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Resumen

En la dltima década se ha estimado que las enfermedades neurodegenerativas afectan a
aproximadamente mil millones de personas a nivel mundial. Durante miles de afios, diferentes grupos
culturales han utilizado y transformado ampliamente los recursos naturales con fines medicinales
enfocados en componentes psicolégicos o neurolégicos. En Guatemala existe un amplio uso de
especies vegetales con uso para trastornos relacionados con el sistema nervioso central (SNC). Por lo
tanto, el objetivo de éste estudio pretendi6 evaluar in vivo la actividad neuroprotectora de tres plantas
nativas usadas tradicionalmente en Guatemala para afecciones del SNC. Los extractos etanolicos de
Tagetes lucida Cav (TL), Valeriana prionophylla Standl (VP) y metandlico de Wigandia urens Ruiz
& Pav. Kunth (WU) fueron administrados oralmente (100-200 mg/kg), previo a administracion
intraperitoneal de escopolamina (ESC, 3 mg/kg) en ratones macho CD-1. Posteriormente se evallio
memoria de adquisicion (dia 2-6) y de referencia (dia 7) utilizando el laberinto acuatico de Morris a
partir de analisis automatizado de comportamiento (ToxTrac). Se utiliz6 como control positivo N-
acetilcisteina (NAC) 100 mg/kg. El extracto de VP (100 mg/kg y 200 mg/kg) mostré un aumento
significativo (P<0.05) en el tiempo de nado en el cuadrante objetivo en el dia de referencia comparado
al grupo control ESC, similar al grupo NAC. Similarmente, WU mostré un aumento significativo
comparado con ESC Unicamente en la concentracion de 200 mg/kg. Por otro lado, TL no mostrd
diferencia significativa en los tiempos de nado comparado con el grupo control ESC. En conclusion,
el extracto de VP presentd un efecto neuroprotector contra la pérdida de memoria inducida por ESC

y adhiere evidencia a los efectos en el SNC producidos por esta especie endémica.



1. Introduccién

Se estima que las enfermedades neuroldgicas afectan a nivel mundial a unos mil millones de personas,
representando esto el 6% de poblacion mundial. Entre las enfermedades neuroldgicas se encuentra la
Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, demencia, depresion, esquizofrenia, entre otras
muchas otras (Jellinger, 2010). Sola la demencia afecta a nivel mundial a unos 50 millones de
personas, de las cuales alrededor del 60% viven en paises de ingresos bajos y medios. Cada afio se
registran cerca de 10 millones de nuevos casos. Se calcula que entre un 5% y un 8% de la poblacion
general de 60 afios 0 mas sufre demencia en un determinado momento (Organizacion Mundial de la
Salud, 2020). En Guatemala se reportaron del afio 2012 al afio 2019, 4954 casos, representado esto al
0.03% de la poblacién guatemalteca (SIGSA, n.d.). En los datos a nivel nacional se debe de tomar en
cuenta la deficiencia en atencion primaria en salud que padece en nuestro pais, lo cual imposibilita
saber la cantidad total de personas que sufren enfermedades por problemas de neurodegeneracion.
Los trastornos mentales comprenden una amplia gama de problemas, con diferentes sintomas,
generalmente caracterizados por una combinacion de pensamientos, emociones, comportamiento y
relaciones anormales con los demés. Diversos modelos animales han explorado la correlacion entre
fisiopatologia in vivo y traslacion a trastornos neuroldgicos en humanos (Cryan & Holmes, 2005;
Woodruff et al., 2011). En los dltimos afios, gran cantidad de estudios de comportamiento, andlisis
electrofisiol6gicos, analisis de imagenes neurolégicas y biomarcadores moleculares han contribuido
al descubrimiento de nuevas alternativas terapéuticas y tratamientos que puedan contribuir a abordar

enfermedades neurodegenerativas.

En la basqueda de nuevas alternativas, los productos naturales han cobrado un papel importante en
disefio de nuevas moléculas que puedan utilizarse en estudios clinicos aleatorizados, doble ciego y
placebo controlados. Muchos de estos estudios han abordado la medicina tradicional que se utiliza
en distintos paises para comprobar su potencial terapéutico. Asi mismo, en las ultimas décadas el uso
de plantas medicinales para fitoterapia o para la extraccion de principios activos con potencial
farmacoldgico ha tenido una gran prevalencia (Cafigueral, Dellacassa, & Bandoni, 2003). Se han
identificado a nivel mundial méas de 300 plantas con potencial terapéutico para el Alzheimer mediante
la regulacion de la acetilcolinesterasa (Barbosa Filho et al., 2006). En Guatemala han sido poco
exploradas las alternativas terapéuticas tradicionales para problemas neurodegenerativos asociados a
la calidad de vida, como pérdida de memoria 0 para tratar problemas relacionados a la
neurodegeneracion. Esto quiere decir que en laactualidad las plantas nativas que se utilizan de manera

tradicional carecen de evidencia cientifica y por lo tanto de seguridad para tratar. Existe una gran



diversidad de plantas medicinales nativas de Guatemala que actGan a nivel del sistema nervioso
central, por ejemplo, Tagetes lucida Cav. como antidepresivo (Guadarrama, Alarcon, Lezama,
Vazquez, & Bonilla, 2008), Valeriana prionophylla Standl. como inductoras del suefio (Cruz, 2005)
y Wigandia urens Ruiz & Pav. Kunth para el tratamiento del nerviosismo (Instituto Indigenista
Nacional., 1971). Asi mismo se ha demostrado que dichas plantas tienen actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa, una de las dianas terapéuticas para el tratamiento del Alzheimer ya que aumenta
la cantidad de acetilcolina disponible para la transmision sinaptica (Dayrin Ortiz, Valdez, & Caceres,
2013). Sin embargo, falta por esclarecer el potencial de la medicina tradicional guatemalteca para

tratar problemas asociados a la neurodegeneracion.

Es por ello que el presente estudio evalla la actividad neuroprotectora de 3 plantas de plantas de uso
tradicional en Guatemala (Tagetes lucida Cav, Valeriana prionophylla Standl y Wigandia urens Ruiz
& Pav. Kunth). En un modelo de Laberinto Acuético de Morris el cual evalta la pérdida de memoria
(Morris, 1984) en ratones CD-1. Se utilizaron como controles: escopolamina, que es uno de los varios
antagonistas muscarinicos no selectivos. que se han usado para inducir amnesia en sujetos
experimentales imitando parcialmente los déficits de memoria observado en pacientes con demencia
(Cherny et al., 2001); n-acetilcisteina, el cual ha demostrado minimizar el dafio cortical causado por
la administracién de escopolamina (Al-Quraishy et al., 2020); y solucion salina como control normal.
En los resultados se obtuvo que algunas de los extractos de las plantas evaluadas reducen

significativamente la pérdida de memoria causada por la escopolamina.



2.1.

2. Antecedentes

Memoria y Neurodegeneracion

2.1.1.

2.1.2.

Definiciones

La memoria hace referencia a un conjunto de sistemas que permiten adquirir, retener
y recuperar informacién (Schott et al., 2003). En estos sistemas las unidades
funcionales son las neuronas, en estas se pueden producir variaciones de sensibilidad
de transmision sindptica de una neurona a otra las cuales tienden a ocasionar
deficiencia en la memoria o amnesia (Loubon & Franco, 2010). Los
neurotransmisores colinérgicos como la acetilcolina son los principales responsables
de la transmision sindptica, por tanto, la disfuncién de esta puede causar pérdida de
memoria; esto se ha observado como el caso del Alzheimer donde la ausencia de
acetilcolina es uno de los efectos primarios de la enfermedad (Alvarez Castillo,
Rodriguez Alfaro, & Salas Boza, 2020).

La deficiencia de la transmisidn sinaptica causada por el dafio o deterioro de las
neuronas por medios quimicos o patologias se conoce como neurodegeneracion
(Abril Carreres, TicO Falguera, & Garreta Figuera, 2004; Jellinger, 2010). La
neurodegeneracion ha sido uno de los temas mas estudiados en los Gltimos afios
debido a que estd involucrada en una gran diversidad de patologias como el
Alzheimer, Parkinson, demencia, depresion, esquizofrenia, entre otras. (Jellinger,
2010; Organizacién mundial de la Salud, 2006). Existe una gran diversidad de
mecanismos con  factores activadores caracteristicos que causan la
neurodegeneracion, asi mismo para cada mecanismo existe varios biomarcadores que
pueden ser utilizados para evaluar la progresién o tratamiento de esta (Renzo
Lanfranco, Manriquez-Navarro, Leyla Avello, & Canales-Johnson, 2012). El amplio
estudio de la neurodegeneracion y el descubrimiento de nuevos principios activos y
por tanto nuevas terapias farmacol6gicas ha impactado positivamente en la esperanza
y calidad de vida, ya que, a pesar de seguir siendo patologias terminales, ahora existen
tratamientos que evitan la progresion parcial de estas, haciendo que el estado cronico

de la patologia se retrase (Schott et al., 2003).
Epidemiologia y factores de riesgo

Los factores de riesgo varias segun el tipo de enfermedad neurodegenerativa.



2.1.2.1. Demencia

Edad: el predictor més fuerte para la demencia es afios (Figura No.1). La prevalencia
de demencia aumenta bruscamente en los mayores de 80 afios, y es méas frecuente
entre mujeres mayores que entre sus homologos masculinos. Tanto en hombres como
en mujeres entre edades de 65 y 80 afios, la incidencia de Alzheimer se duplica cada
4 afos, alcanzando una prevalencia de 30% por edad (Azad, Al Bugami, & Loy-
English, 2007).

Antecedentes familiares: Las personas con parientes con demencia tienen un 10%
a 30% mas de riesgo de desarrollar Alzheimer. alrededor del 7% de los casos de inicio
temprano son familiares, con un autosoma patrdn dominante de herencia y

penetrancia (Azad et al., 2007).

Genotipo Apolipoproteina E-e4 (APOE-e4): es el factor de riesgo genético
conocido mas significativo para la demencia en la poblacion general. APOE-e4 estéa
asociado con la creciente probabilidad de enfermedad de Alzheimer de inicio tardio
y también puede desempefiar un papel en la etiologia genética de VaD. Este alelo esta
asociado con niveles mas altos de colesterol total. El efecto principal del alelo APOE-
ed es cambiar la edad de inicio: un promedio de 10 afios antes en presencia de 1 alelo

y de 10 a 20 afios antes en presencia de 2 alelos (Azad et al., 2007).

Hipertensiéon arterial media: La hipertensién en la mediana edad parece ser un
parametro predictivo significativo del deterioro cognitivo posterior y un aumento en
el riesgo de la enfermedad de Alzheimer. Aparte del infarto cerebral los mecanismos
por los cuales la hipertensién y posiblemente otros factores de riesgo vascular pueden
afectar la cognicion pueden incluir la vasculopatia isquémica, que puede causar micro

infarto o desmielinizacion en la sustancia blanca cerebral (Azad et al., 2007).

