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Estudio del efecto citoprotector y proliferativo del extracto hidroalcoholico de
semillas de Mucuna urens sobre un cultivo in vitro de células PC-12 tratadas
con dosis crecientes de 6-hidroxidopamina.

Alejandra Romero Morales

RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa producida por la pérdida
progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y la disfuncion de los circuitos
neuronales relacionados con el control de los movimientos. Mucuna urens es una planta
(Fabaceae) cuya semillas contienen altas concentraciones de levodopa, utilizada desde hace mas
de 5000 afios para el tratamiento de enfermedades como el Parkinson. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto citoprotector y proliferativo de diversas concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de las semillas de M. urens sobre un cultivo in vitro de células PC-12
tratadas con dosis crecientes de 6-OHDA. Entre los principales hallazgos obtenidos se encuentra
una proliferacion considerable (superior a 30% sobre el control positivo) de las células incubadas
a concentraciones de 0.05 y 1mg/mL del extracto. Ademas, se observd un efecto de
citoproteccion, presumiblemente de caracter antioxidante, en células preincubadas con
0.25mg/mL de extracto ante concentraciones de 0.20 y 0.30 mmol/L de neurotoxina. Con este
estudio se logr6 comprobar la capacidad proliferativa y citoprotectora in vitro del extracto
hidroalcoholico de M. urens; el cual podria tener implicaciones en tanto en el tratamiento
regenerativo como en el preventivo; respectivamente. Asi mismo se logré estandarizar el modelo
experimental de la linea celular PC-12, ampliamente utilizada a nivel internacional para la
investigacion de los mecanismos moleculares y celulares de las enfermedades

neurodegenerativas y la busqueda de nuevos tratamientos contra las mismas.
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Study of the cytoprotective and proliferative effect of a hydroalcoholic extract
of seeds of Mucuna urens on an in vitro culture of PC-12 cells treated with
increasing doses of 6-hydroxydopamine.

Alejandra Romero Morales

ABSTRACT

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder caused by the progressive loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra and the dysfunction of neural circuitry related to
the control of movements. Mucuna urens is a plant (Fabaceae) whose seeds contain high
concentrations of levodopa, used for over 5000 years to treat diseases like Parkinson's. The aim
of this study was to determine the proliferative and cytoprotective effect of different
concentrations of the hydroalcoholic extract of the seeds of M. urens on an in vitro culture of PC-
12 cells treated with increasing doses of 6-OHDA. Among the key findings, a significant
proliferation effect (above 30% of the positive control) was determinate on cells incubated at
concentrations of 0.05 and 1mg/ml of the extract. In addition, there was a cytoprotective effect,
presumably of an antioxidant type, in cells preincubated with 0.25mg/mL of the extract before
the addition of 0.20 and 0.30 mmol / L of neurotoxin. This study proves the cytoprotective and
proliferative in vitro capability of the hydroalcoholic extract of M. urens, which could have
implications in both regenerative and preventative therapy, respectively. Also achieved
standardize the experimental model of the PC-12 cell line, widely used internationally for the
investigation of the molecular and cellular mechanisms of neurodegenerative diseases and the

search for new treatments against them.

Keywords: L-dopa, tissue culture, oxidative stress, PC-12, proliferation, cytoprotection.
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INTRODUCCION
La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa progresiva producida

por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y la disfuncién de los circuitos
neuronales relacionados con el control de los movimientos corporales. Afecta a mas de 60 000
estadounidenses cada afio, generalmente a individuos con edades superiores a los 65 afios (NPF,
2008, NINDS, 2009).

Actualmente existen gran cantidad de medicamentos para mitigar los sintomas de esta
enfermedad. Muchos de estos medicamentos estdn dirigidos a compensar la pérdida de la
produccién de dopamina causada por la muerte de las neuronas en la sustancia negra compacta
del cerebro. Entre estos compuestos la L-3,4-hidroxifenilalanina (L-DOPA), también conocida
como levodopa, es ampliamente utilizada ya que es un precursor de la dopamina capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica (NAHH, 2008). La respuesta en los pacientes al ser
tratados con dicha droga es casi inmediata, sin embargo, su efectividad disminuye tras un
prolongado periodo de utilizacion y ademas ha sido asociada con complicaciones motoras muy
discapacitantes tales como las discinesias; y efectos secundarios como vomito y nausea (Hotton
& Chaudhuri, 2008). En la actualidad, no existe en el mercado ningin farmaco sintético capaz de
retrasar o detener el progreso de dicha enfermedad, por lo que nuevas sustancias de origen
natural estan siendo estudiadas y probadas en laboratorio como opciones alternativas (Manyam
& Cryer, 2000).

Las plantas han sido utilizadas desde tiempos remotos con fines curativos para buscar nuevas
sustancias bioactivas y siguen perfilandose como una alternativa en la medicina moderna
(Mufioz et al., 2004). En la actualidad, existe un interés creciente por el estudio y la utilizacion
de las plantas medicinales, tanto en paises desarrollados, como en aquellos en vias de desarrollo
(Hoogesteger, 1994), en los cuales se ha incentivado la busqueda e identificacion de sustancias

activas extraidas de plantas (Mufioz et al., 2004).

Mucuna urens es una planta de la familia de las leguminosas (Fabaceae). Es una enredadera
cuyo crecimiento se da en los bosques lluviosos de las zonas tropicales del planeta (NUfiez,
1982). El polvo de semillas de Mucuna contiene altas concentraciones de levodopa y ha sido de
largo uso en medicina tradicional Ayurvédica de la India para el tratamiento de enfermedades
como el Parkinson (Manyam et al., 2004[a] y Manyam et al., 2004 [b]). También se ha reportado



que puede incrementar la produccion de la hormona de crecimiento humana; incrementa la

resiliencia tisular y mejora la coordinacion (Katzenschlager et al., 2004).

La composicion farmacéutica del polvo de semilla de Mucuna o de sus extractos ha sido
probada en ensayos clinicos (Katzenschlager et al., 2004; Parkinson’s Disease Study Group,
1995; Vayda et al., 1978; Nagashayana et al., 2000). En ellos, los efectos negativos relacionados
con la administracion a largo plazo de la L-Dopa no fueron identificados. En dichos estudios los
pacientes con discinesias producidas por la terapia de L-Dopa convencional, presentaron una

disminucién en su incidencia y severidad (Hussain & Manyam, 1997).

A nivel nacional, el Programa de Investigacion de Neurociencias de la Universidad de Costa
Rica cuenta con estudios utilizando extracto crudo de M. urens. Los principales resultados
obtenidos en modelos animales sefialan que el efecto antiparkinsoniano del tratamiento con una
combinacion de M. urens + carbidopa es mejor que el producido por la administracion conjunta
de levodopa + carbidopa (Molina & Solis, 2003). Ademas, estudios atn no publicados llevados a
cabo en cultivos de células PC-12, linea derivada de un feocromocitoma de la médula
suprarrenal de rata utilizadas como modelo de la EP, sugieren que el pretratamiento de dichas
células con el extracto de M. urens tiene un efecto neuroprotector ante dosis crecientes de 6-
OHDA y presentan ademas un leve efecto de proliferacién celular (Fornaguera, J, comunicacion
personal, 2009). Debido a lo anterior se queria determinar si dicho extracto realmente presentaba
las caracteristicas citoprotectoras y proliferativas que se observaron en el cultivo celular PC-12, y
si estos efectos podrian llegar a explicar los efectos antiparkinsonianos observados por Molina &

Solis en modelos animales conductuales.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la capacidad citoprotectora y de
proliferacion de un extracto hidroalcohdlico de semillas de M. urens in vitro. . Para dicho
experimento se utilizaron células PC-12, una linea celular derivada de feocromocitoma de la
médula suprarrenal de rata (Attiah et al., 2003). Estas son células catecolaminérgicas muy
utilizadas en los estudios sobre la EP debido a que son secretoras de dopamina (Greene, 1978).
Las células PC-12 fueron tratadas con 6-hidroxidopamina, una neurotoxina ampliamente
utilizada en modelos experimentales de la EP, ya que estd ligada a la formacion de H,Op,
radicales libres tipo hidroxilo (OH") y quinonas que se producen en su metabolizacion, que se
cree tienen una importante participacion en la destruccién neuronal observada (Luquin, 1998).



REVISION DE LITERATURA

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno degenerativo del sistema nervioso central.
Fue descrita por primera vez en 1817 por James Parkinson, un medico britanico que publico un
ensayo llamado "Paralisis Temblorosa™ (Shaking Palsy), en el que describidé de manera detallada
los sintomas principales de la enfermedad que posteriormente llevaria su nombre (NINDS, 2009;
NPF, 2007).

La EP es un desorden progresivo del SNC, que se caracteriza por la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, parte compacta. Estas neuronas son las
encargadas de producir el neurotransmisor dopamina, la cual es de gran importancia para
diversas funciones cerebrales. En muchos casos en estas células se da ademas la aparicién de
inclusiones eosindfilas intracelulares, Ilamadas cuerpos de Lewy (Braunwald et al, 2001). Los
cuatro sintomas principales de la EP son el temblor en reposo de extremidades y las manos la
mandibula o la cabeza; acinesia que es la rigidez de las extremidades y el tronco; bradicinesia, o
lentitud en los movimientos; e inestabilidad postural, o deterioro del equilibrio (Marjama &
Koller, 2001). En estadios tardios pueden aparecer también deterioros cognitivos (NAHH, 2008;
Braunwald et al, 2001; Marjama & Koller, 2001; NINDIS, 2009).

La dopamina es un mensajero quimico responsable de transmitir sefiales entre la sustancia
negra y el cuerpo estriado, para producir movimientos suaves y decididos (NPF, 2007). La
pérdida de dopamina produce patrones anormales de activacion nerviosa dentro del cerebro que
causan deterioro del movimiento (NINDIS, 2009). Los estudios demuestran que la mayoria de
los pacientes con EP ya han perdido del 60 al 80 por ciento de células productoras de dopamina
en la sustancia negra en el momento de la aparicion de los sintomas (NINDIS, 2009; NPF, 2007).
Estudios recientes (Ramos, 2009; NINDS, 2009), han mostrado que dichos pacientes también
tienen pérdida de las terminaciones nerviosas que producen el neurotransmisor norepinefrina el
cual estd estrechamente relacionado con la dopamina y es el mensajero quimico principal del
sistema nervioso simpatico, el cual controla muchas funciones automaticas del cuerpo, como el

pulso y la presion arterial (NINDS, 2009)



Bases celulares de la EP

Existen aproximadamente 500.000 células dopaminérgicas en el mesencéfalo de los adultos
jovenes, la mayoria de las cuales se encuentran en la pars compacta de la Sustancia Negra. Estas
células contienen neuromelanina, proteina que les confiere su color caracteristico, y sintetizan la

dopamina (Alvernia, 2008).

Las neuronas de la parte compacta de la sustancia negra envian impulsos dopaminérgicos
hacia el cuerpo estriado (via nigroestriatal), el cual forma parte de los ganglios basales. El
sistema nigroestratial participa en la planeacion y ejecucion inconsciente de los movimientos
aprendidos y se cree que la via dopaminérgica al estriado posee una actividad moduladora en

este proceso (Alvernia, 2008).

