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RESUMEN
Q.F.B. Jesus Vélez Huerta Fecha de Graduacién: Agosto 2018

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Evaluacién del efecto neuroprotector de extractos de Datura inoxia
y Turnera diffusa en un modelo in vitro de neurotoxicidad

Numero de paginas: 91 Candidato al grado de Maestria en
Ciencias con Orientacién en Farmacia

Propédsito y Método del Estudio: Las enfermedades neurodegenerativas son un
abanico de condiciones en las cuales principalmente se afectan las células en el cerebro,
asi como la médula espinal ocasionando pérdida de funcionalidad y muerte celular,
resultando en degeneracion progresiva de las células neuronales, provocando
problemas de movimiento e insuficiencia mental. Actualmente se han considerado a
cuatro padecimientos dentro de las principales enfermedades neurodegenerativas a
nivel global, entre ellas se encuentran: en primer lugar la enfermedad de Alzheimer que
en 2017 se habian reportado aproximadamente 800 000 casos en México;
posteriormente la enfermedad de Parkinson, cuya estimacién en el afio 2013 superaba
los 500 000 casos reportados; después, se encuentran dos padecimientos que a causa
de la falta de infraestructura diagnéstica a nivel nacional solo se han reportado
estimaciones de su prevalencia, es asi que el numero de casos aproximados para la
enfermedad de Huntington es de 8000 pacientes, mientras que para la esclerosis lateral
amiotréfica el nimero oscila entre 5000 y 7000 pacientes hasta el afio 2014. A pesar de
que actualmente se cuenta con farmacos para el tratamiento de dichas enfermedades,
no se observa mejoria 0 cura alguna para la evolucion y desarrollo de estos
padecimientos. Ademas, las terapias actuales presentan una serie de efectos adversos,
fallas terapéuticas y la limitante de tener ventanas terapéuticas muy estrechas. Mientras
que el principal problema de la investigacidén concerniente es que presenta metodologias
poco reproducibles. Es por esta razdn que resulta importante ampliar las opciones
terapéuticas mediante la busqueda de nuevas alternativas que puedan coadyuvar al
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, y debido a que las plantas
medicinales proporcionan una fuente de compuestos con actividad biologica resulta
importante obtener informacion y evidencia cientifica sobre los efectos neuroprotectores
que presentan las plantas de D. inoxia y T. diffusa. Dichos efectos se determinaron
mediante la evaluacion citotoxica en linea celular VERO, la evaluacion de actividad
neurotoxica en linea celular PC-12, la determinacion de efecto neuroprotector en un
modelo de neurotoxicidad inducido por glutamato, el establecimiento de actividad
antioxidante por ensayo de captacién de radical DPPH y la actividad antiapoptética por
ensayo de inhibicién de caspasa-3.

Contribuciones y Conclusiones: Los extractos D1, D2, D3y T1 no son citotéxicos en
linea celular VERO en todas las concentraciones evaluadas mientras que el extracto T2
no es citotdxico en el rango de 3.125 pug/mL a 50 ug/mL. El extracto T3 es citotdxico en
todas las concentraciones evaluadas. Los extractos D1, D2 y D3 no son neurotéxicos en
linea celular PC-12 a bajas concentraciones. El extracto T1 no es neurotéxico a
concentraciones de 3.125 ug/mL a 50 pg/mL. Mientras que, el extracto T2 no es



neurotoxico a partir de 12.5 pyg/mL y en el caso del extracto T3 no es neurotéxico en
concentraciones bajas. Los extractos D1 y D2 presentan efecto neuroprotector a partir
de la concentracién de 3.125 pg/mL a 50 yg/mL, mientras que el extracto D3 lo presenta
en el rango de 3.125 yg/mL a 12.5 pg/mL. Los extractos T1, T2 y T3 presentaron efecto
neuroprotector en el rango de 3.125 ug/mL a 12.5 uyg/mL. Los extractos D1, D2 y D3
presentan una baja actividad antioxidante con valor de porcentaje de inhibicion <10% en
todas las concentraciones evaluadas. Por otra parte, el extracto T1, es el que presenta
mayor actividad antioxidante a una concentracion de 200 pug/mL. Los extractos D1y T1
presentaron actividad antiapoptética similar al control positivo de neuroproteccion.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Enfermedades neurodegenerativas

El proceso de neurodegeneracion se refiere a una pérdida estructural
progresiva o de funciones neuronales, incluyendo la muerte de estas células.
Muchas enfermedades neurodegenerativas incluyendo la esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Hungtinton, ocurren como un
resultado de procesos neurodegenerativos y son incurables debido al proceso de

pérdida de funcionalidad celular (Abdipranoto, et al. 2008).

Entre las causas etioldgicas de los desordenes neurodegenerativos se
encuentran los dafnos causados por mutaciones en genes no relacionados,
pérdida del equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, generacién de proteinas

mutantes no funcionales, entre otras.

Ademas, durante el transcurso de padecimientos neurodegenerativos, el

cuerpo pierde el balance entre la produccion de pro oxidantes y los sistemas de



defensa antioxidantes; de tratarse de estrés oxidativo leve, los sistemas
antioxidantes bastan para recuperar dicho balance; por el contrario, en el caso
de estrés oxidativo grave, se ocasionan alteraciones importantes a nivel de
metabolismo celular; entre las principales cabe destacar degradacidn del acido
desoxirribonucleico (ADN), incremento en la concentracion de calcio intracelular,
descompartimentalizacion de iones de Fe*? y Cu*? cataliticos, dafio a los
transportadores membranales de iones y otras proteinas especificas, ademas de

peroxidacién de lipidos (Dorado, et al. 2003).

1.1.1 Enfermedad de Parkinson

Entre las principales enfermedades o padecimientos neurodegenerativos,
se encuentra la enfermedad de Parkinson que consiste en un desorden de
movimiento crénico y progresivo, lo que significa que los sintomas contindan y
empeoran con el paso del tiempo. El Parkinson involucra el mal funcionamiento
y muerte de células nerviosas en el cerebro, principalmente a las neuronas de la
substantia nigra (substancia negra: porcién heterogénea del mesencéfalo, y un
elemento importante del sistema de ganglios basales). Estas neuronas producen
dopamina que es necesaria para el control del movimiento por el cerebro y
relacionado a la coordinacién. Conforme la enfermedad progresa, la cantidad de
dopamina producida en el cerebro disminuye, dejando a una persona incapaz de

controlar sus movimientos de manera normal (Elkouzi, 2018).



Entre las causas principales de pérdida de funcionalidad se encuentran las
debidas a la destruccidbn de neuronas contenedoras de neuromelanina, la
Substantia nigra, el locus coeruleus (locus ceruleo), y el grupo medular C1 y C3.
La substantia nigra tiene caracteristicas que la hacen vulnerable al ataque de
especies reactivas de oxigeno (ROS), como niveles bajos de glutatiéon y vitamina
E, y niveles altos de hierro libre (pro oxidante), mono amina oxidasa (MAQ), 6xido
nitrico (radical pro oxidante neurotoxico) y neuromelanina (resultado de auto
oxidacién, condensacién y polimerizacidon de dopamina y de sus productos de

oxidacién) (Dorado, et al. 2003).

1.1.2 Enfermedad de Alzheimer

Es un desorden neurodegenerativo, cronico progresivo, caracterizado por
tres principales grupos de sintomas. El primer grupo (disfuncién cognitiva),
incluye pérdida de memoria, dificultades del lenguaje y disfuncién ejecutiva
(pérdida de nivel mayor de planeacién y habilidades de coordinacién intelectual).
El segundo grupo comprende sintomas psiquiatricos y trastornos de
comportamiento, entre los que destacan cuadros de depresién, alucinaciones,
ilusiones, agitacion y sintomas determinados colectivamente como no cognitivos.
El tercer grupo esta constituido por dificultad para realizar actividades de la vida
cotidiana. Los sintomas de la enfermedad de Alzheimer evolucionan de pérdida

leve de memoria a demencia grave (Burns, et al. 2009)



En los cerebros de los pacientes afectados por este padecimiento, se
muestran placas amiloides, y ovillos neurofibrilares, ademas de incremento
significativo en los niveles de lipoperoxidacion y en los niveles de 4-
hidroxinonenal, asi como el dafio en neuronas hipocampales causado por placas
de proteinas B-amiloides, esto se debe a la acumulaciéon de especies ROS, el
dafno puede ser a lipidos y ATPasas, lo que lleva a un aumento en los niveles
intracelulares de Ca*?; los B-amiloides causan dafo a los transportadores de alta
afinidad al glutamato, la microglia activada que rodea las placas seniles es fuente
de 6xido nitrico y especies derivadas de oxigeno; y en presencia de metales de

transicion producen radicales libres (Michels, 2008).

1.1.3 Esclerosis lateral amiotroéfica

Es una enfermedad progresiva y de mal pronéstico que provoca debilidad
de los musculos voluntarios. La causa principal es desconocida, pero su
patogénesis es principalmente debida a mutaciones genéticas, en las que la
mayoria son de fenotipo Unico, excepto para Esclerosis Lateral Amiotrofica tipo
1, que es causada por una mutacién en la enzima superéxido dismutasa 1 (SOD-
1). Entre las principales caracteristicas clinicas destacan las alteraciones
funcionales de las neuronas motora superior e inferior. Los sintomas de dafno de

la neurona motora superior incluyen enlentecimiento del habla, espasticidad,



hiperreflexia, signo de Hoffman o de Babinsky. Los signos de la neurona motora

inferior incluyen atrofia, fasciculaciones y debilidad (Fallas, et al. 2010).

En esta enfermedad los pacientes sufren de una mutacion en el gen
CuZnSOD, que causa aumento en la generacién de radicales libres, resultando
en muerte de neuronas motoras por apoptosis por activacion de las caspasas 1
y 3, provocando el aumento en los niveles de interleucina-1 e induccion de
respuesta inflamatoria local en la microglia y por lo tanto; el nUmero de neuronas

afectadas incrementa (Dorado, et al. 2003).

1.1.4 Enfermedad de Huntington

Se define como un trastorno neurodegenerativo progresivo de transmision
autosdmica dominante. Clinicamente se caracteriza por la combinacién de corea
y otros movimientos anormales, deterioro cognitivo progresivo, sintomas
psiquiatricos y conductuales. La causa etiolégica establecida es una mutacion
expansiva (CAG) en el primer exon del gen IT15, situado en el cromosoma
4p16.3. Este gen se expande 210 kb y codifica para la huntingtina, una proteina
de 348 kDa, de expresidn ubicua en el nucleo o citoplasma de las células de
diversos tejidos, incluidas las neuronas GABAérgicas de los ganglios basales
(neuronas que producen y secretan GABA y tienen principalmente funciones de
inhibicién en los receptores de vertebrados adultos) ocasionando incremento en

los niveles de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrégeno,



lo que concluye en incremento de los niveles de glutamato con efecto neurotoxico
(Michels, 2008). La proteina mutante forma agregados nucleares, ademas el
cerebro presenta una atrofia cortical en relacion directa con el grado de evolucion
de la enfermedad. En los cortes coronales el hallazgo caracteristico es la atrofia
del estriado, fundamentalmente del nucleo caudado, lo que condiciona un
incremento en el tamafno de las astas frontales de los ventriculos laterales al
perder la impronta de la cabeza del nucleo caudado. Entre las caracteristicas
clinicas de la enfermedad se encuentran alteraciones motoras de las cuales
destacan: corea, distonia, bradiquinesia, mioclonias, trastorno de la marcha,
disfagia, disartria, impersistencia motora y rigidez. En los padecimientos
cognitivos se encuentran: disfuncidn ejecutiva, déficit de cognicién social,
inatencién, demencia; dentro de las cuestiones afectivas se describen:
irritabilidad, impulsividad, cambios de humor, depresidén, apatia, psicosis,
ansiedad y sintomas obsesivo/compulsivo. Otras caracteristicas clinicas
asociadas son: pérdida de peso, incontinencia, constipacion, insomnio y epilepsia

(Mason, et al. 2016; Rodriguez, et al. 2013).

1.1.5 Tratamientos de las enfermedades neurodegenerativas

Las farmacoterapias disponibles para la enfermedad de Parkinson, se
dirigen principalmente a la sintomatologia, porque ningun agente ha demostrado

proveer neuroproteccion definitiva contra la enfermedad. La seleccion de la



farmacoterapia debe incluir las consideraciones de los beneficios a corto plazo y
las consecuencias a largo plazo. El manejo general del tratamiento farmacologico
para la enfermedad de Parkinson inicia con inhibidores de la mono amino
oxidasa, como la rasagilina; conforme avanza la enfermedad y existe la
necesidad de un mayor control sintomatico se anade a la monoterapia un
anticolinérgico o amantadina; posteriormente, para el control de la bradiquinesia
o rigidez, se anade un agonista de dopamina o carbidopa-levodopa (Chen, et al.

2007).

En la enfermedad de Alzheimer el tratamiento farmacolégico de primera
eleccion es el empleo de inhibidores de la acetilcolinesterasa, los reportes indican
que tienen un efecto moderado pero importante en la modificacion de los
sintomas en una minoria substancial de gente con la enfermedad y son
generalmente bien tolerados. Otra opcidn farmacoterapéutica para el caso de la
enfermedad de Alzheimer moderada a severa, es el empleo del antagonista
parcial glutamatérgico, memantina; sin embargo, su uso esta restringido en el
Reino Unido por el Servicio Nacional de Salud y no es recomendado por el

Instituto Nacional para la Salud y Excelencia Clinica (Burns, et al. 2009).

