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Resumen

RESUMEN:

Las especies del género Agave como Agave tequilana, Agave angustifolia y Agave
americana, son usadas en la medicina tradicional Mexicana para tratar padecimientos
asociados a la inflamacion, entre los que se incluyen los neurodegenerativos. Las pencas
de estas plantas poseen compuestos del grupo de las saponinas, a las cuales se les han
identificado propiedades anti-inflamatorias en diferentes modelos. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de Agave tequilana Weber, A. angustifolia Haw y
A.americana L.sobre los aspectos fisiopatoldgicos asociados al Alzheimer. Se hizo una
extraccion acetonica de pencas de dichas especies, se analizo el efecto anti-inflamatorio
in vivo a través de la induccion de edema auricular con TPA (25 pg/ml) en ratones.
Después, se continud con un fraccionamiento bio-dirigido con el mismo modelo, para
elucidar el compuesto activo. El extracto acetonico todas las especies estudiadas,
disminuyd la inflamacién siendo el de A. americana el méas activo, con un 81% de
inhibicidn de edema (i.e.), a partir de éste se obtuvieron 6 fracciones, de las cuales la F5
fue mas activa con un 85.6% de i. e. y mediante el fraccionamiento cromatogréafico de
ésta, se obtuvo un compuesto identificado por RMN DEPT, COSY, HSQC y HMBC
como (25R)-5 alpha-spirostan-3 beta, 6 alpha, 23 alpha-triol-3, 6-di-O-beta-D-
glucopyranoside (Cantalasaponina-1), la cual presenté un efecto dependiente de la dosis,
de hasta el 90 % de i.e. auricular a la dosis mayor. El efecto de los Agaves sobre los
aspectos fisiopatoldgicos asociados al Alzheimer, se evalué usando el modelo de
neuroinflamacién inducida por la administracion i.p. de lipopolisacarido (LPS) de E.
coli. Estos animales fueron tratados con el extracto aceténico de la especie de Agave
correspondiente (via oral v.0.), 6 vehiculo. Al grupo control no se le suministrd LPS.
Los animales fueron sacrificados, se disecaron los cerebros. Los homogenados se éstos

sirvieron para evaluar la actividad sobre las enzimas Acetilcolinesterasa (AChE),
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Resumen

Glutation Reductasa (GR) y NADPH-oxidasa in vitro. El extracto de A. angustifolia
provocd una inhibicion a-competitiva sobre la actividad de AChE, mientras que A.
tequilana y A. americana no inhibieron la actividad de dicha enzima, aunque si lograron
inhibir el dafio causado por el LPS. La actividad de la enzima GR, observa un
incremento  significativo en su actividad y NADPH-oxidasa disminuyo
significativamente con la administracion de los extractos en comparaciéon al grupo
control. El efecto inmunomodulador sobre los homogenados de cerebro se evalud
mediante la cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias (INF-y, TNF-a. IL-1p e IL-6)
por la técnica de ELISA. La IL-6- y la IL-1p se incrementaron con respecto al control y
A. americana L. mostr6 mayor concentracion de IL-1p.

Se observo una reduccion en las citocinasTNF o e INF y comparadas con el control
Basal, el valor menor se obyuvo con A. tequilana (0.28 pg/mg) y para INF vy, el valor
menor correspondié a A. americana (1.21 pg/mg). Con relacion al dafio cognitivo
inducido con Escopolamina a través del paradigma de Evitacion Pasiva, A. tequilana y
A. americana mejoran el proceso de aprendizaje y sus tiempos de retencion fueron
estadisticamente semejantes con respecto al control Basal (256.28, 259.57 y 270 seg,

respectivamente).
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Abstract

ABSTRACT:

Species of Agave genus as Agave tequilana Weber, Agave angustifolia Haw and Agave
Americana L, are used in Mexican traditional folk to treat diseases associated with
inflammation, including neurodegenerative disorders. The leaves of these plants have
compounds from the group of saponins, which have been identified with anti-
inflammatory properties in different models. The aim of this study was to evaluate the
effect of Agave tequilana Weber, Agave angustifolia Haw and Agave Americana L.over
the pathophysiological aspects associated with Alzheimer. An acetone extraction was
made from the Agave leaves, the in vivo anti-inflammatory effect was analyzed through
the TPA induced ear edema in mice. A bio-guided fractionation was followed from the
one with the highest activity, under the same model, which allowed the elucidation of
the active compound. The acetonic extract of all the Agave species evaluated caused a
reduction of inflammation, however, the most active was A. mericana L (81% inhibition
of edema). Thus was chosen for chemical separation and 6 fractions were obtained,
being the most active F5 with edema inhibition rate of 85.6%. Chromatographic
fractionation of the latter, allowed the isolation of a compound which was identified by
NMR DEPT, COSY, HSQC and HMBC as (25R) -5 alpha-beta Spirostan-3, 6 alpha, 23
alpha-triol-3 , 6-di-O-beta-D-glucopyranoside (Cantalasaponin-1), this saponin showed
a dose dependent effect, up to 90% ear edema inhibition at the highest dose. In order to
assess the effect of the three Agave species, on the pathophysiological aspects
associated with Alzheimer’s disease a neuroinflammation model induced by
administration i.p. of lipopolysaccharide (LPS) of E. coli was used. These animals were
subsequently treated with acetone extract of Agave species corresponding (v.o. orally),
or vehicle. The control group was not provided with LPS. The animals were sacrificed

and the brains used to make homogenates which were used to evaluate the effect on
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Abstract

enzyme activity of acetylcholinesterase (AChE), glutathione reductase (GR) and
NADPH oxidase (NOX) in vitro. The acetone extract of A. angustifolia Haw caused an
a-competitive inhibition of the AChE activity, while A. tequilana Weber and A.
Americana L, apparently exert some kind of inhibition of this enzyme, however, they
inhibited the damage induced by LPS. The GR enzyme activity, presented a significant
increase and NADPH oxidase decreased significantly with extracts administration
compared with the control group. Immunomodulatory effect was evaluated on the brain
homogenates by quantifying pro-inflammatory cytokine (INF-y, TNF-a. IL-1p and IL-
6) by ELISA. IL-6, and IL-1PB showed an increase with respect to the basal group. And
A. americana L. showed higher concentration of IL-1p with respect to the highest value
(11.57 pg / mg) obtained from the negative control. TNFa and INF y cytokines showed
a reduction in concentration with respect to the basal control group. The lowest value
observed for TNFa was that of A. tequilana Weber (0.28 pg/mg) and A. americana L.
showed the lower value of INF y (1.21 pg/mg).

Regarding the scopolamine-induced cognitive impairment through passive avoidance
paradigm, A. tequilana Weber and A, Americana L enhanced the learning process and
their retention times were statistically similar to the control baseline (256.28, 259.57 y

270 seg respectively).
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Introduccién

1.- INTRODUCCION:

El dafio celular asociado a la Enfermedad de Alzheimer, es consecuencia de los
multiples procesos fisiopatoldgicos asociados a este trastorno, incluyendo alteracion en
la neurotransmision colinérgica, acumulacion de conglomerados intracelulares
neurofibrilares y placas de la proteina B-amiloide extracelulares, muerte celular,
modificacion en el equilibrio oxido-reduccion cerebral e inflamacion. Todos ellos en
conjunto originan finalmente deterioro cognitivo, sintoma de mayor significancia en los
pacientes con Alzheimer, lo que lleva a un detrimento en la calidad de vida no s6lo de
las personas que la padecen, sino también de quienes estan a su alrededor.

El control terapéuticoen el tratamiento de esta enfermedad, estd basado en la
administracion de sustancias con actividad inhibidora de la enzima acetilcolinesterasa,
principalmente. Aunque también se administran anti-inflamatorios y antioxidantes. Esta
polifarmacia resulta en beneficio de los pacientes, sin embargo la consecuencia del
tratamiento prolongado lleva a efectos colaterales indeseables que cada uno de los
farmacos provoca.

Existe evidencia clinica preliminar en la que se muestra que algunas plantas medicinales
pueden disminuir la pérdida de la memoria en pacientes que sufren de la enfermedad de
Alzheimer (media-moderada). Los potenciales farmacoldgicos benéficos que ofrece el
tratamiento con las especies vegetales, no sélo se limita a la inhibicion de la
acetilcolinesterasa, también incluyen propiedades antioxidantes, disminucion de la
apoptosis, anti-inflamatorios y mejoradores de la memoria. Los fitomedicamentos
derivados de las plantas, pueden constituir una alternativa de gran relevancia en el
tratamiento del dafio causado por esta enfermedad, con menos problemas colaterales en
comparacion de las sustancias de sintesis. Por ejemplo, los inhibidores de AChE, que

Ilegan a causar bradicardia, Ulcera péptica, asma o epilepsia.
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En el presente trabajo, se llevd a cabo la evaluacion del extracto aceténico de las
especies Agave tequilana F. A.C. Weber, Agave angustifolia Haw y Agave americana
L. Marginata Hort., sobre procesos de dafio celular asociado a inflamacién, oxidacion y

finalmente deterioro cognitivo, utilizando un modelo de Alzhemier experimental

inducido con LPS.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Género Agave.

El agave representa uno de los principales cultivos industriales de importancia
econdmica en México. La familia Agavaceae se distribuye desde Dakota del Norte,
Estados Unidos, hasta Paraguay, y tiene alrededor de 300 especies. En México se
pueden encontrar 205, de las cuales 151 son endémicas, lo que representa el 58% del
total de las especies de este género (Garcia, 1995). Entre las especies que se
industrializan en nuestro pais se encuentra el Agave angustifolia Haw, utilizada para la
obtencion de mezcal en Oaxaca y el Agave tequilana Weber var. azul que es materia
prima del tequila que se produce en Jalisco, Michoacan y Nayarit.

La coexistencia del hombre mesoamericano y el Maguey (hombre comdn) o Agave
(nombre boténico o cientifico) data de 10 000 a 8 000 afios a. C. muestra de ello son los
restos de hojas mascadas y fibras encontradas en cuevas ubicadas en Coahuila y el Valle
de Tehuacén (Granados, 1999). Durante los afios 2 000 al 200 a. C., el Agave era
cultivado por las culturas de Tula, Tulancingo y Teotihuacan, tal como lo indican restos
arqueologicos de “raspadores de piedra” empleados para la obtencion de agua miel
(Gonzalez y Rodriguez, 2000).

Durante la conquista espafiola en 1570, Francisco Hernandez, protomeédico del Nuevo
Mundo, en su obra “Historia de las plantas de Nueva Espaifia”, reporta los diferentes
usos del Agave y sus nombres mas comunes (Mendoza, 1992). Adicionalmente,
reportes en los cuales se hace referencia del uso de algunas especies de Agave por parte
de los indigenas de la época prehispanica para la elaboracién de papel, construccién de
techos a partir de las pencas, obtencion de telas y cuerdas resistentes a partir de las

fibras, ademas de que era utilizado como combustible (Granados, 1999).
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En la actualidad, se sefialan mas de 70 formas de uso para especies de Agave, siendo la
mas comun la elaboracion de fibras y la obtencion de bebidas fermentadas y destiladas.
En menor escala se utilizan diferentes partes de la planta para la construccién, como
alimento, ornato y diversos articulos domésticos.

Sin embargo, el uso de materiales sintéticos trajo la disminucién del cultivo de Agave y
por tanto también sus usos, haciendo especial énfasis en el uso medicinal (Granados,
1999).

2.2 Descripcion boténica

2.2.1 Agave tequilana F.A.C. Weber:

Son plantas xeréfilas (que crecen en zonas aridas y calidas). Sus hojas son color azul-
verdoso, delgadas y casi planas; mide aproximadamente 1.25 m de largo y 10 cm de
ancho, con una espina terminal rojo oscuro de 2 cm de longitud. Dependiendo del clima,
alcanzan su madurez entre los 5 y los 10 afios (Granados, 1999).

Se cultiva en el centro y sur de México, principalmente en tierras altas. Cuando las
plantas tienen de 8 a 10 afios se cortan sus hojas, dejando tallo en forma esférica, que
luego se cocina y desmenuza. El liquido que se extrae se fermenta y destila para obtener

el tequila (Ledn, 2000).

Fig. 1 Agave tequilana F.A.C. Weber.
Imagenes tomadas del area de colecta y del jardin botanico de Chapultepec.
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2.2.2 Agave angustifolia Haw.

El nombre comun de esta especie es Maguey (en Morelos, Fig. 2), maguey espadin y su
sindnimo cientifico es A. vivipara var. vivipara. Es una planta arrosetada con tallo
grueso, corto, simple o ramificado; hojas carnosas, desde muy gruesas hasta delgadas,

fibrosas. Florece una vez y muere después de producir frutos. La savia de esta planta

facilita la digestion (Monroy y Castillo, 2007).

Fig. 2. Agave angustifolia Haw. Iméagenes tomadas del &rea de colecta.

2.2.3 Agave americana L. Marginata Hort.

Su nombre comln es Maguey pinto, maguey pulquero o mezcal. Es una planta muy
grande de hojas en forma de roseta que nacen desde la base del tallo y llegan hasta 2m
de largo, color verde-grisaceo, gruesas y carnosas, con punta en curva hacia arriba y una
espina. Las flores son amarillo-verdoso, brillantes y se encuentran en la punta de un
pedinculo de 5 a 8 m de altura, sus frutos son morado-negruscos y tienen 3 semillas.

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana. D.R. 2009.).
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PSS W . 9.

Fig. 3. Agave americana L. Marginata Hort. Iméagenes tomadas del 4rea de colecta

2.3 Usos medicinales del género Agave.

Con respecto al uso medicinal de estas especies, existen reportes en los que se refiere al
jugo caliente del agave para tratar heridas, llagas y mordidas de vibora (Blomberg,
2000) o para aliviar la falta de movimiento de las extremidades corporales, fortalecer a
las mujeres y disminuir la inflamacion del vientre durante el posparto y tratar el
escorbuto (Del Campo, 1938).

Si bien, estas especies son materia prima para elaborar bebidas fermentadas, también la
utilidad medicinal de la familia Agavaceae esta ampliamente reportada en textos de
herbolaria mexicana (Aguilar, et al., 1994). A. americana L., es una de las quinientas
plantas medicinales mas ampliamente utilizadas en diversos paises (Lozoya y Lozoya,
1982). En México, se usa como diurético, laxante, para tratar la sifilis, escorbuto,
heridas, llagas, cancer, combatir la falta de movimiento de alguna extremidad (LOpez et
al., 2003). La savia de A. angustifolia Haw se utiliza para mejorar los problemas de
digestion, como remedio para torceduras o huesos rotos, tanto en animales como en
personas. El uso principal que se le da al Agave tequilana Weber azul es para la
produccion de la bebida fermentada, el Tequila (denominacion de origen) (Pérez y

Gallardo, 1997).
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2.4 Quimica y farmacologia del género Agave

Recientemente, ha surgido el interés por realizar estudios quimicos sobre las especies de
este género, ya que en sus hojas 0 pencas se encuentran una gran variedad de
metabolitos secundarios como saponinas triterpénicas y esteroidales, fructanas
(principalmente en A. tequilana) (Lopez et al., 2003) y flavononas (Mancilla y Lopez,
2006) a los cuales se les ha adjudicado utilidad medicinal (Gentry, 1982).

Los saponosidos, también conocidos como saponinas, son heter6sidos que constan de
una parte glucidica con uno o mas azucares siendo mas frecuentes la glucosa, xilosa,
arabinosa, rhamnosa 6 4&cido glucurénico que se unen a la sapogenina (también
denominada aglicona ¢ genina) a través de enlace glucosidico. Dependiendo de su
naturaleza quimica, la sapogenina puede ser glicoalcaloide esteroidal, esteroide o

triterpénica (Fig. 4).

APa, :3/ 30

Azucard

AzucarQ

Glicoalcaloide esteroidal

Fig. 4. Clasificacion de las saponinas.
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Los dos ultimos tipos de saponinas tienen su origen biogenético en la via del acido
mevalénico y unidades isoprenoides teniendo como intermediario al escualeno
(Yokosuka y Mimaki 2007).

Se pueden encontrar en diferentes partes de las plantas, como la raiz, tubérculos,
corteza, semillas, frutos y hojas. Generalmente, las saponinas se en aquellos tejidos mas
vulnerables al ataque de bacterias u hongos o a la predacién de insectos, razén por la
cual se ha demostrado que una de sus funciones principales es la de actuar como barrera
quimica 6 escudo dentro del sistema de defensa de la planta (Osbourne, 2003).

Las saponinas esteroidales estan compuestas por una aglicona que esta formada por un
esqueleto tetraciclico, denominado ciclopentanoperhidrofenantreno, a la cual se unen
los azucares a través de enlace interglucosidico. Ademas, presenta dos anillos
adicionales E y F que se originan a partir de del C-17 del esqueleto base. De acuerdo a
la estructura de estos anillos adicionales, las agliconas pueden clasificarse en

espirostanos, furostanos y furoespirostanos, siendo mas abuntantes las del primer grupo

(Fig. 5).

Fig. 5. Estructura de espirostano (a), furostano (b) y furoespirostano (c)

Aquellas de naturaleza triterpénica se encuentran principalmente en las dicotiledoneas y
las esteroidales en monocotiledoneas, como la familia Agavaceae (Hernandez et al.,

2005). En el género Agave se han identificado varias saponinas como: hecogenina,
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manogenina, yucagenina, agavogenina, sarsasapogenina, texogenina, esmilagenina,
gitogenina, tigogenina y clorogenina (Marker et al., 1943; Marker y Lopez, 1947). En
Agave lechugilla se detect6 la presencia de esmilagenina (sapogenina esteroidal la cual
es precursora de ocho sapogeninas méas) y gitogenina (Blunden et al., 1980). Asi mismo,
a partir de cultivo de callos de Agave amaniensis, se pudo aislar manogenina y
kamogenina, las cuales se cuantificaron por medio de cromatografia de capa fina
(Indrayanto et al., 1994). De igual manera, se han identificado y aislado saponinas
esteroidales de otras especies de Agave como: A. lechuguilla (Blunden et al., 1980); A.
sisalana (Ding et al., 1993); A. americana L. (Yokosuka et al., 2000; Jin et al., 2003;
Jin et al., 2004); A. decipiens B. (Abdel et al., 2002); Agave attenuata; A. shrevei (da
Silva et al., 2002; da Silva y Parente, 2005) y A. utahensis (Yokosuka y Mimaki, 2007).
Datos en la literatura indican que las especies del género Agave poseen efecto anti-
inflamatorio, por ejemplo el extracto acuoso de A. intermixta disminuye el edema
plantar inducido por carragenina (Garcia et al., 2000). Saponinas esteroidales aisladas
de A. attenuata Salm-Dyck y A. shevrei Gentry, presentan actividad anti-inflamatoria en
un ensayo de permeabilidad de membrana inducida con éacido acético (da Silva et al.,
2002; da Silva y Parente, 2005). La Hecogenina y Tigogenina, aisladas de A.
americana L., inducen mayor actividad anti-inflamatoria que el extracto acuoso del cual
provienen, e incluso que el anti-inflamatorio esteroidal dexamentasona, en el ensayo de
edema sub-plantar inducido con Carragenina (Peana et al., 1997).