La emision de impulsos desde el cuerpo estriado se efectia por dos vias distintas
denominadas directa e indirecta (ver Figura 1). La via directa estd formada por neuronas del
cuerpo estriado que se proyectan hacia la parte reticulada de la sustancia negra y la parte medial
del globo pélido. Por otro lado, la via indirecta estd compuesta por neuronas estriato-palidales
que se unen con la parte lateral del globo palido, luego otras neuronas conectan con el nucleo

subtaldmico, y este a su vez con el globo palido medial (Vargas, 2007; Gerfen, 2006).

El neurotransmisor de la via directa es el acido y-amino butirico (GABA), un
neurotransmisor con funciones inhibidoras; cuyo efecto neto a través de la via directa, consiste
en un incremento de impulsos excitadores del tdlamo hacia la corteza. Por tanto, la dopamina
que se descarga en el cuerpo estriado tiende a incrementar la actividad de la via directa y a

reducir la de la via indirecta (Vargas, 2007).

El exito del modelo funcional de los ganglios basales, radica en que explica los sintomas
observados en casos de EP, como una consecuencia de la pérdida de neuronas dopaminérgicas
por el efecto diferencial de la dopamina en las vias directa e indirecta (Vermeulen, 1994). Las
neuronas dopaminérgicas de la parte compacta de la sustancia negra (SNpc) inervan todas las
partes del cuerpo estriado; sin embargo, las neuronas estriatales expresan dos tipos distintos de
receptores de dopamina. Las neuronas estriatales que originan la via directa, expresan
primordialmente el receptor dopaminérgico D;, mientras que las células que forman la via

indirecta, expresan fundamentalmente el D, (Marsden, 2006).
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Figura 1. Principales vias neuronales en ganglios basales normales (A) y de pacientes con EP (B). El grosor de las
fechas representa la intensidad de la sefial, mientras que las lineas punteadas representan una disminucion en la
actividad de la via (Tomado de Vermeulen, 1994).

Causas

Las causas de la EP son variadas y hasta nuestros dias no ha podido identificarse el factor
causal de la misma. Aunque algunos casos de Parkinson parecen ser hereditarios o tener un alto
componente genético, pueden rastrearse a mutaciones genéticas especificas, la mayoria de los
casos pertenecen a lo que se conoce como EP esporadica o idiopatica, cuya causa es desconocida
(NINDS, 2009). Es sin lugar a dudas una enfermedad multifactorial (Kidd, 2000).

Entre los principales genes causales de la EP se encuentra el gen de la a-Synucleina en el
brazo largo del cromosoma 4 (4921-23), el cual codifica para una proteina presinaptica
involucrada en la plasticidad neuronal (Kidd, 2000). También se ha encontrado evidencia de la
alteracion del gen ubiquitina carboxiterminal L1 hidrolasa (UCLH) ubicada en el 4p14, el cual
codifica para la enzima que despolimeriza las ubiquitinas, permitiéndoles unirse nuevamente a

proteinas para conducirlas al proteosoma (Franco, 2008). Otro posible gen diana es la parkina



(6925.2-927), la cual codifica para una proteina de 465 aminoacidos similar a la ubiquitina, que
recientemente se ha sefialado funciona como ligando de las proteinas ubiquitinadas y el sistema
de degradacion 26 proteosoma. La parkina actia como péptido ligando en este mecanismo, por
lo que mutaciones o delecciones en esta proteina van a alterar la degradacion de proteinas por

esta via (Franco, 2008).

Aunque se reconoce cada vez mas la importancia de la genética en la enfermedad de
Parkinson, la mayoria de los investigadores creen que algunas sustancias presentes en el
ambiente aumentan el riesgo de una persona de contraer la enfermedad (NINDS, 2009). Aun en
los casos familiares, la exposicion a toxinas u otros factores ambientales puede influir en el
momento de aparicion de los sintomas o en como evoluciona la enfermedad. Hay un ndmero de
toxinas, como la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, o MPTP (encontrada como
contaminante en algunos tipos de heroina sintética), que pueden causar sintomas parkinsonianos
en los humanos y en modelos animales (Luquin, 1998). Los virus, tales como el causante del
herpes o0 de la influenza espafiola, son otros posibles desencadenantes ambientales de esta
enfermedad (NINDS, 2009).

Varias lineas de investigacion sugieren que las mitocondrias podrian estar involucradas en el
desarrollo de la enfermedad (Schapira et al., 1990; NINDS, 2009). Las mitocondrias son los
componentes productores de energia de la célula y son fuentes principales de radicales libres, las
moléculas que dafian las membranas, las proteinas, el ADN y otras partes de la célula; causando
lo que se conoce como estrés oxidativo. En un estudio realizado por Schapira et al. (1990) se
detectaron cambios relacionados con el estrés oxidativo, incluido el dafio por radicales libres al
ADN, las proteinas y las grasas en los cerebros de pacientes con enfermedad de Parkinson, lo

cual refuerza esta hipétesis como una de las posibles causas de dicha enfermedad.

Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se puede definir como un desequilibrio entre la produccion de especies de
oxigeno reactivo y la capacidad de un sistema bioldgico para detoxificar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafio resultante (Lima, 2008). Las reacciones de oxidacion-
reduccion son procesos bioldgicos esenciales que conducen a la formacion de diferentes
compuestos en los procesos metabolicos celulares. Estas reacciones conllevan la transferencia de

electrones y pueden generar productos conocidos como radicales libres (RL) o especies reactivas



de oxigeno (ERO) como lo son el radical superéxido (O%), el peréxido de hidrégeno (H-0,) y el
radical hidroxilo (OH") [Lima, 2008; Rice-Evans & Gopinathan, 1995].

La mayor fuente intracelular de RL es la mitocondria, a través del sistema de la citocromo-
oxidasa que interviene en la respiracion mitocondrial; por otro lado, los radicales libres pueden
también generarse a traves de procesos del propio metabolismo celular, como a partir de la via
sintética del &cido urico (Rice-Evans & Gopinathan, 1995).

Los RL actian sobre el ADN mitocondrial, que es muy susceptible al estrés oxidativo, y
existe evidencia de que este mecanismo esta implicado en procesos carcinogénicos (Schapira et
al., 1990). También los RL producen oxidacion de las proteinas, con la consiguiente
desconfiguracion estructural de las mismas. A nivel de los lipidos, inducen peroxidacion lipidica
que conlleva la alteracién de la permeabilidad de la membrana celular y el correspondiente dafio
y muerte celular. Los peroxidos lipidicos generados en estas reacciones en cadena representan un
indice del dafio celular por RL, y pueden medirse, por ejemplo el malonildialdehido (MDA)
[Lima, 2008].

Tratamiento

Actualmente, no existe un medicamento o procedimiento quirurgico que cure la enfermedad
de Parkinson (NINDS, 2009). Cada caso de Parkinson es diferente debido a que la enfermedad
progresa de manera distinta en las personas afectadas (NPF, 2007). Sin embargo, los tratamientos
que alivian o controlan muchos de los sintomas, también mejoran la calidad de vida y previenen

o retrasan los dafos al sistema nervioso que produce la enfermedad (NAHH, 2008).

Existen tres tipos diferentes de medicamentos que son recetados para aliviar los sintomas de
la enfermedad de Parkinson. Entre estos se encuentran los utilizados para aumentar o simular la
funcion de la dopamina en el cerebro como la levodopa (L-3,4-dihidroxi-fenilalanina), y los
agonistas de la dopamina (Franco, 2008). También existen algunos dirigidos al mantenimiento
del equilibrio quimico en el cerebro, y por Gltimo los utilizados para el tratamiento de sintomas

concurrentes como la depresion (NAHH, 2008).

Ademéas de los medicamentos mencionados anteriormente existen una serie de
procedimientos quirdrgicos destinados al tratamiento de la EP. Dichas intervenciones son
realizadas en individuos en estados avanzados de la enfermedad que no han tenido éxito con

otros medicamentos o terapias (Sarmiento & Loscertales, 1999). Entre los procedimientos mas



utilizados estd la palidotomia, la cual consiste en la destruccion localizada de la porcion
posteroventral del globo pélido. Similar a esta intervencion esta la talamotomia (tdlamo) y la

subtalatomia (nucleo subtaldmico) [Franco, 2008; Sarmiento & Loscertales, 1999].

Por otro lado, se realiza la Estimulacion Cerebral Profunda, la cual consiste en introducir un
electrodo que estimula a las neuronas circundantes del talamo, el globo péalido o el nucleo
subtalamico (Franco, 2008). Con ambos procedimientos se interrumpe, irreversible o
reversiblemente, la actividad neuronal incontrolada que se relaciona con la presencia de los

sintomas de la enfermedad (Sarmiento & Loscertales, 1999).

También se realizan los trasplantes celulares, los cuales consisten en la introduccion de
células propias del paciente o de procedencia externa (tejidos cultivados o de origen fetal) en el
putamen y en el nucleo caudado para asi aportar un tejido productor de dopamina y/o inducir la

regeneracion celular en el huésped (Sarmiento & Loscertales, 1999).

Levodopa.

La Levodopa (L-dopa o L- 3,4-dihidroxifenilalanina) es el farmaco mas eficaz disponible en
el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson, introducido en la medicina a inicios de 1960 (Juri
& Chané, 2006). Este es administrado en lugar de la dopamina debido a que esta no es capaz de
atravesar la barrera hematoencefélica, al ser administrada en forma sistémica. La L-dopa, al ser
el precursor inmediato de la dopamina, es transportada al encéfalo, donde logra atravesar hacia el
tejido estriatal siendo ahi descarboxilada, por la enzima dopa-descarboxilasa, en dopamina
(Alvernia, 2008).

Dado que alrededor del 95% de la L-dopa administrada por via oral es descarboxilada
rapidamente en la periferia, deben administrarse grandes dosis para permitir la acumulacion
suficiente de levodopa en el encéfalo, en donde eleva la concentracion central de dopamina (ver
Figura 2 y 3). Para contrarrestar este efecto, dicho farmaco es administrado de manera conjunta
con inhibidores de accion periférica de la dopa descarboxilasa, como la carbidopa o la

bencerazida, con los cuales se logra una reduccion en la dosis requerida (Alvernia, 2008).
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Figura 2. Farmacocinética de la Levodopa.
Fuente: Juri & Chana, 2006

Decarbozilaza

{ SNC
L-Dopa — Dopamina

Barrera Hematoencefalica

L - Dopa—me Dopamina
.T

Decarboxilaza

Figura 3. Vias del metabolismo de la levodopa.
Fuente: Alvernia, 2008

El efecto de la levodopa es ejercido fundamentalmente a través de la dopamina producida en
la neurona. Dicho neurotransmisor actla estimulando directamente los receptores
dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2. La dopamina liberada al espacio sindptico es recaptada por la
neurona dopaminérgica a través del transportador de dopamina (DAT) y realmacenada para su
liberacion (Juri & Chana, 2006).

Los resultados obtenidos tras una terapia continuada son reducciones significativas en la

bradicinesia, la rigidez y el temblor (Juri & Chana, 2006). Las manifestaciones motoras



secundarias como las alteraciones en la expresion facial, el habla, la escritura, la deglucion y la
respiracion mejoran proporcionalmente. En muchos pacientes, la levodopa produce una mejoria

en el estado animico también (Alvernia, 2008).

A pesar de ser una droga altamente utilizada y de eficacia comprobada, la mayoria de los
pacientes con enfermedad de Parkinson tratados con L-dopa sufren efectos secundarios (Simuni
& Stern, 1999; Juri & Chana, 2006). Muchos pacientes obtienen una mejora manifiesta y
sostenida durante los primeros 2 a 5 afos, pero después la levodopa empieza a perder efectividad

en un 50% de los casos (Alvernia, 2008).