Diabetes: la asociacién entre la diabetes y la demencia parecen fuertes, pero no
concluyentes, sin embargo, los individuos con deterioro cognitivo leve (MCI) y
diabetes tenian mas probabilidades de progresar a demencia que los individuos con
MCI y sin diabetes (Baumgart et al., 2015).

Obesidad de mediana edad: la obesidad en la mediana edad esta asociada con un

mayor riesgo de demencia, sin embargo, se ha encontrado un menor riesgo de



demencia entre aquellos que tienen sobrepeso incluso en la mediana edad en

comparacién con aquellos que tienen bajo peso (Baumgart et al., 2015).

Factores de riesgo en el estilo de vida
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Figura No. 1 Prevalencia de la demencia segin la edad (McNamara, 2011)
2.1.3. Epidemiologia internacional

La distribucion de la demencia en todo el mundo parece variar de acuerdo con las

diferencias culturales y socioeconomicas, la prevalencia general de demencia y el



Alzheimer en particular parece ser mayor en los paises desarrollados que en los paises
en vias de desarrollo; esta mayor prevalencia se atribuyé a una mayor exposicion a
factores de riesgo como accidentes cerebrovasculares, hipertension, tabaquismo,
obesidad y diabetes (J. J. L. Rodriguez et al., 2008)

En 2001, el 60.1% de todas las personas con demencia vivian en paises en desarrollo;
se espera que esta proporcion aumente al 71.2% para 2040. La transicion demogréfica
del envejecimiento avanza con rapidez especialmente en China, India y América
Latina, donde la demencia se esta convirtiendo rapidamente en el principal problema
de salud publica. Aungue la informacion epidemioldgica sobre la prevalencia de
demencia y sus subtipos sigue siendo escasa, el estudio de consenso de Delphi
encontro que la prevalencia de la demencia era alta en Américay baja en las regiones
del mundo menos desarrolladas, como Africa y Medio Oriente (Tabla No.1). Entre
paises desarrollados, Japdn tiene la prevalencia mas baja de demencia y Alzheimer;
y la prevalencia de demencia en los paises de Europa del Este fue relativamente
uniforme (Rizzi, Rosset, & Roriz-Cruz, 2014).

Tabla No. 1 nimero de casos con Demencia de acuerdo con el Estudio Delphi

Absolute number of
people over 60 years
old who have dementia

(millions)

2001 2020 2040
Western Europe 4.9 6.9 9.9
Eastern Europe low adult mortality 1.0 1.6 28
Eastern Europe high adult mortality 1.8 23 3.2
North America 3.4 5.1 9.2
Latin America 1.8 4.1 9.1
?:'r::‘l;;]\lmm and Middle Eastern 10 19 47
Developed Western Pacific 1.5 29 43
;\;;i]\-l:;iamt the developing Western 6.0 L7 261
Indonesia, Thailand, and Sri Lanka 0.6 1.3 2.7
India and South Asia 1.8 3.6 75
Africa 0.5 0.9 1.6
Total 24.3 42.3 81.1

(Ferri, et al, 2005).
2.1.4. Epidemiologia de Guatemala

Segun el sistema de informacion gerencia de salud (SIGSA, n.d.) del Gobierno de

Guatemala, no se tienen ningun registro ni estadisticas de que porcentaje de la



poblacidn padece trastornos mentales o de comportamiento del afio 2012 a la
actualidad, solo se cuenta con los registros del afio 2008 al 2012, siendo estos los
siguientes (Figura No. 2y 3).
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Figura No. 2 Tasas de trastornos mentales y del comportamiento por afio,
Guatemala 2008-2012

Figura No. 3 Trastornos mentales y del comportamiento por grupos de edad,

caso y tasa por 100000 habitantes, Guatemala 2012
2.1.5. Fisiopatologia

La demencia es el resultado de la disfuncién y la muerte de células del sistema
nervioso central y periférico. Con etiologia diversa, se inicia de una manera insidiosa
y se manifiesta por un agotamiento progresivo y simétrico de las neuronas que
producen déficit cognoscitivo multiple, que desemboca en deterioro de la capacidad

para aprender y tendencia a olvidar lo aprendido. Entre las enfermedades



neurodegenerativas que cursan con demencia estan: Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Pick, Creutzfeld-Jakob y demencias de etiologias multiples (Figura
No.4). Lapoblacién con una mayor predisposicion a padecerlas es la que se encuentra
por arriba de los 50 afios, lo que coincide con una disminucién de la concentracién
sanguinea de hormonas gonadales, uno de los diversos factores de riesgo. Entre las
areas anatdmicas mas comdnmente afectadas se encuentran el hipocampo, las areas
motoras primaria y somatosensorial, algunas estructuras del sistema limbico, las
cortezas parietal-temporal, frontal y entorrinal. Se sugiere que la patologia de esta
Gltima &rea es la responsable de la alteracidn olfatoria temprana que presentan
después de la instalacion de la enfermedad, como ha sido reportado para las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson entre otras, citandose la posibilidad de que
esta disfuncion sirva como un detector temprano de enfermedades

neurodegenerativas (Navarrete, Prospéro, Hudson, & Guevara, 2000).
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Figura No. 4 Enfermedades Neurodegenerativas que cursan demencia y

algunas de sus Fisiopatologias
Enfermedad de Alzheimer

En el Alzheimer las alteraciones anatomopatolégicas cerebrales aparecen de una

forma global y difusa en las fases avanzadas, pero al inicio hay una clara distribucién
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topografica que afecta inicialmente a las regiones del lébulo temporal medial
(hipocampo, corteza entorrinal), l6bulo temporal ventral, cingulo posterior, y se va
extendiendo a areas neocorticales de los l6bulos parietal, temporal y frontal. Suele
mantenerse mas indemne la corteza occipital. En el cerebro, en la enfermedad de
Alzheimer, hay atrofia, pérdida de peso, disminucion de la superficie de las
circunvoluciones y aumento de surcos. Microscépicamente se identifican placas
seniles, degeneracion neurofibrilar (ovillos neurofibrilares) y pérdida neuronal

secundaria (Gobierno de Espafia, n.d.).

En la enfermedad de Alzheimer hay alteracion de multiples sistemas de
neurotransmision. Lo predominante es la patologia del sistema colinérgico
involucrado directamente en los circuitos relacionados con el aprendizaje y la
memoria, que son los mas precozmente y mas intensamente afectados. El déficit
colinérgico en la enfermedad de Alzheimer puede revertirse a través de farmacos que
inhiban la degradacién de acetilcolina y aumenten los niveles de este heurotransmisor
en el espacio sinaptico. Este tratamiento es efectivo porque, a pesar del gran deterioro
de la funcion colinérgica, todavia queda una cierta produccion de acetilcolina y
porque los receptores muscarinicos postsinapticos estan relativamente preservados.
El tratamiento colinérgico puede influir en procesos relacionados con otros
neurotransmisores y tener un potencial papel neuroprotector (Gobierno de Esparia,
n.d.).

Junto al déficit colinérgico, hay cada dia mas datos sobre la importancia de la
afectacion de la neurotransmision glutaminérgica y su contribucion a la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer. Cuando se produce una hiperfuncién glutaminérgica,
los niveles altos de glutamato hacen que aumente la sensibilidad de sus receptores.
La sobreestimulacion glutaminérgica conduce a una degeneracion de la neurona por
una sobrecarga de calcio intracelular. Este fendmeno se conoce como
excitotoxicidad. El glutamato estimula diversos receptores postsinapticos, entre ellos
los del tipo n-metil-d-aspartato (NMDA), que intervienen en los procesos de
formacion de la memoria y en la patogénesis de las demencias (Gobierno de Espafia,
n.d.).
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En el Alzheimer se distinguen dos tipos de placas seniles, las difusas y las neuriticas.
Las placas difusas son acimulos proteicos extracelulares cuya proteina fundamental
es la proteina amiloide-B (A-R) de 42 residuos. Aparecen en el envejecimiento normal
y se considera que no son tdxicas sobre las células del sistema nervioso. Por el
contrario, las placas neuriticas estan formadas por A-f§ de 40 y 42 residuos y tienen
estructura fibrilar. A su vez, las placas neuriticas pueden ser: placas primitivas, con
un nacleo amiloide atravesado por prolongaciones nerviosas 0 neuritas; placas
clésicas, similares a las anteriores, rodeadas de una corona de astrocitos y microglia,
y placas quemadas, formadas solo por el nicleo amiloide. Los ovillos neurofibrilares

estan formados por proteina tau totalmente fosforilada (Gobierno de Espafia, n.d.).

Segln la hipotesis amiloide, el hecho crucial en la enfermedad es la produccién
excesiva y el deposito de la proteina A-B. Se ha considerado, pues, la enfermedad de
Alzheimer una amiloidosis. En todas las amiloidosis existe acimulo de una proteina
fundamental, siendo en la enfermedad de Alzheimer la proteina A-R. EI depoésito de
amiloide ejerce su toxicidad por varios mecanismos, aumentando los procesos de
oxidacion, aumentando el sistema glutaminérgico, la entrada de calcio en la célula,
la destruccion de sinapsis y la muerte neuronal. La conexion entre la toxicidad por
A-B y la fosforilacion de tau y formacién de ovillos neurofibrilares no esta bien
establecida. Para que aparezca esta toxicidad, la proteina A-B debe de estar
estructurada, por lo que las placas difusas constituidas por A-842 no son tdxicas. La
proteina A-R% es solo parte de la denominada proteina precursora de amiloide (APP),
y se piensa gue la alteracion fundamental en la enfermedad de Alzheimer esta en el

procesamiento de la APP (Gobierno de Espafia, n.d.).

Modelos in vivo

El uso de modelos animales sirve para imitar estados fisiologicos y caracteristicas
fenotipicas que ocurren en el hombre para poder desarrollar, producir y evaluar de
agentes o procedimientos de diagndstico y terapéuticos, asi como en estudios de
seguridad para evaluar la toxicidad carcinogénica, teratogénica o reproductiva de
sustancias quimicas y bioldgicas. Los modelos animales han sido cruciales para la
investigacion neuroldgica y psiquiatrica, sin embargo la basqueda de modelos

validos ha sido dificil en estos campos debido a las diferencias en la estructura del
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cerebro y funcién entre humanos y otras especies, asi como la diferencia a diferencia
a nivel del SNC; por esto alin no existe un equivalente animal confiable para muchas
funciones psicoldgicas y en consecuencia para trastornos humanos de personalidad,

funciones cognitivas, linguisticasy afectivas (De Deyn & Van Dam, 2011).