La clasificacion taxonomica de las especies: Agave tequilana Weber, Agave Americana,
y Agave angustifolia Haw es (Granados, 1999):

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
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Subclase Liliiade
Orden Asparagales
Familia Agavaceae

2.5 Enfermedad de Alzheimer.

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo que representa una de las causas
mas comunes de deterioro mental afectando a 30 millones de personas en el mundo
(Ferri et al., 2005). Se considera el principal tipo de demencia en paises desarrollados.
Mientras el promedio de esperanza de vida incrementa, se proyecta que el nimero de
pacientes con la EA incrementara a un 27% en 2020, 70% para el 2030, y cerca del
300% para el 2050, a menos que se encuentren tratamientos efectivos que disminuyan la
progresion de la enfermedad (Yesavage, et al., 2002) es una enfermedad que se
caracteriza por la pérdida de memoria, deterioro cognitivo, destruye la habilidad de
aprendizaje, de hacer juicios, y de efectuar actividades cotidianas, todo esto relacionado
con la edad. Son varios los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la EA, inicialmente
la memoria a corto plazo se ve afectada debido a la disfuncién y degeneracion de
neuronas colinérgicas cuya neurotransmision esta mediada por la molécula acetilcolina
(AChI) en el hipocampo. De tal forma, que la muerte celular va acompafiada por una
disminucion en la transmision de AChl. Conforme el trastorno progresa, la muerte
neural avanza en otras regiones corticales del cerebro produciendo cambios dramaticos
en la personalidad y conducta como la ansiedad, alucinaciones y depresion (Dubois,
2010). Este trastorno se favorece debido al aumento en la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), enzima que degrada a AChl, neurotransmisor involucrado
en los procesos de memoria y aprendizaje) (Tanovic y Alfaro, 2006).

La EA se caracteriza por dos depdsitos proteicos neuropatologicos principales, La

primera es la deposicion extracelular neuritica de placas seniles constituidas por el
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péptido B-amiloide (BA) en regiones corticales del cerebro e hipocampo producidas por
la actividad de la enzima B-secretasa que al degradar a la proteina precursora amiloide
(PPA), produce fragmentos extracelulares insolubles (Fig. 6a) y la segunda es la
presencia de ovillos neurofibrilares intracelulares que ocupan gran parte de las neuronas
en el dominio intracelular causado por la hiperfosforilacion de la proteina Tau, la cual

se encarga de mantener la estabilidad del citoesqueleto de la neurona (Fig. 6b) (Braak y

Braak, 1995).

Subunidades de
microtubulos aislados

Microtibulos
desintegrados

villos
neurofibrilares

Microtiibulos
desintegrados

Fig. 6. Proceso de la deposicion extracelular neuritica de placas seniles constituidas por el BA (A) imagen
tomada de http://noticiasbiociencias.blogspot. mx/2012/08/blogueando-el-efecto-del-beta-amiloide.html. Formacion de los

ovillos neurofibrilares intracelulares (B) imagen tomada de
http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioguimica/libros/neurobioquimica/Alzheimer.htm

Los altos niveles BA en la EA se atribuyen a la incapacidad del cerebro para
eliminarla y no debido a la sobreexpresion de la PPA, de hecho existen varios estudios
enfocados en evaluar la alteracion de la actividad de la enzima [-secretasa como

causante de la formacion incapacidad de eliminacién del BA, entre otras (Selkoe y
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Wolfe, 2007). Ademads, se pueden presentar componentes inductores de trastornos
cerebro vasculares que promueven la progresion de la EA. La consecuencia final es la
profunda pérdida de la memoria, acompafiada de una disminucion funcional y
problemas conductuales que llevan a trastornos psiquiatricos que en conjunto, afectan la
calidad de vida de los pacientes con la EA (Gazulla 'y Cavero, 2006).

El tratamiento de la EA involucra principalmente la administracion de
inhibidores de la AChE, junto con antioxidantes e incluso en algunos casos es necesario
el uso combinado de ansioliticos y/o antidepresivos y farmacos anti-inflamatorios (Perry
et al., 2003) como la Indometacina, porque revierte la activacion de la microglia
inducida por BA (Netland et al., 1998) y ademas, la administracion cronica de este
farmaco en cerebro, reduce la formacion de placas BA (Yang et al., 2004).

La mayoria de los farmacos utilizados, si bien son efectivos, producen efectos
secundarios indeseables como hepatotoxicidad, cefaleas intensas, nauseas, vémito,
diarrea, mareos Yy letargo, principalmente (Jellinger, 2007). La aparicién de todos estos
sintomas adversos han favorecido los estudios encaminados a la busqueda de nuevas

estrategias terapéuticas para la EA a partir de plantas medicinales.

2.6 Aspectos fisiopatologicos asociados al Alzheimer.

El envejecimiento es un proceso irreversible que afecta de forma heterogénea a
las células que conforman los seres vivos, ya que se ven sometidas a un deterioro
morfo-funcional que puede conducirlas a la muerte (Tyagi et al., 2007).

Se sabe que los factores que sostienen este proceso involutivo son tanto de
caracter genético como ambiental. Se ha determinado que algunos genes estan mutados
en familias que padecen enfermedades degenerativas como la progeria (tipo de vejez

prematuro) o la EA (Pérez, 2000).
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Existen evidencias experimentales que apuntan hacia una cierta capacidad
regenerativa del tejido nervioso; asi, cuando alguna neurona se pierde, las situadas en la
vecindad se activan, sufren un proceso de hipertrofia por el que aumenta su arbol
dendritico, y finalmente restauran la conectividad. Sin embargo, esta capacidad esta
disminuida en los ancianos y en los individuos que padecen algin trastorno

neurodegenerativo, como se observa en pacientes con la EA (Reubinoff et al., 2001).

2.6.1 Inflamacion en la EA mediada por citocinas

La inflamacion esté involucrada en multiples mecanismos patologicos (Lukiw y
Bazan, 2000; VVon Bernhardi et al., 2007), y se asocia con diferentes grupos celulares
del sistema inmune (macrofagos, linfocitos B, T y células dendriticas) y células del
SNC (microglia, astrocitos y neuronas), moléculas de adhesion, citocinas y quimiocinas,
entre otros componentes proteicos (Chavarria y Alcocer, 2004).

Estudios clinico-patolégicos y de neuroimagen muestran que la inflamacion y
activacion microglial preceden al dafio neuronal (Eikelenboom y Van Gool, 2004), y
que el estrés oxidante ocurre previo a la citopatologia caracteristica en la
neurodegeneracion. Si bien la inflamacion puede ser neuroprotectora en sus estadios
tempranos (Wyss-Coray et al.,, 2002), la incapacidad de resolver el estimulo
desencadenante  puede resultar en una respuesta inflamatoria  cronica
(neurodegeneracion) (Luterman et al., 2000; Hanisch, 2002).

Las citocinas son glucoproteinas solubles liberadas por células de un hospedero,
cuya actividad no es de tipo no enzimatica y se realiza ain en bajas concentraciones
para regular las funciones de las células que las producen (Koj, 1996). La mayoria de
las citocinas son multifuncionales y presentan efectos pleiotropicos y redundantes,

posiblemente debido a que varias comparten receptores u otros elementos dentro de su
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patron de sefializacion (Koj, 1996). Pero de manera general, fomentan la respuesta
inflamatoria y se sintetizan en una gran variedad de células como: linfocitos T y B,
neutrofilos, monocitos/macréfagos activados, natural Killer (NK), astrocitos, mastocitos,
endoteliales, de musculo liso, sinoviales, ependimales y microglia. (Schleifer et al.,
1996), las cuales estan relacionadas con la EA (Black, 2003).

En la microcirculacion cerebral de pacientes con EA se ha observado una
sobreregulacién de citocinas entre las que se incluyen el Factor de Necrosis Tumoral
Alpha (TNFa), Factor del crecimiento transformante-f3 (TGB), Interleucinas (IL) como
IL1 B, IL-6 e IL-8, asi como la Proteina inhibidora de macréfago-loa (MIP-1a)
(Grammas y Ovase, 2002).

La IL-1 es wuna citocina inmunoregulatoria que es sobre-expresada
tempranamente por células de la microglia activada dentro de regiones corticales
cerebrales danadas por la EA en presencia de placas BA. De hecho, existen estudios que
sugieren una participacioén directa de IL-1 en la produccién de placas BA debido a que
se sabe que promueve la sintesis y procesamiento de PPA, la cual es constitutiva de las
membranas de las neuronas, y produce fragmentos insolubles extracelulares (por medio
de la accion de la enzima B-secretasa) que se agregan y forman las placas seniles BA
(Zuliani et al., 2007). IL-1 tiene la capacidad de influenciar en las neuronas la expresion
y la actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE). Cuando se secreta por medio de
la microglia activa, IL-1 puede inducir la expresion de AChE, su RNAm asi como su

actividad enzimatica (Li et al., 2000).

Por otro lado, el grupo de Citocinas tipo Interleucina-6, entre las que se incluyen
a IL-6, IL-11, Factor Inhibidor de Leucemia y Oncostatina, entre otras, pueden tener
funciones bioldgicas redundantes debido a que todas comparten a gp130, una subunidad

receptora responsable de la sefial de transduccién (Koj, 1996).
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IL-6 es una citocina  mediadora de respuestas inmunes Yy reacciones
inflamatorias asociadas a la respuesta de fase aguda que alteran el crecimiento y
diferenciacion de células del SNC a través de interacciones de union a receptores
especificos solubles o de membrana, produciéndose el complejo receptor IL-6

bioldgicamente activo (Spooren et al., 2011).

Se expresa de forma constitutiva durante el desarrollo del sistema nervioso,
generalmente a concentraciones escasamente detectables, pero bajo condiciones
patoldgicas es altamente inducida por la microglia, astrocitos, neuronas y células
endoteliales (Vallieres y Rivest, 1997). Se considera una citocina destructiva, pro-
inflamatoria que induce la sintesis de proteinas inflamatorias de la fase aguda, actua
como pirégeno, incrementa la permeabilidad vascular y activa a los linfocitos, por lo
tanto el incremento en su concentracion causa dafios significativos en el SNC (Licastro,

et al., 2003).

Ademas de ser producida por células sistémicas linfoides y no linfoides, se ha
encontrado IL-6 y su ARNm en poblaciones especificas de células en el SNC durante
diferentes condiciones experimentales. Un ejemplo es el estimulo por medio de la
administracion intraperitoneal (i.p.) o intravenosa (i.v.) de lipopolisacarido (LPS) lo
cual induce una profunda activacion transcripcional del gen que codifica a IL-6 en
plexos coroides y en drganos circunventriculares. Esto demuestra que IL-6 puede ser
secretada en el fluido espinal cerebro vascular (CSF) y unirse a su receptor localizado
en tejido neural para modificar diversas funciones neurofisiol6gicas (Schleifer et al.,

1996).

La citocina TNFa, pertenece al grupo de citocinas pro-inflamatorias, en la EA su

concentracion es elevada y se asocia con actividades citotoxicas, pero también juega un
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papel tréfico en neuronas y se reportd que presenta efecto protector contra la toxicidad
producida por glutamato, radicales libres, y BA en cultivos primarios neurales (Barger y
Harmon, 1997) sugiriendo que la activacion de neuronas con TNFa promueve la

expresion de moléculas protectoras.

Sin embargo, como citocina pro-inflamatoria, es un potente estimulador del
Factor Nuclear kB (FN-kB), que es un factor de transcripcién que promueve la
expresion de genes blanco (Grammas y Ovase, 2002) lo cual estimula la sintesis de
proteinas de fase aguda, activa las vias de la coagulacion y el sistema del complemento
(Batti y O’Connor, 2010), eleva la expresion de factores inflamatorios entre los que
destaca la COX-2 asi como factores de sobrevivencia como la proteina antiapoptotica

Bcl2 (Calvello et al., 2012).

La dualidad en la actividad biologica de TNFa, puede deberse en parte a que los
efectos bioldgicos que produce los efectla a través de la activacion de dos receptores
diferentes, el receptor p55 tipo | (TNFR-1) y el receptor p65 tipo Il (TNFR-II). El
receptor p55 posee un dominio intracelular que induce la sefializacién de muerte celular,
mientras que el p65 juega un papel tréfico o protector en la sobrevivencia neural (Antel

etal., 1996).

Se ha demostrado que las citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-6, TNFa,
TGB-f, aumentan la expresion de la PPA y la formacion de BA (Sastre et al., 2003).
También se ha reportado que son capaces de sobre regular a nivel transcripcional, el
mRNA de B-secretasa, y su actividad enzimatica, lo cual es importante en la EA, ya que
es una de las encargadas de la formacion de AP, y por lo tanto, de la aparicion de

depdsitos insolubles extracelulares (Shie y Woltjer, 2007).
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2.6.2 Participacion de la neuroglia durante la EA.
2.6.2.1 Microglia

La microglia son células del SNC que forman parte del conjunto denominado

neuroglia, y en condiciones normales realizan funciones neurotroficas e inmunitarias,
ya que se les relaciona con macréfagos periféricos (Liu 'y Hong, 2003).
Este conjunto de células se activan en respuesta a diversas condiciones neuropatolégicas
y durante esta activacion alteran su morfologia para adquirir actividad fagocitica,
incrementan la expresion de moléculas como las citocinas, quimiocinas y aquellas del
sistema del complemento (Streit et al., 1999).

Después de su activacion estas células se agrupan en los sitios en donde se
agrega BA lo cual induce a la produccion microglial de IL-1, IL-6, TNFa y radicales
libres de superoxido (Fig. 7) (McDonald et al., 1997). También se activa la enzima
oxidativa NADPH oxidasa, la sintesis de receptores para quimiocinas (Réaux et al.,
2013), Oxido Nitrico (Tocharus et al., 2008), asi como la liberacion de exitotoxinas
como el glutamato, aminoécido excitatorio que en grandes concentraciones afecta las
regiones sinépticas neurales.

Ademas, la interaccion entre BA sobre la membrana de la microglia, induce a la
activacion de enzimas kinasas que promueven las cascadas de sefializacion mediadas
por las MAP kinasas (ERKsy p38 MAP kinasas) caspasas (Soria et al., 2011) asi como
RAGE molécula que emplea A como ligando (Srikanth et al., 2011). Estas evidencias
sugieren que la exposicion de la microglia al BA puede ser considerado como el paso
inicial de la inflamacion observada en la EA.

De manera alternativa, se producen proteinas del sistema inmunologico a partir
de neuronas lo cual estimula a la microglia y se amplifica el proceso inflamatorio

(Akiyama et al., 2000). Se sabe que dicha activacion esta orientada inicialmente a
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contrarrestar el dafio tisular, sin embargo la microglia activa puede excederse en sus
funciones y acabar induciendo un proceso patoldgico (Streit, 2002). Asi, este proceso de
activacion no sélo cambia la morfologia de dichas células, sino que ademas, secreta
moléculas programadas inicialmente para restaurar la homeostasis del tejido vy
desencadenar la respuesta inmune mas adecuada (neuroproteccién) sin embargo,
también pueden llegar a activar cascadas metabdlicas que producen la muerte de
neuronas mediante distintos mecanismos (Streit et al., 1999; Laduzek et al., 2005) ya
que la pérdida de comunicacion especifica entre las neuronas dafiadas y las células
microgliales, puede promover una activacion inmunoldgica excesiva que conlleva a un
estado de inflamacién persistente (proceso en el cual tienen un papel crucial las
citocinas) y en consecuencia inducir y/o exacerbar la neurodegeneracion. En la EA, la
activacion fagocitica de la microglia activada tiene el objetivo de eliminar los depdsitos
de B-amiloide (Akiyama et al., 2000; Streit 2002; Rogers et al., 2002).

Los astrocitos y células endoteliales en Sistema Nervioso Central (SNC) y Periférico
(SNP) son fuente importante de citocinas y quimiocinas, durante la EA (Fig. 7) (Shie y
Woltjer, 2007; Nair et al., 2008).

2.6.2.2 Astrocitos.

Los astrocitos, constituyen una red distribuida entre vasos sanguineos y
neuronas, y desarrollan funciones fundamentales durante el proceso del envejecimiento
(Chen y Swanson, 2003). Se encargan de suministrar glucosa a las neuronas junto a una
gran cantidad de factores de crecimiento que son de utilidad para la supervivencia
neuronal. Contribuyen a la formacion y preservacion de una barrera hematoencefalica
segura, son un reservorio de glucogeno, el cual dependiendo del grado de actividad
neural es degradado a lactato que esta disponible para la actividad de éstas células (De

Keyser et al., 2008).
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Fig. 7. Proceso de activacién de los astrocitos y la microglia en presencia de las placas seniles A
Etapa temprana (A) y en etapa avanzada (B). Imagen tomada de http://brainmind.com/BrainL ecture6.html

La exposicion de estas células a la PA promueve que se agreguen para formar
una barrera densa alrededor de las placas seniles con el objetivo de limpiar los depdsitos
BA (Dewitt et al., 1998). Los astrocitos remueven neurotransmisores como glutamato,
acido y-aminobutirico, norepinefrina, dopamina, serotonina y acetilcolina (ACh) de la
hendidura sinaptica, los cuales de permanecer en el espacio extracelular tendrian un
efecto tdxico sobre las neuronas, esto les confiere reactividad en procesos de lesion y,
aunque en menor escala, durante el envejecimiento (Brown et al., 2004). Sin embargo,

cuando el dafio persiste, producen una gran variedad de mediadores inflamatorios entre

M. en C. Nayeli Monterrosas Brisson Pdgina 23


http://brainmind.com/BrainLecture6.html

Marco Tedrico

los que se incluyen las IL-1, IL-6, prostaglandinas, ciclooxigenasa-2 (COX-2) y Oxido
Nitrico Sintasa inducible (iNOS).

En contraste, el papel de las neuronas como recurso de dichas proteinas, ha sido
poco estudiado, pero se sabe que al lesionarse la médula espinal, las neuronas que ahi
residen sintetizan y segregan citocinas, sugiriendo que las neuronas también podrian
representar un recurso importante de proteinas inflamatorias asociadas a lesiones del

SNC (Miao et al., 2008).

2.7 Barrera Hematoencefalica (BHE): funcidn y participacion en la EA.

Con el objetivo de funcionar apropiadamente, el SNC y en particular las
neuronas, requieren mantener dentro de un margen estrecho las concentraciones ionicas
(Na, K y Ca). Ademas, la funcidn neural es muy sensible a los efectos de una gran
variedad de sustancias circulantes que no afectan la funcién de 6rganos periféricos.

La separacidn estricta entre el medio neural y el espacio circulatorio se adquiere
mediante las propiedades de una estructura bioldgica especial, compuesta esencialmente
de células capilares endoteliales, lamina basal, pericitos y astrocitos que actla como una
barrera difusora bidireccional, la BHE. Los pericitos rodean a las células endoteliales y
son capaces de contraer los capilares cerebrales y cambiar el flujo sanguineo (Fig. 8)
(Abbot et al., 2006).

