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l. Resumen

El envejecimiento es un proceso multisistémico e irreversible en todos los seres vivos, que
puede llevar al desarrollo de multiples trastornos del sistema nervioso central (SNC) y de
metabolismo. Esto ha abierto en los ultimos afios la importancia de la bdsqueda de
alternativas que mejoren la calidad de vida y retarden el desarrollo de problemas asociados
a envejecimiento. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad protectora de
Passiflora ligularis Juss y Valeriana prionophylla Standl en un modelo de envejecimiento
acelerado y neurotoxicidad. Inicialmente se establecid el modelo de induccion a partir de la
evaluacién de tres combinaciones de D-Galactosa (D-Gal) via subcutanea y cloruro de
Aluminio (AICls) via oral (150/13, 300/26 y 450/39 mg/kg, respectivamente) durante 60 dias
en ratones macho CD-1 utilizando pruebas de comportamiento y parametros bioquimicos
sanguineos por espectrofotometria. Posteriormente, se evalud la actividad protectora de los
extractos via oral (10, 50 y 100 mg/kg) durante 60 dias usando pruebas de comportamiento
como el laberinto acuatico de Morris, campo abierto, laberinto en cruz elevado y nado
forzado, asi como pardmetros sanguineos. Los datos mostraron que la combinacion mas
alta de D-Gal/AlCl; (450/39 mg/kg) fue la mas efectiva para la induccién del modelo, por lo
que se selecciono para estudios posteriores. En la evaluacién farmacoldgica se observo
gue el grupo administrado con P. ligularis a 50 mg/kg presenté tiempos significativamente
mayores de nado en el cuadrante objetivo en laberinto de Morris (P< 0.05) y nimero de
entradas totales en laberinto elevado en cruz (P< 0.01), comparados con el grupo control
envejecido; mientras que a 10 mg/kg presentd menores tiempos de nado en la prueba de
nado forzado (P< 0.05) y mayor distancia recorrida en la prueba de campo abierto (P< 0.01).
A su vez, se observé una diferencia significativa entre los valores de colesterol total (P<
0.001) a todas las dosis evaluadas y de creatinina a 10-50 mg/kg de P. ligularis, comparadas
con el grupo envejecido. Los grupos administrados con V. prionophylla a 10 y 100 mg/kg
presentaron tiempos de nado en el cuadrante objetivo en laberinto de Morris
significativamente mayores (P< 0.05) comparados con el grupo control envejecido; mientras
gue a 10 y 50 mg/kg presentaron mayores entradas totales en la prueba de laberinto
elevado en cruz (P< 0.01). A su vez, se observo una diferencia significativa en los valores
de colesterol total en sangre (P< 0.001) a todas las dosis evaluadas de V. prionophylla.
Estos resultados sugieren que ambas especies pueden asociarse a proteccion de

alteraciones del SNC y metabolismos asociados a envejecimiento.



. Introduccién

A nivel mundial la relevancia del envejecimiento en el desarrollo de enfermedades ha
aumentado en los dltimos afios, la OMS calcula que para el afio 2050 la cantidad de
personas con mas de 60 afios aumentard de 12% a 22% (OMS, 2017). Como resultado de
este aumento se puede esperar un aumento similar en el desarrollo de patologias asociadas
al envejecimiento (Collins et al., 2018; Stroo et al., 2017). Entre se pueden mencionar las
enfermedades neurodegenerativas entre las mas prevalentes en personas mayores de 60
afios (OMS, 2015). El envejecimiento se caracteriza por ser multifactorial, ademas es la
causa de multiples enfermedades que se desarrollan en los diferentes sistemas del cuerpo
(Kim, 2003). A pesar de esto el envejecimiento no se considera como un proceso patolégico
(Knapowski et al., 2002). En cambio, este se considera un proceso natural que deben
experimentar todos los seres vivos y es por ello que se considera inevitable (Lazarus &
Harridge, 2018). A lo largo del tiempo se han realizado diferentes estudios que han
permitido conocer la fisiologia involucrada en este procedimiento (Goswami et al., 2019;
Hahr, 2019). En base a estos se ha determinado la importancia del envejecimiento en el
desarrollo de multiples patologias (Abdelkarim et al., 2019; Glassock & Rule, 2016). El
desarrollo de estas enfermedades se encuentra directamente relacionado con alteraciones
a nivel celular producidas por cambios moleculares que se producen como consecuencia
del paso del tiempo (Guillaumet-Adkins et al., 2017). Dichas alteraciones ocurren por medio
de diferentes vias y mecanismos que derivan en la disminucién de las funciones normales

de los 6rganos y sistemas del cuerpo (Shay, 2018).

Entre las enfermedades neurodegenerativas, las mas prevalentes como Alzheimer,
Parkinson y demencia se encuentran asociadas al envejecimiento (Kemper, 1994; Wahl et
al., 2017). Estas se caracterizan por alteraciones en las funciones fisiol6gicas normales del
sistema nervioso central. Las alteraciones fisiol6gicas conducen a una serie de cambios en
la conducta normal entre los que se incluyen pérdida de la memoria y dificultades motrices
(Petersen et al., 1997). Como consecuencia de esto las enfermedades neurodegenerativas
son una causa de mortalidad y deterioro cognitivo en adultos mayores (O’Brien et al., 2003).
Ademas del envejecimiento existen multiples factores de riesgo que pueden contribuir al
desarrollo de estas, tal es el caso de la calidad de vida y factores genéticos (Przedborski et
al., 2003). Todo el proceso fisiopatolégico de neurodegeneracion ha sido estudiado en

multiples ocasiones (Fone et al., 2020; Freire, 2021; Jellinger, 2010). Consecuentemente



también se han estudiado las principales patologias y el mecanismo por medio del cual se
desarrollan (Jain & Goldstein, 2012; Kumar et al., 2015). La realizacién de estos estudios
ha brindado una mejor perspectiva sobre estas enfermedades. Para estudios sobre
envejecimiento, neurodegeneracion y neuroproteccion por lo general se seleccionan
modelos in vivo debido a la complejidad del proceso (Mitchell et al., 2015). Uno de los
modelos mas utilizados en ratas y ratones es el de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad inducida por D-Galactosa y Cloruro de Aluminio respectivamente
(Parameshwaran et al., 2010a). Por medio de este modelo se ha evaluado la capacidad
neuroprotectora de productos naturales y sintéticos ademas de estudios de la fisiologia del
envejecimiento y neurodegeneracion (Liao & Kennedy, 2014). En la actualidad para un pais
con la biodiversidad en especies vegetales como es el caso de Guatemala estas suponen
una alternativa para el tratamiento o prevencion de patologias (Vargas & Andrade-Cetto,
2018). En adiciéon a esto la etnobotanica es una herramienta muy importante que brinda
una guia en la seleccion de plantas para evaluar la accion farmacoldgica de estas. Esta se
basa en los conocimientos milenarios sobre el uso de plantas como componentes
ceremoniales y alternativas terapéuticas (Hoyler et al., 2018). Sin embargo, estas en su
mayoria no poseen estudios que avalen su actividad terapéutica.

Es por ello que este estudio pretendié evaluar tanto la efectividad del modelo de
envejecimiento acelerado como la actividad farmacolégica de extractos de P. ligularis y V.
prionophylla. Para ello se realizé la evaluacién del modelo fisiopatoldgico, la cual consistié
en administracion de D-galactosa (SC) y Cloruro de Aluminio (PO) durante 60 dias en dosis
de 150/13, 300/26 y 450/39 mg/kg respectivamente. Posterior a los 60 dias se realizaron
pruebas de comportamiento, campo abierto y laberinto en cruz elevado, y metabolismo,
glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos, para evaluar la efectividad del modelo.
En cuanto a la evaluacion de la actividad farmacoldgica de los extractos de ambas plantas
se realiz6 la induccién del modelo de la misma manera y en paralelo a esta se administré
por via oral los extractos de ambas plantas en dosis de 10, 50 y 100 mg/kg. Posterior a los
60 dias se realizaron pruebas de comportamiento y metabolismo para evaluar la actividad
farmacologica sobre el modelo utilizado. Los resultados revelaron posible actividad
protectora sobre el sistema nervioso central en el desarrollo de estados de depresion y
ansiedad, asi como sobre memoria y aprendizaje, ademas de posible actividad protectora

sobre metabolismo para ambos extractos a diferentes dosis.



1. Antecedentes

3.1 Envejecimiento

El envejecimiento se define como una disminucion gradual de las funciones normales de
los 6rganos que reduce la habilidad para mantener la homeostasis bajo situaciones
especificas, como consecuencia del paso del tiempo (Knapowski et al., 2002). En general
es un proceso complejo y multifactorial ya que incluye factores ambientales, genéticos y
celulares. Ademas, es un proceso inevitable e irreversible, lo que quiere decir que todos los
seres vivos deben pasar por esta disminucién de las funciones fisiolégicas normales. Este
proceso en muchas ocasiones se considera una patologia, especialmente cuando se
desarrollan enfermedades asociadas al envejecimiento. Sin embargo, por la misma
naturaleza del envejecimiento no existe un tratamiento para evitar envejecer. Todas las
alternativas tanto farmacolégicas como no farmacoldgicas se enfocan en mejorar la calidad
de vida de las personas y en reducir el deterioro de érganos especificos para evitar el
desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento. Estos tratamientos son
importantes ya que como se menciond con anterioridad existe un deterioro de las funciones
fisiolégicas normales. Entre las que se pueden mencionar la capacidad vital pulmonar, el
flujo sanguineo cerebral, el rango de filtracién glomerular y la capacidad maxima de toma
de oxigeno. Siendo el ultimo el mas afectado ya que se reduce hasta en un 80%, lo que
genera dafio en los 6rganos que necesitan del oxigeno para su funcionamiento. Es
importante mencionar que muchos de los 6rganos afectados por el paso del tiempo inician
su deterioro entre las edades de 30-40 afios. Y en la mayoria de los casos presentan un

deterioro de 1% por cada afio a partir del inicio de la degeneracion.

Esta condiciéon se ha estudiado a lo largo de los afios pudiendo determinar los mecanismos
fisiopatol6gicos que producen el envejecimiento. Dentro de la fisiopatologia del
envejecimiento existen dos elementos fundamentales que aceleran la pérdida de
funcionalidad de los 6rganos. El primero de estos es la degeneracién progresiva celular,
que tiene como principal causa dafos a nivel molecular. Esta se puede producir en cualquier
organo o tejido y conforme avanzan los afios ocurre en mayor cantidad y con mayor rapidez.
El segundo es la pérdida de la capacidad de regeneracién y reparacion celular. Este
mecanismo es sumamente importante para controlar el primer factor mencionado, y de esta

manera evitar la pérdida de las funciones normales de los 6rganos. Al combinar ambos



factores existe una rapida degeneracion de los tejidos y de érganos que a su vez generan
mas dafio. Ademas de estos dos factores a nivel celular existen diferentes mecanismos
moleculares que también aceleran el envejecimiento. Cabe destacar que estos mecanismos
moleculares en la mayoria de ocasiones son los gque inician el dafio celular. Al generar este
dafio se pueden considerar causantes o precursores de los dos factores celulares que
aceleran el envejecimiento (Kim, 2003). A continuacion, se presentan los mecanismos

moleculares y celulares que producen el envejecimiento.

3.1.1 Mecanismos de Envejecimiento

Segun Martel et al. los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de
envejecimiento se dividen en siete principales. Estos mecanismos son muy importantes
para el estudio del envejecimiento y para el posible desarrollo de alternativas que mejoren
la calidad de vida. Estos ademas de producir y acelerar el proceso de envejecimiento
también se ven involucrados en el aumento de la aparicion de enfermedades crénicas en

diferentes sistemas del cuerpo.

3.1.1.1 Activacion de vias de insulina y de factor de crecimiento similar a insulina 1
(IGF-1)
Esta es una de las vias mas importantes dentro del funcionamiento del cuerpo humano.
Esta es una via energética sumamente importante. Se encarga de regular crecimiento
celular, desarrollo celular, sintesis proteica y almacenamiento energético. Esta se activa
cuando existe una gran cantidad de nutrientes como es el caso de glucosa y aminoacidos.
Esto produce la liberaciéon de insulina que actda como regulador de la concentracion de
nutrientes. Es por ello que es de las mas utilizadas dentro de las funciones normales del
cuerpo humano. Sin embargo, la activacion de estas vias corresponde un factor importante

en cuanto al desarrollo de envejecimiento.

Existen diferentes mecanismos por medio de los cuales se puede producir y acelerar el
proceso de envejecimiento por medio de estas vias. El primero y mas importante indica que
al activarse la sefializacion Insulina/IGF-1 se inhibe la sintesis de proteinas utilizadas como
factores de transcripcion. Especificamente las llamadas FOXO, estas inducen la expresién

de un gran niumero de enzimas como superoxido dismutasa, catalasa y chaperonas entre



otras. Estas enzimas protegen la célula y retrasan el envejecimiento de varias maneras.
Estas incluyen la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno, reparacién de dafios en
ADN, mantenimiento de la estructura proteica entre otras funciones. Es por ello que al inhibir
la produccién de proteinas FOXO por medio de la activacién de esta via se disminuye la
sintesis de enzimas protectoras y reparadoras para la célula. Lo cual desemboca en mayor
dafio celular y pérdida de las funciones normales que produce y acelera el proceso de

envejecimiento.

Otros de los mecanismos se han observado en diferentes modelos animales. En ratones y
gusanos se ha observado que un alto consumo de glucosa disminuye la esperanza de vida
como consecuencia de una hiperactivacion de la via de sefializacién de insulina. En ratones
transgénicos se ha observado que la inactivacion de la via Hormona de crecimiento/IGF-1
aumenta la longevidad en un 20%-70%. Finalmente se ha observado que una dieta alta en
proteina animal, la cual induce la produccion de IGF-1, estd asociada con reducir la
longevidad en ratones y humanos (Martel et al., 2019).

3.1.1.2 Activacion de mTOR e inhibicién de autofagia

MTOR es una quinasa reguladora del crecimiento celular, metabolismo y también funciona
como sensor de nutrientes en la célula. mTOR es regulada por AMPK, la cual es
dependiente de energia. En altas concentraciones energéticas AMPK se ve inhibida y por
lo tanto MTOR también es activada. Esta quinasa se ve inhibida con bajas concentraciones
de glucosa o nutrientes, y ejercicio prolongado de igual manera que la activacion esta ocurre
por medio de AMPK. Esta inhibicion provoca una desactivacion del crecimiento celular para
de esa manera mantener los nutrientes necesarios para regular los niveles de energia.
Cabe resaltar que la via de sefalizacion que involucra mTOR es la via Insulina/IGF-1, por
lo cual ambos mecanismos se encuentran interrelacionados. Ademas de la desactivacion
del crecimiento celular también se activa la autofagia al momento de inhibir mTOR. La
autofagia es un proceso en el cual la célula se alimenta de sus propios organulos y
moléculas. Esta es importante ya que permite deshacerse de los organulos dafiados o
inservibles, por lo cual optimiza la funcién celular y aumenta su vida (til. Esto se traduce en
rejuvenecimiento celular el cual es importante para evitar procesos de envejecimiento.

Estos procesos ocurren al inhibir la expresion de mTOR, sin embargo, la mayor parte del



tiempo la expresion de esta quinasa es estimulada. Esta se ve estimulada por insulina,
factores de crecimiento y estrés oxidativo, lo cual permite asociarla con otras patologias
relacionadas con el envejecimiento. Al mantenerse estimulada la expresion de mTOR
también se evita la activacion de la autofagia. Al ocurrir esto se provoca que no haya
rejuvenecimiento celular y por lo tanto los organulos dafiados se mantienen dentro de la
célula causando dafio celular. El dafio celular finalmente desemboca en el desarrollo de
envejecimiento y por lo tanto la pérdida de las funciones celulares normales. Finalmente es
importante mencionar que, sumado a esto, con el paso de los afios la autofagia también
disminuye. Lo cual representa una pérdida de las funciones celulares ain més répida.
(Martel et al., 2019).