La terapia farmacolégica para esclerosis lateral amiotréfica se encuentra
bastante limitada, pues el Unico tratamiento aprobado por parte de la Food and
Drug Administration (FDA) es el empleo de riluzol, del cual se ha demostrado que
incrementa el tiempo de supervivencia de tres a seis meses, el tratamiento
disminuyé ligeramente la pérdida de fuerza del masculo de las extremidades. Los

pacientes que reciben el tratamiento con riluzol, permanecen mas tiempo en una



etapa leve de la enfermedad y la eficacia del tratamiento se ha tomado como
evidencia en apoyo de la teoria de la excitotoxicidad por glutamato de la
patogénesis. Por otro lado, los antagonistas de glutamato incluyen aminoacidos
de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina). Para el caso de lamotrigina y
dextrometorfano, no tienen efecto benéfico en ensayos clinicos (Rowland, et al.

2001).

La evidencia existente para el establecimiento de la terapia farmacoldgica
de la enfermedad de Huntington es limitada, ya que, se trata de un padecimiento
relativamente raro y resulta complicado reclutar un namero lo suficientemente
grande de pacientes que satisfagan los requerimientos de estudios de fase Il/1l1.
Ademas, de que una vez iniciada la enfermedad, puede seguir diferentes cursos
en diferentes pacientes; por lo tanto, la presentacién clinica puede variar
conforme al tiempo en un paciente individual con algunas caracteristicas clinicas
gue son destacadas en etapas tempranas (por ejemplo, la corea), volviéndose
menos notables conforme la enfermedad progresa, llegando incluso a la
existencia de una combinacién variada de sintomas que dificultan el tratamiento
especifico para cada paciente. Entre las opciones terapéuticas enfocadas al
tratamiento sintomatico de corea se encuentran: antagonistas de receptores de
dopamina (olanzapina, sulpirida, amisulfirida, haloperidol, risperidona),
inhibidores de transportador vesicular de monoamina (tetrabenazina),
canabinoides (nabilona), medicamentos presuntamente glutamatérgicos
(amantadina); para el tratamiento de distonia, se emplean: medicacién

GABAérgica (benzodiacepinas como clonazepam y diazepam), botox; la



administracion de farmacos para el caso de bradiquinesia: agonistas de
dopamina (levodopa, apomorfina y considerar disminuir la dosis de
medicamentos para corea), para mioclonias se consideran medicamentos
GABAérgicos, para trastorno de movimiento contemplar el empleo de
medicamentos presuntamente glutamatérgicos, en el caso de disfagia, consiste
de un tratamiento ajustado contemplado para trastorno de movimiento (Mason,

et al. 2016).

1.2 Neuroproteccion

El fenémeno de neuroproteccion se refiere a los mecanismos y estrategias
usadas para proteger contra dafio nervioso o degeneracidon y asi prevenir la
perdida funcional del sistema nervioso central. Los neuroprotectores no son
capaces de revertir el dafio ocasionado, pero pueden proteger del dafo adicional
de las células nerviosas y retrasar su degeneracidon (Cadet, et al. 2017). El dafo
a nivel neuronal se debe a diferentes mecanismos, variando para cada una de
las enfermedades neurodegenerativas. Los mecanismos de dafo a nivel
neuronal son: Estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial, cambios inflamatorios,
acumulacion de hierro, sobreproduccion de proteinas cerebrales. En los procesos
que se llevan a cabo en las enfermedades neurodegenerativas estos

mecanismos se encuentran estrechamente relacionados, siendo de esta forma



que el proceso de excitotoxicidad puede desencadenar cada uno de los

mecanismos de dafo neuronal (Cadet, et al. 2017; Stocchetti, et al. 2015).

1.3 Proceso de excitotoxicidad

Se refiere a muerte neuronal causada por la sobreactivacidon de receptores
de aminodcidos excitatorios. Al inicio de los estudios sobre el proceso de
excitotoxicidad, se evidencié que presenta relacion con la patogénesis de
enfermedades neuroldgicas agudas y cronicas. Después, se vinculd la liberacion
de aminoacidos excitatorios con muerte celular andxica en cultivos
hipocampales. Ademas, se establecio la relacién de la entrada de calcio con la
muerte celular retardada, causada por los efectos de aminoacidos excitatorios,
asi como la generacién de radicales libres y éxido nitrico, los cuales pueden
conducir a un estado de estrés oxidativo. Se establecié el papel de los
aminoacidos excitatorios en enfermedades neurolégicas agudas; sin embargo, el
efecto es de mayor relevancia en las enfermedades neurolégicas crénicas, entre
las cuales se incluyen las enfermedades de Alzheimer, Huntington y Parkinson.
A pesar de la abundante evidencia sobre excitotoxicidad en estas enfermedades
agudas y cronicas, muy pocos tratamientos han mostrado eficacia en la etapa de

ensayos clinicos (Lau, et al. 2010).
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Actualmente, las investigaciones se han encaminado al estudio de canales
ionicos no glutamatérgicos, responsables del balance i6nico asi como diafénia
existente entre rutas de sefalizacidn relacionadas con muerte celular implicadas

en procesos de excitotoxicidad (Katzung, 2016; Lau, et al. 2010).

1.3.1 Receptores de aminodcidos excitatorios

Los receptores fueron clasificados en cuatro distintas clases
farmacolégicas en el cerebro de mamiferos, nombrados de acuerdo a sus
agonistas naturales: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico
(AMPA), kainato, N-Metil-D-Aspartato (NMDA), y el receptor metabotropico
sensible a quiscualato. Los sitios AMPA y kainato, son responsables de la
transmision sinaptica convencional rapida, mediante la presencia de un canal
ionotrépico. Los receptores de NMDA (NMDARs) regulan el flujo de Ca?* y Na*,
son cerrados por Mg?*, y han sido implicados fisiolégicamente en procesos de
aprendizaje y plasticidad sinaptica. Los sitios metabotropicos, actuan mediante
proteinas G para activar a fosfolipasa C o disminuir AMP ciclico. La activacion de
la familia de receptores de aminoacidos excitatorios metabotropicos codifica
subunidades mGluR1-8, las subunidades mGilur1 y mGlur5 estan unidas por una
proteina G a fosfolipasa C la cual genera inositol fosfato y que ocasiona liberacién
de calcio de los almacenamientos intracelulares. Con respecto al dafo citotoxico,
el grupo 1 de la familia de mGluRs es asociado con la postsinapsis y parece

potenciar el flujo de Ca?* mediado por NMDAR. Los receptores metabotrépicos
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restantes de glutamato, estan constituidos por mGluR2,3 y mGluR4,6,7,8 los
cuales estan relacionadas con la inhibicibn de la formacién de adenosina
monofosfato ciclica (CAMP). Estos receptores colectivamente llamados mGluRs,
respectivamente, son principalmente encontrados en la presinapsis y disminuyen

el flujo de Ca?*via NMDARs (Katzung, 2016; Lau, et al. 2010).

Los receptores de AMPA, kainato y NMDA son miembros de la super
familia de canales de cierre idnico sensibles a glutamato. Cuatro subunidades de
aproximadamente 900 aminodcidos de longitud con cuatro regiones que cubrian
la membrana fueron inicialmente identificados como receptores AMPA, cada
subunidad tiene una unica distribucién en el cerebro y cuyas subunidades son
GIuR5-7, KA1, KA2, las cuales participan en la formacion de receptores de
kainato. KA2 forma canales heteroméricos activos cuando son expresados con
GluRS. Estas subunidades estan localizadas en neuronas hipocampales donde
muy frecuentemente también se encuentran subunidades NMDA. Los receptores
AMPA varian en su permeabilidad al calcio. GluR1, GIuR3 y GluR4 muestran
fuerte tension de voltaje de rectificacion interna y permeabilidad al calcio. En
contraste, GIuR2 tiene relacidn corriente-voltaje lineal y cuando se coexpresa con
otras subunidades se suprime su fuerte rectificacion interna y suprime la
permeabilidad al calcio. Una mutacion de arginina a glutamina cambia la
rectificacion y confiere permeabilidad al calcio a GluR2. La secuencia de genes
codifica para glutamina, pero, esto cambié a arginina como resultado de edicion
de RNA. Una secuencia similar de aminoacidos resulta en una asparagina en

posicion 598 en NMDAR1. Una mutacion de asparagina a glutamina resulta en
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disminucion de permeabilidad al calcio. Una subunidad de NMDAR denominada
NR1 fue inicialmente clonada y secuenciada en 1991, esta proteina de 938
aminoacidos tiene casi 25% de homologia a las subunidades de AMPA y kainato.
Cuando este receptor es expresado muestra apropiada farmacologia de
agonismo y antagonismo, un sitio de coagonismo de glicina, permeabilidad al
calcio, inhibicién de zinc y bloqueo voltaje dependiente bloqueado por Mg?+.
NMDAR también es regulado por pH extracelular, el cual puede ser importante

durante las convulsiones e isquemia (Lau, et al. 2010).

1.3.2 Mecanismos moleculares de excitotoxicidad

Calcio

En 1985 se demostré que el proceso de neurotoxicidad retrasada era
calcio dependiente, lo cual ayud6 en la explicacibn del mecanismo de
excitotoxicidad. Ademas, se demostré que quelantes de calcio reducen el dafno
celular por dicho proceso. Posteriormente, se demostré que cargas de calcio en
cultivos de neuronas corticales se correlacionan con posterior degeneracion
neuronal, mientras que las concentraciones de calcio intracelular no fueron
relacionadas a la degeneracién neuronal. En 1992, se demostr6é que existen tres
fases de calcio intracelular antes de muerte celular en neuronas hipocampales
cultivadas. Existe una fase inicial de incremento de calcio intracelular perdurable
de 5 — 10 minutos, seguidas por una fase latente de aproximadamente 2 horas
en el cual el calcio regresa a la normalidad. La tercera fase consiste de un
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incremento gradual sostenido en calcio intracelular que alcanza una meseta
asociada con muerte celular. Se han evidenciado dos mecanismos de
excitotoxicidad mediada por calcio. El primer mecanismo sugiere la entrada de
calcio via canales de NMDA, es mas téxico que aquel que entra por otras fuentes,
ya que, NMDAR media la mayoria de los efectos excitotoxicos de glutamato.
Ademas de la relacidén con la produccion de niveles toxicos de 6xido nitrico. Un
segundo mecanismo propone que la mayoria de la concentraciéon de calcio
liberado por glutamato es secuestrada dentro de la mitocondria mas que el calcio
libre en el citoplasma. Se ha demostrado que en la mitocondria, el intercambiador
de Na*/Ca?* es el mayor medio de eflujo de Ca?*, ya que, amortigua el flujo de
calcio inducido por glutamato en cultivo de neuronas corticales. El incremento en
calcio mitocondrial también lleva a disfuncidén metabdlica por la disminucién del
pH intracelular y a su vez, la disfuncion mitocondrial puede llevar a la produccion
de radicales libres y activacion de caspasas, eventualmente, causando muerte

celular (Lau, et al. 2010).
Radicales libres

El dafo inducido por kainato a neuronas cerebelares podria ser atenuado
por la enzima superoxido dismutasa, alopurinol y captadores de radicales
hidroxilo como manitol. Se ha demostrado que la deplecién de glutation exacerba
la excitotoxicidad, mientras que, los captadores de radicales libres a-tocoferol,
acido ascorbico y ubiquinona, muestran efectos neuroprotectores. Los 21
aminoesteroides y a-fenil-N-terbutilnitrona (PBN), el cual capta radicales libres

también protege contra excitotoxicidad in vitro. El analogo de vitamina E, Trolox
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protege a neuronas cultivadas de toxicidad mediada por AMPA. Las neuronas
corticales cultivadas que sobreexpresan la enzima superoxido dismutasa, son
resistentes al proceso de neurotoxicidad por glutamato e inducida por isquemia.
Se vincul6 el proceso de excitotoxicidad a generacion de radicales libres, dicha
evidencia se demostré6 mediante el empleo de resonancia electronica
paramagneética, la cual, muestra que NMDA dosis dependiente incrementa la
formacion de superdxido en neuronas cerebelares cultivadas in vitro. Los efectos
son blogueados por antagonistas de NMDA o por remocién de Ca?* extracelular,
estos efectos se confirman mediante la exposicion de mitocondria cortical aislada
a 2.5 pmol/L Ca?*, el cual es similar a las concentraciones que se producen en el
contexto de excitotoxicidad y que conduce a la generacion de radicales libres. En
los sinaptosomas, NMDA, acido kainico y AMPA estimulan la generacién de
radicales libres. La excitotoxicidad producida por glutamato causa é&reas
localizadas de fluorescencia del colorante diclorodihidrofluoresceina en los
margenes del cuerpo celular, que resulta dependiente de la activacion de
NMDAR y entrada de calcio, el cual fue bloqueado por un desacoplador del
transportador de electrones mitocondrial, lo que sugiere que el sistema calcio
dependiente tiene un papel critico en la produccidon de especies reactivas de
oxigeno posterior a la exposicién al glutamato. Ademas, se demostré que la
toxicidad por NO (6xido nitrico), asi como la toxicidad por calcio, fue dependiente

de NMDARs (Lau, et al. 2010).
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Oxido nitrico

Una de las marcas distintivas de neurodegeneracion excitotdxica es la
producciéon de NO. Originalmente se demostrd que los inhibidores de NOS (6xido
nitrico sintasa) y hemoglobina, la cual capta NO, bloquean la neurotoxicidad por
glutamato in vitro. Se demostré que el pretratamiento de cultivos con quiscualato,
el cual preferencialmente mata neuronas expresoras de NOS, previene
neurotoxicidad por glutamato en los cultivos. Se demostr6 que NMDARs estan
unidos a via NNOS por una proteina de densidad postsinaptica de peso molecular
de 95kDa (PSD-95). Dicha proteina se une al C terminal de la subunidad NR2B
via un dominio PDZ1 y al N terminal de nNOS via dominio PDZ2. En este modelo,
un microambiente se forma en la postsinapsis, mientras el Ca?* entra a la neurona
y activa nNOS (6xido nitrico sintasa neuronal), via calmodulina. Una vez formado,
NO tiene un numero de propiedades sefalizadoras fisioldgicas. Aunque, NO
puede interactuar con el radical libre superdéxido para formar peroxinitrito, un
potente oxidante que puede causar nitracidn proteica, oxidacion proteica,
peroxidacién lipidica y danar directamente a DNA, llevando a muerte celular.
Recientemente se ha mostrado la relacion directa de NO con neurotoxicidad a
través de interaccionar con poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1) GAPDH

(Lau, et al. 2010).
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1.4 Tipos de neuroproteccion

El objetivo de un neuroprotector es limitar la muerte neuronal después del

dano al sistema nervioso central y protegerlo de degeneracidén prematura y otras

causas de muerte neuronal. Los agentes neuroprotectores deben contrarrestar

los efectos de la neurodegeneracion o perdida de la funcionalidad neuronal

(Stocchetti, et al. 2015). Los agentes con propiedades neuroprotectoras se han

agrupado en las siguientes categorias:

Captadores de radicales libres: Estos agentes convierten los radicales
libres inestables en moléculas mayores mas estables con menor o nula
capacidad de dafnar a la célula ya que pueden ser metabolizadas por el
cuerpo. Entre los principales captadores de radicales libres se encuentran

los agentes antioxidantes (Cadet, et al. 2017).