La peculiaridad que posee la BHE estd dada en parte debido a un fenotipo
especifico de las células endoteliales, que tienen una baja actividad pinocitica y poseen
un gran numero de moléculas de adhesion que promueven las interacciones ceélula-
célula estabilizadoras, asi como uniones estrechas que limitan el flujo de agua, iones y
de otras moléculas hacia el cerebro (Kniesel y Wolburg, 2000). Lo cual hace de la BHE

una barrera impermeable debido a que las células endoteliales que la constituyen
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expresan proteinas de union transmembranales como la occludina y claudina que se
anclan al citoesqueleto por medio de proteinas accesorias (Martin et al., 1998), lo cual
la hace mas efectiva para limitar el flujo paracelular de iones en comparacion de
aquellos capilares periféricos.

El trafico de las moléculas a traves de la BHE se efectia entonces por medio de
actividad transcelular y los gases como el O, y CO, que difunden a través de la bicapa
lipidica, mientras que la afluencia de aminoacidos y glucosa se regula a través de
transportadores especificos. En este sentido, las moléculas de mayor tamafio como
leptina e insulina se transportan por trancitosis endotelial mediada por receptores. Cabe
mencionar que el peso molecular es considerado un criterio de restriccion ya que
aquellas que pesan méas de 500 Da son incapaces de cruzar la BHE (Persidsky et al.,
2006).

Algunas moléculas de transporte para el flujo de salida del endotelio son por
ejemplo la glucoproteina-P (Thuerauf y Fromm, 2006), Acuaporina-4, que regula el
flujo de agua hacia y desde el cerebro y se expresa en los astrocitos (Nielsen et al.,
1997), sin embargo, el fenotipo endotelial de la BHE depende de los astrocitos, se ha
demostrado que la diferenciacion, expresion y distribucion proteica en el endotelio se
induce por medio de sefiales derivadas de astrocitos, por ejemplo, el Factor
Transformante del Crecimiento B1 (TGFB1 por sus siglas en inglés), asi como otros
factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF por
sus siglas en inglés), Factor Basico de Crecimiento de Fibroblastos (bFGF) y el Factor
Neurotrofico Derivado de la Linea Celular Glial (GDNF por sus siglas en inglés) las
cuales se involucran en la modulacion de la permeabilidad de la BHE (Su, et al., 2006;

Kose et al., 2007) (Fig. 8).
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Sin embargo, tales funciones se ven alteradas, ya que se ha observado que hay
una correlacién entre el envejecimiento en personas sanas y el aumento en la
permeabilidad de la BHE (Popescu et al., 2009), lo cual es importante destacar debido a
que la edad es el principal detonante de la EA. El deterioro se produce en respuesta a
diferentes patrones patolégicos como por ejemplo, la disminucién de los niveles de la
enzima antioxidante Superoxido dismutasa (Alvarez et al., 2006) y Glutation peroxidasa
(Okatani et al., 2002). Asimismo, aumenta la expresion de PPA sin la aparicion de
placas, lo anterior se ha asociado a la activacion de la microglia (Chan et al., 2007),

neuronas y endotelio.
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La microglia activa en respuesta al aumento de la permeabilidad de la BHE
puede permitir el paso de moléculas extrafias hacia el cerebro, lo cual produce la
liberacion de radicales libres. Més aln, se ha observado que existe un cambio asociado a
la senescencia porque la BHE permite el paso de factores neuroinmunoldgicos ya que
TNFa es capaz de atravesar con mas eficiencia hacia el cerebro con la edad (Banks et
al., 2001) mientras que el transporte de IL-1pB disminuye (McLay et al., 2000).

También se ha sugerido que la BHE envejecida no es capaz de transferir
adecuadamente la glucosa hacia el cerebro debido a que se reduce la expresion de la
molécula transportadora de la glucosa GLUT-1 (Vorbrodt et al., 1999), pero también
existen evidencias que sefialan un diferente mecanismo de disfuncion de la BHE en
ancianos, en quienes disminuye la actividad de la glucoproteina-P transportadora de
eflujo, y reduce la eliminacién de toxinas desde el cerebro hacia los capilares
(Toornvliet et al., 2006).

Actualmente, ya se sabe que la alteracion de la BHE asociada a la edad,
comparte caracteristicas con la EA (Desai et al., 2007), ya que este trastorno se
acompafia con procesos inflamatorios, factores vasculares y estrés oxidante (Deane et
al., 2004). En primer lugar, en ambos casos, la pérdida de estabilidad de la BHE
aumenta la concentracion de BA ya que ésta se produce tanto en el cerebro como en la
periferia, promoviendo su transporte desde los capilares hacia el cerebro. Mas ain, se ha
establecido la sobreexpresion del Receptor de glucolizacion avanzada de productos
finales (RAGE), molécula que transfiere a BA al cerebro a través del endotelio
(Zlokovic, 2004), asi como la reduccion en la extrusion de la misma desde el cerebro
debido a una disminucién en la trancitosis de PA endotelial mediada por la proteina
receptora relacionada a Lipoproteina de baja densisdad (LPR por sus siglas en inglés)

(Deane et al., 2005).

M. en C. Nayeli Monterrosas Brisson Pdgina 27



Marco Tedrico

De hecho, existen estudios que han sugerido que LPR y Glucoproteina-P
participan en la eliminacion de BA (Cirrito et al., 2005). Por lo tanto, la acumulacion
excesiva de BA que altera a la BHE podria ser un punto de interseccion entre la edad
avanzada y la EA, ya que se sabe que la ruptura de la BHE sucede antes de la aparicion
de los depositos BA (Ujiie et al., 2003).

Sumado a esto, también se ha observado que el en la microglia activada,
aumenta la expresion de proteinas inflamatorias debido al incremento en la

concentracion de BA (Popescu et al., 2009).

2.8. Estrés oxidante y radicales libres en la EA

El estado de estrés oxidante juega un papel crucial en la fisiopatologia de
enfermedades neurodegenerativas, ya que se ha observado un incremento de marcadores
de dafio oxidante, los cuales involucran oxidaciéon de proteinas, lipidos y DNA entre
otros.

Existen evidencias que indican que el incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno, un déficit en las defensas antioxidantes Catalasa (CAT), Citrato
Sintasa (CS), Glutation Reductasa (GR), Superdéxido Dismutasa (SOD), la disminucién
en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del DNA, y la pérdida de regulacién
del sistema inmune, son factores que contribuyen de forma importante al aumento de
estrés oxidante dando como resultado un dafio cerebral progresivo.

En la EA, existe un dafio oxidante elevado en RNA citoplasmatico, nuclear y
también en el ADN mitocondrial (Gabbita et al., 1998). Méas aun, las proteinas
reparadoras del ADN p80 y p89 se sobre-expresan en regiones cerebrales de pacientes

con la EA, lo cual pone en evidencia los mecanismos compensatorios posibles
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efectuados por las células del SNC en respuesta a los estimulos caracteristicos de este
trastorno (Hermon et al., 1998).

Sin embargo, por otro lado también se refleja una alteracion en estos
mecanismos compensatorios ya que Shao et al. (2008) reportaron el incremento en la
concentracion del marcador de dafio del ADN 8-hidroxi-2’ desoxiguanosina (8-OHdG)
en fluido cerebral con la EA.

Los mecanismos involucrados en la toxicidad mediada por BA todavia no son
claros, pero existen evidencias que sugieren que el estrés oxidante juega un papel
importante, Huang et al., (1999), demostraron que BA produce peroxido de hidrogeno
(H20,), por medio de reacciones en las que se reducen metales idnicos, y que dicho
proceso se acompafia de la produccion de radicales libres como el hidroxilo (OH).

Los radicales libres producen una peroxidacion lipidica en membranas celulares
(Butterfield et al., 1997) y oxidan proteinas lo cual produce cambios importantes y
comprometen las funciones neurales e incluso inducen a la muerte de las mismas.

En la actualidad, existen algunas evidencias acerca de que la citotoxicidad de las
placas BA en el dominio extracelular en el SNC, esta regulada a través del dafio que
producen los radicales libres, como por ejemplo:

Se requieren concentraciones pumolares de BA para elevar la concentracion del
H,O, en cultivos celulares, el cual potencia la actividad toxica de BA (Fang et al.,
2010).

La Catalasa, enzima que degrada H,O, en O, y H,0, bloquea la toxicidad de pA
y ademas, aquellas células que muestran resistencia a la toxicidad de BA, también lo son
al dafio que induce H,O, (Behl et al., 1994).

En condiciones normales la actividad de la enzima antioxidante SOD ejerce un

efecto protector ante la la agregacion de BA, sin embargo durante la EA esta agregacion
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proteica produce dafio en las células endoteliales al inhibir a dicha enzima. Lo cual
sugiere que el radical libre superdxido (sustrato de dicha enzima), juega un papel
importante en la toxicidad que produce BA, y por otro lado también en estas condiciones
se sobre-expresa la enzima oxidante NADPH-oxidasa en células de la microglia
(Miranda et al., 2000).

El BA también participa en los procesos apoptoticos, ya que el dafio oxidante del
ADN relacionado con la apoptosis se requiere concentraciones micromolares de éste
para inducir la muerte en cultivos neurales (Tamagno et al., 2003). De hecho, el BA
disminuye la regulacién de las proteinas antiapoptéticas Bcl2 y sobre regula por otro
lado a Bax, proteina pro-apoptética (Clementi et. al., 2006). El dafio oxidante y la
subsecuente alteracion al ADN se observa con mas intensidad en células viejas
(Miranda et al., 2000).

Cuando las células del SNC responden a los estimulos mencionados en los
capitulos anteriores, desencadenan finalmente un estrés que involucra la respuesta

inmune, produciendo la activacién de diversas rutas inflamatorias y prooxidativas.

2.9. Inflamacion sistémica inducida por LPS

La neuroinflamacion juega un importante papel en la progresion de la EA, los modelos
experimentales asociados a este proceso, confirman tales hallazgos. La exposicion a
agentes que producen un estrés cronico como por ejemplo, la administracion de
Lipopolisacarido (LPS un agente infeccioso), activan las cascadas de sefializacion proi-
inflamatorias. Se ha demostrado, ademas que la administracion i.p. de LPS induce dafio
cognitivo, uno de los principales sintomas asociados a la EA (Tyagi, 2007; Tyagi,

2010).
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Los LPS son glucolipidos de la membrana externa de bacterias Gram-negativas.
Estos compuestos tienen la capacidad de ejercer su efecto a través de la unién con el
receptor CD14, una proteina de membrana presente en las células de la microglia. El
complejo LPS-CD14, junto con otras proteinas adaptadoras, se unen a otro receptor
conocido como toll-like receptor4 (TLR-4, el cual se expresa en células del sistema
inmune como monocitos, macrofagos, eosinéfilos y neutrofilos y tiene la capacidad de
reconocer y unirse a LPS) desencadenando una cascada regulatoria que da como
resultado la activacion del FN-kB que finalmente, promueve la transcripcion de genes
relacionados a la respuesta inmune e inflamatoria, como aquellos que promueven la
sintesis de las citocinas(Aid et al., 2008).

Las citocinas juegan un papel crucial ya que regulan la respuesta inflamatoria
luego de una infeccién viral o bacteriana, alterando procesos cognitivos importantes
como lo es la memoria ya que la estabilidad de la BHE se altera (Fig. 9) (Terrando et
al., 2010).

Las elevadas concentraciones del BA en la EA, es un proceso regulado por la
actividad enzimatica de secretasas (Selkoe y Wolfe, 2007) y por la BHE ya que en este
trastorno aumenta la permeabilidad de PA a través de la BHE (Deane et al., 2004) e
incrementa el flujo sanguineo hacia el cerebro (La Rue et al., 2004).

La relacion entre la aparicion de dichos depdsitos y la BHE todavia no se
conoce, una posible explicacion podria ser la neuroinflamacion, que como ya se
menciono, se induce por la administracion de LPS, incluyendo la activacion de la
microglia y los elevados niveles de citocinas pro-inflamatorias en el cerebro, lo cual
podria estar comprometiendo la estabilidad de la BHE permitiendo la entrada de

moléculas que alteran el SNC e inducen a la muerte de neuronas (Jaeger et al., 2009).
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Fig. 9. Mecanismo de accién del Lipopolisacarido sobre la Barrera Hematoencefalica. Imagen tomada y

modificada de http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0025-76802006000300014

La infeccion sistémica produce cambios fisioldgicos y conductuales
caracterizados por el decaimiento de la funcion cognitiva, fiebre, disminucion en la
ingesta de comida, somnolencia y fatiga en general (Dantzer, 2004). Muchos de estos
sintomas causados por una infeccion, pueden ser correlacionados a la neuroinflamacion

en diferentes regiones cerebrales incluyendo el hipocampo (Annane, 2009).
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Planteamiento del Problema

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mundo se esta manifestando un importante cambio en la estructura de la
poblacion. Fundamentalmente, el incremento de la esperanza de vida ha determinado
que la proporcion de personas ancianas haya aumentado considerablemente. Ello
condiciona que la prevalencia de enfermedades ligadas a la edad también se eleve vy,
entre ellas, las demencias constituyen un grupo de especial importancia. Los
mecanismos neuropatoldgicos de la EA, involucran deterioro en la disponibilidad
sinaptica de ACh debido a la pérdida neuronal por la acumulacién de placas neuriticas
de PA y conglomerados neurofibrilares, lo que lleva a procesos de inflamaciéon y
produccion dafiina de radicales libres, lo cual produce como resultado final el deterioro
cognitivo, con la subsecuente pérdida de memoria, sin descartar otros eventos como la
depresién y psicosis, entre otros.
El tratamiento farmacoldgico sintético que se emplea actualmente en pacientes
diagnosticados con la EA se enfoca en evitar el déficit colinérgico asociado con la
disfuncion cognitiva y se basan en la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE), la cual degrada al neurotransmisor ACh, que desempefia un papel importante
en los procesos de aprendizaje y memoria (Jellinger, 2007).
Otros tratamientos farmacoldgicos incluyen vitamina E, prednisona, estrogenos, anti-
inflamatorios no-esteroideos y estatinas, entre otros. Sin embargo, aunque la gran
mayoria de estos farmacos ayudan, también producen efectos secundarios no deseables
tales como hepatotoxicidad, cefaleas intensas, nauseas, vomito, diarrea, mareos,
ansiedad, depresion y letargo, principalmente (Giacobini et al., 2002), que afecta la
calidad de vida del paciente y la falta de apego al tratamiento, lo cual compromete el

éxito del mismo.
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Debido a lo anterior, actualmente se recurre a terapias alternas con el objetivo de
disminuir los aspectos fisiopatoldgicos asociados a determinado trastorno, como el caso
de EA, que mejoran la calidad de vida de los pacientes. Dichas terapias se basan en
plantas medicinales, ya que estas poseen una mezcla de principios activos, que tienen

propiedades bioldgicas importantes (Gurib, 2006).

Las especies del género Agave tienen metabolitos secundarios como las saponinas
terpénicas y esteroidales ambos grupos de compuestos tienen importante actividad
farmacoldgica como anti-inflamatorios, inhibidores de la AChE, antioxidantes y
también sobre algunas condiciones psiquiatricas como ansiedad y depresion (Hernandez
et al., 2005; Marker et al., 1943; Marker y Lopez, 1947; Blunden et al., 1980 Indrayanto

et al., 1994; da Silva et al., 2002 Abdel et al., 1999 Yokosuka et al., 2000).
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4. JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de Salud estimo que en el afio 2005, 30 millones de personas
a nivel mundial tenian demencia y que la prevalencia aumentaria un 45 en 2015 y a 56
millones en el 2030 (Ferri et al., 2005; OMS, 2006). En paises como Estados Unidos en
donde existen estudios muy especificos acerca de la prevalencia de esta enfermedad, se
estima que 5.3 millones de personas tienen EA de las cuales, 5.1 millones tienen 65
afios 0 mas. Se calcula que cada 70 segundos, algun estadounidense desarrolla EA y se
predice que para el 2050, este tiempo se reducira a s6lo 33 segundos (Alzheimer’s
Association, 2009). En México, el 6% de las personas que tienen mas de 65 afios sufren
de perdida de memoria, relacionada a la EA (INEGI, 2000). La tasa de incidencia indica
que la mitad de todos los casos nuevos de demencia cada afio, son pacientes con la EA,
tomando en cuenta que la edad avanzada es el principal factor de riesgo y ademas que
la expectativa de vida se alarga, se observa un aumento de la prevalencia de la
enfermedad (Bermejo et al., 2008). Cabe destacar que en el caso de EA las
consecuencias no solamente son para el paciente, sino también para la familia. Esto nos
indica que nos encontramos ante una demencia epidémica (BFMA, 2009; OMS, 2009).
Los datos epidemioldgicos en el mundo muestran que la EA es un problema global de
salud mental, que repercute seriamente en la economia de los paises, se calcula en
Estados Unidos que el costo asociado a las demencias principalmente EA incluyen
alrededor 148 billones anuales de doélares en cuidado médico directo e indirecto
(disminucion en la productividad, por ejemplo), sin incluir 94 billones de servicios por

cuidadores de estos pacientes (Alzheimer’s Association, 2009).

Los tratamientos actuales no son del todo adecuados para disminuir la sintomatologia
asociada a la EA, por lo que la busqueda de nuevos tratamientos se ha intensificado y

una fuente de estudio en esta de exploracion son las plantas medicinales en todo el
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mundo. En el presente trabajo se propone evaluar farmacol6gicamente el efecto de A.
tequilana Weber, A. angustifolia Haw, y A. americana L. sobre pardmetros
inmunologicos (citocinas e inflamacion), conductuales (memoria) y enzimaticos
(actividad Acetilcolinesterasa, citrato sintasa, glutation reductasa y NADPH oxidasa) en

un modelo de Alzheimer experimental inducido por LPS.
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5. HIPOTESIS:
Por los antecedentes farmacoldgicos y quimicos del género Agave, A. tequilana, A.
angustifolia, A. americana L. poseen actividad:
e Anti-inflamatoria in vivo a través del modelo de edema auricular en ratén
inducido con TPA.
¢ Antiacetilcolinesterasa en cerebro de ratones con neuroinflamacién inducida con
LPS.
¢ Antioxidante al influir sobre la actividad de enzimas GR y NADPH oxidasa en
el cerebro de ratones con neuroinflamacion inducida con LPS.
e Inmunomoduladora a través de la regulacién de los niveles de citocinas pro-
inflamatorias en el cerebro de ratones con neuroinflamacion inducida con LPS.

e Nootropica debido a que disminuirdn el dafio cognitivo inducido con

escopolamina en ratones.
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6. OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar el efecto de Agave tequilana Weber, A. angustifolia Haw y A. americana L.
sobre los aspectos fisiopatologicos asociados al Alzheimer, en diferentes modelos

biologicos.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Evaluar el efecto anti-inflamatorio del extracto de A. tequilana Weber, A.
angustifolia Haw y A. americana L in vivo utilizando el modelo de edema auricular en
raton inducido con TPA.

2. Efectuar un analisis quimico-biodirigido de la especie que tenga el mayor efecto
anti-inflamatorio, utilizando el modelo de edema auricular en raton inducido con TPA.
3. Medir el efecto in vitro del extracto de A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw
y A. americana L sobre la actividad de las enzimas GR, NOX y AChE provenientes del
cerebro de ratones con inflamacion sistémica inducida con LPS.

