endémica o nativa de la peninsula de Yucatan; 4) Que no existan
mas de 10 estudios relacionados con efecto neuroprotector y/o fitoquimico de la especie

vegetal.
2.2.1.2 Material Vegetal

El material vegetal fue colectado los dias 20 de agosto de 2015, 10 de septiembre de
2015 y 27 de junio de 2016 en Sierra Papacal y Hunucma de Yucatan y en Chetumal,

Quintana Roo. El material fue identificado y autenticado por el Téc. Paulino Sima Polanco,
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de la Unidad de Recursos Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY). Los ejemplares colectados junto con sus numeros de colecta fueron depositados
en el herbario U Najil Tikin Xiw del CICY.

2.2.1.3 Preparacion del extracto

El material vegetal fue secado a temperatura ambiente por 48 h y luego a 40 °C por 48 h
en un desecador de luz continua. Se separaron las partes de las plantas en hojas, corteza
y tallos, partes aéreas y raices o como planta completa, las cuales fueron molidas en un
molino de la marca Pagani. Se tomaron 20 g de cada parte de la planta y se extrajo por
maceracion con etanol por 72 h a temperatura ambiente. Los sobrenadantes fueron
filtrados y concentrados al vacio con la ayuda de un evaporador rotatorio para obtener el

extracto etandlico.
2.2.1.4 Preparacion de la disolucién madre

Muestras de 50 mg de cada extracto fueron solubilizadas con dimetilsulfoxido (DMSO) a

una concentracion final de 50 mg/mL.
2.2.2 Modelo de estrés oxidativo inducido por glutamato
2.2.2.1 Cultivo celular

La linea celular normal de rifidn de Cercopithecus aethiops (Vero, ATCC® CCL-81™) vy la
linea celular de neuroblastoma humana (SH-SY5Y ATCC® CRL-2266™) de la American
Type Culture Collection (ATCC) fueron cultivadas en cajas estériles T-25, conteniendo el
medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (10%, v/v)
en el caso de las células Vero y en medio DMEM/F12 (1:1) suplementado con suero fetal
bovino (15%, v/v) para las células SH-SY5Y. Ambas lineas se mantuvieron con 100 U/mL
de penicillina G y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C en atmdésfera de 5% de CO; (95%
de humedad).

2.2.2.2 Ensayo citotéxico en las lineas celulares Vero y SH-SY5Y

La actividad citotoxica de los extractos se evalud con la linea celular Vero por el método
de sulforodamina B (SRB) para la medicién de la viabilidad celular; la SRB se une a las

proteinas béasicas de las células que se encuentran viables (Vanicha y Kirtikara, 2006).
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En el caso del ensayo con la linea celular SH-SY5Y, los extractos se evaluaron por el
método de éster de acetoximetilo de calceina (calceina AM); este compuesto fluorogénico
y substrato de esterasas que cruza pasivamente la membrana celular y es utilizado para
determinar la viabilidad celular. Dentro de las células es convertido por las esterasas
intracelulares a un producto polar fluorescente (calceina) que es retenido por las células
que poseen la membrana celular intacta (células viables), produciendo una fluorescencia
verde (Neri et al., 2001).

A las células en cajas T-25 con un 90-100% de confluencia se les adicioné 1 mL de
tripsina-EDTA (1x) y se incubaron por 10 min a 37 °C, luego se recuperaron las células y
fueron resuspendidas en 1 mL de medio, después se contabilizaron con azul de tripano en
una camara de neubauer. En placas de 96 pozos se sembré 1 x 10° células/mL y se

incubaron a 37 °C con 5% de CO,. Después de 24 h se procedié a realizar los ensayos.

Para los ensayos, se reemplazo6 el medio y se expuso a las células con los extractos a las
concentraciones de 500, 250, 125 y 62.5 uyg/mL por 48 h a 37 °C con 5% de CO,
Terminado el tiempo de incubacion, las células fueron tratadas con un revelador segun
cada método. Para las células Vero, se realiz6 una fijacion con acido tricloroacético al
10%, luego se agreg6 la sulforrodamina B (0.1%), posteriormente se realizaron lavados
con acido acético al 1% y por ultimo se le adiciond Tris-base 10 mM y se realizo la lectura
en un espectrofotometro a 554 nm. Para las células SH-SY5Y, se le adicion6 calceina AM
(4 uM) y se incubd por 30 min a 37 °C con 5% de CO,, luego se realizaron dos lavados
con PBS 1x (pH 7.4) y se realiz6 la lectura en un espectrofétometro con una de excitacién

de 480 y de emision de 520 nm.
2.2.2.3 Ensayo de neuroproteccidon contra estrés oxidativo inducido por glutamato

El modelo propuesto para la realizacion del tamizaje es el dafio por estrés oxidativo

inducido por glutamato en la linea celular SH-SY5Y (Zhu et al., 2015).

Para determinar el efecto neuroprotector se realizé la siembra (1 x 10° células/mL) en
placas de 96 pozos como en el procedimiento antes descrito. Las células SH-SY5Y fueron
tratadas con los extractos a las concentraciones de 50, 25, 12.5 y 6.25 ug/mL por 24 h a
37 °C con 5% de CO,. Posteriormente fueron tratadas con glutamato 25 mM por 30 min,
se les retir6 el glutamato y se afiadié medio nuevo y se incubd por 24 h a 37 °C con 5% de

CO,. (Taveira et al., 2014). Terminado el tiempo de incubacién, se le adicioné calceina
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AM (4 pM) y se incubd por 30 min a 37 °C con 5% de CO,, luego se realizaron dos
lavados con PBS 1x (pH 7.4) y se realiz6 la lectura en un espectrofotdmetro con un filtro

de fluorescencia de excitacion de 480 y de emision de 520 nm.
2.2.2.4 Determinacidén de especies reactivas de oxigeno

Los niveles generados de las especies reactivas de oxigeno en células SH-SY5Y se
midieron con el cloro metil 2',7"-diacetato de diclorofluoresceina (CM-H2DCFHDA). El
principio consiste en que el CM-H2DCFH-DA cruza la membrana y es hidrolizada por
esterasas intracelulares a 2',7'-diclorofluoresceina (CM-H2DCFH) que no es fluorescente.
En presencia de EROs, como perdxido de hidrégeno, hidroxiperoxidasas y peroxinitritos,
H2CM-DCFH es oxidada a un compuesto fluorescente. La fluorescencia es proporcional a
la cantidad de EROs generada (Chen et al., 2010).

En placas de 96 pozos se realizd la siembra (1 x 10° células/mL) como en el
procedimiento antes descrito. Para la determinacion de EROs, las células se trataron con
los extractos a 25 ug/mL por 24 h, luego se indujo el dafio con glutamato 12.5 mM por 30
min. Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se afadi6 medio DMEM/F12 (1:1) sin
rojo de fenol con CM-H2DCFHDA a 10 yM por 30 min a 37 °C, 5% de CO, y protegido de
la luz (Shi et al., 2014). Finalmente, la placa se ley6 en un espectrofotémetro con el filtro

de fluorescencia de excitacion de 490 nm y de emision de 510-570 nm.
2.2.2.5 Determinacién del potencial de la membrana mitocondrial

La pérdida del potencial de la membrana mitocondrial (PMM) es un proceso que ocurre en
las enfermedades neurodegenerativas. El PMM en las células SH-SY5Y se midi6é con la
rodamina 123 (Rho123). El principio se basa en que cuando se encuentra en un alto nivel
el PMM, la Rho123 es concentrada en la matriz mitocondrial, mientras que cuando el
potencial es bajo, la Rho123 es liberada, disminuyendo la fluorescencia de ésta (Baracca
et al., 2003).