Agentes antiexcitotoxicos: Son agentes que pueden bloquear los
receptores de glutamato y de esta manera, prevenir la excitotoxicidad y
neurodegeneracion. La amantadina, parece ser un ejemplo de
antiexcitotoxico en la enfermedad de Parkinson al cambiar la manera en

que interacciona el glutamato con su receptor (Cadet, ef al. 2017).

Inhibidores de apoptosis: Se refiere a inhibir un proceso de muerte natural
de las células conforme la edad avanza y el cuerpo crece. Tedricamente,

los agentes antiapoptdticos disminuirian este proceso en neuronas.
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Actualmente este tipo de terapia esta siendo empleada en la investigaciéon

de tratamiento contra el cancer (Clark, et al. 2016).

e Agentes antiinflamatorios: Generalmente empleados para alivio del dolor,
pero también pueden verse involucrados en el proceso inflamatorio
involucrado en el empeoramiento de la enfermedad de Parkinson y de

Alzheimer (Stocchetti, et al. 2015).

e Factores neurotroficos: Este grupo de biomoléculas promueve el
crecimiento neuronal. Sin embargo, aun no es posible establecer un

tratamiento clinico para este tipo de moléculas (Clark, et al. 2016).

e Quelantes de iones metalicos: Al existir niveles elevados de hierro en los
padecimientos de enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica, se consideran opciones terapéuticas a las
sustancias que puedan disminuir de manera gradual dichas
concentraciones de hierro. Sin embargo, aun existe escasa evidencia de

su posible uso de manera terapéutica (Arun, et al. 2013).

1.4.1 Papel de antioxidantes en enfermedades neurodegenerativas

El estrés oxidativo ha surgido como un factor causante de la patologia de
varios desordenes neurodegenerativos. Actualmente existen diversas
propuestas terapéuticas probadas a nivel experimental y clinico cuyos resultados
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no han sido exitosos a pesar de observar mejoria funcional, la razén de este
fracaso, radica en metodologias poco reproducibles e inadecuadas o por ser
tratamientos con ventanas terapéuticas muy estrechas que las hacen poco
factibles para ser usadas en la clinica, entre las alternativas terapéuticas se
encuentran el empleo de antioxidantes como el neuropéptido NAP (octapéptido
derivado de ADNP con secuencia NAPVSIPQ), metalotioneina, resveratrol, S-alil
cisteina, el tetrapéptido DAHK (con secuencia Asp-Ala-His-Lys) y dapsona. Se
emplean antiexcitotéxicos como bilobalida, quercetina, riluzol. Antiinflamatorios
como SB-239063 (inhibidor de p38 MAPK), dexametasona/hemooxigenasa, y
antiapoptoticos entre los cuales se emplean YGY-E (flavonoide glucosidico) y
Dan Shen (salvia roja asiatica). De tal forma, que resulta importante ampliar las
opciones terapéuticas que puedan ofrecer ventajas sobre las propuestas
actualmente existentes, entre ellas, el uso de la fitoterapia, cuyo empleo es
altamente aceptable y de la cual se han realizado una gran variedad de estudios

para demostrar su eficacia y seguridad (Diaz, et al. 2012).

1.5 Caracteristicas de las plantas Datura inoxia'y Turnera diffusa

La planta Datura inoxia, (D. inoxia) también conocida como toloache,
chamico, nacazcul, tecuyani, tecuyaui y x-toh-k'u, es una especie en la familia de
las solonaceas, es una planta de arbustos, la cual florece en el periodo de junio

a noviembre y es nativa de Centroamérica, puede encontrarse en los bosques
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mediterrdneos y tipicamente alcanza una longitud de 120 a 180 cm de acuerdo a
lo establecido por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO, 2018). Los tallos y hojas estan cubiertos con pelos
suaves. Las flores son blancas y su forma se parece a una trompeta.
Adicionalmente, la longitud de la flor es de 15 a 17 cm aproximadamente y
consiste de cinco segmentos. En una fase prematura, los botones florales se
encuentran erectos, pero tienden a inclinarse después de algun tiempo a causa
de las semillas, ademas de la produccion de un fruto espinoso (Mustafa, et al.

2017).

Figra 1. Datura inoxia

El género Turnera engloba 135 especies de partes tropicales y calidas de
Ameérica y dos de Africa. El género fue asignado de diversas maneras a su propia
familia (Turneraceae) o a la familia Passifloraceae. Turnera diffusa, (T. diffusa),
también conocida como damiana, es originaria de México y Centroamérica,
presenta forma bioldgica arbustifera de 60 cm a 1 m de altura. El periodo de

florecimiento es de junio a noviembre. En cuanto a su distribucidén geografica, a
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nivel nacional la Comisién Nacional Forestal (CONAFOR), establece que se
localiza principalmente en los estados de Chihuahua, Querétaro, Guerrero,
Oaxaca, Baja California Sur, San Luis Potosi, Coahuila, Sinaloa, Nayarit,

Zacatecas, Tamaulipas y Puebla (CONAFOR, 2018).

Ky, 4
Figura 2. Turnera diffusa

Para establecer las propiedades y efectos medicinales de las plantas,
tanto el género Datura, como Turnera, han sido investigadas ampliamente desde
la perspectiva farmacoldgica, de tal manera que, para el caso del género Datura
desde el siglo XVI, se han establecido usos de medicacién tradicional de la cual
existe evidencia respecto a sus efectos psicotropicos, anticolinérgicos,
analgésicos, antiinflamatorios, narcéticos y por sus propiedades
antiespasmaédicas, se le empled para problemas de la piel o para el tratamiento
del asma (Saki, et al. 2014; Scarlato, et al. 1945); mientras que para el género
Turnera, las hojas se emplean con fines medicinales mediante infusiones o
preparacion de licores. Entre los usos medicinales se encuentran principalmente
como expectorante para problemas de vias respiratorias, bronquitis y tosferina.

También se emplea en padecimientos gastricos como disenteria, dispepsia,
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malaria, dolores de estdbmago e intestino, asi como para el tratamiento de algunos
tipos de pardlisis. Se le atribuyen efectos estimulantes, diuréticos, afrodisiacos,
actividades antiinflamatorias y antiulcerosas y recientemente sus propiedades

antioxidantes (CONAFOR 2018; Piacente, et al. 2002; Salazar, et al. 2008).

En la actualidad, existe poca evidencia que respalde la teoria acerca del
efecto neuroprotector del empleo de las plantas de la especie D. inoxiay T.
diffusa, aunque son ampliamente usadas como remedios medicinales desde
hace tiempo atras, poco se sabe sobre los mecanismos de accién a nivel
molecular y las células diana en las que interactuan para lograr los efectos
anteriormente descritos; sin embargo, se han descrito efectos en nivel
neuroldgico y psiquiatrico que pudiesen deberse a cualidades neuroprotectoras
en diferente grado (Hajimehdipoor, et al. 2016; Saki, et al. 2014; Salazar, et al.

2008).

1.5.1 Contenido quimico de D. inoxia.

De acuerdo a investigaciones realizadas a las plantas de la especie D.
inoxia, para caracterizacion del contenido quimico, se han establecido
componentes principales; entre ellos destacan alcaloides como higrina,
tropinona, metilecgonina, apoatropina, apoescopolamina, escopolamina,
hiosciamina, atropina, 6B-hidroxihiosciamina y gran variedad de alcaloides del

grupo tropano, los cuales tienen efectos antagonistas en receptores
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muscarinicos; por lo tanto, son capaces de disminuir el dolor a través del sistema
nervioso central. Ademas de contener aminoacidos e intermediarios del ciclo del
acido citrico, asi como taninos, saponinas, esteroides, flavonoides y terpenos

(Abbas, et al. 2016; Kursinszki, et al. 2005; Nguyen, et al. 2015).

Higrina Metilecgonina W

H3C., HiC—N Apoatropina

oﬂ ~OH HiC—N
H _OH 0 i R _/OH
H., H
Atropina Escopolamina

Hiosciamina

Figura 3. Principales compuestos reportados de D. inoxia

1.5.2 Contenido quimico de T. diffusa

Respecto al contenido quimico reportado para las plantas de la especie T.
diffusa, se sabe que contiene un aceite esencial en el que se han identificado los
monoterpenos 1-8-cineol, para-cimeno, alfa y beta-pineno. Ademas, en las hojas
se han identificado, el componente fenilico arbutina, el compuesto aliciclico
tetrafilin B y el alcaloide cafeina, este ultimo también presente en las ramas,
donde se han identificado ademas el flavonoide gonzalistosin, el esteroide beta-

sitosterol y los alcanos hexacosanol, n-triacontano y tricosan-2-ona, también
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compuestos como &cido deshidrofluorosénico, fluorosensadiol, metilorselinato,
ermanina, tetracosan-4-dlido, heptacosan-4-6lido, octacosan-4-6lido,

nonacosan-4-6lido y triacontan-4-élido han sido aislados (Salazar, et al. 2008).

HsC CHj3
|
CHs

1,8-cineol p-cimeno a-pineno B-pineno

OH

OH HO
Arbutina B-sitosterol

Figura 4. Principales compuestos reportados de T. diffusa
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1.6 Antecedentes

1.6.1 Evaluaciones in vitro de T. diffusa

En 2008, Salazar et al. determinaron la actividad antioxidante y citotéxica
de un grupo de plantas del noreste de México. Entre las plantas evaluadas se
encontraba T. diffusa silvestre, a la que se le realizaron pruebas de actividad de
captacion de DPPH, determinacién de contenido fendlico total, determinacién de
inhibicién de actividad de xantina oxidasa y citotoxicidad, concluyéndose que las
sustancias responsables para la actividad antioxidante en los extractos obtenidos
de las hojas, tallo y raiz de T. diffusa, podrian ser los compuestos fendlicos, con
un contenido de 3.0 + 1.5 41 £ 19y 1.5 + 0.8 (9g/100 g de muestra)
respectivamente. Los resultados de captacion de radicales DPPH fueron de 75.3
+ 5.8 del extracto de hojas, 86.8 + 5.3 del extracto de tallos y de 85.8+3.0 (%) del
extracto de raiz, también se concluyé que estos extractos no presentaron
citotoxicidad en el cultivo celular de bazo de ratén Balb/c a concentracion de 2.5
mg/mL y por lo tanto podrian ser considerados con el propésito de prevenir la

oxidacién y proveer beneficios a la salud general (Salazar, et al. 2008).

En 2011, Torres et al. evaluaron el efecto protector de extractos
metandlicos de T. diffusa contra el dafo inducido por tetracloruro de carbono
(CCl4) en linea celular Huh7 de hepatoma humano. Los efectos de los extractos

fueron evaluados de acuerdo a las pruebas de determinacion de actividad
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antioxidante, viabilidad celular, niveles de aspartato aminotransferasa para
evaluacion del dano hepatico y malonildialdehido antes y después de la
exposicidn de las células a CCls; resultando que todos los extractos redujeron los
niveles de DPPH por arriba de 50%. Ademas, los extractos fueron empleados
para evaluacion de actividad hepatoprotectora y resultaron no ser toxicos,
concluyendo que el efecto hepatoprotector pudiera deberse a sus propiedades

antioxidantes (Torres, et al. 2011)

En 2011, Bezerra et al. evaluaron la actividad antioxidante in vitro de
extracto hidroalcohodlico de T. diffusa, por la medicién de la lipoperoxidacion de
homogenados de cerebro de rata de la cepa Wistar, mediante la evaluacion del
valor Q12 (concentracién que inhibe 50% de peroxidacidén) con un resultado de
7.32 pg/mL, lo cual es indicativo de una baja actividad antioxidante en la
metodologia empleada. Por rastro observacional, se evalud la toxicidad aguda de
la planta, mediante medicién de actividad motora, coordinacion motora y tiempo
de suefio inducido por pentobarbital determinando baja toxicidad y sin efecto

estimulante o depresivo en ratones albinos suizos (Bezerra, et al. 2011).