4. Evaluar el efecto inmunomodulador del extracto de A. tequilana Weber, A.
angustifolia Haw y A. americana L a través de la cuantificacion de las citocinas I1L-6,
IL-1B, TNF-a e IFN-y mediante la técnica de ELISA en cerebro de ratones con
inflamacion sistémica inducida con LPS.

5. Evaluar el efecto de la administracion a ratones del extracto de A. tequilana
Weber, A. angustifolia Haw y A. americana L sobre el deterioro cognitivo inducido con

Escopolamina utilizando el paradigma de evitacion pasiva.
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7. MATERIALES Y METODOS:

A continuacion se muestra el diagrama experimental que se siguid en el transcurso del

presente proyecto de investigacion (Fig. 10).

Obtencidn da los extractos acetonicos de las pencas de

A. tequilana, A. angustifolia y A. omericana

/ l \

Modelo de Evaluacién antiinflamatoria Evaluacion de los extractos

neuroinflamacion de los extractos de las de las especies de Agave

inducida con LPS especies de Agave sobre el deterioro cognitivo

inducido con Escopolamina
Sacrificio y diseccion de cerebros Andlisis quimico bio-dirigido de la :
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”__1B' TNFa e IFNy NADPH oxidasa

Fig. 10. Diagrama experimental

7.1 Material vegetal y obtencion del extracto.

Las pencas pertenecientes a las diferentes especies de Agave fueron identificadas
en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
por el Dr. Abisai Josue Garcia Mendoza como Agave tequilana F. A.C. Weber, Agave

angustifolia Haw y Agave americana L. Marginata Hort. Las pencas de A. tequilana y
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A. angustifolia de 5 afios de edad se obtuvieron de un cultivo tradicional controlado en
el municipio de Tlaquiltenango, Morelos (18°37°48°°N, 99°10°00’’W). Las pencas
pertenecientes a A. americana, se consiguieron en Toluca de Lerdo, Estado de México
(19°17°29°°N, 99°39°38°W).

El material vegetal fue pesado, picado en trozos y secado en una liofilizadora
(Marca Heto Drywinner, modelo DW3, EUA). Una vez seco, el material vegetal fue
molido (Molino marca Pulve plastic, EUA) después, se pusieron a macerar con acetona,
se concentraron a presion reducida en un Rotavapor (Marca Heildolph Laborota,
Modelo 4000, Alemania), los extractos obtenidos de este proceso se denominaron At-
Ace (A. tequilana), Aan-Ace(A. angustifolia) y Aam-Ace (A. americana). Cada extracto
se liofilizd y ya secos se refrigeraron a 4°C hasta su posterior uso en las pruebas

biologicas.

7.2 Animales.

Para los ensayos anti-inflamatorios de induccion de edema auricular con TPS, se
emplearon ratones machos con un promedio de 35 gr de peso y para el paradigma de
Evitacion pasiva, se emplearon hembras con un peso apréximado de 35 gr. Todos
fueron comprados en Harlan, México y permanecieron en cajas plasticas transparentes
en el Bioterio del CIBIS-IMSS con un ciclo de 12 h de luz por 12 h de oscuridad y libre
acceso a alimento (Pellets, Harlan). Tres dias antes del inicio de los ensayos, los
animales se condicionaron al ambiente del laboratorio, asi como al investigador. Todos
los ensayos se efectuaron de acuerdo a las Norma Oficial Mexicana acerca del cuidado
y Manejo de los Animales (NOM-062-ZO0-1999, Mexico). Los protocolos

experimentales empleados en el presente estudio fueron aprobados por el comite de
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investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social con nimero de registro R-2010-

1701-21.

7.3 Material de laboratorio y reactivos.

Se utilizé el material de vidrio y equipo comin de laboratorio; los modelos y
marcas de los equipos se especifican en la metodologia correspondiente.
Las sustancias empleadas fueron de grado reactivo de las marcas Sigma, Aldrich.
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, (PMFS >99% (GC) de pureza), LPS
(Lipopolysaccharides from Escherichia coli 0111:B4 (purified by phenol extraction),
Acetilcolinesterasa (Acetylcholinesterase type V-S, lyophilized powder > 1,000
unidades/mg de proteina), Acetiltiocolina (Acetylthiocholine iodide powder >98%
(TLC) de pureza), 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB: >98%, de pureza), 12-O-
Tetradecanoylphorbol 13-acetate, 4p,9a,12p,130,20-Pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one
12-tetradecanoate 13-acetate (TPA, >99% (TLC) de pureza), Indometacina (Indo >99%
(TLC) de pureza) (St. Louis , MO, USA), Escopolamina (Scopolamine hydrobromide
trihydrate >98% (HPLC) de pureza y Galantamina (Galanthamine hydrobromide United

States Pharmacopeia Reference Standard).

7.4 Evaluacion anti-inflamatoria: Inflamacion inducida con TPA (12-orto-tetra,
decanoil forbol-13 acetato).

Cada grupo experimental consistio de 7 animales, los cuales fueron anestesiados
con Pentobarbital Sédico (60 mg/kg i.p.) y se procedio de la siguiente forma (Rabadanal
et al., 2005):

La oreja derecha (control) 20 pl de etanol al 70%. Todos los tratamientos se

aplicaron en oreja izquierda, en un volumen total de 20 ul (10 en la parte externa y 10
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en la interna): extracto de A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw y A. americana L
(6.0 mgl/oreja, disueltos en acetona). Al grupo control positivo se le administro
Indometacina a 1.0 mg/oreja (disuelto etanol al 70%); aquellos animales del grupo
control negativo se les administro etanol al 70 %. Transcurridos 15 minutos se aplicd
sobre la oreja izquierda una solucién de TPA (0.25 ug/Kg).

Después de 240 minutos (4 horas), los animales se sacrificaron por sobre
exposicion a anestésico, enseguida se tomaron secciones centrales de 6 mm de didmetro
del pabellon auricular de las orejas izquierda y derecha y se calculd la diferencial de
peso como parametro del nivel de inflamacién. Se construy6 una grafica del diferencial
de peso y del porcentaje de inhibicion que se calculd con base en la siguiente ecuacion:

diferencial de peso del contrel negative (mg) — el grupe de tratamiento (mg)
Y% Inhibicidén = ® 100
diferencial de peso del control negative (mg)

7.5 Anélisis quimico-biodirigido.

Se selecciond el extracto que indujo una mayor actividad bioldgica en la prueba
de inflamacion local inducida con TPA. Este fue sujeto a una particion en una mezcla
inmiscible de Agua/Acetato de Etilo (500/500 ml tres veces). La fraccion organica (F-
EtOAc 10 g) se concentré bajo una destilacion a baja presion y separada en una
columna cromatogréafica abierta (50 x 500 mm, silica gel 70-230, 100g, Merck,
Darmstadt, Alemania). La fase movil estuvo constituida por una mezcla con un
gradiente de n-hexano/Acetato de Etilo/MeOH (las colectas fueron de 250 mL).

Las fracciones concentradas fueron evaluadas en el modelo de inflamacion auricular
inducida con TPA.

Se escogieron las fracciones activas y se compararon quimicamente mediante
CCF en un sistema 95:5 Diclorometano (CH2CI2)-MeOH para el estandar acido

ursolico y PB- sitosterol en 7:3 Hex-AcoEt. Se determind la fraccion que tuvo mejor
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actividad anti-inflamatoria, la cual proporciond un precipitado de color blanco (0.5 g)
que fue separado empleando un papel filtro Whatman y se someti6 a evaluacion anti-
inflamatoria bajo el mismo modelo experimental empleado anteriormente.

Con el objetivo de facilitar la elucidacion structural del compuesto aislado, se
pesaron 100 mg de dicho precipitado y fue sujeto a un proceso de acetilacion (pyridina:
Ac,0 1:2, 3 h), previamente descrito por Zamilpa et al., (2002). El producto crudo de
dicha reaccion fue dividido empleando una mezcla de Acetato de Etilo/Agua y la
fraccion orgénica se concentr6 hasta la sequedad. La cristalizacién lograda a partir de
n-hexano/Acetato de Etilo proporciond el derivado de peracetato (25 mg).

Mediante los analisis *H- y *C-NMR se asignd el desplazamiento quimico de
cada protén y carbono. Los experimentos dimensionales empleados nos permitieron
establecer la correlacion de nicleos de la misma especie proton-proton (COSY), asi
como la correlacion heteronuclear (carbono-hidrégeno) a uno (HSQC) dos y tres
enlaces de distancia (HMBC). Para elucidar la estructura quimica del compuesto
analizado.

Todos los espectros de RMN se registraron a través de Varian INOVA-400 MHz
para 'H NMR, NOESY, 'H-'H COSY, HSQC y HMBC. Y a 100 MHz para **C NMR

en CDC13. Los cambios quimicos fueron reportados en partes por millén (ppm).

7.6 Induccion de la EA experimental con Lipopolisacarido.

El modelo de Alzheimer experimental seleccionado para este protocolo, fue el de
la administracion sistémica (i.p.) de LPS de E. coli (Lee et al., 2008). De manera
general todos los ratones, a excepcion del grupo basal, recibieron una dosis diaria de
LPS (0.25ug/Kg) via intraperitoneal (i.p.) durante 7 dias. Después, durante otros 7 dias

cada animal recibio el tratamiento correspondiente. En el dia dltimo (dia 14) del
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experimento los ratones fueron administrados por octava y ultima ocasion con LPS i.p.
cuatro horas antes del sacrificio. Cada grupo experimental consistié de 10 ratones:

1.- Grupo Control Basal: Animales a los que se les administrd vehiculo i.p. durante 7
dias, seguido de la administracién via oral (v.0.) de vehiculo durante el mismo tiempo.
2.- Grupo control Positivo: Animales a los que se les administré LPS (0.25ug/Kg) i.p.
durante 7 dias, seguido de la administracion v.o. de Indometacina (5 mg/ml) por 7 dias.
3.- Grupo Control Negativo: Animales a los que se les administré LPS (0.25ug/Kg) i.p.
durante 7 dias, seguido de la administracion v.o. de vehiculo (7 dias).

4.- Grupo Experimental A. tequilana Weber: Animales a los que se les administré LPS
(0.25ug/KQ) i.p. durante 7 dias, seguido de la administracion v.o. de extracto de A.
tequilana (125 mg/kg) durante 7 dias.

5.- Grupo Experimental A. americana L: Animales a los que se les administrd LPS
(0.25ug/KQ) i.p. durante 7 dias, seguido de la administracion v.o. de extracto de A.
americana (125 mg/kg) durante 7 dias.

6.- Grupo Experimental A. angustifolia Haw: Animales a los que se les administré LPS
(0.25ug/KQ) i.p. durante 7 dias, seguido de la administracion v.o. de extracto de A.
angustifolia (125 mg/kg) durante 7 dias (Lee et al., 2008).

Una vez concluida esta etapa experimental, los animales fueron sacrificados con
sobredosis de anestesia, y se hizo la diseccion cerebral. EI homogenizado de este tejido
fue el que se empleod en la determinacion de la actividad de la enzima AChE, de las

enzimas antioxidantes GR y NADPH oxidasa; asi como la cuantificacion de citocinas.
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7.7 Preparacion de tejido para las pruebas de inhibicion de AChE y de actividad
antioxidante.

Para este fin, el tejido se disgreg6 en amortiguador de fosfatos (100 mM pH 8),
se sonicd por 1 minuto y se centrifugd a 10000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se

empled como extracto enzimético y se almacend a -20°C hasta su uso posterior.

7.7.1 Ensayo de inhibicién de acetilcolinesterasa (AChE).

Para la evaluacién de inhibicion AChE, se emple6 el extracto enzimatico de
cerebro a través del siguiente ensayo: en un volumen total de 360 pl de los cuales 300
ul fueron de amortiguador (100 mM de fosfatos pH 8.0), 20 ul de solucién enzimatica
con AChE (extracto homogenizado de cerebro), 20 pul de DTNB (10 mM de dithio-bis-
nitro-benzoato y 1.5 mg/ml de NaHCO3), se incubaron a 37°C por 1 minuto y para
iniciar la reaccion enzimatica, se adiciond 20 ul de loduro de acetilcolina (AChI) (5,
10,25, 50 y 75 mM). Finalmente, se determin0 el incremento de la densidad optica
(D.0.) a412 nm, la actividad fue reportada en unidades. La unidad internacional (Ul) se
define como 1 mmol de AChl por ug de proteina transformada por minuto, para lo cual
se construy6 una curva estandar de tiocolina que reaccioné con DTNB formando un

compuesto colorido amarillo.

7.7.2 Evaluacion de la actividad antioxidante.
El extracto enzimatico empleado para esta evaluacion, fue aquel mencionado en la
seccion de Inflamacion inducida con LPS y para cumplir este objetivo se utilizaron Kits

enzimaticos comerciales siguiendo el procedimiento que establecia cada uno.
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7.7.2.1 Glutatién reductasa (GR).

La actividad de GR se determin6 empleando una solucion que contenia 100 pL
de extracto enzimético en 0.2 M de buffer de fosfatos (pH 7.0) conteniendo 2 mM de
EDTA, 01 mM de NADPH y 0.75 mM de DTNB en un volumen total de 500 pl. La
reaccion se inici6 con la adicién de 1 mM de glutation disulfuro y la reaccién se leyd a

412 nm por 3 min. La actividad se expresé en Ul por mg de proteina.

7.7.2.2 NADPH oxidasa.

Para la evaluacion de ésta enzima, se emple6 una mezcla que contenia 100 pL de
extracto enzimatico, 550 pL de buffer de fosfatos 50mM ph 7.4, Ferricitocromo C 21
UM (50 pL), NADPH 100uM (50 pL). Se incub6 durante tres minutos a 25 °C. La
reaccion se inicié con la adicién de 50 pL de SDS (90uM) sumando un volumen total
de 800 pL y se leyo a 340 nm durante 45 minutos. La actividad se expreso en Ul por mg

de proteina.

7.8 Evaluacion inmunomoduladora: Cuantificacion de citocinas mediante el
método de ELISA.

Los cerebros disectados y congelados derivados de ratones con
neuroinflamacién inducida con LPS fueron disgregados en buffer de fosfatos Ph7 con
inhibidor de proteasas (Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo, PMFS), después se
centrifugaron por 5 min a 10000 rpm, y se colecté el sobrenadante que fue almacenado
a -70°C para su posterior analisis con el método de ELISA. En estas muestras se
cuantificaron las citocinas IL-6, IL-1B, INFy y TNF-a, la técnica de medicion se llevo a

cabo utilizando un kit (Thermo scientific), siguendo las instrucciones del fabricante.
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7.9 Evaluacion sobre el deterioro cognitivo inducido por Escopolamina: Disefio
experimental.

Los ratones se expusieron a un periodo de entrenamiento con el objetivo de
adquirir memoria espacial. Posteriormente se les administrd consecutivamente los
tratamientos durante una semana y 30 minutos antes de la prueba final se les administro
I.p. Escopolamina (2.0 mg/kg) para provocar el deterioro de la memoria. Se
establecieron los siguientes grupos de experimentacion:

Grupo 1 (control basal): Animales sin deterioro cognitivo y 100 pl/10 g de peso de
vehiculo v.o. (8 dias; n=7).

Grupo 2 (control negativo): Animales con deterioro cognitivo (Escopolamina 2mg/Kg)
y 100 pl/10 g de peso de vehiculo v.o. por 1 semana. (n=7).

Grupo 3 (control positivo): Animales con deterioro cognitivo (Escopolamina 2mg/Kg) y
10 mg/kg v.o. por una semana de tratamiento con Galantamina (1 mg/Kg), (inhibidor
selectivo, competitivo y reversible de la acetilcolinesterasa) (n=7).

Grupo 4 (Experimental): Animales con deterioro cognitivo (Escopolamina 2mg/Kg) y
250 mg/kg v.o. por una semana del tratamiento correspondiente: A. tequilana Weber, A.

angustifolia Haw y A. americana L (n=7).

7.9.1 Evaluacion sobre el deterioro cognitivo inducido por Escopolamina:
Paradigma de evitacion pasiva.

El dispositivo empleado en este ensayo esta constituido por dos camaras, una
iluminada y otra oscura, separadas por una puerta de guillotina. La base de la camara
oscura tiene una base metalica, la cual se conecta a una fuente eléctrica controlada

manualmente. Este paradigma emplea la tendencia natural de los ratones de estar en
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ambientes oscuros. Es unidireccional, debido a que el raton se mueve de la cdmara

iluminada a la oscura (Fig. 11).

A
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Fig. 11. Dispositivo empleado en el paradigma de Evitacion pasiva.
Imagen tomada de http://psicolebon.wordpress.com/2013/05/22/conducta-de-evitacion-1/

Los animales fueron sometidos a un periodo de entrenamiento para lo cual cada
raton se colocd en la camara iluminada del dispositivo, orientado de frente a la puerta.
Después de 30 seg. se abrid la compuerta que separa las camaras (iluminada y oscura), y
se midio el tiempo que le tom¢ a cada individuo cruzar a la camara oscura. Una vez que
cruzd, la puerta se cerré automaticamente y se liberaron descargas eléctricas (0.2 mA,
por 2 seg) dirigidas a las patas de los ratones. Después de 24 horas el ensayo se repitid
pero en esta ocasion sin descargas eléctricas, y el tiempo que se registré se considerd
como latencia inicial (Li). En caso de que transcurrieran 300 segundos sin que el
individuo cruzara, la prueba se daba por terminada entendiendo que el individuo habia
aprendido. Posteriormente, se administraron v.o. los diferentes tratamientos durante una
semana. El dltimo dia de administracion de cada tratamiento se indujo el dafio cognitivo
al administrar Escopolamina i.p.30 minutos antes de repetir el ensayo. El tiempo
registrado en esta ocasion se consideré como latencia de retencion (Lr), si el individuo
no cruzaba tras 300 segundos, la prueba se finalizaba y se registraba ese dato como Lr.

Finalmente, se compararon los parametros de Li y Lr.
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Andlisis Estadistico

8. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se analizaron con el programa de estadistica SPSS version 11.0, a
través de un Analisis de varianza (ANOVA) y una post-prueba de Bonferroni para los
ensayos de memoria e inflamacidn inducida con TPA; mientras que para los ensayos de
actividad enzimatica (AChE y antioxidante) y ELISA se uso una t-student. Un valor de

p < 0.05 se considero significativamente diferente.
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9. RESULTADOS.
En la actualidad no existen datos que indiquen que las especies del género Agave
puedan ejercer un efecto en algun modelo experimental relacionado con enfermedades

neurodegenerativas, como es el caso de la EA.

9.1 Obtencion del extracto.
En el cuadro 1 se puede observar el rendimiento obtenido del extracto acetonico

de las especies de Agave evaluadas.

Cuadro 1. Rendimientos obtenidos de la extraccién acetonica de las especies de Agave.