Después de este tiempo la mayoria de los pacientes evolucionan hacia una fase
descompensada de la enfermedad, caracterizada por la aparicion de dos complicaciones
principalmente: fluctuaciones motoras y discinesias (Alvernia, 2008; Simuni & Stern, 1999; Juri
& Chana, 2006). Se piensa que estos movimientos se deben a la "supersensibilidad" de los

receptores dopaminérgicos postsinapticos y son de tipo variable (Alvernia, 2008).

Otros efectos secundarios que son comunes cuando se inicia la terapia son las nauseas y el
vomito. También se presentan arritmias cardiacas y otros molestos efectos gastrointestinales.
Ademas puede producir alucinaciones, paranoia, mania, insomnio, ansiedad, pesadillas y

depresion, principalmente en los pacientes ancianos (Alvernia, 2008).

Plantas medicinales vy su uso tradicional

El uso de remedios de origen vegetal se remonta a épocas ancestrales, y es una de las formas
maés extendidas de medicina, la industria farmacéutica actual se ha basado en los conocimientos
tradicionales para la sintesis y elaboracion de farmacos. Muchas de las drogas empleadas hoy en
dia replican sintéticamente o aislan los principios activos de remedios vegetales tradicionales
(Hoogesteger, 1994).

Los remedios a base de plantas medicinales presentan una serie de ventajas con respecto a los
tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan, generalmente,
biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias, que van a
potenciarse entre si, de forma que no se acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables son

generalmente limitados (Hoogesteger, 1994).

10



Mucuna urens

Es una planta de la familia de las leguminosas (Fabaceae). Es una enredadera cuyo
crecimiento se da en los bosques lluviosos de las zonas tropicales del planeta; entre los 500 y
2000 msnm (STRI, 2009). En nuestro pais puede ser encontrada en la costa del Pacifico himedo,
en los bosques y malezas del Valle Central, en el bosque nuboso de Monte Verde, en manglares,

cerros y zonas con crecimientos secundarios (Nufiez, 1982).

Esta planta es un bejuco lefioso y de extenso crecimiento, distribuida en Argentina, Bolivia,
Brasil, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Per(, Puerto
Rico, Rep. Dominicana, Surinam, Venezuela; asi como en muchas partes de Africa: Nigeria,
Ghana, Zambia, Malawi, Republica de Benin, Republica de Guinea y Asia: China, Malasia,
Madagascar, India, Sri Lanka, Indonesia, Filipinas y Java entre otros (Eilitta et al, 2002; STRI,
2009).

Es una enredadera de brote anual. Las hojas son trifoliadas, grandes y de forma eliptica y
anchas en la base; suavemente vellosas en el dorso; pedunculos grandemente alargados y
pendientes. Los peciolos son largos y sedosos. Las flores se encuentran en racimos colgantes,
con un color que va desde blanco hasta morado oscuro. El fruto de esta planta es una vaina
gruesa y rugosa; con tres a cuatro semillas negras ovoides (ver Figura 4). La superficie total y los
rebordes de la vaina estan densamente cubiertos por tricomas café palido o amarillos, los cuales
causan prurito (hormigueo o irritacion de la piel, comezon) en el area afectada al entrar en

contacto con la piel (Rastogi & Mehrotra, 1994).
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Figura 4. Detalles morfolégicos de Mucuna urens.
Fuente: http://grainecreation.com/oeildeboeuf.aspx

Se utiliza como alimento humano ya sea en forma de harina, espesante para sopas 0
condimento. El frijol entero (semilla), también es usado en los platos cotidianos de muchos
paises de escasos recursos. Se usa ademas como alimento para animales, forraje (pastura) y
abono para suelos, ya que les proporciona nutrientes y minerales (Eilitta et al, 2002).

Las semillas de dicha planta han sido utilizadas desde hace mas de 4500 afios, por los
médicos de la antigua India, en el sistema medico hindd conocido como Ayurveda para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Analisis de laboratorio que apoyan este uso
tradicional han demostrado que las semillas del género Mucuna contienen entre 3,6 y 4,2% de
Levodopa, el mismo quimico que, como se menciond anteriormente, se emplea como
componente principal de varios farmacos utilizados para tratar la enfermedad de Parkinson
(Manyam & Cryer, 2000). Este compuesto es de gran importancia ya que es precursor del
neurotransmisor dopamina. Otro beneficio de Mucuna es que puede incrementar la produccién
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de la hormona de crecimiento humana, siendo sus extractos comunmente vendidos como
reconstituyentes. También tiene efectos diuréticos, incrementa la resiliencia tisular y mejora la

coordinacion (Katzenschlager, 2004).

Existen pocas investigaciones acerca de la composicion quimica de las semillas de M. urens;
sin embargo se cuentan con reportes de la composicion de las semillas de Mucuna pruriens. Esta
planta del mismo género contiene una gran cantidad de compuestos en su semillas, entre ellos: L-
dopa de un 1% a un 5%, glutation, acido galico, bufotenina, colina, lecitina, serotonina, acido 2-
amino-3-(3,4-dihidroxifenil) propanico, mucunina, NADH (nicotina adenina dinucle6tido),
coenzima Q-10, &cidos grasos, los alcaloides prurienina, prurienidina y acido 1,2,3,4-tetrahidro-
6,7-dihidroxi-3-isoquinolinico. Es ademas una buena fuente de minerales como: calcio,
magnesio y hierro (Manyam et al, 2004 [b]; Eilittd et al, 2002). Por otra parte, en el estudio
realizado por Vega (2008) utilizando extracto hidroalcohdlico de M. urens se determind,
mediante una serie de pruebas cualitativas; la presencia de taninos, alcaloides glicosidos y
flavoniodes con grupos fenoles como el revestratol. También, en estudios no publicados se
determind que ese mismo extracto de M. urens presentaba una concentracion de L-dopa superior

a otras especies de Mucuna estudiadas (Fornaguera, J, comunicacién personal, 2009).

El polvo de semilla de Mucuna y sus extractos han sido probados en diversos ensayos
clinicos, en ellos los efectos negativos que se observan después de la administracion a largo
plazo de la L-Dopa no fueron identificados (Hussain & Manyam, 1997; Parkinson’s Disease
Study Group, 1995; Vayda et al., 1978; Nagashayana et al., 2000). Dichos extractos presentan
una estabilidad durante prolongados periodos; ademas, pacientes con discinesias producidas por
la terapia de L-Dopa convencional presentaron una disminucién en su incidencia y severidad
(Hussain & Manyam, 1997). Ademas, en diversos estudios, se observo una mejoria significativa
en pacientes tratados durante 12 a 20 semanas con dosis de 45 g/dia de extracto de polvo de
Mucuna (cerca de 1500 mg de L-dopa) [Parkinson’s Disease Study Group, 1995; Vayda et al.,
1978; Nagashayana et al., 2000]. Por otra parte, en un estudio de Katzenschlager et al. (2004), se
determiné que 30g de formulacion de Mucuna (1000 mg de L-dopa), administrada en tres
ocasiones con una semana de diferencia entre dosis, presenta las mismas o mejores
caracteristicas de las formulaciones comerciales; ademas de que no produce efectos adversos

como la discinesia o dafios a nivel de la periferia dopaminérgica.
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Modelos de estudio de la EP
En el ambito del estudio de las enfermedades humanas, la utilizacién de modelos tanto

animales como celulares ha contribuido sustancialmente al progreso en el conocimiento de su
patogenia y ha permitido el desarrollo de técnicas diagndsticas y la validacion de procedimientos

preventivos y terapéuticos, tanto farmacoldgicos como intervencionistas (Chorro et al, 2009).

Aunque estos modelos nunca se asemejan completamente a la realidad observada en la
clinica, si permiten obtener informacion directa de determinados fendomenos, con un control
adecuado de diversas variables y utilizando procedimientos precisos, con frecuencia invasivos y

dificilmente aplicables en estudios clinicos (Chorro et al, 2009).

Las investigaciones sobre la EP, generalmente han sido realizados utilizando modelos
animales o en ensayos clinicos con pacientes con diversos grados de la enfermedad (Luquin,
1998). Ultimamente, se han comenzado a utilizar modelos celulares para las pruebas de farmacos
y para intentar dilucidar los mecanismos celulares implicados en la degeneracion celular y la
regeneracion (Chaudry, 2004). Esta alternativa ha mostrado tener una serie de ventajas
comparativas sobre los modelos animales tales como economia en el uso de reactivos, control
preciso y fino del medio ambiente y caracterizacién y homogeneidad de la muestra (Chaudry,
2004). Las lineas clonales que expresan propiedades neuronales son de suma utilidad para lograr
un estudio del sistema nervioso a nivel molecular y unicelular. Dichas lineas han sido obtenidas
como resultado del establecimiento neuroblastomas humanos y murinos, y a partir de tumores

del sistema nervioso central de rata (Greene & Tischler, 1976).

Linea Celular PC-12

Las células PC-12 son una linea celular derivada de feocromocitoma de la médula
suprarrenal de rata (Rattus norvegicus) [Attiah et al., 2003]. Estas celulas son ampliamente
utilizadas como modelo de la enfermedad de Parkinson, debido a que son células
catecolaminérgicas y secretoras de los neurotransmisores catecolaminérgicos, dopamina vy
norepinefrina. Estas pueden ser reproducidas en un medio rico en suero y pueden ser inducidas a
diferenciarse en células con un fenotipo similar a neuronas del sistema nervioso simpatico al ser
expuestas al Factor de Crecimiento Neuronal (NGF del inglés) [ATCC, 2008; Walkinshaw &
Waters, 1995; Greene, 1976]. Esta linea ha sido utilizada para diversas pruebas de
neurotoxicidad y para la evaluacion de los efectos secundarios de diversas drogas sintéticas.
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También han sido utilizado para pruebas de agentes neuroprotectores como la que se realizara en
el presente estudio (Lin et al., 2002).

Modelo Experimental de la EP inducido por Neurotoxinas: 6-hidroxidopamina

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una neurotoxina ampliamente utilizada en el desarrollo
de modelos experimentales de EP (Luquin, 1998). Este compuesto es un analogo sintético de la
dopamina, el cual presenta una similitud estructural con las catecolaminas y actla sobre neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas. Esta ingresa a la célula por medio de transportadores de
membrana de dopamina y noradrenalina, los cuales reconocen la toxina y la introducen a la

neurona (Simola et al., 2007).

Una vez en el interior de la célula, como se puede observar en la Figura 5, la toxina provoca
dafio neuronal debido al aumento en el estrés oxidativo. La oxidacion de la 6-OHDA por la
enzima monoamino oxidasa (MAQ) genera perdxido de hidrogeno (H20.), el cual es una especie
altamente citotoxica y que ademas desencadena la produccion de otro tipo de especies reactivas
de oxigeno tales como el anion superédxido (O,.), el radical hidroxilo, entre otros (Luquin, 1998).
Estos compuestos afectan la estructura y funcion del ADN, y producen la peroxidacion lipidica,
alterando las estructuras de las membranas celulares y de un gran namero de proteinas
(principalmente los puentes disulfuro). Por otro lado se ha visto que el estrés oxidativo causa la
inhibicion de la actividad mitocondrial del complejo I, el desacople de la fosforilacion oxidativa

y la alteracion del potencial de membrana mitocondrial celular (Simola et al., 2007).
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Figura 5. Mecanismo de la 6-OHDA para inducir neurotoxicidad
Fuente: Simola et al., 2007
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto citoprotector y proliferativo de diversas concentraciones del extracto

hidroalcoholico de las semillas de Mucuna urens sobre un cultivo in vitro de células PC-12
tratadas con dosis crecientes de 6-hidroxidopamina para su potencial utilizacion en el tratamiento

de la enfermedad de Parkinson.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar las condiciones de cultivo para la linea PC-12 como modelo in vitro para el

estudio de la enfermedad de Parkinson.

e Evaluar el posible efecto proliferativo de la Mucuna urens en células tratadas con

extracto crudo mediante técnicas colorimétricas.

e Determinar el efecto citoprotector de la Mucuna urens en células dafiadas utilizando
como agente nocivo concentraciones crecientes de 6-OHDA mediante la incubacion de la

toxina y diferentes concentraciones del extracto.