En 2014, Soriano et al. evaluaron el efecto de condiciones ambientales en
el contenido antioxidante de T. diffusa de la regidn noroeste y noreste de México,
obteniendo como resultado la capacidad antioxidante total con un rango de
382.42 a 863.03 mM GAE (equivalente de acido galico)/ g peso seco en hojas
secas y de 294.79 a 346.01 mM GAE/ g peso seco en tallos mediante la técnica
de DPPH. Siendo mayor el contenido de vitamina C, el contenido de compuestos

fendlicos y la capacidad antioxidante total en las plantas de la region noroeste
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(BCS: Baja California Sur) en comparaciéon con las colectadas en la regién

noreste (NL: Nuevo Ledn) de México (Soriano, et al. 2014).

En 2015, Avelino et al. evaluaron la posible actividad citotoxica del extracto
metandlico de T. diffusa en cinco lineas de células tumorales: SiHa (cancer de
cérvix), C-33 (carcinoma de cérvix), Hep G2 (cancer de higado), MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama), T-47D (glandula mamaria humana) y fibroblastos
humanos normales. Los resultados muestran que el extracto metandlico,
presenta mayor actividad en células de cancer de mama MDA-MB-231 con un
ICs0 de 30.67 £ 3.50 pg/mL, en comparacion con las otras lineas celulares
cancerigenas y con los fibroblastos humanos con un valor de ICsode 63.24 + 3.26
ug/mL. También en la fraccibn mayormente activa se aislaron dos componentes,
arbutina y apigenina. Concluyeron que, los valores de ICso0, sugieren que el
extracto metandlico de T. diffusa presenta potencial como terapia

anticancerigena (Avelino, et al. 2015).

En 2017, Bernardo et al. evaluaron la inhibicién de enzimas del sistema
nervioso central y el retraso del proceso de excitotoxicidad por glutamato en
células SH-SY5Y (neuroblastoma humano) por la via de dafo oxidativo, mediante
la exposicion de extractos de cinco plantas, entre las que se encontré que el
extracto acuoso de T. diffusa, presenté mayor potencial neuroactivo por inhibicion
de las enzimas mono amino oxidasa A con valor de ICso de 129.80 + 11.97 pg/mL,
de la acetilcolinesterasa con IC2sde 0.352 £ 0.011 mg/mL y de butirilcolinesterasa
con valor de IC2s de 0.370 £ 0.036 mg/mL. Se determiné que el proceso de

citotoxicidad se di6é a concentraciones superiores de 0.500 mg/mL. Ademas, se
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establecié que el pretratamiento con el extracto promovié un desplazamiento
hacia la derecha de la curva de respuesta de muerte de células neuronales. Por
lo tanto, se vio significativamente reducida la fase temprana de especies
reactivas intracelulares después de la exposicion a glutamato y t-BHP (Terc Butilo
Hidroperdxido), sugiriendo que la neuroproteccién de células SH-SY5Y, fue en

parte por mecanismos antioxidantes (Bernardo, et al. 2017).

1.6.2 Evaluaciones in vitro de D. inoxia

En 2014, Arulvasu et al. purificaron, identificaron y evaluaron propiedades
antioxidantes de D. inoxia con mayor actividad en una fraccion proteica, con
porcentajes de inhibicion de radical DPPH de 42.20% a 45.89%; y actividad
anticancerigena de una proteina bioactiva de hojas de D. inoxia, cuyos resultados
obtenidos demuestran alta citotoxicidad en la linea celular HT-29 (cancer de

célon), ademas de potencial actividad anticancer (Arulvasu, et al. 2014).

En 2015, Ananth et al. analizaron la actividad antioxidante de varios
extractos de hojas de D. stramonium mediante métodos estandar adoptados para
evaluar dicha actividad y la naturaleza fitoquimica de la planta empleada. El valor
calculado de ICso para cada uno de los extractos fue de 84.54 + 4.62 pg/ml para
el extracto acuoso, de 92.648 + 30.368 ug/ml para el etanélico, 106.158+25.33
ug/ml para el etilacetato, 81.34 + 2.94 ug/ml para el hexanico y de 63.997 %

25.244 ug/ml para el estandar (acido ascérbico). Por lo tanto, establecen que los
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fitoquimicos de la planta presentan potente actividad captadora de radicales

(Ananth, et al. 2015).

En 2015, Fatima et al. evaluaron el impacto de la variacion de polaridad
de solventes en el porcentaje de recuperacidn del extracto de la planta D. inoxia,
entre los que se incluyeron: etanol, metanol, acetato de etilo, cloroformo, acetona,
n-hexano y dimetilsulfoxido (DMSO). El resultado del porcentaje de recuperacion
maximo de 33.28% obtenido del extracto acuoso de hojas. Se realizd la
determinacién del contenido fendlico total del destilado de agua con un resultado
de 29.91 + 0.12 mg/g de peso seco y del contenido de flavonoides se obtuvo un
valor de 15.68 + 0.18 mg/g de peso seco. El valor de capacidad captadora de
radicales DPPH fue de ICso de 16.14 pug/ml mostrado por el extracto de acetato
de etilo-acetona del tallo. La capacidad antioxidante total del extracto acuoso de
hoja fue de 46.98 + 0.24 mg de equivalentes de acido ascoérbico / g peso seco y
el potencial de poder de reduccion de 15.35 + 0.61 mg de equivalentes de acido
ascérbico / g peso seco. Los resultados del ensayo de citotoxicidad de “camaroén
de salmuera” (Artemia sp) expuesta a extractos de hoja, tallo y fruto, fueron de
LCso < 100 ug/ml. Para el caso de la exposicion de la linea celular THP-1 a
extractos cloroformico del fruto fue de 1Cso0 4.52 pug/mly el del extracto n-hexanico
fue de 1Cs0 3.49 ug/ml (Fatima, et al. 2015).

En 2016, Hajimehdipoor et al. evaluaron la actividad antioxidante e
inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de algunas plantas entre las que se
incluye a D. inoxia, en una provincia de Iran, obteniendo resultados en los que

presenta actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa con porcentaje de inhibicidn
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de 34.02 £ 6.0%, con actividad antioxidante ante DPPH con valor de ICso de 58.6
+ 0.5 pg/ml, pero con poca actividad antioxidante en el ensayo de poder
antioxidante reductor de hierro (FRAP) con porcentaje de reduccion de hierro de
45.2 £ 1.4 (Hajimehdipoor, et al. 2016)

En 2016, Roy, et al. evaluaron la actividad citotdxica y antioxidante de
extractos de D. metel. El contenido fendlico total y contenido flavonoide se
determind por los métodos de Folin-Ciocalteu y con el ensayo de cloruro de
aluminio. El ensayo de citotoxicidad in vitro se realizd en linea celular Vero,
mediante el método de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), cuyos resultados demuestran que el extracto metandlico por el
método en frio de D. metel presento actividad citotéxica de 3 mg/mL. Para el caso
de la actividad antioxidante se realizd por el método de captacidn de radicales de
DPPH obteniéndose los resultados de ICso de 650 + 22.21 pg/ml y 600 + 23.71
ug/ml de los extractos acuoso y metandlico por método soxhlet, respectivamente
y de 800 pg/ml por el método en frio. Mientras que de las semillas fueron de 600
ug/ml por soxhlety 700 + 19.08 pug/mly 600 + 18.71 pg/ml de los extractos acuoso
y metandlico, respectivamente por el método en frio. Concluyendo que las partes

evaluadas de las plantas tienen una alta actividad antioxidante (Roy, et al. 2016).

En 2016, Esmaeili et al. evaluaron la actividad citotoxica de 26 extractos
metandlicos de plantas empleadas con fines medicinales, entre los cuales se
evalué el efecto de D. inoxia. La metodologia empleada fue la exposicidén a las
lineas celulares MCF-7 (cancer de mama), A-549 (cancer de pulmén), Hep G2 y

HT-29 y aplicacién del ensayo de reduccién de MTT; se concluy6 la actividad
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citotoxica de cuatro de los extractos probados ante las cuatro lineas celulares
evaluadas, mientras que en el caso de D. inoxia solo presentd actividad ante las

lineas celulares MCF-7 y HT-29 (Esmaeili, et al. 2016).

1.6.3 Evaluacién in vivo de T. diffusa

En 2013, Gomes et al. evaluaron los efectos de extractos de Panax
ginseng, Turnera diffusa y Heteropterys tomentosa en apoptosis hipocampal de
ratas ancianas; con el fin de determinar la existencia de un efecto protector. Las
ratas macho de la linea Wistar fueron divididas en tres grupos y recibieron un
tratamiento con extractos hidroalcohdlicos de las plantas y un grupo recibi6
solucién salina. Un quinto grupo de ratas macho adulto-joven recibieron solucién
salina durante el mismo periodo, usando el ensayo inmunohistoquimico de
TUNEL, (Transferase-mediated dUTP Nick end-labeling), el porcentaje de
apoptosis en el hipocampo de los animales fue evaluado no observandose
diferencias significativas entre el porcentaje de células apoptoéticas en el
hipocampo de animales ancianos y del grupo control de animales jévenes,
respecto a los animales tratados cronicamente con los extractos de las tres
plantas, el porcentaje de apoptosis en el hipocampo de los animales ancianos no
difiere del porcentaje de apoptosis en el hipocampo del grupo control.

Concluyeron que el tratamiento con los extractos hidroalcohdlicos de las plantas,
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no ocasionaron apoptosis de las células hipocampales de ratas ancianas

(Bezerra, et al. 2013).

1.7 Hipotesis

Al menos uno de los extractos de D. inoxia'y T. diffusa presenta efecto

neuroprotector en un modelo in vitro de neurotoxicidad por glutamato.

1.8 Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas representan un problema de salud

y econdmico importante para la sociedad.

Los tratamientos actuales no detienen el progreso de estas enfermedades
por lo cual es importante la busqueda de nuevas alternativas farmacol6gicas

dirigidas a su tratamiento.

Dado que las plantas representan una fuente importante de nuevos
medicamentos y debido al gran uso de estas con fines medicinales, resulta
importante evaluar los efectos neuroprotectores que puedan resultar de la

administracion de las plantas que se van a estudiar, D. inoxiay T. diffusa.
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Es necesario obtener evidencia y soporte de caracter formal para futuras
aplicaciones medicinales de las plantas en la poblacién. De esta forma se podria
proporcionar una alternativa a la gama de tratamientos convencionales para las

enfermedades neurodegenerativas.

1.9 Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector de extractos de D. inoxiay T. diffusa en

un modelo in vitro de neurotoxicidad por glutamato.

1.9.1 Objetivos especificos

2. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos de D. inoxiay T. diffusa en

linea celular VERO mediante el ensayo de MTT.

3. Evaluar la actividad neurotéxica de los extractos de D. inoxiay T. diffusa

en la linea celular PC-12 mediante el ensayo de WST-1.

4. Evaluar la actividad neuroprotectora de los extractos en linea celular PC-

12 en presencia de glutamato mediante el ensayo de WST-1.

5. Evaluar el efecto antioxidante de los extractos de D. inoxiay T. diffusa por

el método de DPPH.

6. Determinacion de actividad antiapoptotica por ensayo de caspasa-3.

7. Realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material y reactivos

2.1.1 Material biolégico

Los ensayos de citotoxicidad fueron evaluados en la linea celular VERO
(ATCC®, CCL-81™) contemplada como células de crecimiento normal, se
realizaron por triplicado en tres dias diferentes, mientras que los ensayos de
neuroproteccién y neurotoxicidad, se realizaron sobre la linea celular PC-12
(ATCC®, CRL-1721), correspondiente a glandula adrenal de rata y considerada
como linea celular neuronal. Las lineas celulares empleadas se conservaban
congeladas a -80°C en el ultracongelador del Laboratorio de Ingenieria Genética

y Gendmica.
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2.1.2 Equipos e instrumentos

Agitador / Placa de calentamiento (Corning), balanza analitica HR200
(AND), bomba de vacio A530 (HSENG), camara Neubauer, campana de flujo
laminar CFL102V (VICHI México), centrifuga refrigerada Sorvall ST16R (Thermo-
Scientific), congelador horizontal -20°C CH10 (Tororey), esterilizador eléctrico
autoclave 25x (All American), estufa de incubacion MIDI 40 CO:2 Incubator
(Thermo-Fisher), frascos de vidrio 1 L (Kimax), frascos de vidrio 250 mL (Kimax),
frascos de vidrio de 100 mL (Pyrex), invertoscopio TCM 400 (Labomed), lector de
microplaca ELISA ELx800 (Biotek instruments), lector fluorémetro de microplaca
Fluoroskan ascent (Thermo-Fisher), microcentrifuga Micro CL 17R (Thermo-
Scientific), microplaca de 96 pocillos fondo plano (Costar), microplaca de 96
pocillos fondo redondo (Costar), pipetas estériles desechables 10 mL (Costar),
potenciémetro pHep tester (Hanna instruments), sistema de purificacion de agua
Simplicity UV (Millipore), tubos Falcon 15 y 50 mL (Corning), ultracongelador

horizontal -80°C HERA FREEZE HFC series (Thermo-Fisher).