En placas de 96 pozos se realizd la siembra (1 x 10° células/mL) como en el
procedimiento antes descrito. Para la determinacién del PMM en las células SH-SY5Y, se
realizé el tratamiento con los extractos a 25 ug/mL por 24 h, luego el dafo inducido con
glutamato a 12.5 mM por 30 min. Posteriormente, se adicioné Rho123 (5 yM) y se incubd

por 30 min a 37 °C, 5% de CO, y protegido de la luz ambiental. Terminado el tiempo de
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incubacién, se realiz6 dos lavados con PBS 1x (pH 7.4) (Wang et al., 2013). Finalmente,
la placa se leyé en un espectrofotometro con el filtro de fluorescencia de excitacion 490

nm y de emision de 510-570 nm.
2.2.3 Modelo de excitotoxicidad inducido por glutamato
2.2.3.1 Animales experimentales

Embriones de 18 dias (E18) de ratas Wistar fueron utilizados para el aislamiento de
neuronas corticales. Las ratas gestantes se mantuvieron a 22 + 2 °C con un ciclo de
dia/oscuridad de 12/12 h y se les proporcion6 el agua y alimento ad libitum. A las ratas se
les indujo anestesia con sevoflurano y posteriormente fueron sacrificadas por

decapitacion.
2.2.3.2 Aislamiento de neuronas corticales primarias

Se realiz6 la diseccion de las cortezas cerebrales de los embriones y se colocaron en
medio N2B27. Las cortezas se trituraron con una hoja de bisturi y se les afiadid tripsina
0.25% (1 yL/mL) y se incubaron a temperatura ambiente por 45 s. Para recuperar las
células, éstas se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min. Se realizé la tincidon por exclusién

con azul de tripano para contabilizar las células viables.
2.2.3.3 Inmunotincion

Para la identificacién de la poblacién celular se realiz6 una inmunotincién con tres
anticuerpos: B-Tubulina clase Il (Tuj1) para células neuronales, O4 para oligodendrocitos
y GFAP para células gliales (Lee et al., 1990). En placa de 96 pozos se sembraron 5 x 10°
células/mL, éstas se mantuvieron 10-14 dias in vitro (DIV) con cambios de la mitad de
medio cada dos dias. La fijacion se realizé con paraformaldehido 4% por 24 h, luego se le
adiciond una disolucion de bloqueo (PBS 1x con 10% de suero de cabra y 0.25% de
Triton X-100) y se incubd por una hora a temperatura ambiente, terminada la incubacién
se realizaron dos lavados con PBS 1x con 0.1% de albumina bovina. Se adicion6 los
anticuerpos primarios: Tuj1 (1:500), O4 (1:25), y GFAP (1:500) y se incub6 por 24 h a 4
°C, se realizaron dos lavados con PBS 1x con 0.1% de albumina bovina y se le
adicionaron los anticuerpos secundarios Alexa 488 (1:500) y Alexa 568 (1:300) con 2 h de

incubacion a temperatura ambiente, terminando la incubacién se realizaron dos lavados
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con PBS 1x con 0.1% de albumina bovina. Para la tincién de nudcleos se adiciond Hoescht
33258 (1:100) por 5 min, luego se realizaron dos lavados con PBS 1x y se observaron en
el microscopio invertido de fluorescencia. La cuantificacion se realizé con el programa

Imaged.
2.2.3.4 Ensayo de citotoxicidad en neuronas corticales

Se sembraron 5 x 10° células/mL en placa de 96 pozos. Las células se mantuvieron 10-14
DIV con cambios de la mitad de medio cada dos dias. Para los ensayos, se reemplazé el
medio y se expuso a las células con los extractos a las concentraciones de 500, 250, 125
y 62.5 pg/mL por 24 h a 37 °C con 5% de CO,. Terminado el tiempo de incubacién, se les
adiciond calceina AM (4 uM) y se incubaron por 30 min a 37 °C con 5% de CO,, luego se
realizaron dos lavados con PBS (pH 7.4) y se leydé en un espectrofotdbmetro con una

longitud de onda de excitacion de 480 nm y de emision de 520 nm.
2.2.3.5 Ensayo de neuroprotecciéon en neuronas corticales

Para determinar el efecto neuroprotector se realiz6 la siembra en placas de 96 pozos (5 x
10° células/mL) como en el procedimiento antes descrito. Las neuronas corticales fueron
tratadas con los extractos a las concentraciones de 25, 12.5, 6.25 y 3.125 pg/mL por 24 h
a 37 °C con 5% de CO.,. Posteriormente fueron tratadas con 12.5 mM de acido glutamico
por 30 min (Geranmayeh et al., 2015; Zhang y Bhavnani, 2005), se realiz6 el cambio de
medio y se incubd por 24 h. Terminado el tiempo de incubacién se revelé con calceina AM

como se encuentra anteriormente descrito.
2.2.4 Analisis estadistico

El analisis de los datos de los ensayos se realizd6 por triplicado; para calcular la
concentracion efectiva media (CEsp) en los ensayos de neuroproteccion se utilizaron las
medias y las desviaciones estandar. Para el andlisis de potencial de membrana
mitocondrial y la generacion de especies reactivas de oxigeno se utilizd analisis de

varianza de una via comparado con el dafio inducido por glutamato.
2.2.5 Perfil cromatografico

Para la obtencion de los perfiles cromatograficos de los extractos activos se utilizé el

cromatografo modelo 1260 Infinity de la marca Agilent con una bomba cuaternaria,
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automuestreador, compartimento de columna termostatizada (35 °C) y un detector de
arreglo de diodos (DAD). Una precolumna extend C-18 (4.6 x 12.5 mm, 4.5 ym) y una
columna C-18 Hypersilgold (4.6 x 150 mm, 5 ym) con un flujo de 1 mL/min con gradientes
de H,O con 3% de acido acético (CH3;COOH, disolvente A) y acetonitrilo (C,H3N,

disolvente B).
2.3 RESULTADOS
2.3.1 Especies vegetales seleccionadas para el estudio

De las 51 especies vegetales encontradas en la literatura para el tratamiento de sintomas
sugerentes a enfermedades neurolégicas, 38 cubrieron los criterios antes descritos
(Cuadro 2.1), de las cuales, 34 fueron colectadas y las cuatro restantes no fueron
incluidas en este estudio por la dificultad de obtenerlas debido a su localizacion geografica
(Cuadro 2.2). Las 13 especies que se descartaron en este estudio fue porque presentaron

mas de diez estudios fitoquimicos y/o reportes de efecto neuroprotector (Cuadro 2.3).

Debido a que las especies vegetales fueron divididas de acuerdo a sus partes (hojas y
tallos, partes aéreas y raices o planta completa) se obtuvo un total de 65 extractos

etandlicos (Cuadro 2.4).