MATERIALES Y METODOS

Extracto Hidroalcohdlico de M. urens

El extracto de Mucuna urens fue suministrado por el Programa de Investigacion en
Neurociencias de la Universidad de Costa Rica. Este fue obtenido, purificado y fraccionado por
la Licda. Liz Maria Vega para su tesis de licenciatura para obtener el titulo profesional de Doctor

en Farmacia de la Universidad de Costa Rica.

En resumen las semillas se recolectaron en la localidad de Fraijanes de Poas de Alajuela,
Costa Rica y fueron secadas al calor del sol. Se molieron completas hasta ser convertidas en un
polvo fino, que se someti6 a extraccion por percolacion con una mezcla de etanol (95°) y agua

(8:2) por tres dias. Posteriormente se liofilizo (los detalles se pueden revisar en Vega, 2008).

Cultivo Celular
Las células cultivadas fueron de la linea celular PC-12 (ATCC CRL-1721™) adquiridas por

la Dra. Cecilia Diaz de la Facultad de Medicina de la Universidad de Costa Rica.
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Se cultivaron en frascos Roux de 25 cm? a una temperatura de 37 °C; en atmésfera
humedecida de 5% CO, y 95% aire. EI medio de cultivo utilizado consistié en medio DMEM
(Sigma D6429), complementado con 10% de suero fetal bovino (BioWhittaker). Ademas, se
adicionaron 100 U/mL final de penicilina, 100 pg/mL final de estreptomicina y 5ug/mL de

anfotericina (Sigma, en los tres casos).

Subcultivos
Para el subcultivo se empleo el siguiente protocolo.

Se decant6 el medio viegjo.

Se realiz6 3-4 lavados con PBS hasta garantizar la completa remocion del medio de cultivo.

Decantar.

Se adicioné 2 mL de tripsina 0,1% e incubar durante 3 minutos a 37 °C; en atmosfera
humedecida de 5% CO, y 95% aire.

Se adicion6 2 mL de medio de cultivo y transvasar a un tubo Falcon 15 mL.

Se centrifugd durante 5 minutos a 10000 rpm.

Se decantd el sobrenadante y resuspender en 2 mL de medio de cultivo.

Se adiciond al frasco Roux 25 cm? 150-350 L de suspensién celular.

Se adiciond 5 mL de medio de cultivo fresco. Incubar.

Dichos subcultivos se realizaron cuando la densidad celular alcanzé un 85-90% de
confluencia. Se efectud el cambio de medio de cultivo cada 2-3 dias. Para estos procedimientos

se utilizé una camara de flujo laminar vertical de seguridad bioldgica.

Tratamientos con el extracto de M. urens

Para determinar el efecto citoprotector del extracto de Mucuna se utilizaron células con 48
horas de sembradas, con el fin de garantizar que se encontrasen en la etapa de division celular
activa. Se les agregd concentraciones crecientes del extracto, para determinar si alguna de las
concentraciones utilizadas podian resultar toxicas o inhibidoras del crecimiento, asi como para
establecer cuéles concentraciones presentaban efectos proliferativos sobre las células. Las
concentraciones que se analizaron fueron de 50, 25, 10, 5, 1, 0.50, 0.25, 0.10 y 0.05mg/mL del
extracto (Tripathi & Upadhyay, 2002).
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El extracto liofilizado fue disuelto en PBS +1% DMSO (Molina & Solis, 2003; Vega, 2008)
que se llevo a las concentraciones deseadas y administrado directamente al cultivo celular. Para
mejorar la solubilidad del extracto liofilizado se utiliz6 el DMSO. Como control negativo se
utilizé 100 uL de DMSO al 100% y como control positivo células sin extracto. Cada tratamiento

se realiz6 por triplicado.

Tratamientos con 6-hidroxidopamina
Las concentraciones de 6-OHDA que se utilizaron fueron de 0, 10, 5, 1, 0.50, 0.40, 0.30,
0.20, 0.10 y 0.05 mmol/L de neurotoxina (Zang et al, 2009; Blanco & Sanchez, 2005). Las

celulas se incubaron con la concentracion de extracto probada en el apartado anterior que no

hubiera mostrado efectos sobre la supervivencia, ni proliferacion celular por 24 horas.
Posteriormente se adiciond la toxina por 24 horas mas. La viabilidad y proliferacion se
analizaron mediante de la prueba de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol).

Para los controles positivos se utilizd 10 uL de PBS en lugar de la neurotoxina; para los
controles negativos se emple6 100 pL. de DMSO al 100%. Cada tratamiento se realizO por

triplicado.

Determinacion de Viabilidad y Proliferaciéon Celular

Para la determinacién de la viabilidad y proliferacion celular se utilizé6 la técnica
colorimétrica de MTT. Este ensayo se basa en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en formazan (compuesto de color azul), permitiendo determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazéan producido (Denizot & Lang, 1986).

Se utilizd el protocolo del Laboratorio de Cultivo Celular, Departamento de Bioquimica,

Universidad de Costa Rica, descrito a continuacion:

Se tripsinizo las células siguiendo el protocolo anteriormente descrito. Resuspender las
células en 2 mL de medio fresco.

Se determind el nimero de células requeridas por pozo; para esto se utilizo el conteo celular
con cAmara de Neubauer.
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Se toman 10 uL de la suspension celular y se le adicionan 10uL del colorante azul de tripan.

Se colocan 10 uL de la mezcla en la cdmara de Neubauer y se procede al conteo de células al
microscopio.

Se ubicd la cuadricula y se contabilizo el numero total de células de los cuatro recuadros
sefialados con una L en la figura 6.

1mm
Figura 6. Cuadricula de conteo celular de la cdmara de Neubauer
Fuente: http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.htm

Se contaron las células incoloras o blancas (viables), descartar las células totalmente tefiidas
de azul ya que estas son no viables. Las células localizadas en los margenes externos de cada
esquina (marcados en rojo) NO deberan ser incluidas en las cuentas.

Se aplicé la siguiente formula para determinar el nimero de células.
# células: ¥ x fd x 104

Donde X: nimero de células de las cuatro cuadriculas.
fd: factor de dilucion de la suspensién celular (2 mL).

Utilizando cajas de 96 pozos sembrar las células, se requieren 1,5x104 células por pozo.
Se incubd a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 horas para permitir su adherencia.

Se disolvid el extracto crudo de M. urens en solucion salina+1% DMSO, de tal manera que
al afiadir 10 pL al pozo tenga la concentracion deseada; incubar por 48 horas en el caso de las
pruebas de proliferacion y 24 horas en el caso de las pruebas de citotoxicidad.

Se afiadio 10 pL de la neurotoxina a la concentracion deseada por pozo.

Incubar a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 horas para permitir que la sustancia actte en todas
las células.

Se descart6 el medio y afnadir 100 uLL. de MTT (0,5mg/ml) en solucion PBS estéril.
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Incubd 3 horas a 37 °C para permitir la formacion de cristales de formazan.
Eliminar el sobrenadante.
Anadir 100 pL de alcohol 95%.

Se dejo los cultivos a temperatura ambiente hasta que los cristales de formazan sean
disueltos.

Proceder a la lectura de las placas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 570
nm. El porcentaje de Viabilidad se obtiene de la siguiente forma:

% Viabilidad = DO células tratadas x 100
DO células control

Cada ensayo se realizd por triplicado, con controles negativos y positivos mencionados
anteriormente. Ademas, se utilizd pozos blancos para realizar las correcciones de las lecturas. A
todos los resultados se les realiz6 una prueba estadistica ANOVA, seguida de una prueba post oc
de Dunnet para identificar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y los

controles positivos.
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RESULTADOS

Estandarizacion del Modelo Experimental
Como primer paso se procedid a estandarizar las condiciones de cultivo para la linea PC-12

debido a que fue la primera vez que se trabajaba con las mismas en el pais. Tras diversas pruebas
se logrd el crecimiento Optimo y mantenimiento de la linea celular bajo las condiciones

enlistadas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Condiciones de crecimiento para la linea celular PC-12.

Parametro Condicion
Medio de cultivo DMEM (Sigma D6429).
10% SFB.
100 U/mL penicilina.
Suplementos 100 pg/mL estreptomicina

5ug/mL de anfotericina
2% L-glutamina.

Temperatura 37°C.

Atmdsfera Humedecida, 5% CO,; 95% aire.
Volumen de alicuota para subcultivo | 200pL.

Subcultivos 1 a la semana.

Cambios de medio 2 semanales.

La adicion de L-glutamina fue opcional ya que también se observo un crecimiento normal al
no ser adicionada como suplemento al medio. Lo mismo se observé con el uso del antimocotico
anfotericina, pero en este caso las medidas de asepsia debieron de extremarse para evitar

contaminacion por levaduras y otros hongos.

Las células en monocapa presentaban una morfologia muy variada, desde ovoide a alargada.
En la Figura 7 y 8 se puede observar la morfologia anteriormente descrita tanto antes como
después del tratamiento de tripsinizacion (ANEXO 1). ElI mantenimiento de dicho fenotipo es de
gran importancia; ya que cambios en el mismo pueden indicar inestabilidad genética en la linea

celular, lo cual estaria inutilizando el cultivo (Tovar, 2004).
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Figura 7. Vista en microscopio de contraste de fases de la monocapa de células PC-12 con una
confluencia celular de un 95% (100X).

Figura 8. Vista en microscopio de contraste de fases de las células PC-12 posterior a la tripsinizacion de
la monocapa celular (100X).
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Proliferacion celular

En cuanto a los resultados obtenidos en las pruebas de proliferacion celular utilizando las
concentraciones mencionadas en Materiales y Métodos, se establecié como indicador de
proliferacion celular, todo aquel porcentaje de viabilidad que superara de manera
estadisticamente significativa el 100% de viabilidad determinado por el control positivo. En el
Cuadro 2, se resumen los datos obtenidos y se indica el porcentaje de viabilidad para cada
tratamiento.

Cuadro 2. Promedio y porcentajes de viabilidad de la linea celular PC-12 al ser tratada con
concentraciones crecientes de extracto de Mucuna urens

oL 0.7781 100
0.05 1.0827 139.1413
0.1 0.8398 107.9190
0.25 0.7315 94.0075
0.5 0.8211 105.5211
1.0 1.0178 130.8032
5.0 0.8298 106.6339
10.0 0.3906 50.1997
25.0 0.1232 15.8363
50.0 0.2027 26.0531
C- 0.0359 4.6173

Los datos obtenidos se graficaron obteniendo asi una curva de dosis-respuesta para

concentraciones crecientes de extracto (Figura 9).
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Figura 9. Curva dosis-respuesta de las células PC-12 ante concentraciones crecientes de extracto crudo
de Mucuna urens.