3.1.1.3 Alta concentracion de ROS y otros radicales libres

El envejecimiento se caracteriza por una acumulacién progresiva de dafio celular y
disminucion de en los mecanismos de reparacién y reemplazo. Esto provoca un
malfuncionamiento y pérdida de las funciones fisiol6gicas normales. En la generacion de
dafio celular tienen un papel sumamente importante y mayoritario las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y otros radicales libres. Las ROS se producen como un subproducto de la
respiraciéon celular que ocurre en la mitocondria y causan dafio a las células de diferentes
maneras. Conforme el paso del tiempo ocurre una acumulacién de ROS ya que la funciéon
mitocondrial disminuye. El aumento en la cantidad de ROS afecta diferentes células en el
cuerpo lo cual puede llegar a causar dafio proteico, disfuncion de los organulos y dafios en
el ADN. La acumulacion de todos estos tipos de dafio desemboca en una disfuncion celular

caracteristica del envejecimiento (Ganjam et al., 2019; Martel et al., 2019; Trist et al., 2019).

3.1.1.4 Erosion telomérica e inhibicién de telomerasa

Los telomeros son conocidos como la parte final del cromosoma, estos son sumamente
importantes en el proceso de replicacién de material genético en la célula. Su importancia
radica en que estos marcan el limite de la replicacion ya que poseen secuencias no
codificantes recurrentes en la parte 3" final. Esto ocurre para prevenir la pérdida de
secuencias codificantes durante la replicacién. Es importante mencionar que con cada
replicacion se pierde una parte de la cadena telomérica, esta puede ser de 30 hasta 200

nucledtidos. Al existir esta pérdida los telomeros inevitablemente sufren un acortamiento, el



cual es considerado como un reloj mitético ya que se puede determinar cuantas veces se
ha replicado la célula en base a la longitud de estos. Cuando el acortamiento es critico las
células pueden llegar a un estado de senescencia que afecta las funciones celulares
alterando los patrones de expresion genética de los inhibidores del ciclo celular, ademas
disminuye el potencial proliferativo celular y se activa la apoptosis. Ademas del
acortamiento provocado por los ciclos de replicacion celular también se puede producir
erosién telomérica. Esta consiste en alteracion de los telomeros por factores externos como
es el caso de dafio oxidativo, esto produce alteraciones que posteriormente se pueden
detectar como ADN dafiado o roto que posteriormente sera destruido. La destruccién de
estas porciones cromosomicas provoca alteraciones en la expresion genética y por lo tanto
altera las funciones celulares normales lo cual desemboca finalmente en la pérdida de las

funciones celulares y desarrollo de envejecimiento.

Es importante mencionar que para poder evitar estos mecanismos existe una enzima que
alarga y protege los telomeros. La telomerasa es el mecanismo de defensa ante estos
mecanismos. Esta consta de dos componentes, un componente de ARN (TERC) y un
componente catalitico (TERT). Esta actia utilizando a TERC como modelo para que TERT
pueda sintetizar nuevas porciones teloméricas y colocarlas en el final de la cadena. En
general la actividad de la telomerasa es baja, por lo cual se puede considerar como inhibida
constantemente. Esta inhibicién permite que no exista proteccion ante el dafio y la erosion
telomérica lo cual finalmente provoca la disfuncion celular y por lo tanto el envejecimiento.
(Aix et al., 2018).

3.1.1.5 Aumento de células senescentes

La senescencia es un estado irreversible en el cual las células dejan de replicarse y
usualmente desarrollan resistencia a la apoptosis. Una gran variedad de tipos estrés celular
pueden provocar senescencia, entre estos se incluyen el dafio al ADN (erosion telomérica),
expresion oncogénica, nutrientes (grandes cantidades de glucosa), metabolitos, hormonas,
dafio molecular e inflamacién. Las células senescentes usualmente atraen a las células
inmunes provocando que estas generen inflamacion por meido de la secrecion de citokinas
proinflamatorias y patrones moleculares asociados a dafio, lo cual afecta la funcion

fisiologica normal de las células. Estas células se acumulan en varios tejidos durante el



envejecimiento, lo cual contribuye a la disfunciéon de o6rganos y al desarrollo de

enfermedades cronicas. (Childs et al., 2015).

3.1.1.6 Productos finales de glicacion avanzada (AGESs)

La glicacion se describe como una reaccién no enzimatica entre un azulcar reductor y otra
molécula que puede incluir proteinas, nucledétidos y lipidos. Esta reaccion ocurre debido a
un exceso en las concentraciones de carbohidratos en la sangre y contribuye al desarrollo
de patologias como diabetes y ateroesclerosis; ademas es importante mencionar que estan
asociados con estrés oxidativo e inflamaciéon que pueden llegar a provocar enfermedades
neurodegenerativas. La relacion entre AGEs y envejecimiento es sumamente discutida ya
gue se presentan diferentes dificultades entre las que se pueden mencionar la variedad de
fuentes de AGEs, la aparicion gradual de AGEs que hace muy complicado el proceso de
deteccion en humanos y la falta de métodos lo suficientemente sensibles para
determinacioén y cuantificacion de AGEs. Sin embargo, se consideran un factor clave en el
desarrollo del envejecimiento. En total los AGEs incluyen mas de 20 productos diferentes,
existen diferentes estudios en varios sistemas del cuerpo humano que relacionan los AGEs
con el envejecimiento. Entre estos estudios se incluyen los realizados en la piel y su relacion
con el colageno. También se puede mencionar el realizado en la salud de los huesos y
finalmente estudios en tejido nervioso, obteniendo como resultado que la acumulacién de
AGEs en estos sistemas aceleran el proceso de envejecimiento y favorecen el desarrollo
de enfermedades cronicas. Por lo cual es considerado un mecanismo sumamente

importante en el desarrollo del envejecimiento (Dong et al., 2017; Wei et al., 2017).

3.1.1.7 Disfuncién mitocondrial

La mitocondria tiene a su cargo muchas funciones importantes dentro de la produccion de
energia. Este organulo es el encargado de la méaxima produccion de ATP en la célula,
ademas de poseer funciones de sefalizacion celular y regulacion de la muerte celular. Al
pasar el tiempo la funcién mitocondrial se puede ver reducida, esta reduccion se puede
traducir en menor produccion de energia, mayor produccién de ROS y desregulacion de
diferentes procesos celulares. Todas estas alteraciones afectan las funciones celulares
normales y por lo tanto existe una disminucion de los procesos fisiolégicos y por lo tanto

acelera el proceso de envejecimiento.
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Ademas de la disfuncién mitocondrial como un problema funcional también se debe tomar
en cuenta otro factor como es el caso de la comunicacién entre organulos. Esta se produce
usualmente por interaccion directa entre organulos, a excepcion de la comunicacion entre
mitocondria y reticulo endoplasmatico que no necesita interaccion directa. La comunicacion
es fundamental para el desarrollo de funciones biolégicas normales por medio de
sefalizacién de diferentes vias y regulacidon de otras. Al existir alteraciones en el proceso
de comunicacién pueden llegar a ocurrir problemas como es el caso del desarrollo de estrés
mitocondrial que resulta en acumulacién citoplasmatica de lisosomas disfuncionales con
baja capacidad hidrolitica que afecta directamente las funciones celulares normales y por
lo tanto favorece el desarrollo de envejecimiento. (Fernandez-Mosquera et al., 2017).

3.1.2 Envejecimiento y su relacion directa con el desarrollo de enfermedades
asociadas al SNC
El envejecimiento es un factor principal en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. El envejecimiento es un proceso en el cual se pierden las funciones
celulares normales y se pierde la capacidad de reparacion y regeneracion. Este proceso
ocurre en diferentes sistemas y 6rganos del cuerpo humano y el sistema nervioso no esta
exento de este proceso. Sobre el cerebro humano se puede mencionar que a pesar de que
constituye menos del 2% del total del peso del cuerpo humano llega a consumir mas del
20% de los nutrientes totales. Este funciona por medio de potenciales de accion y es posible
la transmision de sefiales por medio de sinapsis. Para la propagaciéon de los potenciales de
accion y las sefiales es necesario el uso de ATP como fuente energética, por ello es
necesaria la gran cantidad de nutrientes. Sus células funcionales son conocidas como
neuronas y funciona por medio de redes neuronales que permiten una comunicacion mas
eficiente. El envejecimiento afecta directamente este 6rgano y ese es el proceso conocido
como neurodegeneracion. En el proceso de envejecimiento normal se deben tomar en
cuenta factores genéticos y ambientales, y es diferente para cada individuo. En cuanto a
los procesos que se ven afectados en el cerebro como causa del envejecimiento se
encuentran la pérdida de memoria, disminucion en las funciones ejecutoras, y alteraciones
en el comportamiento. Estas alteraciones son producidas por algunos de los mecanismos

de envejecimiento que se producen alrededor del cuerpo humano. Entre estos se pueden
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mencionar la acumulacién de estrés oxidativo, disminucion de la funcion mitocondrial y
reduccién en la regeneracion celular por mencionar algunos. Algunos de estos mecanismos
de envejecimiento permiten que se produzcan moléculas y compuestos que favorecen la
aparicion de enfermedades especificas (J. J. Chen, 2019). Este es el caso de la inhibicién
de la autofagia, esta al inhibirse permite la formacién de Amiloide 8, que es fundamental en
la fisiopatologia del desarrollo de Alzheimer. Ademas de esto la inhibicion de la autofagia

también participa en el desarrollo de Parkinson y la enfermedad de Huntington.

3.2 Neurodegeneracion:

El cerebro humano es un 6rgano sumamente complejo, este se encuentra dentro del craneo
y es el encargado de regular todas las funciones del cuerpo humano. Como se mencioné
con anterioridad el consumo energético de este es sumamente elevado debido a la cantidad
de sefiales que transmite. Las sefales se transmiten a través de sus células funcionales
llamadas neuronas, ademas de estas también posee células estructurales llamadas células
gliales. Este érgano al igual que el resto de 6rganos del cuerpo humano también se ve
afectado por los procesos fisiologicos como el envejecimiento. En este ocurre un proceso
llamado neurodegeneracion. El término neurodegeneracion hace referencia a la
disminucion progresiva de las funciones fisiologicas normales del cerebro. Este como se
menciond con anterioridad tiene como principal causa el envejecimiento. Ademas del
envejecimiento se deben tomar en cuenta otros factores como los son los factores genéticos
y ambientales. Estos factores alteran las funciones cerebrales de manera que se pierden
diferentes funciones fisioldgicas normales. Entre estas se encuentran funciones cognitivas,
motoras y funciones cerebrales mayores. En la mayoria de los casos también se presenta
la aparicién de patologias especificas que afectan funciones especificas. Es importante
mencionar que las enfermedades neurodegenerativas no tienen cura por lo cual Unicamente
se pueden controlar y prevenir, pero no curar. Entre las patologias mas comunes se pueden
mencionar dos que son consideradas las de mayor incidencia a nivel mundial. Estas son
Alzheimer y Parkinson. Cada una de estas es producida por diferentes factores, en el caso
de Alzheimer por la produccion de Amiloide B. El Parkinson por deficiencias en la
produccion de dopamina. El desarrollo de ambas patologias se encuentra directamente
relacionado con envejecimiento y las vias moleculares involucradas en el desarrollo de

estas patologias estan relacionadas con las vias moleculares presentes en el
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envejecimiento. Como es el caso de la produccién de dafio oxidativo por ROS, la disfuncién
mitocondrial, aumento de células senescentes y vias relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos como es el caso de la via insulina/IGF-1 (Madore et al., 2020). A continuacion,
se presentaran de manera mas detallada los mecanismos mas importantes de

neurodegeneracion y la manera en que contribuyen al desarrollo de patologias.

3.2.1 Mecanismos de Neurodegeneracion

Los mecanismos involucrados en neurodegeneracion son muy parecidos a los involucrados
en envejecimiento. Sin embargo, es importante delimitar cuales son especificos para
neurodegeneracion y comprender como actian a nivel celular y molecular sobre el cerebro.
Se debe tomar en cuenta que algunos de estos mecanismos son producto de los
mecanismos involucrados en envejecimiento. En este caso se dividen en cinco principales

mecanismos los cuales se presentan a continuacion.

3.2.1.1 Dinamica proteica anormal

Las proteinas son macromoléculas sumamente importantes en el desarrollo de las
funciones celulares normales. Estas desempefian funciones enzimaticas, de
transportadores e incluso de receptores para antigenos especificos. Es importante resaltar
gue uno de los mecanismos por medio del cual se pueden dafar las células gliales y
neuronales es la interaccion anormal entre proteina-proteina. Ese tipo de anormalidades
lleva a un deterioro no solamente de una neurona sino de varias y en la mayoria de los
casos incluso provoca la desintegracion de redes neuronales complejas lo cual limita las
funciones cerebrales normales. EI mecanismo exacto por el cual ocurre esto no se conoce
del todo. Sin embargo, muchas de estas interacciones anormales son aleatorias o por dafio
proteico. Estas interacciones alteran la conformacion de las proteinas cerebrales y
provocan el desempaquetamiento de manera gradual. Lo cual provoca que estas proteinas
se conviertan en polimeros insolubles que adoptan formas desordenadas y no son
funcionales. Los polimeros amorfos forman depdsitos por medio de agregaciéon y se
convierten en estructuras fibrilares que favorecen las propiedades amiloidéticas. Como
consecuencia de esto se favorece la pérdida de funciones cerebrales y el desarrollo de
patologias como Alzheimer. Ademas de las interacciones anormales entre proteinas existen
méas problemas asociados a desordenes proteicos que generan dafio neuronal. El

doblamiento proteico es sumamente importante ya que en base a este se obtienen las
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actividades especificas de la proteina. Al no doblarse correctamente o desdoblarse la
proteina no podra realizar sus funciones normales. Dentro de las causas de dafio
neurocelular se encuentran defectos en el doblamiento o desdoblamiento de las proteinas.
Estos pueden ocurrir gracias a secuencias de aminoacidos dafiadas en la proteina,
sustituciones innecesarias de aminoacidos en la estructura funcional, y errores inherentes.
Ademas, pueden producirse problemas con las chaperonas, que son las encargadas del
doblamiento proteico. A pesar de existir este tipo de problemas la célula posee su propio
sistema de control de calidad para proteinas. Este es proporcionado por varios organulos
celulares como el reticulo endoplasmatico que se encarga del doblamiento proteico y su
regulacion. En el citosol ocurre la deteccion de proteinas desdobladas para evitar la pérdida
de funciones celulares. Sin embargo, conforme avanzan los afios estos mecanismos se
vuelven mas lentos, por lo cual existe un aumento de polimeros deformes. Lo cual afecta la

funcion celular y favorece la neurodegeneracion (Jellinger, 2010).

3.2.1.2 Muerte apoptética

La apoptosis se puede definir como una forma de muerte celular controlada que se
caracteriza por contraccion celular, condensacién de cromatina, fragmentacion de ADN y la
formacion de cuerpos apoptéticos que son fagocitados rapidamente por macréfagos. Este
proceso es dependiente de energia, por ello utiliza ATP para sintesis proteica, activacion
de la sefial, formacién de apoptosoma y reacciones de fosforilacién de protein-quinasa. El
proceso de apoptosis es el encargado de regular las dos vias naturales de muerte neuronal.
Estas son muerte temprana de precursores de proliferacién y neuroblastos jovenes post-
mitGticos. La segunda es la muerte tardia de neuronas postmitéticas. Este es un proceso
natural y normal en la fisiologia neuronal. Sin embargo, durante la cascada apoptética se
activan diferentes factores que son los que provocan el dafio celular neuronal. En el caso
de la enfermedad de Alzheimer se ha observado la apoptosis como efector de la
desregulacion de dos marcadores moleculares importantes en el desarrollo de esta los
cuales son proteina BAX y Caspasa-3, ademas de porciones de ADN fragmentado junto a
la activacion de estas proteinas. La activacion de estas caspasas precede la formacion de
enredos neurofibrilares en cerebros de pacientes con Alzheimer. Esto finalmente provoca
la formacién de amiloides que provocan esta patologia. En el caso de la enfermedad de
Parkinson se ha observado principalmente en modelos de ratones a los cuales se les ha

inducido Parkinson con MPTP, el mecanismo de la induccion ocurre por efecto apoptético
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inducido. Esto se pudo determinar por la aparicion de cadenas de ADN fragmentadas,
caracteristicas de la apoptosis, cambios morfoldgicos de los nlcleos y finalmente por la
activacion de la caspasa 3, todo esto sobre neuronas dopaminérgicas. Todos estos
elementos sugieren la apoptosis como factor fundamental en el desarrollo de enfermedad
de Parkinson (Okouchi et al., 2007; Siracusa et al., 2020).