2.1.3 Reactivos

2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) D9132 (Sigma-Aldrich), acido ascdérbico
(Sigma-Aldrich), acido clorhidrico, agua destilada, alcohol etilico, alcohol

isopropilico, alcohol metilico, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

35



difeniltetrazolio (MTT) M5655 (Sigma-Aldrich), cloruro de potasio CP170126-01
(DEQ), cloruro de sodio 561-1 (DEQ), dimetilsulféxido D4540 (Sigma-Aldrich),
dodecil sulfato de sodio DSS170126-01 (DEQ), fosfato de potasio dibasico
anhidro FPDA170126-01 (DEQ), fosfato de sodio dibasico anhidro FSDA170126-
01 (DEQ), L-Acido glutamico G8415 (Sigma-Aldrich), medio Esencial Minimo de
Eagle (EMEM) MEP12-10LT (Caisson), medio Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI-1640) RPP12-10LT (Caisson), penicilina — estreptomicina 1%, Suero

fetal bovino (SFB) (Caisson), tripsina (Caisson), Tritdn X-100 H5142 (Promega).

2.2 Extractos

Los extractos de las hojas de las plantas fueron obtenidos como
colaboracion con el Dr. Juan Manuel Favela Hernandez. Se contaron con seis
extractos de diferente grado de polaridad, para D. inoxia se obtuvieron los
extractos: metandlico (D1), cloroférmico (D2) y hexanico (D3). En el caso de T.
diffusa, se obtuvieron los extractos: etandlico (T1), cloroférmico (T2) y hexanico

(T3).

Dichos extractos fueron congelados y conservados en un congelador de
-20 °C del Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendémica. Para realizar los
ensayos los extractos se disolvieron en DMSO al 5% y posteriormente en medio

EMEM (Medio Esencial Minimo de Eagle) para el ensayo de citotoxicidad y medio
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RPMI-1640 (medio Roswell Park Memorial Institute) para el ensayo de evaluacién

de efecto neuroprotector y neurotdxico.

2.3 Métodos

Para la evaluacion del efecto neuroprotector y el establecimiento del
mecanismo principal relacionado a este efecto, se realizaron una serie de
ensayos enfocados en medir las respuestas fisiopatoldgicas del proceso de
excitotoxicidad y establecer la manera en la que la exposicion a concentraciones
controladas de los diferentes extractos, afectaban el comportamiento de éstas.
Entre los efectos existentes en el proceso de excitotoxicidad, destacan la
produccién de especies reactivas de oxigeno, incremento de la concentracion de
calcio intracelular y activacion de las vias de senalizacién que culminan en
apoptosis celular. Ademas, se determind la respuesta citotoxica de los extractos

en la linea celular VERO.

El cultivo de la linea celular VERO se realiz6 en EMEM suplementado con
10% de SFB, mientras que para la linea celular PC-12, se realizé en medio RPMI-
1640 suplementado con 20% de SFB. Ambas lineas celulares se incubaron en
condiciones de 37 °C, 5% de COz por 48 horas o hasta formacién de monocapa

(ATCC®, 2018).
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Para los ensayos de actividad citotdxica, evaluacién de la actividad
neurotoxica y evaluacion del efecto neuroprotector se prepararon placas de 96
pocillos una vez alcanzada la confluencia de 70%-90% en los frascos de cultivo
de linea celular VERO o PC-12. La concentracion celular empleada fue de 10 000
células / 0.1 mL, las cuales se colocaron en cada uno de los pocillos y se incub6
a condiciones de 37 °C, 5% de CO2 de 24 a 48 horas o hasta la formacién de

monocapa, para el posterior tratamiento con los extractos a evaluar.

Para el ensayo de actividad antiapoptotica por la metodologia de caspasa-
3, se prepararon placas de 6 pocillos una vez alcanzada la confluencia de 70%-
90% en los frascos de cultivo de linea celular PC-12. La concentracion celular
empleada fue de 1 000 000 células /0.1 mL, las cuales se colocaron en cada uno
de los pocillos y se incub6 a condiciones de 37 °C, 5% de CO2 de 24 a 48 horas
o hasta la formaciéon de monocapa, para el posterior tratamiento con los extractos

a evaluar.

La parte experimental correspondiente a la evaluacién de la respuesta
neuroprotectora y citotéxica de los extractos se realizaron en el cuarto de cultivo
namero dos del Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendmica de la Facultad

de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
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2.3.1 Evaluacion de la actividad citotéxica mediante el ensayo de MTT

La reduccion del tetrazolio mide algunos aspectos del metabolismo
general o una actividad enzimatica como marcador de células viables. Se
requiere la incubacion del reactivo con un numero determinado de células viables
para convertir el substrato a un producto coloreado que puede ser detectado por
un lector de microplaca. Bajo condiciones estandar de cultivo, la incubacién del
sustrato con células viables resultara en la generacién de una sefal que es
proporcional al numero de células viables. Cuando las células mueren, pierden
la capacidad de convertir el substrato a producto, esta diferencia es la base
fundamental para muchos de los ensayos de citotoxicidad mediada por la

exposicion a compuestos.

La respuesta de la exposicidn a los extractos de las plantas fue establecida
con la realizacion de ensayos de citotoxicidad por la técnica de reduccion de MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan llevado a
cabo por la accion del complejo succinato-deshidrogenasa mitocondrial de las

células metabdlicamente activas (Denizot, et al. 1986)

Formada la monocapa de la linea celular VERO en las placas de 96
pocillos se hizo el recambio de medio EMEM fresco en cada pocillo y
posteriormente se depositaron 0.1 mL de los extractos por dilucidén seriada para
dar concentraciones finales de 200 pg/mL a 3.125 pg/mL. Como controles
positivos de citotoxicidad se depositaron 0.1 mL de Tritén X-100 al 1% y DMSO

grado reactivo; ademas de colocar DMSO al 5% para descartar actividad debida
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al disolvente y como control negativo se consideré a los pocillos con células y

medio de cultivo.

Una vez depositados los extractos, los controles y realizadas las diluciones
correspondientes, se incubé la placa de 96 pocillos en condiciones de 37 °C, 5%
de COz por un lapso de tiempo de 24 horas. Después de transcurrido el tiempo
de exposicion de las células a los extractos, se retird el medio de la placa de 96
pocillos y se colocaron 0.1 mL de una solucion de MTT (0.5 mg/mL) en cada

pocillo y se incubd la placa en condiciones de 37 °C, 5% de COz por 3 horas.

Finalizado el periodo de incubacién, se retiré la solucién de MTT y se
adicion6 en cada pocillo 0.2 mL de una solucién de alcohol isopropilico / &cido
clorhidrico al 10% colocando la placa en condiciones de oscuridad y temperatura
ambiente por 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizé la

lectura de absorbancia a longitud de onda de 570 nm.

Los célculos para obtener el porcentaje de viabilidad se realizaron con el

empleo de la siguiente ecuacion:

(ABSx — ABS0) * 100
(ABSctl — ABSo)

Viabilidad (%) =

Donde:

ABSx = Absorbancia de la muestra (Células + extracto)

ABSo = Absorbancia del blanco (Medio + MTT)

ABSctl = Absorbancia del control (Células + medio)
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Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones estandar y
se realiz6 el calculo del ICso para cada extracto y se realizé la prueba de ANOVA
para establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre

el control positivo y los extractos expuestos.

2.3.2 Evaluacién de la actividad neurotéxica mediante el ensayo de WST-1

La linea celular PC-12 empleada para la evaluacién de la actividad
neurotdxica de los extractos de las plantas, tiene su tejido de origen en la glandula
adrenal de rata (feocromocitoma), son células pequenas de forma irregular,
crecen en racimos flotantes, ligeramente adheridas. Por lo tanto, requieren de

mayor tiempo para la formacion de monocapa.

Transcurridas 48 horas de incubacion y formada la monocapa de la linea
celular PC-12, en las placas de 96 pocillos. Se hizo el recambio de medio RPMI-
1640 y posteriormente se depositaron 0.1 mL de los extractos por dilucidén seriada
para dar concentraciones finales de 200 pg/mL a 3.125 pg/mL. Como control
positivo de neurotoxicidad se deposité 0.1 mL de glutamato 10 mM; ademas de
colocar DMSO al 5% para descartar actividad debida al disolvente. Como control

negativo se considerd a los pocillos con células y medio de cultivo.

Una vez depositados los extractos, los controles y realizadas las diluciones

correspondientes, se incubo la placa de 96 pocillos en condiciones de 37 °C, 5%
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de CO:2 por un lapso de tiempo de 24 horas. Después de transcurrido el tiempo
de exposicion de las células a los extractos, se retird el medio de la placa de 96
pocillos y se colocaron 0.1 mL de una solucién de WST-1 (0.5 %) en cada pocillo
y se incubd la placa en condiciones de 37 °C, 5% de CO2 por 2 horas (Denizot,

et al. 1986).

Finalizado el periodo de incubacion, se realizé la lectura de absorbancia a

longitud de onda de 450 nm.

Los célculos para obtener el porcentaje de viabilidad se realizaron con el

empleo de la siguiente ecuacion:

(ABSx — ABSo) * 100

Viabilidad (%) = (ABSctl — ABSo)

Donde:

ABSx = Absorbancia de la muestra (Células + extracto)

ABSo = Absorbancia del blanco (Medio + WST-1)

ABSctl = Absorbancia del control (Células + medio)

Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones estandar;
se realizd el célculo del ICso para cada extracto y se realizo la prueba de ANOVA
para establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre

el control positivo y los extractos expuestos.
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2.3.3 Evaluacién del efecto neuroprotector mediante el ensayo de WST-1

Formada la monocapa de la linea celular PC-12 en las placas de 96
pocillos, se retird el medio y se colocaron 0.1 mL de medio RPMI-1640 fresco en
cada pocillo, posteriormente, se realizd el pretratamiento de las células
depositando 0.1 mL de los extractos preparados a concentraciones de 200 pg/mL
a 3.123 pg/mL, por dilucién seriada, 6 bien, colocando 0.1 mL del control positivo
de neuroproteccion (acido ascérbico 100 uM); con posterior incubacién a 37 °C,
5% de CO:2 durante 4 horas. Cumplido el pretratamiento, se depositaron 0.1 mL
de glutamato 5 mM y se incubé por 16 horas a 37 °C, 5% de COz2. Asi mismo, se
colocé DMSO al 5% para descartar actividad debida al disolvente y como control
negativo se considerd a los pocillos con células y glutamato 5 mM (Bernardo,

et al. 2017; Denizot, et al. 1986; Torres, et al. 2011).

Transcurrido el tiempo de exposicidén de las células a los extractos y los
controles, se retird el medio de la placa de 96 pocillos y se colocaron 0.1 mL de
una solucién de WST-1 en cada pocillo y se incubé la placa en condiciones de

37 °C, 5% de COz2 por 2 horas (Denizot, et al. 1986).

Finalizado el periodo de incubacion, se realizé la lectura de absorbancia a

longitud de onda de 450 nm.

Los célculos para obtener el porcentaje de viabilidad se realizaron con el

empleo de la siguiente ecuacion:

(ABSx — ABSo) * 100
(ABSctl — ABSo)

Viabilidad (%) =
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Donde:

ABSx = Absorbancia de la muestra (Células + extracto)

ABSo = Absorbancia del blanco (Medio + WST-1)

ABSctl = Absorbancia del control (Células + medio)

Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones estandar;
se realizd el célculo del ICso para cada extracto y se realizo la prueba de ANOVA
para establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre

el control positivo y los extractos expuestos.

2.3.4 Evaluacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue determinada empleando el radical libre 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazilo, (DPPH), el cual, tiene una banda de absorcién a 517 nm,
que desaparece por la actividad de un compuesto antioxidante al reducir el

radical liore DPPH (Okawa, et al. 2001).

Se prepar6 una solucion de DPPH a concentracion de 100 uM y una serie
de soluciones de acido ascérbico a concentraciones de 300, 200, 100, 80, 60, 40,
20 pg/mL para la realizacion de la curva de calibracion y se colocaron de forma
descendente en la placa de 96 pocillos de fondo redondo, las soluciones de

DPPH y de acido ascorbico se prepararon empleando metanol como disolvente.
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En los pocillos restantes, se colocaron 0.1 mL de metanol (Hajimehdipoor, et al.

2016).

Los extractos de las plantas a evaluar se disolvieron en metanol para
obtener la concentracion de 200 pug/mL y se colocaron en los pocillos superiores,
posteriormente, se diluyeron de forma seriada hasta la concentracion de 3.125
ug/mL. Después de colocados los extractos de las plantas, se colocaron 0.1 mL
de la solucién de DPPH 100 uM y se incubd la placa en oscuridad a temperatura
ambiente. Como control, se contempl6 la solucion del radical DPPH 100 uM en

0.1 mL de metanol.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé la lectura de la

absorbancia en el lector de microplaca ELISA a longitud de onda de 517 nm.

Los célculos para obtener el porcentaje de inhibicion se realizaron con el

empleo de la siguiente formula:

((ABSctl — ABSx) = 100)
ABSctl

Inhibicion (%)

Donde:
ABSctl = Absorbancia del control (DPPH + metanol)
ABSx = Absorbancia de la muestra (Extracto + DPPH)

Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones estandar,
se realizé el calculo del ICso para cada extracto y para el 4cido ascoérbico. Se
realiz6 la prueba de ANOVA para establecer la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos expuestos.
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2.3.5 Evaluacién de la actividad antiapoptotica

La activacion de la caspasa 3, (CPP32/apopaina), tiene un substrato
especifico para la secuencia de aminoacidos Asp-Glu-Val-Asp (DEVD), y rompe
diferentes proteinas incluyendo poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), proteina
quinasa DNA-dependiente, proteina quinasa Cd y actina (Molecular Probes,

2003).