Los modelos animales para trastornos neurolégicos y psiquiatricos se usan en una
variedad de condiciones y sindromes entre los cuales figura neuropatia periférica,
miastenia, esclerosis, accidente cerebrovascular, epilepsia, demencia, enfermedad de

Parkinson, trastornos de ansiedad, estrés, etc (De Deyn & Van Dam, 2011).

Los investigadores solo han tenido un éxito limitado en el desarrollo de modelos
homologos e isomdrficos para los trastornos neuroldgicos y psiquiatricos humanos,
y la mayoria de los modelos disponibles actualmente son parciales. Aunque los
modelos homologos e isomorficos pueden ser éptimos para los fines de la evaluacién
de la terapia, incluso se pueden descubrir aspectos importantes de una enfermedad en
un modelo animal simple que aisla un solo aspecto de una condicién humana
compleja, como es el caso en muchas condiciones neurologicas y psiquitricas.
Modelos parciales puede ser de gran valor en el proceso gradual de construccién de
una imagen mas completa de la enfermedad y los mecanismos fisiopatoldgicos
subyacentes, mientras que modelos mas completos y complejos solo son posibles en

el caso de enfermedades mejor entendidas (De Deyn & Van Dam, 2011).

El desarrollo de modelos animales de demencia para la enfermedad de Alzheimer
inicia basandose en el déficit colinérgico, una caracteristica ya bien conocida de la
enfermedad de Alzheimer. La amnesia inducida por escopolamina es el modelo mas
representativo a este aspecto. La escopolamina es uno de los varios antagonistas
muscarinicos no selectivos. que se han usado para inducir amnesia en sujetos
experimentales. Sin embargo, la escopolamina solo imita parcialmente los déficits de
memoria observado en pacientes con demencia (Cherny et al., 2001). Del mismo
modo, las deficiencias inducidas por escopolamina en animales no siempre pueden
ser inequivocamente interpretado en términos de una discapacidad especifica del
aprendizaje y memoria (Bishop & Robinson, 2004). A pesar de la naturaleza muy
parcial de este modelo quimico del Alzheimer, su aplicacién en animales

experimentales contribuyo al desarrollo de los agentes anticolinérgicos actualmente
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comercializados, que han demostrado demostrar un efecto beneficioso sintomatico

sobre los efectos cognitivos en pacientes.

Los modelos animales para la demencia se pueden clasificar unicamente en modelos
espontaneos e inducidos. Los modelos espontaneos buscan producir la demencia
mediante procesos naturales como el envejecimiento, mientras que los modelos
inducidos se basan en la administracién se sustancias quimica o ediciones genéticas

gue produzcan demencia.

En enfermedades como el Alzheimer los modelos animales en su mayoria tienen
como objetivo mejorar 0 mantener el rendimiento mediante la administracion de
farmacos neuroprotectores modificadores de la enfermedad dirigidos a procesos
etiologicos cruciales, como por ejemplo la demencia. A medida que la enfermedad
progresa el tratamiento busca disminuir la tasa de disminucion del rendimiento,
mejorar los déficits cognitivos y conductuales, sin embargo, las terapias sintomaticas

no abordan la causa raiz de la enfermedad (Figura No.5).

Cura

Mantenimiento

Beneficios sintomaticos y
Neuroprotectores
Atenuar la progresion de la
enfermedad

Beneficios Sintomdticos

Habilidad Funcional

Progresion de la enfermedad

.

Tiempo

Figura No. 5 Tipos de objetivos en modelos animales (De Deyn & Van Dam,
2011).

Otros tipos de modelos animales para demencia

. Modelos espontaneos
Roedores: los roedores no desarrollan fisiopatologias tan complejas como los

primates, sin embargo, si manifiestan alteraciones neuroquimicas relevantes para la
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enfermedad del Alzheimer como la hipofuncion colinérgica (De Deyn & Van Dam,
2011), entre otras.

o Modelos transgénicos

La gran mayoria de los modelos transgénicos se han establecido en el raton, pero
también se pueden usar otras especies como la mosca de la fruta y algunos

invertebrados.

Marcadores moleculares

En la enfermedad de Alzheimer de origen genético, que representa entre un 0.5-1%
de los casos, se han identificado mutaciones causales en tres genes diferentes: la
proteina precursora del amiloide (APP), la presenilina 1 (PSEN1) y la presenilina 2
(PSEN2). Estos casos presentan habitualmente historia familiar con un patrén
autosémico dominante y una edad de inicio precoz. En la degeneracién lobular
frontotemporal se han identificado, hasta el momento, mutaciones causales en 5
genes, que representan entre un 10-15% de los casos, pero no explican todos los casos
familiares. Estos genes son el gen de la proteina asociada a microtubulos tau (MAPT),
progranulina (PGRN), el gen de la chromatin modifying proteina 2B (CHMP2B), el
gen valosin-containing proteina (VCP) y el gen de la TAR DNA binding proteina
(TARDBP); las mutaciones en MAPT y PGRN son las mas frecuentes. Las
enfermedades pridnicas genéticas (entre un 10 y un 15% de los casos) se producen
por mutaciones en el gen de la proteina prinica (PRNP). La enfermedad de
Huntington se produce por la alteracion del exén 1 del gen IT15, gen que codifica la
proteina huntingtina. La alteracion genética de la Enfermedad de Huntington consiste
en una expansion de tripletes citosina-adenina-guanina (CAG) (Molinuevo & Pefia-
Casanova, 2009).

Etnofarmacologia de neurodegeneracion

La etnofarmacologia guatemalteca para enfermedades neurodegenerativas s un campo que

aln se encuentra poco especificado, sin embargo se pueden encontrar tratamientos que

encajan con la sintomatologia de enfermedades neurodegenerativas (Tabla No.2), como por

ejemplo en entrevistas realizadas a sanadores Q’eqchi (Matthew Warren, 2014), se tiene

tratamientos para sintomas conductuales relacionados con la enfermedad del Alzheimer, entre
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los cuales se encuentran: Pérdida de memoria, dificultad para realizar tareas familiares,
problemas de lenguaje, desorientacion, juicio pobre y disminuido, dificultad para resolver
problemas, extravio de cosas, cambios de humor, cambios de personalidad y pérdida de
iniciativa.

Otro ejemplo es la enfermedad “Susto” reportada por grupos Kaqchikel y Q’eqchi del pais
(Hitziger, 2016), los cuales la describen como un evento aterrador que implica sobresalto,
que causa la pérdida de alma o fuerza vital lo cual puede conducir a una enfermedad que
implica varios sintomas generales, como inquietud durante suefio, pérdida de apetito,
irritabilidad, incapacidad para orinar, debilidad, depresion, introversion, fiebre, dolor
muscular, nduseas, vomitos, diarrea y vértigo (Bourbonnais-Spear et al., 2007); a partir de
esto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) asoci0 el susto con un trastornos mentales,
que incluyen una serie de afecciones relacionadas con la ansiedad y el miedo (es decir,
trastorno de estrés postraumatico, trastorno de ansiedad, trastorno mayor trastornos
depresivos, trastornos somatomorfos y otros trastornos neurdticos especificados)

(Organizacion mundial de la salud, 1992).

Segun los sanadores entrevistados, el dolor de cabeza, la epilepsia, la locura y el susto estan
estrechamente relacionados. Por ejemplo, un caso no tratado de epilepsia puede conducir a
dolores de cabeza severos y luego a locura si se deja desatendido, convulsiones febriles y no
febriles (ténico, clénico y tonico-clonico). Las convulsiones son reconocidas, y muchos creen
que las convulsiones no febriles son causadas por espiritus de las montafias y debe ser tratado
con plantas "especiales", que se encuentran bosques de las zonas montafiosas circundantes.
Aunque fueron incluidos como "Enfermedades", el miedo y la pérdida de memoria fueron
consideradas mas como problemas espirituales por la mayoria de los sanadores entrevistados

(Bourbonnais-Spear et al., 2007).
2.2.1. Enfermedades neuroldgicas en medicina tradicional.

Tabla No. 2 Enfermedades del sistema nervioso central y sintomatologia en la

medicina tradicional

ENFERMEDAD SINTOMATOLOGIA DESCRITA

Depresién Sentimientos de tristeza, agotamiento
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Epilepsia / convulsiones, dientes apretados, desplome, algo asociado
esquizofrenia con el miedo.
Nerviosismo -

Dolor de cabeza --

Estrés -
Insomnio Problemas para dormir
Susto Diarrea, deshidratacion, debilidad, vomitos, dolor de
cabeza, fiebre, dolor en el estomago y corazén, fastidio,
cambios de comportamiento.
Pérdida de --
memoria
Miedo Nerviosismo, timidez, poca energia

(Bourbonnais-Spear et al., 2007).
Productos naturales utilizados en medicina tradicional

2.2.2. Tagetes lucida Cav.

2.2.2.1. Aspectos botanicos
Hierba glabra, erecta, perenne, cominmente de 30-75 cm de alto, aromatica, tiene
una base lefiosa, corta gruesa desde la cual se levanta. Cimosamente ramificada.
Hojas opuestas, sésiles, lineales o estrechamente oblongas, de 5-10 ¢cm de largo,
obtusas, densamente serradas, con numerosas glandulas diseminadoras pequefias.
Flores amarillas en pequefias cabezuelas terminales. Receptaculo cilindrico de 9-10
mm de didmetro; 5-7 filiarios subulados en el dpice, bracteas 3. Aquenios 6-7 mm de

largo, estriados, papus escamosos, 3 mm de largo (Céaceres, 2009a; Cruz, 2005).

2.2.2.2. Distribucion
Nativa de Guatemala (Hitziger, 2016), se ha descrito en Chimaltenango, Quiché,
Jalapa, Guatemala, Huehuetenango, Petén, Quetzaltenango, Sacatepéquez y San
Marcos. Es una hierba que abunda en la época de lluvia y desaparece en época seca.
Es nativa desde México a Honduras en bosques de encino y laderas de 1,000-2,000
msnm (Caceres, 2009a; Cruz, 2005).
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2.2.2.3. Usos tradicionales

Tradicionalmente por la poblacion maya guatemalteca utiliza la Tagetes lucida Cav.
para tratar patologias del sistema nervioso central como el susto, nerviosismo y
epilepsia (Hitziger, 2016), o como reconstituyente sanguineo (Kufer, Heinrich,
Forther, & Poll, 2010). Es conocida por los aztecas como "yauhtli" y era un remedio
para dolencias como fiebre, miedo, demencia, derrame cerebral y también se usaba
como diurético (Adams, Gminder, & Hamburger, 2007). Se sugiere que esta puede
tener efectos en el sistema nervioso central por via transdérmica e inhalatoria (Mata,
Pérez, & Reyes, 2018).