Especie Rendimiento (%)
por cada 100 gr de material fresco
A. tequilana Weber 7.4
A. angustifolia Haw 7.1
A. americana L 6.8

9.2 Evaluacion anti-inflamatoria: Inflamacion inducida con TPA (12-orto-tetra,
decanoil forbol-13 acetato).

En la Fig. 12 se puede observar la relacion entre los diferentes tratamientos con
respecto al peso de las orejas (mg). La concentracidn de los extractos evaluados fue de
300 mg/ml. El peso maximo fue de 12 mg observado en el control negativo (Veh) con
base en esto, los deméas tratamientos fueron estadisticamente diferentes, siendo A.
americana L (Aam) el tratamiento que mostrdé un minimo de peso (2.3 mg), seguido de
A. tequilana Weber (At) con un promedio de peso de (3.8 mg) dato menor adn que
aquel observado en el control positivo (Indo, 50 mg/ml), con un peso promedio de 4.3
mg. La especie A. angustifolia Haw tuvo un promedio de 5.8 mg de peso (*p< 0.05 F

(2.69)= 43.162; gl 4:30).
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De acuerdo con los resultados de la actividad anti-inflamatoria, se propuso
fraccionar el extracto de A. americana L, ademas de que al efectuar una comparacion
cromatogréafica en capa fina, se pudo confirmar que poseia mayor concentracion de

terpenos.

—_ —_
[pe] L=
1 ]

—_
o
1

Diferencial de peso (mg)

At 6 mg/o Aam 6 mg/o Aan 6 mg/o Indo 1 mgfo Veh

Tratamiento

Fig. 12. Evaluacion anti-inflamatoria. A. tequilana (At 6 mg/o), A. americana (Aam 6 mg/o), A.
angustifolia (Aan 6 mg/o), Indometacina (Indo 1 mg/o). ANOVA post hoc Bonferroni.
*Significativamente diferente p< .05 respecto al control negativo TPA (Veh).

El porcentaje de inhibicion de los diferentes tratamientos fue calculado con base
en la formula mencionada en el capitulo de material y métodos. El grupo que indujo un
mayor porcentaje de inhibicion fue aquel de A. americana L con un 81.02%. A.
tequilana Weber mostré un 68.64%, ambos tratamientos fueron mayores aun que el
control positivo (Indo) que indujo un 63.85% de inhibicion. ElI grupo con menor
porcentaje de inhibicion fue aquel de A. angustifolia Haw con 51.89%, sin embargo, los

tres extractos mostraron una actividad anti-inflamatoria significativa.
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9.3 Anélisis quimico-biodirigido.

El extracto de la especie A. americana L que fue aquel que presentd el mejor
efecto de inhibicion de edema auricular inducido con TPA, debido a esto, fue sometido
a un fraccionamiento. Se propuso evaluar la actividad anti-inflamatoria a las siguientes
fracciones, las cuales van de menor a mayor polaridad (sistema de elucion hexano:
diclorometano: metanol): F1 (que correspondia a la fraccion 3-6; 100:0:0, 0.32 g), F2
(22-23; 80:20:0, 0.45 g), F3 (35;50:50:0, 0.6 g ), F4 (77-82; 45:45:10, 2.1 g ), F5 (87-
88; 40:40:20, 3.8 g) y F6 (93-95; 0:0:100, 2.3 g).

Las fracciones de mayor actividad y que fueron estadisticamente diferentes al
control negativo fueron F4, F5 y F6 (Fig. 13 *p< 0.05; F (2.46) = 8.736; gl 6:27), la
comparacion quimica a traves de CCF indic6 que F5 (la mas activa) comparte
compuestos menos polares con F6, asi como otro compuesto mayoritario y mas polar en
F4, siendo esta la razon por la cual tuvo mejor actividad anti-inflamatoria. Ademas de
que se pudo descartar a través de CCF la posibilidad de que dicho efecto fuera atribuido
a compuestos conocidos por su actividad anti-inflamatoria como el AU y B-sitosterol, ya
que a pesar de estar presentes, su concentracion fue minima.

De las fracciones més activas se seleccion6 F5, debido a que su perfil
cromatografico indicé una menor complejidad quimica. EI empleo de CC permitio el
aislamiento de un compuesto, (F5b) de baja polaridad, el cual se identific6 como
saponina esteroidal al emplear CCF y revelar con reactivo de Liebermann- Burchard.

Se establecié la actividad anti-inflamatoria con diferentes dosis de este
compuesto, con el ensayo de inflamacion inducida con TPA vy los resultados mostraron
un efecto dependiente de la dosis. A 2 mg/o, el porcentaje de inhibicion de edema fue de
89.57%, el cual es mayor aun que el obtenido con todo el extracto a 6 mg/o (81.02%). A

1.5 mg/o la actividad disminuye a 88.68% y el porcentaje mas bajo se observa a 1 mg/o
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(72.95%) y a la misma dosis, Indometacina presenta un de 79.23% de inhibicion de

...

F12mgfio  F22mgfo F32mgfo  F4 2mgio F& 2magio FE 2mgfo  INDO 1Tmafo EH

edema.
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Fig.13.- Evaluacion anti-inflamatoria de fracciones de menor (AaF1l) a mayor polaridad (AaF6) a una
concentracion de 2 mg/o. Control positivo (INDO, 1mg/o0). ANOVA post hoc Bonferroni.
*Significativamente diferente p< .05 respecto al control negativo (Veh).

El experimento de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) **C mostré 57
sefiales, de las cuales 29 fueron asignadas a un esqueleto tipo espirostanol acetilado, y
28 sefiales correspondientes a la porcion sacarida.

El anélisis de los experimentos de correlacion nuclear COSY, HSQC y HMBC
indico que la porcion de azucar correspondia a una glucosa unida en el hidroxilo 3 del
espirostanol. Y otra unidad de glucosa unida en su C-6. Ademas se pudo establecer que
el C-23 de la sapogenina se encuentra hidroxilado. Llegando a la conclusion de que esta
saponina corresponde a un espirostanol bidesmosido e hidroxilado en C-23.

La revision bibliografica de la especie permitié caracterizar el compuesto activo
mayoritario como (25R)-5 alpha-spirostan-3 beta, 6 alpha, 23 alpha-triol-3, 6-di-O-beta-

D-glucopyranoside (Cantalasaponina 1) (Cuadro 2 y Fig. 14).
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Cuadro 2. *H(400 MHz) y *C-NMR (100MHz) datos de cantalasaponina-1 peracetato
derivative

No 8C 8H

2 CH2 27.8

4 CH2 28.9

6 CH 81.12 3.26 (m)

8 CH 33.8

10 C 36.6

12 CH2 39.69

14 CH 56.0

16 CH 81.17 4.411( m)

18 CH3 135 0.77 ()

20 CH 36.1

22 C 108.6

24 CH 34.1 146 m

26 CH2 65 3.372m; 3.29° m

3-O.glc

2’ CH 71.4 4.925 J=8;9.6

4 CH 68.5 5.042 J=9.6

6’ CH2 62.2 4.051%)=2:12:
4.222° J=4.8:12dd

1” CH 101.7 4.46 d J=8

3” CH 73.2 5.142 dd J=9.2;10

5” CH 71.8 3.629 dddd J=2;.4.8;7.6;12

M en C. Nayeli Monterrosas Brisson Pdgina 54



Resultados

Fig 14. Estructura quimica de Cantalasaponinal

9.4 Ensayo de inhibicién de acetilcolinesterasa (AChE).

En el presente trabajo se midio la actividad de AChE, para lo cual se construyo
una curva de las diferentes concentraciones de AChl. A 75 Mm (*p< 0.05; F (3.06) =
13.95; 50 Mm F (3.06) = 96.216; 25 Mm F (3.06) = 23.614; 10 Mm F (3.06) = 35.479 y
5 Mm F (3.06) = 84.841; gl 4:15. Y se observé que la actividad de la AChE medida in
vitro en muestras de homogenados de cerebro de raton con neuroinflamacién inducida
con LPS y sin algun tratamiento (control negativo), indujo una inhibicion importante y
significativa de la enzima AChE (--m--, Fig. 15).

En esta representacion grafica, los valores de transformacion del sustrato
(AchSH) se dan en densidad oOptica por minuto (DO/min). Para poder observar un
efecto inhibitorio sobre dicha enzima, los valores deben ser menores que aquellos que se
observan en el control basal ( ). En esta misma grafica el control positivo anti-
inflamatorio, la Indometacina (--m--) a la dosis de 5mg/Kg, provoca un aumento en la
actividad enzimatica respecto al basal.

Por otro lado, la evaluacion in vitro de la actividad enzimatica en el homogenado
de cerebro de ratones que recibieron A. angustifolia Haw ( ) indican una

inhibicidn tipo acompetitiva. Para el caso de A. tequilana Weber (--m--) y A. americana
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L (--m--, Fig. 15) los valores muestran que la actividad de la AChE no se modifica, lo
que aparentemente indica que sus extractos no tienen efecto en este pardmetro. Sin
embargo, se resalta el hecho de que ambas plantas estan bloqueando el efecto tdxico que
provoca el LPS en el cerebro, por lo que se considera que los Agaves estan ejerciendo
un efecto neuroprotector contra el dafio que induce la administracion del LPS.

1.4E-07 -

1.2E-07 -

0.0000001 -

Vo (micromol/min)

-5 5 15 25 35 45 55
AcH SHI [mM]
oBasal BLPS A.angustifolia WA tequilana WA americana

Fig. 15.- Efecto de diferentes tratamientos (Agave) sobre la actividad de AChE en homogenados de
cerebro de ratones con neuroinflamacion inducida con LPS.

Para establecer el tipo de inhibicion enzimatica, se tomaron en cuenta los valores
obtenidos de Vmax y de Km (Cuadro 3). El tratamiento con LPS indujo una inhibicién
de tipo acompetitiva sobre la enzima AChE ya que las dobles reciprocas entre el gurpo
control Basal y el LPS, fueron paralelas entre si (no se altera la pendiente), y mostraron
diferencias entre los valores de Km y aquellos de Vmax, caracteristica esencial en este
tipo de inhibicidn.

Cuando se administré el LPS como estimulo de dafio y A. angustifolia Haw
como tratamiento, se pudo observar que disminuye la inhibicion sobre AChE, pero

mantiene las caracteristicas de un inhibidor acompetitivo. Los tratamientos de A.
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tequilana Weber y A. americana L mostraron valores semejantes de Vmax y Km que
aquellos del grupo control Basal, lo cual supone que se revirtid la inhibicion inducida

por el LPS sobre la enzima.

Cuadro 3.- Efecto del tratamiento de diferentes especies de Agave sobre la actividad enzimatica de AChE

(Kmy Vmax).
Basal KM Vmax
(mM) (umol/min)

LPS 1.62 0.00085
A. angustifolia 2.53 0.00137
A. tequilana 2.6 0.00154
A. americana 2.47 0.00158
Indometacina 10.55 0.002

9.5 Evaluacién del efecto antioxidante.

Los cerebros de animales con dafio inducido con LPS, en comparacion con el
grupo Basal (animales sanos), asi como los individuos de los grupos de Agave
empleados, incrementaron significativamente la actividad de la enzima GR. Sin
embargo, el grupo control negativo (animales con dafio y sin tratamiento), mostro un
comportamiento no esperado, ya que este tuvo mayor actividad que el grupo control
Basal (Cuadro 4) y como ya se ha mencionado antes, en este modelo dicho grupo
representa el comportamiento de la enzima en un individuo sano. La enzima GR tiene
funcién antioxidante y el tratamiento con LPS genera un ambiente oxidante.

En el Cuadro 4 se muestra el efecto de los diferentes tratamientos sobre la

actividad enziméatica de NADPH oxidasa. En comparacion con el grupo control Basal,
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el tratamiento que mostr6 mayor actividad de NADPH oxidasa, fue el control positivo
(Indometacina). Cabe mencionar que los resultados observados en el grupo control basal
son de especial interés ya que fueron por mucho, mas altos que aquellos encontrados en
los tres grupos experimentales y el grupo control negativo, tomando en cuenta que son
considerados los valores en los que se encuentra normalmente la actividad de NADPH
oxidasa en individuos sanos.

Los tratamientos de A. americana L y A. tequilana Weber, se comportaron de forma
semejante al observado en el grupo control negativo y estdn por debajo del grupo

control Basal.

Cuadro 4.- Representacion grafica del efecto de los distintos tratamientos sobre la actividad enzimatica de
NADPH oxidasa (NOX) y Glutation Reductasa (GR).

Tratamiento (mg/kg) GSH (uMol/mg) NOX (uMol/mg)
Basal 0.443+ 0.0002 4.246+ 0

Veh 0.173+£ 0.003* 0.621+ 0.008*
Indo (5.0) 0.032+ 0.001* 1.843+ 0.004*
Ateq (125) 0.642+ 0.002* 0.513+ 0.002*
Aame (125) 0.508+ 0.007* 0.606+ 0.003*
Aang (125) 0.480+ 0.004* 0.917+0.002*

Los datos representan la media £DS (n=10), con una prueba de t-student.
*Significativamente diferente p <0.05.

9.6 Evaluacion inmunomoduladora: Cuantificacion de citocinas mediante el

método de ELISA.

Los resultados del analisis en la concentracion de citocinas pro-inflamatorias en

las muestras de cerebro de ratén expuestos a LPS (ya sea con o sin tratamiento), fueron
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expresados como el numero de veces que se incrementa la concentracion de estas
proteinas respecto de aquella en los animales sanos (grupo basal).

El cerebro de ratones con dafio, que recibieron s6lo LPS y vehiculo, presentd un
aumento significativo (p <0.05, Figura 16a y 16b) en la concentracion de las citocinas
IL-1p, IL-6, TNF-a e INFy.

El tratamiento de los ratones con Indometacina (Indo), un anti-inflamatorio no-
esteroidal, provocd una disminucion significativa respecto al grupo de dafio en la
concentracion de las interleucinas IL-18 e IL-6 (*p< 0.05; F (2.77) =54.89 y (2.77) =
19.248 respectivamente, Figura 16a), es decir el incremento de estas proteinas respecto
al basal fue menor que en el grupo con vehiculo (Veh).

En el caso de los grupos de animales que recibieron alguno de los tratamientos
provenientes de los diferentes Agaves, se observd una tendencia a la disminucién
respecto al grupo con dafio en la concentracion de estas interleucinas pro-inflamatorias.
Para IL-1p, A. tequilana Weber induce un incremento respecto al basal de 8.46 veces,
con A. americana L de 9.42 veces y con A. angustifolia de 8.75 veces; y para IL-6 de
9.26, 9.95 y 9.95 veces, respectivamente. Sin embargo, los datos no son
estadisticamente diferentes (p >0.50, Figura 16a) a los del grupo con Veh el cual induce
una elevacion de 11.02 veces para IL-1p y de 11.57 veces para IL-6. Como se puede
observar ninguno de los Agaves fue capaz de modificar el efecto del LPS sobre la
concentracion en cerebro de estas moléculas pro-inflamatorias.

En la evaluacion del modelo, se pudo observar que el LPS administrado
diariamente por 7 dias induce un incremento significativo (respecto al basal) en la
concentracion de TNF-a (*p< 0.05;F (2.77) = 91.97) con un incremento de 1.56 veces

sobre el valor del grupo de animales sanos (Figura 16b). En el grupo de animales que
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recibieron Indo la elevacion en la concentracion de esta proteina fue sélo de 0.41 veces,
es decir este farmaco es capaz de inhibir la elevacion de TNF-a..

El tratamiento con el extracto acetonico de los diferentes Agaves, induce una
disminucion importante y significativa en las veces en que el TNF- o se incrementa, asi
por ejemplo con A. tequilana Weber el incremento solo fue de 0.28 veces, mientras que
para A. americana L fue de 0.40 veces (valor estadisticamente igual que el del grupo
con Indo) y para A. angustifolia Haw fue mayor con un incremento de 0.91 veces;
todos estos valores fueron estadisticamente menores que el del grupo con sélo vehiculo
(*p< 0.05, Figura 16b).

El incremento en la concentracion de INF-y para los animales que soélo
recibieron LPS fue de 4.59 veces respecto al grupo basal. El tratamiento con Indo,
induce una disminucion en la concentracion de esta citocina con un valor de 3.36, sin
embargo este valor no fue estadisticamente diferente al grupo con vehiculo (*p< 0.05; F
(2.77) = 21.592 Figura 16b). Mientras que los animales que recibieron A. americana L
muestran un incremento de tan sélo 1.21 veces; los de A. tequilana Weber de 2.26 y los
de A. angustifolia Haw de 2. 62 veces, lo cual es significativamente menor que el del

vehiculo (p <0.05, Figura 16b).
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Figura 16. Efecto de diferentes tratamientos: Indometacina (Indo), A. tequilana (Ateq), A. americana
(Aame), A. angustifolia (Aang) sobre el incremento en la concentracién de interleucinas (a, IL-1p e IL-6)

y de TNF-a e IFN-y (b), en cerebro de ratones que recibieron LPS (25 pg/kg). T-student *p <0 .05
respecto al grupo con vehiculo (Veh).

9.7 Evaluacién sobre el deterioro cognitivo inducido por Escopolamina:
Paradigma de evitacién pasiva.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 17. En esta grafica se compara
el tratamiento con respecto al tiempo que le toma en cada fase al individuo cruzar de un
lado a otro del dispositivo.

Durante la fase de entrenamiento, el grupo control positivo fue aquel que mostro
diferencia estadistica (*p< 0.05; F (2.45) = 4.291, gl 5/36)siendo los que mas tiempo les
tomo cruzar de la camara iluminada a aquella oscura (28 s) sin embargo, el resto de los
tratamientos mostraron un comportamiento semejante con un promedio aproximado de
10 segundos.

Durante la fase de Li, todos los grupos mostraron un comportamiento semejante
al tomarles mas tiempo cruzar con un promedio de 270 segundos, pudiendo establecer

que el aprendizaje estuvo presente (*p< 0.05; F (2.45) = 1.444; gl 5/36).
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La latencia de retencion, después de los tratamientos y de la induccion del dafio,
nos muestra que el grupo control basal (animales sin dafo) fueron aquellos que tuvieron
mayor tiempo, incluso no atravesaron hacia la camara oscura, observando entonces la
retencion del aprendizaje tras una semana. Las especies A. tequilana Weber y A.
americana L tuvieron un comportamiento semejante al mostrar un promedio de Lr de
260 segundos, tiempo aun mayor que Galantamina, farmaco empleado para combatir el
deterioro cognitivo que promueve la sinapsis colinérgica, cuya Lr fue de 239 s. A.
angustifolia Haw tuvo menor efecto de proteccidn contra el deterioro cognitivo con un
promedio de Lr de 180 s. El grupo control negativo fue aquel que tuvo menor tiempo de
retencion con 44 segundos, lo cual era lo esperado (*p< 0.05; F (2.53) 50.572; gl 5/34).

350 +

300 - .

[ ]

=) ul

[an) (o]
1 1

Tiempo (seg)
&
o

100

50

Veh Indo (5.0) Basal Ateq(125) Aame(125) Aang(125)

EEntrenamiento EL OLr i
Tratamientos

Fig. 17.- Evaluacién sobre el deterioro cognitivo inducido con Escopolamina de los extractos de A.
tequilana, A. americana y A. angustifolia. Control positivo (Galantamina) y Control negativo (Vehiculo).
ANOVA post hoc Bonferroni. *Significativamente diferente p< .05 respecto al control negativo (Veh).
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10. DISCUSION.