La evaluacién de la actividad antiapoptética se realizé con el empleo del
kit EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #2, el cual permite la deteccidn de apoptosis,
por el incremento de la actividad de caspasa-3 y otras proteasas especificas de
la secuencia DEVD (p.ej. caspasa 7). El fundamento del ensayo es el
rompimiento del sustrato rodamina 110 bis-(amida N-CBZ-L-aspartil-L-glutamil-
L-valil-L-&cido aspartico) (Z-DEVD-R110). Este sustrato es una bisamida
derivada de rodamina 110 (R110) que tiene unidos covalentemente los péptidos
DEVD a cada grupo amino de R110. De este modo, se suprime la absorcidon
visible del colorante y su fluorescencia. Por rompimiento enzimatico, el substrato
bisamida no fluorescente es convertido a la monoamida fluorescente y después
al mas fluorescente R110, en un proceso de dos pasos. Ambos productos de la
hidrolisis exhiben propiedades espectrales similares a los de fluoresceina, con
picos de excitacidon y emisién a longitudes de onda de 496 nm y 520 nm,
respectivamente. Ademas, del sustrato Z-DEVD-R110.

Para la realizacién del ensayo de actividad antiapoptética, se consideraron

los extractos con mejores resultados de actividad neuroprotectora y a la
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concentracion en la que disminuia el efecto neurotoxico, de esta manera se
emplearon los extractos D1y T1.

Formada la monocapa de la linea celular PC-12 en las placas de 6 pocillos,
se retird el medio y se colocaron 1 mL de medio RPMI-1640 fresco en cada pocillo
y posteriormente se realiz6 el pretratamiento de las células depositando 1 mL de
los extractos preparados a concentracion de 12.5 ug/mL, é bien colocando 2 mL
del control positivo neuroproteccion (acido ascorbico 100 uM) y como control
negativo se emplearon células sin tratamiento. Ademas, se emple6 un control
extra de podofilotoxina (12.2 pug/mL) como inductor de apoptosis y células
tratadas con glutamato 5mM; con posterior incubacion a 37°C, 5% de CO:2
durante 4 horas. Cumplido el pretratamiento, se depositaron 0.1 mL de glutamato

5 mMy se incubo por 12 horas a 37°C, 5% de CO..

2.3.5.1 Ensayo de caspasa 3

Transcurrido el tiempo de exposicidén de las células a los extractos y los
controles, se retird el medio de la placa de 6 pocillos y se cosecharon las células,
posteriormente se lavaron con PBS. Se prepard una solucién de trabajo de buffer
de lisis celular 1X, agregando 50 uL del buffer de lisis 20X (componente C) a 950
UL de agua des ionizada. Se resuspendié cada muestra celular o control en 50
uL del buffer de lisis celular 1X y se sometieron a ciclos de congelamiento-
descogelamiento por 30 minutos. Se prepard una solucion de buffer de reaccion
2X, agregando 400 pL de buffer de reaccién 5X (componente D) y 10 uL de DTT
1M a 590 pL de agua des ionizada. El lisado celular fue centrifugado a 5000 rpm

por 5 minutos.
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Se realiz6 la cuantificacion de proteinas por metodologia de Bradford para
hacer los ajustes de concentracion de proteinas y establecer la actividad debida
a caspasa-3. De acuerdo a la concentracion total de proteina obtenida; se ajustd
a concentracion de 1.3 ug/mL y se complement6 con buffer de lisis 1X para
obtener un volumen final de 50 pL.

Una vez realizado el ajuste de concentracion proteica; se transfirieron 50
UL del sobrenadante de cada muestra a pocillos individuales de microplaca (por
triplicado), respetando el orden de exposicidn a extractos. Se cubrid e incubo por
10 minutos a temperatura ambiente. A la par de incubacion de las muestras, se
prepard una solucion de trabajo del substrato 2X, mezclando 10 pL de Z-DEVD-
R110 5 mM con 990 pL de buffer de reaccion 2X. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se depositaron 50 pL de la solucion de trabajo del substrato 2X a
cada muestra y control. La microplaca fue cubierta e incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos.

Se prepar6 una curva de estandar R110, diluyendo la solucion stock de
R110 5 mM en buffer de reaccion 1X a concentraciones de 0 a 25 uM. Se
depositaron 0.1 mL de la solucién estandar en pocillos vacios antes de la
medicion de fluorescencia.

La fluorescencia fue medida a 496 nm/ 520 nm usando filtros de excitacion
y emisién. Los resultados se expresaron como promedios y desviaciones
estandar. Se realizd la prueba de ANOVA para establecer la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los extractos expuestos y el

grupo control (Molecular Probes, 2003).
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2.4 Manejo de los residuos

Los residuos generados durante la fase de cultivo celular, como fueron
frascos de cultivo, cajas de 96 pocillos y cajas de 6 pocillos, fueron esterilizados

y colocados en bolsas rojas para su posterior recoleccion.
Los contenedores empleados fueron:

A: Soluciones salinas pH 6.8, soluciones de sales inorganicas, acidos

inorganicos, organicos y bases inorganicas.
E: Muy téxico, cancerigeno organico.

Bolsa roja: Frascos de cultivo, microplacas de 6 y 96 pocillos, reservorios para

medios de cultivo, combitips, tubos Falcon de 50 y 15 mL, tubos eppendorf.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Actividad citotoxica

La evaluacion del efecto citotéxico de los extractos de T. diffusay D. inoxia
se determind en la linea celular VERO, mediante la determinacion del porcentaje

de viabilidad celular con el ensayo de reduccién de MTT.
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3.1.1 Evaluacion citotoxica de D. inoxia

130

120
110 = 1

100 -+
90

o=}
=

70
60
50
40
30
20
10

0

Viabilidad (%)

3125 6.25 125
EDl1 mD2 mD3

25 50 100 200
Concentracion

ug/ mL

Figura 5. Evaluacion citotoxica de extractos de D. inoxia (D1: metandlico, D2: cloroférmico

y D3: hexanico) en linea celular VERO

Los resultados de la evaluacion citotéxica correspondientes a los tres
extractos de D. inoxia, (D1: metandlico, D2: cloroférmico, D3: hexanico), no
mostraron reduccién de la viabilidad celular por debajo de 50% en
concentraciones de 3.125 pg/mL a 200 pg/mL durante 24 horas de exposicién.

Los ICso calculado para los tres extractos son de >200 pg/mL.

Como resultados de la prueba de ANOVA, no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres extractos a las diferentes

concentraciones evaluadas.
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3.1.2 Evaluacion citotoxica de T. diffusa
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Figura 6. Evaluacion citotoxica de extractos de T. diffusa (T1: etandlico, T2: hexanico y T3:

cloroférmico) en linea celular VERO

Para el caso de la actividad citotdéxica de los extractos de T. diffusa. Se
observé que el extracto T1 (etandlico), presentd valores de viabilidad celular
superiores al 60%; siendo el valor de 61.37% el correspondiente a la
concentracion de 200 pg/mL, la que resultdé en el menor porcentaje de viabilidad
celular. El extracto T2, (hexanico), presentd porcentajes de viabilidad celular
menores a 50% siendo estos de 38.41% y de 13.83% a concentraciones de 100
ug/mL y de 200 pg/mL, respectivamente. Estos porcentajes de viabilidad celular

resultaron ser los mas bajos en el caso de dicho extracto. El extracto T3
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(cloroférmico), obtuvo en tres concentraciones, valores menores al 50%. Las
concentraciones en las que se obtuvieron los valores menores fueron 200 pg/mL,
100 pg/mL y 50 pg/mL, y resultados obtenidos fueron 9.39%, 15.5% y 15.9%,
respectivamente. Los ICso obtenidos para los extractos fueron >200 pg/mL para

el caso de T1, 86.99 ug/mL para el extracto T2 y de 27.85 ug/mL para el T3.

El ensayo estadistico de ANOVA se realiz6 separando las concentraciones
de 50 pg/mL a 200 pg/mL; ya que, no se lograron apreciar las diferencias
estadisticas al realizar el analisis de las siete concentraciones de los tres
extractos (p=0.09). Al realizar esto, se observé que a concentraciones altas (50
ng/mL a 200 pg/mL) se logrd poner en evidencia las diferencias entre los tres
extractos con un valor p= 0.037, siendo éste p<0.05 y con el ensayo de Tukey se
determiné que las diferencias se encontraban entre el extracto T1 y T3. Para el
resto de las concentraciones, (de 3.125 pug/mL a 25 pg/mL); el valor p= 0.0019,
demostrando de esta forma que existian diferencias estadisticas y con la prueba
de Tukey se establecidé que los extractos entre los que se presentaron las
diferencias fueron el T1 y T3 y los extractos T2 y T3, estableciendo de esta
manera que el extracto T3 es el mas citotoxico en el rango de concentraciones
evaluadas y que la diferencia entre el extracto T1 y T2 no es estadisticamente

significativa.
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3.2 Actividad neurotoxica

La evaluacion del efecto neurotéxico de los extractos de T. diffusay D.
inoxia se determind en la linea celular PC-12, mediante la determinacién del

porcentaje de viabilidad celular con el ensayo de reducciéon de WST-1.
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Figura 7. Evaluacion de actividad neurotéxica de extractos de D. inoxia (D1: metandlico,

D2: cloroférmico y D3: hexanico) en linea celular PC-12

Los resultados de la evaluacién neurotdxica realizada a los tres extractos
de D. inoxia, mostraron reduccion de la viabilidad celular por debajo de 50% a

concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL durante 24 horas de exposicidn para
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los extractos D1y D2. Los valores de viabilidad celular obtenidos para el extracto
D1 a concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL, fueron 3.39% y 3.14%,
respectivamente. Mientras, el extracto D2 a concentraciones de 100 pg/mLy 200
ug/mL, obtuvo porcentajes de 8.62% y 11.63%, respectivamente. El efecto de
neurotoxicidad observada en el extracto D3, se presenté a concentraciones de
25 pug/mL a 200 pg/mL, con valores de y 30.46% a concentracion de 25 pg/mL,
36.49 a 50 pg/mL, 7.25% a 100 pg/mL y 6.59% 200 pg/mL. Los ICso calculados
para los tres extractos son de 66.53 pg/mL, 76.73 pg/mL y 30.23 pg/mL,

correspondientes a los extractos D1, D2 y D3, respectivamente.

El resultado de la prueba de ANOVA realizada a los extractos reporté un
valor de p=0.66, denotando de esta manera que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos. Por lo tanto, se realiz6 la
prueba de ANOVA por separado para los extractos a concentraciones altas, (50
ng/mL a 200 pug/mL) resultando en un valor p=0.79 y observandose de esta
manera que no existio diferencia estadistica significativa entre los extractos
evaluados a concentraciones altas y la misma situacion se presento en los

extractos a concentraciones bajas (3.125 pg/mL a 25 pg/mL) con un valor p=0.43.
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3.2.2 Evaluacion neurotéxica de T. diffusa
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Figura 8. Evaluacion de la actividad neurotéxica de extractos de T. diffusa (T1: etandlico,

T2: hexanico y T3: cloroférmico) en linea celular PC-12

En los resultados de la evaluacién de neurotoxicidad realizada a los tres
extractos de T. diffusa, se observaron valores menores a 50% de viabilidad
celular causada por los tres extractos, variando la concentracién en la que se
llevaba a cabo dicho fenédmeno. Para el extracto T1, a concentracion de 100
Hg/mL, se observaron valores de viabilidad celular de 17.74%, y de 5.13% a
concentracion de 200 pg/mL, a partir de la concentracién de 50 pg/mL se
presentaron valores por arriba del 50%. Los valores de viabilidad celular del

extracto T2 fueron de 23.95%, 2.57%, 5.81% y 8.10% para las concentraciones
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de 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL y 200 ug/mL, respectivamente. A partir de la
concentracion de 12.5 pg/mL se presentaron valores superiores al 50%. En el
caso del extracto T3, los valores obtenidos fueron de 32.85%, 3.03%, 9.75%,
13.83% y 15.37% en concentraciones de 12.5 pg/mL, 25 pug/mL, 50 pg/mL, 100
ug/mLy 200 pg/mL, respectivamente. A partir de la concentracion de 6.25 pg/mL

se presentaron valores superiores al 50%.

El resultado de la prueba de ANOVA realizada a los extractos en siete
concentraciones, reporté un valor de p=0.47, (considerando la existencia de
diferencias estadisticamente significativas siendo p<0.05) se observa que no
existieron diferencias significativas entre los extractos. Por lo tanto, se realizé la
prueba de ANOVA por separado para los extractos a concentraciones altas, (50
ug/mL a 200 pg/mL) resultando en un valor p= 0.32 y observandose de esta
manera que no existio diferencia estadisticamente significativa entre los extractos
evaluados a concentraciones altas y la misma situacion se present6 en los

extractos a concentraciones bajas (3.125 pg/mL a 25 pg/mL) con un valor p=0.47.
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3.3 Actividad neuroprotectora

3.3.1 Evaluacién neuroprotectora de D. inoxia
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Figura 9. Evaluacion de la actividad neuroprotectora de extractos de D. inoxia (D1:

metandlico, D2: cloroférmico y D3: hexanico) en linea celular PC-12

El efecto neuroprotector del extracto D1 se observo en las concentraciones
de 3.125 pg/mL, 6.25 pg/mL, 12.5 pg/mL y 50 pg/mL, al obtener valores de
viabilidad celular de 63.13%, 76.97%, 66.66% y 45.99% respectivamente. Dichos
resultados se encuentran por encima del &cido ascérbico (100 uM), empleado
como control positivo de neuroproteccion y cuyo resultado fue de 45.65 %. Para

el extracto D2, se observé a partir de la concentracion de 3.125 pg/mL, 6.25
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ug/mL, 12.5 pg/mL y 25 pg/mL, con valores de 70.21%, 74.09%, 76.60% vy
62.79%, respectivamente. Los valores de neuroproteccion del extracto D3, fueron
de 78.19% y 65.21% y se observaron a concentraciones de 3.125 ug/mL y 6.25

Hg/mL, respectivamente.