Hoja: Las hojas se utilizan para tratar la diarrea, disenteria, cdlera, flatulencia,
parasitismo intestinal, dolor de estomago, indigestion, inflamacién, nduseas, vomitos,
malaria, anemia, inflamacion de ojos, picadura de escorpion, hepatitis y paludismo.
También se utilizan para aliviar el parto y dolor menstrual. Se le atribuye propiedad
antiespasmodica, antiséptica, antidiarreica, antiinflamatoria, diurética y febrifuga
(Heinrich, Rimpler, & Barrera, 1992; Lopez & Jiménez, 1990; Siegel, Collings, &
Diaz, 1977).

En México el emplasto se utiliza para curar tumores, la decoccion de la planta entera
se utiliza para el dolor de estbmago. El extracto acuoso utiliza para enfermedades
gastrointestinales, dolor de cabeza, cdlicos, tonico, fiebre. La infusion se utiliza para
aliviar colicos intestinales, facilita la digestion, diarrea, tos, aire en el estbmago, dolor
de estomago. El pericén fumado tiene efecto alucindgeno y psicotrépico. En
Guatemala, el extracto acuoso de la planta entera se utiliza para dolor de estémago.
La coccién de la planta se utiliza para combatir la diarrea. Tallos y flores: La
decoccion del tallo y flor sirve para curar padecimientos de la piel. Al extracto acuoso
de las hojas y ramas se les atribuye propiedades galactagogas y ecbélicas. El
macerado se utiliza para el dolor de aire y dolor de vientre. El cocimiento de las hojas
0 ramas se utiliza para bafio de sefioras (Aquino, Caceres, Morelli, & Rastrelli, 2002;
Heinrich et al., 1992).

En la cultura aztecas son frecuentes, también, las referencias a banos de yauhtlil para

los nifios que sufren de sarpullido, impétigo y otras enfermedades de la piel muy
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comunes en las comunidades rurales. Hojas y flores: La infusién de las flores y hojas
se utiliza para dolores de estdbmago, gastritis y gonorrea. La decoccién de flores y
hojas se utiliza para dolores menstruales. La infusion de las flores y hojas secas se
utiliza para tratar las infecciones. La administracion oral de las flores secadas a la
sombra se utiliza para desordenes sanguineos. La decoccion de las hojas secas se
utiliza para los colicos, diarrea, indigestién, inflamacion y nausea. También para el

tratamiento de la gastralgia y dolor de estdbmago (Céaceres, 2008)

2.2.2.4. Actividad Reportada

Se ha demostrado que Tagetes lucida Cav. Tiene actividad en el sistema nervioso
central como antidepresiva, ansiolitica y sedantes (Mata et al., 2018). El extracto
puede disminuir el dolor que produce el &cido acético en los animales de
experimentacion y producir un efecto analgésico similar al del acido acetil salicilico
(Yamilet Gutiérrez, Ramon Scull, Gaston Garcia, & Amanda Montes, 2018),
afectado receptores opioides y 5-HT. Se demostré que tiene efecto antidepresivo
mediante protocolos de nado forzado (Guadarrama et al., 2008) ya que afecta el
sistema serotonina en ratas (Gabriela, Javier, Elisa, Gonzalo, & Herlinda, 2012)
especificamente en los receptores 5-HT (1A) y 5-HT(2A) (Bonilla-Jaime,
Guadarrama-Cruz, Alarcon-Aguilar, Limdn-Morales, & Vazquez-Palacios, 2015),
finalmente también posee un efecto sedante (Pérez-Ortega & Gonzélez-Trujano,
2016).

Otras de las actividades que tiene fuera del sistema nervioso central, es su accién
como hipotensora (Jui, 1996), espasmolitico in vitro en duodeno de ratas (Salguero
Rodriguez, 1989), actividad inmunomodulador en ratones medida por un aumento en
la poblacion de linfocitos y en los titulos de anticuerpos séricos (Lara, Sandoval,
Jiménez, De la Roca, & Guzman, 1991), antibacteriana, antiflngica, antiinflamatoria
(Nayeli et al., 2020), anticancerigena (Céspedes et al., 2006) y antioxidantes (Aquino
et al., 2002; Mata et al., 2018).

2.2.2.5. Droga
Hojas (Cruz, 2005), tallos y flores (Caceres, 2008).
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2.2.2.6. Quimica
La planta contiene tres resinas acidicas, acido galico, taninos, glucosa, dextrina,
pectina, goma, sales  minerales, metoxicumarinas, esdragol, derivados de acido
cianico, cumarinas, herniarinas y en el aceite esencial se encuentra el anetol. La raiz
contienebitienil, 2-2’:5-(but-3-en-1-inil) estragol, fenilpropanoides y aceites

esenciales.

Las hojas y flores contienen: aceite esencial (limoneno 16.5%, B-ocimeno 14%, [3-
cariofileno 28%, mirceno 4-5%, anetol, alilanisol, estragol, éter metilico de eugenol,
tagetona) alcaloides cuaternarios, flavonoides (quercetagetina, patuletina),
saponinas, taninos, leucoantocianinas, acido galico, glucdsidos cianogénicos,
cumarinas (herniarina, dimetil alileter de 7 hidroxicumarina, 6,7,8-

trimetoxicumarina), pectina (Céaceres, 2009a)

2.2.2.7. Toxicidad
Popularmente se le atribuye propiedad abortiva. La DL50 de los extractos con
actividad espasmolitica por via oral es mayor de 100 mg/kg de peso (Caceres, 2009a).
El extracto alcohodlico provoca en algunas personas sintomas cardiovasculares. El a-
tertienilo puede ser fototoxico en presencia de luz UV cercana y producir una
fotodermatitis por un mecanismo que no depende de la peroxidacion lipidica de la
membrana (Cruz, 2005).

2.2.3. Valeriana prionophylla Standl.

2.2.3.1. Aspectos botanicos
Género de 200 especies, 12 descritas en Guatemala, seis medicinales. Hierba perenne,
erecta. Raiz bifurcada. Tallo 10-80 cm de alto, piloso o glabro. Hojas basales,
oblonolineares a espatuladas, obtusas, aserradas. Inflorescencia pedunculada, flores
numerosas en paniculas densas o difusas, rosadas; aquenios glabros o pilosos, costa

adaxial conspicua (Cruz, 2005).
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2.2.3.2. Distribucion
Nativa de Guatemala y sur de México (Céceres, 2008). En Guatemala se encuentra
en altitudes de 2,100-4,200msnm en Chimaltenango, Guatemala,
Huehuetenango, Quetzaltenango, Sacatepéquez, San Marcos, Solola y Totonicapan;
y se ha descrito en el 18 Altiplano occidental (Cruz, 2005), también se ha descrito en

Costa Rica, Panama y Bolivia.

2.2.3.3. Usos tradicionales

En la medicina tradicional mexicana, guatemalteca y costarricense es ampliamente
usada en la forma de infusién acuosa, como sedante y antiespasmédico (Céaceres,
2008), sin embargo, no hay gran variedad estudios especificos sobre la especie, pero
se supone actividad similar a las otras de la misma familia. La infusion y tintura se
usa oralmente para tratar afecciones nerviosas (convulsiones, insomnio, histeria,
mareo, nerviosismo, neuralgia), fiebre, resfrio, reumatismo y problemas cardiacos.
La decoccion se aplica en cataplasma o compresas para curar heridas, llagas,
raspones, tumores y enfermedades oculares. Se le atribuye propiedad calmante,
depurativa, diurética, espasmolitica, estomaquica, hipotensora, vaso relajante,
antioxidante, sedante, sudorifica, tonica, tranquilizante y vulneraria (Céceres, 2009a;
Cruz, 2005).

2.2.3.4. Actividad reportada

Se ha demostrado utilizando modelos de campo abierto, la varilla giratoria, el
laberinto elevado plus (EPM), la natacién forzada (FST), que el extracto
hidroalcoholico del rizoma seco tiene actividades vaso relajante ansiolitica
antidepresiva y sedantes (De Souza et al., 2011). La actividad vaso relajante es
causada por la implicacién de los canales de potasio en la arteria mesentérica de rata,
ademas, la relajacion independiente del endotelio inducida por VPR implica la
activacion de los canales K+, muy probablemente debido a los canales BK Ca, en la
arteria mesentérica superior de la rata (Reis et al., 2013). Los efectos antidepresivos
se producen a través de vias que implican interaccidn con sistemas serotoninérgicos,
L-arginina, 6xido nitrico y GABA, asi como la interaccion con los adrenoreceptores
a (Holzmann et al., 2016).
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Se ha demostrado que en la composicion quimica de Valeriana prionophylla Standl.
los aglicones presenta una potente actividad antioxidante (Piccinelli et al., 2004);
ademas, el aceite esencial podria usarse como antimicrobiano potencial en el
desarrollo de productos en medicinay en la industria alimentaria (Perez Sabino Juan
etal., 2017).

2.2.3.5. Droga
Raiz (Cruz, 2005), Fragmentos de raiz, rizoma y estolones, desecados y reducidos a
trozos irregulares (Caceres, 2008). Segun los resultados obtenidos hasta el momento,
la hoja desecada tamizada en mesh No. 5 de color verde-blancuzco a verde-pardo,

también puede utilizarse como materia vegetal (Caceres, 2009b).

2.2.3.6. Quimica

Las hojas presentan &cido hidroxivalerénico y flavonoides en cantidades
aproximadas de 1.12+0.43%. Los rizomas presentan acido hidroxivalerénico (mayor
concentracion que en la hoja), &cido  valerénico, isovaltrato, acevaltrato,
didrovaltrato, homo:didrovaltrato, iso-valeroxi-hidroxi:didrovaltrato, valtrato,
dihomo:valtrato, homo:valtrato, iso:valtrato, iso:homo:valtrato, prinsepiol-4-O-3-D-
glucopiranosido, fraxiresinol-4'O-B-D-glucopiranésido, 8-hidroxipironesinol-4'-O-
B-D-gluco-piranésido, 8-hidroxipinoresinol y prinsepiol (Chavadej, Becker, &
Weberling, 1985; Piccinelli et al., 2004; Riquett, 2007).

Se ha determinado la presencia de aceite esencial con un promedio de (0.1+0.15%)
para las hojas y de (0.41+0.28%) para los rizomas. Posee una composicion compleja
que incluye acido isovalérico, &cido-3-metilvalérico, acido valérico, isovalerato de
alilo, &cido 3-metil-2-oxovalérico, hexili de sesquiterpenos (como o, B y
transcariofileno, B-pineno, camfeno acetato de bornilo, farnesol, limoneno y B-
bisaboleno); acidos carboxilicos, hidrocarburos, alcoholes y cetonas, entre otros
(Céceres, 2009b).