3.2.1.3 Disfuncién mitocondrial

La mitocondria es un organulo sumamente importante para todas las células del cuerpo
humano. Este es el principal productor de energia en las células. Es por esta razén que en
las células neuronales su importancia se incrementa debido a la gran cantidad de energia
que necesita el cerebro para su correcto funcionamiento. Ademéas de esta funcion
energética también se encarga de otras funciones como la regulacion metabdlica, control
del ciclo celular y desarrollo de la muerte celular. Es por ello que anormalidades en la
funcion mitocondrial suponen una causa de la pérdida de funcion celular. Estas
anormalidades pueden ser causadas normalmente por el envejecimiento. Al existir una
funcién limitada o anormal de la mitocondria ademas de que no se producira la cantidad de
energia necesaria para el funcionamiento celular también se debe tomar en cuenta que
aumentard la produccion de ROS. La hiperproduccion de especies reactivas provoca dafio
mitocondrial lo cual se traduce en alteraciones durante la fosforilacion oxidativa que la dejan
incompleta. Esto representa efectos catastréficos en la produccién de energia por medio de
la mitocondria. Esto contribuye al favorecimiento de la citotoxicidad por medio de dos vias
las cuales son necrosis y apoptosis. Cabe destacar que el dafio mitocondrial producido por
el envejecimiento ocurre por medio de dos mecanismos diferentes. El primero de estos
ocurre por medio de dafios en las enzimas que participan durante la cadena respiratoria. El
segundo de estos mecanismos ocurre directamente sobre el ADN mitocondrial. Es
importante mencionar que este dafio puede llegar a causar dafio tanto en el mantenimiento

neuronal como en la funcién axonal.

La disfunciéon mitocondrial posee un rol importante en el desarrollo de las dos patologias
neurodegenerativas mas prevalentes. En el caso de la enfermedad de Alzheimer existe una

gran cantidad de evidencia que implica problemas en el metabolismo energético y dafio
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oxidativo como factores importantes en el desarrollo de la enfermedad. En los cerebros con
Alzheimer se ha observado en promedio una reduccion de 50% en el contenido de ARNmt
que provocan una reduccion en la fosforilacion oxidativa. Todo esto desemboca finalmente
en dafio neuronal causado por anormalidades en la funcibn mitocondrial. Estas
anormalidades en la funcion mitocondrial se atribuyen a la presencia de Amiloide B

oligomérico.

En el caso de la enfermedad de Parkinson las alteraciones mitocondriales y la produccion
de especies oxidantes son partes importantes del proceso patoldgico. Entre los dafios que
se han observado en la enfermedad de Parkinson se pueden mencionar en varias areas de
la mitocondria. Se pueden mencionar disfuncion en la cadena de transporte de electrones,
dafio al ADNmt y anormalidades en la morfologia y dindmica mitocondrial. En general la
disfuncion mitocondrial favorece e incrementa la turbulina libre. Esta desestabiliza las redes
microtubulares y promueve la oligomerizacion de a-Sinucleina, las cuales son mutaciones

gue provocan la enfermedad de Parkinson (Hoffman et al., 2017; Jellinger, 2010).

3.2.1.4 Dafo oxidativo, produccién de ROS y radicales libres

Parte de este mecanismo se abordé en el apartado anterior. La produccién de ROS y otros
radicales libres causan dafio celular que se traduce en pérdida de la funcién neuronal
normal. El dafio oxidativo como tal se produce por una produccién mayor de especies
oxidantes reactivas en comparacion con los mecanismaos antioxidantes. Este dafio como se
menciond con anterioridad puede alterar moléculas bioldgicas importantes y producen una
cascada de eventos. Entre estos se puede mencionar disfuncion de la respiraciéon
mitocondrial, excitotoxicidad y un aumento fatal en el calcio citosélico. La acumulacion de
estos factores son los que conducen finalmente a la disfuncién celular. Los mecanismos
por medio de los cuales ocurren estos dafios son varios. El primero de estos indica que la
produccion excesiva de 6xido nitrico y ROS puede mediar el desdoblamiento proteico en
ausencia de predisposicién genética. El segundo de estos ocurre por accién de los radicales
libres sobre las diferentes macromoléculas del cuerpo. Entre los diferentes tipos de
radicales libres generados por los organismos los radicales hidroxilos y peroxinitrito son los
mas potentes. Estos pueden dafiar células por vias no selectivas de oxidacion de proteinas,
lipidos, acidos grasos y acidos nucleicos. El tercero de estos mecanismos es sobre la

regulacion de autofagia. En este mecanismo el radical superoxido juega un papel
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importante ya que es la especie reactiva con mayor influencia en la regulacién de autofagia.
La autofagia ocurre cuando la célula no logra compensar el desbalance oxidativo, lo cual
genera estrés. Posterior a eso la célula entra rapidamente en apoptosis con muerte celular
rapida mientras la respuesta compensatoria puede garantizar supervivencia a largo plazo
(Hamza et al., 2021; Jellinger, 2010; Trombetta-Lima et al., 2020).

3.2.1.5Inflamacion

En el sistema nervioso central las reacciones de inflamacion crénica son sefales de
activacion inmune. El proceso de inflamacion en el sistema nervioso central contribuye
directamente con la disminucién de la funcion neuronal. Dentro de los principales
mecanismos que causan inflamacion en el sistema nervioso central y dan origen a
enfermedades neurodegenerativas se pueden mencionar varias. La primera de estas es el
rompimiento de la barrera hematoencefélica con influencia de proteinas plasmaéticas, lo cual
causa dafio local y se considera como el mecanismo inicial de varias enfermedades
neurodegenerativas. El segundo de estos incluye la infiltracion de fibrindgeno y la actividad
microglial que pueden llegar a causar dafio neuronal en cerebros inflamados que sufren de
Alzheimer. En ocasiones el proceso inflamatorio ocurre debido a disfuncion en las células
inmunes. En el sistema nervioso central los dos tipos de células que se pueden observar
son los astrocitos y los fagocitos mononucleares que incluyen la microglia y los macréfagos
perivasculares. Con la activacién de estas células se favorece la expresion de marcadores
moleculares proinflamatorios. Entre estos se puede mencionar las interleucinas (IL), el
factor de necrosis tumoral (TNF), y especies reactivas como 6xido nitrico o diferentes ROS.
Al activarse estos factores el sistema inmune produce respuestas inflamatorias. Lo cual
causa dafio celular y por lo tanto pérdida de las funciones neuronales normales (Beurel et
al., 2013; J. Chen et al., 2013; Shamim & Laskowski, 2017).

3.2.2 Modelos in vivo utilizados en el estudio de envejecimiento vy
neurodegeneracion:

Los modelos in vivo brindan una perspectiva importante en el estudio de factores

neurodegenerativos y protectores. En el estudio de actividad biolégica de extractos

vegetales son sumamente importantes ya que permiten determinar la actividad bioldgica de

un extracto en un organismo que desarrolla todas sus funciones fisiolégicas normales. A
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continuacién, se presentan algunos de los modelos in vivo mas utilizados en la evaluacién

de extractos vegetales y su actividad sobre envejecimiento y neurodegeneracion.

Modelo en ratones macho Kumming con neuroenvejecimiento inducido por D-Galactosa y
AICI3: El modelo utilizado en diferentes estudios con diferentes animales para el estudio de
envejecimiento corresponde a la administracion de D-galactosa. Un aumento en el consumo
de carbohidratos acelera el envejecimiento debido a varios de los mecanismos explorados
con anterioridad. Entre estos se puede mencionar la activacion de vias como la
Insulina/IGF-1, también los productos de finales de glicacion avanzada aceleran este
proceso. En general es un modelo sumamente confiable para el estudio de envejecimiento.
Asociado a la administracién de D-galactosa también se implement6 el uso de Cloruro de
aluminio, este como neurotéxico. Este modelo se desarroll6 en ratones macho Kumming,
sin embargo, puede ser aplicado a otras cepas de ratones. En el estudio que se utilizé el
modelo se determiné la actividad neuroprotectora y antienvejecimiento de un extracto
vegetal. Esto indica la viabilidad de la aplicacion de un modelo similar in vivo para
determinar la actividad de extractos vegetales (Zhong et al., 2019).

Modelo en ratas macho Wistar con Alzheimer inducido por AICI3: En este caso el modelo
utilizado fue especificamente para el estudio de una patologia. Para la induccién de
Alzheimer en el modelo in vivo se utilizé como agente inductor el cloruro de aluminio. El
cloruro de aluminio genera neurotoxicidad gracias a la exposicién cronica a aluminio. El
aluminio es un metal toxico que afecta tanto cerebro como hueso, bazo e higado. El cerebro
es el mas afectado ya que es el 6rgano en dénde mas se acumula y finalmente causa
neurotoxicidad. Este genera pérdida de funciones cognitivas, neuroinflamacion y dafio
oxidativo. Para el estudio se utilizaron ratas macho Wistar para determinar la actividad de
un extracto vegetal. Lo cual ratifica la importancia de los modelos in vivo en el estudio de
neurotoxicidad y la actividad de extractos ante esta. Ademas, brinda una perspectiva de la
cantidad de modelos diferentes que se pueden utilizar para evaluar este tipo de actividad
(Chiroma et al., 2018).

Modelo en ratas Wistar macho con Parkinson inducido por Rotenona: Al igual que en el
estudio anterior se utiliz6 un modelo para una patologia especifica la cual es Parkinson.

Para la induccion de Parkinson se pueden utilizar diferentes reactivos. Sin embargo, el mas
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utiizado es la Rotenona, este reactivo induce Parkinson por medio de diferentes
mecanismos. Entre estos se encuentra la produccion de elevados niveles de estrés
oxidativo. Ademas, eleva los niveles de citoquinas proinflamatorias lo cual conlleva a una
pérdida significativa de las funciones motoras. En este caso el estudio se centr6 en la
actividad anti-Parkinson de la espermidina. Para ello se utilizaron ratas macho Wistar a las
cuales se les indujo Parkinson. La aplicacién de modelos in vivo no es exclusiva para la
evaluacién de extractos vegetales. Estos pueden ser utilizados para evaluar farmacos,
moléculas o metabolitos especificos como la molécula estudiada en este estudio (De
Oliveria et al., 2009; Sharma et al., 2018).
3.3 Medicinatradicional en Guatemala

América Latina es una regiéon con una gran biodiversidad tanto de fauna como de
especies vegetales. La gran diversidad en cuanto a plantas que presentan la mayoria de
paises de la regidn permite una gran cantidad de posibles alternativas para el desarrollo de
terapias basadas en productos naturales. En gran parte del territorio latinoamericano
habitaron grandes civilizaciones como es el caso de los mayas, aztecas e incas, todas con
un gran conocimiento de medicina tradicional. Guatemala es parte de una region en la que
habitaron los mayas, esta civilizacion se caracterizé por su implementacién de técnicas
médicas basadas en plantas. Varios de estos conocimientos se han mantenido gracias a la
transmisién entre generaciones a partir de la comunicacion oral. En la actualidad en el
interior del pais aun se utilizan varios de estos métodos de medicina tradicional en las
comunidades. El problema dentro de la aplicacion de la medicina tradicional es que en
muchas ocasiones esta no es del todo confiable. Esta principalmente se basa en el
conocimiento empirico y no se tienen protocolos especificos para la identificacion y uso
correcto de las plantas. Por ejemplo, dentro de la seleccion de plantas existen muchas que
presentan muchas caracteristicas morfoldgicas similares y por lo tanto se dificulta su
seleccion e identificacién. Ademas de esto no se puede garantizar que las plantas utilizadas
poseen el efecto farmacolégico deseado ya que en la mayoria de los casos estas carecen
de estudios que comprueben estas actividades (Caceres & Cruz, 2019). A pesar de estos
problemas la medicina tradicional supone una alternativa sumamente viable y accesible
como prevencion y adyuvante en el tratamiento de enfermedades cronicas. La utilizacion
de plantas como tratamiento de varias enfermedades corresponde a una parte sumamente
importante en las comunidades del interior del pais. Es por ello que es necesario realizar

estudios especificos de la actividad biologica de las plantas utilizadas con mayor frecuencia.
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Ademas de la evaluacion de esta actividad también es necesario buscar alternativas para
integrar este tipo de medicina a la medicina moderna y de esta manera favorecer la calidad
de vida de los pacientes(Hoyler et al., 2018). El uso de plantas medicinales no se limita a
un solo sistema o region del cuerpo humano. Estas se pueden aplicar para tratar diferentes
patologias. Muchas de las plantas que se utilizan incluso no son nativas, sin embargo, se
utilizan diferentes comunidades. Algunas poseen actividad antimicética como es el caso de
Valeriana prionophylla y Solanum nigrescens las cuales fueron evaluadas en dos trabajos
de tesis (Behar, 1993; Garcia, 2013). Otras plantas con actividad antimicrobiana como es
el caso de plantas de la familia anacardiaceae, del género Smilax, Brosium alicastrum,
Cassia alata, Quercus skinneri, y Tabebuia rosea, todas igualmente evaluadas mediante
trabajos de tesis (Hernandez, 1995; Pineda, 1998; Taracena, 1990). También se ha
evaluado la actividad antiinflamatoria Gnaphalium stramineum y Arrabidea chica (do Amaral
et al., 2012; Rastrelli et al., 1998). Ademas de las presentadas anteriormente se abordaran
algunas plantas utilizadas en medicina tradicional con actividad sobre el sistema nervioso

central.

3.3.1 Plantas nativas con actividad sobre el sistema nervioso central

3.3.1.1 Sedantes y relajantes:

Passiflora ligularis: P. ligularis es una planta nativa de la regién lationamericana, esta se
distribuye desde México hasta el sur de Peru. Se conoce cominmente como Granadilla, es
una planta trepadora de tallos cilindricos, y glabros con hojas acorazonadas de color verde
oscuro. Posee flores con bracteas ovales, foliosas y pétalos blancos rosados. Su
composicion quimica se basa principalmente en flavonoides que son los que le confieren
actividad biologica. Entre los metabolitos mas importantes que presenta esta planta se
pueden mencionar la Apigenina, Luteolina, Quercetina, Vitexina, Isovitenxina y Orientina.
Su actividad farmacoldgica es su funcion como sedante, esta actua a nivel del sistema
nervioso, posee actividades relajantes y calmantes por lo cual es utilizada en crisis
nerviosas y para estrés. Como resultados obtenidos del estudio se determiné que los
extractos de Passiflora ligularis poseen mayor actividad ansiolitica comparada con extractos
de Passiflora mixta, todo esto en ratones Mus musculus (Balseca Chavez, 2016). Esto
comprueba la actividad sobre el sistema nervioso central de los extractos de esta planta, lo
cual la convierte en una candidata para evaluar sus propiedades neuroprotectoras y anti

envejecimiento.
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Valeriana prionophylla: Esta planta pertenece al género Valeriana. Es originaria de
Guatemala. Aun no se realizan estudios de su caracterizacién y composicion fitoquimica.
Entre la actividad biolégica atribuida a esta planta se puede mencionar actividad
antioxidante y vasorrelajante. Ademas, se ha observado actividad ansiolitica vy
antidepresiva. Y es de gran uso en medicina tradicional. Un estudio realizado en el afio
2011 sobre los efectos antidepresivos de esta planta arrojé como resultado que posee
actividad antidepresiva. El estudio fue realizado en un modelo in vivo en ratones hembra
Swiss y comprueba la actividad sobre el sistema nervioso central. Sin embargo, no se

evalud su actividad neuroprotectora (Holzmann et al., 2011).