Los extractos que obtuvieron los mayores rendimientos (Cuadro 2.4) fueron los extractos
de las raices de Isotoma longiflora (28.55%), de la planta completa Tradescantia

spathacea (21.63%) y de las hojas de Piper gaumeri (21.25%).
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Cuadro 2.1 Especies vegetales seleccionadas en este estudio.

Especie” Familia Nombre Status” Uso®
comin y/o
maya®
Acalypha unibracteata Muell. Euphorbiaceae Chiilibtux Nativa Dolor de
Arg. cabeza
(P. Sima 3165)
Adiantum tenerum Sw. Pteridaceae -- Nativa Dolor de
(P. Sima 3203) cabeza
Caesalpinia gaumeri Greenm. Fabaceae Kitam che’ Nativa Epilepsia
(P. Sima 3166)
Canna indica L. Cannaceae Chan Kaia Nativa Dolores
(P. Sima 3200) nerviosos
Clusia flava Jacq. Clusiaceae K’anchunuup Nativa Dolor de
(P. Sima 3175) cabeza
Crateva tapia L. Capparaceae Kolok max Nativa Mal de nervios
(P. Sima 3176)
Croton schiedeanus Schitdl. Euphorbibaceae Chul, chulche’, Nativa Convulsiones
(P. Sima 3196) ch’ uju che’,
petsk’uuts,
copalche’, palo
santo
Dalea carthagenensis (Jacq.) J. Fabaceae Ch’o’ Nativa Depresién
F. Macbr
(P. Sima 3178)
Dalechampia scandens L. Euphorbiaceae Molkoh Nativa Dolor de
(P. Sima 3174) cabezay
epilepsia
Diphysa carthagenensis Jacq. Fabaceae Xts'uts’uk Nativa Epilepsia
(P. Sima 3167)
Ehretia tinifolia L. Boraginaceae Bec o beek Nativa Dolor de
(P. Sima 3180) cabeza
Elytraria imbricata (Vahl) Pers. Acanthaceae Cabal che Nativa Dolor de
(P. Sima 3187) cabeza
Harpalyce rupicola Donn. Sm. Fabaceae K’an chan te’ Nativa Convulsiones
(P. Sima 3198)
Helicteres baruensis Jacq. Sterculiaceae Tsutsup Nativa Epilepsia
(P. Sima 3168)
Isotoma longiflora (L.) Presl. Campanulaceae Luk’sahtan o Nativa Epilepsia
(P. Sima 3201) sahtahan
Justicia spicigera Schitdl. Acanthaceae chak lool, Nativa Dolor de
(P. Sima 3183) ts’l’its, cabezay
sacatinta o epilepsia
yich can

?0Osadao (1834), Arellano-Rodriguez et al. (2003). "Fernandez et al. (2010). °Especies sugeridas por

el Dr. Rafael Duran Garcia de la Unidad de Recursos Naturales, CICY.
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Cuadro 2.1 Continuacion.

a

Especie® Familia Nombre comun Status® Uso
y/o maya®
Lasiacis divaricata (L.) Hitchc® Poaceae Siit Nativa Demencia, dolor
(P. Sima 3184) de cabezay
pérdida de
orientacién
Leucaena leucocephala Fabaceae Waxim Nativa Dolor de cabeza.
(Lam.) de Wit
(P. Sima 3164)
Lisianthus axillaris (Hemsl) Gentianaceae Xputsche Endémica Mal de nervios
Kuntze
(P. Sima 3199)
Malvaviscus arboreus Cav. Malvaceae Bisilk’aax o Nativa Epilepsia
(P. Sima 3172) bisikax
Manfreda brachystachya Agavaceae Pets’ kinil Endémica Dolor de cabeza
(Cav.) Rose’
(P. Sima 3188)
Metopium brownei (Jacq.) Anacardiaceae Kabab o Nativa Dolor de cabeza
Urb. cheechem
(P. Sima 3173)
Mimosa bahamensis Benth. Fabaceae Katzim Nativa Dolor de cabeza,
(P. Sima 3169) epilepsia,
estimulante y
fatiga.
Rutaceae Tankasche' Nativa Dolor de cabeza
Pilocarpus racemosus Vahl.® y mal nervios
(P. Sima 3189)
Piper gaumeri Trel. Piperaceae K’uk’sub o Nativa Dolor de cabeza
(P. Sima 3197) Xpeheche
Pluchea odorata (L.) Cass. Asteraceae Chalche’ Nativa Convulsiones,
(P. Sima 3171) dolor de cabeza,
pérdida del
habla, mal
espasmaodico y
neuralgia
Schwenckia americana (L.) D.  Solanaceae Xayuu lool xiiw Nativa Depresion
Royen°®
(P. Sima 3185)
Tetramerium nervosum Nees.  Acanthaceae Baak soots’, sak Nativa Dolor de cabeza

(P. Sima 3186)

ch’ikib,
xk’uch’eel, bak
zo'odz’

®0Osadao (1834), Arellano-Rodriguez et al. (2003). °Fernandez et al. (2010). °Especies sugeridas

por el Dr. Rafael Duran Garcia de la Unidad de Recursos Naturales, CICY.
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Cuadro 2.1 Continuacion.

a

Especie® Familia Nombre comun  Status® Uso

y/o maya®
Thouinia paucidentata Radlk. Sapindaceae K’anchunup Endémica Dolor de cabeza
(P. Sima 3170)
Tillandsia streptophylla Scheidw. Bromeliacea  Hk’olomxal Nativa Dolor de cabeza
ex C. Morren e
(P. Sima 3202)
Tradescantia spathacea Sw.® Commelinac  Chak tsam, ej Nativa Dolor de cabeza
(P. Sima 3191) eae pets’
Urera baccifera (L.) Gaudich. ex Urticaceae Laal Nativa Dolor de cabeza
Wedd.
(P. Sima 3195)
Vitex gaumeri Greenm. Lamiaceae Ya’axnik Nativa Dolor de cabeza
(P. Sima 3182)
Zanthoxylum caribaeum Lam.® Rutaceae Si na’an ché ik Nativa Epilepsia y
(P. Sima 3190) anestésico.

®0Osadao (1834), Arellano-Rodriguez et al. (2003). °Fernandez et al. (2010). “Especies sugeridas

por el Dr. Rafael Duran Garcia de la Unidad de Recursos Naturales, CICY.

Cuadro 2.2 Especies vegetales que fueron descartadas en este estudio debido a la dificultad de

localizarlas geograficamente.

a

Especie® Familia Nombre comun Status” Uso
y/o maya®

Angelonia angustifolia Benth. Scrophulariac  Xta’uluum Nativa Estimulante
eae

Calonyction aculeatum (L.) House Convolvulace Lol colebil Nativa Paralisis
ae

Conocarpus erectus L. Combretacea  Can che o Nativa Calmante y
e sackokob che dolores

nerviosos
Dioscorea convolvulacea Dioscoreacea  Cheenchaak, Nativa Dolor de
Schlecht. & Cham. e makal o k’ uuch, cabeza

?0Osadao (1834), Arellano-Rodriguez et al. (2003). °Fernandez et al. (2010)
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Cuadro 2.3 Especies vegetales que fueron descartadas en este estudio.