2.2.3.7. Toxicidad
La administracion oral a ratones del elixir de una mezcla vegetal que incluye V.

prionophyllano mostré signos de toxicidad a 1,200mg/kg durante 8 dias
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(DL50>1,200mg/kg) (Caceres, 2008). El extracto etandlico por via oral en conejas y
ratas embarazadas no es teratogénico ni embriotoxico, ni produce un efecto inhibidor
de la ovulacion en ratas (Cruz, 2005). Los valepotriatos tienen actividad citotdxica

pero no se han identificado efectos colaterales en las dosis habituales.

En 28 pacientes con insomnio que tomaron tintura 1:5 no se observaron efectos
secundarios, ni en 20 pacientes con cancer de mama que presentaban ansiedad que lo
consumieron por 40 dias (Quifiones, 2007; Roca, 2005). Puede causar somnolencia,
por lo que no se recomienda la operacién de maquinaria ni conducir un vehiculo
cuando se encuentre en este estado. Aungue no se han demostrado clinicamente la
interaccion entre la valeriana y el alcohol, como una medida preventiva no se deben
consumir con bebidas alcohdlicas o de forma conjunta con otros sedantes. Se han
reportado efectos adversos menores, asociados con el uso cronico de rizoma e incluye

dolor de cabeza, excitabilidad, ansiedad e insomnio (Céceres, 2008).

2.2.4. Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth

2.2.4.1. Aspectos botanicos
Arbusto de 2 a5 m de alto, tallo herbaceo, con pelusilla blanca. Hojas alternas, tallo
acanalado, 50 — 60 cm de largo, dentado en la base, agujas en el peciolo. Flores
sésiles, moradas acampanadas de 1 a 2 cm de ancho. 5 estambres; caliz persistente,
hispido, estigma clava; ovarios ovoides sedosos, paniculas terminales de 50 a 60 cm
de largo. Cépsula oblongo-cdnica, 8 mm de largo, Bivalva. Semillas numerosas,

pequefias, rugosas, café (D. Ortiz & Lopez, 2010).

2.2.4.2. Distribucion
Nativo de México a Perd, en Guatemala se encuentra en Alta Verapaz,
Chimaltenango, = Guatemala, = Huehuetenango,  Quetzaltenango,  Quiche,

Sacatepéquez, San Marcos y Santa Rosa (D. Ortiz & Lopez, 2010).

2.2.4.3. Usos tradicionales
Se ha reportado su uso en la fitoterapia maya de Guatemala en el tratamiento de la

epilepsia y sintomas psicoldgicos, asi como también problemas infecciosos, como
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purificante de la sangre y para problemas inmunoldgicos (Hitziger, 2016). La
infusion de hojas y flores se usa para diarrea, inapetencia, indigestion, retencion
urinaria, reumatismo, nerviosismo y tos ferina. A la raiz se le atribuyen propiedades

diuréticas, febrifugas y sudorificas (D. Ortiz & Lopez, 2010).

2.2.4.4. Droga
Hojas y flores.

2.2.45. Quimica
La planta presenta taninos, mucilagos, almidones y aceites esenciales en su

composicion (Galindo, Kestler, & Mendez, 2009)

2.3.  Modelo de experimentacion

2.3.1. Escopolamina

La escopolamina es un inductor quimico que causa amnesia de manera momentanea
debido a que es un antagonista competitivo no especifico de los receptores
colinérgicos muscarinicos a nivel del sistema nervioso central (Ana Bernal,
LastName, Gomez, Lopez, & Acosta, 2013; Can etal., 2018; VADEMECUM, 2015).
A pesar de que la escopolamina es una antagonista no especifico las respuestas
amnésicas provocadas en humanos parecen imitar muy de cerca los déficits
cognitivos asociados con la enfermedad de Alzheimer (Figura No. 6) (Buccafusco et
al., 2008).
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Efectos de la
Escopolamina
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Elaboracién propia basado en (Al omairi et al., 2019; Antonova et al., 2011,
Seifhosseini, Jahanshahi, Moghimi, & Aazami, 2011).

Figura No. 6 Mecanismo de accién de la escopolamina

Se ha demostrado que la escopolamina acttia en muchos mecanismos similares a los
del Alzheimer, como por ejemplo: reduce el numero de neuronas y la actividad
neuronal en el hipocampo (Antonova et al., 2011; Seifhosseini, Jahanshahi,
Moghimi, Aazami, et al., 2011), aumenta el nivel de la proteina Ap que favorece el
crecimiento de la placa beta-amiloide, aumenta el nivel de la proteina tau fosforilada,
disminuye la actividad de la acetiltransferasa que disminuye la produccion de
acetilcolina, aumenta el MDA que es un indicador del estrés oxidativo generado a
partir de la peroxidacion de lipidos, aumenta la disfuncion mitocondrial, aumenta la
apoptosis neuronal en el hipocampo y la neuro inflamacion, disminuye el factor de
crecimiento en el hipocampo que es necesario para la reparacion neuronal (Tang,
2019), y finalmente se ha demostrado que disminuye la concentracion de dopamina,

norepinefrina, serotonina e histamina (Al omairi et al., 2019)
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Laberinto de Morris

El laberinto de Morris (LDM) fue disefiado como un método para evaluar el
aprendizaje espacial. Morris describié los procedimientos bésicos en 1984 y
posteriormente agregd detalles y procedimientos para evaluar formas relacionadas de
aprendizaje y memoria. Varias caracteristicas han contribuido al uso frecuente del
LDM estos incluyen la falta de entrenamiento previo requerido, su alta confiabilidad
en una amplia gama de configuraciones de tanques y procedimientos de prueba, su
utilidad entre especies (ratas, ratones y humanos (en un laberinto virtual 4), amplia
evidencia de su validez como una medida de la navegacion espacial dependiente del
hipocampo y la memoria de referencia, su especificidad como una medida de
aprendizaje en el lugar y su relativa inmunidad a las diferencias motivacionales en
una gama de efectos de tratamiento experimental que son secundarios al efecto
central propdsito de la tarea, como la genética, farmacol6gica, nutricional y
toxicologica (Vorhees & Williams, 2006).

El LDM se basa en el hecho de que un animal intentard escapar de una situacion
estresante, que en este caso es un gran charco de agua. La piscina contiene una
pequefia plataforma, visible sobre el nivel del agua o justo debajo de la superficie del
agua. Esta pequefia plataforma permite que los animales escapen del agua y les
permite estar de pie sin el estrés de la natacion, y esta disefiada con una malla o
material ranurado que permite un facil manejo. El preentrenamiento ocurre al
introducir la ubicacién de la plataforma de escape y al usar una plataforma que es
visible sobre la superficie del agua. En los dias siguientes, se realiza la prueba real,

en la que la plataforma esta oculta debajo de la superficie del agua.
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3. Justificacion

La incidencia de las enfermedades neurodegenerativas ha ido en aumento en los Gltimos afios a nivel
mundial. En el 2016 habia 46 millones de personas viviendo con demencia en todo el mundo y se
estima que en el 2050 este nimero crecera a 131.5 millones de personas (Batista & Pereira, 2016).
Asi mismo, los gastos que estas causan representan un problema que va en aumento para los sistemas
de salud publica. En el 2015 el costo social global total de la demencia se estim6 en 818 mil millones
de dolares, lo que equivale al 1.1% del producto interno bruto (PIB) mundial (Organizacion Mundial
de la Salud, 2020). A medida que la medicina moderna aumenta la esperanza de vida, también
aumenta la presencia de enfermedades neurodegenerativas, ya que se estima que entre el 5y 8% de
las personas 60 afios 0 mas padecen o padeceran demencia (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).
A pesar de todo esto, aun no existe una cura definitiva y por el momento sélo se cuenta tratamientos
que ralentizan la aparicién de los sintomas. Por tanto, es de vital importancia la investigacion de

nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades.

Las enfermedades neurodegenerativas han demostrado que son enfermedades complejas con
multiples mecanismos moleculares involucrados. Por lo cual, las terapias farmacol6gicas deberian de
ir orientadas a varias dianas terapéuticas, algo que no se tiene en los medicamentos actuales. Las
plantas y sus extractos se componen de varios metabolitos secundarios, lo cuales podrian actuar en
multiples objetivos moleculares de manera aditiva o incluso sinérgica. Lo cual ha sido utilizado en
investigacion en los dltimos afios (Long, Yang, Xu, Hao, & Li, 2015; Tewari et al., 2018). Uno de los
puntos de partida en la deteccién de la actividad farmacoldgica de una planta, es el conocimiento
etnobotanico que comunidades rurales suelen usar con fines farmacolédgicos. Esto es sumamente
importante en Guatemala, ya gran parte de la poblacion del area rural que no cuenta con atencién
primaria en salud, por lo cual la medicina tradicional sigue siendo un pilar para lograr la cobertura
nacional de salud. El limitado acceso a servicios de atencién primaria en salud en Guatemala se
evidencia con altos indices de desnutricion cronica infantil 49.8%. Siendo el sexto pais con los
mayores indices a nivel mundial y el primero en América latina (UNICEF, 2018). Asi mismo, existe
una limitada evidencia de la seguridad y eficacia de las plantas utilizadas tradicionalmente de forma
medicinal. Esto dificulta la formulacion de politicas que regulen e integren su uso en la atencion
primaria de salud (Geck et al., 2020).

Algunas de las plantas nativas de Guatemala con conocimiento etnofarmacoldgico y posibles efectos

neuroprotectores pueden ser: Tagetes lucida Cav. con usos tradicionales en patologias del sistema
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nervioso central como nerviosismo, susto y epilepsia (Céceres, 2009a; Hitziger, 2016), Valeriana
prionophylla Standl. Planta nativa la cual ha reportado efectos para reducir la ansiedad en pacientes
de cancer (Quifiones, 2007), Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth con usos tradicionales para el
tratamiento de la epilepsia y sintomas psicologicos (Hitziger, 2016; D. Ortiz & Lopez, 2010). Sin
embargo, estan carecen de una suficiente cantidad de estudios que garanticen su seguridad y eficacia.
Por ejemplo, Valeriana prionophylla Standl. cuenta poca investigacion de sus efectos en el SNC,
aunque ya se ha comprobado que posee efectos antidepresivos en ratas (Guadarrama et al., 2008;
Khulbe, Pandey, & Sah, 2013). Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth no tiene una gran variedad
estudios especificos sobre la especie, pero se supone actividad similar a las otras de la misma familia
las cuales se usan tradicionalmente para tratar problemas de convulsiones, insomnio, histeria, mareo,

nerviosismo, neuralgia.
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4, Objetivos
General
4.1.1. Evaluar de la actividad neuroprotectora de plantas de uso tradicional en Guatemala

en un modelo de pérdida de memoria inducida por escopolamina en ratones CD-1

Especificos

4.2.1. Establecer las variables que afectan el modelo, asi como la concentracion de
escopolamina que produce pérdida de memoria en el laberinto acuatico Morris, mediante la
validacion de este.