Ternstroemia tepezapote: Es una planta originaria del area desde México hasta Panama,
puede llegar a medir hasta 20 metros, sus hojas son eliptica a oblongo-obovada. Miden de
3.7a8.6cmdelargoyde 1.4 a 3.6 cm de ancho. Sus flores son blancas a rosadas, axilares
con pétalos amarillos. Esta es conocida como trompillo y se determiné su actividad sedante
e hipnética en un trabajo de tesis del afio 2007 en el cual se evaluo su actividad junto a la
actividad de otras dos plantas no nativas por medio de un modelo in vivo en ratones macho
albinos a los cuales se les administré por medio de infusiones acuosas distintas dosis de
extractos de las tres plantas. También se evalué la prueba de potenciacién de suefio para
comprobar su accién hipnética y se concluy6 que si poseia actividad sedante e hipnoética
(Castillo, 2007).

3.3.1.2 Estimulantes

Theobroma cacao: Esta planta se distribuye desde el sur de México hasta parte de las
amazonas. Es un arbol pequefio que puede llegar a los 20 metros, posee una copa baja,
densa y extendida. Sus hojas son grandes, alternas, colgantes, elipticas u oblongas. Su
corteza externa es de color castafio oscuro, agrietada, aspera y delgada. Sus flores se
presentan en racimos a lo largo del tronco y las ramas, son de color rosa, purpuray blanco
de talla pequefia. Es conocida por su efecto estimulante en el sistema nervioso central el
cual es posible gracias a la presencia de alcaloides. Un estudio del afio 2017 determiné la
actividad protectora contra el dafio oxidativo por parte de esta planta. Para ello se indujo
neuro y cardiotoxicidad en ratas macho Wistar con doxorrubicina. El resultado obtenido

indicé que el extracto de las hojas de T. cacao protege contra el dafio oxidativo tanto en
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cerebro como en el corazon. Este estudio indica las propiedades neuroprotecotoras por
medio del mecanismo de dafio oxidativo inducido por doxorrubicina. Esto convierte a esta
planta nativa de la regién en un candidato para su evaluacion en neuroproteccion y

envejecimiento (Kosoko et al., 2017; Nehlig, 2013).

Tagetes lucida: Esta planta es nativa de Guatemala y de México. Es comUnmente conocida
como pericon y es muy utilizada dentro la medicina tradicional. Es una planta herbacea,
perenne y erecta que alcanza los 80 cm de alto. Sus hojas son simples, opuestas, indivisas,
sésiles, lineares a oblongas y elipticas. Sus flores son liguladas, amarillas, con laminas
flaveladas o suborbiculares. Esta planta se utiliza principalmente para tratar el malestar
estomacal y se ha evaluado esta propiedad por medio de un estudio in vitro de un trabajo
de tesis en el aflo 1989. Se evalud extracto de éter y de benceno de esta planta para
comprobar su actividad antiespasmddica (Salguero, 1989). Sin embargo, se ha evaluado
su actividad como antidepresivo. Para este estudio se utilizaron ratas Wistar macho y se
obtuvo como resultado que favorece la actividad antidepresiva. Ademas de esto se
determin6 que no posee efectos sobre la actividad motora y comportamiento sexual por lo

cual se sugiere validar su uso en humanos (Gabriela et al., 2012; Ortiz et al., 2013).
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V. Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas son una causa comun de mortalidad y deterioro
cognitivo en adultos mayores. Alzheimer, Parkinson y demencia son las mas prevalentes a
nivel mundial (OMS, 2015). Aproximadamente de 50 millones de personas sufren alguna
de estas patologias (OMS, 2017). De estos 50 millones un 60% viven en paises de ingresos
bajos y medios y se calcula que entre un 5% y 8% de la poblacién general de 60 o0 mas
afios sufren demencia en algin momento. Las proyecciones a futuro son aun mas
complicadas, se estima que para 2030 el total de personas aumente a 82 millones y para
2050 hasta 152 millones (OMS, 2019). Este aumento representa una disminucién de la
calidad de vida tanto de las personas que las padecen como de su entorno (Sixsmith et al.,
2008). Para los paises en vias de desarrollo incluso representa una disminucién de la
esperanza de vida debido al elevado costo y poco acceso a tratamientos para gran parte
de la poblacién (Tschanz et al., 2004).

A pesar del elevado costo de los tratamientos farmacolégicos para enfermedades
neurodegenerativas estos no son suficientes para curar a los pacientes. Estos se centran
en el control de los signos y sintomas, pero no representan una cura definitiva. La mejor
estrategia para el control de este tipo de patologias es la prevencién. Esta se logra por
medio de diferentes alternativas tanto farmacolégicas como no farmacolégicas (Khan et al.,
2006). La utilizacién de productos naturales ha tomado auge como una alternativa para la
prevencion de este y todo tipo de enfermedades en la Ultima década. Evidencia de esto es
el estudio realizado por la red europea de medicina alternativa y complementaria en el cual
se presentan aspectos como la aplicacion de productos herbales y homeopéticos en la
medicina moderna (Cambrella, 2012). En paises con una amplia biodiversidad, cultura
milenaria en el uso de plantas medicinales y poco acceso a servicios de salud y
medicamentos como Guatemala es imperativo el uso de esta alternativa (Stepp, 2018).
Para la implementacion de esta alternativa debe existir evidencia cientifica que avale la
actividad de las especies vegetales. Entre las plantas tradicionales con actividad sobre
sistema nervioso central se pueden mencionar las familias Valerianacea y Passifloraceae.
Ambas conocidas por su actividad sedante sobre el sistema nervioso central (Awad et al.,
2007; Marroquin et al., 2012; Rodriguez-Cruz et al., 2020)(Awad et al., 2007; Marroquin et
al., 2012; Rodriguez-Cruz et al., 2020). La familia Valerianaceae posee metabolitos como

los valepotriatos y el acido valerénico, los cuales se cree son protectoras del sistema
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nervioso central y se ha evaluado su actividad en estudios de ansiedad, memoria y
neuroinflamacion (Muller et al., 2012; Nam et al.,, 2013; Rodriguez-Cruz et al., 2020;
Vishwakarma et al., 2016) En cuanto a la familia Passifloraceae esta posee apigenina y
quercetina, los cuales se han evaluado con resultados prometedores en estudios sobre su
actividad antioxidante y protectora del sistema nervioso central y en modelos de ansiedad
y depresién (M Al kuraishy, 2020; Marroquin et al., 2012; Otify et al., 2015). Es por ello que
se deben estudiar con mayor profundidad las especies endémicas del pais.
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V. Objetivos

4.1 Objetivo General

41.1

Evaluar la accion neuroprotectora y antienvejecimiento de extractos de
Valeriana prionophylla y Passiflora ligularis en un modelo in vivo en ratones
CD-1 con envejecimiento y neurotoxicidad inducida por D-Galactosa y

Cloruro de Aluminio.

4.2 Objetivos Especificos

42.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

Comprobar la efectividad de un modelo de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad por D-Galactosa/Cloruro de Aluminio en ratones macho CD-
1, a dosis de 150/13, 300,26 y 450/39 mg/kg respectivamente.

Evaluar actividad neuroprotectora y antienvejecimiento de N-Acetilcisteina a
concentracion de 100 mg/kg en un modelo de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad inducido por D-Galactosa y Cloruro de Aluminio.

Estimar actividad neuroprotectora y antienvejecimiento de extractos de V.
prionophyllay P. ligularis a dosis de 10, 50 y 100 mg/kg en un modelo in vivo
en ratones CD-1 con envejecimiento y neurotoxicidad inducida por D-
Galactosa y Cloruro de Aluminio.

Determinar actividad antienvejecimiento en metabolismo de extractos de V.
prionophylla y P. ligularis a dosis de 10, 50 y 100 mg/kg por medio
parametros metabdlicos relacionados con envejecimiento por medio de
medicion de niveles séricos de glucosa, colesterol total, triglicéridos,
creatinina y urea a través de evaluacion espectrofotométrica.

Determinar la actividad neuroprotectora de extractos de V. prionophylla 'y P.
ligularis a dosis de 10, 50 y 100 mg/kg por medio de ensayos de
comportamiento para memoria, locomocién, ansiedad y depresién utilizando
laberinto acuético de Morris, campo abierto, laberinto en cruz elevado y nado

forzado respectivamente.
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VI. Hipoétesis

Hipotesis 1: Los extractos de Valeriana prionophylla, a diferentes dosis presentan actividad
neuroprotectora en un modelo de envejecimiento acelerado y neurodegeneracion inducida

en ratones CD-1.

Hipétesis 2: Los extractos de Passiflora ligularis, a diferentes dosis presentan actividad
neuroprotectora en un modelo de envejecimiento acelerado y neurodegeneracion inducida

en ratones CD-1.
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VII.  Materiales y Métodos

7.1 Universo y Muestra
7.1.1 Universo
Corresponde a todas las plantas nativas o naturalizadas y con uso tradicional en Guatemala

con actividad sobre el sistema nervioso central.

7.1.2 Muestra

Corresponde a las plantas nativas con actividad sobre el sistema nervioso central: Valeriana

prionophylla y Passiflora ligularis.

7.2 Materiales

7.2.1 Equipo para pruebas cognitivas
7.2.1.1 Laberinto de Morris
7.2.1.2 Laberinto en cruz elevado
7.2.1.3 Campo abierto
7.2.1.4 Recipiente de 4 litros transparente
7.2.1.5 Camara digital (Sony, 30x optical zoom, 3.5-6.3/4.9-139)

7.2.1.6 Software ToxTrac (Source Forge, Slashdot media)

7.2.2 Equipo para medicién de metabolismo

7.2.2.1 Microlab 300 (Vital scientific, Paises Bajos)

7.2.2.2 Tubos Vacutainer rojo sin EDTA

7.2.2.3 Centrifugadora (VWR Scientific, modelo V, Estados Unidos)

7.2.3 Equipo para administraciéon y manipulacion de animales
7.2.3.1 Jeringas de 1 mL graduadas (Green Ject, Estados Unidos)
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7.2.3.2 Sonda intragéstrica para ratones

7.2.3.3 Agujas 27G-30G (Green Ject, Estados Unidos)
7.2.3.4 Guantes de nitrilo o latex

7.2.3.5 Rejillas de metal

7.2.3.6 Balanza semi analitica (Nordika, Estados Unidos)

7.2.4 Equipo para preparacion de soluciones a administrar

7.2.4.1 Micropipeta semi automatica 20 pL- 200 pL (Eppendorf, Alemania)

7.2.4.2 Micropipeta semi automatica 100 pL — 1000 pL (Eppendorf, Alemania)

7.2.4.3 Tips para micropipeta semiautomatica de 20 pL- 200 uL (Eppendorf, Alemania)
7.2.4.4 Tips para micropipeta semiautomatica de 100 pL — 1000 pL (Eppendorf, Alemania)
7.2.4.5 Balanza analitica

7.2.4.6 Cristaleria para preparacion de reactivos y diluciones

7.2.5 Drogas y Reactivos

7.2.5.1 D-Galactosa (98% de pureza, Sigma-Aldrich, Alemania)
7.2.5.2 Cloruro de Aluminio (AICIs, Sigma-Aldrich, Alemania)
7.2.5.3 Diasys Glucosa GOD FS (Diaysis, Alemania)

7.2.5.4 Diasys Colesterol total FS (Diaysis, Alemania)

7.2.5.5 Diasys HDL- Colesterol precipitante FS (Diaysis, Alemania)
7.2.5.6 Diasys Triglicéridos FS (Diaysis, Alemania)

7.2.5.7 Diasys Creatinina FS (Diaysis, Alemania)

7.2.5.8 Diasys urea FS (Diaysis, Alemania)

7.2.6 Animales

7.2.6.1 Ratones macho CD-1 de aproximadamente 6 semanas con pesos de 33-36g.
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7.3 Métodos
7.3.1 Declaracién de Etica

Todos los procedimientos experimentales realizados en animales se llevaron a cabo de
acuerdo con la Guia del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (publicacion NIH, No. 80-23, revisada en 1996). Los
protocolos fueron sometidos y aprobados por el comité institucional de cuidado y uso de
animales de la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC (Ref. CICUAL-
CCQQF-02-2021).

7.3.2 Animales

Treinta y dos ratones CD-1 machos de entre 6-8 semanas con un peso aproximado de 35
+ 3 g se utilizaron para la validacion del modelo y setenta y dos ratones CD-1 machos de
entre 6-8 semanas con un peso aproximado de 35 + 3 g para la evaluacion farmacolégica
de la actividad de los extractos vegetales. Todos fueron proporcionados por el Bioterio “Dra.
Amarilis Saravia” de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Los ratones fueron
albergados dentro de las instalaciones del Bioterio “Dra. Amarilis Saravia” en condiciones
de acuerdo a guias internacionales de cuidado animal. Se mantuvieron en cajas a
temperatura de 21°C con una humedad relativa de 60% en ciclos de 12 h luz/oscuridad

automaticos, con agua y comida ad libitum durante el periodo de estudio.

7.3.3 Reactivos y Extractos

D-Galactosa (D-Gal) (pureza 98%), Cloruro de Aluminio (AICls) (pureza 99%) y N-
Acetilcisteina (NAC) (pureza 100%) fueron comprados de Sigma-Aldrich, Missouri, USA.
Para la validacion del modelo D-Gal fue disuelta en solucién salina fisiolégica 0.9% para
inyeccion subcutanea en el cuello del ratén a dosis de 150, 300 y 450 mg/kg de peso,
mientras AIClI; fue disuelto en agua filtrada para administracion oral en dosis de 13, 26 y 39
mg/kg de peso. Mientras que para la evaluacién farmacoldgica de las plantas D-Gal fue
disuelta en solucién salina fisiolégica 0.9% para inyeccién subcutanea en el cuello del ratén
a dosis de 450 mg/kg de peso, mientras AICl; fue disuelto en agua filtrada para
administracion oral en dosis de 39 mg/kg de peso y NAC fue disuelta en agua filtrada para

administracion oral a dosis de 100 mg/kg de peso. Los extractos metandlicos de hojas de



29

Passiflora ligularis y etandlicos de rizoma de Valeriana prionophylla fueron realizados en el
Laboratorio de Productos Naturales (LIPRONAT) de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. La especie vegetal herborizada
e identificada de V. prionophylla, colectada en Cajul, Quiche (Latitud 15°28°43.1") y P.
ligularis, colectada en San José Poaquil, Chimaltenango (Latitud 14°48°58” Longitud
90°54°45”) se encuentran almacenada en el herbario BIGU de la Universidad de San Carlos
de Guatemala y en el herbario del Laboratorio FARMAYA respectivamente. Los extractos
secos se disolvieron en agua filtrada para administracion oral a dosis variables de 10, 50 y
100 mg/kg de peso. Para el andlisis bioquimico se utilizaron kits especificos para cada

parametro, todos obtenidos de Diasys ®, Alemania.