Como se observa en la grafica, el extracto presenta un efecto proliferativo a concentraciones
de 0.05 y Img/mL de 39.1413% y 30.8032%, respectivamente en estos puntos el efecto fue
estadisticamente significativo (p<0.05); comparado con el control positivo. Tras el analisis de los
resultados obtenidos mediante un ANOVA, se determiné que no existieron diferencias
significativas entre el control positivo y los tratamientos de 5, 0.50, 0.25 y 0.10mg/mL (p<0.05).
Como se requeria una concentracion no proliferativa para las pruebas de citoproteccion, para

garantizar que las lecturas de viabilidad se debieran Unicamente al efecto que se deseaba medir,
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se selecciono la concentracion de 0.25mg/mL ya que presentaba un porcentaje de viabilidad de
94.01% (ANEXO 2).

Citoproteccidn celular
Curva 6-OHDA

Con la finalidad de determinar si la supervivencia de las células ante los tratamientos con 6-

OHDA se debia a la accion citoprotectora del extracto de M. urens, se realiz6 una curva tratando
a las células Unicamente con la neurotoxina. Los resultados obtenidos son presentados en el
Cuadro 3 y posteriormente fueron utilizados para realizar comparaciones con los datos obtenidos
a partir de células preincubadas con extracto.

Cuadro 3. Promedio y porcentajes de viabilidad de la linea celular PC-12 al ser tratada con
concentraciones crecientes de 6-OHDA
Concentracion

mmol/L. Promedio % Viabilidad
0 0.3883 100

0.05 0.4000 103.0264
0.10 0.3623 93.3033
0.20 0.3686 94,9453
0.30 0.3714 95.6536
0.40 0.3926 101.1269
0.50 0.4228 108.8860
1.0 0.3943 101.5454
5.0 0.1119 28.8152
10.0 0.0505 13.0071

Control - 0.0050 1.2878

Los datos obtenidos se graficaron y se observan en la Figura 10.
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Figura 10. Porcentaje de Viabilidad de las células PC-12 ante concentraciones crecientes de 6-
hidroxidopamina.

Como se puede apreciar en la figura 10, el comportamiento de la viabilidad celular es
bastante constante a concentraciones bajas, notandose una disminucion muy marcada a partir de
1.0mmol/L. Tras un andlisis ANOVA no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tratamientos de 0.05mmol/L hasta Immol/L (ANEXO 3) al ser
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comparadas con el resultado del control positivo, mientras que para los tratamientos de 5.0 y
10.0 mmol/L si fueron encontradas dichas diferencias.

Curva Citoproteccion.

Utilizando como dosis de extracto el tratamiento de 0.25mg/mL, se procedié a tratar las
celulas con concentraciones crecientes de neurotoxina 6-OHDA. Tomando como el 100% el
control positivo, se calcularon los porcentajes de viabilidad para concentraciones crecientes de 6-
OHDA. Los resultados obtenidos (Cuadro 4) posteriormente fueron utilizados para realizar las

comparaciones respectivas.

Cuadro 4. Promedio y porcentajes de viabilidad de la linea celular PC-12 preincubadas con
0.25 mg/mL de extracto de Mucuna urens al ser tratada con concentraciones crecientes de

6-OHDA
CY LI Promedio % Viabilidad
mmol/L
Control + ~0.3914 100
0 0.4128 105.4743
0.05 0.4166 106.4324
0.10 0.4229 108.0549
0.20 0.4488 114.6726
0.30 0.4419 112.9096
0.40 0.4149 106.0109
0.50 0.4022 102.7659
1.0 0.3883 99.2143
5.0 0.0967 24.6950
10.0 0.0471 12.0345
Control - 0.0084 2.1505

En la Figura 11 se encuentra graficados los datos
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Figura 11. Curva dosis-respuesta de las células PC-12 preincubadas con 0.25 mg/mL de extracto de
Mucuna urens ante concentraciones crecientes de 6-hidroxidopamina

Como se puede apreciar en la Figura 11 el comportamiento de la viabilidad celular es
bastante constante, oscilando entre 99.2% y 112.9%, a concentraciones entre 0 hasta 1.0mmol/L,
notandose una disminucion muy marcada al aumentar la concentracion de la neurotoxina. Tras
un analisis ANOVA no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
el control positivo y tratamientos de 0, 0.05, 0.10, 0.40, 0.5 y Immol/L (ANEXO 4). En el caso

de los tratamientos de 0.20 y 0.30mmol/L se observd un aumento en la viabilidad celular que
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podria ser interpretada como un efecto proliferativo (p<0.05) del extracto a estas

concentraciones.

Comparacion de las Curvas.

Para la comparacion de las curvas anteriores se realizo una prueba de t-student para muestras
relacionadas. Esta prueba calcula las diferencias entre los valores de las dos variables y contrasta
si la media difiere de cero. Es decir, este disefio se aplica cuando los datos estan apareados o
emparejados (provienen de sujetos con variables medidas antes y después del tratamiento o de
pares de sujetos emparejados a partir de sus caracteristicas similares en variables de control o

que se desean controlar de modo especifico) [Walpole et al; 2002].

Al unificar los datos anteriormente presentados en una sola grafica se obtiene la figura a

continuacion.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de las células PC-12 preincubadas con 0.25 mg/mL de extracto de
Mucuna urens ante concentraciones crecientes de 6-OHDA vrs el tratamiento con la neurotoxina en
ausencia del extracto (los controles positivos fueron establecidos como el 100% de viabilidad).

Tras el analisis de t-student para muestras relacionadas se determind que existen diferencias
altamente significativas entre las dos curvas con los tratamientos de 0.20 y 0.30 mmol/L
(p<0.05) de las curvas observandose asi posible efecto protector ante los dafios causados por la
6-OHDA (ANEXO 5).

29



DISCUSION

Las plantas han sido utilizadas desde tiempos remotos con fines curativos para buscar nuevas
sustancias bioactivas y siguen perfilandose como una alternativa valida en la medicina moderna.
En la actualidad, existe un interés creciente por el estudio y la utilizacién de las plantas
medicinales (Hoogesteger, 1994), por lo que se ha incentivado la busqueda e identificacion de

sustancias activas extraidas de plantas (Mufioz et al., 2004).

Diferentes preparaciones de las semillas de Mucuna pruriens se han empleado en el manejo
de la EP debido a que es una buena fuente de L-3,4-dihidroxifenil-alanina (L-Dopa) [Parkinson’s
Disease Study Group, 1995; Vayda et al., 1978; Nagashayana et al., 200; Katzenschlager et al.,
2004]. Estudios fitoquimicos del extracto alcoholico fraccionado de las semillas de esta planta,
demostraron la eficacia de estos compuestos con respecto a los productos sintéticos disponibles
en el mercado (Katzenschlager et al., 2004). En dichos estudios, los pacientes con discinesias
producidas por la terapia de L-Dopa convencional presentaron una disminucion en su incidencia

y severidad (Hussain & Manyam, 1997).

Ademas de la M. pruriens, otras especies del género Mucuna han sido estudiadas y utilizadas
para el tratamiento de la EP. En nuestro pais es posible encontrar entre otras, la especie Mucuna
urens, la cual ha sido relativamente poco investigada en cuanto a su efectividad en el tratamiento
de la EP. En un estudio realizado por Molina & Solis (2003) utilizando un extracto
hidroalcohdlico de M. urens, se obtuvo evidencia del efecto antiparkinsoniano en modelos
animales conductuales utilizando la toxina 6-OHDA. Por otra parte, estudios ain no publicados
utilizando cultivos de células PC-12 pretratadas con el mismo extracto, sugirieron que dicho
extracto tiene un efecto neuroprotector ante dosis crecientes de 6-OHDA vy presentan ademas un

leve efecto de proliferacion celular (Fornaguera, 2009, comunicacion personal).

El presente estudio evalué la capacidad citoprotectora y de proliferacion del extracto
hidroalcohdlico de semillas de M. urens in vitro en células PC-12 ante los efectos de la
neurotoxina 6-OHDA. Esto basado en los resultados obtenidos en los dos estudios mencionados
anteriormente, sistematizando la metodologia y analisis de los resultados para el modelo celular
PC-12.
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Teniendo en cuenta los resultados de los diversos estudios realizados con el género Mucuna,
se procedio a seleccionar una linea celular que presentase caracteristicas similares a las neuronas

afectadas por la EP en los humanos.

Las células PC-12 son una linea celular derivada de feocromocitoma de la médula
suprarrenal de rata (Attiah et al., 2003). Estas células son ampliamente utilizadas en estudios
como el presente debido ya que son células catecolaminérgicas y secretoras de los
neurotransmisores afectados por esta enfermedad (Walkinshaw & Waters, 1995). Esta linea ha
sido utilizada para diversas pruebas de neurotoxicidad, para la evaluacion de los efectos
secundarios de diversas drogas sintéticas y pruebas de agentes neuroprotectores (Lin et al.,
2002). Dichas células pueden ser reproducidas en un medio rico en suero (fetal bovino y equino)
y pueden ser inducidas a diferenciarse en células con un fenotipo similar a neuronas del sistema
nervioso simpatico al ser expuestas al Factor de Crecimiento Neuronal (del inglés NGF) [ATCC,
2008; Walkinshaw & Waters, 1995; Greene, 1978].

Como primer paso se procedio a estandarizar las condiciones de cultivo para la linea PC-12
en nuestro laboratorio ya que nunca habian sido utilizadas en el pais. Entre las principales
condiciones finales de crecimiento para esta linea celular estan la omisién del suero equino,
notandose un crecimiento adecuado en su ausencia y el mantenimiento de un fenotipo aceptable
(forma y tamafio) de las células. Segun Diaz et al (1997) el suero equino puede ser utilizado en
ausencia de suero fetal bovino (SFB) a una concentracion del 10% en combinacion con 6mM de

glutamina.

El uso de suero fetal bovino si es indispensable para el correcto crecimiento del cultivo
celular. Este componente es fuente indispensable de proteinas necesarias para la adherencia a la
matriz, enzimas y hormonas proteicas y no proteicas, factores de promocion de crecimiento,

metabolitos, inactivantes de materiales toxicos, entre otros (Reina, 2003).

En el caso de la L-glutamina, se adicion6 al utilizar medio de cultivo caducado como
refuerzo al contenido del mismo; esto debido a que este es un aminoacido altamente inestable en
el medio de cultivo (Sigma-Aldrich, 2009). Sin embargo, se observo que la adicion extra no era
fundamental para el crecimiento celular, pero si mejoraba ligeramente la tasa de crecimiento de

la linea celular.
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Al realizar los subcultivos se observo que la linea PC-12 presentaba un crecimiento acelerado
al ser incubada bajo las condiciones Optimas de temperatura, humedad y medio de cultivo. Tras
probar diversas alicuotas de suspension celular, se determin6 que al inocular 200uL
(aproximadamente 3.5x10° células en total) se adicionaban células suficientes como para
mantener a las células en la fase de crecimiento exponencial. Del mismo modo, se observé que
en dicho indculo las células requerian de Unicamente una tripsinizacion semanal, lo cual reduce
el estrés que se causa al realizar este procedimiento y la posibilidad de contaminacion durante el

mismo (Rodriguez, 2005).

Uno de los principales problemas que se presentaron en el transcurso de la investigacion fue
la contaminacion producto de un hongo flotante; asi como la contaminacién causada por
levaduras. En el primer caso no se logré identificar la fuente de dicha contaminacion; pero, en el
segundo caso la fuente pudo ser la flora normal de la piel al manipular los frascos tanto dentro
como fuera de la cdmara de flujo laminar. Esta Gltima contaminacion se dio posterior al retiro de

la anfotericina del medio de cultivo debido a la escasez del reactivo.