4.2.2. Determinar la actividad neuroprotectora comparado en tiempo de nado en el laberinto
de Morris por los grupos de experimentacién que seran administrados con Tagetes lucida
Cav. + escopolamina, Valeriana prionophylla Standl. + escopolamina y Wigandia urens
(Ruiz & Pav.) Kunth + escopolamina, con el grupo control negativo (escopolamina) y el
grupo control (solucion salina).

4.2.3. Evaluar el grado de neuroproteccion comparando el tiempo de nado en el laberinto
de Morris por los grupos de experimentacién que fueron administrados con los extractos de
Tagetes lucida Cav + escopolamina, Valeriana prionophylla Standl. + escopolamina y
Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth + escopolamina, con el grupo control (solucién salina)

y el grupo control positivo (N-acetilcisteina) para determinar el grado de neuroproteccion.
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5. Hipotesis

Los extractos de Tagetes lucida Cav., Valeriana prionophylla Standl. y Wigandia urens (Ruiz & Pav.)
Kunth. presentan actividad neuroprotectora igual o mejor a la del control N-acetilcisteina y previene

los déficits inducidos por escopolamina en un modelo de pérdida de memoria en ratones CD-1.
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6. Materiales y métodos

Universo y muestra

6.1.1.

Universo: Plantas nativas de uso tradicional en Guatemala utilizadas para tratar

problemas del sistema nervioso central

6.1.2.

Muestra: Tagetes lucida Cav., Valeriana prionophylla Standl. y Wigandia urens

(Ruiz & Pav.) Kunth.

Materiales.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Extractos vegetales
6.2.1.1. Extracto etanolico (70%) de las hojas de Tagetes lucida Cav. del Stock del
LIPRONAT con numero de Baucher: 1127, identificado en el Herbario BIGU,
recolectado en Cuatro Caminos, San Cristobal, Totonicapan, N 14°55°05.70” W
91°26°31.64 Altura 2400 msnm
6.2.1.2. Extracto etanolico (50%) del rizo de Valeriana prionophylla Standl. extracto
del Stock del LIPRONAT, con numero de Baucher: 49181, identificado en el Herbario
AGUAT, recolectado en Xetenam Xexube Chajul, Quiche. N 15°28°43.1"
W 91°02°09.2" altura 1,990 msnm,
6.2.1.3. Extracto metanolico (80%) de la flor de Wigandia urens (Ruiz & Pav.)
Kunth. del Stock del LIPRONAT con numero de Baucher: 1068, identificado en el
Herbario de Farmaya, S.A. recolectado en Carretera hacia el volcan de Acatenango,
14°32°23.0 N 90°50°43.1"0 Altura: 1,882 m

Animales
6.2.2.1. 111 ratones CD-1 de 10 semanas con un peso entre 25-30 gramos del Bioterio

“Amarilis Saravia Gomez”

Equipo
6.2.3.1. Laberinto de Morris
6.2.3.2. Caja de calor UGO Basile S.RL. Modelo: 58000-845
6.2.3.3. Vortex Fisher Scientific Touch Mixer 120V Modelo: 945410
6.2.3.4. Balanza analitica Precision Mettler Toledo

6.2.3.5. Camara Canon colocada en un agudo de 90° sobre el laberinto de Morris
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6.2.3.6. Computadora Hp Envy x 360
6.2.3.7. Estufa

6.2.4. Reactivos
6.2.4.1. Experimentacion
6.2.4.1.1. Clorhidrato de escopolamina (Sigma, ST. Luis, USA)
6.2.4.1.2. Solucién salina
6.2.4.1.3. N-acetilcisteina (Sigma, ST. Luis, USA)

6.2.4.1.4. Tinte negro soluble en agua no téxico (Tinta china 518, Pelikan)

6.2.5. Programas
6.25.1. Trox Trac: Programa de Windows optimizado para rastrear

animales. Version 2.91, Universidad de Corufia. Espafia (A. Rodriguez et al., 2017).

6.2.6. Materiales para experimentacion
6.2.6.1. Beaker de 10 mL
6.2.6.2. Tubos con tapa plésticos de 10 mL
6.2.6.3. Espatula
6.2.6.4. Micropipeta de 1000 microlitros
6.2.6.5. Jeringas de 1 mL
6.2.6.6. Sondas orogastricas para raton
6.2.6.7. Termdmetro
6.2.6.8. Crondmetro
6.2.6.9. Lamparas de calor con bombillas adicionales
6.2.6.10. Toallas de papel

6.2.6.11. Red de pesca para limpiar el laberinto entre pruebas / animales

Declaracion de Etica

6.3.1. Todos los procedimientos experimentales 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) y por la ley de
bienestar animal de Guatemala, ACUERDO GUBERNATIVO NUMERO 210-2017. Los
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protocolos fueron sometidos a evaluacién por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia Ref. CICUAL-CCQQF-01-2021

Disefio Experimental

Se utilizaron ratones CD-1 macho de 10 semanas (n=8) con un peso aproximado de 25-30
gramos, lo cuales se mantuvieron desde su nacimiento a una temperatura de 22° + 3°,
humedad 40-60%, con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con comida y
agua ad libitum y con control de comportamientos innatos. Estos fueron aclimatados en sus
cajas por grupos de experimentacion por un periodo de 5 dias, antes de comenzar con la

experimentacion.

El numero de ratones por grupo de experimentacion fue definido mediante la desviacion
estandar obtenida en la validacion del método, utilizando el software G-Power. El nimero de
ratones por grupo no fue menor de 5 ni mayor de 9 asegurando asi la variabilidad intragrupo

y el poder discriminar entre grupos.

Se realiz6 una validacion previa del laberinto de Morris y del software de seguimiento
ToxTrac mediante la comparacion de datos por registro manual, para asegurar la fiabilidad

de software y el control de variables en el laberinto de Morris.

6.4.1. Grupos de Experimentacion
Controles
6.4.1.1. Control negativo: escopolamina (3 mg/kg)
6.4.1.2. Control: solucion salina
6.4.1.3. Control positivo: N-acetilcisteina + escopolamina (100 mg/kg y 3 mg/kg

respectivamente)
Grupos de experimentacion

6.4.1.4. Tagetes lucida Cav. + escopolamina (100 mg/kg y 3 mg/kg respectivamente)
6.4.1.5. Tagetes lucida Cav. + escopolamina (200 mg/kg y 3 mg/kg respectivamente)
6.4.1.6. Valeriana prionophylla Standl. + escopolamina (100 mg/kg y 3 mg/kg
respectivamente)

6.4.1.7. Valeriana prionophylla Standl. + escopolamina (200 mg/kg y 3 mg/kg

respectivamente)
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6.4.1.8. Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth + escopolamina (100 mg/kg y 3 mg/kg
respectivamente)
6.4.1.9. Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth + escopolamina (200 mg/kg y 3 mg/kg

respectivamente)

6.4.2. Tratamiento

Clorhidrato de escopolamina (Sigma, ST. Luis, USA) fue disuelto en solucidn esteril
inyectable y administrado via intraperitoneal. N-acetilcisteina (Sigma, ST. Luis,
USA) vy los extractos experimentales fueron disueltos en DMSO 15% vy

administrados via oral a partir de sonda orogaéstrica.

El esquema del tratamiento de cada grupo de experimentacion se realiz6 en 3
tiempos. En el tiempo 0, se administraron los extractos (Tagetes lucida
Cav.,Valeriana prionophylla Standl y Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth) y el
control de N-acetilcisteina, dependiendo que grupo correspondiera, todos por via
oral. 30 minutos después del tiempo 0 se administraron los controles de escopolamina
y solucion salina, por via intraperitoneal. Finalmente 60 minutos después del tiempo

0 se inici6 la experimentacion colocando al ratone en el modelo (Rubio et al., 2007).

6.4.3. Laberinto de Morris
6.4.3.1. Descripcion

Se evalud la pérdida de memoria mediante el laberinto de Morris (Morris, 1984), el
cual consiste en una piscina circular (104 cm de diametro en la parte superior y 48
cm de altura) con una superficie interna sin rasgos distintivos, la cual se encuentra
llena con agua con un tinte negro soluble en agua no toxico y con temperatura de 25
°C 1 °C, estd dividida en cuatro cuadrantes iguales y poseera una plataforma
transparente (8 cm de didmetro y 29-32 cm de altura) la cual se centra en uno de los
cuatro cuadrantes de la piscina y se sumergira 1 cm debajo de la superficie del agua
para que sea invisible en la superficie. La piscina contenia varias sefiales visuales
prominentes. La trayectoria de cada raton mientras nadaba desde la posicion inicial
hasta la plataforma se monitoreara usando “Trox trac” como software de

seguimiento.
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6.4.3.2. Condiciones y especificaciones (Vorhees & Williams, 2006).

El laberinto de Morris estuvo lleno de agua a una temperatura de 25 C £ 1 ° durante
toda la experimentacion para evitar que la temperatura afectara la latencia de nada de
los ratones. En las paredes de los cuatro cuadrantes del laberinto de Morris (Figura

No. 5) se colocaron sefiales extra-laberinto prominentes visibles para el raton.

\ Sur y 4

Figura No. 7 Cuadrantes del laberinto de Morris

El experimentador y la sefiales extra-laberinto (computadoras, luces, equipo, etc.)
estuvieron ubicados en la misma posicion durante todos los dias de experimentacion.
Se verifico que el agua este limpia al momento de iniciar la experimentacion con cada
raton. Se cambid el agua de laberinto 1 vez al dia, al finalizar la experimentacion de

ese dia para asegurar la limpieza de esta.
6.4.3.3. Metodologia

El dia 1 de experimentacion se inicié con la ADAPTACION. Se dedicé a que los
ratones pudieran adaptarse al laberinto, el agua de la piscina no tenia ningtn colorante
y la plataforma estaba colocada en el centro del laberinto sobresaliendo 1 cm sobre
el nivel del agua para gque esta fuera visible para el raton (Bimonte-Nelson, Daniel,
& Koebele, 2015; Can et al., 2018; Jung et al., 2016).

Se colocd al ratén sobre la plataforma por un tiempo de 20 segundos al inicio del
entrenamiento (este paso solo se realizd 1 vez por cada raton). Posteriormente se
colocé al raton en uno de los cuatro cuadrantes del laberinto bajandolo suavemente
al raton evitando que la cabeza entre primero en contacto con el agua, el ratén estaba

viendo hacia la pared del laberinto al momento de ser colocando en el agua. El raton
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tuvo 60 segundos para encontrar la plataforma, si el ratén no encontré la plataforma
en este periodo de tiempo, se guid suavemente hacia esta. Una vez el ratén encontrd
la plataforma, este pudo permanecer en ella por un periodo de 10 segundos. Al
finalizar cada prueba se limpid el laberinto con una red y se agit6 suavemente el agua
para distribuir / eliminar escombros y sefiales olfativas antes de comenzar el ensayo
del préximo animal. Cuando todos los ratones de un mismo grupo finalizaron la
primera prueba, el proceso se repitid 2 veces mas, para hacer un total de 3 pruebas
para cada raton. Las pruebas tuvieron un intervalo de 10-15 minutos entre cada una

y los ratones fueron colocados en una posicion inicial diferente en cada prueba.