7.3.4 Disefio Experimental

Para la validacién del modelo después de una semana de aclimatacion los ratones fueron
divididos aleatoriamente en cuatro grupos de ocho ratones cada uno. Un grupo control y
tres grupos experimentales con combinaciones de dosis variables de D-Gal y AICls. La
administracién de D-Gal, por via subcutdnea en el cuello, y AlICIs, por via oral, se realizé
durante 60 dias consecutivos de la siguiente manera: Grupo Control (normal)-
Vehiculo/vehiculo; Grupo 1- 150/13 mg/kg D-Gal/AICls; Grupo 2- 300/26 mg/kg D-Gal/ AICIs;
Grupo 3- 450/39 mg/kg D-Gal/ AICl;. Luego de 60 dias se realizaron evaluaciones de
comportamiento (Laberinto en cruz elevado y campo abierto) y posterior a estos se
obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca, bajo efectos de anestesia (ketamina
120 mg/kg y xilazina 12 mg/kg) para la evaluacion de pardmetros bioquimicos y se les
efectlio eutanasia. Para la evaluacion farmacolédgica de plantas, después de una semana
de aclimatacion los ratones fueron divididos aleatoriamente en nueve grupos de ocho
ratones cada uno. Un grupo control (hormal), un grupo envejecido (ENV), un grupo de N-
Acetilcisteina (NAC) y tres grupos experimentales de cada planta a dosis variables de 10,
50 y 100 mg/kg de peso. La administracion de extractos se realiz6 durante 60 dias
consecutivos por via oral de la siguiente manera Grupo Control (normal) -Vehiculo, ENV-
Vehiculo, NAC- N-Acetilcisteina 100 mg/kg, Grupo 4- P. ligularis 10 mg/kg, Grupo 5- P.
ligularis 50 mg/kg, Grupo 6- P. ligularis 100 mg/kg, Grupo 7- V. prionophylla 10 mg/kg,
Grupo 8- V. prionophylla 50 mg/kg y Grupo 9- V. prionophylla 100 mg/kg. Dos horas previo

a la administracion de los extractos durante los 60 dias a todos los grupos, excepto al grupo



30

control (normal), se les administré D-Galactosa por via subcutanea en el cuello en dosis de
450 mg/kg de peso y Cloruro de Aluminio por via oral en dosis de 39 mg/kg de peso,
mientras al grupo normal se le administré solucion salina fisiolégica 0.9% por via
subcutanea y agua por via oral. Luego de 60 dias se realizaron evaluaciones de
comportamiento (Laberinto en cruz elevado, campo abierto, Laberinto acuatico de Morris y
Nado Forzado) y posterior a estos se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca,
bajo efectos de anestesia (ketamina 120 mg/kg y xilazina 12 mg/kg) para la evaluacién de

parametros bioquimicos y se les efectlo eutanasia.

7.3.5 Ensayos de Comportamiento

Para la evaluacion de comportamiento se tomé en cuenta el estrés como un factor que
puede afectar los resultados finales. Por ello estos se realizaron en un orden especifico de
tal manera que se realiz6 primero los de menor estrés y se continué de manera ascendente

en el orden que se presentan a continuacion.

7.3.5.1 Laberinto en cruz elevado

Posterior a los 60 dias de administracion y para los grupos de ratones tanto de la validacion
del modelo, asi como para la evaluacion farmacoldgica de extractos, se realiz6 la prueba
de laberinto en cruz elevado para la determinacién de parametros relacionados a un cuadro
de ansiedad. El aparato compuesto por dos brazos abiertos y dos brazos cerrados, en forma
de cruz, era en su totalidad de color negro, con dimensiones de 5 cm de ancho en cada
brazo, y 35 cm de largo, ademas los brazos cerrados con paredes de 40 cm de altura. Para
la determinacién de los parametros de ansiedad se coloc6 al raton en el centro del laberinto
y se dej6é explorar durante 6 minutos completos mientras el recorrido se grababa. Entre
cada raton el aparto se limpié con alcohol al 70%. Previo al inicio de la prueba se
aclimataron al area durante dos horas. Se evalué los siguientes parametros durante la
prueba la cantidad de entradas en brazos abiertos y cerrados, la cantidad de entradas
totales y los tiempos en cada area del laberinto y el andlisis se realizé por medio de

observacion directa.



31

7.3.5.2 Campo abierto

Posterior a los 60 dias de administracién y para los grupos de ratones tanto de la validacion
del modelo, asi como para la evaluacion farmacoldgica de extractos, se realiz6 la prueba
de campo abierto para la determinacién de parametros relacionados con locomocion y
exploracion. El laberinto compuesto por una estructura cuadrada de cuatro paredes
totalmente de color negro, sin relieves ni texturas y de dimensiones de 40 cm x 40 cm de
largo y ancho, asi como paredes de 30 cm de altura. Cada raton se colocé en el centro del
laberinto y se monitore6 su comportamiento durante 6 minutos por medio de la grabacion
del mismo. Entre cada raton se limpié el laberinto con alcohol 70% y previo al inicio del
ensayo se aclimataron durante dos horas en el area de la prueba. El andlisis de datos se

realizé por medio de software de rastreo animal (ToxTrac ®, La Corufia, Espafa).

7.3.5.3 Laberinto acuatico de Morris

Posterior a los 60 dias de administracion y los ensayos de LCE y campo abierto, para los
72 ratones se realizé la prueba de laberinto acuéatico de Morris (LAM) para la evaluacion de
aprendizaje y memoria. Esta se realizé en un recipiente circular de 100 cm de diametro y
con una altura de 50 cm, en su totalidad coloreada de negro y con una plataforma
desmontable de 35 cm de altura, ademas de figuras geométricas de diferentes colores y
formas en cada uno de los puntos cardinales. La prueba consté de siete dias en total, seis
dias de entrenamiento y un dia de evaluacion. Para esta el recipiente se llené con agua a
23°C hasta cubrir un centimetro la plataforma con agua coloreada de negro de tal manera
gue no se observara la plataforma. Los primeros seis dias cada uno de los ratones se
entrend de manera individual durante tres veces por dia, para ello se colocé la plataforma
en un cuadrante especifico y el ratdn se colocé en diferente cuadrante para cada uno de
los entrenamientos, siendo la misma rotacién especifica todos los dias y para todos los
ratones. Cada ratén se colocé durante un minuto o hasta que encontrara la plataforma, en
caso de que terminara el minuto y el ratobn no logré encontrar la plataforma se llevo
gentilmente hasta la plataforma e independientemente si la encontré por su cuenta o fue
guiado se dejé durante diez segundos en la plataforma. Entre cada entrenamiento se le dio
un descanso de 30 segundos a cada ratén. Con cada raton se cronometré el tiempo que

tardd en encontrar la plataforma durante cada entrenamiento y durante todos los dias. El
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séptimo dia se realizé la evaluacion, para esta de igual manera se lleno6 el recipiente con la
misma cantidad de agua, sin embargo, con la diferencia que no se colocé la plataforma.
Todos los ratones se colocaron una unica vez y de manera individual por un minuto en uno
de los tres cuadrantes, el mismo para todos los ratones, y se dejé nadar por un minuto. La
evaluacién fue grabada para cada ratén y los resultados se obtuvieron por medio de
software de rastreo animal (ToxTrac ®, La Corufia, Espafia) y el parametro evaluado fue el

tiempo que el raton paso en el cuadrante en el que se encontraba la plataforma.

7.3.5.4 Nado Forzado

Posterior a los 60 dias de administracion y los ensayos de LCE, campo abierto y LAM, para
los 72 ratones se realiz6 la prueba de nado forzado para la evaluacién del estado depresivo
de los ratones. Esta se realizé en un recipiente transparente de 20 cm de diametro y altura
de 25 cm con capacidad para cuatro litros de agua. El recipiente se llené con 3.5 litros de
agua y se colocé a cada uno de los ratones de forma individual durante 6 minutos, mientras
se grabd el ensayo. Se evalué el tiempo en movimiento y tiempo inmovil para cada uno de
los ratones y se obtuvieron los datos por medio de observacion y con ayuda de un

cronémetro.

7.3.6 Determinacién de Parametros metabélicos

Posterior a los 60 dias de administracion, los ensayos de comportamiento y la eutanasia de
los ratones se realiz6 el analisis bioquimico de parametros metabdlicos séricos, tanto para
muestras de la validacion como para las muestras de la evaluacién farmacolédgica de los
extractos vegetales, esto por medio de andlisis espectrofotométrico en Microlab 300, Vital

Scientific, Paises Bajos, todos con kits especificos para el pardmetro de Diasys®, Alemania.

7.3.6.1 Colecta de muestras

Las muestras se colectaron el dia de la eutanasia a los ratones por medio de puncién
cardiacay se centrifugaron a 5000 rpm durante diez minutos y se separo el suero sanguineo

con pipeteadores semiautomaticos de 200 microlitros.

7.3.6.2 Medicién de Glucosa sérica
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El analisis se realizé por medio del kit Diasys® Glucose FS GOD, Alemania, comparado
con estandar y se preparoé la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el
kit. La medicién se realizé a una longitud de onda de 546 nm en contra de blanco de reactivo
utilizando 1000 microlitros de reactivo con 10 microlitros de muestra previamente incubada

durante 10 minutos a 37°C.

7.3.6.3 Medicién de Creatinina sérica

El analisis se realizé por medio del kit Diasys® Creatinine FS, Alemania, comparado con
estandar y se prepard la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el kit.
La medicion se realiz6 a una longitud de onda de 492 nm en contra de blanco de reactivo
utilizando 1000 microlitros de reactivo con 50 microlitros de muestra previamente incubada

durante 60 segundos a 37°C.

7.3.6.4 Medicion de Urea sérica

El analisis se realizé por medio del kit Diasys® Urea FS, Alemania, comparado con estandar
y se prepard la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el kit. La
medicidn se realiz6 a una longitud de onda de 365 nm en contra de blanco de reactivo
utilizando 1000 microlitros de reactivo con 10 microlitros de muestra previamente incubada

durante 40 segundos a 37°C.

7.3.6.5 Mediciéon de Colesterol sérico

El analisis se realiz6 por medio del kit Diasys® Cholesterol FS, Alemania comparado con
estandar y se prepard la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el kit.
La medicion se realiz6 a una longitud de onda de 546 nm en contra de blanco de reactivo
utilizando 1000 microlitros de reactivo con 10 microlitros de muestra previamente incubada

durante 10 minutos a 37°C.
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7.3.6.6 Medicién de AlbUumina sérica

El andlisis se realiz6 por medio del kit Diasys® Albumina FS comparado con estandar y se
prepar6 la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el kit. La medicion se
realizé a una longitud de onda de 546 nm en contra de blanco de reactivo utilizando 1000
microlitros de reactivo con 10 microlitros de muestra previamente incubada durante 10

minutos a 37°C.
Unicamente para la validacion se realiz6 la medicion de Triglicéridos de la siguiente manera

7.3.6.7 Medicion de Triglicéridos sérica

El andlisis se realiz6 por medio del kit Diasys® Triglicéridos FS comparado con estandar y
se prepardé la muestra segun las instrucciones del fabricante incluidas en el kit. La medicién
se realiz6 a una longitud de onda de 546 nm en contra de blanco de reactivo utilizando 1000
microlitros de reactivo con 10 microlitros de muestra previamente incubada durante 10

minutos a 37°C.

7.3.7 Analisis Estadistico

Los datos tanto de la validacibn como de la evaluacion farmacoldgica de extractos
vegetales, se analizaron utilizando el software estadistico Prism 5 (GraphPad, San Diego,
CA, USA). Todos los datos se expresan como la media + error estdndar de la media
(S.E.M.). Las comparaciones estadisticas se realizaron entre cambios de parametro
(medida en tiempo 0- medida en tiempos posteriores) para pesos utilizando ANOVA de dos
vias entre los grupos tratados con tratamiento experimental y tratados con vehiculo, seguido
de la prueba posterior de comparacion Bonferroni. Mientras para los parametros de
comportamiento, glucosa, colesterol total, triglicéridos, creatinina y urea solamente se
obtuvieron datos finales y se analizé por medio de ANOVA de una via entre los grupos
tratados con tratamiento experimental y tratados con vehiculo, seguido de la prueba
posterior de comparacion Bonferroni. Los valores P< 0.05 se consideran estadisticamente

significativos.
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VIIl.  Resultados

8.1 Diferencia de peso corporal en validacién del modelo

Para determinar las dosis que garantizan la induccion de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad se realizo inicialmente una validacion con tres diferentes combinaciones de
D-galactosa (D-Gal, SC)/Cloruro de Aluminio (AICls, PO) en dosis de 150/13, 300/26, 450/39
mg/kg, respectivamente, en ratones macho CD-1 de 6 semanas. El cambio en el peso
corporal es un parametro importante durante el envejecimiento por el impacto del mismo en
el metabolismo y comportamiento durante 60 dias. Se observé una disminucion de los
valores promedio de peso corporal Unicamente en el grupo con D-Gal/AlCl; 450/39 mg/kg,
con respecto al grupo Control (normal) lo cual indica la funcionalidad biol6gica del modelo

a estas dosis (Figura 1).

Validacion envejecimiento acelerado +
neurotoxicidad. Peso corporal

15+

[y
o
1

Control (normal)

D-gal 150 mg/kg + AICl3
13 mg/kg

D-gal 300 mg/kg + AICl,
26 mg/kg

D-gal 450 mg/kg + AICl,
39 mg/kg

Diferencia peso (g)

@ 0 0 9

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6
Dias

Figura 1. Cambios en el peso corporal en validacion del modelo de envejecimiento
acelerado por D-Galactosa (D-Gal) y neurotoxicidad por Cloruro de Aluminio (AICls3)

en ratones macho CD-1 durante 60 dias (n=8 por grupo). Diferencias de peso de tres



36

combinaciones de D-Gal (SC) y AICI; (PO) comparadas con un grupo Control (normal). Se
presentd una disminucién de peso en la dosis mas alta administrada. Los valores son

expresados media + error estandar de la media (SEM).

8.2 Laberinto en cruz elevado en validacion del modelo

Posterior a 60 dias de tratamiento con D-Gal y AlICI; se procedié a evaluar parametros de
comportamiento como exploracion espontanea y ansiedad a partir del laberinto en cruz
elevado, los cuales se encuentran directamente relacionados con el sistema nervioso
central y envejecimiento. Al evaluar la exploracion en los brazos abiertos no se observé una
diferencia en el numero de entradas (Figura 2A). Por el contrario, el nimero de entradas
totales en las tres combinaciones experimentales mostré diferencias significativas (P < 0.05)
en el dia 30, comparados con el grupo Control (normal). El grupo D-Gal/AlCl; 450/39 mg/kg
mostré adicionalmente reduccion significativa en el nUmero de entradas a los 60 dias, lo
cual sugiere induccion de neurotoxicidad a partir de los 30 dias (Figura 2B). Por otra parte,
los tres grupos presentaron una reduccion, la cual no fue significativa, del tiempo en los
brazos abiertos tanto a los 30 como a los 60 dias comparados con el grupo Control (normal)

siendo el grupo D-Gal/AICl; 450/39 mg/kg el que mayor disminucién presenté (Figura 2C).
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Figura 2. Laberinto en cruz elevada en validacién de envejecimiento acelerado por D-
Galactosa (D-Gal) y neurotoxicidad por Cloruro de Aluminio (AICIs) en ratones macho
CD-1 (n=8 por grupo). (A) Numero de entradas en brazos abiertos de tres grupos a
diferentes dosis de D-Gal y AICI;. No se observé cambio significativo en ninguno de los tres
grupos con respecto al grupo Control (normal). (B) NUmero de entradas totales en brazos
de tres grupos a dosis diferentes de D-Gal/AICl;. Se observé disminucion significativa al
menos uno de los dos dias y en la combinacién con dosis mas altas en ambos dias. (C)
Tiempo en brazos abiertos de tres grupos a dosis diferentes de D-Gal/AICl;. Se observé
disminucién en el tiempo en brazos abiertos en todos los grupos con respecto al grupo
Control (normal). Los valores son expresados media + error estandar de la media (SEM).