Especie® Familia Nombre Status”® Uso® CR AB
comun y/o €
maya®
Acacia farnesiana (L.) Fabaceae Kan ix che Nativa Mal nervios 28 14
Willd.
Ageratum gaumeri B.L. Asteraceae -- Endémica Dolor de 0 0
Rob.* cabeza
Asclepias curassavica L. Apocynacea  Sac cancel Nativa Dolor de 21 28
e Xiu cabeza
Bursera simaruba (L.) Sarg. Burseraceae Chakah, Nativa Dolor de 6 22
chakchakan, cabeza
palo chino
Cestrum nocturnum L. Solanaceae  Aak’a xiiw Nativa Epilepsia y 5 15
contra
espasmos
Chenopodium Amaranthace Lukum, Nativa Mal de San 47 4
ambrosioides L. ae luku’um xiw, vito
epazote
Gliricidia sepium (Jacq.) Fabaceae Sak ya ‘ab, Endémica Dolor de 17 1
Kunth ex Walp. cocolito cabeza
Indigofera suffruticosa Mill.  Fabaceae Ch’oj xiiw Nativa Epilepsia 10 7
Plumeria rubra L. Apocynacea  Flor de mayo Nativa
e
Rauvolfia tetraphylla L. Apocynacea Chacmukak, Nativa Dolor de 12 7
e cabal muc cabeza
Stachytarpheta jamaicensis Verbenaceae Ibin xiu, Nativa Analgésico y 12 9
(L.) Vanhl verbena kax calmante
Tabebuia pentaphylla L. Bignoniacea  Hokab Nativa Dolor de 22 8
e cabeza
Turnera diffusa Willd Turneraceae  Misib coc Nativa Debilidad 13 12
cerebral

CR: compuestos reportados, AB: Reportes de actividad biolégica. *“Osadao g834), Arellano-
Rodriguez et al. (2003).° Fernandez et al. (2010). °Base de datos (Napralet™, Pubmed"",
ScienceDirectTM). “Es estudiada en otro grupo de investigacion de la misma institucion.

2.3.2 Citotoxicidad de los extractos en ambas lineas celulares

Los extractos fueron descartados cuando mostraron una CCso menor a 125 pyg/mL en el
ensayo de citotoxicidad para ambas lineas celulares; en el caso de la linea celular normal
Vero fueron cuatro los extractos que resultaron citotéxicos y en la linea celular SH-SY5Y

fueron 12 extractos (Cuadro 2.4).
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Cuadro 2.4 Actividad citotdxica de los extractos de las especies vegetales.

Especie Parte de Rendimiento Citotoxicidad
la planta (%) CCsp (Mg/mL)
Vero SH-SY5Y
Acalypha unibracteata PA 8.40 - -
Adiantum tenerum PA 7.98 - -
427 - -
Caesalpinia gaumeri 11.73 - 49.8+4.9
4.89 - -
Canna indica PA 14.11 109.4 £ 3.9 ND
R 11.01 - -
Clusia flava H 2.26 - 59.3+3.8
T 4.85 - -
Crateva tapia H 2.67 - 53.8+4.2
T 3.62 - -
Croton schiedeanus H 15.44 88.4+£3.6 ND
T 9.28 - -
C 6.82 - 741144
Dalea carthagenensis PA 5.64 - -
R 1.70 - -
Dalechampia scandens PA 8.10 - -
Diphysa carthagenensis 4.08 - -
4.51 - -
Ehretia tinifolia 4.48 - -
3.36 - -
Elytraria imbricata PA 10.99 - -
R 6.63 - -
Harpalyce rupicula H 15.91 225+4.5 ND
T 6.62 - 94.0+3.8
Helicteres baruensis H 6.66 - -
T 2.82 104.3+2.8 ND
Isotoma longiflora PA 14.54 - -
R 28.55 - -

H: Hoja, T: Tallo, PA: Partes aéreas, R: Raiz, C: Corteza, PC: Planta completa

-:>125 pg/mL, ND: No determinado
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Cuadro 2.4 Continuacion.

Especie Parte de Rendimiento Citotoxicidad
la (%) CCso ug/mL
planta Vero SH-SY5Y
Justicia spicigera PA 6.11 - -
R 5.35 - -
Lasiacis divaricata PA 5.06 - -
1.14 - -
Leucaena leucocephala 7.01 - -
8.13 - -
Lisianthus axilaris PA 17.35 - -
12.46 - -
Malvaviscus arboreus 14.94 - -
3.67 - -
Manfreda brachystachya PC 9.85 - -
Metopium brownei H 10.19 - -
T 6.26 - 448+ 21
Mimosa bahamensis H 3.84 - -
T 2.75 - -
Pilocarpus racemosus H 13.09 - -
T 2.28 - -
Piper gaumeri H 21.25 - 573147
T 17.45 - 86.5+2.9
C 12.03 - -
Pluchea odorata H 10.23 - 50.7+4.4
T 3.99 - -
Schwenkia americana PA 7.61 - -
R 2.38 - -
Tetramerium nervosum PA 4.96 - 67.2+3.5
244 - -
Thouina paucidentata 9.05 - 8017
3.70 - -

H: Hoja, T: Tallo, PA: Partes aéreas, R: Raiz, C: Corteza, PC: Planta completa

-:>125 pg/mL

34




CAPITULO Il

Cuadro 2.4 Continuacion.

Especie Parte de Rendimiento Citotoxicidad
la (%) CCs pg/mL
planta Vero SH-SY5Y
Tillandsia streptophylla PC 15.27 - -
Tradescantia spathacea PC 21.63 - -
Urera baccifera H 13.95 - -
T 10.32 - -
Vitex gaumeri H 8.82 - -
T 2.90 - -
Zanthoxylum caribaeum H 4.54 - 65.4+1.7
T 217 - -

H: Hoja, T: Tallo, PA: Partes aéreas, R: Raiz, C: Corteza, PC: Planta completa, -: >125 pg/mL.

2.3.3 Neuroproteccion de los extractos en el modelo de estrés oxidativo inducido

por glutamato

A pesar de que no existe un criterio para definir un extracto activo en el caso de los
ensayos de neuroproteccién, De acuerdo a la revisidn que se realizé y se discutira en el
siguiente apartado, en este estudio se consideré un extracto con efecto neuroprotector
cuando la concentracién efectiva media (CEsp) sea menor o igual a 25 yg/mL, debido a
que no se ha establecido una concentracion efectiva media (CE50) para determinar si un
compuesto o extracto tiene efecto neuroprotector, en este trabajo se consideré, con base

en las concentraciones reportadas en la literatura (Cuadro 2.5).
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Cuadro 2.5 Especies vegetales reportadas con efecto neuroprotector.

Parte de la ..
lanta que se Concentracién
Modelo utilizado Especie P efectiva media Referencia
obtuvo el (ug/mL)
extracto Hg
Lannea Seoposengwe et
schweinfurthii Corteza 3125 al., 2013
Estrés oxidativo en Seoposenawe et
SH-SY5Y Scadoxus puniceus Bulbos 6.25 P g
al., 2013
Casteana sativa Corteza 50 Brizi et al., 2016
. .. Lemus-Molina et
Mangifera indica Corteza 25 al., 2009
Excitotoxicidad en
neuronas corticales Polygonum .
de rata multiflorum Raices 5 Jang et al., 2013
Lonicera japonica Flores 40 Weon et al., 2011

El acido ascérbico se utilizd como control positivo debido a su actividad antioxidante y
efecto neuroprotector mostrados previamente en la linea celular SH-SY5Y (May et al.,
2006; Nunome et al., 2008). Esta molécula se oxida cuando dona un atomo de hidrégeno
a una reaccién enzimatica o como neutralizador de radicales libres, también recicla otros

antioxidantes como el a-tocoferol (May, 2012).