El resultado de la prueba de ANOVA realizada a los controles de
neuroproteccidn (acido ascorbico 100 uM), neurotoxicidad (glutamato 5 mM) y a
los extractos en siete concentraciones, reportd un valor de p= 0.29,
(considerando la existencia de diferencias estadisticamente significativas siendo
p<0.05) se observa que no existieron diferencias estadisticas entre los extractos.
Por lo tanto, se realizé la prueba de ANOVA por separado para los extractos a
concentraciones altas, (50 pg/mL a 200 pg/mL) resultando en un valor p= 0.11y
observandose de esta manera que no existid diferencia estadisticamente
significativa entre los extractos evaluados a concentraciones altas. Para el caso
de los extractos a concentraciones bajas (3.125 pg/mL a 25 pg/mL) se obtuvo un
valor p=0.01 denotando la existencia de diferencias estadisticas entre los grupos
evaluados y por lo tanto se realiz6 la prueba de Tukey en la cual se observd que
los grupos entre los que existe diferencia fueron el extracto D2 y el control de
glutamato 5 mM. Mientras que, no existié diferencia entre los extractos evaluados

y el control de neuroproteccién de acido ascérbico.
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3.3.2 Evaluacion neuroprotectora de T. diffusa
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Figura 10. Evaluacion de la actividad neuroprotectora de extractos de T. diffusa (T1:

etandlico, T2: hexanico y T3: cloroférmico) en linea celular PC-12

Los valores de neuroproteccién observados por encima del acido
ascérbico (58.39%), fueron los pertenecientes al extracto T1, con resultados de
79.06% y 65.88% a concentraciones de 3.125 pg/mL y 6.25 pg/mL,
respectivamente. Los resultados del extracto T2, fueron 67.32% y 62.42%, a
concentraciones de 3.125 pg/mL y 6.25 pg/mL, respectivamente. En el caso del
extracto T3, solo se observé el efecto a concentracién de 3.125 pg/mL con un

valor de 62.11%.
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Se realizé la prueba de ANOVA a los controles de neuroproteccion (acido
ascérbico 100 uM), neurotoxicidad (glutamato 5 mM) y a los extractos, separando
las concentraciones altas, (50 ug/mL a 200 pg/mL) de las concentraciones bajas
(3.125 pg/mL a 25 ug/mL) y obteniendo de esta manera un valor p= <0.0001 y de
p= 0.05, respectivamente. Considerando la existencia de diferencias
estadisticamente significativas siendo p<0.05, se observa que solo en el analisis
de concentraciones altas, existieron las diferencias. Posteriormente con la prueba
de Tukey se obtuvo que entre los grupos en los que se presentaron las
diferencias fueron: el acido ascorbico 100 uM y glutamato 5 mM, acido ascorbico
y T1, acido ascorbico y T2, acido ascérbicoy T3, glutamato 5 mMy T1, T1y T2,
T1 y T3. Observando de esta manera que a concentraciones de 50 pg/mL a 200
ug/mL no existe efecto neuroprotector de los extractos. Mientras que, en el
analisis de concentraciones bajas, no se observé diferencia estadistica entre los
extractos y el grupo control de neuroproteccién. Por lo tanto, a estas
concentraciones de 3.125 pg/mL a 25 pg/mL los extractos presentan efecto

neuroprotector similar al grupo control de acido ascorbico 100 uM.
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3.4 Actividad antioxidante

3.4.1 Actividad antioxidante de D. inoxia
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Figura 11. Evaluacion antioxidante de extractos de D. inoxia (D1: metandlico, D2:

cloroformico y D3: hexanico) por inhibicion del radical DPPH

Los resultados del porcentaje de inhibicién del radical DPPH, por los
extractos de D. inoxia fueron menores del 50% y el ICso obtenido para dichos
extractos fue >200 pg/mL. El extracto que presentdé mayor actividad fue el
extracto D1 con un porcentaje de inhibicion de 6.69% a concentracion de 200
ug/mL; mientras que, el extracto con menor actividad resulté ser el D3 con un

valor de 1.31% a concentracion de 12.5 pg/mL.
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La prueba de ANOVA realizada estableci6 que existian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos evaluados al obtener un valor p=
<0.001, (considerando la existencia de diferencias estadisticas al ser p<0.05).
Posteriormente, ser realiz6 la prueba de Tukey para determinar entre cuales
grupos se encontraba la diferencia y el resultado fue que las diferencias se
presentaron entre los extractos D1 y D3 y los extractos D2 y D3. Estableciendo

de esta forma que el extracto D3 es el que presenta menor actividad antioxidante.

3.4.2 Actividad antioxidante de T. diffusa
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Figura 12. Evaluacion de la actividad antioxidante de extractos de T. diffusa (T1: etandlico,

T2: hexanico y T3: cloroférmico) por inhibicion del radical DPPH
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Los extractos de la planta T. diffusa no presentaron porcentajes de
inhibicidn del radical DPPH iguales o mayores al 50% y el ICso de dichos extractos
fue de >200 pg/mL. El extracto con mayor actividad antioxidante fue el T1 con
valor porcentaje de inhibicion de 36.23% en concentracion de 200 pg/mL;
mientras que el extracto con menor actividad fue el T3, con porcentajes de

inhibicidén de 5.84 % a concentracion de 6.25 pg/mL.

Los resultados de la prueba de ANOVA establecieron la existencia de
diferencias estadisticamente significativas con un valor p= 0.0008, (considerando
la existencia de significancia estadistica al ser p<0.05), y al realizar la prueba de
comparacién multiple de Tukey, se obtuvo que los grupos de datos entre los que
existia diferencia fueron los extractos T1 y T2 y los extractos T1 y T3.
Estableciendo de esta manera que el extracto T1 es el que presenta mayor

actividad antioxidante.
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3.4.3 Actividad antioxidante de acido ascorbico
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Figura 13. Evaluacion de la actividad antioxidante del control positivo de neuroproteccion

(acido ascérbico 100 uM)

Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH de los extractos de las
plantas, se compararon con relacién a los porcentajes de inhibicion del control,
que en este caso fue acido ascérbico; del cual, se obtuvieron valores de 90.19%

a concentracion de 200 pg/mL con un valor de ICso de 4.44 pg/mL.
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3.5 Actividad antiapoptética
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Figura 14. Evaluacion de la actividad antiapoptética de extractos de D. inoxiay T. diffusa

La determinacion de la actividad antiapoptética de los extractos de la
planta se realiz6é a concentraciéon de 12.5 ug/mL, ya que, a esta concentraciéon no
se observaron efectos citotdxicos, neurotdxicos y es a partir de ésta en la que se
empez6 a presentar efecto neuroprotector. La evaluacion de esta actividad
consistié en la inhibicién de la caspasa-3 comparada con el control positivo que
consistié de acido ascorbico 100 uM, como control negativo fueron células sin

tratamiento y contra la respuesta inducida por glutamato 5 mM.

Se realizd el ensayo de ANOVA en el cual se consideré que habia

diferencias estadisticamente significativas si el valor de p era <0.05 y el valor
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obtenido fue de p= 0.01, indicando que si existen diferencias estadisticamente
significativas, por lo tanto; se realiz6 la prueba de Tukey para determinar entre
que grupos existia dicha diferencia y el resultado fue que entre el control positivo
(acido ascérbico 100 uM), considerado como neuroprotector y el grupo sin
tratamiento existia dicha diferencia. Sin embargo, al comparar el extracto D1 y
T1 con el control positivo de acido ascoérbico, no existia diferencia
estadisticamente significativa, asi como tampoco existia al compararlos contra el

control negativo de neuroproteccion que consistié en glutamato 5 mM.
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se evalué la actividad biolégica de los extractos de
D. inoxia y T. diffusa a diferentes concentraciones con el fin de determinar la
actividad neuroprotectora por parte de los extractos de las dos plantas y
establecer su actividad citotdxica en la linea celular VERO. Ademas, para
establecer el posible mecanismo neuroprotector se realizaron ensayos mediante
los cuales se evalud la forma en la que los extractos llevan a cabo el proceso de
neuroproteccion. Dichos ensayos fueron la determinacion de la actividad
antioxidante por el ensayo de captacion del radical libre estable DPPH,
determinacién de la actividad neurotoxica en la linea celular PC-12 y actividad

antiapoptotica por parte de estos extractos.

4.1 Citotoxicidad y neurotoxicidad

Los resultados obtenidos para el caso de los extractos de D. inoxia

establecen que no presenta efectos citotoxicos a las concentraciones de
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3.125 pg/mL a 200 pg/ml, empleadas en la linea celular VERO, determinando un
ICs0 de >200 pg/ml. En 2016, Roy y cols realizaron el ensayo de citotoxicidad en
linea celular VERO de extractos por método soxhlet y en frio de D. metel a
concentraciones de 0.1 a 10 mg/mL, determinaron el ICso de los extractos de
semillas por el método soxhlet, fueron de 7.5 mg/mL y 5 mg/mL, para el extracto
acuoso y metandlico, respectivamente. Mientras que, los ICso para la extraccién
en frio de las semillas fueron de 3.5 mg/mL y 5.5 mg/mL para los extractos acuoso
y metandlico, respectivamente. Respecto a los ICso de los extractos del fruto por
el método soxhlet fueron de 5 mg/mL y 4 mg/mL para los extractos acuoso y
metandlico, respectivamente y para los extractos en frio fueron de 7 mg/mL y 3
mg/mL, respectivamente. Ademas de la linea celular VERO, también, Fatima y
cols, emplearon otras lineas celulares de la misma indole consideradas “no
tumorales” como es el caso del bioensayo de citotoxicidad de “camardn de
salmuera” (Artemia sp) expuesta a extractos de hoja, tallo y fruto de la planta,
fueron de LCso < 1000 ug/ml, por lo cual se consideraron altamente téxicos en
este ensayo; mientras que, el LCso del control positivo empleado (doxorubicina)
fue de 85.94 pg/mL. Otra linea celular empleada no tumoral fue HEK-293
empleada por Cheshomi en 2016 y en la cual, de la misma manera que en el
presente trabajo, no se reportaron valores citotoxicos por parte del extracto
metandlico de pétalos de la flor de D. inoxia a concentraciones de 50 pg/mL a
100 pg/mL. Con los resultados obtenidos y los reportados se observa que los
extractos de D. inoxia no presentan citotoxicidad a bajas concentraciones, y que
es necesario incrementar la concentracién para que se presenten los fenémenos

de citotoxicidad y reduccion de la viabilidad celular, por lo tanto; resultan en una
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opcion factible para ser considerados una opcion terapéutica y continuar con los
andlisis enfocados en los fendmenos de neuroproteccion. Sin embargo, no se
han reportado resultados de evaluaciones realizadas en lineas celulares
neuronales. Por lo tanto, resulta dificil comparar los resultados obtenidos en el
presente estudio a causa de la falta de bibliografia existente al respecto. De los
resultados obtenidos se observa que el fendbmeno de neurotoxicidad de los
extractos de D. inoxia solo se presenta a concentraciones altas (100 pg/mly 200
pg/ml), que es comparable con los resultados reportados en otras lineas celulares
“normales” no tumorales, en los cuales también solo se presenta citotoxicidad a
concentraciones altas (Cheshomi, et al. 2016; Fatima, et al. 2015; Roy, et al.
2016). El analisis estadistico realizado confirma que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos y su actividad citotdxica y

neurotoxica a concentraciones altas y concentraciones bajas.

En el caso de T. diffusa, se obtuvieron valores de 1Csode >200 pg/mL para
el extracto etandlico, 86.99 pg/mL para el extracto hexanico y 27.85 ug/mL para
el extracto cloroférmico, siendo este ultimo el mas citotoxico, mientras que, el
extracto etanodlico fue el menos citotoxico. No se han reportado ensayos de
citotoxicidad en linea celular VERO; sin embargo; se han realizado ensayos de
actividad citotoxica en otras células “no tumorales”, entre las células empleadas
se encuentran el cultivo primario de células mononucleares de bazo de raton
Balb/c la cual se expuso al extracto metandlico de hojas y tallos de la planta en
concentraciones de 5, 50 250 y 2500 ug/mL y presenté citotoxicidad a

concentracion de 2.5 mg/mL, mediante el ensayo exclusion por azul de tripano,
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realizado por Salazar y cols. Ademas, Avelino y cols realizaron la evaluacién del
extracto metandlico de hojas y tallos de la planta a concentraciones de 0, 6.25,
12.5, 25, 50, 75y 100 pug/mL mediante el ensayo de MTT en fibroblastos humanos
con un ICso de 63.24 + 3.26 pg/mL, También, por parte de Gomes y cols
realizaron el ensayo de citotoxicidad del extracto hidroetandlico de la parte aérea
de la planta a concentraciones de 10, 100 y 1000 pg/mL en cultivo primario de
astrocitos de corteza de rata mediante la técnica de colorante Hoechst 33342
observandose que la citotoxicidad se presentaba a concentraciones superiores a
100 pg/mL hasta 1000 pg/mL (Avelino, et al. 2015; Gomes, et al. 2016; Salazar,

et al. 2008).