*P< 0.05 denota diferencias significativas comparadas con el grupo control.
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8.3 Campo Abierto en validacion del modelo

En paralelo a la realizacion del laberinto en cruz elevado se evaluaron parametros como
locomocién, exploracion y ansiedad por medio del campo abierto, las cuales estan
directamente relacionados con el sistema nervioso central y dependen del envejecimiento.
Los datos obtenidos en esta fase fueron obtenidos a partir de la medicion directa del
comportamiento a partir de dos observadores independientes. Al evaluar el tiempo en
el centro para los tres grupos no se observé cambio significativo en el tiempo explorado
(Figura 3A). De la misma manera, no se observaron cambios significativos en el tiempo en
movimiento, a pesar de que se observd una disminucion conforme aumentaba la dosis
(Figura 3B). De forma similar, no se observé un cambio significativo en el nimero de
entradas al centro (Figura 3C) ni en el nimero de cuadros recorridos para ninguno de los
grupos con respecto al grupo Control (nhormal) (Figura 3D). Estos datos sugieren que el

envejecimiento acelerado combinado con neurotoxicidad no tiene un impacto en la

exploracion.
Validacion envejecimiento acelerado + Validacién envejecimiento acelerado +
neurotoxicidad. Campo abierto neurotoxicidad. Campo abierto
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Figura 3. Campo Abierto en validacion de envejecimiento acelerado por D-Galactosa

(D-Gal) y neurotoxicidad por Cloruro de Aluminio (AlICl3) en ratones macho CD-1 (n=8
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por grupo). Tiempo en el centro de tres grupos a diferentes dosis de D-Gal/AICls. No se
observé cambio significativo en el tiempo en el centro (A), en el tiempo en movimiento (B),
en la cantidad de entradas en el centro (C) y en la cantidad de cuadros recorridos (D) de
ninguno de los grupos con respecto al grupo Control (normal). Los valores son expresados

media + error estandar de la media (SEM).

8.4 Metabolismo en validacion del modelo

Posterior a los 60 dias de induccion, se realiz6 andlisis colorimétrico de diferentes
parametros a partir de muestras de sangre para la evaluacion bioquimica de metabolismo,
ya que durante el envejecimiento existe una mayor acumulacién de productos de
eliminacion y menor cantidad de productos utiles debido a la ralentizacién del metabolismo.
Se observé un aumento en la concentracién de glucosa en sangre para los tres grupos
experimentales con respecto al grupo Control (normal), sin embargo, este no fue
significativo (Figura 4A). En cuanto a Nitrdgeno de Urea en sangre no se observo ninguin
cambio significativo para los grupos experimentales con respecto al grupo Control (normal)
(Figura 4B). Para la creatinina sérica se observé una disminucién de los valores promedio
dependiente de la dosis (figura 4C). Ademas, se observd un aumento en la concentracion
de colesterol en la dosis mas alta de D-Gal y AICls, lo cual indica una ralentizaciéon en el

metabolismo a mayores dosis de D-Gal/AICl; (figura 4D).
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Figura 4. Analisis de sangre en validacion de envejecimiento acelerado por D-
Galactosa (D-Gal) y neurotoxicidad por Cloruro de Aluminio (AICIs) en ratones macho
CD-1 (n=8 por grupo). No se observaron cambios significativos en sangre de los niveles
de glucosa (A), Nitrogeno de Urea (B), Yy triglicéridos (E) en ninguno de los grupos con
respecto al grupo Control (normal). (C) En cuanto a la creatinina sérica se observa
tendencia a la disminucion de la misma conforme aumenta la dosis de D-Gal/AICl;. (D)
Mientras en colesterol total se observd un aumento en los valores promedio de la
concentracion en sangre en la combinacion mas alta de D-Gal/AlCl; con respecto al grupo

normal. Los valores son expresados media * error estandar de la media (SEM).
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8.5 Diferencias de peso en evaluacion farmacoldgica

A partir de la seleccion de la combinacion de D-Gal (SC) y AlCl; (PO) mas éptima para
generar un modelo de envejecimiento acelerado con neurotoxicidad, se seleccioné la
concentracion de 450/39 mg/kg, respectivamente, para futuros experimentos. Se evalué la
actividad protectora en este modelo tras la administracion oral individual de extractos de
Passiflora ligularis y Valeriana prionophylla a tres diferentes dosis, 10 mg/kg, 50 mg/kg y
100 mg/kg, en ratones CD-1 macho de 8 semanas, durante 60 dias en paralelo a la
administracion de D-Gal y AlICls. Dentro del modelo, la administracion de P. ligularis 50
mg/kg suprimio la pérdida de peso comparada con el grupo envejecido, acercando a valores
promedio similares con el grupo Control (Figura 5). Otras dosis del extracto de esta especie
no mostraron diferenciadas comparadas con el grupo envejecido. Esto sugiere que P.
ligularis podria tener un impacto en el metabolismo durante 60 dias dependiendo de la

dosis.
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Figura 5. Cambios en pesos corporales tras la administracion oral de extractos de
Passiflora ligularis y Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado
y neurotoxicidad por D-Galactosa (D-Gal) y Cloruro de Aluminio (AICI3) en ratones
macho CD-1 (n=8 por grupo). La induccion de envejecimiento acelerado y neurotoxicidad
mostré una reduccion de pesos comparado con el grupo control (normal). Esta reduccién
fue ligeramente suprimida Unicamente por el grupo P. ligularis 50 mg/kg. Los valores son

expresados media * error estandar de la media (SEM).
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8.6 Nado Forzado en evaluacién farmacoldgica

Luego de 60 dias se evalud el estado de depresion, el cual es un problema relacionado
directamente al sistema nervioso central que en muchas ocasiones también puede ser
producido por neurotoxicidad como por envejecimiento, esto a partir del tiempo inmévil en
nado forzado. Se observo disminucion en los valores promedio del tiempo inmovil tanto en
los grupos NAC y P. ligularis 10 mg/kg, asi como tendencia a la disminucion del tiempo
inmovil a dosis bajas de P. ligularis, lo cual sugiere potencial antidepresivo por parte de este

extracto a dosis bajas en el modelo utilizado.

Envejecimiento acelerado +
neurotoxicidad. Nado Forzado
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n
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E Bl P. ligularis 100 mg/kg
o 100- * * = P. ligularis 50 mg/kg
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e 3 P. ligularis 10 mg/kg
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= Hl V. prionophylla 100 mg/kg
0 T El V. prionophylla 50 mg/kg
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D-gal 450 mg/kg + AICl3 39 mg/kg

Figura 6. Nado forzado tras la administracion oral extractos de Passiflora ligularis y
Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado y neurotoxicidad por
D-Galactosa (D-Gal) Cloruro de Aluminio (AICIl3) en ratones macho CD-1 (n=8 por
grupo). Se observd disminucion significativa en los valores promedio de tiempo inmdvil
para los grupos N-Acetilcisteina, asi como para P. ligularis 10 mg/kg con respecto al grupo
Envejecido. Los valores son expresados media + error estandar de la media (SEM). *P<

0.05 denota diferencias significativas comparadas con el grupo ENV.
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8.7 Laberinto acuético de Morris en evaluacion farmacol6gica

Posterior a los 60 dias se evalu6 memoria y aprendizaje por medio del laberinto acuatico
de Morris, en el cual se realizan 6 dias de entrenamiento con la plataforma colocada en un
cuadrante y un dia de ensayo final en el cual no se coloca la plataforma, a partir de este se
pueden observar problemas relacionados con el aprendizaje y la memoria que se
encuentran relacionados directamente con el sistema nervioso central y su degeneracion
producida por neurotoxicidad y envejecimiento. Todos los datos obtenidos el dia final se
obtuvieron mediante software de rastreo animal. No se observaron cambios significativos
entre los grupos experimentales de P. ligularis (Figura 7A) y V. prionophylla (Figura 7B)
comparado con el grupo Envejecido con D-Gal/AICl;. Por el contrario, se observo un
aumento en los valores promedio de tiempo en el cuadrante donde se encontraba la
plataforma por parte de los grupos de P. ligularis 50 mg/kg y V. prionophylla 100 mg/kg y
10 mg/kg comparados con el grupo Envejecido, lo cual sugiere actividad protectora de la
memoria y estimulante del aprendizaje para estos extractos a dichas dosis en el modelo
utilizado (Figura 7C).
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Figura 7. Laberinto acuético de Morris tras la administracion oral de extractos de
Passiflora ligularis y Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado

y neurotoxicidad por D-Galactosa (D-Gal) y Cloruro de Aluminio (AICl3) en ratones
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macho CD-1 (n=8 por grupo). Tiempo de latencia durante entrenamiento. No se observo
cambio significativo entre los grupos de P. ligularis (A) y los de V. prionophylla (B)
comparado con grupo Envejecido. (C) Se observd un aumento en los valores promedio del
tiempo dentro del cuadrante para los grupos P. ligularis 50 mg/kg, asi como los grupos de
V. prionophylla de 100 y 10 mg/kg comparados con el grupo Envejecido. Los valores son
expresados media + error estdndar de la media (SEM). *P< 0.05, **P< 0.01 denota

diferencias significativas comparadas con el grupo ENV.

8.8 Campo abierto en evaluacién farmacolégica

Posterior a los 60 dias se evalud la actividad protectora en los pardmetros de locomocion,
exploracion y ansiedad por medio de campo abierto, ya que estos se encuentran
directamente relacionados con el envejecimiento y neurodegeneracion. Los datos se
obtuvieron mediante un software de rastreo animal. Se observo una disminucion en los
valores promedio de la distancia recorrida en los grupos Control y N-acetilcisteina (NAC)
asi como en el grupo experimental P. ligularis 10 mg/kg, ademas se observé tendencia a la
disminucién de los valores de distancia recorrida relacionada con dosis mas bajas tanto de
P. ligularis como V. prionophylla (Figura 8A). Ademas, se observé una disminucién en los
valores promedio de la velocidad total en los grupos Control y NAC asi como tendencia a
la disminucién de los valores de distancia recorrida relacionada con dosis mas bajas de P.
ligularis asi como dosis mas altas de V. prionophylla (Figura 8B). De igual manera se
observé un aumento en los valores promedio de porcentaje de tiempo en el centro en los
grupos Control y NAC al igual que tendencia al aumento relacionado con dosis mas bajas
de P. ligularis asi como dosis mas altas de V. prionophylla (Figura 8C). También se observé
una disminucién de los valores promedio de aceleracién total con respecto al grupo
Envejecido por parte de los grupos Control y NAC, asi como el grupo experimental P.
ligularis 10 mg/kg (Figura 8D). Estos datos sugieren proteccion en contra de problemas
neuroldgicos relacionados con la locomocién por parte de los extractos evaluados en el

modelo utilizado.
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Figura 8. Campo abierto tras laadministracién oral de extractos de Passifloraligularis
y Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado y neurotoxicidad
por D-Galactosa (D-Gal) y Cloruro de Aluminio (AICI3) en ratones macho CD-1 (n=8
por grupo). (A) Se observé disminucion en la distancia total promedio recorrida para los
grupos N-acetilcisteina (NAC) y P. ligularis 10 mg/kg con respecto al grupo Envejecido
(ENV). (B) Se observé disminucién en los valores promedio velocidad total para el grupo
NAC y grupo Control con respecto al grupo ENV. (C) No se observé cambio significativo en
el porcentaje de tiempo en el centro para los grupos experimentales con respecto al grupo
ENV. (D) Se observé disminucion de los valores promedio de aceleracion total para los
grupos NAC y P. ligularis 10 mg/kg con respecto al grupo ENV. Los valores son expresados
media * error estandar de la media (SEM). *P< 0.05, **P< 0.01, *** P< 0.001 denota

diferencias significativas comparadas con el grupo ENV.
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8.9 Laberinto en cruz elevado en evaluacion farmacolégica

Posterior a los 60 dias de administracién se evalud la actividad neuroprotectora en los
parametros de locomocion, exploracion y ansiedad por medio de laberinto en cruz elevado,
debido a que estos se encuentran directamente relacionados con envejecimiento y
neurotoxicidad. Se observé una disminucion en la cantidad de entradas en los brazos
abiertos por parte de los grupos control, P. ligularis 50 mg/kg y V. prionophylla 50 mg/kg
(Figura 9A). En cuanto al nimero de entradas en los brazos cerrados no se observo
diferencia entre ninguno de los grupos con respecto al grupo envejecido (Figura 9B). Por
otra parte, se observé una disminucion en el nimero de entradas totales, tanto en brazos
abiertos como cerrados, por parte del grupo Control, asi como los grupos experimentales
de P. ligularis 50 mg/kg y V. prionophylla 50 mg/kg y 10 mg/kg (Figura 9C). De la misma
manera se observé un aumento en el nimero de estiramientos en los brazos cerrados por
parte del grupo control y se observé un aumento de los mismos a menores dosis de P.
ligularis, asi como dosis altas de V. prionophylla lo cual sugiere que los cambios en este
parametro pueden ser dependiente de concentracién (Figura 9D). Al igual que resultados
anteriores se observé una disminucion de la cantidad de estiramientos en brazos abiertos
por parte del grupo control, asi como los grupos experimentales de P. ligularis 50 mg/kg y
V. prionophylla 50 mg/kg (Figura 9E). Estos resultados sugieren actividad protectora en
parametros relacionados a ansiedad y locomocién para ambos extractos a dosis

especificas.
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Figura 9. Laberinto en cruz elevado tras la administracién oral de extractos de
Passiflora ligularis y Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado
y neurotoxicidad por D-Galactosa (D-Gal) Cloruro de Aluminio (AICIl3) en ratones
macho CD-1 (n=8 por grupo). (A) Se observo disminucion en la cantidad promedio de
entradas en los brazos abiertos para los grupos Control (normal), P. ligularis 50 mg/kg y V.
prionophylla 50 mg/kg con respecto al grupo Envejecido (ENV). (B) No se observé
diferencia en ninguno de los grupos con respecto al grupo ENV. (C) Se observé una
disminucién en el nUmero de entradas totales en los grupos Control (normal), P. ligularis 50
mg/kg y V. prionophylla 50 mg/kg y 10 Mg/kg con respecto al grupo ENV. (D) Se observo

un aumento en el numero de estiramientos en los brazos cerrados en el grupo Control
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(normal) con respecto al grupo ENV. (E) Se observé una disminucion de los valores
promedio en la cantidad de estiramientos en los brazos abiertos para los grupos Control
(normal), P. ligularis 50 mg/kg y V. prionophylla 50 mg/kg. Los valores son expresados
media * error estandar de la media (SEM). *P< 0.05, **P< 0.01, *** P< 0.001 denota
diferencias significativas comparadas con el grupo ENV.

8.10 Metabolismo en evaluacion farmacolégica

Luego de los 60 dias se evalué parametros metabdlicos los cuales son de suma importancia
en envejecimiento ya que durante el mismo existe una mayor acumulacion de productos de
eliminacion y menor cantidad de productos utiles debido a la ralentizacién del mismo. Se
observo una disminucion en los valores promedio de Glucosa sérica en el grupo P. ligularis
50 mg/kg con respecto al grupo Envejecido (ENV) lo cual indica potencial hipoglicemiante
en el modelo utilizado para el grupo experimental (Figura 10A). Ademas, se observo que
los grupos P. ligularis 50 mg/kg y 10 mg/kg presentan un aumento de la creatinina sérica
con respecto al grupo ENV (Figura 10B). Por el contrario, en albumina sérica no se observo
cambio significativo en ninguno de los grupos con respecto al grupo ENV (Figura 10C).
Finalmente se observé que el grupo Control (normal) presenta disminucion en los niveles
séricos de colesterol con respecto al grupo ENV, de la misma manera todos los grupos de
P. ligularis y V. prionophylla presentan disminucién en los valores promedio con respecto al
grupo Envejecido, lo sugiere potencial hipocolesterolémico para todos los grupos
experimentales en el modelo utilizado (Figura 10D). Por otra parte, se observé disminucién
en los niveles de urea en sangre para los grupos P. ligularis 100 mg/kg y V. prionophylla 10
mg/kg, lo cual sugiere actividad nefroprotectora de estos extractos en el modelo utilizado
(Figura 10E).