El porcentaje de viabilidad que presentd el dafio inducido por glutamato (25 pM) fue de
47.29 £ 5.61%, es decir, que mas del 50% de las células mueren por la presencia del
glutamato. El acido ascorbico mostro efecto protector a una CEsp = 20.0 + 1.5 yM, por lo

gue en lo siguientes ensayos se decidié utilizar esa concentracion.

Los extractos que resultaron con efecto neuroprotector (CEso menor a 25 pyg/mL) fueron
un total de seis (Cuadro 2.6), siendo el extracto de raiz de Schwenkia americana el que

presento la mejor actividad (CEsp = 11.3 £ 2.9).

36




CAPITULO Il

Cuadro 2.6 Concentracion efectiva media de los extractos neuroprotectores en el modelo de estrés

oxidativo inducido por glutamato.

Especie Parte de la planta CEs, (Mg/mL)
Elytraria imbricata Partes aéreas 184+23
Isotoma longiflora Raiz 13.1+1.6
Mimosa bahamensis Tallo 154+ 3.0
Schwenkia americana Partes aéreas 16.7+2.2
Raiz 11.3+29
Zanthoxylum caribaeum Tallo 23.9+21
Acido ascérbico (uM) 20015

2.3.4 Efecto de los extractos sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno y

la pérdida de potencial mitocondrial inducida por glutamato

Los seis extractos con efecto neuroprotector se evaluaron para determinar si disminuyen

la generacion de EROs inducido por la presencia de glutamato.

En los ensayos se utilizd como control positivo el acido ascérbico a 20 uyM vy los

pretratamientos con los extractos a 25 ug/mL por 24 h.

Al tratar a las células con glutamato a 12.5 yM por 30 min, se observo una fluorescencia
relativa (con respecto al control con el vehiculo) de 1.80 * 0.04, indicando una elevacion
de las EROs. El acido ascérbico (control positivo) presenté una fluorescencia relativa de
0.95 £ 0.17, por lo que el pretramiento con este compuesto disminuye la generacion de
las EROs. Las fluorescencias relativas de los tratamientos con los diferentes extractos
fueron, EIPA: 1.73 £ 0.11, ILR: 1.70 £ 0.30, MBT: 1.14 £ 0.13, SAPA: 1.29 £ 0.04, SAR:
1.36 £ 0.04 y ZCT: 1.62 + 0.01, siendo los extractos de MBT y SAPA los que mostraron

efecto significativo en la disminucién de EROs (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Efecto de los extractos en la generacion de especies reactivas de oxigeno
inducida por glutamato a 12.5 uM por 30 min. GLU: Glutamato, AA: Acido ascérbico, EIPA:
Partes aéreas de Elytraria imbricata, ILR: Raices de Isotoma longiflora, MBT: Tallos de
Mimosa bahamensis, SAPA: Partes aéreas de Schwenckia americana, SAR: Raices de
Schwenckia americana y ZCT: Tallos de Zanthoxylum caribaeum. Andlisis estadistico:
Datos normalizados con respecto al control negativo (sin tratamiento), analisis de varianza
de una sola via (ANOVA) frente al tratamiento con glutamato, con correcion de Dunnett,
F(7, 40) = 18.18 p < 0.0001. Diferencia significativa *: p < 0.05, **: p < 0.01.

Se determind si los extractos previenen la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial inducida por el glutamato. Para estos ensayos se utiliz6 como control positivo

el acido ascorbico a 20 uM y los pretratamientos de los extractos a 25 pg/mL por 24 h.

Al tratar a las células con glutamato a 12.5 yM por 30 min, se observo una fluorescencia
relativa (con respecto al control con el vehiculo) de 0.56 £ 0.02, por lo que la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial fue de un 44%, aproximadamente. El acido ascérbico
(control positivo) presentd una fluorescencia relativa de 0.91 £ 0.02, por lo que disminuye
la pérdida del PMM inducido por el glutamato. Las fluorescencias relativas de los
tratamientos con los diferentes extractos fueron, EIPA: 0.89 + 0.06, ILR: 0.72 + 0.09, MBT:
0.97 £ 0.05, SAPA: 0.83 £ 0.04, SAR: 0.83 £ 0.04 y ZCT: 0.82 £ 0.02, siendo los extractos

de EIPA y MBT los que mostraron mayor efecto en la atenuacién de PMM (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Efecto de los extractos en la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
inducida por glutamato a 12.5 yM por 30 min. GLU: Glutamato, AA: Acido ascérbico,
EIPA: Partes aéreas de Elytraria imbricata, ILR: Raices de Isofoma longiflora, MBT:
Tallos de Mimosa bahamensis, SAPA: Partes aéreas de Schwenckia americana, SAR:
Raices de Schwenckia americana y ZCT: Tallos de Zanthoxylum caribaeum. Analisis
estadistico: Datos normalizados con respecto al control negativo (sin tratamiento),
analisis de varianza de una sola via (ANOVA) frente al tratamiento con glutamato, con
correcion de Dunnett, F(7, 24) = 19.11 p < 0.0001. Diferencia significativa *: p < 0.05, **:
p <0.01.

2.3.5 Inmunotinciones del cultivo de neuronas corticales

Los cultivos resultaron positivos a células gliales (GFAP) y neuronas (Tuj1), sin embargo,
la relacién entre estas dos fue baja, evidenciando que las neuronas eran las mas
abundantes (95%) y no presentaron oligodendrocitos (O4), como se puede observar en la
Figura 2.4.

Este tipo de cuantificaciones se realiza para corroborar que el tipo de cultivo es de

neuronas, en este caso corticales, y se considera a partir de 90%.
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Figura 2.4 Inmunotincién con GFAP, O4 y Tuj1 en cultivo de neuronas corticales de 10 DIV.

2.3.6 Citotoxicidad de los extractos en cultivo de neuronas corticales

En este modelo, los seis extractos no resultaron citotoxicos para las neuronas corticales,

es decir que su CCs, fue mayor a 125 ug/mL.

2.3.7 Efecto neuroprotector de los extractos en cultivo de neuronas corticales

contra el dafio con glutamato

Los seis extractos resultantes neuroprotectores en el modelo de estrés oxidativo se
evaluaron en el modelo de dafo con acido glutamico en neuronas corticales. Se sigui6 el
mismo principio del modelo anterior, en donde se considera que el extracto es activo a

una CEsymenor o igual a 25 pg/mL.

En este modelo de excitotoxicidad se utilizé6 Dizocilpina (MK-801) como control positivo;
esta molécula es un antagonista no competitivo del receptor NMDA y presenta

propiedades anestésicas y anticonvulsionantes (Kovacic y Somanathan, 2010).

El porcentaje de viabilidad que presentarén las células tratadas con glutamato (12.5 yM)

fue de 47.00 = 1.82%, es decir, que mas del 50% de las neuronas corticales murieron. El
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pretratamiento con MK-801 inhibié la mortalidad inducida por glutamato con una CEs, de
10.0£ 2.4 uM.