En la literatura no existen datos que hayan mostrado algin efecto
neurofarmacoldgico o de proteccion en SNC de algun Agave en el mundo. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, demostraron por primera
vez dicho efecto para las especies de A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw y A.
americana L.

Las especies del género Agave se caracterizan porque almacenan en sus pencas
una gran variedad de saponinas, metabolitos secundarios conocidos por presentar
diversas actividades bioldgicas, como por ejemplo, la anti-inflamatoria. Lo cual es de
especial interés, ya que en las enfermedades crdnicas y neurodegenerativas, como la
EA, el proceso inflamatorio es un aspecto fisiopatoldgico comun.

En este estudio, se pudo establecer que el extracto acetdnico proveniente de las
pencas de A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw y A. americana L. presentan
actividad anti-inflamatoria significativa. Lo anterior es consistente con la literatura que
reporta efecto anti-inflamatorio en especies de Agave, particularmente en el caso de A.
americana L.(Peana et al., 1997) que a través del ensayo de induccidn de edema en pata
de ratas inducido con Carragenina, establecieron tal actividad bioldgica al evaluar el
extracto acuoso y saponinas aisladas de esta especie; para A. intermixta, mediante el
mismo ensayo empleado en el presente trabajo (Garcia et al., 2000), asi como para
otras especies como A. shevrei ( da Silva et al.., 2002) a través del ensayo de aumento
de permeabilidad de membrana con &cido acético.

Del fraccionamiento del extracto acetdnico de la especie A. americana L. que
resultd ser la mas activa, el sistema de elucion empleado permitio detectar la presencia
de terpenos al emplear 4 hidroxibenzaldehido para revelar los cromatogramas de la

CCF. Esto es consistente con lo que han reportado Navarro et al., (2001); da Silva et al.,
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(2002) y Kwak et al., (2003), ya que ellos mencionan que las especies de este género
presentan en sus pencas una gran variedad de compuestos triterpénicos como el acido
ursélico (AU), acido oleandico (AO), asi como saponinas triterpénicas.

En este sentido, mediante el ensayo bio-dirigido efectuado a dicha especie, se
aislé a Cantalasaponina-1, saponina esteroidal que fue descrita por primera vez en 1985
en la especie A. cantala (Sati y Pant, 1985) y posteriormente también fue identificada en
A. americana (Jin et al., 2003; Tinto et al., 2005). Este compuesto se presenta en
algunos miembros de la familia Agavacea y podria actuar como un marcador, ya que en
el 2004 fue reportado su aislamiento en la especie Furcraea selloa la cual también
pertenece a dicha familia (Simmons et al., 2004).

Es importante resaltar que no hay muchos datos de alguna actividad bioldgica
para este compuesto. Solo se sabe que posee actividad citotoxica contra células JTC-26
inductoras carcinoma cervical humano (Sati y Pant, 1985). Wang et al., (2010)
evaluaron la misma actividad contra células humanas inductoras de leucemia
promielocitica HL-60, sin embargo no result6 activa en dicho experimento.
Recientemente, esta saponina fue aislada de A. sisalana y también fue evaluada en
ensayos de citotoxicidad pero sobre las lineas celulares Human MCF-7 breast cancer y
NCI-H460 non-small cell lung cancer, y tampoco mostré alguna actividad significativa
(Chen et al., 2011).

El presente reporte es el primero que demuestra la actividad anti-inflamatoria de
cantalasaponina 1 y que dicho efecto ademas de ser dependiente de la dosis, presenta
una potencia similar a la observada para la indometacina.

Se ha mostrado la riqueza metabolica de A. americana L. en cuanto a su
contenido de saponinas esteroidales y triterpénicas en diferentes partes de la planta,

pero principalmente en sus pencas. Se hace mencién del aislamiento e identificacion de
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Clorogenina en la flor, (Sankara y Nair, 1970), Hecogenina (Hegnauer, 1963),
Rocogenina (Serova y Madaeva, 1958), Agavasaponina E y Agavasaponina H
(Wilkomiski et al., 1975), Agamenosidos A y B (Jin et al., 2002), Agamenosido C,
Hongguangenina y Cantalasaponina 1 (Jin et al., 2002) y Agamenosidos H, | y J
ademés de Agavegenina D (Jin et al., 2004) en sus pencas.

De los compuestos mencionados anteriormente en la especie A. americana L., la
Tigogenina ha mostrado tener actividad anticancerigena (Aswal et al., 1984), anti-
inflamatoria (Peana et al., 1997), anticolesterolémica (Hardwood et al., 1993) e
hipoglucemiante (Nasri y Salem, 2012). Ademas, también promueve la union del FN kB
al DNA, lo cual promueve el efecto antiproliferativo asociado al cancer (Corbiere et al.,
2003). La clorogenina, otra saponina esteroidal induce toxicidad contra células
leucémicas promielociticas humanas HL-60 (Yokosuka y Mimaki, 2009), y la B-
clorogenina posee actividad anti-inflamatoria (Rodrigues et al., 2011).

En lo que se refiere a las especies A. tequilana Weber y A. angustifoliaHaw, es
la primera vez que se reporta la actividad antiiflamatoria del extracto acetonico de
dichas especies. En la actualidad so6lo existen contados estudios que hacen referencia a
cerca de alguna actividad farmacoldgica de estas plantas. Por ejemplo, se demostré que
A. angustifolia ssp. tequilana disminuye los niveles de colesterol y de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) séricas y también la esteatosis hepatica, sin embargo estos efectos
se atribuyen a los fructanos de la planta (Rendon et al., 2012) .

Por lo tanto, es probable que la capacidad anti-inflamatoria de estos dos Agaves
este también en funcion de su contenido de saponinas, ya que los datos en la literatura
mencionan que los miembros pertenecientes a este género poseen una variedad de

saponinas esteroidales como hecogenina, manogenina, yucagenina, agavogenina,
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sarsasapogenina, texogenina, esmilagenina, gitogenina, tigogenina y clorogenina
(Hernandez et al., 2005). Agavesido C (Girish et al., 1991) entre otras.

Uno de los parametros fuertemente asociados a la EA es la neurodegeneracion
de células colinérgicas, lo cual favorece la progresiva pérdida de memoria, ya que como
se menciond anteriormente, la neurotransmision colinérgica es necesaria para los
procesos de memoria y aprendizaje. De aqui que parte de la terapéutica aceptada para
esta enfermedad, se basa en la administracion de farmacos que intentan mejorar la
neurotransmision de este sistema, tal es el caso de los Inhibidores de la enzima AChE,
cuya funcion principal es degradar rapidamente a la AChI, bloqueando la
neurotransmision colinérgica.

Se ha demostrado que extractos y fracciones de plantas medicinales son capaces
de inhibir la actividad de esta enzima, lo cual promueve un incremento en la transmision
colinérgica que en la EA se encuentra sumamente deteriorada. Ademas, limitan la
inflamacidén asociada y mejoran la memoria, sintoma cardinal en la enfermedad.

Se sabe que en pacientes con la EA la actividad de esta enzima se incrementa, lo
cual constituye un factor de deterioro del sistema colinérgico. Sin embargo,
aparentemente nuestros resultados no concuerdan con los pardmetros fisiopatoldgicos
de la EA, debido a que el LPS esté bloqueando la actividad.

Se ha observado en diferentes ensayos de neuroinflamacion inducida con LPS
que la actividad de AChE aumenta (Tyagi et al.,, 2007; Tyagi et al., 2010), la
incongruencia entre nuestros resultados y los reportados se puede explicar por la
estrategia experimental empleada, los autores de dichos trabajos emplearon un modelo
que no fue cronico y la administracion del LPS fue via intracerebroventricular (icv) en

rata por lo tanto, la inflamacion se encontraba localizada en el cerebro; mientras que
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nosotros realizamos una aplicacion crénica i.p. la cual activa mdltiples vias de
inflamacién en todo el organismo.

Por otro lado, cabe mencionar que la administracion del LPS altera la BHE, y
por lo tanto, pudo haber producido inflamacién cerebral, de tal manera que la
neurodegeneracion generada fue de tal nivel, que ocasiond la muerte de neuronas
colinérgicas asi como también un deterioro de los mecanismos de neurotransmision
incluyendo la concentracion y/o actividad de la AChE.

En nuestro ensayo, la Indometacina no indujo algun tipo de inhibicién sobre
AChE, en congruencia con estos resultados, existe un estudio de 1997, en el que se
evalud la actividad de la enzima AChE sobre bronquios y homogenados de células
epiteliales bronquiales de cerdo. Cuando se incubaron estos tipos de muestra con
Indometacina, la actividad de AChE aumentd en un 21y 54 %, respectivamente (Taisne
etal., 1997).

Se ha demostrado que la administracién de LPS activa la sintesis de 6xido
nitrico tanto en la periferia como en el sistema nervioso central, y el estrés oxidante es
un importante mediador del dafio cerebral durante la inflamacion sistémica (la cual
ocurre con la administracion de LPS), entonces el resultado es la oxidacién cerebral,
inflamacion y neurodegeneracion. En el presente trabajo uno de los objetivos fue
evaluar la actividad oxidante en homogenado de cerebro de aquellos animales que
recibieron LPS y de los tratamientos, por lo que se midio la actividad de la enzima
antioxidante Glutation Reductasa y la enzima pro oxidativa NADPH oxidasa.

Los resultados de GR mostraron una mayor actividad de dicha enzima en el
grupo de dafio (control negativo) que aquellos del grupo control basal. Lo anterior
puede ser debido a que si bien se sabe que el cerebro en la EA se encuentra bajo un

estrés oxidativo, las celulas de la microglia, astroglia y neurales responden a dicho
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estado de forma dual, es decir, se sintetizan y segregan moléculas moduladoras que
favorecen el estrés oxidativo pero también durante dicho proceso, responden enzimas de
defensa antioxidantes con el fin de disminuir EROS producidos durante dicho proceso,
entre ellas GR (Markesbery, 1997). Existen reportes que establecen que la actividad de
Glutation Peroxidasa (GP) y GR se incrementa significativamente en hipocampo y
corteza temporal en la EA (Lovell et al., 1995).

Por otro lado, Hashimoto et al., (2002) reportan que en la corteza cerebral de
ratas con estres oxidante inducido con BA 1-40 y tratadas v.0. con 300 mg/Kg de DHA,
acido graso del cerebro que participa en la mejoria de la memoria, mostraron niveles
reducidos de GR.

Las especies de Agave evaluadas en este trabajo experimental incrementaron la
actividad de GR, dato que es consistente con lo reportado en la literatura para varios
compuestos naturales de diferentes sistemas bioldgicos para GR, asi como otras enzimas
antioxidantes en diversos ensayos de induccién de estrés oxidante.

En este sentido, se puede mencionar la evaluacién de saponinas totales de
Taraphochlamys affinis en un modelo de estrés oxidativo inducido con CCI4 en células
hepaticas, las saponinas de esta planta tuvieron la capacidad de revertir el dafio inducido
por CCl4 al aumentar significativamente la actividad enzimatica de Catalasa, GP y GR
en higado, disminuir los niveles de peroxidacion lipidica asi como de algunos
mediadores inflamatorios como iNOS, Prostaglandina E2, COX-2 y TNFa (Huang et
al., 2012).

Mediante el mismo ensayo de induccidn de estrés oxidativo cronico en rifion, se
observo que la fraccion metandlica de Oxalis corniculata la cual esta compuesta

principalmente por flavonoides, alkaloides, terpenos, esteroides y saponinas fue capaz
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de inhibir la expresion de iINOS y FN-kB asi como de aumentar la actividad de enzimas
antioxidantes, entre ellas GR (Khan y Zehra, 2013).

En células RAW 264.7 estimuladas con LPS con un previo tratamiento del
extracto metandlico y acuoso de Taraxcum officinale G. H. Weber, se observé una
disminucion en la produccion de ON al inhibirse a iINOS y FN-kB mientras que
aumento la actividad de enzimas antioxidantes como GR (Park et al., 2011).

La enzima NADPH oxidasa aumenta su actividad promoviendo el estrés
oxidante al participar en la produccion de especies reactivas de oxigeno (Taille et al.,
2004; Nobuhisa et al., 2006). Sin embargo, eso no fue lo que mostrd nuestro estudio, ya
que el grupo control negativo (considerado como grupo de dafio), tuvo menor actividad
de dicha enzima con respecto al grupo control basal.

Sin embargo, durante los procesos pro-inflamatorios que promueven la aparicion
de la EA, se activan varias cascadas de sefializacion en presencia de moléculas como
LPS, ya que éste altera la estructura y por lo tanto, la funcién de determinadas
moléculas. Ademas, también compromete la estabilidad de la BHE porque aumenta la
permeabilidad de moléculas desde y hacia el cerebro lo cual puede producir efectos
adversos y duales.

De acuerdo a lo anterior, la actividad de la enzima pro-oxidativa NADPH
oxidasa depende del acoplamiento del complejo proteico que la constituye. NOX; es
uno de los componentes de dicho conjunto y se expresa en células endoteliales de la
microvasculatura asi como en macrdfagos, y una vez activa, se encarga de producir
aniones superoxido, desencadenando una serie de eventos que conducen a la sobre
produccién de EROS. Taille et al., (2004), reportaron que la sobre expresion de enzimas
como la hemo oxigenasa en macrofagos activados, puede producir una disminucion en

la actividad de NADPH oxidasa al disminuir la expresion de NOXa.
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La activacion de NOX,, depende del acoplamiento de otros componentes del

complejo ubicados en el dominio intracelular, la proteina p22°"™

que juega un
importante papel al estabilizar a NOX, porque facilita el acoplamiento con p47°"™ lo
cual activa por completo la actividad oxidasa (Nobuhisa et al., 2006).

Mas aln, p47""™ posee una regién autoinhibidora (AIR) (Bao et al., 2001), y
algin estimulo externo (como el LPS), podria inhibir o estimular el acoplamiento y
activacion del complejo NADHP oxidasa.

Actualmente, se ha demostrado que se puede inhibir esta enzima al interferir la
interaccion molecular de NOX; , p47""™ empleando pequefios péptidos semejantes a
aquellos de la region de union entre ambas moléculas (Rey et al., 2001).

En este sentido, bajo algunos estimulos como el LPS, se activa al endotelio y a
los macréfagos, y algunos compuestos farmacolégicos pueden actuar sobre p47°"™
previniendo su fosforilacién activadora y evitando la traslocacion del complejo hacia la
membrana celular y bloquear la funcién oxidasa (Selemidis et al., 2008).

Por otro lado, los resultados observados en el grupo control positivo
(Indometacina 5mg/Kg), fueron de los méas altos entre los diferentes grupos. La
Indometacina, como ya se mencion6, es un aintiinflamatorio no esteroidal empleado
ampliamente en la medicina clinica y en estudios de toxicidad, sin embargo, la
administracion crénica de éste, ha mostrado que causa dafios en la mucosa
gastrointestinal (Kaplan et al., 2012) lo cual limita su empleo. Indometacina tiene la
capacidad de inhibir la actividad de enzimas involucradas en los procesos inflamatorios,
COX-1 y COX-2, enzimas clave para la produccion de prostaglandinas (moléculas
inflamatorias), ademas de que se sabe que afecta la fosforilacion oxidativa (Jacob et al.,

2001).
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Basivireddy et al., (2002) establecieron que en enterocitos, la administracion
Unica de 40 mg/Kg de Indometacina produjo dafios en el proceso de respiracion celular,
lo cual indica una disfuncion mitocondrial. También se pudo observar peroxidacion
lipidica evidenciandose que la Indometacina produjo un dafio oxidativo.

En la literatura, existen méas estudios que relacionan el dafio y por lo tanto, la
disfuncion de la membrana mitocondrial producido por la Indometacina (Buttke y
Sandstrom, 1994) y que dicho dafio se debe a la generacion de EROS, las cuales
conducen a la apoptosis de neuronas (Busciglio y Jankner, 1995). Por lo tanto, dicho
dafio puede ser consecuencia de un efecto directo de la Indometacina en el organelo,
causando una sobreproduccion de EROS que afecta a la actividad mitocondrial.

En nuestros resultados, los tratamientos de A. americana L., A. tequilana
Weber. y A. angustifolia Haw, muestran una actividad enziméatica de NADPH oxidasa
menor a aquella observada en aquellos individuos del grupo control basal.

Estos datos indican que los extractos acetonicos de estas especies de Agave
poseen compuestos que pueden inhibir en algin punto el acoplamiento de las
subunidades que activan a NADPH oxidasa, o por otro lado, disminuir a nivel pre o post
transcripcional la expresion de alguno de los componentes de dicho complejo. O
simplemente inducir la sintesis de moléculas que promuevan la proteccion mas que la
degeneracion neural.

Entre los compuestos quimicos presentes en el género Agave mencionados en
otros capitulos, se pueden encontrar saponinas triterpénicas y esteroidales que presentan
una gran variedad de actividades, entre ellas la anti-inflamatoria y la antioxidante, por
ejemplo, Jeong et al., (2013) trataron células de la microglia con Lancemosido A (5,
10 y 20 uM), saponina triterpénica aislada de Codonopsis lanceolata, durante una hora

y posteriormente se estimularon con LPS (100 ng/ml) durante 16 hrs y encontraron que
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ademas de inhibir moléculas que se involucran con el estrés oxidativo como algunas IL
y COX-2, también produjo la inhibicién de componentes de membrana y citosélicos de
NADPH oxidasa, ya que inhibié la fosforilacion activadora y la expresién de p47°"* y
por otro lado la inhibicion del RNAm de p67°".

Por otro lado, Akebia saponina D, aislada de Dipsacus asper Wall, inhibe la
apoptosis neural asociada a la inflamacion y estrés oxidativo, al disminuir la regulacion
de Bax (proteina pro-apoptética) y sobre regular la expresion de Bcl,, proteina anti-
apoptdtica (Xing, et al., 2012).

Mas aln, las saponinas panaxatriol (PTS), una de las fracciones biologicas méas
activas de Panax notogingsen, planta que protege contra trastornos cerebro vasculares
mediante la supresion de trombosis cerebral al disminuir la viscosidad sanguinea (Liu et
al., 2007), ademéas de reducir el edema cerebral en ratas (Yao y Li, 2002), es
neuroprotectora, ya que induce e incrementa la expresion de Thioredoxina-1 (Trx-1),
molécula citoprotectora contra el estrés oxidativo, porque es un secuestrador de
radicales libres como oxigeno singlete, OH y H,0,; se considera un factor neurotréfico
en neuronas colinérgicas centrales ya que promueve la transduccion de sefiales del
Factor de Crecimiento Neural (NGF por sus siglas en inglés), el cual se disminuye en
trastornos neurodegenerativos, también inhibe enzimas quinasas reguladoras de la
apoptosis como ASK-1, ademas de ser inhibidor del FN-kB activado por TNFa e IL-1§
(Luo et al., 2011).

En este sentido, la literatura reporta la actividad antioxidante significativa que
posee Apocinina, compuesto aislado de las raices de Picrorhiza kurroa, debido a que
puede inhibir a NADPH oxidasa en neutrofilos (Van den Worm et al., 2001) y disminuir
la produccion de superoxido. Apocinina preserva la estabilidad de la BHE (Yenari et al.,

2006). Se ha demostrado que también reduce la traslocacion de p22°" en la membrana
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plasmatica, por lo tanto, la unién con p47°" y la subsecuente activacion de NADPH
oxidasa, ademas de prevenir la muerte neural inducida con TBI e inhibir la activacion
de la microglia (Choi et al., 2012).