Tras la estandarizacion del protocolo de cultivo y mantenimiento de las células, se procedio a
realizar los estudios de proliferacion. En esta parte se probd el efecto de diversas concentraciones
de extracto de M. urens en las células; ésto para determinar cuéles de ellas podrian ser tdxicas y

cuéles podrian presentar capacidad proliferativa.

La proliferacion celular es el incremento del nimero de células por division celular, ésta es
maés activa durante la embriogénesis y el desarrollo de un organismo y es fundamental para la
regeneracion de tejidos dafiados o viejos (FIBAO, 2008). Es caracteristica de cada tipo celular
por lo que esta controlada de forma muy especifica. EI genoma codifica un conjunto complejo de
proteinas que regulan la divisién celular y por tanto la proliferacion de las células. Asimismo
cada tipo celular presenta una serie de receptores de factores de crecimiento caracteristicos que
también regulan la proliferacion celular al controlar la respuesta a tales factores (FIBAO, 2008).

Como se observa en la Figura 9, existen concentraciones a las cuales se supera el 100% de
viabilidad celular. Este aumento puede ser considerado como un incremento en el nimero de
células metabolicamente activas presentes en el pozo analizado. Segun los resultados obtenidos
las concentraciones en las cuales hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), al ser

comparadas con el control positivo, y en las cuales se puede hablar de proliferacion celular son
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las correspondientes a 0.05mg/mL y 1mg/mL, los cuales presentaron un porcentaje de viabilidad
celular de 139.14% y 130.80%, respetivamente. En los casos de las concentraciones de 0.1, 0.5y
5mg/mL, en los que se observé un ligero aumento en el porcentaje de viabilidad, se concluyo que

no habian diferencias significativas (p<0.05) al ser comparadas con el control positivo.

Ademés de lo anteriormente mencionado, se observd que concentraciones mayores a
10mg/mL de extracto hidroalcoholico de M. urens ocasionaron un descenso considerable en la

viabilidad celular.

Si la curva obtenida es analizada con detenimiento se puede observar que no presenta un
comportamiento lineal o de tipo umbral (Cook & Calabrese, 2006). Esta curva dosis—respuesta
presenta un comportamiento conocido en farmacologia y toxicologia como hormesis (Cook &
Calabrese, 2006; Calabrese, 2004).

Este es un fendbmeno de respuesta a dosis caracterizado por una estimulacion por dosis bajas
y una inhibicion para dosis altas, que resulta en una curva de respuesta a nuevas dosis en forma
de J o de U invertida (Cook & Calabrese, 2006; Calabrese, 2004). Al parecer la hormesis es una
caracteristica de muchas medicinas: con las dosis recomendadas por los médicos tienen un efecto
curativo, pero en caso de sobredosis se dan efectos dafiinos para la salud; o al contrario, grandes
dosis presentan un efecto beneficioso, pero dosis muy pequefias presentan efectos negativos
también (Calabrese, 2004).

Al ser la sustancia adicionada un extracto no es posible identificar qué compuesto o
compuestos son los responsables de la proliferacion o del comportamiento de la curva. Los
efectos observados pueden deberse al sinergismo (efectos combinados o aditivos) entre dos o
mas compuestos presentes en concentraciones desconocidas o por el efecto de un solo compuesto

no identificado capaz de estimular a las células a dividirse.

Un posible causante de dicha proliferacion es la L-dopa presente en dicho extracto (Chihara
et al, 1986). En ensayos in vivo se ha visto que algunos neurotransmisores, especialmente las
catecolaminas y la acetilcolina, juegan un papel crucial en el control de la secrecion de la
hormona encargada de liberacion de la hormona de crecimiento -somatocrinina 0 hGHRH, por
sus siglas en inglés- por parte de las neuronas; asi como de la promover la secrecién de la

somatotropina u hormona de crecimiento —GH, por sus siglas en inglés- (Muller et al, 1991).
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La GH es de gran importancia en el organismo debido a que facilita el aumento de tamafio de
las células y estimula la mitosis, con lo que se desarrolla un namero creciente de células y tiene
lugar la diferenciacion de determinados tipos de céelulas. Ademas, la hormona juega un papel
muy importante en el cerebro, ya que tiene propiedades neurotréficas/neuroprotectoras (OMIM,
2009).

Sin embargo, no se puede asegurar que L-dopa esté estimulando a las PC-12 a producir GH
ya que ésta es secretada en el cerebro por las células de la adenohipofisis (Harvey &Hull, 2003).
Sin embargo, no se puede descartar que L-dopa si estimule la secrecion de algun factor de

crecimiento que pueda estar implicado con la proliferacion celular observada.

La importancia fundamental de la produccion de estos posibles factores de crecimiento en
pacientes con la EP es la eventual utilizacion de las concentraciones proliferativas de M. urens
para estimular la produccion de la GH en el cerebro y con esto, la generacién de nuevas neuronas
o de nuevas terminaciones y/o conexiones axonales que remplacen a aquellas células que han

muerto.

En cuanto a la técnica utilizada para la evaluacién de la proliferacion celular, se debe aclarar
que aunque la prueba de MTT aporta informacion relevante que puede dar indicios de procesos
de proliferacion celular no es la mas precisa para este tipo de evaluacion. El uso de técnicas
como el marcaje del ADN (Invitrogen, 2009; Merck, 2010) o el uso de anticuerpos marcados
(Frahm et al., 1998), podrian resultar en la obtencion de analisis mas completos y sensibles del

efecto proliferativo del extracto analizado (Scudiero et al., 1988; Berridge et al., 1996).

Finalmente, para realizar la curva de citoproteccion se decidio elegir una concentracién de la
curva dosis-respuesta que no tuviese efectos en la proliferacion celular. Lo anterior garantizo que
las lecturas de viabilidad celular obtenidas correspondiesen Unicamente a las células
sobrevivientes al efecto de la neurotoxina gracias a la accion de extracto, y no a células nuevas

producto del efecto proliferativo descrito anteriormente.

Tras el analisis de la curva dosis-respuesta (Figura 9) se eligié la concentracion de
0.25mg/mL ya que ésta presentaba un porcentaje de viabilidad de 94.01%. Tras el analisis
ANOVA se determin6 que las concentraciones de 0.1, 0.5 y 5mg/mL no presentaban diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) al ser comparadas con la dosis elegida, por lo cual
también podrian ser utilizadas en estudios posteriores como dosis no proliferativas del extracto.
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Basados en el trabajo mencionado por Fornaguera (2009, comunicacion personal), en el cual
se observd un efecto citoprotector del extracto hidroalcohdlico de M. urens en células PC-12
tratadas con la neurotoxina 6-OHDA,; se procedio a replicar y sistematizar dicho estudio

ampliando las dosis probadas y utilizando una Unica dosis de extracto.

Una sustancia con propiedades citoprotectoras es aquella que protege las células del
organismo frente a los efectos dafiinos de por ejemplo el estrés oxidativo y el desencadenamiento
de reacciones mediadas por radicales libres. De esa manera se busca reducir los cambios
patoldgicos causantes de enfermedades como EP, Alzheimer (Meeroff, 1985), entre otras; al
disminuir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y demas radicales libres en el espacio
extracelular. Los agentes citoprotectores pueden ser sustancias naturales o artificiales que
promueven los mecanismos de defensa propios de las células; a su vez promueven la

inactivacion metabdlica y/o la excrecion de los agentes dafiinos (Meeroff, 1985).

En el estudio de la EP, los dafios neuronales causados por el estrés oxidativo han sido
seflalados como una de las posibles causas de la enfermedad (Schapira et al., 1990; NINDS,
2009). En investigaciones realizadas a pacientes con dicha enfermedad se detectaron cambios
relacionados con el estrés oxidativo, incluido el dafio por radicales libres al ADN, las proteinas y
las grasas en los cerebros de pacientes; lo cual refuerza esta hipo6tesis como una de las posibles

causas de dicha enfermedad (Schapira et al., 1990).

En la investigacion de la EP existen una serie de modelos experimentales con los cuales se
indagan las diversas posibles causas de la misma. El uso de neurotoxinas para producir modelos
animales parkinsonianos ha sido la piedra angular de la investigacién sobre la evolucion y
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Luquin, 1998). La neurotoxina mas ampliamente
utilizada en el desarrollo de dichos modelos es la 6-OHDA. Esta es administrada via sistémica o

por medio de inyecciones intracerebrales a roedores, perro, gatos y primates (Luquin, 1998).

El uso tan generalizado de dicha toxina se explica porque produce una destruccion selectiva
de las neuronas catecolaminérgicas, debido a que este compuesto es un analogo sintético de la
dopamina. Esta semejanza estructural le permite ser transportado al interior de la célula por los

transportadores de membrana de la dopamina y noradrenalina (Simola et al., 2007).

Una vez dentro de la célula la 6-OHDA posee una potente accion inhibidora de la cadena

respiratoria mitocondrial; sin embargo, la muerte neuronal es provocada por la formacion de
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H,0,, radicales libres tipo hidroxilo (OH") y quinonas que se producen en su metabolizacion por
parte de la enzima monoamino oxidasa (MAO-A) [Luquin, 1998]. Estas especies reactivas
causan dafios en la estructura y funcién del ADN, producen la peroxidacion lipidica, alterando
las estructuras de las membranas celulares y de un gran numero de proteinas (principalmente los
puentes disulfuro), lo que causa que la célula ingrese a un proceso de muerte celular programada

—apoptosis- o de necrosis (Simola et al., 2007).

Como primer paso se procedio a realizar una curva dosis-respuesta de la 6-OHDA (Figura
10) en las células PC-12. Lo anterior para tener una grafica de referencia y lograr hacer
comparaciones de valor entre los datos obtenidos en las pruebas de citoproteccion y los
porcentajes de viabilidad celular de las células tratadas unicamente con la toxina. Posteriormente,
se realizaron las pruebas de citoproteccién utilizando la concentracion de extracto seleccionada

anteriormente.

Los resultados de estos analisis se ven en la Figura 11 y muestran un comportamiento estable
a bajas concentraciones de toxina, notandose un aumento en el nimero de células viables en los
tratamientos con 0.20 y 0.30mg/mL de la neurotoxina. Dicho aumento puede ser considerado
como una respuesta proliferativa del extracto, al igual que se hizo en el analisis de la curva dosis-
respuesta para el extracto de M. urens. También se observé una disminucion muy marcada de la
viabilidad al aumentar la concentracion de la neurotoxina —a partir de Immol/L-, al ser ya el
extracto insuficiente como para producir un efecto de proteccién celular frente a estas

concentraciones de 6-OHDA.

Una vez obtenidos los datos anteriores, las graficas se unificaron para permitir un analisis
comparativo de los resultados, en el cual se utilizo la prueba estadistica t student para muestras
relacionadas. En dicha prueba se obtuvieron diferencias significativas en los tratamientos de 0.20
y 0.30mg/mL. De tal manera es posible concluir que el extracto presenta un efecto de

citoproteccion a esas concentraciones.

Al ser la 6-OHDA una toxina con caracteristicas prooxidantes es razonable sugerir, que
dentro del extracto podrian existir una sustancia o una serie de sustancias antioxidantes que

puedan contrarrestar el efecto causado este compuesto.