51

(A) Envejecimiento acelerado + (B) Envejecimiento acelerado +
neurotoxicidad 60 dias. Glucosa neurotoxicidad 60 dias. Creatinina
-
400 < 25+
= S} * *
g % 20
£ ©
© © 154
L @
@ « 104
g £
3 £ 5+
| o
TN 8 o
CON ENV NAC P100 P50 P10 V100 V50 V10 CON ENV NAC P100 P50 P10 V100 V50 V10
D-gal 450 mg/kg + AICI; 39 mglkg D-gal 450 mg/kg + AICI; 39 mg/kg
(C) Envejecimiento acelerado + ( ) Envejecimiento acelerado +
i neurotoxicidad 60 dias. Albdmina neurotoxicidad 60 dias. Colesterol
2 s001 T
g g =3 Control (normal)
= 6004 E 6 it mm D-gal 450 mg/kg+AICl; 39 mg/kg
8 B/ Bl N-Acetilcisteina
2 b
g 400+ 5 4 *** *** Bm P. ligularis 100 mg/kg
© o =3 P. ligularis 50 mg/kg
c
= 200+ g 2+ =3 P. ligularis 10 mg/kg
E o g Hm V. prionophylla 100 mg/kg
< O 1 =T ! Q 0~ = V. prionophylla 50 mg/k
CON ENV NAC P100 P50 P10 V100 V50 V10 o CON ENV NAC P100 P50 P10 V100 VB0 VIO = v p_ phy” o g/kg
. priono| a m
D-gal 450 mg/kg + AICI; 39 mg/kg D-gal 450 mglkg + AICl; 39 mg/kg p phy! 9/kg
(E) Envejecimiento acelerado +
neurotoxicidad 60 dias. BUN
8-
6=
<
2+
£
2-

CON ENV NAC P100 P50 P10 V100 V50 V10

D-gal 450 mg/kg + AICl; 39 mg/kg

Figura 10. Metabolismo tras la administracion de extractos de Passiflora ligularis y
Valeriana prionophylla en modelo de envejecimiento acelerado y neurotoxicidad por
D-Galactosa (D-Gal) y Cloruro de Aluminio (AICIs) en ratones macho CD-1 (n=8 por
grupo). (A) Se observé una disminucion de los niveles de glucosa en sangre en el grupo P.
ligularis 50 mg/kg con respecto al grupo Envejecido (ENV). (B) Se observé un aumento
significativo en los niveles de creatinina sérica en los grupos de P. ligularis 50 y 10 mg/kg
con respecto al grupo ENV. (C) No se observé cambio significativo en los niveles de

albumina sérica para ningun grupo con respecto al grupo Envejecido. (D) Se observo una
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disminucidn significativa en los niveles de colesterol en sangre para todos los grupos de P.
ligularis y V. prionophylla con respecto al grupo Envejecido. (E) Se observé una disminucion
de los valores promedio de urea en sangre para los grupos P. ligularis 100 mg/kg y V.
prionophylla 10 mg/kg. Los valores son expresados media * error estandar de la media
(SEM). *P< 0.05, **P< 0.01, *** P< 0.001 denota diferencias significativas comparadas con

el grupo control.
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IX. Discusioén

El envejecimiento es un proceso natural e irreversible de todos los organismos vivos, el cual
provoca el deterioro de diferentes érganos y por lo tanto la pérdida de sus funciones por
medio de diferentes mecanismos. El dafio oxidativo es uno de los mecanismos mas
importantes de dafo dentro del proceso de envejecimiento (Li et al., 2019). La produccion
de especies reactivas de oxigeno puede ocurrir de forma endégena como es el caso de las
producidas en la mitocondria durante la produccion de energia como radicales superéxido
y radicales hidroxilo (Kregel & Zhang, 2007), ademas de la produccion endégena también
puede producirse por fuentes exdgenas entre las que se encuentran consumo de aire y
agua contaminados, tabaco, alcohol, drogas y radiacion entre otros (Russo et al., 2012). La
mayoria de sistemas del cuerpo humano se ven afectados por este tipo de dafio,
principalmente los que mas consumo de energia requieren para su funcionamiento (Islam,
2017). Este es el caso del sistema nervioso central, principalmente el cerebro el cual es un
organo sumamente complejo y que posee el mayor consumo de energia en relacién con su
tamafio dentro del cuerpo lo cual incrementa la produccion de especies reactivas de
oxigeno por parte de la mitocondria en su necesidad de producir energia (Stefanatos &
Sanz, 2018). En conjunto a este proceso actlan mecanismos antioxidantes protectores en
su mayoria enzimaticos como los producidos por superéxido dismutasas, peroxirredoxinas
y glutatién peroxidasas (Trist et al., 2019). Durante el envejecimiento tanto la produccion de
radicales libres como los mecanismos antioxidantes se ven afectados. La produccion de
radicales libres sufre una desregulacién y por lo tanto un aumento de los mismos (Qin et
al., 2013), al mismo tiempo los sistemas de defensa fallan con mayor frecuencia (H. Zhao
et al., 2018) incrementando la cantidad de especies reactivas de oxigeno y por lo tanto el
dafio. De esta manera ocurre un dafio progresivo que inicia en la célula y se incrementa
hasta afectar 6rganos y sistemas generando dafios irreversibles (Guillaumet-Adkins et al.,
2017; Haddadi et al., 2014). Entre estos se encuentran problemas neurodegenerativos, que
incluyen perdida de funciones cognitivas y dafios en estructuras especificas del sistema
nervioso central que desembocan en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como Parkinson, Alzheimer, demencia, depresién y ansiedad (Patki et al., 2013; Qin et al.,
2013; Yan et al., 2016; Y. Zhao & Zhao, 2013). Para el estudio tanto de problemas
neurodegenerativos como de envejecimiento son muy Utiles los modelos in vivo. Entre estos

se encuentran modelos de envejecimiento acelerado inducido por D-Galactosa (D-Gal)



54

(Azman & Zakaria, 2019), modelos de Alzheimer inducido por Cloruro de Aluminio (AICls)
(Chiroma et al., 2018; Xiao et al., 2011) y modelos de Parkinson inducido por rotenona
(Siracusa et al., 2020) entre otros. Estudios previos han demostrado la confiabilidad de un
modelo crénico combinado de envejecimiento acelerado por D-Gal y neurotoxicidad por
AICI; tanto en ratas como en ratones a dosis bajas (Cui et al., 2006; Guo et al., 2020; Xiao
et al.,, 2011; Zhen et al., 2016) y dosis altas (Badibostan et al., 2019; Haider et al., 2015;
Kong et al., 2018). La D-Gal acttia debido a la formacidon de especies reactivas de oxigeno
lo cual genera estrés oxidativo y acelera el envejecimiento (Badibostan et al., 2019;
Knapowski et al., 2002; Parameshwaran et al., 2010b), asi como por la activacion de vias
metabdlicas de carbohidratos como la via insulinica, que aceleran la produccién de
senescencia celular y disminuye la autofagia y rejuvenecimiento celular (Martel et al., 2019).
Mientras la neurotoxicidad ocurre por el papel del aluminio como estimulante de la actividad
de acetilcolinestaras y facilidad para cruzar la barrera hematoencefalica (Chiroma et al.,
2018; Liaquat et al., 2019; Shati et al., 2011), cuyo dafio incluso puede ser utilizado para
evaluar modelos de Alzheimer (Xiao et al., 2011). En el presente estudio se evalud la
efectividad del modelo en ratones macho CD-1 en el modelo durante un periodo de 60 dias.
Para ello se evalu6 el modelo a tres combinaciones diferentes de D-Gal y AlCls.

Durante la inducciéon del modelo en envejecimiento y neurotoxicidad se presentd una
disminucion en los pesos del grupo con las dosis mas altas tanto de D-Gal como AICls,
incrementandose la disminucion a partir del dia 45. Esto se observa de la misma manera
en estudios previos que han utilizado dosis similares de D-Gal y AICI; tanto en combinacion
como D-Gal de forma individual en ratas y en ratones de diferentes cepas (Haider et al.,
2015; Malekshah et al., 2005). Al mismo tiempo estos resultados difieren de otros estudios
en los cuales las dosis altas no lograron la induccién del envejecimiento acelerado, esto
especificamente en ratas de la cepa Wistar (Cardoso et al., 2015). Las ratas poseen
aspectos fisioloégicos diferentes con respecto a los ratones y estas también varian de
acuerdo a las diferentes cepas especificas de cada especie (Martignoni et al., 2006). Una
de las diferencias importantes entre especies y cepas dentro del metabolismo es la
presenciay actividad de las familias enzimaticas de Citocromo C oxidasa y Citocromo P450
en todas sus isoformas. Estas son necesarias en el metabolismo tanto de drogas como de
otros compuestos importantes como lipidos, ademéas de desempefiar un papel importante

en la formacion y control de radicales libres (Cacabelos, 2020; Martignoni et al., 2006;
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Orellana & Guajardo, 2004). Por ello la actividad de D-Gal se ve afectada y por lo tanto la
efectividad del modelo no estd garantizada en todas las cepas y especies. La disminucion
de pesos con respecto al grupo control es un indicativo de envejecimiento acelerado,
contrario a lo que se podria esperar de un aumento de peso, esta disminucion se puede
atribuir a una disminucién de la masa muscular y de densidad 6sea (Fatemi et al., 2018;
Hor et al., 2021; D. Wang et al., 2020). Los datos de metabolismo confirman la disminucion
de masa muscular por medio de la medicidén de creatinina sérica. En esta se observo una
disminucion de creatinina dependiente de concentracion, lo cual indica una menor
produccion de creatinina y se puede asociar a la disminucién de tejido muscular
caracteristica del envejecimiento (Odden et al., 2009; Pifiol-Ripoll et al., 2009). Ademas,
dentro del metabolismo se observé tendencia en los diferentes parametros. En glucosa
sérica se observo un aumento dependiente de concentracion con respecto al grupo control,
el cual es un problema comun en envejecimiento que indica la ralentizacién del metabolismo
y por lo tanto la acumulacion de sustratos metabdlicos. Con respecto a colesterol sérico se
observé un aumento dependiente de dosis con respecto al grupo control lo cual es normal
en envejecimiento e indica la ralentizacion del metabolismo, aumento en la sintesis de
lipidos y acumulacion de tejido graso (Holloszy, 2000; Houtkooper et al., 2011; Morissette
et al., 2009). Ademas de la disminucién de peso y alteraciones metabdlicas se observaron
cambios en el comportamiento de los ratones. En laberinto en cruz elevado se observé una
disminucién en los parametros de locomocién y exploracién. Especificamente en la cantidad
de entradas totales a los brazos, esto se puede asociar a envejecimiento debido a la
disminucién de masa muscular asi como problemas neurodegenerativos que disminuyen la
exploracion, locomocién y orientacibn como ocurre en casos de demencia y depresiéon
(Goodwin, 2015; Kang et al., 2017; Kazmi et al., 2013; Xiang et al., 2019). EIl presente
estudio provee informacién nueva sobre la efectividad del modelo en la cepa de ratones
CD-1 a las dosis utilizadas, ya que es el primer estudio de este tipo que se realiza en esta

cepa de ratones.

Posterior a la evaluacion del modelo y seleccion de las dosis adecuadas para la induccion
se evalud la actividad de extractos de dos plantas nativas en el modelo. En base a estudios
previos que muestran actividad neuroprotectora, antioxidante, ansiolitica y antidepresiva
por parte de especies de la familia Passifloraceae (Awad et al., 2007; M Al kuraishy, 2020;

Marroquin et al., 2012; Otify et al., 2015), asi como el uso tradicional de Passiflora ligularis
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Juss se seleccion6 esta planta. De la misma manera en base a estudios previos que
muestran actividad ansiolitica, antidepresiva y citoprotectora en modelos de Parkinson por
parte de Valeriana Prionophylla Standl (De Souza et al., 2011; Ortiz et al., 2013), otras
especies de la familia Valerianaceae (Das et al., 2021; Miller et al., 2012; Rao et al., 2005),
y al uso tradicional se seleccion6 esta planta. Tomando en cuenta que la
etnofararmacologia es necesaria en paises como Guatemala ya que puede funcionar de
base para el estudio de plantas nativas (Castafieda et al., 2022) Los extractos de ambas
plantas se probaron a tres dosis diferentes en el modelo de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad por D-Gal y AICls. Con resultados preliminares que sugieren actividad
neuroprotectora y antienvejecimiento para ambas plantas en al menos una de las dosis en
los diferentes parametros evaluados. Los parametros evaluados fueron pesos,
comportamiento y metabolismo. En los pesos Unicamente uno de los grupos experimentales
(P. ligularis 50 mg/kg) logré6 mantener un peso similar al control. Esto se puede asociar a la
actividad antioxidante, antiinflamatoria y anti senescente comprobada de los metabolitos
guercetina, kampferol y apigenina que se encuentran presentes en esta P. ligularis (Carvajal
de Pabon et al., 2014; Devia, 2018). Esto debido al mecanismo por el cual ocurre el
envejecimiento acelerado; el cual como se menciond con anterioridad se produce por la
produccién de dafio oxidativo y activacion de vias metabdlicas de carbohidratos. Ademas,
estudios previos muestran que la apigenina disminuye el dafio y la atrofia muscular por
medio de inhibicién de vias oxidativas y aumento de mitofagia y apoptosis (Oyebode et al.,
2020; Sang et al., 2017), lo cual podria jugar un papel importante dentro de la pérdida de
peso que se presenta en el modelo. De la misma manera, ninguna de las dosis de V.
prionophylla logré frenar la disminucion de peso y por el contrario lo disminuy6 ain mas en
estos grupos. Por lo cual no se puede asociar actividad protectora en cuanto a conservacion
de masa muscular y densidad 6sea, asi como potencial antioxidante por parte de V.
prionophylla. Sin embargo, se puede observar potencial reductor de acumulacién de tejido
graso la cual podria ser la causa de la mayor pérdida de peso como se ha observado en
otras especies de la familia Valerianaceae (Yuki et al., 2015; Zhu et al., 2016). Ademas de
los pesos fue necesaria la evaluacién de metabolismo para evaluar envejecimiento. Por ello
se realizé la evaluacién de pardmetros bioquimicos involucrados en el metabolismo de
diferentes sustratos y productos. Dentro de estos se observdé como el mejor candidato
antienvejecimiento y con potencial regulador de metabolismo el grupo de P. ligularis 50

mg/kg, debido a su actividad reguladora de glucosa, creatinina y colesterol. Estos
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resultados confirman que este fue el tnico grupo que logré mantener el peso con respecto
al grupo control. Lo cual fortalece la hipétesis de la actividad protectora contra dafio
oxidativo y celular que provoca el envejecimiento. En cuanto a los niveles de glucosa es
importante mencionar que al mantenerlos controlados evita el envejecimiento por
metabolismo de carbohidratos y dafio oxidativo (Liao & Kennedy, 2014). Por otra parte, al
mantener los niveles de creatinina similares al grupo control es un indicativo de la
conservacion de masa muscular (Odden et al., 2009), que difiere del proceso que ocurre en
envejecimiento. En lo que respecta a los niveles de colesterol se debe mencionar que
durante el envejecimiento aumenta la concentracion de lipidos en la sangre, debido a la
ralentizacion del metabolismo y acumulacion de tejido graso como se menciond con
anterioridad, lo cual al mantener los niveles de colesterol normales es un indicativo de que
no existié afeccion en cuanto al metabolismo y por lo tanto brinda protecciéon al mismo en
lo que respecta a envejecimiento. En cuanto a los otros dos grupos de P. ligularis ambos
presentaron actividad en los niveles de colesterol. Sin embargo, Unicamente el grupo de 10
mg/kg presentd actividad en los niveles de creatinina. Estos datos permiten confirmar la
actividad dentro del metabolismo de P. ligularis a diferentes dosis, debido a como se
menciond con anterioridad el potencial antioxidante y citoprotector que confiere un mejor
funcionamiento a los érganos involucrados. Sin embargo, el mecanismo de accién aln no
se ha descrito completamente. Por otra parte, en lo que respecta a los grupos de V.
prionophylla estos Unicamente presentaron actividad en los niveles de colesterol sérico.
Esto sugiere una disminucién mayor en los pesos de estos individuos ya que sumado a la
posible pérdida de tejido muscular y densidad 6sea no se presentd acumulacion de tejido
graso y por lo tanto el peso fue atin menor. Esto no es del todo malo ya que una disminucién
de la concentracion de grasa en el cuerpo permite evitar multiples problemas durante el
envejecimiento. Dicha actividad se puede atribuir a la composicién de las plantas de la
familia Valerianaceae, de la cual se pueden mencionar iridoides y monovalerianester ya que
presentan actividad como antiacumuladores de grasa y sobre las vias de metabolismo de
(Yuki et al., 2015; Zhu et al., 2016). En el resto de parametros evaluados no se observo
actividad significativa. Sin embargo, se pudo observar posible potencial nefroprotector por
parte de P. ligularis 100 mg/kg y V. prionophylla 10 mg/kg, por lo que se debe explorar con