De los seis extractos evaluados en el modelo de estrés oxidativo, tres resultaron con
efecto neuroprotector en las neuronas corticales contra el dafio inducido por la

excitotoxicidad. (Cuadro 2.7).

Cuadro 2.7 Concentracion efectiva media (CEsp) de los extractos neuroprotectores en el

modelo de excitotoxicidad inducido por glutamato.

Especie Parte de la especie CEsp (Mg/mL)
Elytraria imbricata Partes aéreas 6.8 £ 3.1
Isotoma longiflora Raiz 124+1.8
Zanthoxylum caribaeum Tallo 86+24
MK-801(puM) 100+ 24

2.3.8 Perfiles cromatograficos de los extractos con efecto neuroprotector

Se obtuvieron perfiles cromatograficos por medio de HPLC de los seis extractos que
resultaron con mayor efecto neuroprotector en el modelo de estrés oxidativo inducido por
acido glutamico. Cada uno de éstos presentd diferentes tiempos de retencion (fr) a

diferentes proporciones de disolventes.

Del extracto de partes aéreas de Elytraria imbricata (EIPA), disuelto en MeOH:ACN (1:1) a
una concentracion final de 50,000 ppm, se inyecté 15 uL a un flujo de 1 yL/min. El tiempo
de corrida fue de 45 min. Los disolventes usados y sus proporciones son mostrados en el
Cuadro 2.8. En el cromatograma de EIPA se puede observar un total de 48 picos a 254
nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor altura y area los que salen a 2.19 min
(31.44 mAU, 178.28 mAU*s), 22.83 min (20.31 mAU, 230.04 mAU*s) y 30.32 min (59.06
mAU, 274.27 mAU*s).
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Cuadro 2.8 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de

partes aéreas de E. imbricata.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)

0 100 0

5 95 5

10 90 10
20 75 25
25 75 25
30 40 60
35 40 60
40 20 80
45 0 100

Del extracto de raices de Isofoma longiflora (ILR), disuelto en MeOH a una concetracion
final de 50,000 ppm, se inyecté 10 pL a un flujo de 1 pL/min. Los disolventes usados y sus
proporciones son mostrados en el Cuadro 2.9. En el cromatograma de ILR se puede
observar un total de 50 picos a 254 nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor
altura y area los que salen a 2.09 min (126.79 mAU, 820.44 mAU*s), 3.98 min (140.89
mAU, 1643.85 mAU*s) y 20.59 min (117.89 mAU, 848.48 mAU*s).

Cuadro 2.9 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de

raices de I. longifiora.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)
0 95 5
10 90 10
20 70 30
35 40 60
45 20 80

Del extracto de tallos de Mimosa bahamensis (MBT), disuelto en MeOH:ACN (1:1) a una
concentracion final de 50,000 ppm, se inyectaron 25 uL a un flujo de 1 yL/min. El tiempo

de corrida fue de 50 min. Los disolventes usados y sus proporciones son mostrados en el

42




CAPITULO Il

Cuadro 2.10. En el cromatograma de MBT se puede observar un total de 42 picos a 274
nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor altura y area los que salen a 2.21 min
(13.33 mAU, 185.47 mAU*s) y 2.36 min (13.69 mAU, 190.37 mAU*s).

Cuadro 2.10 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de
tallos de M. bahamensis.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)
0 100 0
5 98 2
10 90 10
20 65 35
25 65 35
30 49 51
40 49 51
45 20 80
50 0 100

Del extracto de partes aéreas de Schwenckia americana (SAPA), disuelto en MeOH:ACN
(1:1) a una concentracion final de 50,000 ppm, se inyectaron 10 yL a un flujo de 1 pL/min.
El tiempo de corrida fue de 50 min. Los disolventes usados y sus proporciones son
mostrados en el Cuadro 2.11. En el cromatograma de SAPA se puede observar un total
de 93 picos a 254 nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor altura y area los que
salen a 17.87 min (7.34 mAU, 736.36 mAU*s), 18.33 min (15.17 mAU, 1521.18 mAU*s) vy
19.27 min (9.53 mAU, 956.16 mAU*s).
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Cuadro 2.11 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de

partes aéreas de S. americana.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)
0 98 2
5 98 2
10 94 6
20 72 28
25 72 28
30 49 51
34 49 51
45 20 80
50 0 100

Del extracto de raices de Schwenckia americana (SAR), disuelto en MeOH:ACN (1:1) a
una concentracion final de 50,000 ppm, se inyectaron 10 yL a un flujo de 1 pL/min. El
tiempo de corrida fue de 50 min. Los disolventes usados y sus proporciones son
mostrados en el Cuadro 2.12. En el cromatograma de SAR se puede observar un total de
50 picos a 254 nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor altura y area los que
salen a 22.20 min (5.01 mAU, 80.62 mAU*s), 22.79 min (5.89 mAU, 94.76 mAU*s) vy
29.81 min (11.12 mAU, 178.87 mAU™*s).

Cuadro 2.12 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de

raices de S. americana.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)
0 98 2
5 98 2
10 94 6
20 72 28
25 72 28
30 49 51
34 49 51
45 20 80
50 0 100
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Del extracto de tallos de Zanthoxylum caribaeum (ZCT), disuelto en MeOH:ACN (1:1) a
una concentracion final de 50,000 ppm, se inyecté 10 uL a un flujo de 1 yL/min. El tiempo
de corrida fue de 45 min. Los disolventes usados y sus proporciones son mostrados en el
Cuadro 2.13. En el cromatograma de ZCT se puede observar un total de 102 picos a 254
nm (Figura 2.5), siendo los que presentan mayor altura y area los que salen a 2.15 min
(319.94 mAU, 2360.08 mAU*s), 18.33 min (78.86 mAU, 779.34 mAU*s) y 18.88 min
(84.37 mAU, 717.34 mAU*s).

Cuadro 2.13 Disolventes usados y sus proporciones en la corrida cromatografica del extracto de

tallos de Z. caribaeum.

Tiempo (min) Agua con acido acético al Acetonitrilo (%)
3% (%)
0 98 2
5 98 2
10 94 6
20 72 28
25 72 28
30 35 56
34 35 56
45 20 80
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Figura 2.5 Perfiles cromatograficos de los extractos con efecto neuroprotector. EIPA:

Partes aéreas de Elytraria imbricata, ILR: Raices de Isotoma longiflora, MBT: Tallos de
Mimosa bahamensis, SAPA: Partes aéreas de Schwenckia americana, SAR: Raices de

Schwenckia americana y ZCT: Tallos de Zanthoxylum caribaeum.
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2.4 DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte neuronal progresiva
y selectiva. Desafortunadamente, no existen tratamientos que eviten esta muerte
neuronal, por lo que es de gran importancia encontrar agentes neuroprotectores, es decir,
compuestos, fracciones y/o extractos que tengan el efecto de salvar, recuperar y/o

regenerar la estructura y funcionalidad de las neuronas (Vajda, 2002).