Vega (2008), realizd una serie de pruebas cualitativas sobre el extracto utilizado en el
presente estudio, para identificar algunos de los compuestos que lo constituian. Entre los
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resultados obtenidos se demostro la presencia de taninos, alcaloides glicosidos y flavoniodes con
grupos fenoles como el revestratol. Por otra parte, estudios realizados en Mucuna pruriens han
demostrado la presencia de compuestos antioxidantes como el glutatién, la nicotina, coenzima Q-
10, NADH, B-carbolina, entre otros (Manyam et al, 2004 [b]; Eilitt4 et al, 2002); por lo que se
podria presumir la presencia de éstos también en M. urens. Sin embargo, para afirmar que dichos

compuestos forman parte de la fitoquimica M. urens se requeririan estudios futuros adicionales.

Numerosos estudios han demostrado los efectos protectores de los fenoles contra el dafio
neuronal en la EP, gracias a la facilidad que presentan los mismos para atravesar la barrera
hematoencefélica (Dhanasekaran et al, 2008). Los efectos protectores de estos compuestos son
atribuidos generalmente a la combinacion de su propiedades secuestradoras de radicales libres y
su accion quelante ante el hierro y otros metales (Dhanasekaran et al, 2008; Pérez, 2003).
Ademas, a dichos compuestos se les atribuyen propiedades como la inhibicién de oxidasas, como
la lipoxigenasa, la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa evitando la generacion de especies
reactivas del oxigeno in vivo, asi como de hidroperdxidos orgéanicos (Sun et al, 2008;
Dhanasekaran et al, 2008). Por otra parte, se ha podido demostrar que también inhiben enzimas
involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, al mismo tiempo que estimulan otras
con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa y la superdxido dismutasa (Pérez, 2003).
Aunado a esto, los fenoles presentan también una accion en las rutas de sefializacion intracelular,
como por ejemplo las relacionadas con la induccion de la transcripcion de genes antioxidantes y

antiinflamatorios (Sun et al, 2008).

Otros antioxidantes que pueden estar protegiendo a las PC-12 ante el estrés oxidativo
provocado por la 6-OHDA son el NADH, la coenzima Q-10 y el glutation (Manyam et al, 2004
[a]; Manyam et al, 2004 [b]; Eilitta et al, 2002).

El NADH incrementa la actividad mitocondrial del complejo 1, el cual es afectado por la 6-
OHDA, vy la sintesis de dopamina. Ademas, interviene en la reparacion del ADN y en la
regulacién celular (Manyam et al, 2004 [b]), lo cual permitiria a la célula seguir su ciclo sin
interrupciones y permitiendo la proliferacién observada posteriormente. La coenzima Q-10 tiene
como funcidn primordial la transferencia de electrones entre los componentes redox de la cadena
de transporte de electrones para generar un gradiente de protones y generar ATP. Se ha

observado que en pacientes con EP la concentracion de dicha coenzima se encuentra disminuida,
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asi como la actividad del complejo | de la respiracion celular (Manyam et al, 2004 [b]). Estudios
sugieren que el uso de esta coenzima puede llegar a retardar el progreso de la enfermedad de
Parkinson mediante el incremento de la actividad del complejo I; asi como la proteccion contra
lesiones estriatales producidas por acido nitropropinoico y malonato (Beal et al, 1994). En
Mucuna, a pesar de encontrarse en bajas cantidades, esta coenzima puede presentar un efecto
coadyuvante y por lo tanto mejorar el efecto terapéutico de extracto (Manyam et al, 2004 [b]).

El glutation también presenta un rol muy importante en la defensa contra la peroxidacion de
la membrana y reduciendo los niveles de perdxido de hidrogeno mediante la glutation peroxidasa
(Dhanasekaran et al, 2008). Los grupos tiol que presenta esta proteina son esenciales para la
actividad del complejo | y otras enzimas mitocondriales relacionadas con la respiracion celular.
Es también considerado el mayor antioxidante endégeno producido por las células, participando
directamente en la neutralizacion de radicales libres y compuestos de oxigeno reactivo, asi como
el mantenimiento de los antioxidantes exdgenos, como las vitaminas C y E en sus formas

reducidas o activas (Dhanasekaran et al, 2008).

Es probable que el extracto utilizado posea compuestos encontrados en otras especies del
género Mucuna como por ejemplo la nicotina y la B-carbolina (Manyam et al, 2004 [b]; Eilitta et
al, 2002), los cuales presentan actividad inhibidora de la enzima monoamino oxidasa. Esta
enzima, en su isoforma MAO-A, es la responsable de la oxidacion e inactivacion de los
neurotransmisores monoaminérgicos serotonina, norepinefrina, epinefrina y dopamina. La
MAO-A es también la responsable de la oxidacion de la 6-OHDA generando perdxido de
hidrégenos y demas especies reactivas de oxigeno que generan los dafios por estrés oxidativo. Al
inhibir la actividad de la MAO es posible disminuir la degradacion de la dopamina y la
subsecuente generacion de toxinas como parte del catabolismo de las monoaminas (Pérez &
Arancibia, 2006). Ademas de dicho efecto inhibidor, la nicotina podria potenciar la liberacién de
la dopamina, asi como estimular su sintesis, modificar la sensibilidad de los autorreceptores de la
dopamina y modular la densidad de dichos receptores (Villégier et al, 2003; Pérez & Arancibia,
2006).

A pesar de que el extracto presenta sustancias identificadas como antioxidantes, no se puede
descartar la existencia de otros compuestos desconocidos o de sinergismo entre diferentes

sustancias que protegen a la célula ante los dafios ocasionados por la 6-OHDA. Hay que
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considerar que aunque haya sustancias antioxidantes en el extracto, éstas pueden presentarse en
concentraciones tan bajas, que es la sumatoria de todos sus efectos las que generan la repuesta

observada en los resultados.

Como se menciond anteriormente, no existen datos cientificos publicados sobre los efectos
del extracto hidroalcohdlico de M. urens, aparte de los dos estudios realizados en el Programa de
Neurociencias de la UCR. Sin embargo, cada uno de los trabajos anteriores sentd las bases para

el siguiente, generando asi la informacion suficiente como para llevar a cabo el presente trabajo.

Con este estudio se logré6 comprobar la capacidad proliferativa y citoprotectora in vitro del
extracto hidroalcoholico de M. urens; los cuales podrian quizés tener aplicaciones tanto como
tratamiento regenerativo como preventivo; respectivamente. Asi mismo se lograron estandarizar
las condiciones de cultivo para el modelo experimental de la linea celular PC-12, ampliamente
utilizada a nivel internacional para la investigacion de los mecanismos moleculares y celulares
de las enfermedades neurodegenerativas y la blsqueda de nuevos tratamientos contra las

mismas.
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CONCLUSIONES

La linea celular PC-12 presenta un buen crecimiento a condiciones estandar de cultivo
celular. Cambios en la concentracién de antibiético o L-glutamina en el medio de cultivo no
reducen significativamente la tasa de crecimiento ni causan cambios en el fenotipo celular.

El extracto hidroalcoholico de M. urens presenta un efecto proliferativo significativo al ser
administrado a las células PC-12. Esto puede deberse a uno o mas compuestos descritos o
desconocidos que actien solos o de manera sinérgica.

L-dopa podria considerarse como una de los responsables de dicho efecto proliferativo ya
que en diversos estudios se ha encontrado que estimula la produccién de la hormona de
crecimiento en neuronas y en células dopaminérgicas como las PC-12.

El extracto presenta una curva de tipo hormético. Dicha forma puede ser atribuida a uno o
mas compuestos presentes en el extracto que produzcan un efecto beneficioso a bajas
concentraciones y una inhibicién a dosis mas elevadas o viceversa

M. urens presenta un efecto citoprotector ante los dafios causados por la neurotoxina 6-
OHDA. Este efecto es de caracter antioxidante y puede ser atribuido a sustancias tales como
el glutation, la coenzima Q-10, entre otros; que han sido identificados tanto en esta especie
de Mucuna como en otras.

Los datos obtenidos podrian explicar los efectos antiparkinsonianos observados por Molina
& Solis en modelos animales.
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RECOMENDACIONES

Realizar las mismas pruebas a células PC-12 diferenciadas con NGF para identificar si hay
diferencias significativas en el comportamiento y viabilidad celular.

Utilizar otras técnicas de medicion de proliferacion, como el marcaje de ADN o el uso de
anticuerpos, mas sensible para la obtencidn de resultados mas precisos.

Utilizar diferentes dosis de extracto para las pruebas de citoproteccion con el fin de
determinar el tratamiento méas adecuado para las diferentes concentraciones de 6-OHDA.

Probar la propiedad proliferativa del extracto de M. urens como tratamiento regenerativo en
un modelo animal.

Probar en el modelo de PC-12, fracciones activas del extracto de M. urens con el fin de
dilucidar un poco cuéles son los compuestos activos del extracto.

Realizar estudios fitoquimicos del extracto para identificar la presencia de los compuestos
antioxidantes sugeridos.
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ANEXO 1: FRASCOS ROUX 25 CM*CON CRECIMIENTO CELULAR
EN MONOCAPA.

El frasco de la izquierda presenta medio de cultivo viejo y a la derecha medio de cultivo fresco
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ANEXO 2: PRUEBA ANOVA PARA LOS RESULTADOS DE
PROLIFERACION CELULAR

Obs. con Obs. sin

datos datos Desviacion
Variable Observaciones perdidos perdidos Minimo Maximo Media tipica
Absorb 246 0 246 0.008 1.879 0,640 0,433
Variable Categoriasmg/mL Frecuencias %
Tratam 0.05 15 6.098
0.1 16 6.504
0.25 22 8.943
0.5m 22 8.943
10 21 8.537
1 22 8.943
25 22 8.943
50 22 8.943
5 16 6.504
C- 14 5.691
C+ 54 21.951

Analisis de la varianza:

Suma de Media de

Origen de las los los
variaciones GDL cuadrados cuadrados F Pr>F
Entre grupos 10 25.727 2.573 29.872 <0.0001
Dentro de los
grupos 235 20.239 0.086
Total
corregido 245 45.966

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
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Parametros del modelo:

Desviacion Limite Limite superior
Fuente Valor tipica t Pr> |t| inferior (95%) (95%)
Interseccion 1.083 0.076 14.289 <0.0001 0.933 1.232
0.05mg/mL 0.000 0.000
0.1mg/mL -0.243 0.105 -2.303 0.022 -0.451 -0.035
0.25mg/mL -0.351 0.098 -3.574 0.000 -0.545 -0.158
0.5mg/mL -0.262 0.098 -2.662 0.008 -0.455 -0.068
10mg/mL -0.692 0.099 -6.976 < 0.0001 -0.888 -0.497
1mg/mL -0.065 0.098 -0.660 0.510 -0.258 0.129
25mg/mL -0.959 0.098 -9.764 < 0.0001 -1.153 -0.766
50mg/mL -0.880 0.098 -8.955 < 0.0001 -1.074 -0.686
5mg/mL -0.253 0.105 -2.398 0.017 -0.461 -0.045
C- -1.047 0.109 -9.598 < 0.0001 -1.262 -0.832
C+ -0.305 0.086 -3.556 0.000 -0.473 -0.136

Tratam / Dunnett (bilateral) / Analisis de las diferencias entre las categorias y a categoria control Tratam-C+ con un
intervalo de confianza de 95%:

Categoria Diferencia  Diferencia estandarizada Valor critico Diferencia critica Pr > Dif Significativo
C+vs 0.05mg/mL -0.305 -3.556 2.804 0.240 0.004 Si
C+ vs 1mg/mL -0.240 -3.229 2.804 0.208 0.014 Si
C+vs 0.1mg/mL -0.062 -0.738 2.804 0.234 0.996 No
C+ vs 5mg/mL -0.052 -0.618 2.804 0.234 0.999 No
C+vs 0.5mg/mL -0.043 -0.579 2.804 0.208 0.999 No
C+vsC- 0.742 8.433 2.804 0.247 0.000 Si
C+vs 25mg/mL 0.655 8.823 2.804 0.208 0.000 Si
C+ vs 50mg/mL 0.575 7.752 2.804 0.208 0.000 Si
C+vs 10mg/mL 0.388 5.134 2.804 0.212 0.000 Si
C+vs 0.25mg/mL 0.047 0.628 2.804 0.208 0.999 No
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ANEXO 3: PRUEBA ANOVA PARA LOS RESULTADOS DE CURVA

DE 6-OHDA
Estadisticas descriptivas:
Obs. sin
Obs. con datos datos Desviacion
Variable Observaciones perdidos perdidos Minimo Maximo Media tipica
Absorb 84 0 84 0.003 0.473 0.311 0.143
Variable Categorias Frecuencias %
Tratam Ommol/L 8 9.524
100umol/L 8 9.524
10mmol/L 8 9.524
1mmol/L 8 9.524
200umol/L 8 9.524
300umol/L 8 9.524
400umol/L 8 9.524
500umol/L 8 9.524
50umol/L 8 9.524
S5mmol/L 8 9.524
C- 4 4.762
Anadlisis de la varianza:
Media de
Suma de los los
Fuente GDL cuadrados cuadrados F Pr>F
Modelo 10 1.631 0.163 153.808 < 0.0001
Error 73 0.077 0.001
Total
corregido 83 1.709

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
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Parametros del modelo:

Limite inferior  Limite superior

Fuente Valor Desviacion tipica t Pr> |t| (95%) (95%)
Interseccion 0.388 0.012 33.721 < 0.0001 0.365 0.411

Ommol/L 0.000 0.000
100umol/L -0.026 0.016 -1.597 0.115 -0.058 0.006
10mmol/L -0.338 0.016 -20.743 <0.0001 -0.370 -0.305
1mmol/L 0.006 0.016 0.368 0.714 -0.026 0.038
200umol/L -0.020 0.016 -1.205 0.232 -0.052 0.013
300umol/L -0.017 0.016 -1.036 0.303 -0.049 0.016
400umol/L 0.004 0.016 0.269 0.789 -0.028 0.037
500umol/L 0.035 0.016 2.119 0.038 0.002 0.067
50umol/L 0.012 0.016 0.722 0.473 -0.021 0.044
5mmol/L -0.276 0.016 -16.974 < 0.0001 -0.309 -0.244
C- -0.383 0.020 -19.218 <0.0001 -0.423 -0.344

Tratam / Dunnett (bilateral) / Andlisis de las diferencias entre las categorias y a categoria control Tratam-
Ommol/L con un intervalo de confianza de 95%:

Diferencia Valor Pr>
Categoria Diferencia estandarizada critico Diferencia critica Dif Significativo

Ommol/L vs 500umol/L -0.035 -2.119 2.793 0.045 0.222 No
Ommol/L vs 50umol/L -0.012 -0.722 2.793 0.045 0.991 No
Ommol/L vs Immol/L -0.006 -0.368 2.793 0.045 1.000 No
Ommol/L vs 400umol/L -0.004 -0.269 2.793 0.045 1.000 No
Ommol/Lvs C - 0.383 19.218 2.793 0.056 0.000 Si
Ommol/L vs 10mmol/L 0.338 20.743 2.793 0.045 0.000 Si
Ommol/L vs 5mmol/L 0.276 16.974 2.793 0.045 0.000 Si
Ommol/L vs 100umol/L 0.026 1.597 2.793 0.045 0.535 No
Ommol/L vs 200umol/L 0.020 1.205 2.793 0.045 0.819 No
Ommol/L vs 300umol/L 0.017 1.036 2.793 0.045 0.911 No
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ANEXO 4: PRUEBA ANOVA PARA LOS RESULTADOS DE CURVA

DE TRATAMIENTO M. URENS + 6-OHDA

Estadisticas
descriptivas:

Obs. con Obs. sin

datos datos Desviacion
Variable Observaciones perdidos perdidos Minimo Maximo Media tipica
Absorb 246 0 246 0.008 1.879 0.640 0.433
Variable Categorias  Frecuencias %
Tratam  0.05mg/mL 15 6.098
0.1mg/mL 16 6.504
0.25mg/mL 22 8.943
0.5mg/mL 22 8.943
10mg/mL 21 8.537
1mg/mL 22 8.943
25mg/mL 22 8.943
50mg/mL 22 8.943
5mg/mL 16 6.504
C- 14 5.691
C+ 54 21.951
Analisis de la varianza:
Origen de Media de
las Suma de los los
variaciones GDL cuadrados cuadrados F Pr>F
Entre grupos 10 25.727 2.573 29.872 <0.0001
Dentro de
los grupos 235 20.239 0.086
Total
corregido 245 45,966

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
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Parametros del

modelo:
Limite
Fuente Valor Desviacion tipica t Pr> |t] inferior (95%) Limite superior (95%)
Interseccién 1.083 0.076 14.289 <0.0001 0.933 1.232
0.05mg/mL 0.000 0.000
0.1mg/mL -0.243 0.105 -2.303 0.022 -0.451 -0.035
0.25mg/mL  -0.351 0.098 -3.574 0.000 -0.545 -0.158
0.5mg/mL -0.262 0.098 -2.662 0.008 -0.455 -0.068
10mg/mL -0.692 0.099 -6.976 < 0.0001 -0.888 -0.497
1mg/mL -0.065 0.098 -0.660 0.510 -0.258 0.129
25mg/mL -0.959 0.098 -9.764 <0.0001 -1.153 -0.766
50mg/mL -0.880 0.098 -8.955 <0.0001 -1.074 -0.686
5mg/mL -0.253 0.105 -2.398 0.017 -0.461 -0.045
C- -1.047 0.109 -9.598 <0.0001 -1.262 -0.832
C+ -0.305 0.086 -3.556 0.000 -0.473 -0.136

Tratam / Dunnett (bilateral) / Analisis de las diferencias entre las categorias y a categoria control Tratam-C+ con un

intervalo de confianza de 95%:

Diferencia

Categoria Diferencia estandarizada Valor critico  Diferencia critica Pr> Dif  Significativo
C+vs 0.05mg/mL -0.305 -3.556 2.804 0.240 0.004 Si
C+ vs Img/mL -0.240 -3.229 2.804 0.208 0.014 Si
C+vs 0.1mg/mL -0.062 -0.738 2.804 0.234 0.996 No
C+ vs 5mg/mL -0.052 -0.618 2.804 0.234 0.999 No
C+vs 0.5mg/mL -0.043 -0.579 2.804 0.208 0.999 No
C+vsC- 0.742 8.433 2.804 0.247 0.000 Si
C+vs 25mg/mL 0.655 8.823 2.804 0.208 0.000 Si
C+ vs 50mg/mL 0.575 7.752 2.804 0.208 0.000 Si
C+vs 10mg/mL 0.388 5.134 2.804 0.212 0.000 Si
C+vs 0.25mg/mL 0.047 0.628 2.804 0.208 0.999 No
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ANEXO 5: PRUEBA T STUDENT PARA MUESTRAS RELACIONADAS

Estadisticos de muestras relacionadas

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
0.05mmol/L  .4000000 8 .02700132 .00954641
Part 0.05mmol/L .418038 8 .0723475 .0255787
0.10mmol/L 435990 8 .0535618 .0189370
Par2 0.10mmol/L  .3622500 8 .02609324 .00922535
0.20mmol/L 460010 8 .0602078 .0212867
Pars 0.20mmol/L  .3686250 8 .05083429 01797264
0.30mmol/L 439529 8 .0463011 .0163699
Pard 0.30mmol/L  .3713750 8 .02903661 .01026599
0.40mmol/L 1405144 8 .0328179 .0116029
Pars 0.40mmol/L .3926250 8 .04059359 .01435200
0.50mmol/L .375125 8 .0638280 .0225666
Par® 0.50mmol/L  .4227500 8 .03522986 .01245564
1mmol/L 413413 8 .0557389 .0197067
Par 7
1mmol/L .3942500 8 .03524202 .01245994
5mmol/ .085942 8 0317773 .0112350
Par 8
5mmol/ 1118750 8 .02218389 .00784319
10mmol/L .0505000 8 .01690942 .00597838
rars 10mmol/L .049760 8 .0424046 .0149923
Ommol/L .408202 8 .0562910 .0199019
Par 10
Ommol/L .3882500 8 .03620971 .01280206
Control - .008750 4 .0038622 .0019311
Par 11
Control - .0050000 4 .00221736 .00110868
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par 1 0.05mmol/L y 0.05mmol/L 8 .347 .400
Par 2 0.10mmol/L y 0.20mmol/L 8 .150 .723
Par 3 0.20mmol/L y 0.20mmol/L 8 .393 .336
Par 4 0.30mmol/L y 0.30mmol/L 8 .604 113
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Par 5 0.40mmol/L y 0.40mmol/L 8 .009 .982
Par 6 0.50mmol/L y 0.50mmol/L 8 .120 T77
Par 7 1mmol/L y Immol/L 8 .354 .390
Par 8 5mmol/ y 5Smmol/ 8 -.069 .870
Par 9 10mmol/L y 20mmol/L 8 .055 .896
Par 10 Ommol/L y Ommol/L 8 -.414 .308
Par 11 Control - y Control - 4 .769 231
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza
para la diferencia
] Desviacion| Error tip. ) ] Sig.
Media i ] Inferior Superior )
tip. de la media t o] (bilateral)
0.05mmol/L -
Par 1 -.01803846 |.06788831 |.02400214 | -.07479451 .03871758 | -.752 7 ATT7
0.05mmol/L
0.10mmol/L -
Par 2 .07374038 |.05594835|.01978073 | .02696639 12051438 | 3.728 7 .007
0.10mmol/L
0.20mmol/L -
Par 3 .09138462 |.06169265|.02181165| .03980827 14296096 | 4.190 7 .004
0.20mmol/L
0.30mmol/L -
Par 4 .06815385 |[.03691459 |.01305128 | .03729248 .09901521 | 5.222 7 .001
0.30mmol/L
0.40mmol/L -
Par 5 .01251923 |.05195846 |.01837009 | -.03091913 .05595759 .682 7 517
0.40mmol/L
0.50mmol/L -
Par 6 -.04762500 |.06910822 |.02443345( -.10540092 .01015092 | -1.949 7 .092
0.50mmol/L
Par 7 Immol/L-Immol/L | .01916346 |.05439954 |.01923314 | -.02631569 .06464261 .996 7 .352
Par 8 5mmol/ - 5Smmol/ | -.02593269 |.03999602 | .01414073 | -.05937020 .00750482 | -1.834 7 .109
10mmol/L -
Par 9 .00074038 |.04477236 |.01582942 | -.03669024 .03817101 .047 7 .964
10mmol/L
Par 10 Ommol/L -Ommol/L| .01995192 |.07853224 |.02776534 | -.04570267 .08560652 719 7 496
Par 11 Control - -Control -| .00375000 |.00258199 |.00129099 | -.00035852 .00785852 | 2.905 3 .062
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