mayor profundidad estas dosis en este tipo de dafio.
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En lo que respecta a ensayos de comportamiento se evalué nado forzado, laberinto
acuatico de Morris, campo abierto y laberinto en cruz elevado. Por medio de nado forzado
se evalud la actividad protectora en el desarrollo de depresién por parte de los extractos
seleccionados. La depresion puede ocurrir a partir de varios mecanismos entre los que se
puede mencionar el estrés oxidativo (van Velzen et al., 2017; Yan et al., 2016), alteracion
en el sistema monoaminérgico (Belzung et al., 2015; Bondy, 2002), dafios en tejido cerebral
(Campbell & MacQueen, 2004) y alteraciones en el sistema GABAergico (Guiard & Di
Giovanni, 2015). En el presente estudio se observo actividad protectora en el desarrollo de
depresion por parte del grupo N-Acetilcisteina, lo cual se ha observado en estudios
anteriores debido a la naturaleza antioxidante y protectora ante estrés oxidativo por parte
de este compuesto (Bavarsad Shahripour et al., 2014; Santos et al., 2017). De la misma
manera se observO actividad protectora en el desarrollo de depresién por parte de P.
ligularis 10 mg/kg. Esta actividad se puede atribuir a la presencia de quercetina, kaempferol
y apigenina, que poseen actividad antioxidante protectora (Lu et al., 2006; Xie et al., 2019;
Zarei et al., 2020), inhibitoria de acetilcolinesterasa (Ademosun et al., 2016), prevencion de
inflamacién y dafio al tejido (J. Wang et al., 2020), y posible actividad GABAergica (Zarei et
al., 2020) en diferentes modelos de neurotoxicidad y envejecimiento (Ademosun et al.,
2016; Lu et al., 2006; D. Wang et al., 2020; D. M. Wang et al., 2014; Zarei et al., 2020). Sin
embargo, en las dosis mas altas no se observé actividad protectora en el desarrollo de
depresion. A pesar de esto se puede observar tendencia al desarrollo de proteccién
dependiente de la concentracion ya que se observé que al aumentar la concentracion de P.
ligularis disminuia la actividad protectora con respecto a depresion. Esto se puede atribuir
a gque un aumento en los metabolitos inhibidores de acetilcolinesterasas produce un
aumento en las concentraciones de neurotransmisores por la alta inhibicion de
acetilcolinesterasas , lo cual a su vez no permite una regulacién adecuada de los mismos y
fomenta el desarrollo de cuadros depresivos como los causados por pesticidas (Suarez-
Lopez et al., 2021). En el caso de V. prionophylla no se observé actividad antidepresiva.
Sin embargo, se observo tendencia a un aumento de la actividad dependiente de dosis, por
lo cual a dosis mas altas se podria observar actividad antidepresiva como la observada en
estudios previos (Mdller et al., 2012). Esta actividad se atribuye a la presencia de
flavonoides en diferentes especies de la familia Valerianaceae debido a la actividad

neuroprotectora que se ha presentado en estudios previos, gracias a la actividad ansiolitica
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(Das et al., 2021) y tranquilizante (Muller et al., 2012) que posee un papel importante en el

desarrollo de depresion.

Por medio del laberinto acuatico de Morris se evalu6 memoria espacial y aprendizaje. En el
modelo utilizado el dafio en la regidon hipocampal encargada de la memoria se puede
producir por dos vias, la primera es por la actividad estimulada de acetilcolinesterasas que
produce dafios directos en el tejido cerebral incluyendo el hipocampo (Rebai & Djebli, 2008);
la segunda es el dafio oxidativo que se genera por la produccion de radicales libres, y estos
se producen tanto por activacion de vias metabdlicas especificas y la gran demanda de
energia por parte del tejido cerebral como por situaciones de estrés (Rebai & Djebli, 2008;
X. Wang et al., 2014), cabe destacar que el tejido hipocampal al igual que la mayoria de
tejidos cerebrales son muy susceptibles a este tipo de dafio. Por parte de P. ligularis
Unicamente el grupo de 50 mg/kg presentd actividad protectora de la memoria y estimulante
del aprendizaje, mientras las dosis de 10 y 100 mg/kg no presentaron actividad. En este
caso la via mas aceptada de proteccién es la disminucién de la produccién de dafio
oxidativo por la presencia de metabolitos como la apigenina (Oyebode et al., 2020; Sang et
al., 2017) y su actividad antioxidante a dosis especificas. Sin embargo, este tipo de
proteccién no es excluyente por lo cual también se puede presentar proteccion por medio
de inhibicién de acetilcolinesterasas o proteccion regulacion de inflamacién y dafio celular
por la presencia de quercetina y kaempferol entre otros metabolitos (Lu et al., 2006; D. M.
Wang et al., 2014; J. Wang et al., 2020). Por otra parte, en los grupos de V. prionophylla se
observé actividad protectora por parte de los grupos de 10 y 100 mg/kg. Esta actividad
puede ser producida por la presencia de valepotriatos y acido valerenico, los cuales han
presentado actividad neuroprotectora (Miller et al., 2015; Nam et al., 2013) con
anterioridad. Cabe resaltar que la concentracién de metabolitos es un elemento importante
en cuanto a la proteccion brindada por estos, es por ello que no en todas las dosis se puede
observar actividad protectora de la memoria. Estudios relacionados han sugerido que la
actividad de los valepotriatos, por medio de la proteccion ante la actividad
acetilcolinesterasa (de Avila et al., 2018), y acido valerenico (Milller et al., 2015; Nam et al.,
2013), por medio de la disminucion de estrés y ansiedad y su posible injerencia sobre los
mecanismos involucrados en el desarrollo de ansiedad (Nam et al., 2013; Rodriguez-Cruz

et al., 2020; Vishwakarma et al., 2016), los cuales se presentan en el modelo. Sin embargo,
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se debe profundizar ain mas sobre los mecanismos de accién tanto de P. ligularis como de

V. prionophylla.

Por medio de campo abierto se evalud la locomocion, el cual es un aspecto importante
dentro de envejecimiento y neurotoxicidad. Entre los resultados destaca la actividad
neuroprotectora por parte del grupo de P. ligularis 10 mg/kg, la cual se observa tanto en los
parametros de distancia recorrida, asi como aceleracion total. Contrario a la disminucién en
la locomocion que se presenta en la mayoria de casos de envejecimiento en el modelo
utilizado se observa un aumento en los desplazamiento y velocidad de movimiento. Este
hecho ocurre debido a la naturaleza del modelo combinado, el cual incluye un elemento
extra de neurotoxicidad. Este tipo de comportamiento se ha observado con anterioridad en
modelos en los cuales se utiliza AICI; (Al-Amin et al., 2016), lo cual se asocia a
envejecimiento sino solamente que ademas del envejecimiento se presenta un
comportamiento asociado a dafios en los tejidos cerebrales y cuadro de ansiedad. Estos
son provocados principalmente por el dafio que genera la estimulacibn de
acetilcolinesterasas y por el estrés oxidativo. Partiendo del tipo de dafio que ocurre es
importante hacer hincapié en el potencial antioxidante de P. ligularis, debido a la presencia
de apigenina, quercetina y kaempferol los cuales confieren actividad antioxidante protectora
a este extracto a diferentes dosis. A pesar de que no se observo efecto protector de la
memoria en este extracto a la concentracion de 10 mg/kg si se observd en cuanto a
actividad antidepresiva. Por lo cual es conveniente mencionar que estimulacion de la
memoria y aprendizaje depende de estructuras cerebrales diferentes a las encargadas del
desarrollo de cuadros de ansiedad y depresion. Ademas, es bien sabido que la ansiedad y
depresion se encuentran relacionada. De hecho, hasta cierto punto la ansiedad es una de
las causas principales del desarrollo de cuadros de depresion (Weaving et al., 2016;
Zmudzka et al., 2018). En adicion a esto es pertinente mencionar que ambas ocasiones
también se observa proteccion por parte del grupo NAC por lo cual es posible que el mismo
mecanismo de proteccion que ocurre para el desarrollo de cuadros de depresién se da en
el efecto ansiolitico de este extracto y este puede ser similar al mecanismo de proteccion

por parte de N-Acetilcisteina.

Ademas, se realiz6 laberinto en cruz elevado, por medio del cual se evaluaron parametros
relacionados a locomocion y comportamiento exploratorio para evaluar ansiedad vy

envejecimiento. Entre los resultados obtenidos se puede destacar la posible actividad
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neuroprotectora por parte de P. ligularis 50 mg/kg. Lo cual se observa en diferentes
parametros relacionados a locomocién y ansiedad como la cantidad de entradas en los
brazos cerrados y entradas totales, asi como comportamiento exploratorio como es el
namero de estiramientos en los brazos cerrados. Este tipo de actividad se puede asociar
a los metabolitos presentes en esta planta y que se les atribuye actividad ansiolitica y
antioxidante como es el caso de kaempferol, apigenina y quercetina (Marroquin et al., 2012;
Xie et al., 2019; Zarei et al., 2020). Cabe destacar que al igual que P. ligularis se presentd
posible actividad neuroprotectora por parte de V. prionophylla a dosis de 50 mg/kg y 10
mg/kg. En base a los mismos pardmetros evaluados. La posible actividad neuroprotectora
se puede atribuir a diferentes metabolitos que se encuentran en esta planta como es el caso
de sesquiterpenos, monoterpenos, valepotriatos y acido valérico (H. W. Chen et al., 2016;
Mdiller et al., 2012; Vishwakarma et al., 2016), los cuales acttan por medio de diferentes
mecanismos como lo son antioxidantes, sistema GABAérgico y antiinflamatorio. Por lo cual
es muy complicado proponer un mecanismo especifico de proteccién tanto para V.
prionophylla como para P. ligularis y es necesario la realizacion de mas estudios para la

comprobacion de los mismos.

Tanto para P. ligularis como para V. prionophylla es el primer estudio que se realiza para
evaluar el potencial neuroprotector y antienvejecimiento en el modelo utilizado. Los
resultados obtenidos sugieren que P. ligularis posee un gran potencial para el mejoramiento
de la calidad de vida durante el proceso de envejecimiento, asi como proteccién tanto de la
memoria y aprendizaje como potencial protector ante el desarrollo de cuadros de ansiedad
y depresion dependiendo de la concentraciéon a la que se utilice. De la misma manera V.
prionophylla presenta potencial neuroprotector principalmente de la memaoria y aprendizaje,
asi como posible actividad reguladora de colesterol. Ambas plantas pueden proporcionar
informacion importante para el desarrollo de terapias complementarias relacionadas a
problemas derivados del envejecimiento, principalmente relacionadas con problemas
neurodegenerativos y metabdlicos, lo cual no es excluyente para otros tipos de problemas.
Sin embargo, futuros estudios deben realizarse para evaluar aspectos histopatoldgicos y
moleculares que permitan conocer los mecanismos de accion exactos de cada extracto, asi
como la fisiopatologia del modelo. De la misma manera es necesario separar y evaluar cada
uno de los metabolitos que poseen las plantas para determinar especificamente la actividad

de cada uno.
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X. Conclusiones

10.1 Se demostré la efectividad del modelo de envejecimiento acelerado y
neurotoxicidad por D-Galactosa/Cloruro de Aluminio 450/39 mg/kg por medio de
pesos promedio y laberinto en cruz elevado a los 30 y 60 dias.

10.2 La administracion oral de N-acetilcisteina 100 mg/kg demostré actividad
nueroprotectora sobre depresion y locomocion, por medio de nado forzado y campo
abierto respectivamente.

10.3 El extracto de P. ligularis a 10 mg/kg demostré actividad neuroprotectora
sobre depresiéon y locomocién, por medio de nado forzado y campo abierto
respectivamente, mientras que a 50 mg/kg demostré actividad neuroprotectora
sobre memoria y ansiedad, por medio de laberinto acuatico de Morris y laberinto en

cruz elevado respectivamente.

10.4 El extracto de P. ligularis a 50 mg/kg demostré actividad antienvejecimiento
sobre metabolismo en niveles séricos de glucosa, mientras que a 10 y 50 mg/kg en

niveles séricos de creatinina y a 10, 50 y 100 mg/kg en niveles séricos de colesterol.

10.5 Los extractos de V. prionophylla a 10 y 100 mg/kg demostraron actividad
neuroprotectora sobre memoria por medio de laberinto acuatico de Morris, mientras
que a 10 y 50 mg/kg demostraron actividad neuroprotectora sobre ansiedad por

medio de laberinto en cruz elevado.

10.6 Los extractos de V. prionophylla a 10, 50 y 100 mg/kg demostraron actividad

antienvejecimiento sobre metabolismo en los niveles séricos de colesterol.
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XI. Recomendaciones

11.1 Se recomienda continuar la demostracion de la actividad neuroprotectora a
partir de analisis histopatolégico de cerebros de los animales utilizados en el estudio

para evaluar el nivel de proteccion a nivel celular de los extractos.

11.2 En base a los resultados obtenidos se recomienda continuar con estudios de

estas dos plantas en los apartados especificos en los cuales mostraron actividad.

11.3 Se recomienda realizar caracterizacion y fraccionamiento de metabolitos de
las especies vegetales estudiadas para determinar los metabolitos especificos

involucrados en la actividad.

11.4 Se recomienda realizar evaluaciones posteriores de los extractos estudiados
y metabolitos especificos para evaluaciones de marcadores moleculares

especificos en el sistema nervioso central.
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X, Anexos
Anexo 1: Espécimen de Valeriana prionophylla en herbario BIGU, utilizado para la

obtenciéon de extracto.
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Anexo 2: Correcta técnica de sujecion y administracion oral utilizada para Cloruro de

Aluminio y Extractos vegetales.
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Anexo 3: Jeringa de 1 mL utilizada para administracion Oral y Subcutanea de reactivos y

extractos
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Anexo 4: Balanza digital utilizada para obtener el peso a diario de los ratones.
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Anexo 5: D-Galactosa y Cloruro de Aluminio utilizados para la induccion del modelo de

envejecimiento acelerado y neurotoxicidad.

Anexo 6: Preparacion de extractos vegetales para administracion oral.




Anexo 7: Extractos preparados para administracién oral

Anexo 8: Ensayo de campo abierto realizado durante la validacion del modelo

fisiopatoldgico y evaluacion farmacolégica de extractos.
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Anexo 9: Laberinto acuatico de Morris para la evaluacién de memoria y aprendizaje.
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Anexo 10: Analisis de videos por medio de software de rastreo animal (ToxTrac ®)

el

Anexo 11: Ketamina de uso veterinario utilizada para la eutanasia de los animales.
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Anexo 12: Sueros sanguineos colectados para analisis bioquimico.

Anexo 13: Andlisis bioquimico realizado en Microlab 300
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