En este trabajo se realiz6 la busqueda bibliografica de especies vegetales utilizadas en la
medicina tradicional maya para el tratamiento de sintomas sugerentes de enfermedades
neuroldgicas. A partir de este listado de especies, se realizé la colecta del material vegetal
y se obtuvo el extracto etandlico de cada parte de las plantas. Se decidié utilizar el etanol
como disolvente debido a que en la mayoria de las preparaciones utilizadas en la
medicina tradicional maya se realizan con etanol o una mezcla de etanol y agua
(hidroalcohdlicas); ademas, debido a la polaridad de este disolvente se puede extraer

compuestos tanto polares como apolares.

La evaluacion del efecto neuroprotector de los extractos etandlicos se realizé en dos
modelos, el primero es el de dafo inducido por glutamato en la linea celular de
neuroblastoma humana SH-SY5Y (modelo de estrés oxidativo), y el segundo modelo fue
el de dafio inducido por glutamato en cultivo primario de neuronas corticales de rata

(modelo de excitotoxicidad).

Antes de evaluar el efecto neuroprotector en estos modelos, se evalué la citotoxicidad de
los extractos en una linea celular normal, en este caso, la linea celular Vero. Esta
evaluacioén se utilizé para descartar los extractos que resultacen citotoxicos a otros tipos
de células. El Instituto Nacional de Cancer considera un extracto como citotéxico cuando
presenta una CCs, menor a 30 pg/mL (Suffness and Pezzuto, 1990); sin embargo, para
aumentar el margen de seguridad del extracto, es decir, reducir el riesgo potencial
citotdxico de los extractos, se realizo la curva a partir de la concentracion de 500 pg/mL,
siendo el punto medio 125 pg/mL, y eligiendo esta concentracion como punto de corte. El
extracto que presentara una CCsy menor a 125 ug/mL no se evaluaria en los siguientes

modelos.

Cuatro extractos resultaron citotoxicos en la linea Vero. Existen reportes de actividad

citotdxica a nivel género en la linea celular Vero, como es el caso de los géneros Croton y
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Helicteres. Los extractos de aceites esenciales de las partes aéreas de especies del
género Croton: C. ericoides, C. pallidulus y C. isabelli fueron evaluados a una
concentracion de 500 pg/mL, y el porcentaje de citotoxicidad fue de 100, 98 y 98%,
respectivamente (Vunda et al., 2012). En otro reporte, el extracto etandlico de las hojas de
C. steenkampianus presentd una CCsy de 45 ug/mL, atribuyéndose dicha actividad a la
presencia de un derivado de indanona, diterpenos y flavonoides (Adelekan et al., 2008).
En especies del género Helicteres se han aislado compuestos citotdxicos de tipo lignano
(pinoresinol, medioresinol, siringaresinol, boehmenan y alcohol trans-dihidrodiconiferilo) y

triterpenos de tipo lupano (Chin et al., 2006; Pan et al., 2008).

Para la evaluacion en el modelo de estrés oxidativo en las células SH-SY5Y,
primeramente se evalud la citotoxicidad en esta linea. Se siguié el mismo criterio que se
utilizé en las evaluaciones con las células Vero, resultando 12 extractos citotoxicos y
éstos fueron descartados para las siguientes evaluaciones. Existen reportes de actividad
citotoxica de especies del mismo género en lineas celulares de cancer de cerebro
(astrocitoma, glioblastoma, neuroblastoma, entre otros), como es el caso de los géneros
Clusia y Croton. Los extractos metandlico, hexanico y de acetato de etilo de Clusia latipes
mostraron actividad citotoxica (CCs, menor a 30 pg/mL) en lineas celulares cancerigenas
astrocitoma humana D384 (Bailon-Moscoso et al., 2016). Los extractos etandlicos de
hojas y tallos de especies del género Croton: C. dichrous, C. erythroxyloides, C.
myrianthus y C. splendidus mostraron actividad citotoxica (CCsy menor a 50 yg/mL) en
células de gliobastoma humana U-251 MG; dicha actividad fue atribuida a la presencia de

lupeol y tilirésido (Savietto et al., 2013).

Para determinar si un extracto mostraba efecto neuroprotector, se realiz6 una busqueda
bibliografica de estudios de extractos provenientes de especies vegetales que han sido
evaluados en los modelos utilizados en este trabajo. Tomando en cuenta lo anterior se

decidié que un extracto es efectivo cuando la CE50 sea menor de 25 ug/mL.

ido a que no se ha establecido una concentracion efectiva media (CEsy) para determinar si
un compuesto o extracto tiene efecto neuroprotector, en este trabajo se considerd, con
base en las concentraciones reportadas en la literatura (Cuadro 2.13), que un extracto es
efectivo cuando la CEsp, sea menor de 25 ug/mL. Tomando en cuenta lo anterior, seis

extractos tuvieron un efecto neuroprotector en el modelo de estrés oxidativo: partes
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aéreas de Elytraria imbricata, raices de Isotoma longiflora, tallo de Mimosa bahamensis,

partes aéreas y raices de Schwenkia americana y tallos de Zanthoxylum caribaeum.

Los seis extractos se evaluaron en bioensayos de citotoxicidad y de efecto neuroprotector
en neuronas corticales de rata. Ninguno de los extractos mostro citotoxicidad y tres
extractos mostraron efecto neuroprotector en el modelo de excitotoxicidad: partes aéreas

de E. imbricata, raices de [. longiflora y tallos de Z. caribaeum,

Estas especies se escogieron en el presente trabajo porque no existen o se reportan
pocos estudios (menos de 10 estudios) fitoquimicos o de efecto neuroprotector, debido a
que era uno de los criterios de seleccion. Sin embargo, se tomaron en cuenta estudios

reportados en especies del mismo género para la discusion del presente trabajo.

Elytraria imbricata es reportada en la medicina tradicional maya para tratar dolor de
cabeza. No existen reportes de efecto neuroprotector tanto de esta especie como de otras
especies del mismo género. Por otro lado, existen reportes de actividad antioxidante,
como es el caso de un estudio del extracto hidroalcohdlico de la planta completa de E.
acaulis; su perfil fitoquimico demostrd la presencia de glicésidos, flavonoides, fenoles y
alcaloides y la actividad antioxidante (inhibicién de radicales libres DPPH) presentd un
porcentaje de inhibicién de 54.43% a 80 ug/mL (Reddy et al., 2015). La actividad
antioxidante se podria asociar con el efecto neuroprotector en el modelo de estrés
oxidativo en las células SH-SY5Y, sin embargo el extracto de E. imbricata no inhibi6 la
generacion de EROs intracelular, pero evité la pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial, sugiriendo que el mecanismo de inhibicién del dafio no es por captura de
EROs.

Isotoma longiflora es utilizada en la medicina tradicional maya para tratar la depresion.
Existen tres reportes de esta especie, el primer reporte es de un perfil fitoquimico
realizado al extracto metandlico de hojas, en este se demostro la presencia de saponinas
y glicésidos cardiacos (Chichioco-Hernandez y Paguigan, 2010); el segundo reporte trata
de la determinacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico y diclorometanico,
tanto de las hojas y tallos, pero ninguno de éstos presenté actividad antioxidante (Cavin et
al., 1999); el tercer reporte es sobre el aislamiento de piperidina, lobelina y lobetiolina,
compuestos de tipo alcaloide, en partes aéreas y raiz de esta especie (Kesting et al.,

2009). En este estudio, el extracto de las raices de [. longiflora fue el que presenté mayor

49




CAPITULO Il

rendimiento en la extraccién (28%) y se demostré que inhibe el dafio causado por el
estrés oxidativo en las células SH-SY5Y y el dafio causado por la excitotoxicidad en las
neuronas corticales de rata; sin embargo, no inhibe la generacion de EROs y tampoco la
pérdida del PMM. Esto podria indicar que el mecanismo para proteger a las neuronas no
es directamente sobre la captura de EROs, sino actuando sobre otros blancos como la

inhibicion de la apoptosis (muerte celular programada).