Tabla No. 3 Posicién en la que se coloco al ratén dentro del laberinto de Morris

en la fase de Adaptacion.

No. de prueba de adaptacion Dia 1l
1 Norte
2 Este
3 Oeste

Al finalizar las 3 pruebas los ratones se secaron con un pafio y posteriormente se

colocaron en una caja de calor para asegurar un secado total.

Del dia 2 al 6 de experimentacion se realizé el ENTRENAMIENTO de los ratones
(Bimonte-Nelson et al., 2015; Can et al., 2018), se hicieron 3 pruebas para cada raton,
se llend la piscina y adicioné colorante con el objetivo que el ratdn no pudiera
visualizar que estaba debajo del agua, la plataforma estaba colocada en el cuadrante
Sur del laberinto sumergida 1 cm debajo del nivel del agua para evitar que esta fuera
visible para el ratdn, asi mismo esta estuvo una distancia equidistante de la pared
lateral y del medio del laberinto. La plataforma estuvo ubicada en el mismo cuadrante

en cada prueba durante todos los dias de la experimentacion.

Se colocd al raton en uno de los tres cuadrantes del laberinto donde no se encontraba
la plataforma, (Tabla No. 4) este se bajé suavemente evitando que la cabeza entrara
primero en contacto con el agua primero, el raton estuvo viendo hacia la pared del

laberinto al momento de ser colocando en el agua. El raton tuvo 60 segundos para
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encontrar la plataforma, si el raton no llegé a encontrar la plataforma en este periodo
de tiempo, se guiara suavemente hacia la plataforma. Una vez el rat6n estuviera en la
plataforma, este debia permanecer en ella por un periodo de 10 segundos. Al finalizar
cada prueba se limpid el laberinto con una red y se agité suavemente el agua para
distribuir / eliminar escombros y sefiales olfativas antes de comenzar ensayo del
préximo animal. El proceso se repitié 2 veces mas, para hacer un total de 3 pruebas
para cada raton. Las pruebas tuvieron un intervalo de 10-15 minutos entre cada una

y los ratones seran colocaron en una posicion inicial diferente en cada prueba.

Tabla No. 4 Posiciones en las que se colocaron a los ratones dentro del

laberinto de Morris en la fase de Experimentacion.

No. de prueba Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 Oeste Este Norte Oeste Este
2 Norte Oeste Este Norte Oeste
3 Este Norte Oeste Este Norte

Al finalizar las 3 pruebas lo ratones se secaron con un pafio y posteriormente se

colocaron en una caja de calor para asegurar un secado total.

El dia 7 de experimentacion ser realizé la PRUEBA FINAL en el laberinto de Morris
(Bimonte-Nelson et al., 2015; Can et al., 2018; Jung et al., 2016; Rubio et al., 2007).
Se retird la plataforma del laberinto de Morris para que el raton no tuviera donde
apoyarse, se llend la piscina y se adiciono colorante. Se coloc6 al ratén en el
cuadrante NORTE del laberinto donde no se encuentra la plataforma, se bajo
suavemente evitando que la cabeza entrara primero en contacto con el agua, el ratén
estuvo viendo hacia la pared del laberinto al momento de ser colocando en el agua.
El raton tuvo 90 segundos de nado. Una vez finalizados los 90 segundo el raton se
secO con un pafio y se coloco en una caja de calor para asegurar un secado total. Al
finalizar cada prueba se limpi6 el laberinto con una red y se agit6é suavemente el agua
para distribuir / eliminar escombros y sefiales olfativas antes de comenzar con el

préximo ensayo, la prueba final se repitié una Unica vez.
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Analisis Estadistico

Los datos (Tiempo de nado o latencia) se analizaron utilizando el software estadistico Prism
8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Todos los datos se expresaron como la media * error
estandar de la media (S.E.M.). Las comparaciones estadisticas se realizaron entre cambios de
parametro (medida en tiempo 0- medida en tiempos posteriores) utilizando ANOVA de dos
vias entre los grupos tratados con tratamiento experimental y tratados con vehiculo, seguido
de la prueba posterior de comparacién Dunnett. Los valores de P <0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los datos se normalizaron para todos los grupos en cada dia

individual dividiendo cada valor en los valores promedios del grupo escopolamina.
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7. Resultados

Se realiz6 la validacion del uso de escopolamina (ESC) en el modelo de Laberinto Acuético de

Morris. Para esto se evaluaron a los ratones por un periodo de 7 dias, el dia 1 consistio en la adaptacién

de los ratones al modelo, por lo cual no se recopilaron datos; del dia 2 al 6 se realizaron el

entrenamiento el cual consistio en 3 ensayos para cada raton; el dia 7 se realizd una prueba final en

la cual se retird la plataforma del modelo y se evalu6 tiempo de estancia del raton en el cuadrante

donde estaba la plataforma. Para la validacion de la ESC se utilizaron 2 concentraciones: 1.5 mg/kg

y 3 mg/kg, durante el entrenamiento la concentracion de 3 mg/kg mostrd un mayor efecto, mientras

gue en la prueba final ambas concentraciones fueron significativamente diferentes al control P <0.01

(Figura No. 1).

( ) Laberinto de Morris. Entrenamiento
- Validacion
® 50~
E
'-g 40
S
K
o
= 30
8,
g 20
S 10-
[+]
)
@ | | 1 | I
i 2 3 4 5 6
Dias

(B) Laberinto de Morris. Sesion de prueba

Validacion
0
$ 25-
°
o
o 20_
@
€
_E 15_ *%k *%
(]
3 —— —T—
8 10+
g
£ 5-
o
a
E 0- T T
£ CON 1.5 3

Escopolamina (mg/Kg)

@ CONTROL
O ESCOPOLAMINA 1.5 mg/Kg
O ESCOPOLAMINA 3 mg/Kg

(C) Laberinto de Morris. Sesion de prueba

Validacion
g
£ 50+
5
€ 404
@
£
L 30+
g *% *%
o 20 —— —
°
2
£ 10+
o
=]
E 0= T T
k3 CON 1.5 3
=

Escopolamina (mg/Kg)

Figura No. 1. Validacion de la concentracion de escopolamina en un el modelo de Laberinto

Acuatico de Morris en ratones macho CD-1 de 10 semanas (n=5 por grupo). (A) Fase de

entrenamiento dia 2-6. (B) Prueba final dia 7 expresada en tiempo de estancia del raton en el cuadrante
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objetivo (Cuadrante Sur). (C) Prueba final dia 7 expresada en porcentaje de tiempo de estancia del
raton en el cuadrante objetivo. Los datos presentados representan + S.E.M. ** P <0.01 indicando una

diferencia significativa comparado con el grupo CON.

Para la evaluacion del potencial neuroprotector de 3 plantas de uso tradicional en Guatemala (Tagetes
lucida Cav. (TL), Valeriana prionophylla Standl. (VP) y Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth.
(WU)). Se inici6 con una concentracion de 200 mg/kg (Figura No. 2). El grupo de TL fue el extracto
gue menor neuroproteccion obtuvo comparado con el control de ESC, tanto en el entrenamiento como

en la prueba final, por lo cual no se continuo con la evaluacion a una concentracion de 100 mg/kg.

Los extractos de VP y WU se evaluaron a 200 mg/kg y 100 mg/kg (Figura No. 3 y Figura No. 4)
comparandolas con un control normal salino (CON), un control negativo de ESC 3 mg/kg y un control
positivo de N-Acetilcisteina (NAC) 100 mg/kg. Se obtuvo una diferencia significativa entre el control
de ESC y CON P<0.05, asi como entre el control de ESC y NAC P <0.05. En el extracto de VP
(Figura 3) la concentracion de 200 mg/kg mostré mejores resultados que la de 100 mg/kg durante el
entrenamiento. En la prueba final tanto la concentracién de 200 mg/kg como la de 100 mg/kg fueron
significativamente diferentes al control de ESC P <0.05. En el extracto de WU (Figura No. 4) se
obtuvo una mejor neuroproteccién frente a ESC a 200 mg/kg, tanto en el entrenamiento como en la

prueba final sin que esta llegara a tener una significancia de P <0.05.
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Figura No. 2. Evaluacion inicial de los extractos de Tagetes lucida Cav. (TL), Valeriana

prionophylla Standl. (VP) y Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth. (WU) a una concentracion de
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200 mg/kg en ratones macho CD-1 de 10 semanas (n=8 por grupo). (A) Fase de entrenamiento

dia 2-6. (B) Prueba final dia 7 expresada en tiempo de estancia del ratdn en el cuadrante objetivo. (C)

Trayectoria representativa de los grupos CON y ESC durante la prueba final dia 7. Los datos

presentados representan + S.E.M. ## P <0.01 # P <0.05 * P <0.05 indicando una diferencia

significativa comparada con el grupo CON, CON vy el grupo ESC respectivamente.
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Figura No. 3. Evaluacion del extracto de Valeriana prionophylla Standl. (VP) a 200 mg/kg y 100

mg/kg en ratones macho CD-1 de 10 semanas (n=8 por grupo). (A) Fase de entrenamiento dia 2-

6. (B) Prueba final dia 7 expresada en el porcentaje de tiempo de estancia del ratén en el cuadrante

objetivo. (C) Trayectoria representativa de los grupos VP 200 y VP 100 durante la prueba final dia 7.

Los datos presentados representan = S.E.M. # P<0.05 * P <0.05 indicando una diferencia significativa

comparada con el grupo CON vy el grupo ESC respectivamente.
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Figura No. 4. Evaluacion del extracto de Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth. (WU) a 200

mg/kg y 100 mg/kg en ratones macho CD-1 de 10 semanas (n=8 por grupo). (A) Fase de

entrenamiento dia 2-6. (B) Prueba final dia 7 expresada en el porcentaje de tiempo de estancia del

raton en el cuadrante objetivo. (C) Trayectoria representativa de los grupos WU 200 y WU 100

durante la prueba final dia 7. Los datos presentados representan + S.E.M. # P <0.05 * P <0.05

indicando una diferencia significativa comparada con el grupo CON y el grupo ESC respectivamente.
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8. Discusion

El uso tradicional de plantas medicinales es una caracteristica distintiva de civilizaciones antiguas
mesoamericanas la cual se mantiene aun en la actualidad (Geck et al., 2020; Vargas & Andrade-Cetto,
2018). A pesar de esto la etnofarmacologia orientada a la exploracion de enfermedades
neurodegenerativas es una rama que se encuentra poco estudiada en Guatemala. El presente estudio
evalud el potencial neuroprotector frente a la pérdida de memoria ocasionada por escopolamina (ESC)
de 3 plantas nativas con uso tradicional en Guatemala en afecciones del sistema nervioso central
(SNC). Para esto se inici6 con la validacion de la concentracién de (ESC) para el modelo del laberinto
acuatico de Morris. Seguidamente se evaluaron los extractos de Valeriana prionophylla Standl. (VP),
Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth. (WU) y Tagetes lucida Cav. (TL). De los cuales VP y WU
mostraron potencial neuroprotector, siendo el extracto de VP el que mostr6 resultados significativos

tanto en la concentracion de 200 mg/kg como en la de 100 mg/kg.