De esta manera se observa que el fendmeno de citotoxicidad por extractos
de T. diffusa, se presenta a altas concentraciones y varia de acuerdo al tipo de
extracto y de la linea celular empleada. Respecto al extracto etandlico empleado
en el presente estudio, no resultd citotdxico a las concentraciones evaluadas y
es equiparable a lo reportado por Gomes y Salazar. En el caso de la evaluacién
de neurotoxicidad, Bernardo y cols establecieron que a concentraciones
superiores de 0.500 mg/mL del extracto acuoso se produjo el efecto de
neurotoxicidad en la linea celular SH-SY5Y (neuroblastoma). En el presente
trabajo el extracto con menor actividad neurotoxica fue el extracto etandlico (T1),
ya que, el fenoméno de neurotoxicidad se presentd a concentraciones altas (100
ug/mL y 200 pug/mL), posteriormente el extracto T2 presentd neurotoxicidad a
concentraciones de 25 pg/mL a 200 ug/mL y el extracto con mayor actividad

neurotdxica fue el extracto T3 pues la actividad neurotdxica disminuy6 hasta la
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concentracion de 6.25 pg/mL. Sin embargo, el andlisis estadistico realizado
confirma que no existen diferencias estadisticas significativas entre la actividad
neurotoxica de los extractos a bajas y altas concentraciones. Mientras que, para
el caso de la actividad citotéxica, si existe diferencia significativa, resultando asi
en que el extracto T3 es mas citotoxico que el extracto T1 y T2 a todas las
concentraciones evaluadas. Al comparar los resultados obtenidos con lo
reportado bibliograficamente, se observa que existen similitudes respecto al
efecto citotoxico con la linea celular SH-5YSY (Bernardo, et al. 2017; Gomes,

et al. 2016).

4.2 Actividad neuroprotectora D. inoxia

Para la evaluacién de actividad neuroprotectora, se observd que los
extractos D1 y D2 comenzaron a tener actividad similar al control de &cido
ascérbico a concentracion de 50 pg/mL, ya que se obtuvieron valores de
viabilidad celular de 45.99% y de 44.52%, respectivamente. Mientras que el
control de neuroproteccién presenté valores de 45.65%. Se observd que
conforme disminuye la concentracion de extracto, incrementaba el valor de
viabilidad celular expuesta al proceso de excitotoxicidad por glutamato 5 mM y
conforme al andlisis estadistico realizado, se puede observar que los extractos
tienen efecto similar al control de neuroproteccién empleado (acido ascérbico 100

UM) y que el extracto que mas desplazé el valor de viabilidad celular fue el
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extracto D2 por encima del control negativo (glutamato 5 mM). De acuerdo con
la investigacion bibliogréafica realizada, no se ha han realizado ensayos de la
evaluacion del efecto neuroprotector de extractos de D. inoxia en lineas celulares

neuronales.

Acorde a lo establecido en las respuestas celulares resultantes en el
proceso de excitotoxicidad por glutamato, el efecto neuroprotector puede darse
como resultado de actividad antioxidante por parte de los extractos de la planta
evaluados. De esta manera, en el ensayo de actividad antioxidante de D. inoxia
se obtuvieron resultados de porcentaje de inhibicion menores al 10% y valores
de 1Cs0 de >200 ug/mL, siendo menor la actividad antioxidante en comparacion
con el acido ascoérbico empleado como control positivo, el cual tuvo valores de
ICs0 de 8.0 pg/mL observandose mucho mayor actividad del control. Otros
estudios han determinado actividades de captacidén de radical DPPH mayores,
entre estos resultados se encuentran valores de 1Cso de 58.6 + 0.5 pg/ml para el
extracto metandlico de las hojas de la planta de acuerdo a lo declarado por
Hajimehdipoor y cols en 2016. Fatima y cols en 2015 reportaron mayor actividad
por el extracto acuoso de la hoja con un valor de ICso de 22.83 ug/mly el extracto
con menor actividad fue el n-hexano con valor de ICso de 383.31 ug/mL. Se
observa que existen diferencias considerables entre lo reportado y lo obtenido en
el presente estudio respecto a actividad antioxidante de los extractos de la hoja,
ya que existe diferencia entre los resultados con mayor actividad antioxidante y
el tipo de solvente empleado, mientras Hajimehdipoor reporta mayor actividad

antioxidante para los extractos de disolventes polares como el extracto
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metandlico, Fatima y cols reportaron mayor actividad para el extracto de tallo de
etil acetato que es poco polar y para el extracto acuoso de la hoja y que el extracto
acuoso del fruto resultd ser el de mayor actividad para esta parte anatdmica de
la planta, y en el caso del presente trabajo, el extracto con mayor actividad
corresponde al etandlico, siendo este el mas polar de los solventes empleados.
Ananth y cols en 2015 obtuvieron que el extracto con mayor actividad
antioxidante fue el hexanico con un ICso de 81.34 + 2.94 ug/mL, de esta manera
difiiendo de lo reportado con anterioridad respecto al tipo de extracto con mayor
actividad antioxidante y siendo en este caso el solvente menos polar el que
presentd mayores resultados. En 2017, Fatima y cols realizaron la determinacion
de la actividad antioxidante de extracto etandlico de hojas y frutos de la planta 'y
declararon porcentajes de inhibicion de DPPH de 50.33% y 77.33% en hojas y
frutos, respectivamente; que en comparacion con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, expresados en porcentaje de inhibicién fueron menores de
10%, el extracto D1 resulté ser el de mayor porcentaje de inhibicidn con 6.69% a
concentracion de 200 ug/mL. Por lo tanto, existen diferentes factores que afectan
la actividad antioxidante de los distintos extractos de las plantas y resulta dificil
establecer de manera universal el extracto con mayor actividad antioxidante. El
analisis estadistico realizado senal6 que existen diferencias estadisticamente
significativas entre la actividad antioxidante de los tres extractos, siendo que los
extractos D1 y D2 presentan mayor actividad que el extracto D3 (Ananth, et al.

2015; Fatima, et al. 2015, 2017; Hajimehdipoor, et al. 2016).
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Para evaluar si la inhibicion de apoptosis era otro posible mecanismo de
neuroproteccion, se realizé el ensayo de inhibicion de actividad de caspasa-3
(Figura 14), en la que al realizar el analisis estadistico, se observo que no existia
diferencia estadistica entre la actividad de caspasa-3 y el control positivo de
neuroproteccion. Actualmente no se han realizado estudios de neuroproteccion
o de inhibicion de caspasa-3 a extractos de D. inoxia, por lo tanto, no es posible

comparar los resultados con algun antecedente existente.

4.3 Actividad neuroprotectora T. diffusa

En el ensayo para la determinacién de actividad neuroprotectora, a
concentraciones altas (50 ug/mL a 200 pg/mL) no se observé dicho efecto, puesto
que, conforme al analisis estadistico, no existieron diferencias entre el control
positivo de neuroproteccion (acido ascérbico 100 uM) y los tres extractos
evaluados a dichas concentraciones. Sin embargo, a concentraciones bajas
(3.125 pg/mL a 25 ug/mL), no existié diferencia estadisticamente significativa
entre los extractos evaluados y el control positivo, considerando de esta forma
que presentaban actividad similar. En 2017, Bernardo y cols mediante un modelo
similar de neuroproteccion, establecieron que el pretratamiento con extracto
acuoso de T. diffusa retrasa el dafo oxidativo ocasionado por el proceso de
excitotoxicidad mediada por glutamato y desplazé el valor de LCso mediante la

reduccion de especies reactivas intracelulares. Cabe destacar que Porres y cols
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evaluaron el potencial neuroprotector de los monoterpenos a-pineno y 1,8-cineol
contra estrés oxidativo inducido por H202 en la linea celular PC-12 y reportaron
los efectos de proteccion de viabilidad celular y morfologia, inhibicién de
produccién de ROS, atenuacion de cambios inducidos por H202 en el estado de
antioxidantes enddgenos y reduccién de la actividad de caspasa-3. Y conforme
a lo reportado por Alcaraz y cols en 2007, ambos monoterpenos (a-pineno y 1,8-
cineol) se encuentran presentes en T. diffusa (Alcaraz, et al. 2007; Bernardo,

et al. 2017; Porres, et al. 2016).

Considerando que el efecto de neuroproteccion se puede deber a la
actividad antioxidante de los extractos, en los resultados de captacién de DPPH
por los extractos de T. diffusa se observa el mayor porcentaje de inhibicion de
36.23% a concentracion de 200 pg/mL obtenido por el extracto etandlico (T1) y
cabe destacar, que en las evaluaciones de citotoxicidad no se presentd esta
actividad a dicha concentracion. El menor porcentaje de inhibicion corresponde
al extracto cloroférmico (T3), ya que a valores no citotoxicos (25 pg/mL), su
actividad antioxidante fue de 7.06 % siendo que en comparacion por lo reportado
por Salazar y cols en 2008 fueron valores de 75.3 + 5.8% de actividad
antioxidante del extracto metandlico de las hojas a concentracion de 1 mg/mL.
Torres y cols en 2011 reportaron actividad antioxidante de 82.4 +4.6% para el
extracto hidroalcohdlico de hojas a concentracion de 1000 ug/mL. Respecto a lo
obtenido por el analisis estadistico, se observa que el extracto T1 tiene mayor
actividad antioxidante que los extractos T2 y T3 al existir diferencia estadistica

entre ellos. De acuerdo a lo declarado por Garza y cols en 2011 uno de los
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compuestos con mayor actividad antioxidante es luteolina 8-C-p-[6-deoxi-2-O-(a-
1-ramnopiranozil)-xilo-hexopiranos-3-ulosido]. Cuyo ICso es de 5.56 pug/mL y solo
se encuentra reportado en T. diffusa como fuente de origen natural (Garza, et al.

2011; Salazar, et al. 2008; Torres, et al. 2011).

Para establecer si la inhibicion de apoptosis podria ser otro posible
mecanismo de neuroproteccion, se realizd el ensayo de inhibicion de actividad
de caspasa-3 (Figura 14), en la que al realizar el andlisis estadistico, se observo
qgue no existia diferencia estadistica entre la actividad de caspasa-3 y el control
positivo de neuroproteccion. Conforme a lo reportado por Porres y cols respecto
a la inhibicion de la actividad de la caspasa-3, se observan diferencias, ya que,
en sus resultados el H202 induce el doble de porcentaje respecto al control; es
decir un 200.64 + 2.7% y la reduccién de la actividad por parte de los
monoterpenos fueron del 70% para ambas concentraciones evaluadas de 1,8-
cineol y la reduccién de 50% a 25 yM y 30% a 10 uM de a-pineno; mientras que
en los resultados obtenidos en el presente trabajo no se observo reduccidn de la
actividad de la caspasa-3 respecto el grupo control. Sin embargo, mediante el
andlisis estadistico no se observo diferencias estadisticamente significativas
entre el extracto T1 y el control positivo de neuroproteccion empleado (acido
ascorbico 100 uM). Cabe destacar que son metodologias que difieren respecto
al inductor de la caspasa-3, asi como de las concentraciones de los
monoterpenos que se emplearon y el contenido presente en los extractos

evaluados.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los extractos D1, D2, D3 y T1 no son citotéxicos en linea celular VERO
en todas las concentraciones evaluadas mientras que el extracto T2 no es
citotdéxico en el rango de 3.125 ug/mL a 50 ug/mL. El extracto T3 es citotéxico en

todas las concentraciones evaluadas.

Los extractos D1, D2 y D3 no son neurotéxicos en linea celular PC-12 a
bajas concentraciones. El extracto T1 no es neurotdxico a concentraciones de
3.125 pg/mL a 50 pg/mL. Mientras que, el extracto T2 no es neurotoxico a partir
de 12.5 yg/mL y en el caso del extracto T3 no es neurotdxico en concentraciones

de 3.125 pg/mL y 6.25 ug/mL.

Los extractos D1 y D2 presentan efecto neuroprotector a partir de la
concentracion de 3.125 ug/mL a 50 upg/mL, mientras que el extracto D3 lo
presenta en el rango de 3.125 yg/mL a 12.5 ug/mL. Los extractos T1, T2y T3

presentaron efecto neuroprotector en el rango de 3.125 ug/mL a 12.5 pyg/mL.
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Los extractos D1, D2 y D3 presentan una baja actividad antioxidante con
valor de porcentaje de inhibicion <10% en todas las concentraciones evaluadas.
Por otra parte, el extracto T1, es el que presenta mayor actividad antioxidante a

una concentracion de 200 pg/mL.

Los extractos D1 y T1 presentaron actividad antiapoptética similar al

control positivo de neuroproteccion.

Los extractos D1 y T1 representan las mejores opciones, ya que,
presentaron actividad neuroprotectora similar al control positivo de
neuroproteccién en linea celular PC-12 a partir de concentracion de 3.125 ug/mL
hasta 12.5 pg/mL. Ademas, fueron los que menos efectos citotdxicos y

neurotoxicos presentaron a bajas concentraciones.

La hipdtesis propuesta es aceptada, ya que, un extracto de D. inoxiay un
extracto de T. diffusa presentaron efecto neuroprotector en el modelo in vitro de

neurotoxicidad por glutamato.
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