Mimosa bahamensis es utilizada en la medicina tradicional maya para tratar la epilepsia y
el dolor de cabeza. Existen reportes de efecto neuroprotector de una especie del género
Mimosa: M. pudica. El extracto etandlico de la planta completa de esta especie presentd
efecto neuroprotector (50 mg/Kg) en un modelo crénico in vivo de Alzheimer en ratas
inducido con D-galactosa y el perfil fitoquimico mostr6 la presencia de alcaloides,
glicésidos, flavonoides, terpenoides y esteroides (lttiyavirah y Pullachol, 2014). En otros
estudios se reporta actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa del extracto acuoso de
raices a una concentraciéon de 100 pg/mL (Mahanta y Mukherjee, 2001) y actividad
anticonvulsionante del extracto acuoso de las hojas en ratas inducidas con
pentilentetrazol a una dosis de 100 mg/Kg (Ngo Bum et al., 2004). En relacién a la
actividad antioxidante, el extracto metandlico de partes aéreas presentd actividad
antioxidante a una concentracion de 65.2 pg/mL (Thuong et al., 2006). En nuestro estudio,
el extracto de tallos de M. bahamensis mostré efecto neuroprotector contra el dano
causado por el estrés oxidativo, inhibiendo la generacién de EROs y evitando la pérdida
de PMM, es decir, que tiene capacidad antioxidante, incluso a una menor concentracion

(25 pg/mL) que M. pudica, mostrando el potencial de este extracto.

Schwenkia americana es reportada en la medicina tradicional maya para tratar la
depresion. Existe un reporte de actividad antioxidante de los extractos etandlico y acuoso
de la planta completa de S. americana. Los extractos mostraron actividad antioxidante en
ratas a una dosis de 200 mg/Kg; esta actividad se debe al incremento de la actividad de
enzimas antioxidantes superdxido dismutasa y catalasa (lorliam et al., 2016). En otro
estudio realizado previamente por el mismo grupo de trabajo, se determind el perfil
fitoquimico del extracto etandlico y demostraron la presencia de alcaloides, taninos,
fenoles, flavonoides, saponinas, terpenoides, esteroides vy fitoesteroides (Eriyamremu y

Ebehiremen, 2014). En este trabajo, los extractos de las partes aéreas y raices de S.
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americana mostraron inhibir la pérdida de PMM, sin embargo, sélo el extracto de las

partes aéreas inhibi6 la generacién de EROs significativamente.

Zanthoxylum caribaeum es utilizada en la medicina tradicional maya para tratar la
epilepsia y como anestésico. Existen reportes de efecto neuroprotector de especies del
geénero Zanthoxylum, como es el caso del extracto metandlico de las raices de Z. capense
mostrando efecto neuroprotector a 6.25 ug/mL contra el dafio inducido por rotenona en las
células SH-SY5Y (Seoposengwe ef al., 2013). En otro estudio se reporta el compuesto N-
[2-(3,4-dimetoxifenil)etil]-3-fenil-acrilamida (gx-50), aislado de Z. bungeanum 'y éste
mostré un efecto neuroprotector contra el dafio inducido con B-amiloide, asi como efecto
antiapoptético (Tang et al., 2013). En este trabajo, Z. caribaeum mostré tener efecto
neuroprotector en ambos modelos e inhibe la pérdida de PMM en las células SH-SY5Y,

pero no la generacion de EROs.

Los perfiles cromatograficos es una herramienta util para obtener informacién sobre la
complejidad y composicién quimica de un extracto o fraccién (Rogers et al., 1997). En
este trabajo, los seis perfiles cromatograficos de los extractos con efecto neuroprotector.
El propésito de haber obtenido los perfiles es para que puedan ser utilizados en futuros
trabajos para establecer una huella dactilar cromatografica, asi como para el aislamiento

de los metabolitos por medio de la técnica de HPLC.

Adicionalmente a este trabajo, los extractos que mostraron citotoxicidad selectiva a las
células de neuroblastoma SH-SY5Y pueden ser un recurso para encontrar compuestos
para desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de cancer de cerebro

(neuroblastoma, glioblastoma, astrocitoma, entre otros).
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3 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
3.1 CONCLUSIONES

En este trabajo se encontré en la bibliografia 51 especies vegetales utilizadas en la
medicina tradicional maya para el tratamiento de sintomas sugerentes a enfermedades
neuroldgicas, de las cuales a 34 especies se le realizaron estudios farmacoldgicos en dos

modelos in vitro de dafio inducido por glutamato.

Los extractos de Elytraria imbricata, Isotoma longiflora, Mimosa bahamensis, Schwenckia
americana y Zanthoxylum caribaeum tienen efecto neuroprotector en el modelo de estrés
oxidativo en células SH-SY5Y, ya que presentaron una CEsg igual o menor a 25 ug/mL,
los cuales, con base en una revision de la literatura y nuestros criterios de seleccion,

estos extractos se consideran activos.

Los extractos de Elytraria imbricata, Isotoma longiflora 'y Zanthoxylum caribaeum tienen
efecto neuroprotector en el modelo de excitotoxicidad en células neuronales corticales de
rata, ya que presentaron una CEsg igual 0 menor a 25 pg/mL, los cuales, con base en una
revisiéon de la literatura y nuestros criterios de seleccion, estos extractos se consideran

activos.

De acuerdo con una revision de la literatura, este es el primer estudio realizado de su tipo,
en el cual se utilizaron conocimientos de la medicina tradicional maya para la busqueda

de especies vegetales de la peninsula de Yucatan con efecto neuroprotector.

Con base en los resultados anteriores, se concluye que estos extractos tienen potencial
para ser investigados en futuros estudios para el aislamiento de metabolitos con actividad

neuroprotectora.
3.2 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen las siguientes

perspectivas.

Colectar mayor cantidad de material vegetal de las especies que mostraron efecto

neuroprotector para la obtencidn de una mayor proporcion de extracto y someterlo a
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estudios biodirigidos con efecto neuroprotector en la linea celular SH-SY5Y para la

busqueda de compuestos responsables de la actividad bioldgica.

Obtener perfiles cromatograficos de los extractos de la(s) siguiente(s) colecta(s) de las
especies que mostraron efecto neuroprotector para el establecimiento de una huella
dactilar cromatografica, y cerciorarse que el material recolectado contiene el mismo perfil

metabdlico que el extracto que mostré actividad en el presente estudio.

Adicionalmente, los extractos que resultaron citotéxicos en la linea celular de SH-SY5Y se
proponen para estudios de ensayos con actividad anticancerigena, en especial enfocado

a cancer de cerebro (neuroblastoma, astrocitoma, glioblastoma, entre otras).
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