Como modelo para evaluar la memoria espacial se utilizé el laberinto acuatico de Morris (Barnes,
Danysz, & Parsons, 1996; Morris, 1984). Este es un modelo se evalud la memoria de adquisicion
(durante el entrenamiento) y de referencia (durante la prueba final) (Vorhees & Williams, 2006). Los
neurotransmisores colinérgicos como la acetilcolina son los principales responsables de la
transmisién sindptica, por tanto, la disfuncién de esta puede causar pérdida de memoria. Esto se ha
observado en el caso del Alzheimer donde la ausencia de acetilcolina es uno de los efectos primarios
de la enfermedad (Alvarez Castillo et al., 2020). Como inductor de pérdida de memoria se utilizd
ESC, ya que se ha demostrado que esta afecta la adquisicion de la memoria (Flood & Cherkin, 1986),
mediante el antagonismo competitivo no especifico de los receptores colinérgicos muscarinicos (Ana
Bernal et al., 2013; Can et al., 2018; Cherny et al., 2001; VADEMECUM, 2015). El producto de esto
se traduce en un déficit en el aprendizaje y memoria al interrumpir la neurotransmisién colinérgica
(Kim et al., 2018). Por lo cual esta molécula es usada comunmente para inducir pérdida de memoria
en sujetos experimentales (BureSova & Bures, 1982; Stevens, 1981). Los resultados de la validacion
para la concentracion de 1.5 mg/kg y la de 3 mg/kg de ESC mostraron una diferencia significativa
respecto al control salino, lo cual evidencia que la pérdida de memoria producida por ESC es
constante a partir de 1.5 mg/kg. Como control positivo se utiliz6 N-acetilcisteina (NAC) el cual ha
demostrado minimizar el dafio cortical causado por la administracion de ESC (Al-Quraishy et al.,
2020); asi como producir un efecto antioxidante y regular la disminucion de la noradrenalina,
dopamina, serotonina, histamina 'y ATP en el hipocampo, producida por la administraciéon ESC (Al
omairi et al., 2019).
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Valeriana prionophylla Standl. (VP) es una planta que se encuentra descrita en varios paises de
Centroamérica y México. En Guatemala se encuentra descrita en al menos 8 departamentos (Cruz,
2005). Esta especie es conocida tradicionalmente como valeriana del monte, se usa como sedante y
antiespasmaodico (De Souza et al., 2011), para tratar afecciones nerviosas (Caceres, 2009a; Cruz,
2005). Como extraccién hidroalcohdlica se ha comprobado que tiene efectos relajantes, ansioliticos,
antidepresivos y sedantes en modelos in vivo (campo abierto, varilla de rotacion, laberinto en cruz
elevado (EPM), la natacion forzada) en ratones; asi mismo demostro tener efectos vaso relajante como
extracto etanolico en un modelo in vivo en ratas (Reis et al., 2013). No hay gran variedad estudios
especificos sobre esta especie en particular, pero se infiere que puede tener actividades similares a
otras plantas del mismo género que se ha demostrado que actla a nivel del SNC. Esto debido a sus
similitudes quimicas, por ejemplo, la presencia de valepotriatos que se encuentran en V. pulchella,
V.condamoana, V.micropterina, y VP (Chavadej et al., 1985), los cuales se ha demostrado que acttan
a nivel del SNC (Maurmann, 2006; Tufik, Lobo, & Medeiros, 1992), y se encuentran en mayor
proporcion en VP. Los datos demostraron que tanto la concentracion de 200 mg/kg como la de 100
mg/kg protegen de los dafios inducidos por la ESC 3 mg/kg, lo cual sugiere que ambas
concentraciones del extracto de VP son neuroprotectoras frente al mecanismo de la ESC que causa
perdida de memoria. Esto concuerda con un anterior estudio in vitro que demostré que VP tiene un
efecto moderado inhibitorio de la acetilcolinesterasa (Dayrin Ortiz et al., 2013). Siendo este uno de
los posibles mecanismos de accidn de VP contra la ESC, debido a que se impide la destruccion de la
acetilcolina y produce un efecto parasimpaticomimético indirecto mediante el aumento de la
concentracion de acetilcolina en el receptor. VP también comparte ciertos metabolitos secundarios
con Valeriana officinalis L. (De Souza et al., 2011), en la cual el efecto neuroprotector y los
mecanismos de accion estdn mas estudiados, como la influencia en las vias de sefializacion que
involucran Ca (2+) y el estado redox de las células (Malva, Santos, & Macedo, 2004), la actividad
citoprotectora (De Oliveria et al., 2009) y los mecanismos contra la hiperexcitabilidad, estrés
oxidativo, asfixia y / o agotamiento de ATP (Santos et al., 2016). Pudiendo ser estos mecanismos
alternativos que también influyan en la neuroproteccion de VP siendo nuevos puntos de partida para

posteriores investigaciones de VP.

Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth (WU) se encuentra descrita en al menos 9 departamentos de
Guatemala (D. Ortiz & Lopez, 2010). Se ha reportado su uso en la fitoterapia maya en el tratamiento
de la epilepsia y sintomas psicoldgicos (Hitziger, 2016). Esta especie casi no se ha estudiado en

modelo in vitro y la presente investigacion representa el primer estudio en un modelo in vivo. Los
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datos demostraron que la concentracién de 200 mg/kg presenté un mejor efecto de neuroproteccion
contra la ESC respecto a la concentracion de 100 mg/kg. El efecto de la concentracion de 200 mg/kg
presento valores similares a los del control N-acetilcisteina, sin llegar a ser significativos. Este primer
reporte crea un precedente para futuras investigaciones en WU, pudiendo ser que el efecto
neuroprotector no sea a través gadel mecanismo de la acetilcolina, el cual es el que mas cominmente

se evalUa al utilizar como control ESC (Ana Bernal et al., 2013; Cherny et al., 2001).

Con respecto a Tagetes lucida Cav. (TL) se evalud la concentracion de 200 mg/kg. TL se encuentra
descrita en al menos 9 departamentos de Guatemala (Céceres, 2009a; Cruz, 2005). Se usa por la
poblacion maya para tratar patologias del SNC como el susto, nerviosismo y epilepsia (Hitziger,
2016). Es conocida por los aztecas como "yauhtli" y era un remedio para dolencias como fiebre,
miedo, demencia, derrame cerebral (Adams et al., 2007). Se ha demostrado que tiene actividad
antidepresiva, ansiolitica y sedante in vivo utilizando extractos acuosos en un modelo de natacion
forzada (Guadarrama et al., 2008; Mata et al., 2018). A pesar de tener cierto efecto inhibitorio sobre
la acetilcolinesterasa en un estudio in vitro (Dayrin Ortiz et al., 2013). TL no demostré tener buena
actividad contra la pérdida de memoria ocasionada por la escopolamina (Figura 1), esto sugiere que
el efecto tradicional reportado contra la demencia no se da por la via de la acetilcolina sino por otros
mecanismos como neurotransmisidn serotoninérgica o gabaérgica en las cuales se ha demostrado que
el extracto de TL puede influir (Gonzélez-Trujano, Gutiérrez-Valentino, Hernandez-Aramburo, Diaz-
Reval, & Pellicer, 2019; Pérez-Ortega & Gonzalez-Trujano, 2016).

Este estudio demostro la relacion que puede existir entre las plantas con usos tradicionales para tratar
afecciones del sistema nervioso central y su actividad y potencial neuroprotector. Asi mismo algunos
de los extractos de las plantas evaluadas redujeron significativamente la pérdida de memoria causada
por la escopolamina, lo cual puede dar pauta a futuras investigaciones que evalien mas
especificamente fracciones de extractos y mecanismo de accién. Sin embargo, para este estudio solo
se evaluaron pardmetros de comportamiento sin tomar encuentra pruebas complementarias como
analisis histolégicos y pruebas biol6gicas, por lo que estudios posteriores contribuirian en mostrar

evidencia de estos efectos.
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9. Conclusiones
9.1.  Se comprobd que existe una relacién entre algunas plantas nativas de Guatemala con usos
tradicionales para afecciones del sistema nervioso central y la presencia de una actividad
neuroprotectora contra la pérdida de memaoria producida por la escopolamina.
9.2.  Se determind que tanto la concentracion de 1.5 mg/kg como la de 3 mg/kg de escopolamina
produce pérdida de memoria en ratones macho de 10 semanas en el modelo de laberinto acuatico de
Morris.
9.3.  Las concentraciones de 100 mg/kg y 200 mg/kg del extracto de Valeriana prionophylla
Standl. presentaron un efecto de neuroproteccion frente a la pérdida de memoria ocasionada por
escopolamina en el modelo de laberinto acuatico de Morris utilizando ratones macho CD-1 de 10
semanas.
9.4.  Laconcentracion de 200 mg/kg del extracto de Wigandia urens (Ruiz & Pav.) Kunth present6
un efecto de neuroproteccion frente a la pérdida de memoria ocasionada por la escopolamina similar
al que produce el estandar de N-Acetilcisteina en el modelo de laberinto acuatico de Morris utilizando
ratones macho CD-1 de 10 semanas.
9.5. El extracto de Tagetes lucida Cav. no mostr6 un efecto de neuroproteccién frente a la a la
pérdida de memoria ocasionada por la escopolamina en el modelo de laberinto acuatico de Morris

utilizando ratones macho CD-1 de 10 semanas.
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10. Recomendaciones

Se recomiendo respaldar los datos obtenidos utilizando el mismo disefio y esquema de tratamiento en
méas modelos de comportamiento de ratones como: placa agujerada, tarea de evitacién pasiva,
laberinto en Y, prueba de reconocimiento de objetos, etc. Se recomienda realizar anélisis de actividad
inhibicidn de acetilcolinesterasa tanto in vitro como ex vivo, para confirmar los mecanismos de accién
de los extractos utilizados. Asi mismo se deben de realizar el aislamiento fraccionado bioguiado de
lo extractos para determinacion de los grupos de metabolitos responsables de la actividad

neuroprotectora.
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12. Anexos

12.1. Anexo 1
Fotografias tomadas durante la parte experimental
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