Por otro lado, la endotoxemia inducida con LPS es un modelo util en el
establecimiento de inflamacion sistémica y dafio en la funcion cerebral, asociada a un
fuerte estado pro-inflamatorio.

El cerebro de ratones con dafio, que recibieron s6lo LPS y vehiculo, present6 un
aumento significativo en la concentracion de las citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ INFy.
Estas citocinas juegan un importante papel en mediar la respuesta inflamatoria y
facilitan la comunicacion entre el sistema inmune, el endocrino y el nervioso (Watkins
et al., 1995). Estos resultados concuerdan con la literatura en la que se menciona que la
administracion local (via i.c.v.) de 50 pg de LPS induce un incremento de la citocinas
pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p (Tyagi et al., 2010).

Los resultados aqui presentados, indican que el modelo de neuroinflamacion
inducida por LPS corrobora lo ya establecido en la literatura. Se puede observar que la
Indometacina, el farmaco usado como control positivo, provoca el efecto anti-
inflamatorio ya descrito. Esta sustancia fue capaz de modular la concentracion cerebral
de al menos tres de las citocinas pro-inflamatorias analizadas (IL-1B, IL-6 y TNF-a), ya
que se observé que los animales administrados con Indometacina redujeron la
concentracion de dichas moléculas.

De manera contraria a lo esperado, ninguno de los tratamientos derivados de los
Agaves provoca cambios en la concentracion de IL-1p e IL-6, en comparacion al grupo
de dafo. Es probable que los compuestos presentes en los Agaves no tengan algun
efecto sobre la modulacion de la IL-6, o bien éstos estén modulando a la alta la

concentracion de esta molécula para inhibir a otras citocinas pro-inflamatorias, por
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ejemplo, se ha reportado que la IL-6 inducida con el ejercicio, es capaz de inhibir la
produccion y por lo tanto, disminuir la concentracion de el TNF-o en el plasma de
humanos que se ejercitaron durante 3h y que posteriormente se les administré i.p. LPS
(0.06 ng/Kg) (Starkie et al., 2003).

Més aln, se ha reportado también que la IL-6 disminuye la concentracion de el
INF y y de TNF-a, mediante el modelo de inflamacion inducida con LPS. Incluso hay
una correlacion entre la IL-6 y el TNFa, ya que en los astrocitos, la primera se sobre-
expresa en presencia de la segunda (Akiyama et al., 2000).

La IL-6 forma parte de un grupo de citocinas que comparten una subunidad
receptora (gp130) como componente critico de la sefial de transduccién. El receptor
soluble de la IL-6 (sIL-6R), aumenta la accion de gp130, y durante dicho proceso, se
neutralizan las sefiales de IL-6. Se sabe que esta citocina, posee actividades bioldgicas
duales dependiendo del estimulo o de su activacion a nivel de receptores (Marz et al.,
1998).

Los resultados observados para el caso de IL-1B, mostraron una elevada
concentracion con respecto al control Basal, una posible explicacion para estos
hallazgos pudiera ser la compleja regulacion de esta molécula, la cual posee dos tipos
receptores membranales, como resultado de la expresion de dos genes diferentes
(Kaushik et al., 2013).

El receptor tipo 1 (IL-1RI) se constituye de dos subunidades: la proteina
receptora y una proteina accesoria. La sefial intracelular se genera después que IL-1p se
une a la subunidad receptora y ésta a su vez se une a la proteina accesoria. Mientras que
el tipo 1l (IL-111) se le llama “receptor sefiuelo”, ya que tanto IL-1B como IL-1a se unen
a este, pero con mayor afinidad para la primera y dicho receptor es incapaz de unirse a

la proteina accesoria.
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Rauschmayr et al., (1997) demostraron que en ratones transgénicos que expresan
constitutivamente IL-1RII en keratinocitos son mas resistentes a la inflamacion local,
suponiendo entonces que el receptor tipo Il participa méas en proteger a las células
contra estimulos inflamatorios.

Més aun, IL-1p es considerada la citocina principal involucrada en activar el eje
HPA para producir corticosterona y disminuir la produccion de ON a través de la
inhibicion de la actividad de las enzimas Oxido Nitrico Sintasa neural y la Oxido
Nitrico Sintasa inducible, dicha actividad es mediada por otro tipo de receptor para IL-
1B, conocido como el receptor antagonico (Gadek et al., 2012). El receptor antagdnico
de IL-1pB actia uniéndose a los receptores tipo I y II haciendo inaccesible la union de
IL-1a. 6 IL-1P a ellos (Koj, 1996). Por lo tanto podriamos considerar que la sobre
produccion de ésta citocina en nuestro modelo crénico de inflamacion inducida con LPS
podria ser debido a la activacion de respuestas anti-inflamatorias asociadas a los
receptores tipo Il & antagOnico, de hecho la estimulacion de monocitos con LPS
incrementa la concentracion de IL-1a 6 IL-1B asi como su receptor antagénico (IL-
1Ra) (Rokita et al., 1997).

En este sentido no hay un efecto de los Agaves sobre este sistema.
Recientemente, se mostro que una tetraciclina-3 modificada llamada COL-3 es capaz
de disminuir la expresion de TNF-o en un modelo de endotoxemia con LPS, sin
embargo de manera sorprendente no tiene efecto sobre IL-1[3. Los autores atribuyen la
selectividad del efecto de este antibidtico a su posible farmacocinética (Edan et al.,
2013), pero en realidad el presente trabajo, nos mostro que no hay una clara evidencia
farmacologica que nos indique la razon por la cual el tratamiento con algun el extracto
acetonico de los Agaves utilizados, no modifique la concentracion de las citocinas pro-

inflamatorias IL-6 o IL-1f3 pero si el de TNF-o e IFN-y.
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Cabe sefalar que las citocinas son importantes en la transmision de las sefiales
durante la respuesta inflamatoria, en las fases iniciales las células en las que se esta
llevando a cabo la reaccion inflamatoria, pueden liberar citocinas como la IL-6 o IL-1f.
Pero una vez que los linfocitos y las células mononucleares acuden a la region
inflamada, pueden ser activados por los antigenos y liberar citocinas propias, dentro de
las que destacan TNF-a e IFN-y, de tal forma que la expresion o liberacion de éstas
puede ser un curso temporal asociado al efecto que el LPS ejerce sobre las células
efectoras, en nuestro caso sobre la microglia.

No obstante, si bien no se observo efecto de A. tequilana, A. angustifolia y A.
americana sobre la concentracion de IL-6 o IL-1, si se observo un efecto modulador
de la respuesta sobre las otras dos citocinas. Dicho efecto es debido a la composicién
quimica de estas especies vegetales, y se ha postulado que los principales compuestos
capaces de actuar sobre la modulacion en la concentracion de las citocinas son las
saponinas, las cuales pueden tener una accion aislada o sinérgica.

En la actualidad, existen reportes en la literatura en los que se indica un efecto
inmunomodulador de las saponinas, por ejemplo Park et. al., (2009), al estimular células
microgliales con LPS (100 ng/ml) y tratarlas con extracto de Ginseng Rojo Koreano 6
con saponinas totales del Ginseng, encontraron que se reducen los niveles de TNF-a
inducidos por LPS, y una supresion significativa en la expresion del Factor Nuclear kB
(FN kB) y MAP Kinasa, ambas son moléculas de sefializacion durante los procesos de
inflamacio.

Asimismo, Akebia saponina D, aislada de Dipsacus asper, ampliamente
utilizada en China para el tratamiento de artritis y fracturas, modulé a la baja
notablemente el incremento de TNFa, IL-1B y COX 2 inducido por B-amiloide, a 90 y

270 mg/Kg en el cerebro de ratas Sprague-Dawley (Xing et al,. 2012).
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Las Saponinas esteroidales totales de Rhizoma anemarrhenae administradas
cronicamente (200 mg/Kg por ocho semanas v.0.) disminuyen notablemente la
concentracion de TNF-a inducido con estreptozotocina en homogenizados de cerebro y
en suero en ratas (Liu et al., 2012).

El dafio inducido con Escopolamina en ratones (1 mg/Kg i.p.) aumentd la
concentracion de el TNF-a y la IL-1(3 el doble con respecto al grupo control basal, sin
embargo, el tratamiento con Timosaponina Alll a 20 y 40 mg/Kg v.o. indujo una
potente inhibicidn sobre la expresion de dichas moléculas proi-inflamatorias 5 hr antes
de la administracion de la Escopolamina (Lee et al., 2009).

En este sentido, las saponinas Panaxtriol (PTS) que constituyen una de las
fracciones bioldgicamente activas de Panax notoginseng, planta que protege contra la
isquemia cerebral en ratas al aliviar el edema cerebral y promover un incremento en la
expresion de Trx-1, molécula que inhibe la activacion del FN kB y actGa como un factor
neurotréfico en neuronas colinérgicas; promueve la transduccion de sefiales del factor
neurotréfico NGF (Nerve Growth Factor), el cual se ve disminuido o deficiente en
trastornos neurodegenerativos como la EA, ademas de que estas saponinas inhiben a
COX-2 (Wo et al., 2011).

El ginsenosido-Re aislado de Panax gingsen inhibio la produccién de el TNF-a
y la IL-1B en macréfagos murinos Raw 264.7 estimuladas con LPS (Paul et al., 2012)
ademas, Wang et al., (2012) mostraron que el ginsenosido-Rd también inhibe al TNF-a
y la IL-1B en tejidos de pata inflamadas por carragenina y que dicho efecto podria
deberse a que también inhibe al FN B esto a dosis desde 12.5 hasta 50 mg/Kg
administrado intramuscular. El pre-tratamiento de células microgliales BV-2 con el
ginsenodsido Rgl atenla la sobre-activacion de éstas inducida con LPS al disminuir la

expresion de COX-2, FNkB, TNF-a e IL-1p.
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Por otro lado, la administracion de colinoliticos centralmente activos produce
efectos importantes en diferentes actividades conductuales. La Escopolamina es un
farmaco colinolitico que induce una disminucion en los procesos de aprendizaje y
memoria, ademas de que tiene su efecto bioldgico en el proceso de almacenamiento de
la informacion. El ensayo de dafio cognitivo inducido con escopolamina, se tomo de
aquel propuesto por (Elrod y Buccafusco, 1988).

El control positivo empleado fue Galantamina, debido a que es un agonista de
AChl, fue aislado de Galantus nivalis y es materia prima para elaborar farmacos como
Nivalin® ya que facilita el proceso de aprendizaje facilitando la sinapsis colinérgica;
modula alostéricamente los receptores nicotinicos de AChl ademas de incrementar la
disponibilidad de AChl al inhibir a la enzima AChE (Heinrich y Teoh, 2004).

Sin embargo, a pesar de tener un mecanismo de accion dual para mejorar la
memoria, los grupos de A. tequilana y A. americana tuvieron un mejor efecto al haber
mostrado mayor tiempo en Lr. Lo anterior puede ser relacionado con sus componentes
quimicos, ya que se sabe que poseen una gran variedad de saponinas triterpénicas y
esteroidales de las cuales existen una gran variedad de estudios a cerca de su actividad
nootropica.

Lee et al., (2000) empleando la evitacion pasiva como paradigma, evaluaron el
contenido total de saponinas del gingsen rojo en comparacion con Piracetam y N-metil-
D-glucamina, farmacos nootrépicos y encontraron una actividad importante en la
latencia de retencion durante la administracion aguda a 200 mg/kg con respecto a
Piracetam (500 mg/kg) y en la administracion cronica (7 dias) a la misma concentracion
en comparacion con N-metil-D-glucamina a 500 mg/Kg.

Wang et al., (2006) evaluaron también saponinas totales de Ginseng (GS) a

través de la evitacion pasiva, pero en este caso el dafio cognitivo fue inducido a través
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de la administracion i.c.v. en ratas de BAzs-3s ( 50 pg). La administracion cronica v.o. de
GS (80 mg/Kg) tuvo una notoria mejoria en la memoria (Lr. 600 seg) con respecto al
grupo control negativo (120 seg).

Timosaponina Alll y Sarsasapogenina saponinas esteroidales aisladas de
Anemarrhena asphodeloides fueron evaluadas (40 mg/Kg v.0.) sobre el dafo cognitivo
inducido con Escopolamina (1mg/Kg i.p.) empleando el mismo paradigma y mostraron
tener una actividad significativa al ser mayor el tiempo de retencién con respecto al
grupo control negativo (Lee et al., 2009).

Sin embargo existen otros ensayos como el laberinto acuatico de Morris y el
laberinto en forma de Y, que son empleados para evaluar el efecto sobre el dafio
cognitivo de diversos compuestos. En este sentido, la Akebia saponina D, saponina
triterpénica aislada de Dipsacus asper Wall indujo una reversion sobre el dafio inducido
con B-amiloide (10 pg i.c.v.) en los paradigmas antes mencionados a través de una
administracion cronica (28 dias) a 90 y 270 mg/kg v.o. (Xing et al., 2012)

Los mecanismos de accién a través de los cuales las saponinas actlan para
reducir los dafios inducidos a través de diferentes compuestos podria deberse a que
poseen actividades bioldgicas variadas, que en conjunto protegen a las neuronas
colinérgicas al disminuir la neuroinflamacion e inhibir la apoptosis ya que se sabe que
disminuyen la regulacion de Bax (proteina proapoptotica) y sobre regulan a la proteina
antiapoptética Bcl2 (Xing et al., 2012 ) ademas, se ha demostrado que los ginsenodsidos
Rb1l y Rgl,(saponinas del ginseng) poseen actividad neurotdéfica y neuroprotectora
sobre neuronas colinérgicas, razon por la cual el Ginseng es una planta ampliamente
utilizada para mejorar la memoria (Rudakewich et al., 2001).

Como ya se mencion0 anteriormente, la endotoxemia inducida con LPS es un

modelo util en el establecimiento de inflamacidn sistémica y dafio en la funcion
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cerebral, asociada a un fuerte estado pro-inflamatorio, pro-oxidante y que dichos
aspectos fisiopatoldgicos inducidos, estan asociados a que el LPS altera la estabilidad de
la BHE, al aumentar la permeabilidad de la misma.

Los resultados obtenidos permitieron observar por un lado, que el estimulo
inducido con la administracion del LPS establecié un ambiente pro-inflamatorio y pro-
oxidante. Y por otro lado, que el dafio inducido con escopolamina altera los procesos de
memoria y aprendizaje. De acuerdo a lo reportado en la literatura, existen varios
estudios que coinciden con lo que nosotros estamos reportando y posiblemente alguno o
algunos de los compuestos presentes en los extractos, como las saponinas, pueden estar
respondiendo a dichos ambientes inducidos en el presente trabajo de investigacion.

Ademas es la primera vez que se reporta tales actividades en estas especies de Agave.
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11. CONCLUSIONES.

Los resultados del presente trabajo experimental muestran por primera vez la
importancia farmacoldgica que tienen las especies Agave tequilana F. A.C. Weber,
Agave angustifolia Haw y Agave americana L. Marginata Hort. ya que presentaron
actividades bioldgicas importantes que pueden ser utilizadas para el tratamiento de los
procesos fisiopatologicos que se relacionan con la enfermedad de Alzheimer.

A través del modelo de inflamacion inducida con la administracion i.p. TPA y de
neuroinflamacion inducida con LPS empleado en el presente estudio se pudo establecer:

e Que A. angustifolia Haw y A. tequilana Weber poseen efecto anti-inflamatoio in
vivo y que si bien para Agave americana, ya habia sido reportado, este solo se
atribuia a la mezcla de saponinas como hecogenina y tigogenina.

o El efecto anti-inflamatorio se debe también a la presencia del compuesto aislado
y que fue identificado como Cantalasaponina-1.

o El efecto protector contra el dafio inducido con LPS (Agave tequilana Weber y
Agave americana L).

e A. angustifolia Haw inhibe a AChE, enzima involucrada en el progreso de la
EA.

e A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw y A. americana L promueven de
promover la actividad in vitro de la enzima antioxidante GR y disminuir aquella
que asociada con la detonacion del estrés oxidativo, NADPH oxidasa en
homogenizados cerebrales con dafio inducido con LPS.

e Que los diferentes Agaves modulan la concentracion de citocinas pro-
inflamatorias in vitro a la alta de IL-6 e IL-18 y a la baja de TNF-a e INFy en
homogenizado cerebral.

e Ademés, mejoran significativamente el deterioro cognitivo inducido con

Escopolamina evaluado in vivo a través del paradigma de Evitacion Pasiva.
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12.PERSPECTIVAS.

A partir del desarrollo experimental del presente trabajo, podrian surgir varias ideas
nuevas con las cuales trabajar como por ejemplo, debido a que la saponina esteroidal
aislada de A. americana solo fue evaluada para ver su probable inhibicidon sobre el
edema auricular inducido con TPA, se podria someter dicho compuesto a evaluacion
bioldgica sobre:

La actividad enzimatica de la enzima B-secretasa, la cual es encargada de la produccion
de los agregados de B-amiloide.

En este mismo sentido, evaluar el efecto que puede presentar sobre los dafios que induce
el B-amiloide en el sistema nervioso central como por ejemplo, la actividad antioxidante
y de de inhibicién sobre AChE.

Asi mismo, determinar su efecto sobre la sintesis de moléculas inflamatorias como

Citocinas pro-inflamatorias, Prostaglandinas y Leucotrienos.
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Abstract: Species of the agave genus, such as 4gave fequilana. Agave angustifolia and
Agave americana are used in Mexican traditional medicine to treat inflammation-associated
conditions. These plants” leaves contain saponin compounds which show anti-inflammatory
properties in different models. The goal of this investigation was to evaluate the
anti-inflammatory capacity of these plants, identify which is the most active, and isolate
the active compound by a bio-directed fractionation using the ear edema induced in mice
with 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) technique. A dose of 6 mg/ear of
acetone extract from the three agave species induced anti-inflammatory effects, however,
the one from 4. americana proved to be the most active. Different fractions of this species
showed biological activity. Finally the F5 fraction at 2.0 mg/ear induced an inhibition of
85.6%. We identified one compound in this fraction as (25R)-5u-spirostan-3p.60.23a-triol-
3.6-di-O-p-D-glucopyranoside (cantalasaponin-1) through 'H- and C-NMR spectral
analysis and two dimensional experiments like DEPT NMR, COSY, HSQC and HMBC.
This steroidal glycoside showed a dose dependent effect of up to 90% of ear edema
inhibition at the highest dose of 1.5 mg/ear.
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1. Introduction

Agaves have great economic and cultural importance for several native and cross-breed
communities in MeXico, and for centuries people have used these plants as sources of food. fuel.
shelter. and fiber, as fertilizer and ornamentals. but also in fraditional medicine. These plant species
belong to the family 4gavaceae. of which there are some 300 species in the World, over 250 of which
are found in Mexico [1].

The use of agave as food and fermented beverages source has persisted in Mexico for over 7,000
years. Tequila and mezcal, both distilled from agave, have become true Mexican symbols due to
the fact that both have been certified with a “Denominacion de origen” (protected designation of
origin) according to the Norma Oficial Mexicana (NOM, Official Mexican Regulations) regulations
NOM-006-SCFI-2005 (tequila) and NOM-070-SCFI-1994 (mezcal).

While these species are used as sources of fermented beverages. their use in fraditional medicine
has also been widely reported by Mexican herbalists [2]. 4. americana L. is one of the 500 more
widely used medicinal plants in several countries [3]. In Mexico it is used as diuretic and laxative,
and also in wound, syphilis. scurvy and cancer treatments. but it’s also used to treat the lack of
movement in extremities and postpartum belly inflammation [4-6]. Sap from 4. angusfifolia Haw is used
as a treatment for digestive troubles and as a remedy for sprains and broken bones not only in people.
but also in animals [7]. The main use for Agave fequilana (blue agave or blue weber) is the production
of tequila.

The leaves of these species represent an important source of secondary metabolites like fructans,
and flavonoids. but mainly terpenoids and steroidal saponins [5.8]. There are different saponins which
have been isolated and identified in several species of the agave genus. such as smilagenin (steroidal
saponin which precedes another eight saponins) and gitogenin [9] isolated from A. lechugilla.
Manogenin and kamogenin, from 4. amanuensis callus culture [10]. Hecogenin. tigogenin.
agavasaponin E and H from Agave americana [11-15]. Steroidal saponins from 4. affenuata [16.17]
and 4. shrevei [18]. Data in the literature indicate that agave genus species have an anti-inflammatory
effect. for example. the aqueous extract of 4. infermixta reduces carrageenan-induced plantar
edema [19]. Steroidal saponins isolated from 4. affenuata Salm-Dyck and A. shevrei Gentry. exhibit
anti-inflammatory activity in a membrane permeability induced by acetic acid model [16.18].
Hecogenin, and tiogenin isolated from 4. americana L.. induce greater anti-inflammatory activity than
the aqueous extract they come from. and even the anti-inflammatory steroidal drng. dexamethasone. in
the essay of carrageenan-induced sub-plantar edema [11]. Furthermore, Mana ef al. found that this
species’ leaves have compounds with antitumor activity [20]. 4. americana extract orally administered
to sheep. with different doses of saponins (120, 240 and 360 mg/kg) has antiprotozoal activity. as well
as the capacity to lower the serum concentration of cholesterol and glucose, which helps the growth of
these animals’ offspring [21].
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The goal of this investigation was to evaluate the anti-inflammatory effect of three species of the
agave genus— 4. americana. A. tequilana and A. angustifolia—due to the fact that there aren’t many
pharmacological studies of these plants, which are widely used by several communities in MexXico.
This was done using the auricular edema induced by 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate
(4p.90.12p.130.20-pentahydroxytiglia-1.6-dien-3-one 12-tetradecanoate 13-acetate. TPA) model. in
addition to a chemical analysis of the species with better biological activity, which led to the structural
elucidation of an anti-inflammatory compound.

2. Results and Discussion

Topical administration of TPA caused an approximately 12 mg edema in this test (Figure 1.
negative conirol group. Ctrl). The concentration employed in the present study was selected after
performing some screening assays of TPA-induced auricular edema to analyze the anti-inflammatory
activity of 4. americana y A. fequilana and 4. angustifolia acetone extracts. We decided to evaluate
them at 1.0. 2.0. 4.0, 6.0. v 10.0 mg/ear. and significant biological activity was seen starting from
2.0 mg/ear. There were no statistical differences between groups (data not shown). but the 6.0 mg/ear
effect was higher. so we chose that concentration to perform our assays. It was observed that the
groups that received 4. fequilana (At). 4. americana (Aam) and A4. angustifolia (Aan) showed a
significant decrease (p < 0.05) of edema caused by TPA. having inflammation levels of only 3.7 mg.
2.2 mg and 5.7 mg. corresponding to inhibition percentages of 68%. §1% and 51%. respectively. Mice
that received indomethacin locally (indo to 1.0 mg/ear. positive control) showed an average level of
4.3 mg (67.2%) of edema inhibition. which was significantly different from conftrol group (p < 0.05.
Figure 1. The aqueous extract of Agave infermixta was previously tested using the TPA model and
showed an edema inhibition percentage of 54.27 and 56.55% with doses of 3 mg/ear and 5 mg/ear.
respectively [19].

Figure 1. Effect of the topical administration of the acetone extract of 4. tequilana (AT).
A. americana (Aam), 4. angusiffolia (Aan) at 6 mg/ear, on TPA induced ear edema.
Indo = Indomethacin. ANOVA. post-hoc Bonferroni * p < 0.05 (n = 7. mean + SD, when it
is compared with the negative control).
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So far. in the literature there was only one report in 1997 of any such activity from 4. americana. In
that paper the authors showed that an extract of this species (at doses of 200 and 300 mg/kg. ip) and
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the corresponding mixture of genins (hecogenin and tiogenin) induced a decrease in carrageenan-induced
plantar edema in Wistar rats [11].

There are no reports of such activity in the species 4. fequilana and 4. angustifolia. As seen in
Figure 1. the 4. americana acetone extract showed higher activity than the other two species at the
same dose. and even higher than the reference drug indomethacin. This nonsteroidal anti-inflammatory
drug is widely used to treat edema due to its ability to block the inflammatory cascade associated with
arachidonic acid by inhibiting the enzymes cyclooxygenase 1 (COXI1) and 2 (COX2). There are
pharmacological reports which indicate the anti-inflammatory effect of different species of the agave
genus, which is mainly attributed to the presence of steroidal saponins [16.18] and terpenes [22]. Thus.
the anti-inflammatory activity of several species of the agave genus has already been established by
several tests. including the one induced with TPA for 4. infermixta Trel [19]. and also in an induced
vascular permeability test with acetic acid to 4. atfenuata Salm-Dyck [16] and A. shevrei Gentry [18].

Apparently, 4. americana has the ability to decrease the inflammatory process caused by different
substances, and their effect may be due to local or systemic application. Both carrageenan [23] and
TPA [24]. activate the cyclo-oxygenase pathway. in addition to being sensitive to drugs that act as
antagonists of the prostaglandins and glucocorticoids synthesis pathways.

Due to its higher activity, a bio-guided chemical fractionation of 4. americana was carried out. Six
fractions with different chromatographic profile (F1 to F6. with ascending polarity) could be separated
by open column chromatography (CC). Each one of these in furn was evaluated in the TPA-induced
ear edema at a dose of 2 mg/ear. Lower polarity fractions F1 and F2 did not cause any significant
changes (p = 0.05. Figure 2) in ear edema level (11.14 mg and 10.4 mg. respectively) compared to the
inflammation confrol group (12 mg).

Figure 2. Effect of the topical administration (2 mg/ear) of the fractions with different
polarity from acetone extract of 4. americana on TPA induced ear edema. Indo =
indomethacin (1 mg/ear). ANOVA. post-hoc Bonferroni * p < 0.05 (n = 7. mean + SD,
when it is compared with the negative control).
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Ear edema. measwed as a weight difference between the ears. was 6.02 mg in the group that
received fraction F3. which represents a 49% inhibition (Figure 2). indicating the presence of some
anti-inflammatory compounds. As the polarity of the extracts F4. F5 and F6 increased. the biological
effect also increased, showing an edema level of 3.4, 1.7 and 2.4 mg, which represents a 71.7%. 85.6%
and 79% edema inhibition. respectively. being significantly different from control group (p < 0.05.
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Figure 2). The data thus suggests that this plant contains more than one compound with the capacity to
inhibit the local effects of TPA.

Fraction F5 was separated chemically because it caused a higher edema decrease. From the
fractionation of F5. a precipitate (F5b) was isolated. which showed anti-inflammatory activity in the
TPA model. so it was decided to evaluate it at three doses (1.0, 1.5 and 2.0 mg/ear). The tests indicated
that the three doses employed induced inflammation decreases of 3.3, 1.4 and 1.2 mg. corresponding to
inhibition percentages of 72.5%, 87.6% and 90%. respectively. Although there were no statistical
ditferences befween the analyzed groups. a dose-dependent behavior was observed, and F5b had a
higher anti-inflammatory effect than indomethacin at a dose of 1.0 mg/ear (Figure 3).

Figure 3. Effect of the topical administration of different doses (1.0. 1.5 and 2.0 mg/ear) of
precipitate F5b isolated of 4. americana. on TPA induced ear edema. Indo = Indomethacin
(1 mg/ear). ANOVA. post-hoc Bonferroni, * p < 0.05 (n = 7. mean + SD. when it is
compared with the negative control).
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The precipitate F5b was exhaustively acetylated to give a white solid whose “C-NMR
spectroscopic analysis showed 57 signals. 29 of which could be assigned to an acetylated spirostanol
skeleton type due to the characteristic ketal carbon signal at & 108.6 (C-22). The other 28 carbon
signals corresponded to the presence of two sugar moieties. The anomeric signals were observed at &
4.62 (d. 8 Hz)/98.1 for H-1" and C-1" and 6 4.46 (d. 8 Hz)/101.7 for H-1" and C-1", respectively. The
interglycosidic connectivities were determined by the long-range heteronuclear coupling correlations
(BJ.;;H) observed in the HMBC experiment of C-1" (8¢ 98.1) of glucose with H-3 (8g 3.49) and C-1"
(d¢ 101.7) of glucose with H-6 (dy 3.26) (Table 1). Taken together this indicated fo us that the
parent compound corresponded to (25R)-3g-spirostan-3[.60.230-triol-3.6-di-O-B-D-glucopyranoside
(Table 1). This saponin has been previously described from 4. canfala as cantalasaponin-1 [25]. later it
was also identified in 4. americana [13.26].
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Table 1. 'H (400 MHz) and *C-NMR (100 MHz) data of the peracetylated derivative of
cantalasaponin-1.

Position [ dn Paosition B¢ Bu
3-0-gle
1 39.6 1" 98.7 4.62(d, 8)
2 27.8 2 71.4 492 (dd, 8, 9.6)
3 78.6 3.499 (m) 3 72.8 5.14 (dd. 9.2, 10)
4 28.9 4 68.5 5.04 (dd, 9.6, 9.6)
5 493 5 718 362 (dddd, 2. 4.8, 7.6, 12)
6'a . 4.05(dd, 2, 12)
6 81.12 3.26 (m) b 62.2 422 (dd. 43.12)
7 37.1 6-0-glc
8 338 1" 101.7 446 (d, 8)
9 53.5 2 71.6 492 (dd, 8, 9.6)
10 36.6 3" 73.2 5.14 (dd. 9.2, 10)
11 20.77 4" 68.6 5.04 (dd, 9.6,9.6)
12 3969 5" 718 362 (dddd, 2. 4.8, 7.6, 12)
6"a . 4.05(dd, 2, 12)
13 411 b 623 422 (dd. 4.8, 12)
14 56.0
15 31.8
16 81.17 441 (m)
17 61.7 0.75(s)
18 135 0.77 (s)
19 16.2
20 36.1
21 142 0.90 (d, 6)
22 108.6
23 68.5 4.80 (dd, 11.6)
24 341 1.46 (m)
25 30.8
26a 65 3.37 (m)
b 3.29 (m)
27 16.5 0.78 (d, 6)

Experiments analyzed in CDCl;, 8 in ppm. Jin Hz.

This saponin was found in some members of the Agavacea family and could act as a marker,
as reported in 2004, from its isolation in the species Furcraea selloa which also belongs to that
family [27]. Importantly. there is some evidence that this compound has biological activity. For
example, its cytotoxic effects against JTC-26 cells which induce human cervical carcinoma has been
reported [25]: the same activity was analyzed against human cells inducing HL-60 promyelocytic
leukemia, but it was nof active in those experiments [28]. Recently. this saponin was isolated from
A. sisalana and it was evaluated again in a cytofoxicity test but on human MCF-7 breast cancer and
NCI-H460 non-small cell lung cancer lines. and it was not active either [29]. The present report is the
first to demonstrate the dose-dependent anti-inflammatory activity of cantalasaponin-1.

It has been shown that secondary metabolites from 4. americana such as the steroidal saponins and
friterpenes found in different parts of the plant. but mainly in its leaves, induced several activities.
Examples of these componds are tigogenin, which has shown anticancer [30] and anti-inflammatory
activity [11]. besides promoting the union of nuclear factor Kappa B to DNA. which promotes the
anti-proliferative effect associated to cancer [31]. Chlorogenin. another steroidal saponin. induces
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foxicity against HL-60 human promyelocytic leukemia cells [32]. and also has anti-inflammatory
activity [33]. Considering that cantalasaponin-1 is structurally linked with these active compounds (it
contains one C-23 hydroxyl more than clorogenin. and two more than tigogenin) we can propose a
direct relation to the biological activity observed in this study.

3. Experimental
3.1. General

12-O-Tetradecanoylphorbol ~ 13-acetate  [4(.90.12f.130.20-pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one
12-tetradecanoate 13-acetate, TPA, =09% purity (by TLC)|] and indomethacin [Indo. =09% purity
(by TLC)] were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO, USA). All NMR spectra were
recorded in CDC13 on a Varian INOVA-400 MHz instrument (operated at 400 MHz for 'H-NMR,
NOESY. 'H-'H COSY. HSQC. and HMBC. and at 100 MHz for *C-NMR). Chemical shifts are
reported in parts per million (ppm) relative to tetramethylsilane (TMS).

3.2. Plant Material

The different agave leaves used were identified in the Biology Institute of the National University
of Mexico (UNAM) by Dr. Abisai Josue Garcia Mendoza as 4gave fequilana F. A.C. Weber. Agave
angustifolia Haw and Agave americana L. Marginata Hort. A. americana L. Marginata Hort. material
was collected in the Toluca de Lerdo Municipality in the state of Mexico (19°1729"N. 99°39'38"W):
A. tequilana F.A.C. Weber and A. angustifolia Haw. were obtained from controlled cultivations in
Tlaquiltenango (18°37'48"N, 99°10'00""W) in the state of Morelos.

3.3. Chemical Fractionation

The leaves were cut into pieces of approximately 10 cm in size. weighed and placed in trays for
Iyophilization (Heto Drywinner lyophilizer, Model DW3, Heto Holten A/S. Allerad. Denmark). Once
the vegetable material was dry. it was weighed and ground (Pulvex plastic mill. D.F.. Mexico), and
then macerated in acetone for 72 h. The product thus obtained was filtered and the extract was
concentrated under reduced pressure on a rotary evaporator (Heildolph Laborota Model 4000,
Schwabach, Germany). Once the solvent was removed. the resulting 4. fequilana (At). 4. americana
(Aam) and 4. angustifolia (Aan) extracts were lyophilized and refrigerated at 4 °C until further use.

The most biologically active extract. in this case the 4. americana one, was subjected to partition
with an immiscible 1:1 mixture of water/ethyl acetate (1 L. three times). The organic fraction (F-EtOAc
10 g) was concentrated by low-pressure distillation and separated on an open chromatographic column
(50 = 500 mum, silica gel 70-230, 100 g. Merck, Darmstadt. Germany). The mobile phase consisted of
a gradient of n-hexane/ethyl acetate/MeOH mixtures (250 mL each sample). Concentrated fractions
(characterized by eluent composition and amount isolated) were grouped according to their chemical
similarities: F1 (100:0:0, 0.32 g). F2 (80:20:0. 0.45 g). F3 (50:50:0. 0.6 g). F4 (45:45:10. 2.1 g). F5
(40:40:20. 3.8 g) and F6 (0:0:100, 2.3 g). Fraction F5 afforded in acefone a white precipitate (0.5 g)
which was separated by Whatman paper filtration. and denominated F5b. In order to facilitate the

structure elucidation. this precipitate (100 mg) was subjected to an acetylation process (1:2 pyridine-Ac,O.
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3 h). as previously described [34]. The crude product of this reaction was partitioned with an ethyl
acetate/water mixture. The organic fraction was concentrated to dryness. Crystallization from
n-hexane-ethyl acetate afforded the peracetate derivative (25 mg). 'H- and Bc-NMR analysis (Table 1)
and two dimensional experiments like COSY, HSQC and HMBC allowed us to confirm the chemical
structures shown in Figure 4.

Figure 4. Chemical structure of cantalasaponin-1 and its peracetylated derivative.

—
+ TOR

Cantalasaponin-1 (R = H): peractylated derivative =~ (R = COCHj3)
3.4. Animals

Male ICR mice (35 gr weight) were used. All animals were purchased from Harlan Mexico
(D.F. Mexico), and kept in an animal house for three weeks with a cycle of 12 h of light and 12 h of
darkness and free access to water and food (pellets, Harlan). Three days before testing began the
animals were conditioned to the laboratory environment and to the researcher. All experiments were
conducted in accordance with the Federal Regulations for Animal Experimentation and Care (Ministry
of Agriculture, NOM-062-Z00-1999, Mexico). The experimental protocols were approved by the
Research Committee of Mexican Institute of Social Security with the recording number R-2010-1701-21.
The minimum nuwmber of animals and duration of observation required fo obtain consistent data
were employed.

3.5. Experimental Design

Groups of seven mice were formed. each comesponding to one of the following freatments:
(a) negative control (TPA 2.5 ug dissolved in 20 pL of acetone). (b) positive control (indomethacin,
1 mg/ear) and (c) the acetone extracts of leaves of 4. fequilana. A. americana and 4. angustifolia at
6.0 mg/ear dose. The ear treatment administration procedure was initiated in the surgical anesthesia
stage (pentobarbifal sodium 50 mg/Kg via. ip). The left ear of each mouse served as control reference
for all treatments because only 10 pL of 70% ethanol were administered on both sides of the ear. For
all treatments with agave species, these were administrated 10 pL on both sides of the right ear. For
positive control, the same volume of a solution of indomethacin (a non-steroidal anti-inflammatory drug)
was applied and for the negative control group. only ethanol to 70%. Fifteen minutes after treatment
administration, 10 pL of TPA (pro-inflammatory) solution was applied on both sides of the right ear.
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Thereafter. 4 h later. the animals were sacrificed by cervical dislocation. and then 6 mm sections
were taken from the ears of each mouse from all groups. the sections were weighed and the weight
differential was determined [35].

In the case of the extract that showed significant anti-inflammatory effect, was performed fractionation
and some selected fractions were tested (2 mg/ear). Finally. we constructed a dose-response curve for
the isolated compound at the doses of 1.0, 1.5 and 2.0 mg/ear. The results were used to determine the
TPA induced edema inhibition percentage was obtained using expression below:

Inhibition (%)=[Aw control - Aw treatment] %100

where Aw = wt — wnt; wt is the weight of the section of the treated ear: wnt is the weight of the section
of the non-treated ear.

4. Conclusions

In this work. the anti-inflammatory activity of acetone extract of 4. angustifolia Haw and
A. tequilana Weber was reported for the first time. Moreover, although the anti-inflammatory effect of
A. americana had already been described. it was previously attributed to a mixture of sapogenins such
as hecogenin and tiogenin. while in this paper it is shown that the anfi-inflammatory eftects of this
plant may also be due to the presence of cantalasaponin 1.
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ANEXO II: Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Cantalasaponina-1
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